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RESUMO

Do cultivo a novas estratégias terapéuticas: otimizacdo estatistica dos
meios de cultura e da susceptibilide ©~ associados a busca de novas
moléculas e combinagdes no combate a micoses pulmonares

As micoses pulmonares apresentam sintomas inespecificos ou sao até
mesmo assintomaticas, 0 que impacta no diagnOstico precoce e
consequentemente no inicio da terapia para um bom progndstico. Pacientes
imunodeprimidos sdo os mais acometidos, nesses individuos as taxas de
letalidade s&o altas e o tratamento é prolongado. Aspergillus e Cryptococcus
estdo entre os géneros mais isolados em infec¢des pulmonares. Poucas op¢des
terapéuticas estdo disponiveis para Cryptococcus spp., € casos crescentes de
resisténcia sdo observados para Aspergillus spp. mostrando a necessidade da
busca por novas alternativas terapéuticas. E importante ressaltar que a taxa de
crescimento e outras caracteristicas de crescimento podem variar amplamente
entre diferentes espécies de leveduras, incluindo as do género Cryptococcus e
Candida. Essas diferencas podem ter implica¢gBes significativas na deteccao e
tratamento de infec¢des fungicas. Esse fato impacta diretamente nos métodos
de avaliacdo de suscetibilidade, crescimento em meios sélidos, entre outras
metodologias, sendo necessario a busca pelo pleno crescimento durante
ensaios biolégicos. Como novas alternativas terapéuticas, esse trabalho avaliou
o desempenho de derivados quinolinicos sobre espécies de Aspergillus e
Cryptococcus. Para Cryptococcus, os derivados mostraram uma 6tima atividade,
com concentracoes inibitérias minimas (CIM) de < 2 yg/mL, entre eles, os mais
ativos foram clioquinol (CQ) e PH153. Os mecanismos de acao revelam que
estes compostos ndo se ligam ao ergosterol presente na membrana celular
fungica. Entretanto, a presenca de 0,8 M de sorbitol influenciou na atividade dos
compostos, que por terem caracteristicas quelantes de metais podem estar
retardando o desbalanco osmatico da célula. Em consequéncia a esse provavel
mecanismo também foi observada a inibicdo da sintese de melanina,
dependente de metais e um importante fator de viruléncia. Os testes de curvas
de morte, bem como a concentracdo fungicida minima (CFM) corroboram o
provavel mecanismo de acdo, uma vez que seu comportamento € fungistatico,
ocorrendo a morte das leveduras por inanigdo. No caso de Aspergillus spp. os
derivados também apresentaram atividade, porém a melhor CIM foi obtida com
o0 CQ. Combinacbes binarias e ternarias foram realizadas utilizando CQ,
anfotericina B (AFB) e itraconazol (ITZ). Misturas de farmacos que apresentaram



sinergismo significativo, como a combinac¢ao de CQ+ITZ e AFB+ITZ, permitiram
reduzir as concentracdes necessarias em mais de seis vezes em relacdo as CIM
dos farmacos quando usados individualmente. Combinacdes também foram
exploradas para espécies de Cryptococcus utilizando CQ, AFB, fluconazol (FLZ)
e 8-hidroxiquinolina (8HQ). A combinacdo que obteve o melhor sinergismo foi
observada entre FLZ na presenca de CQ ou 8HQ, resultando um escore de
sinergismo trés vezes superior aos encontrado para FLZ+AFB, utilizados no
tratamento da criptococose com doses diarias de 400-800 mg e 0,5-1 mg/kg,
respectivamente, por dia. A concentragdo de FLZ foi reduzida de
aproximadamente 4 ug/mL (50% de inibicdo) para 0,125 ug/mL na presenca de
CQ, inibindo mais de 90% do crescimento fungico. Além disso, a combinacao de
FLZ+CQ inibiu a producdo de melanina, ndo apresentou toxicidade aguda em
modelo in vivo alternativo utilizando larvas de Tenebrio molitor, e auséncia de
irritabilidade nas concentracdes testadas constatada através da metodologia de
HET-CAM (membrana corioalantéica embrionaria de ovos de galinhas). As
combinacdes realizadas, bem como o uso dos derivados sozinhos apresentaram
boas estratégias terapéuticas a serem exploradas para o tratamento da
aspergilose e criptococose. Embora Aspergillus apresente uma condicao de
crescimento abundante e relativamente rapido, Cryptococcus por ser uma
levedura apresenta um crescimento sub-6timo. O estudo realizado através da
comparacao de métodos de fabricacdo do meio de cultivo sélido &gar sabouraud
dextrose (ASD) mostra que a autoclavagem influencia diretamente no
crescimento de Cryptococcus em ASD. O tempo prolongado de exposi¢éo a altas
temperaturas de ASD provoca a degradacao de nutrientes, bem como o acumulo
de produtos dessa degradacdo podem exercer um efeito antimicrobiano. Em
meio de cultivo liquido, Cryptococcus apresentou melhor crescimento em meio
RPMI na presenca de 0,0330 M de MOPS, pH 5,5, 2% de glicose e inGculo de
aproximadamente 8 x 10* permitindo também a melhor determinacéo das CIMs
para AFB e FLZ. As modificacfes estudadas neste meio de cultivo representam
uma alternativa interessante para a melhor determinagcdo das CIMs e,
consequentemente, a geracdo de pontos de corte clinico para outros
antifangicos.

Palavras-chave: Cryptococcus spp., Asperqillus spp., Combinacéo, Derivados
Quinolinicos, Antifungicos, Suscetibilidade, crescimento fungico.



ABSTRACT

From cultivation to new therapeutic strategies: Statistical optimization of
culture media and susceptibility associated with the search for new
molecules and combinations to combat pulmonary mycoses

Pulmonary mycoses have nonspecific symptoms or are even asymptomatic,
which impacts early diagnosis and consequently initiation of therapy for a good
prognosis. Immunosuppressed patients are the most affected, in these
individuals the mortality rates are high and the treatment is
prolonged. Aspergillus and Cryptococcus are among the most isolated genera in
pulmonary infections. Few  therapeutic  options are  available
for Cryptococcus spp., and increasing cases of resistance are observed for
Aspergillus spp. showing the need to search for new therapeutic alternatives.
Importantly, growth rate and other growth characteristics can vary widely
between different yeast species, including those of
the Cryptococcus and Candida genera. These differences can have significant
implications for the detection and treatment of fungal infections. This fact has a
direct impact on the methods of evaluating susceptibility, and growth in solid
media, among other methodologies, requiring the search for full growth during
biological assays. As new therapeutic alternatives, this work evaluated the
performance of quinolinic derivatives on Aspergillus and Cryptococcus species.
For Cryptococcus spp., the derivatives showed excellent activity, with minimum
inhibitory concentrations (MIC) of < 2 ug.mL"1, among them, the most active were
clioquinol (CQ) and PH153. The mechanisms of action reveal that these
compounds do not bind to the ergosterol present in the fungal cell membrane.
However, the presence of 0.8 M of sorbitol influenced the activity of the
compounds, which, due to their metal chelating characteristics, may be delaying
the osmotic imbalance of the cell. As a result of this probable mechanism,
inhibition of melanin synthesis, which is metal-dependent and an important
virulence factor, was also observed. The death curve tests, as well as the
minimum fungicidal concentration (MFC), corroborate the probable mechanism
of action, since its behavior is fungistatic, with the death of yeasts due to
starvation. In the case of Aspergillus spp. derivatives also showed activity, but
the best MIC was obtained with CQ. Binary and ternary combinations were

