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RESUMO
PALOMA CRISTINA MALFETANO DA ROSA

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DA AURANOFINA E DO
IODOQUINOL CONTRA FUNGOS DA ORDEM MUCORALES

Orientadores: Eliana Barreto Bergter e Mariana Ingrid D. S. Xisto.

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goées da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para obtencdo
do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e aprovacao no RCS

Trabalho de Conclusdo de Curso.

Palavras-chave: Mucormicose, Auranofina, lodoquinol, antifangicos

Mucormicose é o termo clinico utilizado para definir infecgdes ocasionadas por fungos
da ordem Mucorales. S8o caracterizadas por serem oportunistas, as quais acometem pacientes
imunocomprometidos e pacientes com doengas subjacentes. No entanto, também podem
acometer pacientes imunocompetentes através de traumas ou queimaduras. O tratamento €
desafiador e baseia-se em desbridamento cirtrgico combinado com antifingico. No entanto, o
arsenal terapéutico antifungico atual ndo é satisfatério, sobretudo no perfil de resisténcia das
espécies e dos problemas relacionados a toxicidade dos agentes antifungicos utilizados na
pratica clinica. Portanto, é de extrema importancia novas abordagens terapéuticas. O objetivo
deste trabalho é avaliar o potencial efeito antifingico da auranofina e iodoquinol nas espécies
de Rhizopus oryzae, Mucor velutinosus e Cunninghamella sp. A concentracdo inibitéria minima
(MIC), determinada pelo método de microdiluicdo em caldo segundo EUCAST, foi considerada
a menor concentracdo capaz de inibir 50% e 70% do crescimento e da viabilidade dos fungos
testados. O MIC ficou entre 10-20uM. A auranofina e o iodoquinol foram capazes de reduzir o
crescimento das trés espécies testadas. Ambos os farmacos foram ativos contra o biofilme pré
formado. Também foram testados o efeito dos fdrmacos na presenca de estressores de
membrana plasmatica, osmatico e oxidativo, com o intuito de observar possiveis alvos da célula
fangica. A auranofina e o iodoquinol foram capazes de aumentar a susceptibilidade ao SDS e
ao NaCl das espécies de R. oryzae e M. velutinosus. Apenas a auranofina aumentou a
susceptibilidade das trés espécies a menadiona, enquanto o iodoquinol aumentou a

susceptibilidade a menadiona apenas de R. oryzae. Para analisar parametros celulares, foram
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utilizados marcadores fluorescentes como concanavalina A, a qual detecta unidades de manose,
calcofluor detecta quitina e Nile Red detecta lipideos neutros. A auranofina e iodoquinol foram
capazes de reduzir o conteudo de lipidios neutros de R. oryzae e iodoquinol foi capaz de reduzir
o0 conteudo de quitina de M. velutinosus. A auranofina foi capaz de reduzir unidades de manose
apenas da Cunnighamella sp. Um potencial efeito sinérgico foi analisado através do método
de independéncia Bliss utilizando a espécie de R. oryzae como espécie representante. O efeito
combinatério foi avaliado através da Concentracdo Inibitéria Fracionada (FICI). A auranofina
apresentou efeito aditivo combinado com o posaconazol, enquanto o iodoquinol apresentou
efeito aditivo com o posaconazol. De acordo com o0 método de independéncia Bliss, auranofina
apresentou sinergismo com 0 posaconazol, enquanto o iodoquinol somente apresentou
sinergismo com a anfotericina B. Com base nos resultados podemos observar que a auranofina

e o iodoquinol apresentam atividade antifingica in vitro frente as espécies testadas.



ABSTRACT

PALOMA CRISTINA MALFETANO DA ROSA
Orientadores: Eliana Barreto Bergter e Mariana Ingrid D. S. Xisto.

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goées da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencdo do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e

aprovacao no RCS Trabalho de Conclusédo de Curso.

Key-words: Mucormycosis, lodoquinol, auranofin, antifungal,

Mucormyecosis is the clinical term used to define infections caused by fungi from the
Mucorales order. These infections are characterized by being opportunistic, affecting
immunocompromised patients and those with underlying diseases. However, they can also affect
immunocompetent patients through trauma or burns. Treatment is challenging and relies on
surgical debridement combined with antifungal therapy. However, the current antifungal
therapeutic arsenal is unsatisfactory, particularly due to the resistance profiles of the species
involved and the toxicity issues associated with the antifungal agents used in clinical practice.
Therefore, new therapeutic approaches are of utmost importance. The objective of this study was
to evaluate the potential antifungal effects of auranofin and iodoquinol against R. oryzae, M.
velutinosus, and Cunninghamella sp. The minimum inhibitory concentration (MIC), determined
by the broth microdilution method according to EUCAST, was defined as the lowest
concentration capable of inhibiting 50% and 70% of the growth and viability of the tested fungi.
The MIC ranged from 10-20 uM. Auranofin and iodoquinol were able to reduce the growth of
all three tested species. Both drugs were active against pre-formed biofilms. The effect of the
drugs in the presence of membrane stressors, osmotic stress, and oxidative stress was also tested
to identify possible targets within the fungal cell. Auranofin and iodoquinol increased the
susceptibility of R. oryzae and M. velutinosus to SDS and NaCl. Only auranofin increased the
susceptibility of all three species to menadione, while iodoquinol increased the susceptibility to

menadione only in R. oryzae. To analyze cellular parameters, fluorescent markers were used,



such as Concanavalin A to detect mannose units, Calcofluor to detect chitin, and Nile Red to
detect neutral lipids. Auranofin and iodoquinol were able to reduce the neutral lipid content in R.
oryzae, and iodoquinol reduced the chitin content in M. velutinosus. Auranofin reduced mannose
units only in Cunninghamella sp. A potential synergistic effect was analyzed using the Bliss
independence method, with R. oryzae as the representative species. The combinatory effect was
evaluated using the Fractional Inhibitory Concentration Index (FICI). Auranofin showed an
additive effect when combined with posaconazole, while iodoquinol also showed an additive
effect with posaconazole. According to the Bliss independence method, auranofin showed
synergy with posaconazole, and iodoquinol showed synergy only with amphotericin B. Based on
the results, we observed that both auranofin and iodoquinol exhibit in vitro antifungal activity

against the tested species.
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RESUMO PARA LEIGOS
PALOMA CRISTINA MALFETANO DA ROSA

Orientadores: Eliana Barreto Bergter e Mariana Ingrid D. S. Xisto.

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goées da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para obtencéo
do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e aprovacao no RCS

Trabalho de Concluséo de Curso.
Palavras-chave: Antiflngico, fungos, medicamentos

A mucormicose, uma infecgdo fungica grave causada por fungos pertencentes ao grupo
Mucorales, tem se tornado uma preocupacao crescente nos ultimos anos principalmente em
pacientes com comorbidades, além de apresentarem altas taxas de mortalidade. Embora seja
mais comum entre pessoas com o sistema imunoldgico debilitado, a doenca também pode afetar
individuos saudaveis, especialmente em casos de lesdes ou queimaduras. O tratamento para
essas infec¢des é desafiador, devido a um diagnostico tardio que resulta em uma infeccédo grave,
além disso esses fungos do demonstram uma alta resisténcia aos medicamentos antifungicos
atualmente disponiveis, tornando a busca por novas opc¢des terapéuticas. O objetivo desse
trabalho é avaliar o potencial efeito de dois farmacos (auranofina e iodoquinol) a fim de se
tornarem medicamentos para o tratamento contra trés espécies de fungos das espécies Rhizopus
oryzae, Mucor velutinosus e Cunninghamella sp. Com bases nos resultados presentes nesse
trabalho a auranofina e iodoquinol demonstraram atividade antifingica contra as trés espécies

que foram avaliadas.
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1.INTRODUCAO

1.1. Taxonomia, morfologia e ecologia dos mucormicetos.

Os fungos da ordem Mucorales eram classificados anteriormente como
pertencentes ao filo Zygomycota, caracterizado por fungos com hifas asseptadas hialinas
e reproducdo sexuada atraves da formacao de zigosporos. Dentro deste filo, havia a classe
Zigomicetos que era subdividida nas ordens Mucorales e Entomophthorales, ambos
agentes causadores de infeccbes humanas (Ribes et al., 2000). No entanto, com 0s
avancos das técnicas moleculares e aplicacfes destas técnicas de analise genética ocorreu
a reclassificacdo dessas ordens. Atualmente o filo Zygomycota foi dividido em dois filos,
Mucoromycota e Zoopagomycota. O filo Mucoromycota possui o0 subfilo
Mucoromycotina a qual inclui a ordem Mucorales. (Walther et al., 2019).

Fungos da ordem Mucorales sdo caracterizados por serem cosmopolitas e
ubiquitarios, ja& que estdo presentes em todos os ambientes, principalmente no solo e
matéria organica em decomposicdo. Além disso, sdo termotolerantes, sendo capazes de
crescer a temperatura do corpo humano. A ampla distribuicdo ecoldgica, rapido
crescimento e a termotolerancia sdo fatores que contribuem para a sua capacidade de
causar doencas em humanos (Binder, Maurer, e Lass-Florl, 2014). Dentro desse grupo 0s
géneros que se destacam como causadores de infec¢do humana sdo Rhizopus spp., Mucor
spp., Cunnighamella spp., Synchephalastrum spp., Aphophysomyces spp., Rhizomucor
spp., Lichteimia spp. (Figura 1). Microscopicamente, a sua morfologia assexuada
apresenta hifas largas e irregulares com nenhuma ou rara septacéo (hifa cenocitica), corpo
de frutificacdo esféricos fechados chamados de esporéangios que englobam esporos
assexuados unicelulares enddgenos chamados de esporangidsporos. Quando o esporangio
é rompido sao liberados esporos para o ambiente extracelular, que eventualmente irdo
germinar originando as hifas (Figura 2) (Steinbrink e Miceli, 2021, Scheler e Binder,
2024).
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Agentes causadores
da mucormicose

:Mr_ﬁ:wrwm Synchephalastrum racemosus

Figura 1: Principais agentes da mucormicose (adaptado Scheler e Binder, 2024).

A -
O°°'>- Esporangiésporos

&} (Esporos)

Esporangioforos

Rizoide

Figura 2: Estrutura do género Rhizopus. (A) Representagdo esquematica da estrutura fangica. (B)
Microscopia em campo claro (Adaptado Steinbrink e Miceli, 2021).

1.2. Manifestacdes clinicas e epidemiologia das infecgdes por espécies de
Mucorales.

Mucormicose é o termo clinico utilizado para infec¢es causadas por fungos que

pertencem a ordem Mucorales. Os géneros mais prevalentes nas infeccGes sdo Rhizopus
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spp., Mucor spp. e Lichtheimia spp. (anteriormente chamado de Absidia) (Katragkou
Walsh e Roilides, 2014), sendo Rhizopus oryzae a espécie mais prevalente em isolados
clinicos em cerca de 70% dos casos de infec¢do (Ibrahim et al., 2012). Os fatores de risco
que culminam na mucormicose sdo Diabetes Mellitus, tratamento com corticosteroides,
neutropenia, altos niveis de ferro livre, doencas renais cronicas, neoplasia hematologicas,
neonatos prematuros, desnutridos, uso ilicito de drogas intravenosas, traumas e
queimaduras (Petrikkos et al., 2012; Katragkou e Roilides, 2014; Panda et al., 2024).
Apesar de serem fungos oportunistas, 0os mucormicetos podem causar infeccdo em
pacientes imunocompetentes através de lesdes e queimaduras. As portas de entradas para
infeccdo sdo diversas, podendo ocorrer atraves da inalagdo, ingestdo de esporos e
inoculacdo traumatica, sendo a forma de transmissdo mais predominante por inala¢éo dos
esporos (Baldin, e lbrahim, 2017; Algarihi, Kontoyiannis, e lbrahim, 2023). A
mucormicose possui uma variedade de manifestagdes clinicas podendo afetar diversos
sitios anatbmicos como regides faciais, cérebro, camada subcuténea da pele, pulmdes,
estdmago e intestino, além de afetar raramente areas como coracao, rins, peritdnio e 0ssos
(Petrikkos et al., 2012; Dam et al., 2023; Gupta et al., 2023).

Pacientes com Diabetes Mellitus constitui um grupo altamente suscetivel a
mucormicose, chegando a 33% dos casos de mucormicose associada a diabetes (Algarihi,
Kontoyiannis, e lIbrahim, 2023). Devido a deficiéncia dos pacientes em produzir insulina
ocorre um aumento de agucar no sangue que, além de enfraquecer o sistema imunoldgico,
torna um ambiente favoravel a mucormicose. Nos individuos com Diabetes Mellitus a
inalacdo de esporos € a principal forma de infeccdo, culminando em mucormicose rino-
orbital cerebral, uma infeccao que envolve a regido facial afetando nariz, seios paranasais
e progredindo até o cérebro com consequentemente necrose nesses tecidos. Outras
manifestacdes clinicas em pacientes diabéticos, como a mucormicose pulmonar, sao raras
de ocorrer (Khanna et al., 2021; Sharma, e Goel, 2022).

