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RESUMO

A cromoblastomicose (CBM) é uma micose subcutanea que causa lesdes na epiderme e derme,
estd associada com trabalhadores rurais uma vez que seu agente patogénico é encontrado
naturalmente em arvores e plantas, o ferimento causado por esses pode gerar a inoculacdo do
fungo no organismo e o desenvolvimento da doencga. Para avaliar a susceptibilidade dos fungos
causadores de CBM as drogas que atuam inibindo a via da calcineurina foram realizados testes
para determinar a concentracdo minima inibitdria (CIM) de inibidores FK506 e Ciclosporina
A. Além disto, foi realizado um levantamento na literatura dos parametros e protocolos de
referéncia utilizados para 0s ensaios com drogas antifingicas para as espécies causadoras de
CBM, uma vez que ndo ha um consenso definido. Foi observado prevaléncia do sinergismo e
efeito aditivo entre as drogas inibidoras da calcineurina com os antifingicos analisados para
trés espécies de Fonsecaea com excecdo da combinacéo entre ciclosporina A e itraconazol. A
necessidade de novos alvos terapéuticos para tratar a CBM se da pela ineficicia de vérios
compostos antifungicos comercialmente disponiveis em que muitas vezes sao necessarias altas
doses para um bom desfecho do tratamento da CBM. Esta doenca ainda possui um carater
recalcitrante, o que dificulta seu tratamento, e, por ser longo a taxa de abandono é
significativamente alta. Dessa maneira, ao explorar esta via como possivel alvo farmacoldgico
pode-se contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias para o tratamento da doenca.

Palavras-chave: Calcineurina. Fonsecaea sp. Concentragdo Inibitéria Minima.
Cromoblastomicose.



ABSTRACT

Chromaoblastomycosis (CBM) is a subcutaneous mycosis that causes damage to the epidermis
and dermis, it is associated with employers since its pathogen is found naturally in trees and
plants, the injury by these can generate an inoculation of the fungus in the body and the
organism development of the disease. To assess the susceptibility of CBM-causing fungi to
drugs that act by inhibiting the calcineurin pathway, tests were performed to determine the
minimum inhibitory concentration (MIC) of FK506 and Cyclosporin A inhibitors. In addition,
a survey in the literature of the parameters and reference protocols used for assays with
antifungal drugs for species causing CBM was carried out, since there is no defined consensus.
Prevalence of synergism and additive effect was observed between calcineurin inhibitory drugs
and antifungal agents analyzed for three species of Fonsecaea, except for the combination
between ciclosporin A and itraconazole. The need for new therapeutic targets to treat CBM is
due to the ineffectiveness of several commercially available antifungal compounds in which
high doses are often required for a good outcome of CBM treatment. This disease still has a
recalcitrant character, which makes its treatment difficult, and, as it is long, the dropout rate is
significantly high. Thus, exploring this pathway as a possible pharmacological target can
contribute to the development of new strategies for the treatment of the disease.

Key words: Calcineurin. Fonsecaea sp. Minimun inhibitory concentration.
Chromoblastomycosis.
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1. Introducéo

1.1 Cromoblastomicose

As infeccdes fungicas atualmente estdo mais presentes na sociedade, fato esse que nao
era comum h& pouco tempo e comecgou a ter importancia devido ao acometimento tanto de
pessoas higidas como suscetiveis (Rodrigues et al, 2020). A medicina progrediu e junto dela
diversos tipos de tratamentos e curas foram desenvolvidos para ajudar na sobrevivéncia de
diversos grupos de pacientes. lronicamente a quantidade de pessoas em risco de contrair
infeccOes fungicas aumentou (Kohler et al 2017). A utilizagdo de drogas imunossupressoras €
a persisténcia da epidemia da AIDS, acontecimentos que deixam 0s pacientes com sistema
imune deprimido, intensificaram a quantidade de pessoas que adquirem infeccBes fungicas
invasivas (Delliére et al, 2020).

As infecgOes invasivas, as que sdo causadas por fungos, proporcionam um impacto
significativo na salde da populacdo. Segundo a Global Action Fund for Fungal Infections
(GAFFI) é estimado que, por ano, mais de um milhdo de pessoas percam a visdo como
consequéncia da ceratite fungica, mais de 300 milhdes de pessoas de todas as idades sofrem
com alguma infeccdo severa, causada por fungo, em todo o mundo e destes, cerca de 1,5
milhdes de individuos devem vir a 6bito (Rodrigues et al, 2020).

As infeccBes mais frequentes que acometem a populacdo sdo causadas por Aspergillus
spp., Cryptococcus spp., Candida spp., Fusarium spp., Scedosporium spp., entretanto, espécies
de fungos incomuns estdo emergindo e causando mais doencas em pessoas que possam estar
susceptiveis em decorréncia de um sistema imune debilitado. Pode-se citar Actinomucor
elegans uma espécie da ordem Mucorales e Trametes polyzona, basidiomiceto da ordem
Polyporales (Delliére et al, 2020).

Entre os ascomicetos, vérias espécies sdo capazes de desenvolver infec¢bes flngicas
(Kohler et al, 2017). Dentro deste filo é encontrado um grupo de fungos que causam micoses
cuténeas e subcutaneas conhecidas como cromoblastomicose (CBM) em hospedeiros saudaveis
através de sua inoculacdo traumatica (Rudolph, M. 1914). A doenca cromoblastomicose foi
estudada pela primeira vez em 1911 em S&o Paulo por Pedroso e Gomes que observaram quadro
de dermatite verrucosa em quatro pacientes brasileiros (Martinez e Tovar. 2007; Queiroz-Telles
et al, 2016) e em 1914 ela foi descrita oficialmente por Maximilliano Willibaldo Rudolph em
um artigo alemao intitulado “Sobre a figueira brasileira”. Ele trabalhava como clinico em um
hospital de Minas Gerais e identificou seis pacientes com lesdes nos membros inferiores

popularmente conhecida como “figueira”. Porém, o termo cromoblastomicose s foi cunhado
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em 1922 por Terra e colaboradores (Queiroz-Telles et al 2016; Martinez, Tovar 2007; Torres-
Guerrero et al, 2012).

Em 2017 a organizacdo mundial da saude incluiu a CBM como doenca tropical
negligenciada (DTNs), pois de acordo com a OMS os individuos mais acometidos por essas
doengas sdo 0s que possuem baixo poder aquisitivo, moradores de zonas rurais remotas,
periferias urbanas e zonas de conflito (Queiroz-Telles et al, 2017). As DTNs constituem um
grupo de infecgdes tropicais e subtropicais endémicas em populacdes de baixa renda que vivem
em regides como a Africa, Asia e América Latina (Andrade et al, 2019).

A CBM pode ser definida como uma infeccdo fangica crénica cutanea e subcutanea
resultante da implantagédo de fungos deméceos dentro da pele que se desenvolvem em um tipo
celular parasitario denominado células ou corpos muriformes (Najafzadeh et al, 2009;
Krzysciak et al, 2014). Os agentes etioldgicos sdo saprofiticos, encontrados em solos e na
vegetacdo, os principais acometidos pela doenca séo trabalhadores rurais do sexo masculino
gue se contaminam com algum instrumento de trabalho ou com a propria vegetacdo (Khan et
al, 2015).

Os fungos demaceos causadores da CBM pertencem a ordem Chaetothyriales, familia
Herpotrichiellaceae, incluindo:  Fonsecaea  pedrosoi,  Fonsecaea  monophora,
Cladophialophora carrionii, Fonsecaea nubica, Phialophora verrucosa, Rhinocladiella
aquaspersa, Cladophialophora samoensi, sendo 90% dos casos atribuidos ao F. pedrosoi
(Britto; Bittencourt, 2018).

Apesar da CBM acometer individuos ao redor do mundo inteiro ela tem maior
prevaléncia em regides tropicais e subtropicais da América Latina, Caribe, Africa e Asia
(Figura 1). O seu principal local de incidéncia no Brasil é a regido amazénica (Ameen, 2008),
porém como nao ha necessidade de notificagcdo compulsoria, por ser uma doenca negligenciada,

uma estimativa real do numero dos casos da doenca ¢ dificultada (Queiroz-Telles, 2015).
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Casos totais de Cromoblastomicose reportados

Figura 1. Distribuicdo geogréafica da CBM de acordo com os casos reportados na literatura (modificado de Santo
et al, 2021).

Clinicamente a doenca é caracterizada pelo desenvolvimento de lesdes que se alastram
pelo epitélio em extensdo e ndo profundidade, dessa forma, o agente patogénico ndo consegue
infectar musculos ou ossos (Martinez e Tovar, 2007).

A CBM possui diversidade nas manifestacdes clinicas, dependendo do agente causador.
Enquanto, F. nubica, F. pedrosoi e Cladophialaphora carrionii estdo associadas
exclusivamente com lesdes epiteliais, 0 F. monophora e C. bantiana podem gerar infecgdo
cerebral priméria, aquele por inoculacdo e o Gltimo por inalagdo (Schneider et al, 2019).

As lesdes podem ser definidas de acordo com o seu tamanho e gravidade. Estas podem
ser nodulares (menor tipo de lesdo caracteristica da CBM); tumorais, verrucosas (com
hiperqueratose); tipo placas (menos comuns na CBM, com varios tamanhos e formas, e
coloracdo que vai de vermelho ao roxo) e cicatriciais (desenvolvidas pelo crescimento
periférico com cicatrizes atrofiadas) (Figura 2) (Krzysciak et al, 2014).

As lesdes também podem ser classificadas a partir da gravidade da ferida: brandas, com
escamas ou nodulos Unicos, diametro abaixo de 5 cm; moderadas, Unica ou mdaltiplas lesdes
tumorais, verrucosas ou tipo placa isoladas ou juntas em uma ou mais areas adjacentes do corpo
com tamanho menor de 15 cm e severas, qualquer tipo de ferimento isolado ou mdltiplo
cobrindo extensas areas de pele, tanto vizinhas quanto distantes. Lesfes severas tendem
apresentar baixa resposta ao tratamento ou se tornarem mais resistentes (Brito e Bittencourt,
2018).
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Apesar das feridas serem localizadas, elas podem se desenvolver em lesdes satélites

(outras areas do corpo), pela auto inoculacdo depois do paciente ter cogado a leséo inicial ou

pela disseminacdo linfatica (Khan et al, 2015).

Figura 2. Tipos de lesbes de cromoblastomicose. Lesdo ulcerativa papulosa no joelho apos seis meses de evolucao
(A). Lesbes nodulares na perna (B). Lesdo verrucosa no pé (C). Leséo tipo placa no ombro (D). Diferentes tipos
de lesBes compostas por tipo placa, nodular e verrucosa envolvendo a perna (E). Lesdes pseudo-vacuolar
envolvendo a méo e antebraco (F) Lesdo cicatricial no joelho e perna (G). Lesdes tumorais na coxa e joelho (H).
Lesdo ecmatosa ha mao e punho (1) (Reproduzido de Queiroz-Telles, 2013).

O diagnostico laboratorial é feito pela histopatologia e cultura para identificar o
patégeno causador. A coloracdo de Fontana-Masson para melanina é necessaria para a
confirmacdo dos corpos escleroticos ou células muriformes, que sdo patognoménicos da CBM
(Figura 3A/B/C) (Manual MSD, 2020).
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Figura 3A. Células muriformes ou escleréticas, achado patognomdnico da CBM (coloragdo de hematoxilina e
eosina, aumento de 40x) 3B/C. Hifas de F. pedrosoi e células muriformes observados em microscépio de luz
(Torres-Guerrero et al, 2012) (Santos et al, 2007)

1.2 Género Fonsecaea

Todas as espécies do género Fonsecaea produzem col6nias enegrecidas aveludadas e
células muriformes o que torna dificil a sua classificacdo, sendo possivel identifica-las através
de biologia molecular pela amplificacéo de regides polimorficas (Queiroz-Telles et al, 2017).
Morfologicamente esse género é definido pela presenca de conidiéforos melanizados com
conidios de diferentes tamanhos, isolados ou em cadeias curtas que se ramificam (De Hoog et
al, 2004). Estudos moleculares recentes demonstraram que 0 género Fonsecaea compreende
quatro espécies clinicamente cripticas: F. pedrosoi, F. nubica, F. monophora e F. pugnacios e
quatro espécies ambientais, F. minima, F. erecta, F. brasiliensis e F. multimorphosa (Figura
4) (Chen et al, 2016).

F. pedrosoi é o considerado o principal agente causador da CBM, apesar de ser um
fungo com distribuicio mundial estd mais presente em regides tropicais (Silva et al, 2007). E
um microrganismo saprofita, seu nicho natural compreende o solo, madeira podre e plantas em
decomposicdo (Santos et al, 2007). Considerado um fungo polimérfico, com uma fase
saprofitica no solo, no qual esta sob forma de micélios que produzem conidios e uma fase

parasitaria, onde encontra-se na forma de células muriformes (Alviano et al, 2003).
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Nos Ultimos anos apesar do desenvolvimento de protocolos experimentais para obtencao
de células muriformes in vitro utilizando propranolol ou fator ativador de plaquetas (PAF)
(Chao, Olsen, 1993; Alviano et al, 1992), os mecanismos envolvidos na transicdo morfologica
do fungo F. pedrosoi continuam desconhecidos (Santos et al, 2007).

Um estudo validado por Silva e seu grupo (2002), demonstrou que as ceélulas
muriformes obtidas em laboratorio utilizando meio de cultura natural & base de cupuagu, séo
antigenicamente e morfologicamente similares as obtidas in vivo. Um fato documentado por
Mendoza e colaboradores (1993) foi de que F. pedrosoi necessita de baixas concentracdes de
ion célcio, no pH 2,5 para diferenciar de micélio para célula muriforme, sugerindo que a
concentracdo desse ion em tecidos humanos pode participar do processo de transformacéo do
fungo durante a CMB.

Assim como F. pedrosoi, F. monophora também é agente etiol6gico da CBM e 0 mais
prevalente na regido Sul da China (Yi et al, 2017). Foi demonstrada a sua relagédo causal com
alguns casos de feohifomicoses, micoses sistémicas oportunistas (Doymaz et al, 2014). F.
monophora possui neurotropismo, tendo disseminacdo para o cérebro e outros 6rgaos. Além
disto pode causar infeccdo cerebral primaria sem lesbes cutaneas (Queiroz-Telles et al, 2017).
Dessa forma, seu potencial invasivo ja foi descrito (Schneider et al, 2019). Acredita-se que ha
diferencas entre a patogénese e viruléncia das espécies F. pedrosoi e F. monophora, porém,
devido a dificuldade de diferenciar morfologicamente os agentes etioldgicos, necessita-se de
mais estudos para detectar as particularidades de cada espécie. (Schneider et al, 2019).

Descrita pela primeira vez em 2010 por Najafzadeh e colaboradores, Fonsecaea nubica,
foi isolada em diferentes locais, como Brasil, China, Africa e Franca. As manifestacdes clinicas,
achados histopatoldgicos, tratamento e progndstico relacionados a esta espécie sdo escassos na
literatura (You et al, 2019). Sabe-se que F. nubica esta relacionada exclusivamente a lesdes
epiteliais, com quadro clinico mais parecido com F. pedrosoi do que aquele apresentado por F.
monophora (Schneider et al, 2019).

Ainda dentro do género Fonsecaea causadores de CBM existe o F. pugnacius que
possui neurotropismo eventualmente levando a disseminacéo para o cérebro e outros 6rgdos ou
causando infecgdo primaria cerebral sem gerar lesGes na pele, caracteristico de feohifomicose
(Queiroz-Telles et al, 2017). Essa capacidade de ou apresentar-se em formas de hifas no cérebro
ou em células muriformes no tecido cutaneo do mesmo hospedeiro classifica a clinica do F.
pugnacius como exclusiva, sendo a Unica espécie que apresenta essa dualidade (Bombassaro et
al, 2020).
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Figura 4. Arvore filogenética das espécies de Fonsecaea baseada em alinhamento de sequencias (ITS) construida
pelo método Neighbor joining utilizando o programa MEGA 6.0 (adaptado de Chen et al, 2016).
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O sistema imune do hospedeiro é indispensével para a resposta contra o fungo, quando
h& uma alteracdo na homeostase do organismo e respostas anti- e pro- inflamatorias sdo geradas
podendo favorecer o controle ou a cronificagdo da doenca (Romani, 2011). Os humanos sao
naturalmente resistentes a maioria das infecgdes flngicas e para o agente infeccioso gerar a
doenga ele deve ter quatro habilidades: crescer a 37°C; penetrar nos tecidos internos do
hospedeiro; digerir ou absorver os componentes/ nutrientes dos tecidos humanos e resistir ao
sistema imune do hospedeiro (Kohler et al, 2017).

Primeiramente ao entrar no organismo as células fangicas sdo reconhecidas pelo sistema
inato do organismo composto por células fagocitarias - macrofagos, neutréfilos e células
dendriticas. A partir desse reconhecimento da-se o inicio da ativacdo e repressdo de vias
imunolodgicas com liberacdo de diferentes tipos de citocinas que sdo dependentes da severidade
da doenca. Sendo que € perceptivel a resposta fungistatica, ao invés de fungicida realizada pelos
macrofagos ativados no hospedeiro (Queiros-Telles, 2017; Krzysciak et al, 2014).

De acordo com o estudo de Gimenes e colegas (2005), o perfil de citocinas liberadas
depende da severidade da doenca, que é determinada pelo tipo de resposta imune realizada pelo
hospedeiro. Pacientes com formas severas da doencga liberam mais interleucina-10 com inibicéo
do IFN-y resultando em baixa inducdo de proliferacdo de células T. Enquanto pacientes com
forma de CBM mais branda apresentam aumento na produgdo de IFN-y e baixa produgdo de
interleucina-10, resultando em aumento na proliferacdo de células T. Em formas brandas
predomina a resposta tipo Thl nas severas Th2 enquanto nas moderadas hd uma resposta
intermediaria entre Th1l e Th2 (Gimenes et al, 2010; Queiros-Telles et al, 2017).