performed using CQ, amphotericin B (AMB), and itraconazole (ITZ). Mixtures of



drugs that showed significant synergism, such as the combination of CQ+ITZ and
AMB+ITZ, allowed for a reduction of the necessary concentrations by more than
six-times concerning the MIC of the drugs when used individually. Combinations
were also explored for Cryptococcus species using CQ, AMB, fluconazole (FLZ),
and 8-hydroxyquinoline (8HQ). The combination that obtained the best synergism
was observed between FLZ in the presence of CQ or 8HQ, resulting in a
synergism score three times higher than those found for FLZ+AMB, used in the
treatment of cryptococcosis with daily doses of 400-800 mg and 0.5 -1 mg/kg,
respectively, per day. FLZ concentration was reduced from approximately 4
pg.mLt (50% inhibition) to 0.125 pg.mL in the presence of CQ, inhibiting more
than 90% of fungal growth. In addition, the combination of FLZ+CQ inhibited
melanin production, did not show acute toxicity in an alternative in vivo model
using Tenebrio molitor larvae, and lack of irritability at the tested concentrations
verified through the methodology of HET-CAM (embryonic chorioallantoic
membrane of chicken eggs). The combinations performed, as well as the use of
the derivatives alone, presented good therapeutic strategies to be explored for
the treatment of aspergillosis and cryptococcosis. Although Aspergillus spp.
presents an abundant and relatively fast growth condition, Cryptococcus spp.,
being a yeast, presents a sub-optimal growth. The study carried out through the
comparison of manufacturing methods of solid culture medium Sabouraud
dextrose agar (SDA) shows that autoclaving directly influences the growth
of Cryptococcus in SDA. The prolonged time of exposure to high temperatures of
SDA causes the degradation of nutrients, as well as the accumulation of products
of this degradation that can exert an antimicrobial effect. In liquid culture
medium, Cryptococcus grew better in RPMI medium in the presence of 0.0330 M
MOPS, pH 5.5, 2% glucose, and approximately 8 x 10 inoculum, also allowing
better determination of MICs for AMB and FLZ. The modifications studied in this
culture medium represent an interesting alternative for better determination of
MICs and, consequently, the generation of clinical cutoff points for other

antifungals.

Keywords: Cryptococcus spp., Aspergillus spp., Combination, Quinoline
Derivatives, Antifungals, Susceptibility, Fungal Growth.



APRESENTACAO

De acordo com as normas vigentes no Regimento Interno do Programa
de Pos-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas (PPGCF), a presente tese de

doutorado segue a seguinte a sequéncia:

1) Introducéo e relevancia do tema
2) Obijetivos

3) Revisao bibliografica

4) Capitulos (I a V) - Manuscritos
5) Discussao geral

6) Conclusdes e perspectivas

7) Referéncias Bibliograficas

Os topicos 1, 2, 3, 4, 6, e 7 foram formatados conforme os padrdes
técnicos estabelecidos pela Associagao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT),
através das NBR 6023/2002; NBR 10520/2002 e NBR 14724/2011. Os capitulos
referentes aos manuscritos (publicados, submetidos e a serem
submetidos) foram formatados especificamente conforme as regras dos

periddicos selecionados e mencionados na apresentacdo de cada capitulo.
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InfeccBes fungicas pulmonares podem ser causadas por virus, bactérias
e algumas vezes por fungos. Embora as infec¢des pulmonares flngicas sejam
menos frequentes do que as bacterianas e virais, 0 seu impacto é significativo
devido as altas taxas de mortalidade, bem como diagnéstico e tratamento
desafiadores (JOSE; BROWN, 2016). As modificaces epidemiolégicas e o
crescente niumero de pacientes imunocomprometidos tornam essas infec¢oes
um problema de saude publica. Embora a epidemiologia das infec¢des fungicas
pulmonares seja variavel de acordo com a sua distribuicdo mundial, fungos
oportunistas como Aspergillus spp., Candida spp., Cryptococcus spp.,
Pneumocystis spp., e outros fungos endémicos, sdo as principais fontes desta
patologia em humanos (LI et al., 2019; LI; LU; MENG, 2019).

O género Aspergillus é o mais isolado em grande parte dos estudos ao
redor do mundo, e a forma comumente desenvolvida é a aspergilose
broncopulmonar alérgica. Os sintomas da aspergilose pulmonar sédo insidiosos
e inespecificos, e quando ocorrem ja indicam um estagio avancado da doenca.
Aspergillus spp. provoca a invasao tecidual, que pode ser observada em
tomografia computadorizada de térax; testes sorolégicos também podem ser
realizados para a confirmacao da infeccao, bem como exames histopatolégicos
e cultura de lavado broncoalveolar (SHERIF & SEGAL, 2010). Embora haja
opcOes para o tratamento das aspergilose pulmonar (triazéis, equinocandinas,
polienos), crescentes casos de resisténcia tém sido relatados (MEIJER et al.
2020; CHOWDHARY et al., 2017; JIMENEZ-ORTIGOSA et al., 2017).

Estudos indicam que devido a sua ampla distribuicdo ambiental, as
células de Aspergillus spp. encontram-se rotineiramente em contato com
fungicidas em lavouras das mais distintas cultivares, sendo que estes fungicidas
possuem mecanismos de acdo muito similares aos antifungicos utilizados no
tratamento destas infec¢bes. Logo, essa pressao seletiva ambiental faz com que
estas células se adaptem a ac&o dos fungicidas e essa pré-exposi¢cao ocasiona
a designada resisténcia cruzada (FRAAIJE et al. 2020; BERGER et al., 2017).

Alguns fatores predisponentes agravam esta infe¢cdo, um deles sdo as
cicatrizes ocasionadas pela infeccdo prévia a Mycobacterium tuberculosis em
pacientes recuperados. Essas cicatrizes s&do locais Otimos para o

desenvolvimento de aspergiloma, uma formacdo massiva de hifas de Aspergillus
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Spp. que ocupam esse espaco deixado pelas cicatrizes, o que torna essa forma
de infec¢é@o praticamente incuravel e uma das Unicas alternativas é a remogao
cirdrgica da lesdo massiva, acompanhada da terapia antifungica para evitar que
a infeccao continue e se restabeleca (KOUSHA; TADI; SOUBANI et al., 2011).

J& a criptococose, embora tenha o inicio do seu processo infeccioso no
tecido pulmonar, a disseminacao através dos tecidos permite que este atinja o
sistema nervoso central (SNC), pelo qual possui tropismo. Assim como
Aspergillus spp., a sua infeccao € caracterizada pela inalacdo de esporos ou
leveduras dissecadas presentes no ambiente. Entretanto, as células inaladas,
guando néo depuradas pelo sistema imune, permanecem dormentes e podem a
desencadear a infec¢do assim que ocorra um quadro de imunossupressao do
hospedeiro (MAZIARZ; PERFECT, 2016).

A causa mais grave da doenca e com maior taxa de mortalidade é a
meningite criptococica. A sobrevivéncia e disseminacao das células através dos
tecidos pode ocorrer por diversas maneiras que incluem a formacao de células
gigantes, a modulacdo da resposta do sistema imunolégico e o0 uso de
macréfagos como “cavalo de Troia”. Além disso, Cryptococcus spp. conta com
diversos fatores de viruléncia como espessamento da capsula polissacaridica, a
producdo de melanina, a producdo de urease e formacdo de biofilme, que

impactam sobre o tratamento da infeccdo (COELHO et al., 2014).