Pacientes com doengas hematoldgicas sdo 0 segundo grupo mais suscetivel a
mucormicose. Assim como em pacientes diabéticos a inalacdo de esporos é a porta de
entrada mais comum nestes individuos. A manifestacdo clinica predominante é a
mucormicose pulmonar, apresentando sinais clinicos de tosse, dispneia, dor toracica e

hemoptise (Bao et al., 2022; Gupta et al., 2023). Alem disso, pacientes com doencas
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hematologicas possuem um alto risco de disseminacdo da doenca ocorrendo em 40% dos
casos, geralmente iniciando no pulméo e alcancando outros tecidos (Eucker et al., 2001;
Pagano et al., 2004). Como pacientes neutropénicos apresentam baixa quantidade de
células fagociticas e o sistema mucociliar debilitado torna-se um grupo suscetivel a

infec¢Oes por mucormicetos (Ibrahim et al., 2012).

Em individuos imunocompetentes, 0os mucormicetos geralmente causam uma
infeccdo na regido subcutanea. Nestes individuos episddios de lesdes traumaticas ou
queimaduras s&o os principais fatores para a inoculagéo direta dos esporos. N&o ha sinais
e sintomas no inicio da infecgdo, porém com o passar do tempo a infecgdo pode evoluir
para um eritema no local da lesdo, progredindo para uma pele enegrecida causada pela
necrose (Venkatesh et al., 2018). Episddios de infeccdo em individuos imunocompetentes
podem ocorrer em areas que sofreram algum desastre natural, situacdo de guerra ou em
casos de acidente automobilistico (Beaver et al., 2021; Benedict e Park 2014). Em 2011
um tornado atingiu a cidade de Joplin no Missouri levando a 13 casos de mucormicose
cutanea em estado de necrose em pacientes imunocompetentes (Neblett et al., 2011).
Motivos que levam ao aumento de infec¢do subcutanea nessas condi¢6es ocorrem devido
ao maior contato de matéria organica contaminada. Ademais ocorreram surtos de
mucormicose associados a materiais hospitalares contaminados, como bandagens

adesivas, abaixadores de lingua e cateteres (Rammaert et al., 2012).

Mucormicose é a terceira micose invasiva mais frequente, ficando atras de
aspergilose e candidiase e apresentando um alto taxas de mortalidade (Prakash et al.,
2019; Panda et al., 2024). Durante as Ultimas décadas ocorreu um aumento na prevaléncia
de mucormicose em todo o mundo, devido ao aumento de pacientes
imunocomprometidos e pacientes com doengas subjacentes. A incidéncia da
mucormicose é mundial, apresentando maiores prevaléncias em regides tropicais e
subtropicais principalmente no outono devido a maior dispersdo de esporos e temperatura
favoravel para o crescimento fangico (Prakash et al., 2020, Panda et al., 2024). Regifes
como Europa, Asia e América sdo as mais afetadas pela mucormicose com distribuicao
de 35%, 31% e 28% respectivamente (Gupta et al., 2023).

Durante a pandemia da COVID-19, ocorreu um aumento de co-infec¢bes com

fungos causadores de aspergilose, candidiase e mucormicose em pacientes infectados
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pelo virus (Ozbek et al., 2023). A COVID-19 associada a mucormicose (CAM) foi
prevalente em paises como india, Ird e Turquia, e em 2021 foi decretada epidemia na
india devido ao grande nimero de casos de mucormicose nessa regido (Nagalli e Kikkeri,
2021; Pasquier, 2023). Casos de CAM também foram relatados em outros paises como
Brasil, Chile, Franga, Italia, México, Espanha, Austria, Reino Unido e Estados Unidos
(Riad et al., 2021). O aumento de internacdo de pacientes com COVID-19 em Unidade
de Tratamento Intensivo, culminou na dificuldade de atendimento as necessidades dos
pacientes como a escassez de oxigénio e ventilacdo, além da dificuldade no controle das
infeccdes, possibilitando a contaminacgéo cruzada e aumento de infec¢Ges oportunistas em
pacientes em ambiente hospitalar (Abd El-Baky et al., 2023). Outros fatores que
favoreceram o aumento de CAM foi 0 aumento de doencas subjacentes que levaram a
utilizacdo de corticosteroides e antibidticos de amplo espectro (Almyroudi et al., 2022;
Panda et al., 2024).

O Brasil foi o pais da Ameérica Latina com maior prevaléncia de mucormicose
durante a pandemia e pacientes com diabetes, transplantes de 6rgdos e malignidade
hematoldgica foram os mais afetados (Farias et al., 2021). Em junho de 2021 a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) notificou que os casos de candidemia,
aspergilose invasiva e mucormicose associados a COVID-19 deveriam ser notificados
pelos servicos de saude (ANVISA, 2021). Nos anos de 2018 até 2022 foram notificadas

pelo Ministério da Satde ao todo 206 casos de mucormicose (Ministério da salde, 2022).

1.3 Estruturas fungicas: Membrana e Parede celular.

A parede celular é uma estrutura dindmica e essencial para a viabilidade,
morfogénese e patogénese dos fungos (Gow, Latge, Munro, 2017). A parede celular ndo
se limita somente em ser uma camada externa, mas também € uma estrutura dindmica,
que confere uma grande diversidade fenotipica e alta plasticidade, além de conferir
protecdo e regulacdo ao ambiente externo e a manutencdo da integridade celular (Gow,
Latge, Munro, 2017; Cortés et al., 2019). Portanto, a ruptura da estrutura da parede celular
tem grande impacto na sobrevivéncia das celulas fungicas (Cortés et al., 2019). Do ponto
de vista da interacdo do patogeno fungico e do hospedeiro, a parede celular estabelece um

papel crucial, onde medeia o processo de adesdo celular, além de conterem moléculas
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fundamentais em induzir ou evitar a resposta imune no hospedeiro (Coronado et al., 2007,
Erwig e Gow, 2016; Gow et al., 2017). Além disso, a auséncia da parede celular fungica
em células humanas torna essa estrutura alvo ideal para o desenvolvimento de novas
terapias antifingicas, apresentando uma toxicidade seletiva e consequentemente baixa

incidéncia de efeitos colaterais (Cortés et al., 2019).

A parede celular fungica é composta majoritariamente por polissacarideos, e
possui camadas distintas, onde a mais interna contém componentes relativamente
conservados e a mais externa tem uma composicdo heterogénea e espécies-especifica
(Hatinguais, Willment, e Brown, 2020). A maioria dos fungos apresentam f-(1,3)-
glucana, f-(1,6)- glucana ramificadas e quitina, em sua camada mais interna, os quais
formam um exoesqueleto que resiste as pressdes hidrostaticas internas da célula. O que
difere as espécies flngicas é majoritariamente moléculas da camada mais externa. Como
por exemplo, as espécies do género Scedosporium e Lomentospora os quais apresentam
moléculas como a peptidoramnomananas (PRM), glucosilceramidas, a-glucanas e
ramnomananas, essenciais para arquitetura dessa parede celular fangica, além de
apresentarem outros componentes como proteinas ancoradas em glicosilfosfatidilinositol
(GPI), melanina e ecto-fosfatases (Barreto-Bergter et al., 2011; Ghamrawi et al., 2015;
Rollin-Pinheiro et al., 2020). Ja a parede de Aspergillus fumigatus é composta por -(1,3)
-glucana ligado a quitina, galactomanana, f-(1,3)-glucana, p-(1,4)-glucana e outros
polissacarideos incluindo a-(1,3)-glucana e galactosaminogalactana (Latgé, Beauvais e
Chamilos, 2017).

O conhecimento sobre a estrutura da parede celular das espécies de Mucorales é
limitada em relacdo a outros patogenos fungicos. O principal componente da parede
celular dos mucormicetes é a quitina (polimero de N-acetil glucosamina), aléem da
quitosana, um derivado deacetilado da quitina (Rinaudo, 2006). Para algumas espécies,
ja foi descrita a presenca de um heteropolimero alcali-solGvel de &cido D-glucurdnico,
fucose, manose e galactose (mucoran), um polimero insolavel do acido D-glucurdnico
(Bartnicki-Garcia e Reyes, 1968; Zamani et al., 2008 ) Além disso, a 5-1,3-glucana, um
polissacarideo presente em diversas espécies fungicas, ndo esta presente na parede celular
dos Mucorales, o que limita a utilizacdo de medicamentos antifingicos da classe das
equinocandinas gque tem apresentam como alvo esta molécula (Denning, 2003; Pickering
et al., 2005).
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Assim como a parede celular fungica, a membrana plasméatica desempenha um
papel critico na viruléncia de fungos patogénicos. De maneira geral a membrana
plasmatica é constituida por uma bicamada anfifilica compostas por lipidios de diversas
classes e proteinas, sendo essencial para manter a integridade fisica e estrutural das
células fungicas (Peng e Chen, 2024). Diversos farmacos antifungicos tém como alvo a
membrana plasmatica fungica, o qual € estrutura vital para a sobrevivéncia. Ao interferir
nas funcdes dessa membrana, os farmacos comprometem a integridade celular resultando
na morte do fungo, sendo uma estratégia terapéutica eficaz no tratamento de infec¢Ges
fangicas (Douglas e Konopka, 2016). Nos ultimos anos descobriram que lipidios de
membrana sdo reguladores importantes na patogenicidade fangica, com funcdes de
viruléncia e contribuem para o aumento da resisténcia aos principais medicamentos
antifungicos, formagdo de biofilme e liberacdo de vesiculas extracelulares. Além de
conferir fungdes estruturais e mecanicas como a formacédo de esfingolipidios e esterois
(Rella, Farnoud e Poeta, 2016).

1.4. Fatores de viruléncia e evasao do sistema imune.

Os fungos podem colonizar e invadir o0 organismo hospedeiro de diversas formas
e dessa forma a barreira epitelial, o sistema mucociliar e as células do sistema imune séo
cruciais na resposta contra a invasao desses patogenos (Ghuman e VVoel, 2017). A resposta
imune inata é crucial para impedir o estabelecimento da infeccdo e propagacdo fungica.
O reconhecimento de moléculas presentes na parede celular fungica é essencial para a
ativacdo da resposta imune e desencadeamento de uma resposta inflamatéria (Montafio e
Voigt, 2020). Células mononucleares, macrdfagos e neutrofilos sdo células de defesa
essenciais contra a invasao de células fungicas. Macréfagos teciduais sdo a primeira linha
de defesa e tem a funcdo de fagocitar os esporos de Mucorales sendo fundamentais para
estimular a resposta adaptativa. Entretanto, esporos que escapam e germinam induzem a
quimiotaxia dos neutrofilos que exibem efeitos citotoxicos (Lionakis Kontoyiannis, 2003;
Roilides, Kontoyiannis, Walsh, 2012; Ghuman e Voelz, 2017). Além disso, esporos
inchados e hifas sdo mais suscetiveis a agdo de macrdofagos e neutrofilos enquanto esporos
em repousos sao altamente resistentes a atividades dos macrofagos (Levitz et al, 1986).
Estudos demonstraram que os receptores do tipo Toll (TLR2) sdo determinantes para o
reconhecimento de espécies de R. oryzae (Levitz et al., 1986). O sistema imune
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adaptativo desempenha papel secundario em infec¢des fungicas invasivas. A secre¢do da
citocina IL-17 por linfocitos Th17 induzem a producédo de defensinas antifungicas pelos
neutrofilos, fortalecendo o ataque neutrofilico. Além disso, citocinas como IL-2, IFN-y e
IL-10 séo produzidas durante a infeccéo e foi demonstrado que células T produtoras de

IFN-y causam danos nas hifas de Mucorales (Ghuman e Voelz, 2017).

A angioinvasdo € a principal maneira dos mucormicetos invadir o hospedeiro. A
penetracdo do endotélio vascular leva a trombose e necrose do tecido, o que permite a
disseminacdo hematogénica dos Mucorales (Liang et al., 2024). Alem disso, a regido
necrosada impede a chegada de leucdcitos e agentes antifingicos na regido. Esporos de
Mucorales invadem as células endoteliais através da proteina CotH a qual reveste os
esporos e sdo encontradas exclusivamente em Mucorales além de ser um importante
mecanismo de viruléncia. Essa proteina CotH se liga a Proteina Regulada por Glicose 78
(GRP78) no endotélio hospedeiro levando a endocitose do fungo (Liu et al., 2010). A
GRP78 é uma proteina da familia HSP70 que fica localizado no reticulo endoplasmatico
de células endoteliais (Liu et al., 2010). No entanto, quando as células do hospedeiro
passam por situacdes de estresse como hiperglicemia, acidose e excesso de ferro livre no
sangue, elas aumentam a expressao do receptor GRP78 na superficie celular (Baldin e
Ibrahim, 2017).

A aquisicdo de ferro livre do hospedeiro € um fator crucial para patogénese desses
fungos. J& tem sido demonstrada a importancia do ferro para o crescimento e
desenvolvimento de patdgenos microbianos (lbrahim e Edwards, 2008). Hospedeiros
mamiferos apresentam mecanismos de defesa eficazes para evitar que ocorram efeitos
toxicos causados pelo ferro livre e impedir que microrganismos coletem seu ferro. Esse
mecanismo utiliza proteinas transportadoras, tais como a transferrina, ferritina e
lactoferrina, que se ligam ao ferro impedindo que o hospedeiro fique com ferro livre no
sangue, limitando a aquisicdo de ferro por microrganismos (lbrahim, Spellberg e
Edwards, 2008; Ibrahim et al., 2012). Em pacientes com hiperglicemia e acidose
sanguinea a funcédo das proteinas ferritina e transferrina em quelar o ferro estéo alteradas,
causando maior disponibilidade de ferro livre, favorecendo a mucormicose (Radotra e
Challa, 2022). De maneira geral existem dois mecanismos principais que os Mucorales

utilizam para adquirir o ferro do hospedeiro: a permease de ferro de alta afinidade ou



25

através de quelantes de ferro (sideréforos) (lbrahim et al.,, 2010). Ademais, 0s
mucormicetos secretam moléculas que favorecem o processo de infec¢cdo como proteases
e micotoxinas que causam danos celulares aos hospedeiros possibilitando o aumento da

angioinvasdo (Tanwar et al., 2024).