Bocca e seu grupo (2020) demonstraram que a resposta do tipo Thl7 também é
fundamental no estégio inicial da doengca CBM. As células Th17 secretam IL-17 que promove
maturacdo e migracdo de neutrofilos para o local da infeccdo, conferindo protecdo contra 0s
patogenos enquanto o IFN-y secretados por Th1l ativa os neutrofilos e aumenta a fagocitose dos
fungos (Siqueira et al, 2020).

Fatores de viruléncia sdo importantes para a sobrevivéncia e reproducao do fungo, para
0 género Fonsecaea sp destacam-se a capacidade de dimorfismo para a forma de célula
muriforme, a adesao celular, sua hidrofobicidade, termotolerancia e a melanina (Queiroz-Telles
et al, 2017). Essa ultima ja foi bem descrita e é um fator de viruléncia fangica importante pois
possui propriedades anti-oxidativas, termoestaveis, anti-radioativas, paramagnéticas (Cunha et
al, 2010; Pinto et al, 2018).
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Dois tipos de melanina, sdo encontrados em Fonsecaea sp: a DHN-melanina e a DOPA.-
melanina, sendo a primeira expressa constitutivamente entre os membros deste género. Para 0s
agentes patogénicos da CBM a DHN-melanina € sintetizada e se deposita na parede celular
(Kohler et al, 2020). A melanina esta envolvida na protecao do fungo contra fatores ambientais
agressivos. E um composto imunologicamente ativo que auxilia o fungo a evadir a resposta
imune do hospedeiro, promovendo resisténcia ao estresse oxidativo gerado durante a
fagocitose.

Curiosamente, o seu potencial em reduzir a susceptibilidade de fungos melanizados a
antifungicos ja foi descrito (Heidrich et al, 2021). O grupo de Xiao (2021) estudou o efeito da
melanina na viruléncia do fungo F. monophora, eles fizeram um mutante knock-out para um
dos genes envolvidos (PSKA) na via de sintese da melanina e verificaram que seu papel €
primordial na esporulacdo, na taxa de crescimento, na sobrevivéncia em pHs extremos e na

resisténcia antifangica.

1.3 Tratamento

O tratamento da CBM pode ser realizado com a utiliza¢do de antifingicos ou por outros
procedimentos para tratar as lesfes. Ndo ha tratamento padrdo, sendo necessario avaliar a
situacdo do paciente assim como a extensao das lesfes (Queiroz-Telles et al, 2009). No inicio
da CBM as lesdes respondem bem a cirurgias de remoc¢do, mas com o aumento da gravidade,
melhores resultados sdo alcangcados com o uso sistémico de antifungicos (Queiroz-Telles et al,
2009). Assim, os tratamentos podem ser divididos em trés tipos: fisicos, quimioterapico e a
terapia de combinacéo.

Dentre os tratamentos caracterizados como fisicos, destacam-se as cirurgias, a terapia
de calor e a criocirurgia. As cirurgias padrdes com curetagem e eletrodissecacdo sdo indicadas
a pacientes que possuem lesdes pequenas com margens bem determinadas. Sao utilizadas para
remover o tecido infectado. (Queiroz-Telles et al, 2009).

A terapia de calor, é a aplicagdo de aquecimento no local da lesdo. A razdo da escolha
desse método é dada pelo fato do fungo F. pedrosoi (maioria das infecgdes) ndo crescer acima
de 40°C e a pele suportar temperaturas de ate 43°C sem sofrer danos. (Bonifaz et al, 2001).

Por fim, a criocirurgia é o uso de nitrogénio liquido para destruir lesdes. Dos métodos
fisicos é a mais utilizada, apesar de possuir efeitos colaterais como dores, edemas, inclusive a

ocorréncia de infeccdo bacteriana. A disseminacdo de fungo foi documentada ao se utilizar a
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criocirurgia isolada, sendo mais seguro 0 seu uso em conjunto com a quimioterapia para tratar
pequenas lesdes (Queiroz-Telles et al, 2009).

Outro tratamento que pode ser classificado como fisico é a terapia fotodinamica, que é
um procedimento minimamente invasivo que possui como objetivo diminuir a atividade do
patdgeno. Constitui-se por um composto fotossensibilizador que é ativado ao entrar em contato
com luz ultravioleta de baixa intensidade, ao ser ativado ele gera espécies reativas de oxigénio
(ROS) e outras moléculas reativas, as quais conseguem prejudicar o sitio da infeccédo e ativam
a apoptose nas células alvo. Esse tratamento foi testado em conjunto com drogas orais em
pacientes com cromoblastomicose e resultados positivos foram vistos. Além disso, a terapia
fotodindmica j& € utilizada em casos de canceres e outras doencas infecciosas (Hu et al, 2019).

O carater recalcitrante da doenca torna a utilizacdo da quimioterapia um desafio (Deng
et al, 2018). As drogas amplamente utilizadas para o tratamento da CBM sao anfotericina B
(ANB), itraconazol (ITZ) e terbinafina (TBF) (Andrade et al, 2003).

A ANB € um antifingico que tem como mecanismo de ac¢do a formacdo de poros na
membrana celular do fungo em altas concentracfes. Ela liga-se ao ergosterol (principal
componente da membrana celular flingica) gerando poros que irdo facilitar o efluxo de K*, inibe
a glicélise e o efluxo de Mg". Isso causa a acidificacdo do interior do fungo, consequentemente
a sua morte (Hammil, 2013).

O obstaculo em relacdo a AMB é devido a sua neurotoxicidade, nefrotoxicidade, efeitos
colaterais hematoldgicos e reacdes alérgicas. Devido ao tratamento para CBM ser longo a sua
escolha ndo é indicada como primeira opcdo terapéutica (Deng et al, 2018). Mesa-Arango e
colaboradores (2012) afirmam que apesar do mecanismo de formacéo de poros ser bem aceito
na comunidade cientifica existem evidencias de que apenas esse mecanismo nao € eficaz para
gerar a morte celular, o efeito de estresse oxidativo gerado pela droga é necessario para que
ocorra a morte do patdgeno. (Mesa-Arango et al, 2012).

Segundo Andrade et al (2018) os agentes da CBM ndo respondem bem ao tratamento
com ANB, o que pode ser devido a baixa quantidade de ergosterol na membrana celular desses
fungos. Além disso, como monoterapia ela possui um efeito ndo tdo eficaz, porém, testes in
vivo sugerem que ela possui efeito sinérgico ao ser combinada a 5-fluorocitosina (Britto,
Bittencourt, 2018).

Itraconazol € um agente fungistatico que age inibindo a sintese de ergosterol. A
molécula de ITZ inibe a C14-ergosterol demetilase flngica, que leva a diminuicdo da sintese
de ergosterol, ndo conseguindo alterar a composi¢cdo da membrana celular do fungo (Livertox,
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2017). A dose de itraconazol recomendada é de 200 a 400 mg/dia, dependendo da gravidade da
lesdo (Queiroz-Telles et al, 2009). Foi demonstrado que o uso da droga em regimes de
pulsoterapia (400 mg/dia durante uma semana no més) possui resultado eficaz (Kumarasinghe,
2000). Sé&o raros os casos documentados de toxicidade ao ITZ e seu uso com outros métodos
fisicos ou em combinagdo com diferentes drogas possui um resultado eficaz no tratamento, o
que torna o ITZ primeira linha de tratamento para CBM (Andrade et al, 2019).

Terbinafina é outro composto indicado como primeira linha no tratamento para CBM,
possui um alto nivel de tolerancia e efetividade em pacientes (Deng et al, 2018). A terbinafina
é uma droga que possui efeito fungicida, sua atividade esta na inibi¢do da esqualeno-epoxidase
fangica, que aumenta o esqualeno a niveis tdxicos, matando a célula (Livertox, 2018). A
dosagem indicada € de 200 a 500 mg/dia e possui melhores efeitos com a dose mais alta
(Queiroz-Telles, 2009).

Bonifaz e colaboradores (2001), relataram o tratamento eficaz de quatro pacientes com
CBM, utilizando terbinafina na dose de 500 mg/dia. Outro estudo que comprovou o0 sucesso da
TBF foi realizado por Esterre e colaboradores (2006) em 1996, que analisou 43 pacientes e a
cura foi observada em 74,2% dos casos.

N&o ha um consenso sobre qual tratamento terapéutico usar, sendo a droga de escolha
indicada o itraconazol seguido por terbinafina (Hellwig et al, 2018). Diversos autores acreditam
que o tratamento mais adequado é feito pela utilizagdo de altas doses de itraconazol e terbinafina
durante 6-12 meses. Apesar de ter uma boa eficacia, alguns pacientes ndo respondem bem a
esse tratamento (Andrade et al, 2019). Ainda, o tratamento depende do agente causador,
severidade da lesdo, estagio e recorréncia da doenca, sistema imune, tolerancia e nivel
econdmico do paciente (Andrade et al, 2019).

Andrade e colaboradores (2019), estudou 12 isolados clinicos causadores da CBM,
sendo 8 deles da espécie de F. pedrosoi. Foi observado que itraconazol, voriconazol e
terbinafina possuiram menores CIM em relacdo a outras drogas analisadas (5-fluorocitocina e
anfotericina B), mas 0s pacientes tratados com itraconazol ndo apresentaram sucesso
terapéutico. Fato esse que o grupo atribuiu a deficiéncia de absor¢do da droga pois 0s pacientes
tinham baixo nivel plasmatico e baixa concentragdo da droga no tecido lesionado.

O procedimento cirargico pode disseminar o fungo para outros locais, assim a
associacdo entre métodos fisicos e quimioterapicos é indicada. O uso da criocirurgia com
itraconazol possui um 6timo progndstico, mais eficaz do que a combinagdo com terapia de calor

(Queiroz-Telles, 2009). Utilizacdo de duas drogas com alvos terapéuticos diferentes também
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pode gerar bom resultado, exemplificando: a associacgao de terbinafina com itraconazol, ambas
inibem a sintese de ergosterol, mas como os alvos moleculares séo diferentes, obteve-se a
melhora de pacientes com casos de CBM persistentes, ao alternar o uso dessas drogas (Gupta,
2002).

Em 2018, Coelho e colaboradores, avaliaram a combinacéo de drogas frente a diferentes
isolados clinicos de pacientes com CBM causada por Fonsecaea sp. Foi observado que a
combinacéo de anfotericina B com 5-fluorocitocina possuiu efeito sinérgico, porém devido ao
seu carater toxico nao é indicada para tratar doencas crénicas. Sendo sugerida para o caso de
CBM severa em que ha comprometimento do cérebro (Coelho et al, 2019).

Deng e colaboradores (2018), analisaram a associacao de anfotericina B com terbinafina
em 46 isolados clinicos de agentes causadores da CBM, observou-se que todos os isolados
foram suscetiveis a combinacdo das drogas usadas, e, que essas apresentaram efeito sinérgico,
com diminuicdo da CIM para anfotericina B. Sendo uma boa opgéo para pacientes que nao
respondem bem ao tratamento monoterapico com as drogas de primeira linha.

Outro estudo que verificou a existéncia de sinergismo entre drogas foi o da Biancalana
e colaboradores (2011). Verificou-se as CIM para anfotericina B, itraconazol, terbinafina,
voriconazol para fungos deméaceos causadores de cromoblastomicose e feohifamicose e 96,5%
dos isolados mostraram-se resistentes a anfotericina B. Ao examinar o efeito entre a
combinacéo das drogas, encontrou-se sinergismo entre terbinafina e voriconazol, terbinafina e
anfotericina B e terbinafina com itraconazol. O sinergismo pode ser atribuido ao fato da
terbinafina e dos azois possuirem mecanismos de acao diferentes. (Biancalana et al, 2011).

De acordo com alguns estudos, a melhor terapéutica seria a associacdo de dois
antifungicos para tratar CBM, baseado no teste de suscetibilidade in vitro (Coelho et al, 2018).
Assim, a utilizacdo de antifungicos em associacdo, em situagdes onde ndo ha resposta
satisfatoria @ monoterapia ou a severidade da doenca ¢ alta, € uma alternativa para elevar a
eficacia de cada droga e obter a cura com baixas doses, sem os efeitos colaterais indesejados
(Deboit et al, 2013).

Como uma alternativa para tratamento da CBM, este trabalho avaliou a capacidade

antifungica de inibidores da via da calcineurina e sua associagdo a antifingicos convencionais.

1.4 Via de sinalizacéo da calcineurina
A calcineurina (Cna) é uma serina/treonina fosfatase dependente de célcio e de

calmodulina (Rusnak, Mertz, 2000). Ela ¢ uma metaloenzima com um centro de metal binuclear



23

composto por ion ferro e zinco (Aramburu et al, 2001). E um heterodimero composto por duas
subunidades, a catalitica (CnaA) e regulatoria (CnaB) (Juvvadi et al, 2015).

Homologos de calcineurina estéo presentes em diferentes organismos, como parasitas,
fungos, plantas, invertebrados e vertebrados superiores. E a Unica fosfatase reconhecida em
fungos regulada por calcio e calmodulina (CaM), com seu principal alvo o fator de transcrigdo
Crz1, homdlogo ao fator nuclear de células T ativadas (NFAT) em mamiferos (Juvvadi et al,
2015)

A sinalizacdo ocorre a partir do estimulo gerado pelo ion célcio de procedéncia intra ou
extracelular, que faz com que a calmodulina se associe ao complexo da calcineurina,
estimulando a sua a¢do de fosfatase e passando os sinais a varios fatores de transcricdo (Figura
5) (Chen et al, 2010).

O Uunico mecanismo bem entendido da calcineurina no controle da expressao de
diferentes genes é pela defosforilacdo do fator de transcricdo Crz1 (Juvvadi et al, 2015). A
calcineurina é regulada in vivo pela quantidade intracelular de ions calcio. Na célula em repouso
a quantidade de célcio é baixa, assim, a calcineurina ndo consegue se ligar na calmodulina.
Quando hd um aumento do nivel de ion célcio intracelular, ele se liga a CaM, gerando mudanca
conformacional, e dessa forma a CaM se liga a calcineurina e ativa a sua atividade de fosfatase,
dando continuidade a cascata de sinalizagdo (Rusnak e Mertz, 2019).

Segundo Juvvadi e colaboradores (2015) a via da Cna € importante na regulacdo de

fungos patogénicos humanos e de plantas.
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Figura 5. Via de sinalizacio da calcineurina. Representacdo da ativacdo da via da calcineurina. fons de Ca?*
passam pelos canais de calcio (Cch1/Mid1) do meio extracelular para o citoplasma, e juntamente com os ions ja
existentes no meio intracelular se ligam a proteina calmudolina (CaM) ativando-a e essa se liga a subunidade
catalitica da calcineurina (CnaA) que se liga a subunidade regulatdria da calcineurina (CnaB) formando o
complexo ativado da Cna. O complexo é responsavel por defosforilar e ativar o fator de transcricdo (Crzl) que
esta relacionado com diferentes atividades no fungo. As drogas que inibem a via da calcineurina, FK506 (nome
comercial Tacrolimus) e ciclosporina A (CsA) agem se ligando respectivamente a proteina de ligagdo de FK506
(FKBP12) e ciclofilina A (CyA) e esses complexos inibem a via da calcineurina (Fonte: elaborado pela autora,
2021).

A calcineurina foi bem estudada no modelo fungico de Saccharomyces cerevisiae e em
outros fungos causadores de doencas que possuem alto nivel de mortalidade. Esses estudos
mostraram que a Cna e as proteinas compreendidas nessa via de sinalizacdo estdo relacionadas
com o crescimento do fungo e a patogenicidade (Chen et al, 2010). Alguns atributos de
viruléncia que sdo regulados por esta via sdo a transi¢cdo dimorfica, crescimento em temperatura
corporal do hospedeiro, sobrevivéncia no soro e adeséo ao tecido do hospedeiro (Chen et al,
2010).

Zhang e colaboradores em 2012, utilizando mutantes para a subunidade CnaB e para 0
fator de transcricdo Crz1 de Candida lusitaniae, demonstraram que a via é necessaria para o
crescimento da levedura no soro e em altas temperaturas e formacgdo de pseudo-hifas. No
mesmo estudo foi verificado que os mutantes para CnaB tiveram o crescimento interrompido
na presenca de equinocandinas e azdis, confirmando que Cna é necessaria para a resisténcia a
essas drogas (Zhang et al, 2012).

Ferreira e colaboradores (2007) observaram em Aspergillus fumigatus, um patégeno
oportunista e um dos fungos mais estudados em relacdo a calcineurina, que o mutante para a
subunidade catalitica apresenta defeitos severos associados ao crescimento e morfologia deste
patégeno. Coldnias do mutante eram menores e com aspecto ondulado, ao invés de liso. A
morfologia das hifas vegetativas apresentou aumento na ramificacdo apical. Os esporos desse
mutante possuem forma de lagrima, enquanto no selvagem possuem forma redonda. Observou-
se que eles ndo eram capazes de crescer em meio contendo soro fetal bovino.

Outro grupo analisou 0 mutante para a subunidade catalitica A da calcineurina em A.
fumigatus, foi observado que o mutante possui defeitos fisiologicos. A auséncia de filamentagéo
e 0 baixo crescimento radial foram muito influenciados pelo defeito da via da cna, houve pouco
crescimento das hifas e encurtamento das suas pontas. A conidiogénese também foi
influenciada, os conidios no tipo selvagem eram isolados enquanto os do mutante

permaneceram conectados, em forma de cadeias (Steinbach et al, 2006).
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Juvvadi e colaboradores (2011) analisaram a diferenca entre os mutantes de A. fumigatus
para a dele¢do da subunidade catalitica A (AcnaA), subunidade regulatoria B (AcnaB) e para a
delecao das duas subunidades (AcnaA AcnaB). Em relagdo ao crescimento radial da colonia,
0s mutantes simples apresentaram crescimento compacto, enquanto que o duplo mutante
apresentou uma col6nia levemente mais compacta que os anteriores. Além disso, 0 crescimento
do duplo mutante foi mais lento do que os dos simples. A germinagdo do duplo mutante também
foi alterada em comparacdo com os mutantes simples, os trés mutantes apresentaram menos
ramifica¢des que o selvagem, o AcnaA apresentou ramificagdes curtas, enquanto o AcnaB e o
AcnaA AcnaB possuiram ramificagdes mais alongadas. Essas observacGes sugerem que cada
subunidade do complexo da Cna possui atividades importantes independentes (Juvvadi et al,
2011).