As opcoes terapéuticas, diferente de Aspergillus spp., s&o muito limitadas.
Apenas trés farmacos sédo utilizados hoje no tratamento da criptococose, sendo
estes anfotericina B, fluconazol e flucitosina. Entretanto, a flucitosina ndo esta
disponivel para a comercializagcdo em todos o0s paises, como € o caso do Brasil.
Além disso, a monoterapia com fluconazol ou flucitosina sao evitados devido a
selecdo e ao rapido desenvolvimento de cepas resistentes. Dessa forma, a
associacdo entre anfotericina B e fluconazol ou flucitosina é empenhada
principalmente em casos de meningite criptocécica. Os demais antifungicos
apresentam problemas como a resisténcia intrinseca, baixa permeabilidade da
membrana hematoencefalica e toxicidade (MOURAD; PERFECT, 2018; IYER et

al., 2021).
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Outro fator que influencia negativamente o tratamento das infeccdes por
Cryptococcus spp. € a auséncia de pontos de corte, onde apenas a anfotericina
B esta disponivel no documento de pontos de corte clinicos da EUCAST. Esse
fato ocorre devido a dificuldade na padronizacéo dos testes de suscetibilidade e
obtencdo das concentracdes inibitérias minimas (CIMs) tendo em vista as
caracteristicas de crescimento lento de Cryptococcus spp.. Logo, o estudo das
melhores condi¢cdes de crescimento para a obtencdo de CIMs fidedignas e
reprodutiveis é essencial ndo somente para a determinacéo de pontos de corte,

mas também para a pesquisa de novas moléculas e estratégias terapéuticas.

Dessa forma, o presente trabalho aborda a necessidade do estudo de
meios de cultivo e melhoria dos testes de suscetibilidade para que proporcionem
um crescimento vigoroso de Cryptococcus spp. sendo possivel a melhor
avaliagdo e identificacdo de novas moléculas e alternativas terapéuticas. O
género Cryptococcus spp. também foi estudado sobre a atividade de derivados
de 8-hidroxiquinolina, provaveis mecanismos de acao, toxicidade e a associacao
deste a antifungicos comerciais. Assim como Cryptococcus spp., e tao
importante patégeno pulmonar quanto, Aspergillus fumigatus foi estudado frente
a derivados de 8-hidroxiquinolina e sua associacdo a antifingicos comerciais.
Este estudo traz como abordagem novas estratégias terapéuticas no combate a
dois dos principais agentes de infec¢cdes pulmonares fungicas, Aspergillus spp.

e Cryptococcus spp..
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Tendo em vista a problematica envolvida na caréncia de novos
antifangicos, o crescente numero de individuos imunossuprimidos e casos de
infecgbes fungicas resistentes, este trabalho tem como objetivo o estudo de
derivados de 8HQ como potencial antifungico frente aos fungos patogénicos
pulmonares Aspergillus spp. e Cryptococcus spp., e associagdes, bem como
otimizar os meios de cultivo sélido e liquido na melhor deteccdo de atividade
para Cryptococcus spp.. A partir desta proposta geral, os objetivos especificos

consistem em:

1. Otimizar o crescimento de Cryptococcus spp. em meio de cultivo sélido
através da modificacdo da forma de fabricacdo do meio de cultivo
(Capitulo I).

2. Otimizar o crescimento de Cryptococcus spp. em teste de suscetibilidade
para a melhor obtencdo de CIMs através de fatoriais completos 22 e 23
(Capitulo 11).

3. Avaliar a atividade de derivados de 8HQ sobre espécies de Cryptococcus
neoformans e C. gattii, possiveis mecanismos de acdo, inibicdo de fatores
de viruléncia e perfil cinético de acéo (Capitulo 111).

4. Avaliar a associacdo de derivados de 8HQ a antifungicos comerciais
como estratégias terapéuticas com potencial sinérgico (Capitulo V).

5. Estimar a atividade antifungica de derivados de 8HQ sobre espécies de
Aspergillus bem como associacfes triplas a antifingicos comerciais
(Capitulo V).






REVISAO TEORICA GERAL
|
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Epidemiologia e distribuicdo das micoses pulmonares

As infeccbes pulmonares invasivas oportunistas sdo de forma geral
associadas a altas taxas de mortalidade, uma vez que sao tipicamente relatadas
em pacientes imunossuprimidos, como transplantados, pacientes com HIV e em
tratamento quimioterapico devido a doengas oncoldgicas. Logo, 0 aumento no
namero de individuos imunossuprimidos culmina no aumento de micoses

pulmonares.

No Brasil, um estudo envolvendo a andlise de autopsias realizadas entre
0s anos de 2000 e 2015 mostra que a principal comorbidade relacionada as
infeccdes fungicas € a SIDA (29%), seguida de cancer (22%) (DANTAS et al.,
2021). Os principais agentes envolvidos foram Pneumocystis spp., Cryptococcus
spp. e Histoplasma spp. para SIDA, e Aspergillus spp. e Candida spp. para a
comorbidade cancer. Além disso, o pulméo foi o érgdo mais afetado entre as
autopsias com infec¢cdes fangicas identificadas, sendo a prevaléncia de
Aspergillus spp., Candida spp., Pneumocystis spp. e Cryptococcus spp.
relatadas (DANTAS et al.,, 2021). Mudancas epidemiolégicas também foram
vistas de acordo com as décadas mostrando a diminuicdo de infeccbes por
fungos endémicos e aumento de fungos oportunistas, indicando a influéncia do

processo de urbanizacéo e avancos na medicina (DANTAS et al., 2021).

Um estudo realizado no Ira avaliou a distribuicdo das infec¢des flngicas
em pacientes sintomaticos hospitalizados em unidade de pneumologia entre os
anos de 2017 e 2019. Os dados revelam que Candida albicans foi 0 agente mais
isolado, e apenas 3,65% corresponde ao género Aspergillus spp. (RAFAT et al.,
2020). J&4 um estudo observacional conduzido entre 2013 e 2019 na China
acerca dos padrdes das infec¢des pulmonares fungicas mostrou que 0s géneros
mais isolados foram Aspergillus spp., Cryptococcus spp. e Talaromyces spp. (LI
et al., 2021).

Nos Estados Unidos uma andlise retrospectiva de base de dados foi
realizada durante o ano de 2018 para identificar a prevaléncia de infeccbes
pulmonares fangicas em pacientes hospitalizados diagnosticados com leucemia
aguda ou linfoma agressivo. Esses dados mostram a prevaléncia de aspergilose

(80% dos casos), seguida por candidiase, mucormicose e criptococose (AYUK
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et al., 2021). Embora variacdes na distribuicdo de espécies e géneros isolados
nas infecgbes pulmonares sejam encontradas de acordo com a localizagdo
geografica, comorbidades, idade dos pacientes, os fungos de maior frequéncia
apresentados pelos estudos epidemiolédgicos acerca das infeccbes pulmonares

sao Aspergillus spp., Candida spp. e Cryptococcus spp..