1.5. Biofilme.

A maioria dos microrganismos, principalmente fungos, ndo sdo comumente
encontrados na natureza como células plancténicas. Na verdade, sdo encontrados em uma
comunidade polimicrobiana robusta, organizada e denominada biofilme (Harding et al.,
2009). Estima-se que 80% das infec¢cdes microbianas sdo ocasionadas por biofilme (Tits,
Cammue e Thevissen, 2020). Essa estrutura confere inUmeras vantagens ao
microrganismo, incluindo prote¢do contra 0 meio ambiente, resisténcia ao estresse fisico
e quimico, cooperacao metabolica e regulacdo da expressao génica (Ramage et al, 2012).
Além disso, o biofilme pode ser formado em diversas superficies incluindo tecidos vivos,

materiais hospitalares (Costa-Orlandi et al., 2017).

De maneira geral a estrutura do biofilme de fungos filamentosos é formada
primeiramente através da adesdo primaria das células a um substrato, podendo ser uma
superficie bidtica ou abidtica. Em seguida ocorre a fase de proliferacdo do biofilme. As
hifas e a matriz extracelular sdo formadas a medida que o biofilme amadurece. Assim que
o biofilme é formado ocorre a dispersédo, na qual as esporos e/ou fragmentos de hifas
presente na superficie sdo dispersados e colonizam a regido ao redor iniciando um novo
ciclo (Figura 3) (Harding et al., 2009; Costa-Orlandi et al., 2017).

() —— (i) ——(iil) ——> (iv) > (v) > (vi)

Figura 3: Modelo de formag&o de biofilme por fungos filamentosos. O modelo considera as seguintes etapas:
(i) adesdo a superficie, (ii) fixacdo, (iii) formacdo da microcoldnia | (germinacdo e/ou desenvolvimento de
monocamada), (iv) formacéo da microcolénia. (Harding et al, 2009).



26

E descrito na literatura que o biofilme flingico confere diversas vantagens para a
sua viruléncia. Diversos fungos clinicamente relevantes apresentam a capacidade de
formar biofilme incluindo as espécies Candida albicans, Aspergillus fumigatus,
Cryptococcus neoformans, Coccidioides immitis e Rhizopus oryzae (Singh et al, 2011;
Fanning et al, 2012). Do ponto de vista clinico a formacao de biofilme ocasionado por
microrganismos patogénicos confere um grande risco a salde puablica, visto que essas
comunidades apresentam caracteristicas as quais favorecem um aumento da resisténcia
aos antimicrobianos e maior tolerdncia ao sistema imunoldgico. Alteraces na parede
celular, maior densidade de matriz extracelular e maior efluxo de antifingicos séo fatores
gue aumentam a resisténcia aos antifingicos em biofilmes, permitindo que essas
estruturas consigam manter a sobrevivéncia mesmo em altas concentracdes de
antiftngicos (Ifiigo e Del Pozo, 2018; Rather, Gupta, Mandal, 2021). Sitios de infecgdes
fungicas associadas a biofilme sdo comumente observadas na cavidade oral, pulmdes
(geralmente em pacientes entubados/ventilados), queimaduras e infeccGes ocasionadas

por cateteres (Ifigo e Del Pozo, 2018).

1.6. Diagndstico para o tratamento de mucormicose.

O diagndstico para mucormicose € desafiador. A andlise rapida de sinais e
sintomas especificos para mucormicose € essencial para um bom diagndstico e
consequentemente um tratamento eficaz. No entanto a suspeita da infeccéo € muitas vezes
tardia culminando no aumento da taxa de mortalidade (Azhar et al., 2022). A diplopia
(visdo dupla) em pacientes diabéticos ou a dor da pleurite em pacientes neutropénicos
podem ser indicativos de mucormicose (Sharma e Goel, 2022). O diagnoéstico da
mucormicose é constituido pela deteccdo do patégeno através do uso de diversas
abordagens, como exame microscéopio direto, cultivo, analise histolégica de bidpsias,
métodos moleculares e exames de imagens radiograficas (Cornely et al., 2019). O
diagnostico dessas espécies é complexo devido a inespecificidade de sinais e sintomas no
inicio da infeccdo, além da fisiopatologia, fatores de risco e 0 modo de entrada no
hospedeiro sdo semelhantes a aspergilose e fusariose (Kontoyiannis e Lewis, 2011). Os
elementos que auxiliam no diagnostico de mucormicose em exames diretos ou

histopatoldgicos sdo a observacdo de hifas irregulares e largas semelhantes a fitas e a
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auséncia ou a presenga de poucos septos. A utilizacdo de corantes como hematoxilina-
eosina, acido periddico-Schiff, Grocott-Gomori podem auxiliar a identificacdo da
estrutura fungica em cortes histologicos. A visualizacdo de hifas de aspecto hialino em
espécimes clinicos confirma a infeccdo fungica, no entanto, nao identifica género a que o
isolado clinico pertence. A morfologia de espécies de Mucorales pode ser facilmente
distinguivel de outros géneros fungicos como Aspergillus e Fusarium quando cultivados
em cultura, no entanto a falta de especialistas capacitados em identificar morfologias
fangicas dificulta a classificacdo morfologica dos espécimes clinicos (Skiada et al., 2018;
Sharma e Goel, 2022).

Kits comerciais como o ID32C (Bio Merieux, Marcy IEtoile, France) e API 50CH
(BioMerieux) séo eficazes na identificacdo de algumas espécies como Rhizomucor
pusillus e Lichtheimia corymbifera. No entanto, esses Kits s&o ineficazes na identificacdo
de espécies do Género Mucor (Ramani et al., 1998; Schwarz et al., 2007; Ayushi, e Goel,
2022). A espectrometria de massas MALDI-TOF € uma técnica rapida e simples para
identificacdo de espécies fungicas. Na literatura, ha trabalhos que relatam o uso bem-
sucedido dessa tecnologia para analise de algumas espécies (Schrodl et al., 2012;
Someshwaran e Appalaraju, 2023). Diagnosticos moleculares sdo formas mais sensiveis
de curto prazo para identificacdo de agentes patogénicos. A identificacdo de espécies de
Mucorales esta restrita a testes de deteccdo de DNA como Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). A utilizacdo de PCR para diagndstico trouxe resultados positivos,
permitindo a confirmagdo de espécies de Mucorales. (Shadrivova, Burygina, e Klimkom,
2019; Lackner, Posch, e Lass-Florl, 2021; Dannaoui, 2022).

1.7. Tratamento de infec¢des causadas por espécies de Mucorales.

O manejo clinico para o tratamento da mucormicose € desafiador e agressivo,
devido a capacidade desses fungos causarem angioinvasdo e necrose nos tecidos. Para a
maioria dos pacientes ocorrem falhas no tratamento, e isso pode ser devido a dificuldade
do antifungico alcangar o local infectado (Dogra et al., 2021). Em muitos casos é
recomendada a remogdo cirargica do tecido afetado em conjunto com a terapia
antifangica. No entanto, existem poucos agentes antifungicos disponiveis na clinica, os

quais sdo realmente efetivos no tratamento da mucormicose (Katragkou, Walsh e
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Roilides., 2014). Os farmacos recomendados para o tratamento da mucormicose

pertencem as classes dos polienos e a dos azois (Cornely et al., 2019).

O polieno mais utilizado na clinica € a Anfotericina B, sendo o primeiro farmaco
utilizado para tratamento de micoses invasivas e atualmente continua sendo o Unico
polieno nesta posi¢do (Johnson, 2021). Seu mecanismo de acdo é baseado na ligagdo
direta com o ergosterol, um esterol importante presente na membrana celular fangica, o
que leva a formacdo de poros resultando no extravasamento de componentes
intracelulares e alteragcdo na permeabilidade da membrana, levando ao colapso celular
(Figura 4) (Hussain et al., 2023). A anfotericina B apresenta dois dominios, uma parte
hidrofobica e outra hidrofilica. Estes dominios sdo estruturas importantes para a acao
deste antifingico. A micosamina presente na estrutura da Anfotericina B é responsavel
por promover a interacao direta entre a anfotericina B com o ergosterol (Kaminski, 2014;
Cavassin et al., 2021; Hussain et al., 2023).
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Figura 4: Mecanismo de acdo da anfotericina B. AmB se liga ao ergosterol formando canais i6nicos na
membrana. Levando a permeabilidade da membrana. Além disso induz o acimulo de espécies reativas de
oxigénio levando a efeitos toxicos na célula fangica. AmB: Anfotericina B, ROS: espécies reativas de
oxigénio (adaptado Hussain et al., 2023).
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A maioria das diretrizes internacionais recomenda a anfotericina B como terapia
de primeira linha, na sua forma intravenosa, para o tratamento da mucormicose. A
anfotericina B apresenta uma boa atividade antifingica para a maioria dos mucormicetos,
exceto para espécies do género Cunninghamella e Apophysomyces que apresentam maior
resisténcia a este farmaco (Skiada et al., 2018; Cornely et al., 2019). Entretanto o uso de
anfotericina B convencional é prejudicado pela baixa biodisponibilidade oral, toxicidade
aguda relacionada a infusdo e pela nefrotoxicidade. Como alternativa, o uso das
formulaces lipidicas de anfotericina B séo altamente recomendadas na clinica, devido
ao seu perfil de tolerabilidade e toxicidade mais favoravel, podendo ser administrados em
altas doses embora sua formulacéo lipidica seja menos toxica ainda apresentam riscos aos
efeitos colaterais do fArmaco em longo prazo (Van Daele et al., 2019; Walsh et al., 2001;
Smith e Leem, 2022). Em 2015, um estudo realizado na india, demonstrou que a taxa de
sobrevivéncia entre os pacientes com mucormicose tratados com a AmB de formulagéo
lipidica foi de 88%, enquanto a taxa de sobrevivéncia dos pacientes tratados com a

formulacdo convencional foi de 66% (Bala et al., 2015).

Os farmacos azélicos compreendem a classe com mais agentes antifingicos
presentes na clinica. Esta classe é subdividida de acordo com o nimero de dtomos de
nitrogénio no anel heterociclico: imidazolicos (2 nitrogénios) e triazélicos (3 nitrogénios)
(Ahmadi et al., 2022). Seu mecanismo de agdo ¢ baseado na inibi¢do da lanosterol 14a-
demetilase (CYP51), a qual converte lanosterol em ergosterol, inibindo a sintese do
ergosterol comprometendo a integridade da membrana celular fungica (Figura 5)
(Hussain et al., 2023). A presenca de anéis azolicos em sua estrutura é de extrema
importancia para atividade antifungica, devido a interacdo de um dos atomos de
nitrogénio presente no anel heterociclico com o grupo heme presente no sitio catalitico
da enzima, impedindo a ligacdo do substrato (Shafiei et al., 2020). Embora esta classe
apresente uma ampla variedade de agentes antifungicos, os triazolicos sdo frequentemente
utilizados em pacientes imunocomprometidos em tratamentos de infec¢Bes fangicas
sistémicas, devido a diversas formulagfes que os triazOis apresentam e uma maior
tolerabilidade (Nivoix, Ledoux e Herbrecht, 2020).
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Figura 5: Mecanismo de acdo dos triazélicos. A inibicdo da sintese do ergosterol causa disfuncdo na

membrana e aumento da permeabilidade, ocasionando lise e morte celular (adaptado Hussain et al., 2023).

Em mucormicetos os derivados azolicos sdo utilizados na maioria das situacdes
como terapia de segunda linha, quando o tratamento com anfotericina B é ineficaz. Seu
uso para tratar a mucormicose ainda é limitado devido a variabilidade na susceptibilidade
das espécies aos derivados azdlicos. Isavuconazol e posaconazol apresentam melhores
atividades in vitro contra os Mucorales em compara¢do aos outros derivados azélicos
como itraconazol e voriconazol que apresentam minima ou nenhuma atividade
antifangica (Courtney e Lee, 2022). O isavuconazol é o agente antifngico aprovado para
0 tratamento da mucormicose. Sua administracdo pode ser feita pela via intravenosa ou
pela via oral, sendo administrada pela sua formula de pré farmaco sulfato de
isavuconazonio (Kovanda, Maher e Hope, 2016). O isavuconazol apresenta espectro
antifangico semelhante a anfotericina B e maior tolerabilidade. Diferente de outros
derivados azolicos, o isavuconazol tem menor interacdo fArmaco—farmaco e auséncia de

efeitos nefrotdxicos (Kovanda, Maher e Hope, 2016). Foi visto em estudos que o
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isavuconazol administrado junto com imunossupressores como ciclosporina, acido
micofendlicos, prednisolona, sirolimus e tracolimo apresentaram menor interacdo
farmaco—farmaco e baixa alteracdes farmacocinéticas, possibilitando a administracdo do
isavuconazol em pacientes transplantados que apresentam infecgbes fungicas (Groll et
al., 2017). No entanto, sua concentracao inibitria minima varia de acordo com a espécie
de mucormicetos. Posaconazol é o farmaco utilizado apds a terapia de resgate, ou quando
a anfotericina B ndo apresenta efeito no tratamento. Assim como isavuconazol sua
concentracdo varia de acordo com a espécie e apresenta eficacia com a maioria das
espécies fungicas. No entanto, espécies do género Rhizopus e Mucor apresentam maior
resisténcia, sendo ambas as espécies mais encontradas na clinica (Salmanton-Garcia et
al., 2019; Hussain et al., 2023). A resisténcia aos farmacos azdlicos ocorre provavelmente
por mutag¢des que levam a substituicdo de aminoacidos na lanosterol 14a-demetilase ou
pela expresséo de transportadores ABC responsaveis pelo efluxo de farmacos (Ganesan
et al., 2022; Xisto et al., 2023a).