No fungo filamentoso Arthroderma vanbreuseghemii, causador de micose cutanea,
Alshahni e colaboradores (2015) estudaram a inibicdo da Cna pela utilizacdo de FK506
associada ao fluconazol e observaram defeitos no crescimento de acordo com o aumento da
dose das drogas. O mutante com expressao diminuida de cnaA apresentou colénias menores a
28° C e incapacidade de produzir hifas a 37 °C. Ainda foi possivel observar que houve
diminuicdo da expressdo de Hidrofobina A (responsavel pela camada hidrofébica do fungo),
sugerindo que a CnaA esta associada com a sua regulacdo (Alshahni et al, 2015).

O envolvimento da Cna no dimorfismo foi descrito para o fungo Mucor circinelloides,
no qual a mutacao ou inibicdo da Cna conferiu um fendtipo de levedura, que ndo consegue se

transformar em hifa, indicando o papel dessa via na transicdo morfoldgica (Lee et al, 2015).

1.5 Via de sinalizacdo da calcineurina como alvo terapéutico

Em mamiferos a Cna possui como alvo o fator de ativagdo de células T (NFAT), que
controla fungdes bioldgicas essenciais nos sistemas imune, nervoso, vascular e endocrino (Chen
et al, 2010). Ja foram descritas que deficiéncias nessa via estdo relacionadas com doengas como
sindrome de Down, diabetes e hipertrofia cardiaca (Crabtree, Schreiber, 2009).

Existem inibidores da via da calcineurina que sdao bem documentados, aprovados pelas
agéncias reguladoras para uso como drogas imunossupressoras em transplante de érgdos, para
evitar a doenga do enxerto versus hospedeiro, como é o caso da ciclosporina A (CsA) e
tacrolimus (FK506) (Chen et al, 2010).

CsA é um decapeptideo fungico, isolado do ascomiceto Tolypocladium inflatum. Seu

mecanismo de acdo consiste em formar um complexo com seu ligante citoplasmaético, a
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ciclofilina A (CyA). Dessa forma, o complexo ciclosporina-ciclofilina inibe a atividade da Cna,
causando o blogueio do NFAT (Garcia et al, 2004).

FK506 é um antibiotico, da classe dos macrolideos, derivado da bactéria Streptomyces
tsukubaensis. Liga-se a imunofilina FK-binding protein isoenzyme 120 (FKBP-12), formando
um complexo que também inibe a acdo da Cna. Os resultados de modelos in vitro indicam que
0 FK506 possui um efeito imunossupressor mais potente que a CsA (Garcia et al, 2004).

A utilizacdo de tacrolimus e ciclosporina A contra infec¢bes fungicas invasivas foi
estudada, e estabeleceu-se o mecanismo de a¢do dos complexos que essas substancias formam
que inibem a atividade da Cna em fungos patogénicos (Figura 5). Porém, devido a reagdo
cruzada com as células do hospedeiro, gerando efeitos imunossupressores, essas drogas ndo sao
indicadas como monoterapia para tratar infeccdes fangicas (Juvvadi et al, 2015). No entanto, a
utilizacdo de CsA e FK506 junto com outras classes de antifungicos apresentou efeitos
sinérgicos, resultando na potencializacdo da acdo fungicida (Lamoth et al, 2013).

Zhang e seu grupo (2012), utilizaram duas cepas de Candida lusitaniae resistentes a
equinocandina (caspofungina) e duas sensiveis, para avaliar o efeito de FK506 associado a
caspofungina e constataram que houve efeito sinérgico entre as duas drogas para os dois tipos
de cepas utilizadas. O sinergismo entre os inibidores de cna com outras drogas também foi
documentado na formacdo de biofilmes de Candida albicans, Aspergillus spp., e Exophiala
dermatidis (Gao et al, 2017).

Kotoyannis e colaboradores em 2007, avaliaram o efeito sinérgico entre os inibidores
de Cna com fluconazol e anfotericina B em isolados clinicos de Cryptococcus neoformans em
paciente em tratamento para criptococose apds transplante de drgdos. Constatou-se que 90%
dos isolados apresentaram efeito sinérgico, e pacientes que estavam em tratamento para
criptococose com inibidores de Cna tiveram um aumento na sobrevida em comparagdo com
aqueles que ndo estavam sendo tratados com esses inibidores.

Li e colaboradores (2008), observaram o sinergismo entre Ciclosporina A com trés azois
diferentes (itraconazol, fluconazol e voriconazol) em linhagens de Candida albicans resistente
aazois. Além disso, as concentracfes das drogas quando utilizadas em combinag&o sdo menores
do que quando usadas sozinhas, o que corrobora com a possibilidade de baixas doses serem
aplicadas para tratamento de infecc¢des fingicas.

Shirazi e Kontoyiannis (2013) demonstraram que existe sinergismo entre FK506 e
drogas que possuem como alvo terapéutico o ergosterol (itraconazol e posiconazol) presente na

parede celular de fungos causadores de mucormicoses (Rhizopus oryzae, Cunninghamella
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bertholletiae, e Mucor circinelloides). Ao adicionarem o inibidor da via de Cna com o composto
azolico houve diminuicéo no ClI

M. Além disso, foi observado que o azol teve efeito fungicida ao invés do fungistatico
quando utilizado com o FK506. Esse efeito foi atribuido a apoptose, induzida pelo acimulo
intracelular de Ca2*, aumento de espécies reativas de oxigénio e alteragcdo no potencial
mitocondrial, devido ao uso das duas drogas (Shirazi e Kontoyiannis, 2013).

Apesar de ser uma estratégia interessante, a utilizacdo inibidores da via da Cnha com
antifngicos deve ser vista com cautela em relacdo a concentragdo das drogas inibidoras da via
da calcineurina devido ao seu potencial imunossupressor. Tentando contornar essa situacao e
usufruir da capacidade antifungica de drogas bloqueadoras dessa via, pesquisadores
propuseram, sintetizaram e testaram moléculas analogas de FK506 com afinidade especifica
para a FKBP de fungos (Lee et al, 2018).

Um estudo realizado por Odon e colaboradores em 1997 testou a utilizagdo de um
andlogo a FK506 que ndo possuia atividade imunossupressora contra C. neoformans e
observaram que essa molécula era toxica para 0 mesmo, sugerindo o seu potencial como droga
antifangica. Lee e colaboradores (2018) testaram a atividade antifingica de quatro diferentes
analogos a FK506 contra C. neoformans, C. albicans e A. fumigatus, além disto avaliaram a
capacidade de imunossupressdo, citoxicidade e efeito sinérgico com outras drogas antifungicas.
Como resultado obtiveram um composto promissor para servir como alternativa ao arsenal

terapéutico para tratamento das infec¢des fungicas.

Justificativa

A cromoblastomicose é uma doenca tropical negligenciada que atinge principalmente
trabalhadores rurais, ndo existe um tratamento padrdo para tratar essa doenca e diversas vezes
0s agentes patogénicos nao respondem bem as drogas conhecidas e amplamente utilizadas.
Novas abordagens terapéuticas sdo uma demanda urgente visto que hd a necessidade de
melhorar a vida dos pacientes que sofrem com essa doenca recalcitrante de dificil cura. Diante
do exposto o atual trabalho baseia-se na necessidade de desenvolvimento de novas estratégias
quimioterapicas para o tratamento contra a cromoblastomicose. Dessa forma o trabalho se
propdes a avaliar a acdo entre drogas inibidoras da via da calcineurina atuando em conjunto
com antifangicos comumente utilizados na rotina terapéutica e verificar o tipo de interacéo

entre elas contra a viabilidade de trés espécies do género Fonsecaea sp.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho possui como objetivo geral avaliar a atividade antimicrobiana dos
inibidores da via da calcineurina FK506, nome comercial Tacrolimus, e Ciclosporina A em
fungos patogénicos humanos do género Fonsecaea sp. causadores da doenca

cromoblastomicose.

2.2 Objetivos especificos
1. Realizar o levantamento na literatura da metodologia utilizada para determinacdo dos
testes de concentracdo inibitéria minima (CIM) em fungos do género Fonsecaea.
2. Padronizar o ensaio para determinacdo de CIM e checkerboard e o teste de viabilidade

celular.

3. Determinar a concentragdo minima inibitoria para as trés espécies (F. pedrosoi, F.
monophora e F. nubica) das drogas inibidoras da via da calcineurina: Ciclosporina A e
FK506 assim como para antifungicos utilizados: anfotericina B, fluconazol e itraconazol.

4.  Determinar se ha efeito combinado entre antifingicos e inibidores da via da calcineurina
para as trés espécies de fungos utilizadas. Identificar qual é o efeito entre as drogas

combinadas.

3. Materiais e Métodos

3.1 Condigoes de cultivo e manutencgéo das linhagens de Fonsecaea

As linhagens do género Fonsecaea utilizadas para a realizacdo dos experimentos foram,
Fonsecaea pedrosoi, Fonsecaea monophora e Fonsecaea nubica gentilmente doados por Vania
Aparecida Vicente (UFPR- PR), Luciana Trilles (Fiocruz — RJ), e Méarcia Melhem (Instituto
Adolfo Lutz — SP), respectivamente. A cepa de Cryptococcus neoformans utilizada foi H99,
gentilmente cedida Por Dr. Andrew Alspaugh (Duke University, EUA). Os fungos sdao mantidos
em aliquotas de glicerol 25% no freezer a -80°C como estoque, e quando ha a necessidade sdo
retiradas para fazer o cultivo em meio batata dextrose e meio Sabouraud dextrose a 28°C por 7
a 14 dias. Para a realizacao de cultivo em meio liquido, a agitagéo é de 150 rpm. A purificacédo

dos conidios isolados fungicos foi realizada por filtracdo através de I& de vidro com solugéo
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salina 0,9%. Apds a purificacdo os conidios eram lavados uma vez com solugdo salina, e

coletados por centrifugacdo a 4000 rpm por 5 min para posterior utilizagdo nos ensaios.

3.2 Meios de cultura e solucdes
Meio batata dextrose — PDA, para 1L:

100 g batata descascada picada;

Dextrose 1%

Agua destilada

pH: 5.6

25 pg/mL Cloranfenicol

Esterilizacdo a 120°C por 15 min;

Para meio sélido ha adicdo de 1,5% de &gar.

Cozinhar a batata picada em agua destilada durante trinta minutos em microondas na
poténcia 7. Filtrar o caldo da batata em um novo recipiente e adicionar a dextrose 1%. Ajustar

0 pH para 5,6. Adicionar 25 ug/mL de Cloranfenicol.

Meio Sabouraud

Peptona 1%

Dextrose 4%

Agua destilada

pH: 5.6

Esterilizacdo a 120°C por 15 min;

Solucéo salina 0,9%
Cloreto de sodio 0,9%
Agua destilada

Esterilizacdo a 120°C por 15 min;
Adicionar cloreto de sddio 0.9% em agua destilada, misturar até completa dissolucao.

Meio RPMI 1640 modificado para 1L
RPMI 1640 10,4 ¢

Glicose 2%

NaMOPS 17,26 g




30

pH: 7
Esterilizacdo por filtracdo em membranas do tipo millipore 0,22 pm.

Resazurina 0,02%

Sal de sddio de Resazurina

Agua destilada

Adicionar 0,029 de sal de sddio de Resazurina em 100mL de agua destilada e misturar
até completa dissolucéo;

Esterilizar por filtragdo em membrana millipore 0,22 pm.

3.2 Reviséo bibliografica

A fim de se obter os parametros e condi¢cdes mais comumente utilizados para 0s ensaios
de determinacdo da atividade antimicrobiana dos antifungicos foi realizada uma revisdo
literaria. Foi realizado levantamento de dados na plataforma de busca: National Center for
Biotechnology Information (NCBI), através das palavras-chave, tanto em portugués como em
inglés: Fonsecaea sp, Cromoblastomicose, determinacdo de atividade antimicrobiana,
antifungicos, concentracdo inibitéria minima (CIM) e indice de determinacdo de concentracao
fracionada (FICI).

3.3 Determinacédo da concentracdo minima inibitoria (C1M)

Para avaliar o efeito em F. pedrosoi, F monophora e F. nubica do bloqueio
farmacoldgico da via de calcineurina pelo uso dos inibidores FK-506 e ciclosporina A, foi
realizada a padronizagdo do ensaio de determinagdo da Concentracéo Inibitoria Minima (CIM)
com a Anfotericina B (ANB). CIM é definida como a menor concentracdo da droga com
capacidade para inibir o crescimento visivel do microrganismo (Hellwig et al, 2019).

O protocolo utilizado para a padronizacdo € 0 EUCAST - EUCAST DEFINITIVE
DOCUMENT E.DEF 9.3 (EUCAST, 2020). A suspensdo de conidios de concentracdo de
4x10° /mL ¢é utilizada para o teste, no qual, em uma placa de 96 pocos de fundo chato sio
adicionados 0 meio RPMI 1640 (utilizou-se RPMI 1640 da empresa Sigma com suplementagéo
de glicose 2% e MOPS- &cido 3-[N-morfolino] propanosulfénico com concentracao final de
0,165 mol/L) com pH 7, o farmaco (Anfotericina B) e a suspensdo de conidios feita em RPMI
1640. As drogas a serem utilizadas devem ser preparadas 2x a concentracédo final para que por

poco seja de 1x, os compostos utilizados nesse trabalho que se encontravam liofilizados foram
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diluidos em DMSO para a solucéo estoque e solugdo de uso. Com 0 mesmo intuito a suspensao
de conidios ¢é produzida na concentragdo de 4x10°/mL para que no final esteja em 2x10°/mL.
Em cada poco ha a adicdo de 100 puL de RPMI 1640, 100 pL da suspenséo fungica (4x10%/mL)
e a droga que é diluida de maneira seriada entre 0s pogos.

As concentrac@es de Anfotericina B utilizadas foram 16 a 0,06 pg/mL. Nos dois ultimos
pocos estdo o controle positivo de crescimento (suspensdo fangica com 0 meio RPMI 1640) e
0 negativo de contaminacao (apenas 0 meio RPMI 1640).

O mesmo experimento foi realizado para outras drogas com os intervalos de
concentracgéo: 8 - 0,0625 pg/mL para itraconazol, 32 — 1 ug/mL para fluconazol, 64 — 0,5 pg/mL
para ciclosporina A e 64 - 0,5 pg/mL para FK506. A Tabela 1 indica as concentracdes das
solucgdes estoque utilizadas nos ensaios, bem como o diluente. O tempo de incubacéo foi de
cinco dias a 35° C. Um esquema representativo do experimento esta na Figura 6.

A leitura do teste foi feita visualmente e através de microscopio invertido para confirmar
o crescimento do fungo em cada pogo analisado. A CIM é definida pelo pogo em que nédo houve
crescimento na presenca das drogas analisadas.

Ainda foi realizado o controle do in6culo para avaliar a quantidade de conidios utilizada
no teste através do plaqueamento de 100 pL da suspensio de conidios de 4 x 10% /mL

(diluigd01:100) em &gar Sabouraud dextrose.
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Figura 6. Esquema da metodologia utilizada para o ensaio de determinagdo da concentracdo minima
inibitoria, segundo protocolo EUCAST - EUCAST DEFINITIVE DOCUMENT E.DEF 9.3.
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Tabela 1. Solugdes estoque das drogas utilizadas nos ensaios.

Droga Diluicao Concentracéao da solucédo
estoque
FK506 12,8 mg de FK506 25,6 mg/mL
liofilizada em 500 pL de
DMSO.
Ciclosporina A 25 mg de Ciclosporina A 50 mg/mL
liofilizada em 500 pL de
DMSO.
Fluconazol 12,8 mg de Fluconazol 25,6 mg/mL
liofilizado em 500 pL de
DMSO.
Itraconazol 12,8 mg de Itraconazol 25,6 mg/mL
liofilizado em 500 pL de
DMSO.
Anfotericina B Produto ja vem diluido 250 pg/mL
em agua (marca Sigma, n.
cat. A2942)

Como controle dos experimentos e atividade das drogas, foi determinada a
susceptibilidade da cepa H99 do fungo Cryptococcus neoformans as drogas FK506,
ciclosporina A e anfotericina B. O ensaio foi realizado segundo protocolo EUCAST
DEFINITIVE DOCUMENT E.DEF 7.3.2 para leveduras em placa de 96 po¢os. A concentracdo
final de leveduras por poco foi de 2 x 10° /mL. A placa foi incubada a 35°C por 48h e a

identificacdo das CIMs foi definida por inspecéo visual.

3.4 Ensaio para determinacdo da concentragdo minima inibitéria com o inibidor
de melanina — Triciclazol.

A fim de verificar se a presenca de melanina afeta a susceptibilidade de Fonsecaea a
FK506 e ciclosporina A, foi utilizado o triciclazol, um inibidor da sintese de DHN melanina
gue modifica a cor das col6nias de verde escuro, preto ou cinza para marrom avermelhado
devido ao acimulo de metabdlitos intermediarios da via de biossintese de DHN melanina
(Heidrich et al, 2021). Inicialmente foi realizado o ensaio de susceptibilidade ao triciclazol em
concentracdes que variaram de 500 a 1,95 pg/mL, segundo protocolo EUCAST, para o isolado
de F. pedrosoi. Apos a determinacdo da CIM e da concentracdo minima que promove inibicédo

da sintese de melanina, foi avaliada a CIM para FK506 e ciclosporina A para o0s trés géneros de
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Fonsecaea sp. utilizados nesse estudo, com modificacbes do protocolo determinado por
Heidrich et al., 2021.