Recentemente relatos de caso tém apresentado aspergilose pulmonar
associada a pacientes com COVID-19 (aspergilose pulmonar associada a
COVID-19 - CAPA), bem como ja havia sido associada a infeccfes por influenza.
Essas coinfec¢des pioram o curso da doencga acarretando no aumento das taxas
de mortalidade que normalmente j4 sdo elevadas (KOEHLER et al.,, 2021;
VERWELJ] et al., 2020). Assim como a aspergilose, a infec¢ao por Cryptococcus
spp. associada a COVID-19 (CACI) também tem sido relatada, culminando na
morte do paciente na maioria dos casos (GIL et al., 2021; ALEGRE-GONZALEZ
et al., 2021; THYAGARAJAN et al., 2021; REGALLA et al., 2022; SHARMA et
al., 2022).

Uma hipotese que explica a coinfec¢cao de Cryptococcus spp. e o0 virus da
sindrome respiratoria aguda grave coronavirus 2 (SARS-CoV-2) em pacientes
HIV-negativos € a presenca de esporos em estagio latente no pulméo destes
pacientes, tornando-se ativos por uma possivel supressao do sistema imune a
administragao de corticosteroides durante o manejo da infec¢ao por SARS-CoV-
2 (BEARDSLEY, et al., 2016; GIL, et al., 2021; KHATIB et al. 2020). Dessa forma,
a micologia médica mostra a importancia do diagnéstico correto e terapia
adequada no desfecho clinico, bem como a vigilancia epidemiolégica que por

muitas vezes acaba sendo negligenciada.

Agente etioldgico Cryptococcus, distribui¢cdo, formas de infeccéo e

fatores de viruléncia

Segundo estudos epidemioldgicos realizados em um hospital universitario
brasileiro, 85% dos pacientes acometidos pela criptococose sé&o
imunocomprometidos, sendo meningoencefalite a manifestagdo clinica mais
comum (AGUIAR et al.,, 2017). Os complexos de espécies Cryptococcus

neoformans e C. gattii, sdo os mais isolados nos casos de criptococose (AGUIAR
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et al., 2017; NASCIMENTO et al., 2021). A Africa do Sul é considerada uma
regido endémica e apresenta o maior numero de casos comparada aos demais
continentes (GOVENDER et al., 2019).

Um estudo epidemiolégico retrospectivo realizado no Hospital
Universitario de Ribeirdo Preto coletou dados de pacientes que receberam
assisténcia médica entre os anos de 2000 e 2016, ndo infectados pelo HIV, e os
complexos de espécies isolados. 66,7% amostras foram identificadas como
complexo C. neoformans (sendo 100% identificados como gendtipo VNI, C.
neoformans) e 33,3% ao C. gattii (86% gendtipo VGII, C. deuterogattii, e 17%
VGI, C. gattii). Destes 36 pacientes, 72,3% apresentavam comorbidades e
27,7% eram imunocompetentes aparentemente saudaveis (NASCIMENTO et al.,
2021). Outro estudo de coorte retrospectivo avaliou pacientes diagnosticados
com criptococose por cultura positiva entre 1995 e 2013 de 5 centros na América
do Norte e Australia, mostrando que 63,8% dos isolados pertencem ao complexo
C. neoformans e 36,2 ao complexo C. gattii. Os sitios de infeccdo mais
acometidos foram SNC, pulméo e corrente sanguinea, sendo o pulméo mais
afetados pelas espécies de C. gattii em comparacao a C. neoformans (60,7% e
32,1%, respectivamente) (BADDLEY et al., 2021).

Um fator que auxilia na disseminacao das espécies de Cryptococcus é o
turismo e apresenta um papel importante na sua epidemiologia. Locais até entao
nao acessados por humanos e que passam a ser visitados e pode resultar na
dispersdo de espécies para demais localidades (LINDBERG et al., 2017). As
espécies estdo presentes dentro de complexos, onde C. neoformans inclui
quatro gendtipos que correspondem a VNI e VNII (var. grubii, sorotipo A), VNIII
(sorotipo hibrido AD), VNIV (var. neoformans, sorotipo D), e quatro gendtipos de
C. gattii: VGI, VGII (sorotipos B), VGIIl e VGIV (sorotipos C) (HAGEN et al.,
2015).

Alem das diferencas genotipicas, C. neoformans e C. gatti sao
encontrados em nichos ecoldgicos distintos, como por exemplo, C. neoformans
€ comumente encontrado em excrementos de pombos e mundialmente
distribuido, entretanto C. gatti ¢é encontrado em plantas altas
(predominantemente isolados em eucaliptos) em regides de climas subtropicais,

tropicais e temperadas (OLIVEIRA et al.,, 2021). Em termos epidemiologicos
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também sdo encontradas distingdes entre as espécies, tendo em vista que C.
neoformans € comumente associado a infeccbes (meningoencefalites) em
paciente imunocomprometidos infectados pelo HIV e C. gattii tem maior
incidéncia (infeccdo pulmonar) em pacientes imunocompetentes (HURTADO et
al.,, 2019). Outra importante diferenca entre as espécies ocorre a nivel
bioquimico, sendo C. gattii capaz de utilizar a glicina como fontes de carbono,
nitrogénio e é resistente a L-canavanina, enquanto C. neoformans utiliza glicina
apenas como fonte de nitrogénio e é sensivel a L-canavanina (CHANG et al.,
2015).

A apresentacdo da doenca ocorre desde lesbes pulmonares
assintoméaticas até infeccbes disseminadas. A principal via de infeccdo de
Cryptococcus spp. ocorre pela inalagdo de esporos ou leveduras dissecadas
presentes no ambiente. Em individuos imunossuprimidos, Cryptococcus spp.
inicia 0 processo infeccioso nos pulmdes ocasionando pneumonia. Em
individuos imunocompetentes, essas células fangicas sdo depuradas pelo
sistema de defesa do hospedeiro, ou podem estabelecer uma infeccéo
assintomatica latente que raramente progride a patologia (COELHO et al., 2014).
Suspeita-se que ocorra um primeiro contato com o patégeno ocorra na primeira
infancia, quando criancas estdo em contato com ambientes contaminados (ao
brincarem ou durante os primeiros passos), onde essas células permanecem
dormentes nos tecidos pulmonares durante anos de vida, ou uma pequena
reacao similar a virose tenha ocorrido e passado despercebida (GOLDMAN et
al., 2001). Quando algum evento significativo ocasiona a supressao do sistema
imunologico, essas células dormentes/em baixa atividade metabdlica sdo
reativadas, se proliferam, e infectam os demais tecidos, atingindo a corrente

sanguinea e consequentemente o SNC (ALANIO, 2020).

Cryptococcus spp. € considerado um patégeno que possui tropismo pelo
SNC, entretanto a elucidacdo completa desse trajeto de migracédo pulméo-SNC
ainda permanece pouco esclarecida devido a lacunas no entendimento da sua
disseminagéo a partir do sitio priméario de infeccéo até o SNC (VU et al., 2013).
Entretanto ha trés formas amplamente descritas na literatura sobre a invasao do
SNC pelas leveduras. A primeira forma de entrada de Cryptococcus spp. pode

ocorrer pela permeacdo forcada das células fungicas atraveés das juncdes
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celulares do tecido endotelial (DENHAM & BROWN, 2018). Esse processo é
conhecido como paracitose, onde proteases como Mprl auxiliam na promogéo
da migracao transendotelial, bem como a secrecdo da enzima urease que por
sua vez enfraquece a area de acdo sobre a parede do vaso favorecendo o
acesso das células fungicas (SANTIAGO-TIRADO et al., 2017; OKURUT et al.,
2020). A segunda via de penetracdo € a transcitose, onde Cryptococcus spp.
liga-se a proteina CD44 de células endoteliais microvasculares do cérebro
humano através da proteina C quinase. Essa ligacéo possibilita o engolfamento
da célula fungica (JONG et al., 2008). E como terceira via, é conjecturada a
entrada de Cryptococcus spp. através da barreira hematoencefalica no interior
de macrofagos, sendo este mecanismo também conhecido como “cavalo de
Troia” (SANTIAGO-TIRADO et al., 2017).