Na pratica clinica, abordagens de terapia antifungica combinadas sé&o
frequentemente consideradas e visam ampliar o espectro de acdo antifungica, minimizar
o0 desenvolvimento de resisténcias e/ou reduzir a toxicidade (Johnson e Perfect, 2010).
Estudos in vivo demonstraram que a combinacdo de anfotericina B lipossomal e
micafungina ou anidulafungina apresentaram efeito sinérgico e maior sobrevida em
camundongos neutropénicos ou com diabetes com altos niveis de cetoacidose em situagdo
de mucormicose disseminada (Ibrahim et al., 2008). Embora os farmacos da classe da
equinocandina ndo apresentem efeito contra Mucorales em testes de suscetibilidade in
vitro, em terapias combinadas tém demonstrado melhora na sobrevivéncia em
compara¢do com monoterapias (Denning, 2003; Ibrahim et al., 2008). Além disso, a
terapia combinada de isavuconazol e anfotericina B tem demonstrado resultados
promissores em modelos murinos (Gebremariam et al., 2021). A terapia combinada para
0 tratamento de mucormicose tem sido encorajada devido aos altos indices de mortalidade

e baixa disponibilidade dos antifingicos monoterapicos (Meena, Kumar e Bohra, 2023).

Alguns medicamentos séo contraindicados em casos de suspeitas e/ou tratamento
de mucormicose. Voriconazol € um triazol de amplo espectro utilizado para tratamento
de aspergilose, candidiase, fusariose e € um antifungico utilizado como profilaxia em

pacientes transplantados ou em pacientes com doencas hematoldgicas (Sharifpour et al.,
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2018). Embora apresente boa atividade antifingica para diversas espécies como
Aspergillus spp., Candida spp., Fusarium spp. e Scedosporium spp., em tratamento de
mucormicose este farmaco ndo é recomendado, devido a sua baixa atividade antifingica
contra essas espécies (Donnelly, e Pauw, 2004; Courtney, e Lee, 2022). Além disso, foi
relatado que pacientes com doencas hematoldgicas e transplantados tratados com
voriconazol como profilaxia, apresentavam maiores riscos de desenvolver mucormicose
grave, com letalidade variando de 44% a 73% (Kottarathil et al., 2023). Estudos in vitro
e in vivo demonstraram que cepas de R. oryzae expostas ao voriconazol alteram o
crescimento e a viruléncia, sugerindo que o voriconazol pode influenciar a expressao de
fatores de viruléncia em R. oryzae, aquisi¢do de ferro e secrecdo de proteases e toxinas,
que sdo essenciais para a invasao do hospedeiro. (Lamari et al., 2009). A deferoxamina é
um guelante de ferro usado em tratamento de toxicidade ocasionada por sobrecarga de
ferro. A utilizagdo de deferoxamina aumenta o risco de infecgdo por mucormicose,
embora o fa&rmaco seja utilizado como quelante de ferro, fungos do género Rhizopus spp.
se apropriam do mecanismo de acdo do farmaco para maior obtencdo de ferro livre

presente no hospedeiro (Ibrahim, 2014).

1.8. Reposicionamento de fArmacos, uma estratégia para aumentar o arsenal
terapéutico antifungico.

A morbidade e a mortalidade em casos de infec¢des fangicas tém aumentado nos
ultimos anos (Zhang et al., 2021). As terapias e o arsenal antifngico atual sdo limitados
devido aos altos niveis de toxicidade e baixa suscetibilidade. Portanto é de extrema
importancia o estudo de novas abordagens terapéuticas (Butts, Palmer e Rogers, 2017).
No entanto o processo de desenvolvimento de novos farmacos com propriedade
antifungica é desafiador, uma vez que as células fungicas sdo células eucarioticas e
apresentam semelhangas evolutivas com as células de animais, o que significa que alvos
terapéuticos especificos que possam ser seletivamente inibidos, resultando em uma menor

toxicidade seletiva para as células fungicas sao limitados (Peyclit et al., 2021).

O desenvolvimento de novos farmacos é complexo, lento, possui altos custos e
baixa probabilidade de sucesso. Estima-se uma necessidade de 10 a 14 anos para
conclusdo de todo processo, desde a descoberta até a aprovacdo pela Administracdo de

Alimentos e Medicamentos - FDA (do inglés, Food and Drug Administration) com custos
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aproximados de 2 bilhdes de ddblares, além disso a taxa de sucesso em desenvolvimento
de um novo farmaco fica na média de 2,01%. (Yeu et al., 2018; Zeng et al., 2022). O
reposicionamento de farmacos, vem como uma estratégia de identificar medicamentos
que estdo presentes na clinica ou estdo em fase avancada de testes clinicos e realoca-los
para uma designacgdo diferente daquela que foi comercializada ou testada inicialmente
(Peyclit et al., 2021). Esta estratégia apresenta baixo custo, menor tempo de
desenvolvimento, além de demonstrar perfis farmacocinéticos, farmacodinamicos e
toxicidade previamente conhecidos. Nos ultimos anos tem sido muito utilizado na busca
de farmacos para o tratamento de diversas infec¢bes como fungicas, bacterianas, virais,
parasitarias e para o tratamento de doencas cardiovasculares, oncoldgicas e Alzheimer
(Peyclit et al., 2021). Mesmo com 0 aumento do numero de pesquisas em reorientar
farmacos, ainda ha poucos relatos de farmacos que chegaram a fase clinica. Alguns
exemplos de reposicionamento de sucesso foi a utilizacdo do antifingico anfotericina B
para tratamento de leishmaniose e medicamentos anti-malarico, como a pirimetamina,
para o tratamento de toxoplasmose (Prajapati et al., 2012; Dunay et al., 2018). Estudos
demonstraram que a sertralina, um antidepressivo, possui atividade antifingica contra
Cryptococcus neoformans e outros fungos emergentes incluindo Lomentospora
prolificans , Scedosporium spp., Fusarium spp., Paecilomyces spp., Alternaria spp. e
Curvularia spp., além de sinergismo com a anfotericina B (Zhai et al., 2012;Villanueva-
Lozano et al., 2020 ). Atualmente, a sertralina encontra-se em fase de testes clinicos para
essa nova indicacdo. Além da sertralina, outros farmacos com diferentes mecanismos de
acdo, como antisépticos, antineoplasicos, auranofina e ribavirina, tem se mostrado
promissores contra fungos multirresistentes, incluindo Scedosporium, Fusarium e
mucormicetos (Peyclit et al., 2021), afirmando que o reposicionamento de farmacos é

uma estratégia promissora em expandir o arsenal terapéutico antifangico.

Diversas estratégias podem ser utilizadas para otimizar o desenvolvimento de
novos agentes antifingicos. Uma delas € a triagem a partir de bibliotecas de compostos,
que tem o objetivo de identificar compostos ndo antifingicos que apresentem
propriedades antifungicas a partir de um portfélio contendo centenas ou milhares de
compostos (Samby et al., 2022). Recentemente, 0 Nn0sso grupo de pesquisa demonstrou a
potente atividade antifingica contra fungos do género Scedosporium e Lomentospora, in
vitro, a partir de uma biblioteca de compostos chamada Pathogen Box, a partir da qual

foram investigados o efeito da auranofina e do iodoquinol, farmacos utilizados para o
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tratamento de artrite reumatoide e amebiases respectivamente, na atividade antifungica
tanto em células planctdnicas e também em biofilmes pré formados ou em formacéo
(Rollin-Pinheiro, 2021b). Além disso, foi demonstrado o efeito da miltefosina, composto
usado para o tratamento de Leishmania em espécies de Scedosporium e Lomentospora, e
mais recentemente contra espécies de Mucorales (Rollin-Pinheiro et al., 2021a; Xisto et
al., 2023b).

1.9 Auranofina.

Auranofina (Figura 6) € um farmaco aprovado pela FDA em 1985 para tratamento
primario de artrite reumatoide. Disponivel na formulag&o oral, a auranofina é um farmaco
metalico de ouro que apresenta acdo de um pré-farmaco (Abdalbari e Telleria, 2021). O
seu mecanismo de acdo no tratamento de artrite reumatdide é baseada na inibicdo de vias
inflamatdrias e inibicdo das enzimas tioredoxina redutases (TrxRs) na forma citosélica
TrxR1 e mitocondrial TrxR2. Estas enzimas tém importancia em diversas vias
bioguimicas e esta envolvida na detoxificacdo de agentes oxidantes e radicais livres
(Saccoccia et al., 2014; Abdalbari, e Telleria, 2021). A inibicdo desta enzima permite que
as células estejam mais suscetiveis ao estresse oxidativo, consequentemente a apoptose
(Sonzogni-Desautels e Ndao, 2021). Este farmaco tem efeitos tdxicos toleraveis pelo
organismo hospedeiro, e os efeitos colaterais frequentes estdo associados a perturbacdes
gastrointestinais, como diarreia, e outros efeitos secundarios sdo considerados raros
(Rollin-Pinheiro et al., 2021). Nos ultimos anos a auranofina tem sido um farmaco
amplamente reposicionavel demonstrando capacidade farmacoldgica, além do tratamento
de artrite reumatoide, foi também relatado o potencial da auranofina na atividade anti-
inflamatoria, anticancerigena e anti-microbiana, oferecendo uma ampla aplicacdo clinica
(Shen et al., 2023).
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Figura 6: Estrutura quimica da Auranofina (Adaptado Rollin-Pinheiro, 2021).

A eficécia da auranofina foi testada frente a diversos microrganismos como contra
0 virus SARS-COV-2, HIV, e contra parasitas como Schistosoma mansoni (Shen et al.,
2023). Thangamani e colaboradores demonstraram que a auranofina é um potente inibidor
de bactérias Gram positivas, como cepas de Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina, mas néo foi capaz de inibir bactérias Gram negativas. Além disso, a auranofina
também apresentou acdo em mdaltiplos alvos como diferentes vias biossintéticas como de
DNA, RNA, parede celular, além de inibir toxinas e parcialmente a sintese lipidica de S.
aureus, demonstrando grande eficacia contra bactérias multirresistentes e mecanismos de
acao diversos (Thangamani, Shankar, et al. 2016). A auranofina foi capaz de diminuir o
agravamento da infecgdo por Clostridium difficile em modelo murino, em concentragdes
menores que a utilizada na clinica, sendo mais efetivo que a vancomicina e fidaxomicina
(Abutaleb e Seleem, 2020). A auranofina demonstrou atividade antifungica in vitro contra
diversas espécies clinicamente relevantes, como espécies de Candida, Scedosporium,
Lomentospora, Rhizopus, Cryptococcus e Aspergillus, além de apresentar atividade anti-
biofilme bacteriano e fangico em catéteres, demonstrando um amplo espectro de acao
(Wiederhold et al., 2017; Rollin-Pinheiro et al., 2021; Felix et al., 2023). Seu mecanismo
de acdo contra fungos ndo estd estabelecido. Embora alguns autores citem que o
mecanismo de acdo em fungos seja a inibicdo da tioredoxina redutase, diferencas
genéticas que regulam o sistema TrxRs resultam em diferencas de suscetibilidade entre
as espécies (Shen et al., 2023). Em contrapartida, Thangamani e colaboradores relataram

que a auranofina tem como principal alvo proteinas reguladoras presentes na mitocondria
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como a Mia40, Acn9, e Coa4, em espécies de Saccharomyces cerevisiae. Neste trabalho
foi demonstrado que a auranofina ndo teve como alvo os sistema TrxR/Trx, sugerindo
que o mecanismo de acdo da auranofina em células fungicas seja a inibicdo de proteinas
mitocondriais € ndo o TrxR/Trx (Thangamani et al., 2017). Recentemente foi
demonstrado que a pentamidina, um farmaco ndo antifingico, pode aumentar a absorcao
celular da auranofina em leveduras do género Candida. Isto ocorre devido a acéo da
pentamidina na membrana celular fngica, aumentando a permeabilidade, resultando em
maiores efeitos da auranofina na célula fungica. Os resultados sugerem que os efeitos da
auranofina em células fungicas séo intracelulares e sobre diversos alvos, como observado

em leveduras (Lin et al., 2022).

1.10. lodoquinol.

8-Hidroxiquinolina é uma sub-classe das quinolinas que apresenta uma
variabilidade de efeitos bioldgicos, e 0 mecanismo de acdo primario é a quelacao de ions
metélicos, 0s quais sdo essenciais para 0 metabolismo microbiano (Pippi et al., 2019). A
estrutura padréo é constituida por dois anéis, um anel de piridina ligado a um anel fenol
no qual o grupamento hidroxila fica localizado na porc¢éo 8 da estrutura. O anel fenolico
permite maior suscetibilidade a reacbes quimicas e modificagdes estruturais da 8-
hidroxiquinolina, nitrogénio e a hidroxila presente na estrutura sdo importantes para
interacdo e quelacao de ions metalicos (Figura 7) (Saadeh Sweidan e Mohammad, 2020).
Membros dessa classe apresentam propriedades fisicas e quimicas diferenciais, que
justificam o interesse em pesquisas devido seu amplo espectro de acdo, além do
desenvolvimento de novos compostos baseados em sua estrutura e propriedades quimicas
(Gupta, Luxami, e Paul, 2021). Atualmente, sabe-se que a 8-hidroxiquinolina apresenta
propiedades anti-cancerigenas, anti-fangica, anti-bacteriana, anti-leishmania, anti-viral,

anti-Alzheimer e anti-asmatico (Gupta, Luxami e Paul, 2021).
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Figura 7: Estrutura 8-hidroxiquinolina (Prachayasittikul et al., 2013).