Os inoculos dos fungos foram feitos em meio batata dextrose liquido com e sem a
presenca de triciclazol na concentracdo de 4 pg/mL (dissolvido em alcool absoluto). A cultura
foi incubada por 10 dias a 28° C, 170 rpm para obtencdo dos conidios. A inibicdo da melanina
foi verificada pela alteracdo da cor do sobrenadante do meio de cultura. Apdés 10 dias os
indculos foram filtrados, os conidios purificados e utilizados nos ensaios de susceptibilidade
aos inibidores da via da calcineurina e de itraconazol (Figura 7). As concentracGes das drogas
estdo indicadas na Figura 7. O teste de susceptibilidade foi realizado em quatro condicdes
diferentes:

1) cultura crescida em meio batata dextrose com triciclazol (4 pug/mL) e adicdo de

triciclazol (4 pg/mL) no meio RPMI 1640 utilizado para o ensaio;

2) cultura crescida em meio batata dextrose com triciclazol (4 ug/mL) -;

3) cultura crescida em meio batata dextrose sem adicdo de triciclazol mais triciclazol

(4 pg/mL) adicionado no meio RPMI 1640 utilizado para o ensaio

4) cultura crescida em meio batata dextrose sem adigéo de triciclazol;
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e a Fonsecaea + 4 pg/mL Fonsecaea
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Figura 7. Fluxograma do ensaio para determinacdo da CIM na presenca do inibidor de melanina — triciclazol. Nas
linhas A/B foi realizado o texto com FK506, C/D com a Ciclosporina A e em E/F com a droga antiflingica
itraconazol. Na coluna 12 encontram-se os controles, em 12A/B controle de crescimento positivo, 12C/D controle

de crescimento com DMSO 1% e em 12E/F controle de negativo de contaminacéo.
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3.5 Teste de interagéo entre as drogas - ensaio de Checkerboard

Para verificar se existe interacdo entre as drogas bloqueadoras da via da calcineurina
(FK506 e CsA) com drogas antifungicas convencionais Anfotericina B e Itraconazol, foi
realizado o teste de checkerboard pelo qual é observado o indice concentracdo inibitoria
fracional — FICI, que mede as combinagdes entre as drogas e através de um célculo (FICI =
(CIM droga 1 na combinagéo + CIM droga 1 sozinha) + (CIM droga 2 na combinagdo + CIM

droga 2 sozinha) consegue-se afirmar o tipo de relacdo que ha entre elas (Tabela 2) (Arikan et

al, 2002).

Tabela 2. Relacéo entre os valores de FICI e o efeito da combinagéo das drogas (Arikan, et al, 2002).
Valor Efeito
<0,5 Sinergismo

0,5 <FICI< 1,0 | Efeito aditivo

1,0 <FICI<4,0 | Sem interacdo

>4,0 Antagonismo

Para a execu¢do do experimento uma placa de 96 pocos foi utilizada, na qual diferentes
concentracdes das drogas sdo adicionadas em diversas combinacdes. Dessa forma é possivel
determinar em qual combinacdo ocorreu a inibicdo do crescimento, encontrando o indice de
concentracdo inibitoria fracional e o efeito das drogas em conjunto.

O procedimento é feito a partir do ensaio de susceptibilidade as drogas. Foram
determinadas as CIMs das drogas, FK506, Anfotericina B, Itraconazol e Ciclosporina A em
testes isolados para as linhagens de F. pedrosoi, F. monophora e F. nubica. Apds esse teste foi

montada a placa para o ensaio de checkerboard, de acordo com a Figura 8.

12 3 45 6 7 8 9101112

A D
B DG
C DC
D Combinagdes (g N (=
E > (+)(-
E [ + -
G BN
H DrogaB —r—) (@) (=

Figura 8. Esquema da placa utilizada para o ensaio de checkerboard. Nas colunas encontra-se uma das
duas drogas inibidoras da via da calcineurina (excecdo colunas 11 e 12) enquanto nas linhas encontra-se o

antiflngico, assim nas diagonais estdo as combinagdes das duas drogas utilizadas no teste.
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Na linha A, a concentracdo final da droga A (FK506 ou Ciclosporina A) foi de 64
pug/mL, 32 ug/mL na linha B e assim por diante até chegar na concentracdo de 1 pg/mL da
droga A, na linha G.

A droga B (itraconazol ou anfotericina B) foi adicionada a placa da seguinte forma: em
toda a coluna 1 a concentragéo final da droga B foi 4 pg/mL, 2 pg/mL em toda a coluna 2 e
assim por diante até chegar na concentracdo 0,01 pg/mL da droga B, na coluna 9. Dessa forma
foi realizada a combinacdo entre diferentes concentracfes das duas drogas entre 1A e 9G,
enquanto a coluna 10 e a linha H estdo apenas as drogas sozinhas para a determinacéo do CIM.

Em todos os pocos da coluna 11 foram adicionados apenas conidios em RPMI (2x
10*/mL de concentracdo final) como controle positivo e a coluna 12 foram adicionados 200 pL
de RPMI (controle negativo de crescimento).

As placas foram incubadas a 35°C por 5 dias. No penultimo dia de incubacdo (96h)
foram adicionados 20uL de resazurina a 0,02% (concentracdo de uso) em todos 0s pocos e
incubou-se novamente por mais um dia na mesma temperatura. Realizou-se a inspecéo visual
e a leitura em espectrofotobmetro para microplaca Epoch em dois comprimentos de ondas
diferentes (570 e 600 nm). Apo6s essa inspecdo foi feito o calculo para identificar o tipo de
interacdo existente entre as drogas (FICI) e a viabilidade das células de acordo com a
porcentagem de reducao da resazurina.

A resazurina € um indicador de oxido-reducdo utilizado para determinar a viabilidade
de células eucaridticas. A coloracdo ndo-fluorescente azul é convertida em rosa extremamente
fluorescente chamado de resorufina. A resazurina inicialmente era comercializada com o nome
de AlamarBlue™, mas hoje em dia esta disponivel sob outros nomes, o po de sal sédico de
resazurina que € mais favoravel economicamente para detectar a atividade antifingica do que
0 mesmo composto com nomes comerciais (Monteiro et al, 2012).

Realizou-se o célculo de porcentagem de reducdo do composto analisado. A leitura da
absorbancia de cada poco foi feita em 570 nm (excitagdo) e 600 nm (emissdo) e utilizou-se a
expressao para calcular a porcentagem de reducdo da resazurina de cada pogo: % red = As7o —
(Asoo x Ro) x 100, onde As7o é a absorcao a 570 nm do poco teste e Aeoo € a absorgdo a 600 nm
do pogo teste e Ro € a razdo entre Aszo e Asoo do poco controle negativo (branco). Para calcular
a % de reducdo da resazurina em relacao ao controle positivo foi utilizada a seguinte formula:

% em relacéo ao controle do teste = 100 x % reducao poco teste/ % reducdo pogo controle.
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O programa Combenefit (Veroli et al., 2016) foi utilizado para avaliacdo da interacdo
entre as drogas testadas baseando-se no modelo de interacdo independente de Bliss, esse modelo
é realizado pela medida do desvio da superficie indicando se os efeitos dos compostos séo
independentes. A probabilidade de a célula estudada, a espécie fungica, sobreviver a
determinada dose da droga A (inibidor da via da cna) junto da dose da droga B (antifungico) é
0 produto das probabilidades de que a célula sobreviveria se estivesse sob efeito de uma das
drogas sozinha (Twarog et al, 2020). O plano zero do gréfico indica interacfes independentes
de Bliss enquanto valores acima de zero representam sinergia estatisticamente significativa
(Veroli et al., 2016). As porcentagens de reducéo de resazurina em relagdo ao controle foram
plotadas para obtengdo das matrizes de interacao.

3.6 Microscopia Optica

A inspecdo do crescimento fungico nos ensaios foi realizada por microscopia optica. O
crescimento fungico de cada pocgo foi observado em objetiva de 20x do microscopio marca
Zeiss Axio Observer Z1 equipado com a cdmera CCD. As fotos foram coletadas e analisadas
utilizando o programa Zen 3.4 blue edition. Registraram-se fotos de todos 0s po¢os (excec¢ao
do controle negativo no qual ndo ha crescimento) dos experimentos de checkerboard assim
como os com triciclazol para os fungos F. pedrosoi, F. monophora e F. nubica. A utilizacdo de
microscopio dptico auxilia na verificacdo precisa do crescimento dos fungos, possibilitando a
definicdo mais precisa da concentracdo minima inibitéria e da combinacdo na qual ocorreu

interacdo entre as drogas.



37

4. Resultados e Discussdo

Condicdes e parametros utilizados para a determinacdo da CIM em fungos
causadores de Cromoblastomicose

Foi realizado um levantamento da literatura sobre ensaios para determinacdo de
concentracdo minima inibitoria e os parametros utilizados a fim de identificar as melhores
condicdes para os testes para os fungos do género Fonsecaea sp. Foram selecionados 17 artigos
cientificos, no entanto apenas 10 apresentaram descritos todos os parametros requeridos para a
realizacdo do ensaio de susceptibilidade aos antifingicos. As informacGes coletadas dos 10
artigos foram tabuladas e foram comparados: pais de origem do artigo, espécies de Fonsecaea
testadas, drogas antifungicas, meio de cultura utilizado, densidade final de conidio/mL,
temperatura e tempo de incubacdo e o protocolo de referéncia utilizado. Os resultados desse
levantamento encontram-se descritos na Tabela 4.

A maioria dos artigos utilizou o M37 do CLSI (Clinical & Laboratory Standards
Institute) como protocolo de referéncia (n=7), sendo que dois artigos utilizaram metodologia
modificada do protocolo M27 (CSLI) e apenas um usou 0 EUCAST-E. Em relacdo a
concentracdo final de conidios por poc¢o, dos 7 artigos que utilizam o protocolo M-38, que
recomenda 0,4 - 5 x 10*mL, dois deles utilizam esse intervalo enquanto que cinco deles
utilizam uma faixa mais estreita 1,5 — 4 x 10*/mL e apenas um cita 5 x 10%/mL. J4 o artigo que
se referéncia ao EUCAST-E, a concentracéo do inoculo 10x maior (2 — 5x10° /mL).

Ao comparar os dados obtidos nos artigos observou-se grande variacdo no tempo de
incubacéo do ensaio, uma vez que os protocolos de referéncia ndo citam os tempos ideais para
crescimento das espécies causadoras de CBM. Dos artigos que utilizaram metodologia do M-
38, cinco artigos reportaram incubacéo de 5 a 7 dias, dois artigos utilizaram 3 dias de incubagéo
e apenas um 4 a 5 dias. O trabalho de Andrade (2019), Gnico que utiliza o protocolo EUCAST-
E, utilizou o tempo de incubacéo de 4 a 5 dias. Ressalta-se que todos os trabalhos reportaram a
incubacéo a 35° C, como é recomendado pelos dois protocolos de referéncia (CSLI e EUCAST-
E), assim como o0 meio de cultura RPMI-1640. Apenas um artigo que se baseou no M-38
suplementou o meio com 2% de glicose, embora ndo seja recomendagdo do protocolo,
diferentemente do EUCAST-E.

Diante do levantamento, pdde-se observar que ndo ha um padrdo definido para a
avaliacdo da susceptibilidade dos agentes causadores de CBM a drogas antimicrobianas.
Observou-se ainda a auséncia de limites de referéncia para as drogas antifungicas

convencionais. Também néo foram identificadas nos protocolos cepas de referéncia para estes
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fungos. Apesar disto, recentemente Hellwig e colaboradores (2018), por meio de revisdo de
literatura, identificaram o perfil de suscetibilidade comum dos agentes causadores de CBM a
drogas antifangicas.

Ap0s a andlise, a escolha pelo protocolo EUCAST- E.DEF 9.3 foi feita baseada nos
critérios: o protocolo EUCAST-E é de facil e gratuito acesso, a concentragéo final do inoculo
é maior, e 0 meio é suplementado com glicose 2%, o que facilita o crescimento dos fungos do
género Fonseaea sp, uma vez que sao fungos de crescimento lento.

Os parametros adotados para os testes foram: incubacdo a 35°C durante cinco dias,
densidade final de 5 x 10° conidios/mL e utilizagdo de meio RPMI 1640 com suplementag&o
de glicose 2%. A temperatura escolhida foi de 35°C pois de acordo com Odom e colaboradores
(1997), as drogas inibidoras da via da cna ndo séo toxicas a 24°C para C. neoformans in vitro
mas sim em temperaturas mais elevadas. Os ensaios foram realizados em triplicatas
independentes em dias diferentes. As drogas que tiveram sua concentragdo minima inibitéria
determinadas foram: anfotericina B, itraconazol e fluconazol.

As concentragdes minimas inibitorias encontradas de anfotericina B para os isolados
clinicos de F. pedrosoi, F. monophora e F. nubica no presente trabalho foram de 0,25-0,5
ug/mL, 0,5 pg/mL e 0,125-0,5 pg/mL, respectivamente. De acordo com Hellwig e
colaboradores (2018) que avaliaram diferentes estudos de CIM para agentes patogénicos de
cromoblastomicose, a CIM para os isolados de Fonsecaea sp. variou de 0,5-16 pg/mL, para F.
pedrosoi foi de 0,75 a 32 ug/mL, para F. monophora foi 2 ug/mL, esses estudos utilizaram o
protocolo de CLSI M38-A, para fungos filamentosos.

Andrade e colaboradores (2019) determinaram a CIM de anfotericina B, utilizando o
protocolo EUCAST para F. pedrosoi e para F. nubica de 0,25 a 1 ug/mL, curiosamente este
grupo ndo analisou a espécie F. monophora. Para F. nubica de acordo com Zhang e
colaboradores (2019) a CIM de anfotericina B foi de 4 ug/mL e para a mesma espécie segundo
Coelho e colaboradores (2018) variou de 4 a 16 pg/mL, esses foram os resultados com valores
mais elevados para F. nubica encontrados nos artigos analisados e ambos os estudos utilizaram
o0 protocolo de CLSI M38-A. A CIM de anfotericina B para F monophora reportada foi de 4-
16 pg/mL e para F. pedrosoi foi de 4 a 8 ug/mL (Coelho et al, 2018).

De acordo com Rojas (2015) a concentragdo minima inibitoria de anfotericina B para
F. pedrosoi foi de 1-4 ug/mL. Para F. pedrosoi e F. monophora a CIM encontrada foi de 2
ug/mL (Badali et al, 2013). Najafzadeh e colaboradores (2009) encontraram 0,5-2 ug/mL para

as trés espécies analisadas. Yu e seu grupo (2008) encontraram para F. pedrosoi a CIM de 0,75-
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4 ug/mL. Para F. pedrosoi foi de 1-2 pg/mL segundo Caligiorne e colaboradores (1999), de
acordo com os experimentos de Bedout e seu grupo (1997) a concentracdo minima inibitoria

para F. pedrosoi foi de 0,5 a >16 ug/mL (tabela 3).

Tabela 3. Valores de CIM para anfotericina B, Itraconazol e fluconazol dos artigos levantados para o presente
trabalho.

Anfotericina B

F. pedrasoi F. F. mubica
monophora
Presente trabalho 0.25-05 0.5 pg/mL 0.125-0,5
pug/mlL ugml

Hellwig etal (2018) | 0.75-32 pg/mL | 2pg/mL

Andrade et al (2019) | 0.25 - lpg/mL 0.25 - 1pg/mL
Zhang <t al (2019) 4pig/mL
Coelho et al (2018) 4-8 pg/mL 4-16 pg/ml 4-16 jig'mL

Rojasetal (2015) | l-4pg/ml

Badali et al (2013) 2ug/ml 2pg/mL
Majafzadeh et al 0.5-2 pg/mL 05-2ugml | 0.5-2pg/mL
(2009)
Caligiome (1999) 1-2 pg/mL
Bedout et al (1997) 05a=
16pg/mL
Fluconazol
F. pedrosoi F. F. nubica
monophora
Presente trabalho 16 png/mL 16 png/mL 16 pg/mL
Coelho et al (2018) 8-16 pg/mL 8-16 ng/mL
Badali et al (2013) 2ug/mL 2ug/mL
Najafzadeh et al 8-32 pg/mL 8-64pg/mL 16-32pug/mL
(2009)
Caligiorne (1999) 4-64 png/mL
Bedout et al (1997) 8-64 png/mL
Itraconazol
F. pedrosoi F. monophora | F. nubica
Presente trabalho 0.06-0,251g/mL 0.,12-0.5 0,12-0,5 pg/mL
pg/mL
Coelho et al (2018) 0.25-1 pg/mL 0.25-1 pg/mL 0.25-1 pg/mL
Badali et al (2013) 0,5pug/mL 0,125pg/mL
Najafzadeh et al (2009) 0.031-0.25 pg/mL | 0,031- 0,031-0.25ug/mL
0.25pg/mL

Para fluconazol a concentracdo minima inibitoria determinada no presente estudo foi de
16 ug/mL para os trés isolados clinicos relativos as trés espécies analisadas. A concentracao de

fluconazol foi a mais elevada dos antiflngicos verificados nesse trabalho, porém, esta de acordo
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com os achados na literatura. Para F. pedrosoi foram encontradas as seguintes concentragoes:
8 a 64 pg/mL (Bedout et al, 1997) e 4 a 64 pg/mL (Caligiorne et al, 1999). Coelho e
colaboradores (2018) encontraram a faixa mais baixa de fluconazol para F. pedrosoi e F.
monophora: 8 a 16 pug/mL e para F. nubica: 8-32 pug/mL. Badali e colaboradores (2013)
determinaram as CIMs para F pedrosoi (>64 pg/mL) e para F. monophora, 64 pg/mL.
Najafzadeh e colaboradores (2009) encontraram a faixa de 8-32 ug/mL para F. pedrosoi, 8-64
ug/mL para F. monophora e 16-32 ug/mL para F. nubica. Todos os achados indicam que as
espécies do género Fonsecaea sp sdo consideradas resistentes a este antifingico.

Para itraconazol as CIMs determinadas neste trabalho foram 0,06-0.25ug/mL para o
isolado de F. pedrosoi e 0,12-0,5 pg/mL para F. monophora e F. nubica. Os valores
determinados por Badali e seu grupo (2013) foram de 0,5 pug/mL para F. pedrosoi e 0,125
ug/mL para F. monophora. Segundo Coelho e colaboradores (2018) a faixa encontrada para as
trés espécies foi de 0,25 a 1 pg/mL e de 0,031 a 0,25 pg/mL determinada por Najafzadeh e seu
grupo (2009). O valor mais elevado de CIM relatado nos artigos foi de 2 ug/mL para F. nubica.