O género Cryptococcus também possui a capacidade de infectar varias
espécies animais além de humanos (DANESI et al., 2021). Cryptococcus spp.
tem sido relatado no interior de microrganismos predadores de vida livre tais
como amebas, onde as células sobreviventes mostram que essa associacao
favorece adaptacfes fenotipicas e genéticas, permitindo a expresséao de fatores
de viruléncia (FU et al.,, 2021). A sobrevivéncia de Cryptococcus spp. a
fagocitose de amebas € uma hipétese de sua evolucédo na capacidade de se
replicar no interior de células fagocitarias de vertebrados e 0 sucesso no
estabelecimento da infeccdo em humanos e animais (STEENBERGEN et al.,
2001).

Os fatores de viruléncia expressos por Cryptococcus spp. Sséo
substanciais a sua patogenia. A capsula polissacaridica presente neste
microrganismo  é  primariamente  constituida  por  polissacarideos
glucuronoxilomanana, galactoxilomanana e uma menor por¢cdo de
manoproteinas. Essa capsula é responsavel por proteger as células de
desidratacdo, bem como demonstra propriedades antifagociticas que
consequentemente reduzem a producdo de células T e processos de
apresentacao de antigenos aos macrofagos (MONARI et al., 2006). Entretanto,
no inicio da infeccéo Cryptococcus spp. utiliza a fagocitose para a sua replicacao
no interior das células, logo, opsoninas e interacéo das fibras polissacaridicas

aos receptores fagocitarios viabilizam seu desenvolvimento. Dessa forma, os
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efeitos imunomoduladores favorecem a sua evaséao ao sistema imune (MONARI
et al., 2006; ZARAGOZA et al., 2009).

Outra importante mudanga morfolégica realizada sédo as células “titas”, ou
células gigantes, que possuem diametros superiores a 12 um (ndo contando a
capsula) com elevado contetido de quitina, resistentes a acao de macrofagos e
as microceélulas com diametros entre 2 e 4 um, aparentemente adaptadas para
a sobrevivéncia no interior de macréfagos apresentando-se de forma
relativamente inativa metabolicamente, favorecendo a permanéncia destas

células em estagios latentes da infecgdo (ALANIO et al., 2015).

Cryptococcus spp. possui um importante complexo fotorreceptor Bwcl-
Bwc2, responsavel por controlar a resposta fungica a luz. Na auséncia de luz,
Bwcl e Bwc2 ligam-se ao DNA suprimindo os genes envolvidos na filamentagéo.
Ja na presenca de luz, essa inibicdo é revertida possibilitando a sua filamentacéo
e regulacdo das vias de resisténcia aos raios ultravioleta, como por exemplo a
producdo de melanina. Esse mecanismo permite as células de Cryptococcus
spp. a deteccao da auséncia de luz na infec¢cao ao hospedeiro, impedindo o seu
crescimento na forma de filamentos, o que tornaram a resposta imune do
hospedeiro mais potente facilitando a depuracéo das células fungicas (MAY et
al., 2016).

A producdo de melanina também possui funcéo de protecdo das células
de oxidantes liberados pelas células do hospedeiro na conten¢éo da infeccéo.
Cryptococcus spp. produz a eumelanina, oligbmeros ou polimeros de
catecolaminas ciclizadas produzidos na presenca de substratos como 3,4-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA) e outros compostos di/polifendlicos, e
transportada em pequenas vesiculas chamadas melanossomas que sé&o
transportadas e depositadas dentro da parede celular (EISENMAN et al., 2009).
A melanina é caracterizada por uma coloragdo marrom escura, sendo insolluveis
a maioria dos solventes. Quando presentes no ambiente, a melanina contida nas
células de Cryptococcus spp. protegem sua estrutura da radiacdo UV,

dessecacao e predagao por outros microrganismos (BAKER et al., 2022).

Quando esta presente em hospedeiros mamiferos, a melanina induz a

alteracdo da producado de citocinas, confere protecdo as espécies reativas de
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oxigénio e reduz a fagocitose (WANG & CASADEVALL, 1994; JACOBSON &
TINNELL, 1993; MEDNICK et al., 2005; TAJIMA et al., 2019). Ha relatos na
literatura mostrando que a melanina também pode exercer efeito protetor a agdo
de agentes antifungicos como anfotericina B (IKEDA et al., 2013; VAN DUIN et
al., 2002) e caspofungina (VAN DUIN et al., 2002) reduzindo a atividade
antifangica. Além disso, o SNC apresenta uma variedade de catecolaminas
(dopamina, epinefrina e norepinefrina) que podem ser utilizadas como
precursores na producdo de melanina por Cryptococcus spp. (BAKER et al.,
2022).

Além da melanina, Cryptococcus spp. produz diversas enzimas de
degradacédo, entre elas estdo a fosfolipase B1 (Plbl) e urease, amplamente
estudadas como importantes e determinantes mecanismos de viruléncia
envolvidos na patogenicidade deste microrganismo (ALMEIDA et al., 2015). A
Plbl é transportada para a superficie celular através de vesiculas e permite o
aumento da adesdo das células criptocdcica as células epiteliais pulmonares,
essencial ao inicio da infeccdo pulmonar. Essa enzima também é responsavel
por romper as ligacdes éster dos fosfolipidios presentes na membrana das
células hospedeiras permitindo assim a sua penetracdo (EVANS et al., 2015).
Plbl permite que as células de Cryptococcus spp. sobrevivam no interior de
macrofagos, uma vez que Plbl é necesséria a liberacdo de acido araquiddnico
através dos fosfolipidios para a producdo de eicosanoides criptococicos
envolvidos na regulacéo negativa das funcdes de macréfagos durante a infeccéo
pulmonar (NOVERR et al.,, 2003). Esse processo € chave para a possivel

disseminacgéo de Cryptococcus spp. para o SNC.

A atividade da urease € um dos principais fatores de viruléncia de
Cryptococcus spp., desempenha um papel importante na sua capacidade de
atravessar a barreira hematoencefalica. A urease é uma enzima extracelular que
catalisa a hidrolise da ureia em dioxido de carbono e aménia (ALMEIDA et al.,
2015; COX et al.,, 2000). A atividade ureolitica aumenta a invasdo de C.
neoformans no sistema nervoso central, promovendo o sequestro de leveduras
dentro dos leitos microcapilares da barreira hematoencefalica (OLSZEWSKI et
al., 2004). Um estudo demonstrou que a urease perturba o ajuste interno do

fagossoma de mamiferos elevando o pH, promovendo assim uma exocitose nao
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litica, atraso na replicacdo intracelular e reducdo os danos a membrana
fagolisossomal. Dessa forma, esse cenario pode auxiliar a disseminagdo das
células fungicas transportadas no interior de macrofagos (FU et al., 2018).