Derivados da 8-hidroxiquinolina apresentam atividade antifingica previamente
descrita. O farmaco clioquinol tem sido utilizado para tratamento topico de infeccdes
fangicas cutaneas superficiais em alguns paises e ainda ha poucos relatos na literatura
sobre a resisténcia de espécies fungicas utilizando clioquinol em seu tratamento (Pippi et
al., 2017).

lodoquinol (Figura 8) é um farmaco derivado da 8-hidroxiquinolina que foi
amplamente utilizado para tratamento de amebiase em formulacéo oral. Seu mecanismo
de acdo ¢ baseado na quelacdo de ions metalicos (Rollin-Pinheiro, et al 2021). Apresenta
efeitos colaterais quando utilizados na formulacéo oral como convulsdes, encefalopatia,
atrofia Optica que pode resultar em uma cegueira irreversivel, limitando seu uso para
tratamento de micoses sistémicas (Wall, Herrera e Lopez-Ribot, 2019). No entanto, o
iodoquinol apresentou atividade antiflngica e antibacteriana em infec¢des superficiais
(Leifer e Steiner, 1950; Wall, Herrera e Lopez-Ribot, 2019). Além disso, recentemente
foi demonstrado que o iodoquinol apresenta atividade in vitro contra espécies de
Sporothrix, Candida, Scedosporium e Lomentospora (Wall, Herrera e Lopez-Ribot 2019;
Borba-Santos, Vila e Rozental 2020; Rollin-Pinheiro, et al., 2021).
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Figura 8: Estrutura quimica do lodoquinol (Adaptado Rollin-Pinheiro 2021).
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2. JUSTIFICATIVA

Infecgbes fungicas invasivas tém aumentado drasticamente nas ultimas duas
décadas (Lackner, Caramalho e Lass-FIorl, 2014). Dados da OMS estima que 300 milhdes
de pessoas em todo 0 mundo podem ser afetadas por infec¢bes fungicas graves (Fisher e
Denning, 2022). Os fatores que contribuem para essa situacao sdo o aumento de pacientes
imunocomprometidos, pacientes com céancer, pacientes transplantados, doencas
hematoldgicas, e tratamentos com imunossupressores. Além disso, durante a pandemia
da COVID-19, observou-se uma notavel correlagdo entre a infeccdo pelo virus SARS-
CoV-2 e a co-infeccdo por outras espécies fungicas. Isso ocorreu principalmente em
pacientes que receberam terapia com esteroides como parte do tratamento paraa COVID-
19, resultando em um aumento significativo nos casos de infec¢des fungicas, como os de

mucormicoses (Nagalli e Kikkeri, 2021; Pasquier, 2023).

Devido a suas caracteristicas angioinvasiva e necrosante a mucormicose apresenta
altas taxas de mortalidade, principalmente em pacientes com doencas subjacentes, que
sd0 mais suscetiveis a uma maior gravidade da infeccdo. Além disso, o manejo clinico
dessas infeccOes é extremamente desafiador, visto que o uso prolongado de anfotericina
B leva a efeitos toxicos e a maioria das espécies apresentam resisténcia aos principais
agentes terapéutico antifangico disponivel na clinica (Katragkou e Roilides, 2014). Esse
cenario profundamente preocupante levou a Organizacdo Mundial da Satde (OMS) a
incluir os fungos da ordem Mucorales na lista de patégenos flngicos com potencial
ameaca a satde global (OMS, 2022).

Desse modo, torna-se imprescindivel a busca, a identificacdo e o desenvolvimento
de novos farmacos gue apresentem boa atividade antifingica para espécies de Mucorales,
considerando a relevancia dessas espécies como patdgenos fungicos. O reposicionamento
de farmacos é uma alternativa de curto prazo, com objetivo de identificar uma nova
indicacdo terapéutica para farmacos que estdo presentes na clinica ou que estdo em fase
avancada de teste clinico. Assim, o0 reposicionamento de farmacos é uma das
possibilidades de aumentar o arsenal terapéutico para o tratamento de infec¢des fungicas.
Este presente trabalho propde a avaliagdo da atividade antifungica da auranofina e do

iodoquinol contra fungos da ordem Mucorales.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar o potencial efeito antifungico da auranofina e iodoquinol nas espécies de
Rhizopus oryzae, Mucor velutinosus e Cunninghamella sp
3.2. Objetivos especificos

i. Determinar a concentragdo minima inibitéria (MIC) da auranofina e do
iodoquinol,

ii.  Avaliar a cinética de crescimento na auséncia ou presenca da auranofina ou
iodoquinol

iii.  Avaliar a atividade dos farmacos frente ao biofilme fungico pré formado;

iv. Avaliar a interacdo entre os farmacos selecionados com os antifngicos
anfotericina B e posaconazol;

v. Andlise da susceptibilidade dos fungos aos farmacos apOs a exposicdo a
estressores de membrana plasmatica (SDS), estressor osmético (NaCl) e oxidativo
(Menadiona);

vi.  Avaliar alteracdes de parametros celulares causados pela auranofina e iodoquinol

pelo uso de marcadores fluorescentes.
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4. MATERIAIS E METODOS.

4.1. Microrganismos em condicdes de cultivo.

Rhizopus oryzae UCP1295, isolado da caatinga brasileira, cedido pela professora
Galba Maria de Campos Takaki, UFPE, M. velutinosus H136BO e Cunninghamella sp.
B926, foram isolados de pacientes do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho
(HUCFF - UFRJ) e cedidos pelo professor Marcio Nucci, UFRJ, Rio de Janeiro seréo
utilizados neste trabalho. O pré-indculo de cada espécie foi mantido sob agitagdo em
Erlenmeyer contendo 200 ml de meio comercial batata dextrose durante 7 dias, a

temperatura ambiente.

4.2. Obtencao de esporos

Para a obtencdo dos esporos, R. oryzae, M. velutinosus e Cunninghamella sp.
foram crescidos em meio agar batata dextrose (BDA), a temperatura ambiente durante
7 dias. Apos o crescimento, 8 ml de tampéo fosfato de sodio (PBS) 0.01M estéril, pH 7,2
foram adicionados a superficie da placa de crescimento e os esporos foram removidos
com auxilio de uma espétula estéril. A suspensdo sera filtrada em tubo estéril de 50 ml
com auxilio de um filtro com a trama de 40 um (Cell Strainer, BD Falcon, San Jos¢, EUA)
e em seguida foi centrifugada por 10 minutos a 4000 rpm (rotacBGes por minuto). Apds
esse tempo, descarta-se o sobrenadante e o pellet foi ressuspendido em 1 ml de PBS 0,01
M. Em seguida, os esporos foram lavados duas vezes com PBS estéril e centrifugados,
mantendo volume final de 1ml. O estoque da suspenséo fungica foi contado em camara
de Neubauer em microscopio Optico, objetiva de 40 x (Olympus BX50-F4, Olympus
Optical Co., Toquio, Japdo).

4.3. Ensaio para a determinacao da Concentracdo Inibitéria Minima e
Concentragédo Minima Fungicida.

A concentracdo inibitoria minima (MIC) foi baseada na metodologia preconizada
pelo Comité Europeu de Testes de Suscetibilidade Antimicrobiana— EUCAST (do inglés
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) (Taj-aldeen et al, 2016). A
auranofina e o iodoquinol (Sigma-Aldrich, MO, USA) foram diluidos em 100% de
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DMSO para obtencédo da solucdo estoque a 3 mM e forma mantidas a -20°C. A suspensao
dos esporos de R. oryzae, M. velutinosus e Cunninghamella sp. (3x10* / pogo) foram
incubada em placas de 96 pocos em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, MO, USA). A
auranofina e o iodoquinol foram diluidos seriadamente (40 — 0.156 uM) e adicionados na
microplaca de 96 pocos. Apos 72 h de incubacdo a 37°C em atmosfera de 5% de CO, a
viabilidade celular sera avaliada através do ensaio de reducdo do XTT (XTT sodium salt
— 0.5 mg/ml — Sigma Aldrich) e lida em espectrofotometro a 490nm (Rollin-Pinheiro et
al., 2019). O MIC foi determinado como a menor concentracdo dos farmacos que foi
capaz de inibir pelo menos 50% do crescimento fungico. Anfotericina B e Posaconazol
foram utilizados como padrdo nos experimentos, pois sdo farmacos de escolha para o
tratamento da mucormicose. Anfotericina B e Posaconazol foram diluidos seriadamente
(40 - 0.156 uM) e serdo usados como descrito acima. A Concentragdo Minima Fungicida
(MFC) foi determinada apds o ensaio de MIC. Uma aliquota de 50 pl de cada poco sera
semeada em BDA, na presenca e auséncia de farmacos e incubada a 37°C por 48 h. Ap6s
a incubagdo, a MFC foi definida como a menor concentragdo capaz de inibir o
crescimento fangico (Borba-Santos, Vila e Rozental, 2020; Rollin-Pinheiro et al., 2021).

4.4. Ensaio de cinética de crescimento fungico.

A cinética de crescimento das espécies R. oryzae, M. velutinosus e Cunnighamella
sp. foram avaliadas na presenca e auséncia da auranofina ou iodoquinol, a fim de avaliar
o efeito dos farmacos na geminagdo fingica. Primeiramente uma aliquota de 100 puL da
solucdo contendo diferentes concentracdes de auranofina ou iodogquinol em meio RPMI
1640 (concentracGes correspondentes a 2 MIC dos farmacos) foi adicionada em
microplacas de 96 pogos, seguida da adicdo de uma aliquota de 100uL de suspensdo
fungica contendo 3x10* esporos/pogo. O crescimento fingico foi monitorado por leitura
da densidade Optica a cada hora em 660nm, durante um periodo total de 24h de incubacao,
a 37 °C, em atmosfera de 5% de CO..

4.5. Ensaio de inibi¢éo do biofilme pré-formado.

A inibig&o do biofilme pré-formado foi analisada de acordo com Rollin-Pinheiro
e colaboradores (Rollin-Pinheiro et al., 2019). A suspensdo de esporos das espécies R.

oryzae, M. velutinosus e Cunninghamella sp. foi adicionada em cada pogo da microplaca
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de 96 pocos (10°/ pogo) em RPMI 1640. Apds 24 h incubadas a 37°C e 5% de CO, para
a formagdo do biofilme, o sobrenadante foi removido e 0 meio RPMI sera adicionado na
auséncia (controle do crescimento) ou na presenca da auranofina ou iodoquinol nas
concentragdes de 4xMIC até 14 MIC. Apos a adi¢do dos farmacos, a placa foi incubada
novamente a 37°C em atmosfera de 5% de CO, por 24 h para avaliar o efeito dos farmacos
na presenca do biofilme pré-formado. Foram utilizados trés parametros para avaliar o
biofilme pré-formado: cristal violeta para avaliar a biomassa total, safranina para avaliar
a matriz extracelular e XTT para avaliar a atividade metabdlica e lida em
espectrofotdbmetro a 560nm e 490nm (Rollin-Pinheiro et al., 2019). Além disso, antes da
avaliacdo dos parametros foi retirada fotos dos pocos do biofilme analisadas na auséncia

ou presenca dos farmacos em microscépio dptico invertido (B900, Bioptika, Brasil).

4.6. Susceptibilidade de R. oryzae, M. velutinosus e Cunninghamella sp. aos
estressores na presenca de auranofina ou iodoquinol.

Para avaliar a susceptibilidade ao Dodecil Sulfato de Sédio (SDS), NaCl, e
menadiona, esporos de R. oryzae, M. velutinosus e Cunninghamella sp. foram incubados
em microplacas de 96 pocos (10* / poco) em RPMI 1640 na presenca de diferentes
concentragfes de auranofina ou iodoquinol (80 — 1.25 uM) e co-incubados com
concentracdes fixas de SDS, NaCl ou menadiona. foram utilizadas concentraces sub
inibitorias SDS, que atua como estressor de membrana, de NaCl, que atua como estressor
osmoético, e de menadiona, que atua como estressor oxidativo. A concentragdo de SDS
foi de 45 pg/ml para R. oryzae e M. velutinosus, e de 90 pg/ml para Cunninghamella sp.
A concentracdo de NaCl sera de 1% para as trés espécies testadas. Células cultivadas na
auséncia de auranofina ou iodoquinol foram consideradas como controle positivo. A
concentracdo de menadiona foi de 30 uM. Apos 72 h de incubagado a 37°C em atmosfera
de 5% de CO,, a viabilidade celular foi avaliada através do ensaio de reducdo do XTT e

lida em espectrofotdmetro a 490nm (Rollin-Pinheiro et al., 2019).
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4.7. Método “checkerboard” para analise dos efeitos combinatorios entre os
farmacos com agentes antiflingicos.