De acordo com os dados analisados nos estudos aqui verificados os valores de CIM
determinados no presente trabalho estdo consonancia com o esperado, todos 0S grupos
utilizaram o protocolo de CLSI M38-A com excecdo de Andrade e colaboradores (2019) que
utilizaram o EUCAST-E.



Tabela 4 Resumo das condi¢des para analise de susceptibilidade antifungica contra agentes causadores da Cromoblastomicose de 1997 a 2019.
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Ano Publicacéo Origem Espécies Numero e fonte dos Drogas Meio de Densidade final Temperatura  Protocolo
dos analisadas isolados testadas cultura (conidios/mL) e tempo de
isolados incubacéo
1997  Bedout C. et al. Colémbia  Fp 12 de pacientes 5FC, RPMI 1640 1 x10%-1x10* 22-24°C/ 4-5 M-27T
In vitro susceptibility testing of AMB, dias
Fonsecaea pedrosoi to antifungals. FLC,ITC
1999  Caligiorne R. et al. Brasil Cb, Cc, 18 de pacientes 5FC, RPMI 1640 5 x 10* 28°C /5 dias M-27P
In vitro susceptibility of Holanda, Ed, Ej, Fc, 1 de fontes AMB,
chromoblastomycosis and Uruguai Fp, Pe, Pv, ambientais FLC,ITC
phaeohyphomycosis agents to Colébmbia, Ra.
antifungal drugs. Venezuela
USA
2008  YulJ.etal. China Cc, Fp, Pv. 34 de pacientes AMB, RPMI 1640 2,5 x 10* 35°C/5-7dias M-38A
In vitro interaction of terbinafine with 19 de fontes ITC, +2%
itraconazole and amphotericin B ambientaiss TRB. glucose
against fungi causing
chromoblastomycosis in China.
2010  Najafzadeh M. et al. Vérios Fm, Fn, 51 de pacientes AMB, RPMI 1640 1,5-4 x 10* 35°C/ 3 dias M-38-A2.
In Vitro activities of eight antifungal ~ paises Fp. 2 de animais ANI,
drugs against 55 clinical isolates of 2 de fontes CAS,
Fonsecaea spp. desconhecidas FLC,
ISA, ITC,
POS,
VRC.
2013  Badali H. etal. Cuba Fm, Fp. 2 de pacientes AMB, RPMI 1640 1,5-4 x 10* 35°C/ 3 dias M-38-A2
Chromoblastomycosis due to ANI,
Fonsecaea pedrosoi and F. CAS,
monophora in Cuba. FLC,
ITC,
POS.
2014  Daboit TC. et al. Brasil Cc, Fsp, 58 de pacientes AMB, RPMI 1640 15-4x104 35°C /5 dias M-38-A2
In vitro susceptibility of Pv,Ra, Es. 2daATCC ITC,
chromoblastomycosis agents to five KTC,
antifungal drugs and to the TRB,
combination of terbinafine and VRC.

amphotericin B.
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2015 Rojas O. etal. México Fp 10 de pacientes AMB, RPMI 1640 0,4 -5 x 10* 35°C /5 dias M-38-A2
Phenotypic and molecular Venezuela ITC,
identification of Fonsecaea pedrosoi POS,
strains isolated from TRB,
chromoblastomycosis patients in VRC.

Mexico and Venezuela.

2018 CoelhoR. etal. Brazil Fm, Fn, 20 de pacientes 5FC, RPMI 1640 04-5x10* 35°C /5 dias M-38-A2
Molecular identification and Fp. AMB,
antifungal susceptibility profiles of CAS,
clinical strains of Fonsecaea spp. FLC,
isolated de pacientes with ITC,
chromoblastomycosis in Rio de KTC,

Janeiro, Brazil. MFG,
POS,
RVC,
TRB,
VRC.

2019  ZhangJ. et al. China Fn 21 AMB, RPMI 1640 2 x 10* 35°C /5 dias M-38-A2
Synergistic effect of terbinafine and CAS,
amphotericin B in killing Fonsecaea ITC,
nubica in vitro and in vivo. TRB,

VRC.

2019 De Andrade T. etal. Brazil Fn, Fp, Rs. 12 de pacientes AMB, RPMI 1640 2 —5x10° 35°C/4-5 EUCAST-
Chromoblastomycosis in the Amazon 5FC, +2% dias E.DEF 9.3
region, Brazil, caused by Fonsecaea TRB, glucose
pedrosoi, Fonsecaea nubica, and ITC,

Rhinocladiella similis: VRC.

Clinicopathology, susceptibility, and
molecular identification.

ICb (Cladophialophora bantiana), Cc (Cladophialophora carrionii), Ed (Exophiala dermatitidis), Ej (Exophiala jeanselmei), Es (Exophiala spinifera), Fc (Fonsecaea compacta), Fm (Fonsecaea monophora), Fn

(Fonsecaea nubica), Fp (Fonsecaea pedrosoi), Fsp (Fonsecaea spp.), Pe (Phaeoannellomyces elegans), Pv (Phialophora verrucosa), Ra (Rinocladiella aquaspersa), Rs (Rhinocladiella similis).

25FC (5-Flucytosine), AMB (Amphotericin B), AFG (Anidulafungin), CAS (Caspofungin), FLC (Fluconazole), ITC (ltraconazole), KTC (Ketoconazole), MFG (Micafungin), POS (Posaconazole), RVC (ravuconazole),

VRC (Voriconazole), TRB (Terbinafine). ATCC: American Type Culture Collection
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Avaliacdo da viabilidade celular por meio do indicador de oxido-reducéo,
Resazurina em ensaio para determinacdo CIM de Fonsecaea sp

Fungos filamentosos formam hifas e micélio a partir da extensdo das suas pontas, e 0
micélio geralmente é disperso no meio liquido o que torna dificil medir a turbidez em
comparacdo com as leveduras (Monteiro et al, 2012).

Existem diferentes formas de mensurar a viabilidade da amostra analisada, alguns
desses métodos utilizam a medida de compostos intermediarios da atividade mitocondrial. S&o
o0s conhecidos sais de tetrazélio: MTT, XTT, INT, WST para citar alguns exemplos. Esses sdo
reduzidos em formazan e a sua quantidade produzida é medida através da leitura de
absorbancia.

Foi descrito que alguns desses sais sdo toxicos para bactérias o que podem gerar um
resultado equivocado na verificagdo da viabilidade celular (Braissant et al, 2020). Tsukatani e
seu grupo (2009) descreveram a reducdo do composto XTT pelos componentes dos meios de
cultura utilizados, peptona, proteinas glicadas e agentes antimicrobianos. A reducao nao celular
de sais de tetrazdlio gera uma andlise equivocada acerca das atividades dos agentes
antimicrobianos (Tsutakani et al, 2013). Esse método ja foi utilizado por Deng e colaboradores
(2018) para analisar a atividade antimicrobiana de anfotericina B com terbinafina para isolados
de fungos causadores de CBM, dentre eles, Fonsecaea sp.

Outro método utilizado para verificar a viabilidade celular é através do sal de sodio de
Resazurina, um composto de cor roxa-azulada que é oxidado a um produto de coloracéo rosa,
a resorufina. Primeiramente a Resazurina foi comercializada com o nome de Alamar Blue,
porém, atualmente estd disponivel com outras denominagdes. Levando este fato em
consideracdo o composto de sal de Resazurina € mais economicamente vidvel que a sua versado
comercial (Monteiro et al, 2013).

Foi descrito o uso da Resazurina em testes de drogas para Aspergillus fumigatus, e os
autores afirmam que a utilizacdo desse método é facil de implementar e de interpretar, possui
baixo custo, 1g de Resazurina custa 236 reais enquanto 100mg de XTT custa 1120 reais, e
fornece resultados rapidos (Monteiro et al, 2013). Segundo Repp e colaboradores (2007) que
verificou a utilizacdo do Alamar Blue para Candida albicans, 0 uso desse composto, depende
da viabilidade celular do fungo, logicamente, e, ndo possui problemas relacionados a
toxicidade. E um método mais fécil e suas desvantagens so a sensibilidade ao calor e a luz.

A fim de melhorar a identificacdo da CIM e quantificar o crescimento fangico como é

requerido para utilizacdo de programas que analisam a interacdo entre drogas por meio de
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algoritmos decidiu-se no presente trabalho utilizar o indicador de oxido-reducédo, resazurina
para avaliacdo do crescimento dos isolados de Fonsecaea sp. Ressalta-se que apesar do método
de XTT ter sido utilizado previamente para este fim em isolados de Fonsecaea sp, a resazurina
é economicamente mais viavel. Ao ser reduzida, a coloracdo roxa torna-se rosa, indicando a
viabilidade celular.

Foi feita a comparacgdo entre as diferentes tonalidades de coloragdo entre roxa e rosa
com o crescimento dos fungos através da inspecao microscopica. Nem sempre a cor roxa era
indicativa de inibicdo do crescimento fangico, porém, sempre que se observou as diferentes
tonalidades para a rosa observou-se o crescimento do fungo, microscopicamente. Foi possivel
relacionar as diferentes coloragcGes com o desenvolvimento flngico. Por exemplo, a coloracéo
de roxo claro € indicativa de menor crescimento em comparacdo as tonalidades de rosa, sendo
gue rosa mais claro significa maior crescimento.

Evidentemente, a inspecdo feita de maneira macroscopica possui 0 viés da
subjetividade, além de ndo ser viavel a inspecdo microscopica para a rotina laboratorial sem
fins cientificos, dessa forma, a leitura das densidades Opticas para a reducdo e oxidacdo do
composto deve ser realizada. Sao utilizados dois comprimentos de onda para as leituras, o de
570nm para a excitacdo e o de 600nm para a emissdo. Os valores dessas leituras sdo utilizados
para a geracdo de graficos que identificam a porcentagem de reducdo da resazurina e assim
correlacionar com a porcentagem de crescimento em relacdo ao controle positivo. Esses
gréaficos serdo apresentados e melhor discutidos nos proximos resultados.

Devido aos fungos do género Fonsecaea sp. serem filamentosos também ndo é indicada
a avaliacdo da viabilidade celular através da contagem de unidades formadoras de col6nia
(CFU), pois, diferentemente das leveduras, uma hifa ndo da origem a uma colénia, tornando

esse teste inviavel para tal finalidade.

Determinacédo da CIM de F. pedrosoi, F. monophora e F. nubica para as drogas
inibidoras da via da calcineurina

Desde a sua descoberta a cromoblastomicose é tratada de diversas maneiras, desde
métodos fisicos até terapia sistémica e topica com agentes antifingicos (Queiroz-Telles et al,
2017). A terapia em casos mais severos pode ser combinada entre procedimentos fisicos com
antifungicos, bem como pela combinacdo de medicamentos com diferentes alvos terapéuticos.
Apesar dessas possibilidades, ndo existe um consenso da melhor droga a ser utilizada.

Terbinafina e Itraconazol séo as escolhas de primeira linha para a terapéutica (Hellwig et al,
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2018). Além disso, é primordial ressaltar a inexisténcia de ensaios clinicos randomizados para
a escolha da terapia, reforcando a relevancia dos ensaios in vitro de suscetibilidade a
antifangicos como alternativa para ajudar na escolha da melhor estratégia a ser seguida
(Heidrich et al, 2021).

Com o intuito de verificar novas possibilidades terapéuticas, varios trabalhos avaliaram
0 bloqueio da via calcineurina em diferentes fungos, dada a importancia desta via na biologia e
viruléncia dos fungos patogénicos (Juvvadi et al, 2015; Lamoth et al, 2013; Zhang et al, 2012;
Gao et al, 2017; Kotoyannis et al, 2007). Além disto, também foram analisadas combinacdes
de inibidores da via de Cha com outras drogas antifungicas em testes in vitro de suscetibilidade
a drogas. Neste trabalho realizou-se testes em triplicatas de CIM para as trés linhagens com o
intuito de determinar a concentracdo das drogas, FK506, ciclosporina A. Os resultados das

CIMs para os trés isolados analisados estdo compilados na Tabela 5 a seguir.

Tabela 5. Valores de CIM em pg/mL das drogas inibitérias da via da Cna e antiflngicos para as trés espécies
estudadas.

F. pedrosoi F. monophora F. nubica
FK506 >64 >64 32
Ciclosporina A >64 >64 >64
Anfotericina B 0,25-0,5 0.5 0,125-0,5
Itraconazol 0.06-0,25 0,125-0,5 0,125-0,5
Fluconazol 16 16 16

Em relacdo aos inibidores da via da Cna, F. nubica foi a Unica espécie das trés estudadas
nesse trabalho que apresentou susceptibilidade para uma das duas drogas analisadas, FK506, e
ainda assim a sua CIM foi relativamente alta (32 ug/mL), enquanto as outras espéecies ndo
apresentaram alteracdo do crescimento em nenhuma das concentragdes estudadas. A CIM
determinada de Ciclosporina A para as trés espécies foi >64 pg/mL e de FK506 para F.
monophora e F. pedrosoi também foi >64 ug/mL.

Ao avaliarem a susceptibilidade de 30 isolados de Aspergillus, Schwarz e Dannaoui
(2020) verificaram que as drogas imunossupressoras Ciclosporina A e FK506 sozinhas néo
exibiram atividade in vitro, exceto para quatro isolados. Gao e Sun (2015) verificaram que a
minima concentracdo inibitdria para biofilme de Aspergillus sp. foi >256 pg/mL para FK506.

Contrariamente, trabalho anterior relatou media geométrica da CIM para oito isolados de A.
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fumigatus de 6,25 pg/mL e 1,56 pg/mL, para Ciclosporina A e FK506, respectivamente
(Steinbach et al, 2004).

A alta CIM também foi relatado por Li e colaboradores (2008) ao determinarem o valor
de 512 pg/mL para ciclosporina A para isolados de Candida albicans. J& para os dermatofitos
(Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes, Microsporum canis, Epidermophyton
floccosum) analisados por Zhang e seu grupo (2018) valores de CIMs verificados para FK506
foram de >8 pg/mL. O fungo dimorfico Talaromyces marneffei teve sua CIM determinada
como 100 pg/mL e 20 pg/mL para ciclosporina A e FK506, respectivamente (Mo et al, 2014).

Os resultados apresentados no presente trabalho indicam que F. monophora, F. pedrosoi
e F. nubica séo resistentes para Ciclosporina A, assim como, descrito para outros fungos
patogénicos. F. monophora e F. pedrosoi apresentam maior resisténcia ao FK506, quando
comparado a F. nubica. Foi observado ap06s inspecdo microscépica dos pocos, nas maiores
concentragdes testadas das drogas inibidoras da via Cna, uma discreta diminuicdo de hifas,
sugerindo um possivel efeito dose-dependente.

As hifas que cresceram eram mais sinuosas, menores e mais ramificadas nos po¢os em
que o fungo estava com Ciclosporina A ou FK506 em comparagdo com o controle positivo de
crescimento, no qual observa-se o desenvolvimento de hifas menos ramificadas, sdo mais retas
e mais alongadas (Figura 9). Steinbach e seu grupo (2007) verificaram o efeito de FK506 em
A. fumigatus e observaram que o crescimento desse fungo foi retardado e a extensdo do seu
tubo germinativo foi mais demorada em concentragdes de apenas 20 ng/mL de FK506.

Para confirmar que de fato as drogas FK506 e ciclosporina estavam funcionando
adequadamente foi realizado o ensaio para checar a CIM para linhagem de referéncia H99 de
Cryptococcus neoformans. Utilizou-se como controle a Anfotericina B (Figura 10). C.
neoformans se mostrou susceptivel as drogas testadas, com CIM de 31,25-62,5 ng/mL, 0,62
pg/mL e 0,05 pg/mL para FK506, ciclosporina A e anfotericina B, respectivamente. A relacéo
entre esse fungo e as drogas utilizadas foi estudada por Kontoyiannis e seu grupo (2008) que
documentaram baixas CIMs para esses compostos reiterando que a espécie C. neoformans é
sensivel para tais drogas. Estes resultados demostraram que de fato os inibidores de calcineurina
estavam com a atividade preservada e os isolados de Fonsecaea sp analisados neste trabalho

apresentam menor susceptibilidade a estas drogas.
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Figura 9. Microscopia 6ptica em aumento de 20x de F. pedrosoi, F. monophora e F. nubica em meio RPMI 1640,
com suplementacédo de FK506 ou ciclosporina A ambos em concentragéo de 64 pg/mL.
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Figura 10. Ensaio para avaliagdo da minima concentracdo inibitoria das drogas FK506, Ciclosporina A e
Anfotericina B para a espécie flngica C. neoformans, H99.

Algumas hipoteses foram levantadas para responder o porqué dos fungos Fonsecaea sp
ndo serem suscetiveis aos inibidores da via da calcineurina. As espécies aqui estudadas possuem
como componente importante presente na parede celular a melanina, descrito como fator de
viruléncia que ajuda na sobrevivéncia do fungo frente a agentes estressores. Uma vez que as
drogas utilizadas modificam o ambiente em que o fungo se encontra, € possivel que a melanina
interfira na acdo das drogas, afetando assim susceptibilidade dos patégenos. Também pode-se
sugerir que os inibidores de calcineurina ndo consigam adentrar ao fungo. Sabe-se que o0s
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fungos causadores de CBM possuem parede celular espessa e que a natureza da molécula
(carga, polaridade, tamanho) pode afetar a entrada na célula. Além disto, pode estar ocorrendo
a acdo de bombas de efluxo, que devolvem esse composto para 0 meio extracelular, limitando
a sua concentracdo intracelular.

Além das hipdteses levantadas, deve-se também avaliar a interacéo das drogas com seus
ligantes (Fkbp12 e ciclofilina A). Como as drogas sé&o utilizadas como imunossupressores em
humanos, pode-se especular que as mesmas apresentam baixa afinidade aos ligantes flngicos,
ou que a mudanca conformacional no complexo inibidor da via da calcineurina pode ndo ocorrer
de maneira exata para que essa via seja, de fato, inibida. Na sessdo a seguir, este trabalho se
propds avaliar se a melanina produzida de forma constitutiva interfere de alguma forma na
susceptibilidade de Fonsecaea aos inibidores de Cna. Todas as outras hipdteses devem ser
investigadas no futuro e os resultados podem colaborar para o entendimento da resisténcia de

Fonsecaea frente as drogas FK506 e ciclosporina A.