Diagnostico e tratamento da criptococose

Os sintomas pulmonares da infeccdo por Cryptococcus spp. Sao
inespecificos e comumente confundidos com uma sindrome gripal. J& a
meningite criptocécica ocasiona dores de cabeca, tontura, desorientacao,
vomito, sinalizando desordem neuroldgica (PESCADOR; THAPA, 2022). A maior
incidéncia ocorre em pacientes soropositivos na forma de meningite. Estima-se
que 15% do total de mortes de pacientes HIV-positivos no mundo sé&o
ocasionadas pela meningite criptococica, sendo ¥ correspondentes a Africa-
subsaariana. Infec¢cdes pulmonares, teciduais ou disseminadas ocorrem com

frequéncia muito menor neste publico (OMS, 2018).

Para o diagnostico, procede-se com a punc¢éo lombar para coleta e analise
do liquido cefalorraquidiano (LCR), que é encaminhado para o teste rapido de
antigeno (aglutinacdo em latex, enzimaimunoensaio, imunocromatogréficos),
exame micolégico direto utilizando a coloragdo em tinta nanquim e cultura para
identificacdo da espécie (OMS, 2018).

O uso de testes rapidos para deteccao de antigeno no LCR, soro, plasma
ou sangue total possuem a vantagem de nao requerer altas habilidades
profissionais para a punc¢ao lombar, rdpido resultado de facil interpretacdo e pode
ser conduzido em locais com minima infraestrutura laboratorial. S&o
recomendados para o diagnostico inicial, quando a puncdo lombar nédo €
acessivel ou é contraindicada. Entretanto, o uso de testes rapidos nao substitui

0 exame de puncéo para analise de LCR (OMS, 2018).

Para adultos e adolescentes HIV-positivos com contagens de CD4 <100
cel./mm?3 é recomendado a pesquisa de antigeno para Cryptococcus spp. antes
da iniciagcdo ou reiniciacdo da terapia com antirretrovirais. Individuos que

apresentam positividade para o antigeno e os respectivos sinais e sintomas,
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devem receber o tratamento com antifingicos juntamente com a puncao lombar

para analise e alivio da pressao intracraniana (OMS, 2018).

O tratamento € baseado em terapia combinada. A fase de inducédo
recomendada para adultos: 1 mg/kg/dia de anfotericina B desoxicolato e 100
mg/kg/dia de flucitosina, seguida de 1 semana de fluconazol 1200 mg/kg/dia.
Como alternativa a indisponibilidade de algum farmaco usa-se as opc¢oes de
duas semanas de fluconazol 1200 mg/kg/dia + 100 mg/kg/dia de flucitosina ou
duas semanas de anfotericina B desoxicolato 1 mg/kg/dia + 1200 mg/g/dia de
fluconazol. Nessa fase é recomendado o monitoramento de possiveis efeitos
toxicos que podem ser ocasionados pela anfotericina B e flucitosina. A fase de
consolidacéo segue a fase de inducao e consiste em 8 semanas de 800 mg/dia
para adultos. Apds a fase de consolidacdo inicia-se a fase de manutencao,
também chamada de profilaxia secundaria com a administracdo de 200 mg/dia
de fluconazol. A fase de manutencao pode ser descontinuada quando o paciente
encontra-se estavel em ambas terapias, antirretroviral e antifiUngica, por no

minimo 1 ano e contagens de células CD4 =200 cél./mm? (OMS, 2018).

Agente etioldgico Aspergillus spp., distribuicdo, formas de infeccao

e fatores de viruléncia

Aspergillus spp., assim como Cryptococcus spp., € um fungo ubiquo,
presente no solo, agua, matéria vegetativa e ar. Entretanto, Aspergillus spp.
possui a capacidade de se desenvolver em ambientes in0spitos como concreto,
marmore, materiais de madeira, materiais téxteis, produtos alimenticios, e
ambientes hospitalares (ROJAS et al., 2012; CHAUDHURI et al., 2020; PARJO
et al., 2016; SUBRAMANIAM et al., 2016; SHEIKH-ALI et al., 2014; TAGHIYARI
et al.,, 2018; OETARI et al.,, 2018; NGO et al., 2021; WARRIS et al., 2001),
fazendo deste fungo um patdgeno inevitavel e de dificil controle. A espécie mais
envolvida em infecc¢des clinicas é Aspergillus fumigatus, seguida por A. flavus,
A. niger e A. terreus. Porém, essa distribuicdo pode variar de acordo com as

diferencas regionais de umidade e temperatura (CADENA et al., 2021).

Estima-se que cerca de 100 a 1.000 conidios de Aspergillus spp. sejam

inalados por dia, dependendo da carga do ambiente, sendo a grande maioria
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removida pelas células epiteliais ciliares e macréfagos alveolares (VAN DE
VEERDONK et al., 2017). Aspergillus spp. pode ocasionar infeccoes em
individuos imunocompetentes e imunossuprimidos. Em imunocompetentes, a
sua infeccdo € comumente associada a formas nao invasivas como processos
alérgicos de hipersensibilidade (aspergilose broncopulmonar alérgica)
observados em pacientes com asma ou fibrose cistica (BARNES; MARR, 2006).
Entretanto, em imunossuprimidos Aspergillus spp. ocasiona infec¢des invasivas
(aspergilose pulmonar invasiva), principalmente em pacientes com neutropenia
severa, em ventilacdo mecanica. Novos fatores de risco continuam a surgir,
como por exemplo as infecgdes virais tais como influenza A, influenza B, e mais
recentemente a SARS-CoV-2 (CRUM-CIANFLONE, 2016; BORMAN et al.,
2020; ZOU et al., 2020).

Um estudo retrospectivo populacional avaliou a incidéncia de formas
pulmonares, e outras, de aspergilose em pacientes hospitalizados na Polbnia
durante os anos de 2009-2016. A média de incidéncia anual para aspergilose
pulmonar invasiva foi de 4,0 por milhdo (IC 95%: 3,0-5,0). Além disso foi possivel
observar que as taxas de hospitalizacbes por aspergilose pulmonar estdo em
ascendéncia (TARKA et al.,, 2019). Uma coleta de dados realizada em um
hospital na Coreia do Sul entre janeiro 2016 a abril de 2018 mostra uma
incidéncia de 1,3 casos/1.000 pacientes-dia e as espécies mais isoladas
correspondentes as secGes Fumigati (A. fumigatus) seguida por Nigri (A.
awamori) (CHO et al., 2019).

No Brasil, uma analise retrospectiva de prontuarios de pacientes
atendidos no servico de doencas respiratérias foi realizada entre o periodo de
janeiro de 2018 a dezembro de 2019, mostrou que 53,8% dos pacientes com
aspergilose pulmonar apresentavam histérico de tuberculose prévia e/ou
tabagismo (61,5%). A espécie mais isolada foi A. fumigatus (53,8%) e a forma
cronica da infeccdo € a mais recorrente (WESTPHAL et al., 2020). Ainda no
Brasil, um estudo transversal foi realizado em duas instituicdes de referéncia em
tuberculose no estado do Amazonas, onde 7% dos pacientes que apresentaram
baciloscopia negativa foram positivos para micoses pulmonares, das quais
66,6% eram aspergilose (100% dos isolados correspondentes a A. fumigatus)
(MATSUDA et al., 2021).
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Os fatores de viruléncia desempenhados por Aspergillus spp. séo
divididos em imunoevasivos e nao-imunoevasivos. Os nao-imunoinvasivos
incluem componentes de sua estrutura celular como a parede, enzimas,
proteinas e alérgenos. A parede celular fangica é crucial para a sua
sobrevivéncia no ambiente e dispersdo através do ar. Possui receptores de
superficie essenciais para a sua penetracdo no tecido hospedeiro. Embora a
parede celular tenha sido caracterizada como nao-imunoevasiva, a
galactosaminogalactano da parede celular é capaz de inibir citocinas pro-
inflamatorias Thl e Thl7 de mondécitos humanos, conferindo uma estratégia
imunoevasiva (GRESNIGT et al., 2014). Aspergillus spp. também secreta
enzimas proteoliticas, como serinoprotease, metaloprotease e
aspartatoprotease, que induzem a degradacdo do tecido hospedeiro para
invasao e captacao de nutrientes (CHOTIRMALL et al., 2014).