O ensaio para a andlise dos efeitos cominatdrios foi realizado pelo método
checkerboard, seguindo a metodologia estabelecida pelo EUCAST (Subcommittee on
Antifungal Susceptibility Testing of the ESCMID European Committee for Antimicrobial
Susceptibility Testing, 2008).

Foram analisadas as seguintes combinacdes: auranofina + posaconazol, auranofina
+ anfotericina B, iodoquinol + posaconazol, iodoquinol + anfotericina B. Para a
combinacédo, foram utilizadas duas microplacas de 96 pogos. Na primeira microplaca,
foram preparadas dilui¢des seriadas (horizontalmente) de anfotericina B ou posaconazol
(5 — 0.78uM). Na segunda microplaca foram preparadas diluicdes seriadas
(verticalmente) de auranofina ou iodoquinol (20 — 0.313 puM). Apds o preparo das
dilui¢des, 50 pul de cada pogo da segunda microplaca foram transferidas para a primeira
microplaca. Em seguida, 100 ul da suspensdo fungica (3x 10*/ pogo) de R. oryzae foram
colocadas a primeira microplaca, de forma que o volume final em cada pogo foi de 200
ul. A microplaca foi incubada por 72 h a 37°C em atmosfera de 5% de CO,. A viabilidade
celular sera avaliada por ensaio de reducdo XTT, e lida em espectrofotdmetro a 490nm
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA). A interac&o foi determinada pelo indice da Concentracéo
inibitéria Fracionada (FICI), de acordo com as seguintes formulas: (MIC combinados/
MIC farmaco A sozinho) + (Mic combinados/ MIC farmaco B sozinho). Os resultados
foram classificados da seguinte forma: Efeito sinérgico, FICI < 0.5; indiferente FICI > 1
— 4.0; aditivo quando 0,5 < FICI < 1,0; efeito antagonista, FICI > 4.0 (Brilhante et al.,
2020). Também sera utilizado o modelo de independéncia Bliss que sera realizado de
acordo com Meletiadis, Zhao e colaboradores (Zhao et al., 2014; Meletiadis et al., 2006).
A formula utilizada para avaliar a interacdo dos farmacos testados: Eexp= E(a) + E(b) -
E(a) x E(b), onde Eexp e a eficicia dos farmacos combinados esperados e Eobs é a
eficacia dos farmacos observados. E(a) € a eficacia dos farmacos testados (auranofina ou
iodoquinol) e E(b) e a eficacia dos farmacos ja utilizados na clinica (anfotericina B e
posaconazol). Os resultados podem ser avaliados das seguintes formas: efeito sinérgico
qguando Eobs > Eexp; indiferente ocorre quando Eob = Eexp; efeito antagonista ocorre

quando Eobs < Eexp.
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4.8. AlteracOes nas células de R. oryzae, M. velutinosus e Cunninghamella sp.
causadas pela Auranofina e o lodoquinol.

Marcadores fluorescentes foram utilizados com o objetivo de analisar as
alteracdes celulares causadas pela auranofina ou iodoquinol nas espécies de R. oryzae, M.
velutinosus e Cunninghamella sp. Concavalina A (Sigma-Aldrich, MO, USA) foi
utilizada para avaliar unidades de manose da parede celular fungica. Branco de Calcofluor
(Sigma-Aldrich, MO, USA) foi utilizado para avaliar o conteudo de quitina da parede
celular. O contetdo de lipideos neutros seré avaliado pelo marcador Nile Red (Sigma-
Aldrich, MO, USA). As células foram crescidas na auséncia (controle positivo) ou na
presenca de auranofina ou iodoquinol na concentracdo de Y2 MIC por 72 h. Apos a
incubagdo, o contetdo de meio sera removido e os marcadores fluorescentes foram
adicionados e incubados por 1 h a 37°C na auséncia de luz. foram utilizadas as
concentragdes de 25 pg/ml de Concanavalina A, 25 pg/ml de Branco de Calcofluor e 20
pg/ml de Nile Red para a marcagdo das células. Os pogos foram lavados trés vezes para
a remocao dos marcadores e ressuspendidos em PBS. A intensidade de fluorescéncia sera
medida usando leitor de microplaca SpectraMax 340 (Molecular Devices, CA, USA) nas
seguintes condi¢bes: Concanavalina A a 495 nm (excitacdo) e 520 nm (emisséo); branco
de Calcofluor a 350 nm (excitacao) e 432 nm (emissao); Nile Red a 550 nm (excitacao)

e 635 nm (emisséo).

4.9. Analises estatisticas.

Todos os testes foram analisados em triplicata em trés conjuntos experimentais
independentes. Os resultados experimentais sdo apresentados como média = desvio
padrdo (DP). Os dados foram analisados por analise de variancia nao paramétrica de teste
T unidirecional para comparar as diferencas entre os grupos (0 grupo tratado com
auranofina ou iodoguinol e o grupo controle sem o farmaco). As analises estatisticas
foram realizadas usando GraphPad Prism v5.00 para Windows (GraphPad Software, San
Diego, CA, EUA). O intervalo de confianga de 90% ou 95% foi determinado em todos 0s

experimentos, considerando p < 0,05 uma diferenca estatisticamente significativa.
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5. RESULTADOS.

5.1. Ensaio para a determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima e
Concentracdo Minima Fungicida.

O potencial efeito inibitorio e/ou fungicida da auranofina e do iodoquinol contra
as espécies R. oryzae, M. velutinosus e Cunninghamella sp. foi avaliado por teste de
microdiluicdo em caldo e a atividade desses farmacos foi determinada através da
Concentracdo Minima Inibitoria (MIC) e Concentracdo Minima Fungicida (MFC). Foram
consideradas as concentracdes que inibiram 50% e 70% da viabilidade respectivamente
(MICso e MIC70). A auranofina foi capaz de atingir MICso e MIC70 em concentragdes de
10 uM a 20 pM respectivamente em R. oryzae. O iodoquinol foi capaz de atingir o MICso
e MIC7 de R. oryzae e Cunnigjhamella sp. (MICsop 10 pM e MIC7 20 uM). M.
velutinosus se mostrou resistente para ambos os farmacos pois ndo houve inibicdo do
crescimento com as concentracgOes testadas. Posaconazol e anfotericina B foram usadas
como padrédo nas analises, pois sdo as drogas de primeira escolha para o tratamento da
mucormicose no ambiente clinico. O MICso do posaconazol para R. oryzae, M.
velutinosus e Cunnighamella sp. foi de 5 uM, 0.63-2.5 uM e 1.25 uM respectivamente.
Posaconazol ndo apresentou acdo fungicida para nenhuma das espécies testadas. O MICso
e MICy para R. oryzae foi de 0.313 pM. M. velutinosus e Cunnighamella sp.
apresentaram MICso de 0.625 pM e 5 pM respectivamente. A anfotericina B néo

apresentou acdo fungicida para nenhuma das espécies testadas (Tabelal).

Tabela 1: Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria (MIC) e Concentracdo
Minima Fungicida (MFC) contra R. oryzae, M. velutinosus e Cunninghamella sp.

Auranofina uM lodoquinol uM Anfoterina B uM Posaconazol uM
Espécies
MICs, MICxp MFC MICsy MICyq MFC MICsy MIC;q MFC  MICsy MIC;q  MFC
R. oryzae 10 20 >40 10 20 40 0.313 0.313 >40 5 20 > 40
M. velutinosus >40 >40 >40 >40 >40 >40 0.625 >40 >40 0.63-25 >40 > 40

Cunnighamella sp. >40 >40 >40 10 20 >40 5 5 > 40 125 5-10 >40
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5.2 Cinética de Crescimento.

A cinética de crescimento foi feita com o objetivo de observar o efeito inibitorio
dos farmacos durante 24h em concentragdes de ¥ MIC. O crescimento inicial das células
controle (na auséncia dos farmacos) foi observado apds 8h de leitura das trés espécies
testadas. A auranofina conseguiu inibir o crescimento de R. oryzae, M. velutinosus e
Cunnighamella sp. nas primeiras 24h. O iodoquinol inibiu o crescimento de M.
velutinosus, R. oryzae e parcialmente o crescimento de Cunnighamella sp. O resultado
das curvas de crescimento dos fungos tratados com iodoquinol ap6s 8h estdo mostrados

na Figura 9.
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Figura 9: Cinética de crescimento das espécies de Mucorales. R. oryzae (A). M. velutinosus (b).
Cunnighamella sp. (C). As células foram tratadas na auséncia ou presenca de auranofina ou iodoquinol em
concentragdes de ¥2 MIC a 36°C por 24h. *p < 0.05.
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5.3 Ensaio de inibicao do biofilme pré-formado.

Ja foi demonstrado na literatura que espécies de Mucorales apresentam a
capacidade de formar biofilme, sendo uma estrutura altamente resistente aos farmacos
utilizados na clinica (Meletiadis et al., 2006). Por esta razdo € importante a avaliagdo do
efeito de novos farmacos sobre o biofilme. Foi avaliado o potencial efeito da auranofina
e do iodoquinol frente ao biofilme pré-formado em diferentes concentracées (Y2 MICsg
até 4 MICsp) (Figura 10-13).

A auranofina foi capaz de reduzir a biomassa de R.oryzae em 25%, M. velutinosus
em 68%, Cunnighamella sp. em 40% a partir de ¥ MIC (Figura 10). A matriz extracelular
foi reduzida em aproximadamente 20% das trés espécies a partir de ¥ MIC. A viabilidade
diminuiu para menos de 50% de R. oryzae e Cunnighamella sp. em concentracédo de %
MIC, enquanto a viabilidade de M. velutinosus diminuiu para menos de 50% a partir de
4Xmic. (FIGURA 10). Na Figura 11 é possivel observar as alteracdes na organizagdo
do biofilme pré-formado de R. oryzae, M. velutinosus e Cunninghamella sp. causada pela
auranofina na concentracdo de 2xMICsp. Ao analisar a estrutura do biofilme na auséncia
ou na presenca da auranofina foi possivel observar alteracfes na estrutura do biofilme das
trés espécies por microscépio optico invertido. Além disso a auranofina foi capaz de inibir

a filamentacéo da espécie de M. velutinosus (Figura 11).
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Figura 10. Efeito da auranofina no biofilme pré-formado de R. oryzae, M. velutinosus e Cunninghamella
spp. (A-C). Quantificacdo da biomassa total do biofilme medida pela marcacdo com cristal violeta, da
matriz extracelular medida pela marcagdo com safranina, e da viabilidade metabdlica do biofilme medida
pelo ensaio de redugdo do XTT. *p< 0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001

M. velutinosos

Cunnighamella sp,

Figura 11: Alteragcbes na organizacdo do biofilme pré-formado de R. oryzae, M. velutinosus e
Cunninghamella spp. causadas pela auranofina na concentragdo de 2 MIC. Aumento de 400x.
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O iodoquinol foi capaz de reduzir a biomassa de R. oryzae e Cunnighamella sp.
em aproximadamente 35% e de M. velutinosus em 50% a partir da concentragéo do MIC.
A matriz extracelular foi reduzida para 50% de R. oryzae e M. velutinosus a partir da
concentracdo do MIC e a matriz extracelular da Cunnighamella sp. somente é afetada a
partir da concentracdo de 2xMIC. A viabilidade de R. oryzae foi reduzida em 50% a partir
do MIC, enquanto para M. velutinosus e Cunnighamella sp. a partir de 2xMIC. (Figura
12). Na Figura 13 é possivel observar as alteragdes na organizacdo do biofilme pré-
formado de R. oryzae, M. velutinosus e Cunninghamella sp. causadas pelo iodoquinol na
concentracdo de 2 MIC por microscépio optico invertido. A morfologia do biofilme pré-
formado das trés espécies testadas foi alterada na presenca de 2 MIC do iodoquinol
(Figura 13). As espécies de R. oryzae e Cunnighamella sp. tratadas com iodoquinol
demonstraram reducdo da biomassa fungica e alteracdes morfolégicas com hifas mais
finas. M.velutinosus tratado com iodoquinol apresentou poucas formagdes de hifas
(Figura 13).
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Figura 12: Efeito do iodoquinol no biofilme pré-formado de R. oryzae, M. velutinosus e Cunninghamella
sp. (A-C). Quantificacdo da biomassa total do biofilme medida pela marcacdo com cristal violeta, da matriz
extracelular medida pela marcagdo com safranina, e da viabilidade metabolica do biofilme medida pelo

ensaio de redugdo do XTT. *p < 0.05, *** p < 0.001.

M. velutinosus

Cunninghamella sp.

Figura 13: Alteracfes na organizacdo do biofilme pré-formado de R. oryzae, M. velutinosus e
Cunninghamella sp., causadas pelo iodoquinol na concentracéo de 2 MIC. Aumento de 400x.

5.4. Susceptibilidade de R. oryzae, M. velutinosus e Cunninghamella sp. aos
estressores na presencga de auranofina ou iodoquinol.
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As espécies de R. oryzae, M. velutinosus, Cunnighamella spp. foram incubadas
com auranofina na presenca ou auséncia dos estressores de membrana (SDS), oxidativo
(NaCl) e osmdético (menadiona). por 72h a 37°C (Figura 14). A auranofina foi capaz de
aumentar a susceptibilidade do R. oryzae e M. velutinosus a todos 0s estressores testados
(Figura 14 A e B). A auranofina aumentou a susceptibilidade da Cunnighamella sp.

apenas a menadiona, porém nao alterou a susceptibilidade aos outros estressores (Figura
14C).
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Figura 14: Susceptibilidade das espécies de Mucorales incubados com auranofina na auséncia e presenca
dos estressores de membrana (SDS), osmotico (NaCl) e oxidativo (menadiona). A viabilidade celular foi
avaliada pelo método de redugdo XTT ap06s 72h de incubagdo a 37°C. R. oryzae (A). M. velutinosus (B)
Cunnighamella sp. (C).,. *p<0.005; ns = ndo significativo.