Avaliacéo da interferéncia da melanina na resisténcia de Fonsecaea sp. a FK506 e
Ciclosporina A

A melanina foi descrita como fator de viruléncia para os fungos e sua atividade esta
relacionada com a termoestabilidade flngica, acdo anti-oxidante e antirradioativa, auxiliando
na sobrevivéncia do patégeno dentro do hospedeiro (Cunha et al, 2005). Para verificar se a
melanina influencia susceptibilidade de Fonsecaea aos inibidores da via Cna foi utilizado o
composto triciclazol, um conhecido inibidor da sintese de DHN-melanina.

Primeiramente foi determinada a CIM de triciclazol frente ao isolado de F. pedrosoi
para identificacdo da concentracdo ideal para o uso nos experimentos posteriores (Figura 11A).
A CIM determinada visualmente foi de 62,5 pug/mL. Para certificar-se da existéncia de
crescimento fangico em concentragdes menores foi verificado cada pogo através da
microscopia optica (Figura 11B), dessa forma, concluiu-se que em 62,5 ug/mL de triciclazol o
crescimento do fungo foi totalmente inibido. Em todas as concentracgdes testadas observou-se
alteracdo da coloracdo do meio de cultura para marrom caramelo indicativo do bloqueio da
sintese de DHN- melanina e acumulo de precursores intermediarios da via. Para 0s
experimentos seguintes foi utilizada a concentracdo de 4 ug/mL de triciclazol, pois, de acordo
com a inspec¢do microscopica dos pogos, o crescimento das hifas nessa concentracdo estava

similar ao controle sem o inibidor.
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Figura 11. Determinagdo da concentragdo minima inibitdria de triciclazol para F. pedrosoi. Em vermelho esta
indicado a CIM. A. Foto dos pocos para visualiza¢do da coloracdo decorrente da inibicdo da sintese de melanina
B. Visualizagdo microscopica dos pogos para verificar o crescimento fangico. Escala 50 pum.

Para verificar a influéncia da melanina na susceptibilidade de Fonsecaea foram
realizados ensaios de determinacédo das CIMs de FK506, ciclosporina A e itraconazol em quatro
diferentes condicdes para os trés isolados analisados no trabalho.

A primeira condigéo (C1) consistiu no crescimento do fungo previamente ao teste por
10 dias em meio de cultivo batata dextrose suplementado com 4 pg/mL de triciclazol e a adicéo
de triciclazol também na concentracdo de 4 ug/mL ao meio de cultura utilizado para realizar o
teste, RPMI 1640. Na segunda condic¢do (C2) o fungo foi crescido em meio batata dextrose
suplementado com 4 pg/mL de triciclazol, no entanto ndo foi adicionado triciclazol ao meio
RPMI1640. A terceira condi¢do (C3) foi composta pelo cultivo do fungo em meio batata
dextrose sem adicédo de triciclazol, no entanto ao RPMI 1640 foram adicionados 4 pg/mL de
triciclazol. Por fim, a quarta condicdo (C4) foi composta pelo fungo sem qualquer tratamento
(Figura 7).

Para F. pedrosoi e F. monophora (Figuras 12 e 13) foi observada uma diminui¢do no
CIM de uma casa para itraconazol na condi¢do C1, enquanto que em C3 para F. monophora
houve a diminuicdo de duas casas para a mesma droga. Para F. monophora na presenca de
ciclosporina A ndo ocorreu alteracdo de crescimento na presenca do inibidor de melanina,
enquanto que para F. pedrosoi observou-se uma diminuicdo de hifas nos pogos de concentragoes
de 64 e 32 pg/mL na condi¢do C1. Para FK506 ocorreu uma diminuigdo sutil no crescimento

fangico do isolado de F. pedrosoi, nas concentracdes de 64, 16 e 32 ug/mL na condicdo C1 e
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na concentracdo de 64 pg/mL da condi¢do C3. Nenhuma alteracdo de crescimento na presenca
de FK506 foi evidenciada para o isolado de F. monophora.

F. pedrosoi
=mmas

FK506
Cc1

Ciclosporina A
TratTri+RPMITri

Itraconazol

"W FK506
c2

TratTri+ RPMI-9 “) Ciclosporina A

Itraconazol

¥ FKS506

c3 Ciclosporina A
@ +RPMITri Itraconazol
FK506
ca Ciclosporina A

Itraconazol

Figura 12. Determinacdo da CIM na presenca de triciclazol para trés drogas em quatro condi¢des diferentes para
o0 F. pedrosoi. Linhas A e B: FK506 (F), de 64-0,05ug/mL; linhas C e D: ciclosporina A (C) de 64-0,05ug/mL,
linhas E e F, itraconazole (1) de 1-0,0005 pg/mL. C1, indculo tratado com triciclazol e adicdo de triciclazol no
RPMI1640. C2, inéculo tratado com triciclazol, porém sem adi¢do de Triciclazol ao RPMI1640. C3, indculo sem
tratamento com triciclazol com com adicéo de triciclazol no RPMI 1640. C4, nenhuma adic&o de triciclazol. As
CIMs das drogas testadas estdo indicadas na imagem.

Ao analisar o mesmo experimento para F. nubica (Figura 14), notou-se que esse isolado
apresentou-se mais susceptivel as drogas testadas na presenca de triciclazol. Ao comparar a
condig@o C1 com C4 observou-se diminui¢do do CIMs para as trés drogas testadas, para FK506
decaiu duas casas, sendo a CIM de 8 ug/mL (C4 foi 32 ug/mL), para ciclosporina encontrou-se
a CIM de 64 pug/mL (em C4 foi > 64 ug/mL) e para Itraconazol a CIM em C4 foi 0,5 pug/mL
enquanto em C1 foi de 0,25 pg/mL. Além disso, ndo foi apenas na condigdo C1 que ocorreu a
diminuicdo desses valores, em C2 e C3 a CIM de FK506 foi de 8 e 4 ug/mL respectivamente,
porém ndo foram identificadas diferencas de crescimento nas condigdes testadas em relagdo ao
triciclazol e a ciclosporina A.
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Figura 13. Determinacao da CIM na presenca de triciclazol para trés drogas em quatro condigdes diferentes para
o F. monophora. Linhas A e B: FK506 (F), de 64-0,05ug/mL; linhas C e D: ciclosporina A (C) de 64-0,05pg/mL,
linhas E e F, itraconazole (1) de 1-0,0005 pg/mL. C1, in6culo tratado com triciclazol e adi¢éo de triciclazol no
RPMI1640. C2, in6culo tratado com triciclazol, porém sem adicédo de Triciclazol ao RPMI1640. C3, indculo sem
tratamento com triciclazol com com adicéo de triciclazol no RPMI 1640. C4, nenhuma adicéo de triciclazol. As
CIMs das drogas testadas estdo indicadas na imagem.

Heidrich e colaboradores (2021) verificaram a influéncia da melanina sintetizada por
fungos do género Fonsecaea sp., na susceptibilidade a drogas antifungicas. Neste trabalho foi
utilizada a concentracdo de 16 pug/mL de triciclazol na preparacdo do indculo e no meio RPMI
1640 e foram determinadas as CIMs para diferentes agentes antifingicos incluindo itraconazol.
Os autores observaram uma diminui¢do de uma casa decimal na média geométrica das CIMs
de terbinafina, posaconazol e itraconazol para 57 isolados de Fonsecaea spp.

Os nossos resultados apesar de ndo demonstrarem grande influéncia da melanina na
susceptibilidade dos isolados de F. pedrosoi e F.monophora aos inibidores da via de
calcineurina, mostram um discreto aumento da susceptibilidade para F. nubica. Estas diferencas
em relacdo ao trabalho de Heidrich et al., 2021 podem ser atribuidas a concentracdo mais baixa
de triciclazol utilizada no presente estudo, bem como ao nimero de isolados testados. Um
aumento no numero de isolados poderia manifestar um efeito mais pronunciado da melanina na

resisténcia aos inibidores avaliados. Ainda assim os achados mostram que a diminuicéo da CIM
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€ mais evidente na condi¢do experimental 1, em que o triciclazol esta presente em todo o

processo, desde o preparo do indculo até a incubagdo do fungo com as drogas.
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Figura 14. Determinacéo da CIM na presenca de triciclazol para trés drogas em quatro condicGes diferentes para
o F. nubica. Linhas A e B: FK506 (F), de 64-0,05ug/mL; linhas C e D: ciclosporina A (C) de 64-0,05pg/mL,
linhas E e F, itraconazole (1) de 1-0,0005 pg/mL. C1, in6culo tratado com triciclazol e adi¢éo de triciclazol no
RPMI1640. C2, in6culo tratado com triciclazol, porém sem adicédo de Triciclazol ao RPMI1640. C3, indculo sem
tratamento com triciclazol com com adicéo de triciclazol no RPMI 1640. C4, nenhuma adicéo de triciclazol. As
CIMs das drogas testadas estdo indicadas na imagem.

Interago entre as drogas FK506 e Itraconazol e Anfotericina B para F. pedrosoi,
F. monophora e F. nubica

Apdés a determinagdo das concentragdes minimas inibitérias foi possivel dar
prosseguimento aos testes de checkerboard, uma vez que estes utilizam como ponto de
comparag¢do valores menores que os CIMs em que ocorrem a inibi¢do do crescimento fingico.

A fim de determinar se existe interacdo entre os compostos inibidores da via da
calcineurina (FK506 e Ciclosporina A) com antifingicos (Anfotericina B e Itraconazol) foram
realizados testes de checkerboard. Foram escolhidos esses compostos antifungicos pois
Anfotericina € utilizada em rotina hospitalar como droga de ataque para conter uma infecgéo
fangica e Itraconazol é uma das drogas de primeira linha para o tratamento de CBM e é usada
a longo prazo para manutencao.

As interagOes entre os inibidores da via da calcineurina com outros compostos
antimicrobianos ja foram descritos na literatura. A combinagdo de FK506 com itraconazol foi

verificada para fungos do género Sporothrix sp por Borba-Santos e colaboradores (2017) que
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identificaram o sinergismo entre esses compostos. Schwarz e Dannaoui (2020) estudaram o
efeito das drogas inibidoras da via da Cna atuando em conjunto com isavocunazol para
Aspergillus sp. Sinergismo entre FK506 e caspofungina também ja foi documentado em sete de
oito isolados clinicos de A. fumigatus e a combinacéo de ciclosporina A com caspofungina foi
sinérgica em trés dos oito isolados clinicos, de acordo com os trabalhos de Steinbach e sua
equipe (2004).

Os ensaios de combinacédo entre as drogas antifungicas convencionais e inibidores de
calcineurina foram realizados pelo menos trés vezes, em experimentos independentes para 0s
trés isolados clinicos utilizados no trabalho. O crescimento fungico de cada combinacéo foi
quantificado pela reducédo de resazurina e documentado por microscopia optica.

Para investigar as alteracGes na viabilidade do fungo em diferentes combinacbes de
drogas, as células foram examinadas através de microscopia Optica em aumento de 20x. Ao
verificar po¢o a pogo no microscopio foi possivel encontrar divergéncias entre as cores
resultantes da reducdo da resazurina e o crescimento fungico correspondente, indicando que
nem sempre as cores mais escuras correspondem a uma ndo metabolizacdo da resazurina
(Figura 15B, 16B, 17B).

Destaca-se, no ensaio para F. pedrosoi, no poco em que ha a combinacdo entre 0,03
pg/mL de itraconazol com 64 pg/mL de FK506 (Figura 15A), é possivel observar que a
coloracdo de resazurina (roxa -rosada) nao € indicativa para o crescimento fungico, no entanto
ao verificar pelo microscopio constata-se que houve uma inicializagéo do desenvolvimento das
hifas, e ao observar pela porcentagem de crescimento em relagdo ao controle ele acusa a
existéncia de fungos viaveis. A diferenca sutil de cores entre 0os pocos (cores intermediarias
entre 0 rosa e 0 roxo) como roxo-azulado e roxo-pink pode representar padrdes de crescimento/
viabilidade fungica que s6 podem ser confirmados pela combinag¢do dos dados referentes aos
caculos de reducgdo de resazurina e microscopia optica. Logo para certificar de que ha ou ndo o
crescimento da espécie analisada sugere-se também a inspe¢do mais minuciosa mediante ao uso
de microscopio.

Ainda através da analise microscopica foi possivel identificar que as atividades das
drogas sdo dose-dependentes. Quanto maior a concentracdo da droga utilizada, maior é a
inibicdo do crescimento do fungo. O crescimento das hifas pode ser retardado ou até inibido,
gerando menor metabolizacdo do composto de resazurina, indicando assim menor viabilidade
da especie. Condicdo que também foi encontrada ao verificar o crescimento em relacdo aos

inibidores da via da calcineurina isolados (encontram-se selecionados em laranja nas fotos das
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placas de ensaio de checkerboard, enquanto que itraconazol e anfotericina estdo representados
em verde).

Este fato foi bem evidente ao analisar a atividade de FK506 em relacdo ao F. nubica,
pois esse isolado possui maior sensibilidade a essa droga que as outras duas especies (Figura
17A). Um ponto critico em relacdo a identificacdo da inibi¢cdo do crescimento fungico pela
microscopia é até quando é possivel determinar se os baixos crescimentos das hifas estdo
diretamente relacionados a CIM. Essa situacao gera a necessidade de se utilizar a combinacgéo
de diferentes métodos a fim de chegar a um melhor consenso para a determinacdo das CIMs,
consequentemente o tipo de interacdo entre as drogas combinadas.

A interacdo entre as drogas foi identificada também por meio do programa Combenefit,
gue gerou a matriz de crescimento flngico e os graficos de interacdo pelo método de Bliss. O
programa produz um grafico de sinergismo e antagonismo (Figuras 15E, 16E, 17E) para
demonstrar a interacdo entre as drogas nas diferentes combinacgdes, as distintas tonalidades de
azuis indicam sinergismo, as de vermelho antagonismo e aquelas entre verde e amarelo indicam
gue ndo ha interacdo. Desse gréafico foi realizado um mapa de superficie independente de Bliss
das interacGes entre as drogas (Figuras 15F, 16F, 17F). Ele demonstra por intermédio da
alteracdo na deformidade da superficie as interacdes entre os compostos, as cores correspondem
ao mesmo tipo de analogia entre as drogas das figuras 15D, 16D e 17D.

Por esses graficos é possivel a analise de todos 0s pocos em que ha combinacao entre
as drogas sendo plausivel a observacéo do tipo de interacao prevalente no ensaio, a classificacao
que eles indicam sdo de antagonismo, sem interacdo ou sinergismo. No entanto esta analise
mostrou-se viavel apenas para a identificacdo se ha sinergismo ou antagonismo, mas nao é
possivel definir se existe efeito aditivo entre as drogas. Por ultimo foi realizado o célculo
manual de FICI segundo Arikan et al, 2002 em condicGes que o programa Combenefit indicou
efeito sinérgico acima de 50%. Todos os resultados foram reunidos e serdo apresentados e
discutidos nas proximas figuras

Ao utilizar o composto FK506 (CIM > 64 ug/mL) com Itraconazol (CIM = 0,25 pg/mL),
observou-se que existe inibicdo do crescimento do fungo F. pedrosoi quando as duas drogas
estdo combinadas (Figura 15). Concentracdes de 0,03 ug/mL de itraconazol combinadas a 8,
16 ou 32 pg/mL de FK506 apresentaram-se com efeito sinérgico pronunciado, bem como as
combinac6es de 0,06 ug/mL e 0,125 pug/mL de itraconazol com qualquer concentracdo testada
de FK506. Ja para F. monophora (CIM de FK506 > 64 pg/mL e de Itraconazol = 0,5 pg/mL)

os graficos gerados pelo programa Combenefit indicaram sinergismo entre nas drogas nas
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seguintes combinag@es: 0,06 pg/mL de itraconazol com 16 e 32 de pg/mL de FK506; 0,125
ug/mL de itraconazol associado a concentragfes acima de 8 pg/mL de FK506 e 0,25 pug/mL de
itraconazol combinado a concentragfes superiores a 4 ug/mL de FK506 (Figura 16E e F).
Diferentemente do observado para os isolados anteriores nao foi detectado sinergismo acima
de 50% para qualquer combinacéo de itraconazol e FK506 para o isolado de F. nubica (CIM
de FK506 = 32 pug/mL e Itraconazol = 0,5 pg/mL) (Figura 17 E).
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Figura 15. Resultados dos testes de interacdo entre as drogas FK506 e itraconazol para o fungo F. pedrosoi. A.
Ensaio de Checkerboard, na primeira linha selecionada pela cor verde estd a CIM de itraconazol, selecionada pela
cor vermelha na terceira coluna estd a CIM de FK506, as duas primeiras colunas sdo os controles (positivo de
crescimento e negativo de contaminacdo), enquanto no restante da placa estdo as combinacGes entre as drogas.
Selecionados de azul estdo as interacdes que foram indicadas pelo programa com interagdo sinérgica maior que
50% para o calculo de FICI. B. Visualizagdo do crescimento fingico através de microscopia dptica (aumento 20x).
C. Matriz de crescimento em relacdo ao controle positivo (sem nenhuma droga). D. Valores do FICI para as
combinagbes selecionadas, sendo azul indicativo de sinergismo, rosa: efeito aditivo, preto: sem interacdo. E.
Representacdo gréafica das interacfes entre as drogas produzida pelo programa Combenefit. F. Representagdo pelo
grafico de superficie independente de Bliss das interacfes entre as drogas.

Bliss synergy and antagonism

Ap0s verificar o sinergismo pelo programa Combenefit foram selecionados 0s pogos em
que foi detectado sinergismo acima de 50% e havia uma relagdo entre os métodos utilizados
para averiguar a auséncia de crescimento. Realizou-se o célculo para determinar o indice de
concentracdo fracionado inibitério (FICI) (Figura 15D, 16D, 17D). Os valores em azul indicam
sinergismo, em rosa indicam efeito aditivo e em preto sem efeito entre as concentracfes das
drogas.