Os principais fatores de viruléncia imunoevasivos desenvolvidos por
Aspergillus spp. séo o revestimento do esporo e DHN-melanina. O revestimento
de seus conidios apresenta hidrofobinas que possibilitam disperséo e fixacdo no
ambiente. No hospedeiro esse revestimento mascara as B-1,3-glucanas
impedindo a detecc¢ao pelo sistema imune. DHN-melanina é o principal pigmento
responsavel pela coloracdo verde-acinzentada, conferindo protecao ao estresse
oxidativo gerado por fagocitos, regula respostas de citocinas pré-inflamatorias,
interfere na acidificacéo de fagolisossomas e protege o conidio da luz ultravioleta
(CHOTIRMALL et al., 2014; ABAD et al., 2010).

Diagnostico e tratamento da aspergilose

O diagnostico da aspergilose pulmonar € baseado na anamnese do
paciente, juntamente a exames de imagem, citologia e sanguineos. Teste de
deteccdo de B-(1,3)-D-glucana é recomendado para o diagndstico de
aspergilose invasiva para pacientes de alto risco, porém nao é especifica para
Aspergillus, podendo apresentar reacao cruzada com outros géneros. O teste de
deteccdo de galactomanana é recomendado como um bom marcador para a
aspergilose invasiva, entretanto ndo € indicado para pacientes que estejam
recebendo tratamento com antifingicos (PATTERSON et al., 2016).
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O exame de imagem mais recomendado para o diagndstico da
aspergilose é a tomografia computadorizada, sendo esta, importante no
acompanhamento da evolucdo da terapia antifingica (minimo de 2 semanas
apos o inicio do tratamento). A broncoscopia € indicada juntamente ao lavado
broncoalveolar, sendo essa amostra encaminhada para exames de rotina para
cultura, citologia (presenca do agente etioldgico nos tecidos) e deteccdo de
antigeno (galactomanana). Testes de biologia molecular como reacdo em cadeia
de polimerase (PCR) podem ser conduzidos, entretanto essa técnica pode variar
de acordo com a metodologia utilizada, logo seus resultados devem sempre ser
analisados em conjunto com outros testes para dar suporte ao diagndstico

(PATTERSON et al., 2016).

O tratamento da aspergilose pulmonar invasiva € baseado em trés
principais classes: polienos, triaz6is e equinocandinas. A primeira linha de
tratamento para a aspergilose é voriconazol 200-300 mg 12/12h. Anfotericina B
deoxicolato e suas derivacdes lipidicas (3—5 mg/kg/dia intravenoso) sdo uma
opcdo quando o uso de voriconazol ndo é indicado ou esta indisponivel.
Formulacdes de anfotericina aerossolizadas sé&o opcbes de profilaxia para
pacientes com neutropenia prolongada. As equinocandinas embora disponiveis
e efetivas, ndo sdo recomendadas como tratamento primario da aspergilose,
sendo utilizadas quando os poliénos ou triazois estdo indisponiveis ou seu uso
é inviavel (PATTERSON et al., 2016).

Novos farmacos, reposicionamento e combinacdes de antifungicos

Mesmo com o0 avang¢o da medicina e pesquisas acerca do tratamento da
criptococose e aspergilose, estes seguem sendo limitados por diversos fatores
ja citados anteriormente, mostrando a importancia da busca e desenvolvimento
de novos farmacos. Novas moléculas descobertas com atividade antifingica e
em estagio avancado de pesquisa sdo APXO001 (inibidor da éancora de
manoproteinas pela glicosilfosfatidilinositol (GPIl)), em testes clinicos para
criptococose, aspergilose e candidiase (SHAW et al., 2018; ZHAO et al., 2019).

VT-1598 inibe a enzima CYP51 desestabilizando a rota de sintese do

ergosterol, possui acdo de amplo espectro incluindo espécies de Cryptococcus
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e Aspergillus, também em estagio de estudos clinicos (GARVEY et al., 2019;
GARVEY et al, 2018). APX879 possui como alvo a proteina Hsp90,
apresentando efetividade em modelos de infecgéo contra a criptococose, mas

nao para aspergilose, candidiase e mucormicose (IYER et al., 2021).

Derivados quinolinicos como 8-hidroxiquinolina e clioquinol sé&o
reportados devido a sua ampla aplicacao terapéutica como neuroprotetora, anti-
inflamatoria, anticancer e  antimicrobiana (MAO et al.,, 2009;
CHERDTRAKULKIAT et al., 2016; KASSEM et al., 2012; SAADEH et al., 2020;
WANG et al., 2014; CHAN et al., 2012; INSUASTY et al., 2019). Artigos ja
descreveram a atividade antifingica destas moléculas sobre espécies de
Cryptococcus, Candida e Aspergillus (YOU et al.,, 2018, PIPPI et al., 2019;
YAAKOV et al.,2017). A 8-hidroxiquinolina é considerada uma estrutura
privilegiada para a realizagdo de modifica¢des estruturais e desenvolvimento de
novas moléculas com atividade biologica (SONG et al., 2015; JOAQUIM et al.,
2021; KASSEM et al., 2012; SAADEH et al., 2020).

O reposicionamento de farmacos tem sido amplamente estudado e
sugerido como uma alternativa a demanda por novas moléculas antifingicas,
uma vez que a burocracia e o baixo interesse das industrias farmacéuticas
atrasam ainda mais esse processo (KIM et al., 2019). Sertralina e tamoxifeno
sao exemplos de medicamentos reposicionados e testados para o tratamento da
criptococose em ensaios clinicos, entretanto ndo foram observadas evidéncia
expressivas de beneficios terapéuticos em relacdo a terapia padrdo (RHEIN et
al., 2019; NGAN et al., 2019). Para Aspergillus spp., farmacos como clozapina,
tacrolimus, ciclosporina, haloperidol, dissulfiram, clorpromazina e auranofina ja
foram relatados na literatura, porém sem estudos clinicos (PEYCLITT et al.,
2021).

A terapia combinada é utilizada para o tratamento da criptococose, e
também tem sido explorada para o tratamento da aspergilose. Combinacdes
utilizando voriconazol e anidulafungina foram testadas em coreanos e nao
coreanos, mostrando que o desempenho da combinacdo apresentou melhor
evolucéo clinica quando comparado aos farmacos sozinho (administrados junto
a placebo) para individuos coreanos (LEE et al., 2019). Essa diferenca de

resposta terapéutica entre grupos étnicos ocorre devido a cerca de 23% da
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populacdo asiatica possuir um polimorfismo na CYP2C19 que resulta na
metabolizacdo fraca de voriconazol (DEAN, 2019). A combinacdo entre
caspofungina e voriconazol também foi estudada, resultando em aumento nas
taxas de sobrevivéncia comparadas a monoterapia com voriconazol (MARR et
al., 2004).