As espécies de R. oryzae, M. velutinosus, Cunnighamella sp. foram incubadas com
iodoquinol na presenca ou auséncia dos estressores de membrana (SDS), oxidativo
(NaCl) e osmatico (menadiona) por 72h a 37°C (Figura 15). O iodoquinol foi capaz de
aumentar a susceptibilidade de R. oryzae frente a todos os estressores testados (Figura
15A). O iodoquinol foi capaz de aumentar a susceptibilidade de M. velutinosus ao SDS e
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NaCl (Figura 15B). O iodoquinol ndo foi capaz de alterar a susceptibilidade da
Cunnighamella sp. frente a todos os estressores (Figura 15C).
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Figura 15: Susceptibilidade das espécies de Mucorales incubados com iodoquinol na auséncia e presenca
dos estressores de membrana (SDS), osmotico (NaCl) e oxidativo (menadiona). A viabilidade celular foi
avaliada pelo método de reducéo XTT ap06s 72h de incubagdo a 37°C. R. oryzae (A). M. velutinosus (B)
Cunnighamella sp. (C).,. *p<0.005; ns = ndo significativo.

5.5. Alteracdes celulares de espécie de R. oryzae, M. velutinosus e Cunninghamella
sp. causadas pela auranofina e o iodoquinol.

Com o objetivo de avaliar quais alteracGes celulares foram induzidas pela
auranofina e iodoquinol, algumas marcacdes fluorescentes foram realizadas em R. oryzae,
M. velutinosus e Cunnighamella sp. tratados com iodoquinol ou auranofina (Figura 16).
As células ndo tratadas foram consideradas como controle. Branco de calcofluor foi
utilizado para analisar o conteudo de quitina, concanavalina A foi utilizada para avaliar

unidades de manose e Nile Red para quantificar lipideos neutros. A anélise da parede
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celular através da marcagdo com branco de calcofluor revelou que a auranofina foi capaz
de reduzir quitina das espécies de R. oryzae e M. velutinosus, enquanto o iodoquinol foi
capaz de reduzir quitina somente da espécie de R. oryzae. O iodoquinol ndo foi capaz de
reduzir quitina na espécie de M. velutinosus e nenhum dos farmacos foi capaz de reduzir
quitina de Cunninghamella sp. (Figura 16A). A avaliacdo do conteido de manose com
concanavalina A revelou que somente o iodoquinol foi capaz de reduzir o contetdo de
manose de Cunnighamella sp., e ndo apresentou efeito nas espécies de R. oryzae e M.
velutinosus. A auranofina ndo foi capaz de alterar o contetido de manose das trés espécies
testadas (Figura 16B). A quantificagdo de lipideos neutros por Nile Red demonstrou que
a auranofina foi capaz de reduzir o conteudo de lipidios neutros da espécie de R. oryzae
e o iodoquinol foi capaz de reduzir lipideos das espécies de R. oryzae e M. velutinosus,
enguanto que a espécie Cunnighamella sp. ndo foi afetada pelo iodoquinol. A auranofina

ndo foi capaz de alterar lipideos das trés espécies testadas (Figura 16C).
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Figura 16: O efeito da auranofina e iodoquinol em células de R. oryzae, M. velutinosus e Cunninghamella
sp. foi analisado pelo uso de marcadores; fluorescente. A células foram crescidas na presenca de %2 MIC de
cada farmaco por 48 h a 37°C. A quitina foi avaliada pela marcagdo com branco de Calcofluor (A). O
contelido de manose foi avaliado pela marcagdo com Concanavalina A (B). Lipidios neutros foram
quantificados pela marcacdo com Nile Red (C). RO: R. oryzae; Mv: M. velutinosus; Cu: Cunninghamella
sp.; Ctl (-) controle negativo das células na auséncia de marcadores fluorescentes. Ctl (+) controle das
células marcadas, mas sem tratamento com os os farmacos. *p < 0.05; **p < 0.01***p < 0.001.

5.6. Método “checkerboard” para analise dos efeitos combinatdrios entre os
farmacos com agentes antiflingicos.

Para investigar o efeito combinatdrio entre a auranofina e iodoquinol com outros
farmacos como anfotericina B e posaconazol, foi realizada a analise pelo método
checkerboard. A espécie R. oryzae foi escolhida como representante das espécies
Mucorales. O somatério do indice de Concentracdo Inibitéria Fracionada (FICI) foi
empregado para avaliar os possiveis efeitos sinérgicos entre os farmacos selecionados em

combinagdo com os antifungicos anfotericina B e posaconazol (Tabela 2).



57

Tabela 2: Efeito combinatério entre auranofina e iodoquinol com antifingicos
convencionais anfotericina B e posaconazol em espécies de R. oryzae.

MICso sozinho MIC combinado FICI
(M) (LM)

Auranofina 10 Auranofina/Posaconazol  5/0,625 0,75 (aditivo)

lodoquinol 10 Auranofina/Anfotericina  5/0,625 = 1 (sem efeito)
B

Posaconazol 2,5 lodoquinol/Posaconazol 10/2,5 2 (sem efeito)

Anfotericina B 1,25 lodoquinol/Anfotericina  2,5/0,31 0,5 (aditivo)

B

Além disso, a interacdo entre esses farmacos também foi avaliada pelo método de
independéncia Bliss (Tabela 3). A auranofina apresentou interacdo sinérgica com o
posaconazol e antagdnica com a anfotericina B. J& o iodoquinol apresentou efeito

sinérgico com a anfotericina B e antagénico com o posaconazol.

Tabela 3: Atividade antifangica da auranofina, iodoquinol, posaconazol e anfotericina B
— sozinhas ou em combinacdo, de acordo com o0 método de independéncia Bliss.

Eficacia do farmaco combinado

Eficacia do
farmaco sozinho Anfotericina B Posaconazol
(% de inibicao)

MICso Kjl ICsy  EODS Eexp érl?t’e({;(;éO) Bobs  Eexp érlft’eor/(':lgéo)
| T | | T T T |
Auranofina 84,5 3,05 86 97 -11(A) 41,70 36 5,7(S)
| | T T T T T T
lodoguinol 5341 375 86 59 27(S) 65 67 -2(A)

AnfotericinaB 86,2 1464 NR NR NR NR NR NR
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Posaconazol 79,92 41,19 NR NR NR NR NR NR

6. DISCUSSAO.

Infecgbes causadas por espécies de Mucorales tem aumentado nas ultimas
décadas, destacando esses patdgenos como oportunistas emergentes. Essas infec¢des
acometem pacientes imunocomprometidos e/ou pacientes com doencas subjacentes,
principalmente aqueles que apresentam diabetes sendo o maior grupo com maior risco de
infeccdo (Chamilos e Garre, 2024). A taxa de mortalidade excede aos 40% e pode chegar
a 100% com a forma disseminada da doenca (Chamilos e Garre, 2024). No entanto,
também podem acometer pacientes imunocompetentes, normalmente através de traumas
ou queimaduras, 0 que permite a entrada desses patdgenos no tecido hospedeiro. Os
géneros que se destacam pela alta incidéncia de mucormicose sdo 0s géneros Rhizopus
spp., Mucor spp. e Lichteimia spp., sendo R. oryzae a espécie mais prevalente (Skiada,
Pavleas e Drogari-Apiranthitou, 2020). O tratamento para mucormicose é agressivo e com
baixa taxa de sucesso, sendo necessario desbridamento cirurgico combinado com terapia
antifangica. No entanto, no cenario clinico apenas a anfotericina B ¢ eficaz contra a
maioria das espécies fungicas e o perfil de susceptibilidade aos farmacos utilizados na
clinica varia dependendo da espécie. Portanto torna-se necessaria a pesquisa para o
desenvolvimento de novos farmacos com atividade antifingica para o tratamento de

mucormicose (Liang et al., 2024).

O reposicionamento de farmacos € uma estratégia promissora para aumentar o
arsenal terapéutico contra infecgdes, principalmente infec¢des que sdo negligenciadas. A
auranofina € um farmaco aprovado pela FDA para o tratamento de artrite reumatoide e o
seu mecanismo de acdo é baseado na inibicdo da enzima tiorredoxina redutase.
Atualmente sabe-se que a auranofina tem demonstrado atividade antimicrobiana,
antiparasitaria, antiviral e anticancerigena. Atualmente a auranofina estd em ensaio
clinico de fase 1 para o tratamento de parasitas como Entamoeba histolytica e Giardia
intestinalis (Capparelli et al., 2017). O iodoquinol é um farmaco aprovado pela FDA para

0 tratamento de amebiase, com mecanismo de acdo baseado na quelagdo de ions
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metalicos, além de apresentar promissora atividade antibacteriana, antifingica, e também
contra o virus Sars-CoV-2 (Shahabadi et al., 2021).

Neste trabalho, descrevemos a atividade antifungica da auranofina e do
iodoquinol contra agentes causadores da mucormicose. A auranofina apresentou MICzo
de 20 uM e efeito fungistatico, corroborando com outros estudos que reportaram atividade
antifangica da auranofina contra a R. oryzae (Wiederhold et al., 2017). Ao contréario das
observacOes feitas com outras espécies fangicas, como Aspergillus fumigatus,
Scedosporium apiospermum e Lomentospora prolificans que apresentaram MICs
variando de 1.25 uM - 16 uM (Wiederhold et al., 2017; Rollin-Pinheiro, 2021). Isso
sugere que as espéecies de Mucorales necessitam de concentracdes maiores para a inibicédo
de 50 — 70% do crescimento fungico. Em relacdo a concentracdo minima fungicida
descrita na literatura, a auranofina apresentou efeito fungicida para em espécies de
Aspergillus spp., Candida albicans e efeito fungistatico para Cryptococcus neoformans
(Fuchs et al., 2016; Chen et al., 2023).

O iodoquinol apresentou melhores resultados atingindo MIC7o com valores na
faixa 20 uM para as espécies de R. oryzae e Cunninghamella sp. e efeito fungicida
somente para a espécie de R. oryzae na concentragdo de 40 uM. Ja foi relatado que o
iodoquinol demonstrou atividade antifungica contra fungos do género Sporothrix,
Phialophora, Fonsecaea, Exophiala, Candida, Scedosporium e Lomentospora, com
concentragdes variando entre 5 uM — 20 uM (Wall, Herrera e Lopez-Ribot, 2019), e com
valores de MFC entre 1 uM — 16 uM para espécie P. verrucosa e F. monophora. No
entanto, para espécies como C. carrionii, E. dermatitidis, E. jeanselmei, F. pedrosoi, F.
nubica e R. similis o efeito fungistatico foi observado na faixa de concentracdo de 1,24 a
2,5uM (Coelho et al., 2020). Neste trabalho, a auranofina e o iodoquinol afetaram o
crescimento das trés espécies testadas como observado na cinética (Figura 9). Portanto,
os resultados de susceptibilidade obtidos neste trabalho estdo de acordo com o observado
na literatura para auranofina e iodoquinol, demonstrando potencial atividade antifingica
entre as espécies de Mucorales e também variando esse potencial entre os diferentes

géneros.

A citotoxicidade da auranofina e do iodoquinol é um fator crucial para a utilizagéo

desses medicamentos na clinica. Analises in vitro demonstraram que a citotoxicidade da
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auranofina varia dependendo do modelo celular testado, variando de 0,15 uM a 6,38 uM
(Rollin-Pinheiro et al., 2021). Pesquisas demonstram que modificacbes na porcdo de
acucar da molecula podem reduzir sua toxicidade em células de mamiferos e aumentar
sua atividade em Helicobacter pylori. (Epstein et al., 2019). No entanto a auranofina é
um farmaco utilizado em tratamento de artrite reumatoide, sendo importante levar em
consideracao as observagfes em ensaios clinicos. Nesse contexto a auranofina € segura
para utilizacio humana com efeitos colaterais toleraveis como problemas
gastrointestinais, como a diarreia e também ndo apresenta toxicidade cumulativa em
pacientes que foram tratados com a auranofina durante cinco anos (Rollin-Pinheiro et al.,
2021; Liu et al., 2022). Capparelli e colaboradores conduziram um ensaio clinico de fase
1 para o tratamento parasitario. Quinze pacientes foram selecionados para esse estudo
sendo treze homens e duas mulheres, com idade média de 27 anos. Os pacientes
consumiram a auranofina por sete dias de forma oral e foram analisados por 126 dias. De
acordo com esse estudo, a auranofina foi bem tolerada e apenas 46% dos pacientes
apresentaram efeitos adversos leves. Além disso, a pesquisa demonstrou acimulo de ouro
no plasma e nas fezes dos pacientes no 1° e 7° dia de tratamento com auranofina. No
sétimo dia, foi observada a excre¢do de 64% do ouro nas fezes. Os resultados sugerem
que a auranofina pode ser segura para o0 tratamento antiparasitario (Capparelli et al.,
2017).