Dessa forma, foi possivel determinar que ha sinergismo entre FK506 e itraconazol nas
concentragdes de 0,03 pg/mL de itraconazol com 16ug/mL e 8 pg/mL de FK506 e 0,06 pg/mL
de itraconazol com 16, 8, 4 e 2 ug/mL de FK506 para F. pedrosoi, além do efeito aditivo para
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outras concentracdes. Para F. monophora também existe sinergismo entre 0,12 pg/mL de
Itraconazol com 8 e 16 pg/mL de FK506 e 0,06 pg/mL de Itraconazol com 16 pg/mL de FK506

e efeito aditivo entre outras combinag6es das drogas.

)
N XX X)
. @O0000000000
. @©
Q0
: .‘\y‘
" 9L 9009
' 9.0000

fraconazel 9 0,01 0,03 006 012 025 05 10 20 40 Wtraconazol 0 0,01 0,03 006 012 025 05 10 20 40
(1 ug/mt [1ug/mL

1 Iira [ug/mL]
D E o o005 oms 0% o8 1 2 .
FK506
[ pg/mL. s

ecC
L)
@
e
®

)@
( J
@
®
(

[FK506]

[FKS06)
Antagonism

Figura 16. Resultados dos testes de interacdo entre as drogas FK506 e itraconazol para o fungo F. monophora A.
Ensaio de Checkerboard, na primeira linha selecionada pela cor verde estd a CIM de itraconazol, selecionada pela
cor vermelha na terceira coluna estd a CIM de FK506, as duas primeiras colunas sdo os controles (positivo de
crescimento e negativo de contaminacao), enquanto no restante da placa estdo as combinacGes entre as drogas.
Selecionados de azul estdo as interacdes que foram indicadas pelo programa com interagdo sinérgica maior que
50% para o calculo de FICI. B. Visualizagdo do crescimento flingico através de microscopia dptica (aumento 20x).
C. Matriz de crescimento em relacdo ao controle positivo (sem nenhuma droga). D. Valores do FICI para as
combinagbes selecionadas, sendo azul indicativo de sinergismo, rosa: efeito aditivo, preto: sem interagdo. E.
Representacdo grafica das intera¢Oes entre as drogas produzida pelo programa Combenefit. F. Representacdo pelo
grafico de superficie independente de Bliss das interacfes entre as drogas.

Para F. nubica o programa Combenefit ndo encontrou condic6es de interagdes positivas
entre as drogas FK506 e itraconazol, no entanto pela microscopia optica foi possivel identificar
combinagBes em que ndo foi detectado crescimento fungico. Para estas combinacbes foi
calculado o FICI e constatado que ha sinergismo nas combinaces de: 0,06 pg/mL de
itraconazol e 16 pg/mL de FK506 e 0,12 de itraconazol com 8 pg/mLde FK506, sendo que

outras combinagOes apresentaram efeito aditivo (Figura 17D).
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Figura 17. Resultados dos testes de interagéo (checkerboard) entre as drogas FK506 e itraconazol para o fungo F.
nubica A. Ensaio de Checkerboard, na primeira linha selecionada pela cor verde estd a CIM de itraconazol,
selecionada pela cor vermelha na terceira coluna estd a CIM de FK506, as duas primeiras colunas séo os controles
(positivo de crescimento e negativo de contaminacao), enquanto no restante da placa estdo as combinages entre
as drogas. Selecionados de azul estdo as interacdes em que selecionadas manualmente ap6s a analise microscopica
indicando inibi¢do do crescimento para o célculo de FICI. B. Visualizagdo do crescimento fingico através de
microscopia 6ptica (aumento 20x). C. Matriz de crescimento em relagdo ao controle positivo (sem nenhuma
droga). D. Valores do FICI para as combinagdes selecionadas, sendo azul indicativo de sinergismo, rosa: efeito
aditivo, preto: sem interagcdo. E. Representacdo gréfica das interacBes entre as drogas produzida pelo programa
Combenefit. F. Representacdo pelo grafico de superficie independente de Bliss das interag8es entre as drogas.

Os resultados encontrados para Fonsecaea sp sao distintos daqueles obtidos por Gao e
Sun (2015) que verificaram a atividade de FK506 com Itraconazol para Aspergillus sp e dos 20
isolados clinicos nenhum obteve sinergismo e também nédo ocorreu antagonismo. N&o se pode
afirmar se houve acdo aditiva, pois, 0s pesquisadores ndo utilizaram esse parametro para a
analise. O sinergismo obtido entre FK506 com itraconazol também foi detectado por Shirazi e
Kontoyiannis (2013) que estudaram Rhizopus oryzae, Cunninghamella bertholletiae e Mucor
circinelloides, fungos causadores da doenga mucormicose, e concluiram que ha sinergismo
entre esses compostos gerando a diminui¢do da CIM para as duas drogas utilizadas. Segundo
esses pesquisadores uma das hipdteses é de que o FK506 aumenta a poténcia dos inibidores de
sintese de ergosterol ao ponto de transforméa-los em fungicidas e essa atividade foi mediada por
apoptose nos fungos estudados. A morte por apoptose pode ser induzida pelo aumento dos
niveis de Ca" intracelular devido a combinacgéo das drogas.

O ensaio de checkerboard também foi feito entre FK506 e o antifingico Anfotericina B
para os trés isolados clinicos. Notou-se ao comparar as coloracOes referentes a reducédo da
resazurina com o crescimento fungico através do microscopio éptico (Figuras 18B, 19B e 20B)

deparou-se com cores que ndo correspondiam de maneira exata o que é esperado pela sua
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indicagdo. As cores mais escuras, por vezes, ndo indicavam a auséncia de desenvolvimento do
fungo, porém as cores mais claras sempre acusaram crescimento e de acordo com as inspec¢des
via microscépio esta tem correspondéncia condizente com o esperado.

Foi observado para o fungo F. pedrosoi que a coluna referente a concentracdo de 0,06
pg/mL de Anfotericina B com as diferentes concentracdes de FK506, na qual na placa
apresenta-se da cor mais escura (identica a colunas com maiores concentracbes de AnfoB)
possui porcentagem de crescimento maior que aquelas, o que é condizente com a inspec¢éo via
microscopio Optico mas divergente do indicado pela coloragdo. O mesmo ocorreu para F.
monophora porém em concentracdes diferentes (0,12 pg/mL de AnfoB com 8, 16, 32 e
64pg/mL de FK506), enquanto que para F. nubica, essa divergéncia entre cores e crescimento
fangico foi menor que para as outras espécies.

A combinacdo de FK506 (CIM > 64 ug/mL) com anfotericina B (CIM = 0,5 pug/mL),
observou-se que existe inibicdo do crescimento do fungo F. pedrosoi quando as duas drogas
estdo combinadas (Figura 18A). Concentracdes de 0,06 pg/mL de anfotericina B combinadas
com concentracbes de 2 alé pg/mL de FK506 apresentaram-se com efeito sinérgico
pronunciado tanto pela analise do programa Combenefit quanto pelo calculo de FICI manual,
além destas, outras combinacdes evidenciaram efeito aditivo pelo célculo de FICI (Figura 18
D,EeF).

Para F. monophora (CIM de FK506 > 64 ug/mL e de anfotericina B = 0,5 ug/mL) 0s
graficos gerados pelo programa Combenefit indicaram sinergismo entre as drogas na
combinacéo de 0,25 pug/mL de anfotericina B com concentracdes de 1 a 64 pg/mL de FK506.
Os calculos de FICI manuais indicaram apenas efeito aditivo nestas condic¢Ges, no entanto ao
avaliar a microscopia Optica foram evidenciadas hifas nos pogos. Uma possivel explicagdo para
estes resultados é que o efeito de morte pode ter sido tardio, permitindo o crescimento inicial
das hifas que posteriormente foram mortas e por isso foi detectado auséncia de reducdo de
resazurina.

O plaqueamento das hifas coletadas destas combinacgdes responderia a questdo se as
hifas estdo vidveis ou ndo. Nao foi detectado sinergismo ou interacdo entre as drogas acima de
50% para qualquer combinacao de anfotericina B e FK506 para o isolado de F. nubica (CIM
de FK506 = 32 ug/mL e anfotericina B = 0,5 ug/mL) pelo uso do programa Combenefit, no
entanto por inspec¢ao microscopica, coloracao obtida da redugéo de resazurina e célculo de FICI
manual foi possivel observar o sinergismo nas condicdes de 0,12 ug/mL de anfotericina B com
1,2, 4 e 8 pg/mL de FK506(Figura 20D).
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Figura 18. Resultados dos testes de interacdo entre as drogas FK506 e anfotericina B para o fungo F. pedrosoi.
A. Ensaio de Checkerboard, na primeira linha selecionada pela cor verde esta a CIM de anfotericina B, selecionada
pela cor vermelha na terceira coluna esta a CIM de FK506, as duas primeiras colunas sdo os controles (positivo de
crescimento e negativo de contaminacdo), enquanto no restante da placa estdo as combinacGes entre as drogas.
Selecionados de azul estdo as interagbes que foram indicadas pelo programa com interag&o sinérgica maior que
50% para o calculo de FICI. B. Visualizag¢do do crescimento flngico através de microscopia dptica (aumento 20x).
C. Matriz de crescimento em relacdo ao controle positivo (Sem nenhuma droga). D. Valores do FICI para as
combinacges selecionadas, sendo azul indicativo de sinergismo, rosa: efeito aditivo, preto: sem interacdo. E.
Representacdo grafica das interagdes entre as drogas produzida pelo programa Combenefit. F. Representacdo pelo
gréafico de superficie independente de Bliss das interacfes entre as drogas.
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Figura 19. Resultados dos testes de interacdo entre as drogas FK506 e anfotericina B para o fungo F. monophora.
A. Ensaio de Checkerboard, na primeira linha selecionada pela cor verde estd a CIM de anfotericina B, selecionada
pela cor vermelha na terceira coluna estd a CIM de FK506, as duas primeiras colunas sdo os controles (positivo de
crescimento e negativo de contaminacdo), enquanto no restante da placa estdo as combinac@es entre as drogas.
Selecionados de azul estdo as interag6es que foram indicadas pelo programa com interagdo sinérgica maior que
50% para o calculo de FICI. B. Visualizagdo do crescimento flngico através de microscopia éptica (aumento 20x).
C. Matriz de crescimento em relacdo ao controle positivo (sem nenhuma droga). D. Valores do FICI para as
combinacgOes selecionadas, sendo azul indicativo de sinergismo, rosa: efeito aditivo, preto: sem interacdo. E.
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Representacdo grafica das interagdes entre as drogas produzida pelo programa Combenefit. F. Representagdo pelo
grafico de superficie independente de Bliss das interacfes entre as drogas.

A

FKS06 x Anfotericina B

Figura 20. Resultados dos testes de interacdo entre as drogas FK506 e anfotericina B para o fungo F. nubica. A.
Ensaio de Checkerboard, na primeira linha selecionada pela cor verde est4 a CIM de anfotericina B, selecionada
pela cor vermelha na terceira coluna est a CIM de FK506, as duas primeiras colunas sdo os controles (positivo de
crescimento e negativo de contaminacdo), enquanto no restante da placa estdo as combinacGes entre as drogas.
Selecionados de azul estdo as interacdes que foram indicadas pelo programa com interagdo sinérgica maior que
50% para o calculo de FICI. B. Visualizagdo do crescimento flingico através de microscopia dptica (aumento 20x).
C. Matriz de crescimento em relacdo ao controle positivo (sem nenhuma droga). D. Valores do FICI para as
combinages selecionadas, sendo azul indicativo de sinergismo, rosa: efeito aditivo, preto: sem interacdo. E.
Representacdo grafica das interagdes entre as drogas produzida pelo programa Combenefit. F. Representacdo pelo
grafico de superficie independente de Bliss das interacfes entre as drogas.

Os resultados aqui obtidos estdo em consonancia com os observados por Kontoyiannis
e colaboradores (2008) que estudaram os efeitos de FK506 associado a anfotericina B ANFB
em isolados clinicos de pacientes com criptococose. Para C. neoformans foi observado o
predominio de relagdes sinergicas em 90% dos isolados enquando nos outros 10% foi obtido
efeito aditivo essa classificacdo foi feita de acordo com os célculos de FICI. Gao e Sun (2015)
puderam observar efeito sinéergico em Aspergillus sp. Ao utilizarem FK506 isolada nao foi
detectado efeito antifungico mas ao combinar com anfotericina B detectou-se efeito sinérgico,
inclusive em valores extremamente menores que as CIMs determinadas (FK506 diminuiu de
256 para 8 pg/mL e AnfoB de 4 para 0,25 pg/mL).

O sinergismo entre essas drogas pode ser atribuido ao efeito da anfotericina B na
perturbacdo da membrana que altera a sua permeabilidade é possivel que dessa forma o FK506
consiga entrar mais facilmente e se ligar ao FKBP e formar o complexo capaz de inibir a via da
calcineurina.

Ap0s a analise desses trés tipos de métodos para averiguar o desenvolvimento fungico
calculou-se os valores de FICI (Figuras 18D, 19D e 20D) para especificar o tipo de relagédo

existente entre as drogas em relagdo ao fungo. Nas trés espécies foi identificado o sinergismo
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entre as combinacOes, para F. pedrosoi: 0,12ug/mL de anfotericina B com 2, 4, 8 e 16 de
FK506; para F. monophora: 0,12 pg/mL de anfotericina B com 8 e 16 ug/mL de FK506 e, para
F. nubica: 0,06 pg/mL de anfotericina B com 8ug/mL de FK506 e 0,12ug/mL de anfotericina
B com 1, 2, 4 e 8ug/mL de FK506. Em concentracGes diferentes foi encontrado efeito aditivo.

Por fim, foram analisados os gréaficos de interacdo entre as drogas (Figuras 18E/F,
19E/F e 20E/F) para F. pedrosoi. E perceptivel que ha predominio de sinergismo em detrimento
do antagonismo entre as drogas, mas existe também, como é esperado, combinacdes em que
ndo existem interacdes. Ao observar as combinacdes que foram selecionadas para realizacao
dos célculos € possivel determinar a existéncia de sinergismo, sendo que perante aos valores
determinados do FICI algumas combinagdes sdo classificadas como relacfes aditivas e até
mesmo sem interacao.

Para F. monophora € encontrado sinergismo no grafico, inclusive em combinagfes em
que foram constatados crescimento fingico tanto pela resazurina, microscopia optica quanto
pelo gréfico de porcentagem de crescimento em relacdo ao controle positivo, mais
especificamente os tons de azul claro referentes as concentracdes de 32 e 64 pg/mL de FK506
com 0,06, 0,03 e 0,01 pug/mL de anfotericina B. Os pocos em que se encontra a combinacgédo
entre todas as concentragbes de FK506 com 0,25ug/mL sdo classificados como sinergismo
através dos graficos porém pelas contas de FICI sdo combinag¢fes com efeito aditivo (excec¢do
64pg/mL de FK506 e 0,25ug/mL que indica sem interacao).

Em todos os ensaios de FK506 com anfotericina B foi observada a resposta dose-
dependéncia para os trés isolados estudados e foi determinado que ha interacao entre as drogas.
Apesar de existir algumas divergéncias entre certas combinacdes em relacdo aos diferentes
métodos utilizados, conseguiu-se identificar maior predominio de semelhangas entre as
relagfes. Por conseguinte foi possivel classificar que esses compostos sdo sinérgicos para as

espécies de F. pedrosoi, F. monophora e F. nubica.

Interacéo entre as drogas Ciclosporina A e Anfotericina B e Itraconazol para F.
pedrosoi, F. monophora e F. nubica

Afim de verificar a interagdo entre outro inibidor da via da calcineurina junto de
antifangicos, optou-se por investigar a atuacdo de Ciclosporina A que inibe a via da Cna ao
formar um complexo com a Ciclofilina A (Garcia et al, 2004). Foi analisada a sua interacdo em

conjunto com anfotericina B e itraconazol.
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Para isso foi realizado o teste de checkerboard para os trés isolados de Fonsecaea e a
utilizacdo da resazurina para facilitar a identificacdo do crescimento dos fungos (Figuras 21A,
22A e 23A). Para F. pedrosoi (anfotericina B = 0,25 pg/mL e Ciclosporina A > 64 ug/mL) foi
observada inibi¢cdo do crescimento em concentracdes menores que a CIM, 0,06 e 0,12 pg/mL
para Anfotericina B combinadas a todas as concentragdes de ciclosporina A. Ao comparar o
crecimento por microscopia dptica (Figura 21B) foi possivel concluir que hé discordancia entre
a coloracdo mais escura gque indica inibi¢do do crescimento. As combinac6es de 0,06 pg/mL de
anfotericina B associada a todas as concentracdes de ciclosporina A sdo indicadas pela
resazurina como sem crescimento flngico, porém, ao observar microscopicamente é possivel
identificar a presenca de hifas. E possivel que essa coloragio nio esteja em concordancia com
o0 crescimento das hifas devido a um efeito fungicida da combinacdo de drogas posterior ao
inicio do seu desenvolvimento.

Ao comparar a mesma placa pela porcentagem de reducdo de resazurina (Figura 21C),
as concentragdes em que a resazurina indicou a auséncia de fungos ativos foram obervados
pouco desenvolvimento de hifas. Ao observar pelos graficos gerados pelo método de Bliss
(Figura 21E e F) a partir da reducdo de resazurina foi constatado que ha sinergismo >50%
entre as concentracgdes de 0,06 e 0,12 ug/mL de anfotericina A com todas as concentragdes de
ciclosporina A para o isolado de F. pedrosoi. Foram realizados os célculos de FICI (Figura
21D) para 0s pogos selecionados em azul na Figura 21B e classificou-se como existindo
sinergismo entre os compostos (0,12 pg/mL de anfotericina B com 1, 2, 4, 8 e 16 pg/mL de

ciclosporina) além de interacdes aditivas em outros pogos.
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Figura 21. Interacdo entre as drogas ciclosporina A e anfotericina B para o fungo F. pedrosoi. A. Ensaio de
checkerboard, na primeira linha selecionado pela cor verde estd o CIM de anfotericina B, selecionado pela cor
vermelha na terceira coluna estd o CIM de ciclosporina A, as duas primeiras colunas sdo os controles (positivo de
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crescimento e negativo de contaminacdo), enquanto no restante da placa estdo as combinacfes entre as drogas.
Selecionado de azul estdo as interacdes que foram escolhidas para o calculo de FICI. B. Visualizacdo do
crescimento fungico do ensaio através de microscopio 6ptico (aumento 20x). C. Grafico de crescimento em relagao
ao controle positivo (controle de crescimento). D. Valores do FICI para a regido selecionada em azul no ensaio,
azul: sinergismo, rosa: efeito aditivo, preto: sem interacdo. E. Representacdo grafica das interacdes entre as drogas.
F. Representacdo pelo grafico de superficie independente de Bliss das interacfes entre as drogas.