A citotoxicidade do iodoquinol in vitro ja foi relatada com variagdo de 2,5 uM a
125 pM (Rollin-Pinheiro et al., 2021). O iodoquinol apresenta uma ma absorcéo
intestinal, além de diversos efeitos colaterais como no sistema nervoso central como
convulsdes, encefalopatia e danos oculares como atrofia Optica levando a cegueira
irreversivel, o que limita a sua utilizacdo para tratamento sistémico, o que levou a
Academia Americana de Pediatria proibir o seu uso em criancas. (Kauffman, Banner e
Blumer, 1990; Fisher, Walter e Steven, 1993). Kamel e colaboradores conduziram um
estudo em camundongos o qual investigou seus efeitos colaterais. Neste estudo foi
observado que camundongos do género feminino apresentaram maior vulnerabilidade aos
efeitos neurotdxicos exibindo anormalidades sensoriais e disfungcdes motoras. O trabalho
destacou a importancia de considerar a idade e o0 sexo como fatores de suscetibilidade a
neurotoxicidade induzida pelo iodoquinol (Kamel et al., 2022). Apesar desses problemas,
cremes de uso tdpico sdo utilizados para tratamento de infeccGes bacterianas e fangicas

da pele. Além disso, farmacos da classe 8-hidroxiquinolinas incluindo iodoquinol séo
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amplamente utilizados atualmente para a sintese de novos compostos mais efetivos com

menos efeitos colaterais (Wall, Herrera e Lopez-Ribot, 2019; Chaaban et al., 2021).

O biofilme de espécies de Mucorales € uma estrutura robusta, altamente resistente
e apresenta uma matriz extracelular composta principalmente por glucosamina (GIcN) e
N-acetilglucosamina (GIcNAc) (Singh, Shivaprakash e Chakrabarti, 2011; Xisto et al.,
2023). O biofilme estd associado a diversas infeccdes como peritonite, osteomielite e
formacgdo de bola fungica dos seios paranasais, além de também estar associado a
inoculagdo por catéteres. A presenca do biofilme limita o tratamento de mucormicose,
visto que as células que o compdem sdo altamente resistentes aos antifungicos
tradicionais, principalmente quando comparado com as células planctdnicas. Além disso,
infeccdes associadas a biofilmes apresentam pior prognostico sendo, portanto, de extrema
importancia a busca por farmacos com a capacidade de inibir o biofilme (Singh,
Shivaprakash e Chakrabarti, 2011). O presente estudo analisou a eficacia da auranofina e
do iodoquinol frente ao biofilme pré-formado de trés espécie de Mucorales. De acordo
com a Figura 10 a auranofina apresentou a capacidade de reduzir significativamente a
biomassa, matriz e a viabilidade do biofilme nas trés espécies testadas. Ao analisar a
morfologia das células na estrutura do biofilme pré-formado na Figura 11 é possivel
observar alteracdes celulares nas trés espécies testadas, em especial na espécie M.
velutinosus (Figura 11). Esses resultados demonstram um comprometimento na estrutura
do biofilme pré-formado de Mucorales com a auranofina. Tem sido descrito a atividade
anti-biofilme da auranofina frente a diversos microrganismos. Em bactérias a auranofina
apresentou alta capacidade de inibir o biofilme de bactérias clinicamente relevantes
incluindo Enterococcus, Bacteroides fragilis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis e Escherichia coli (Jang e Eom, 2019; Liu et al.,2021; Coscione et al., 2024).
Do ponto de vista fangico a auranofina apresentou atividade anti-biofilme contra
Candida, Aspergilus, Scedosporium e Lomentospora (Thangamani et al., 2017; Rollin-
Pinheiro, 2021; Felix et al., 2023; Chen et al., 2023). Além disso, também demonstrou
uma boa atividade contra biofilmes mistos como bacteriano e fingico em catéteres (She
et al., 2019; Felix et al., 2023). Felix e colaboradores relataram que cateteres revestidos
com auranofina apresentaram a capacidade de inibir biofilme misto de Candida albicans
e S. aureus em modelos in vitro e in vivo. Alem da auranofina diminuir a formacéo do
biofilme de Candida albicans e S. aureus em implante subcutdneo murino, também

diminuiu a infec¢do na corrente sanguinea ocasionada por catéteres (Felix et al., 2023).


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/bacteroides-fragilis
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O iodoquinol foi capaz de inibir o biofilme das espécies de R. oryzae e M.
velutinosus a partir da concentragdo do MIC (Figura 12). Ja o biofilme de
Cunninghamella sp. se mostrou mais resistente. A morfologia das células no biofilme
pré-formado tratadas com 2MIC de iodoquinol foi alterada nas trés espécies de Mucorales
testadas (Figura 13). As espécies de R. oryzae e Cunninghamella sp. tratadas com
iodoquinol demonstraram reducdo da biomassa fungica e alteracbes morfoldgicas como
hifas mais finas. M. velutinosus tratado com iodoquinol apresentou maior quantidade de
esporos com poucas formag6es de hifas. O potencial anti-biofilme do iodoquinol ja foi
descrita na literatura para as espécies de S. boydii, S. apiospermum, S. dehoogii S.
aurantiacum e L. prolificans, apresentando atividade moderada frente ao biofilme pré-
formado desses fungos (Rollin-Pinheiro, 2021). Além disso, em outro estudo com
Candida spp. a atividade anti-biofilme do iodoquinol também foi moderada (Wall,
Herrera e Lopez-Ribot, 2019).

De maneira geral, nossos resultados demonstraram que a auranofina apresenta
atividade anti-biofilme promissora para as espécies de Mucorales, A eficacia contra
biofilmes pré-formados torna esse farmaco promissor tanto para o tratamento de infec¢des
associadas a biofilmes quanto para revestimentos de catéteres. Os biofilmes pré-
formados, em geral, sdo mais resistentes em comparacdo com os biofilmes em formacao.
A auranofina apresentou resultados satisfatorios ao afetar o biofilme, enquanto a eficécia
do iodoquinol é variavel dependendo da espécie e/ou género fungico. O conhecimento
sobre a atividade anti-biofilme do iodoquinol na literatura ainda é limitado, sendo
necessario mais estudos, principalmente in vivo para avaliar a sua atividade. No entanto,
com resultados obtidos no nesse estudo, a auranofina e o iodoquinol sdo farmacos
promissores ndo apenas para inibir células planctdnicas, mas também biofilme de

espécies de Mucorales.

A fim de aprofundar a compreensdo dos mecanismos de a¢do dos farmacos
investigados, realizamos experimentos que permitiram avaliar alteracfes na
susceptibilidade fungica e alteracbes de pardmetros celulares. Concentracdes sub-
inibitdrias de auranofina foram capazes de aumentar moderadamente a susceptibilidade
de R. oryzae e M. velutinosus aos estressores de membrana NaCl e SDS. Esses resultados

demonstraram que a auranofina apresenta a capacidade de afetar lipidios essenciais que
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estdo presentes na membrana, afetando a sua integridade. Thangamani e colaboradores
relataram que a auranofina consegue inibir parcialmente a biossintese de lipidios de
espécies de S. aureus (Thangamani et al., 2016). No entanto, ao analisar marcadores
celulares, como Nile Red, somente a espécie R. oryzae teve diminui¢do no conteddo de
lipidios neutros, enquanto na espécie M. velutinosus, possivelmente a auranofina afeta a
integridade da membrana, mas ndo os lipidios neutros, ja que ndo houve diminui¢cdo no

conteddo desses lipideos nas células tratadas.

Analisando os efeitos da auranofina frente aos carboidratos da parede celular das
espécies testadas, percebe-se que a auranofina reduz o contetdo de quitina somente das
espécies de R. oryzae e M. velutinosus e o contetdo de manose apenas na espécie
Cunninghamella sp. Esse conjunto de evidéncias sugere que a auranofina possui a
capacidade de modificar componentes essenciais da parede celular fangica. Por ser
farmaco metalico, a auranofina pode afetar multiplos alvos presente em uma célula, os
quais reduzem a possibilidade do surgimento de resisténcia. Thangamani e colaboradores
ja haviam relatado que a auranofina apresenta atividade de amplo espectro em bactérias
e em fungos, afetando vias de biossintese de parede e membrana respectivamente
(Thangamani et al., 2016; Coscione et al., 2024).

A auranofina foi capaz de aumentar a susceptibilidade das trés espécies testadas a
menadiona, estressor oxidativo, corroborando com o mecanismo de acgdo primario da
auranofina em inibir a enzima tioredoxina redutases (TrxRs), o que leva as células
estarem mais suscetiveis aos estresses oxidativos. Essas enzimas estdo presentes em
microrganismos, incluindo espécies fungicas, as quais sao essenciais para sua viabilidade
(Coscione et al., 2024). Diversos estudos demonstraram que a auranofina apresenta
atividade sobre as enzimas TrxRs de diferentes microrganismos, incluindo Trichomonas
vaginalis e Aspergillus spp. (Hopper et al., 2016, Chen et al., 2023). Além disso, a TrxRs
mostrou ser essencial para a protecdo contra ROS em Saccharomyces spp. € em espécies
clinicamente relevantes como Cryptococcus spp. € Aspergillus spp. (Missal e Lodge,
2005; Chen et al., 2023), demonstrando que farmacos com alvos principalmente em
enzimas tiol redox sdo promissores para tratamento de infec¢Ges fungicas (Thon et al.,
2007; da Silva Dantas et al., 2010; May et al., 2018). Chen e colaboradores mostraram
que a auranofina apresentava capacidade de inibir a expressao e a atividade enzimatica

da TrxRs em espécies de Aspergillus spp., demonstrando que o mecanismo de agéo
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priméario também atua em células fungicas, principalmente em fungos filamentosos (Chen
et al., 2023). Além disso, ja foi relatado que a adicdo da menadiona aumenta a
susceptibilidade a auranofina em espécies de Scedosporium spp. e Lomentospora
prolificans (Yaakoub et al., 2021). Portanto nossos resultados demonstraram que a
auranofina apresenta como alvo, em espécies de Mucorales, importantes estruturas para

a célula fangica incluindo membrana, parede celular e enzimas essenciais como 0 TxRs.

O iodoquinol foi capaz de aumentar a susceptibilidade das espécies de R. oryzae
e M. velutinosus ao SDS e NaCl, sendo a espécie de R. oryzae a mais afetada. O
iodoquinol foi capaz de reduzir o conteldo lipidico das espécies de R. oryzae e M.
velutinosus. Essas observacdes demonstram que a membrana celular fangica de
Mucorales é um possivel alvo para o iodoguinol. Ha poucos relatos na literatura sobre as
alteracOes celulares causadas pelo iodoquinol. Espécies de Sporotrix spp tratadas com
iodoquinol apresentaram ruptura da membrana plasmatica e extravasamento do contetdo
intracelular (Borba-Santos e Rozental, 2020). Pippi e colaboradores mostraram resultados
sobre o mecanismo de acdo antifungica de derivados da 8-hidroxiquinolina frente as
espécies de Candida spp. e fungos dermatdfitos, O iodoquinol atua na parede celular de
espécies de Candida e inibe o crescimento de pseudohifas, enquanto outros derivados
(&cido 8-hidroxi-5-quinolinesulfonico e acido 8-hidroxi-7-iodo-5-quinolinesulfonico)
comprometem a integridade e a permeabilidade da membrana plasmatica fungica de
espécies de Candida spp. e dermatofitos (Pippi et al., 2019.). Isto demonstra que
derivados da 8-hidroxiquinolina, incluindo o iodoquinol podem apresentar diferentes
alvos fangicos, sugerindo que seus derivados apresentam um amplo espectro de agdo e
sdo candidatos promissores para 0 desenvolvimento de novos farmacos com propriedades

antifangicas. (Pippi et al. 2019).

A terapia combinada é uma estratégia interessante para evitar o aparecimento de
resisténcia e melhorar o tratamento de infec¢fes fungicas sistémicas. No presente estudo
foi analisada a eficacia da auranofina e do iodoquinol combinados com farmacos
convencionais para o tratamento de mucormicose como anfotericina B e posaconazol na
especie R. oryzae. A analise FICI revelou que as seguintes combinac@es, auranofina com
posaconazol e iodoquinol com anfotericina B foram aditivas contra a espécies de R.
oryzae, ndo apresentando efeito em outras combinagdes. O método de independéncia

Bliss € um célculo que avalia a probabilidade das interacdes do medicamento, o qual é
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um meétodo utilizado para definir se as interagcbes dos farmacos sdo sinérgicas ou
antagonicas (Rollin-Pinheiro, 2021), e por esse método de anélise os dados revelaram que
a auranofina apresenta efeito sinérgico com o posaconazol e efeito antagbnico com a
anfotericina B, enquanto o iodoquinol apresenta sinergismo com a anfotericina B e
antagonismo com 0 posaconazol. Esses dados sugerem que a definicdo de sinergia é
controversa e pode variar de acordo com a metodologia utilizada, sendo necessario mais
estudos para esclarecer as interacdes entre a auranofina e iodoquinol com agentes

antifangicos atualmente utilizados na clinica.
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8. CONCLUSAO.

Com base nos resultados obtidos, é possivel concluir que a Auranofina e o
iodoquinol, apresentam atividade antifingica promissora contra as trés espécies testadas
em células platonicas e biofilme, além disso pode concluir que a Auranofina e o
iodoquinol apresenta diversas moléculas alvos, incluindo agucares presente na parede e
lipidios, demonstrando uma atividade de amplo espectro. Foi analisada o efeito
combinatério da auranofina e do iodoquinol combinados com farmacos que ja sdo
utilizados na clinica como a anfotericina B e o posaconazol. Foi demonstrado que
auranofina combinado com o posaconazol e o iodoquinol combinado com anfotericina B

apresentaram maior atividade antifungica em relacdo aos farmacos sozinhos.
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