Para o fungo F. monophora (CIM anfotericina B = 1 pug/mL e ciclosporina A >64
pg/mL) ao verificar o resultado do ensaio de checkerboard foi detectada inibicdo do
crescimento fungico em concentragdes menores que CIM para anfotericina B em combinacao
com a ciclosporina A (Figura 22A). A inspecdo e documentacao microscopica foi feita e pode-
se encontrar maior semelhanca entre o indicativo da resazurina com o crescimento das hifas,
ainda assim, ha divergencias.

Os graficos de interacdo pelo método de Bliss (Figura 22E e F) indicaram sinergismo
menor que 50% na coluna das combinac@es entre 0,5 pg/mL de anfotericina B com ciclosporina
A e maior que 50% para as combinacdes de 0,25 pg/mL de anfotericina B com todas
concentragfes de ciclosporina A (excecdo a concentracdo de 1 pg/mL) assim, foram
selecionadas as concentracBes que pelo gréafico possuem sinergismo maior que 50% e
realizaram-se os calculos de FICI (Figura 22D) para identificar a relacdo entre as drogas. Os
valores de FICI foram indicativos de efeitos aditivos para as combinacgdes entre 2 -32 pg/mL

de ciclosporina A com 0,25 pg/mL de Anfotericina B.
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Figura 22. Interacdo entre as drogas ciclosporina A e anfotericina B para o fungo F. monophora. A. Checkerboard,
na primeira linha selecionado pela cor verde esta o CIM de anfotericina B, selecionado pela cor vermelha na
terceira coluna esta o CIM de ciclosporina A, as duas primeiras colunas sdo os controles (positivo de crescimento
e negativo de contamina¢do), enquanto no restante da placa estdo as combinagdes entre as drogas. Selecionado de
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azul estdo as interacdes que foram escolhidas para o calculo de FICI. B. Visualizagdo do crescimento fingico do
ensaio através de microscopio Optico (aumento 20x). C. Grafico de crescimento em relacdo ao controle positivo
(controle de crescimento). D. Valores do FICI para a regido selecionada em azul no ensaio, azul: sinergismo, rosa:
efeito aditivo, preto: sem interacdo. E. Representacdo grafica das interacfes entre as drogas. F. Representacdo pelo
gréafico de superficie independente de Bliss das interacfes entre as drogas.

Ao verificar a combinacdo de drogas para F. nubica (Ciclosporina A > 64 pg/mL e
Anfotericina B = 0,12 pug/mL) foi encontrado que ha inibicdo do crescimento de acordo com a
indicacdo de oxido-reducdo de resazurina na maior parte da placa de checkerboard (Figura
23A). Quando a inspecdo microscopica foi realizada, percebeu-se grande concordancia entre o
crescimento fngico e a coloragdo da resazurina (Figura 23B). Para determinagdo da CIM para
anfotericina B observou-se coloragdo roxo azulada nos pogos contendo concentragdes maiores
que 0,12 pg/mL de anfotericina B, porém a auséncia de hifas so foi detectada em concentracdes
maiores que 0,5 pg/mL.

Os gréficos de interacédo entre as drogas obtidos pelo método de Bliss foram construidos
(Figura 23E e F) e para a concentragdo de 0,06 pg/mL de anfotericina B associada a todas as
concentragOes de ciclosporina A foi acusado sinergismo acima de 50%. Essas combinacdes
foram selecionadas, juntamente com aquelas em que havia 0,12 e 0,25 pug/mL de anfotericina
B e calculou-se o valor de FICI para cada condi¢éo (figura 23D). Para as concentragdes de 0,06
pmg/mL de anfotericina B com as concentracdes de ciclosporina A de 16 a 1 pg/mL de
ciclosporina A, o efeito sinérgico foi determinado, embora pela microscopia observa-se a
presenca de hifas nos pocos. Ja para a combinacdo de 0,12 pg/mL de anfotericinaBe 16al

pg/mL de ciclosporina A observou-se valores de FICI< 0,5,além de auséncia de hifas nos po¢os.
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Figura 23. Interagdo entre as drogas ciclosporina A e anfotericina B para o fungo F. nubica. A. Checkerboard, na
primeira linha selecionado pela cor verde estd o CIM de anfotericina B, selecionado pela cor vermelha na terceira
coluna estd o CIM de ciclosporina A, as duas primeiras colunas sdo os controles (positivo de crescimento e
negativo de contaminacdo), enquanto no restante da placa estdo as combinagdes entre as drogas. Selecionado de
azul estdo as interacdes que foram escolhidas para o calculo de FICI. B. Visualizacdo do crescimento flngico do
ensaio através de microscopio 6ptico (aumento 20x). C. Grafico de crescimento em relacdo ao controle positivo
(controle de crescimento). D. valores do FICI para a regido selecionada em azul no ensaio, azul: sinergismo, rosa:
efeito aditivo, preto: sem interacdo. E. Representacdo grafica das interacfes entre as drogas. F. Representacéo pelo
gréafico de superficie independente de Bliss das interacfes entre as drogas.

A combinacdo de anfotericina B com ciclosporina A ja foi estudada por outros
pesquisadores. Mo e colaboradores (2014) ao analisarem a combinacdo entre anfotericina B
com ciclosporina A conseguiram observar sinergismo em 85% dos isolados clinicos de
Talaromyces marneffei, além da diminuicdo da CIM para as duas drogas em combinacéo.
Também foi visto esse tipo de interacdo para C. neoformans e foi encontrado maior nimero de
combinac0es sinérgicas (89%) que interacdes aditivas (11%) para esse fungo, inclusive foram
testados in vivo essas combinacGes nos pacientes que ja estavam em tratamento com
ciclosporina A para imunossupressdo apos transplante de 6rgaos e possuiam infecgdo por esse
fungo. Desses pacientes observou-se sobrevivéncia de 100%, indicando uma boa opcao
terapéutica (Kontoyiannis et al, 2008). Rossato e colaboradores (2020) estudaram os efeitos de
inibidores da via da Cha em conjunto com antifdngicos para C. neoformans e encontraram 90%
de sinergismo para os isolados analisados e 10% apresentaram efeito aditivo.

Apesar das divergéncias encontradas entre os métodos de analise de interacdes, as
similaridades entre eles foi superior para os trés isolados clinicos de Fonsecaea em relacédo a
interacdo entre ciclosporina A e anfotericina B. Foi observado que existem combinacdes de
drogas que promovem efeito sinérgico para F. monophora e F. pedrosoi, e, além de interacdes
aditivas que também podem ser exploradas.

A alteracdo na permeabilidade da membrana provocada pela Anfotericina B que
interage com o ergosterol presente na membrana celular do fungo, parece ser o principal fator
que favorece o sinergismo, facilitando o influxo de ciclosporina A que forma um complexo
com a ciclofilina A e consegue inibir a via da Cna, e consequentemente afetando o crescimento
do fungo.

A interagdo entre ciclosporina A com itraconazol para os isolados testados também foi
verificada. Para F. pedrosoi (CIM itraconazol = 0,06 pg/mL e ciclosporina >64 pg/mL) Os
gréficos de crescimento em relagdo ao controle positivo e de interacdo entre as drogas pelo
método de Bliss (Figura 24) foram construidos pelo programa Combenefit e pela sua avaliacéo
é possivel interpretar que em todas as concentragfes de ciclosporina A com itraconazol acima

da sua CIM possuem blogueio do crescimento fangico. Assim, ndo foi observada inibigdo do
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desenvolvimento do fungo em concentragdes menores que a CIM combinadas indicando a
auséncia de sinergismo ou efeito aditivo entre as drogas. Como néo foi demonstrado sinergismo
maior que 50% entre as combinacg6es, nao foi realizado o célculo de FICI para as combinagdes
desse ensaio. Porém, foi acusado antagonismo entre as concentragdes de 0,01 e 0,03 ug/mL de

itraconazol com todas as de ciclosporina A.
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Figura 24. Interagdo entre as drogas ciclosporina A e itraconazol para o fungo F. pedrosoi. A. Checkerboard, na
primeira linha selecionado pela cor verde esta o CIM de itraconazol, selecionado pela cor vermelha na terceira
coluna esta o CIM de ciclosporina A, as duas primeiras colunas sdo os controles (positivo de crescimento e
negativo de contaminacdo), enquanto no restante da placa estdo as combinagdes entre as drogas. Selecionado de
azul estdo as interacdes que foram escolhidas para o calculo de FICI. B. Visualizagdo do crescimento fingico do
ensaio através de microscopio Optico (aumento 20x). C. Grafico de crescimento em relagdo ao controle positivo
(controle de crescimento). D. Representacao grafica das interagOes entre as drogas. E. Representacdo pelo grafico
de superficie independente de Bliss das interacfes entre as drogas.

Para F. monophora (itraconazol = 0,12 pg/mL e ciclosporina > 64 ng/mL) foi avaliada
a combinacao entre ciclosporina e itraconazol pelo checkerboard (Figura 25A). Pelos gréaficos
foi verificado que ndo hé interagdo sinérgica entre as drogas utilizadas. De acordo com esse
ensaio foi observado que em valores abaixo da CIM de itraconazol (<0,12 pg/mL) com todas
as concentragdes de ciclosporina A ha o aparecimento da cor rosa, indicando células fungicas
metabolicamente ativas. Foi feita a inspe¢cdo microscopica (Figura 25B), a qual é possivel
encontrar correlacdo direta entre as cores rosadas e presenca de hifas, sem existir variacoes
entre esses dois.
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O gréfico de reducdo da resazurina em relagdo ao controle positivo (Figura 25C) esta
em sintonia com os achados anteriores, onde nédo foi detectado inibicdo do crescimento em
concentracdes menores que a CIM das drogas utilizadas. A fim de averiguar se existe algum
tipo de relacdo entre as combinacgdes das drogas para F. monophora os graficos de interacdo de
Bliss foram contruidos pelo programa Combenefit (Figuras 25 D e E) através deles foi
mostrado que realmente ndo existem interagdes sinergicas maiores que 50% em concentracfes
menores que a CIMs dos compostos utilizados. Combinagdes antagbnicas entre tadas as
concentrages de Ciclosporina A com 0,01, 0,03 e 0,06 pg/mL de itraconazol foram

evidenciadas.

gy 2

F. monophora~— Ciclosporina x Itraconazol

Figura 25. Interacdo entre as drogas ciclosporina A e itraconazol para o fungo F. monophora. A. Checkerboard,
na primeira linha selecionado pela cor verde esta o CIM de itraconazol, selecionado pela cor vermelha na terceira
coluna estda o CIM de ciclosporina A, as duas primeiras colunas sdo os controles (positivo de crescimento e
negativo de contaminacdo), enquanto no restante da placa estdo as combinages entre as drogas. Selecionado de
azul estdo as interagdes que foram escolhidas para o calculo de FICI. B. Visualizagdo do crescimento flngico do
ensaio através de microscopio Optico (aumento 20x). C. Grafico de crescimento em relagdo ao controle positivo
(controle de crescimento). D. Representacao grafica das interagOes entre as drogas. E. Representacdo pelo grafico
de superficie independente de Bliss das interacfes entre as drogas.

Para F. nubica (CIM Itraconazol = 0,12 pg/mL e ciclosporina A > 64 pg/mL) o teste de
checkerboard (Figura 26) foi verificado através do grafico de crescimento (Figura 26C) que
em toda a placa ha inibicdo do crescimento, porém, apenas nos pocos contendo concentracao
de itraconazol maior ou igual a 0,12 pg/mL que ocorreu diminui¢do do crescimento das hifas.
Foram construidos os gréficos de Bliss (26D e E) e eles indicaram ndo ndo existir interacéo
entre as drogas combinadas, assim ndo houve em nenhuma dessas concentragdes utilizadas

sinergismo maior que 50% ou menor para ser analisado através do FICI.
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Figura 26. Interacdo (checkerboard) entre as drogas ciclosporina A e itraconazol para o fungo F. nubica. A.
Checkerboard, na primeira linha selecionado pela cor verde esta o0 CIM de itraconazol, selecionado pela cor
vermelha na terceira coluna estd o CIM de ciclosporina A, as duas primeiras colunas sdo os controles (positivo de
crescimento e negativo de contaminacdo), enquanto no restante da placa estdo as combinagfes entre as drogas.
Selecionado de azul estdo as interacdes que foram escolhidas para o célculo de FICI. B. Visualizacdo do
crescimento flngico do ensaio através de microscépio éptico (aumento 20x). C. Gréfico de crescimento em relagéo
ao controle positivo (controle de crescimento). D. Representacdo grafica das interagdes entre as drogas. E.
Representacdo pelo grafico de superficie independente de Bliss das interagdes entre as drogas.

A interacdo entre itraconazol com ciclosporina A foi observada por Mo e colaboradores
(2014) para T. marneffei onde foi verificado sinergismo para 65% dos isolados clinicos testados.
O Sinergismo entre esses compostos também foi verificado para 70% dos isolados clinicos de
R. oryzae, Mycocladus corymbiferus, M. circinelloides, Rhizopus microsporus e Rhizomucor
pusillus por Dannaoui e seu grupo (2009). Para F. nubica ndo foi encontrado nenhum tipo de
interacdo entre as combinagdes de ltraconazol com Ciclosporina A, enquanto para F.
monophora e F. pedrosoi foi encontrado antagonismo nas concentragdes mais baixas de

itraconazol com todas as concentracgdes de ciclosporina A.

5. Conclusdes e perspectivas

Variados tipos de interagcbes foram apresentados pelas combinacdes das drogas
inibidoras da via da calcineurina em conjunto com os antifungicos testados nesse trabalho. A
utilizacdo de FK506 com Itraconazol apresentou —se promissora uma vez que para os isolados
de Fonsecaea testados observou-se efeito aditivo ou sinérgico entre concentragdes menores que

seus valores de CIMs determinados.
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Foi identificado o sinergismo entre as combinacdes para F. pedrosoi (2 pg/mL para
FK506 com 0,06 pg/mL de itraconazol) e F. monophora (16 pg/mL de FK506 com 0,06 pg/mL
de itraconazol), enquanto para F. nubica ndo foi oservado esse tipo de relacao entre as drogas.
O mesmo ocorreu na interacdo entre Ciclosporina A com Anfotericina B, porém para F.
monophora essa combinacgdo que ndo apresentou efeito sinérgico, mas aditivo. Para F. pedrosoi
a concentracao sinérgica de menor valor foi 1 pg/mL de ciclosporina A com 0,12 pg/mL de
anfotericina B e para F. nubica foi 1 pg/mL de ciclosporina A com 0,06 pg/mL de anfotericina
B.

Ao verificar a associacdo entre FK506 e Anfotericina B pode-se concluir que existe
sinergismo além de efeito aditivo para todas as espécies (F. pedrosoi 2 pg/mL de FK506 com
0,12 pg/mL de anfotericina B, F. monophora: 4 pg/mL de FK506 com 0,12 pg/mL de
anfotericina B e F. nubica: 8 ug/mL de FK506 com 0,06 pg/mL de anfotericina B), porém, ao
averiguar o tipo de interacdo entre ciclosporina A com ltraconazol ndo foi possivel detectar
efeito sinérgico ou aditivo para F. nubica, F. pedrosoi, e F. monophora, sendo identificado
antagonismo entre essas drogas para F. pedrosoi e F. monophora. Em todas as interacdes,
porém, independente do agente patogénico, foi verificado a dose-dependéncia dos mesmos para
0s compostos analisados.

Em relacdo ao possivel envolvimento da melanina na resisténcia de Fonsecaea aos
inibidores de calcineurina foi observado que ndo houve efeito significativo na diminuicao das
CIMs de FK506 e ciclosporina A.

Os resultados apresentados variam de acordo com o isolado clinico da espécie, talvez,
ao aumentar o nimero de isolados testados teria resultados mais precisos sobre as interacGes
entre as drogas inibidoras da via da Cna poderiam ser obtidos. Outro ponto importante é o fato
de que as drogas foram analisadas em relagéo a morfologia de hifa dos fungos e ndo na forma
patogénica (células muriformes), encontrada dentro das lesdes no hospedeiro. Essas células sao
mais dificeis de se obter in vitro por isso ndo foram utilizadas no presente trabalho. Como essas
células sdo mais resistentes possivelmente o padrdo de susceptibilidade as drogas testadas pode
ser distinto do detectado neste trabalho. A avaliagdo dos efeitos das drogas nas células
muriformes € indicada, visto que, por serem mais resistentes ao sistema imune do hospedeiro
talvez sejam necessarias concentracfes mais elevadas das drogas aqui analisadas para se
observar um efeito fungicida.

Por fim, a falta de terapias mais acessiveis e eficientes para o tratamento de pacientes

com CBM urge a necessidade de identificar novas opcdes terapéuticas para a populagdo que
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sofre com essa doenca. Os resultados aqui encontrados sugerem que a utilizagcdo desses
compostos inibidores da via da calcineurina ou de outras moléculas desenhadas especificamente
para fungos que atuem nesta via, ao serem combinados com antifdngicos podem ser uma op¢éo
viavel, pois foi verificado efeito sinérgico e aditivo entre eles, principalmente em relacdo ao
FK506. Abre-se uma nova frente para os estudos in vivo sobre os efeitos que essas interacoes
possam apresentar em pacientes com cromoblastomicose causada pelos fungos do género
Fonsecaea tornando as associacdes entre inibidores da via da calcineurina com antifingicos

uma estratégia atrativa a ser explorada para o tratamento dessa doenca.
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