Embora a combinacéo entre anfotericina B e fluconazol seja utilizada no
tratamento para a criptococose, seu desempenho ainda é considerado abaixo do
ideal uma vez que as taxas de mortalidade continuam sendo elevadas (DAY et
al., 2013). Uma justificativa a este cenario tem sido associada aos mecanismos
de acdo envolvidos na atividade destes farmacos, uma vez que ambos possuem
um alvo em comum, o ergosterol (SANTOS et al.,, 2012). Fluconazol inibe a
enzima 14-a-demetilase interrompendo a conversao de lanosterol a ergosterol,
consequentemente diminuindo a sua disponibilidade na membrana celular
(ZERVOS e MEUNIER, 1993). Entretanto, o principal mecanismo de ac¢édo da
anfotericina B é a ligacdo ao ergosterol presente na membrana celular fungica,
culminando na formacé&o de poros e extravasamento celular (NOOR & PREUSS,
2022).

Vérios estudos séo apresentados na literatura utilizando combinacdes,
como por exemplo anfotericina B e terbinafina (REICHERT-LIMA et al., 2016),
voriconazol e anfotericina B lipossomal (FUJIOKA et al., 2019), anfotericina B e
voriconazol (SILVA et al., 2012), posaconazol e flucitosina (BARCHIESI et al.,
2001), posaconazol e anfotericina B (BARCHIESI et al., 2004). A maioria destes
estudos, embora utilizem testes in vitro ou modelos alternativos de infecgéo,
mostra que as associacfes possuem desempenho superior a monoterapia,

representando um campo de conhecimento a ser explorado.

A importancia do crescimento fungico e desempenho dos testes

suscetibilidade

O crescimento de microrganismos é essencial para a microbiologia. Na
micologia, observamos que diferentes géneros possuem caracteristicas de
desenvolvimento e metabolismo distintos, 0 que torna o seu crescimento mais

rapido, lento, mais abundante ou mais escasso. Neste sentido o controle de
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qualidade de meios de cultura, bem como a sua constituicdo e fabricacéo estao
diretamente relacionados ao desempenho dos testes realizados na rotina. Um
artigo avaliou a recuperacdo de Haemophilus influenzae em placas de agar
sangue de carneiro comerciais e produzidas em laboratério. As placas
comerciais ndo apresentaram crescimento do microrganismo, enquanto as
placas confeccionadas em laboratério foram capazes de suportar o crescimento
de H. influenzae (CANTARELLI et al., 2003). Esse efeito pode ocorrer devido a
uma série de fatores como a qualidade da matéria prima utilizada, pH, gelificacao

e processo de fabricacao.

O processo de fabricacdo dos meios de cultivo inclui a esterilizacédo, onde
a autoclavagem é o mais utilizado. Entretanto, a autoclavagem pode degradar
0s constituintes dos meios de cultivo devido ao calor excessivo atingido durante
0 processo de esterilizacdo (SHAREEF et al., 2019; BASU; PAL; DESAI, 2005).
A degradacdo dos constituintes dos meios de cultivo que sao ricos em
aminoacidos e acucares pode ocasionar a formacao de melanoidinas, produtos
na reacao de Maillard (WANG et al., 2011). Esses produtos ja foram relatados
devido a atividade antimicrobiana, logo a sua presenca em meios de cultivo
sélidos pode prejudicar diretamente o crescimento dos microrganismos (KIM et
al., 2003; RURIAN-HENARES; MORALES, 2008; RURIAN-HENARES;
MORALES, 2007) podendo mascarar resultados de contagem de colbnias,
dificultar o isolamento de patdégenos de amostras clinicas e interferir em testes
de suscetibilidade por disco-difusdo (FERNANDEZ-TORRES et al.,, 2006;
WANG; HSIAO, 1995).

Assim como nos meios de cultivo soélidos, o crescimento robusto dos
microrganismos também deve ser atingido para testes realizados em meios de
cultivo liquido. Um dos principais testes utilizando o meio de cultivo liquido na
microbiologia séo os testes de suscetibilidade. Logo, um crescimento fraco pode
culminar na dificuldade de leitura do teste e determinacdo errbnea das
concentracdes inibitérias minimas. Embora testes de suscetibilidade tenham
sido estudados durante anos visando a atualizacdo e padronizacdo de
protocolos, muitos microrganismos com diferentes caracteristicas de

crescimento apresentam desempenhos subdétimos e necessitam de estudos
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atuais que busquem o melhor desempenho (PEANO et al., 2017; ZARAGOZA et
al., 2011).



CAPITULO | — The influence of the microwave oven on the production of

solid culture medium and quality of microbial growth

Nota: Manuscrito publicado na revista Anais da Academia Brasileira de Ciéncias.

DOI: 10.1590/0001-3765202220211104






O Capitulo 1 é constituido por artigo cientifico publicado, conforme referéncia
abaixo, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo compreendido
entre as paginas 53-82.

Bazana LCG, Carvalho AR, Mace M, Fuentefria AM. The influence of the
microwave oven on the production of solid culture medium and quality of
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CAPITULO Il — Improving susceptibility testing for Cryptococcus: a study

of protocols and perspective adaptations

Nota: Manuscrito a ser submetido ao periodico Mycopathologia.
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O texto completo do capitulo 2, que no texto completo da tese defendida ocupa
o intervalo de paginas compreendido entre as paginas 85 — 132, foi suprimido
por tratar-se de manuscrito em preparacdo para publicacdo em periddico
cientifico. Consta da avaliacdo de diferentes fatores que impactam no
crescimento e susceptibilidade fungica utilizando delineamento experimental
para Cryptococcus spp..
















































































































































CAPITULO Il — Promising anti-cryptococcal activity and melanin
production inhibition by quinoline derivatives

Nota: Manuscrito a ser submetido ao periédico Mycoses.
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O texto completo do capitulo 3, que no texto completo da tese defendida ocupa
o intervalo de paginas compreendido entre as paginas 135 — 165, foi suprimido
por tratar-se de manuscrito em preparacdo para publicacdo em periddico
cientifico. Consta da atividade anti-criptococica de derivados quinolinicos,
mecanismos de ac¢ao, toxicidade e irritabilidade.
































































































CAPITULO IV - Synergic effect of fluconazole and quinoline derivatives
combination against Cryptococcus spp. by response surface modeling
|

Nota: Manuscrito a ser submetido ao periddico Journal of Medical Microbiology.
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O texto completo do capitulo 4, que no texto completo da tese defendida ocupa
o intervalo de paginas compreendido entre as paginas 169 — 211, foi suprimido
por tratar-se de manuscrito em preparacdo para publicacdo em periddico
cientifico. Consta da atividade anti-criptococica de combinagcfes de derivados
quinolinicos a antifungicos comerciais, inibicdo de fatores de viruléncia, curvas
de tempo de morte, toxicidade e irritabilidade.




































































































































CAPITULO V - Binary and ternary combinations of 8-hydroxyquinoline
derivatives and antifungals by mixture statistical design as an alternative

for aspergillosis infections
|

Nota: Manuscrito a ser submetido ao periodico Medical Mycology.
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O texto completo do capitulo 5, que no texto completo da tese defendida ocupa
o intervalo de paginas compreendido entre as paginas 215 — 239, foi suprimido
por tratar-se de manuscrito em preparacdo para publicacdo em periddico
cientifico. Consta da avaliacdo de combinacdes duplas e triplas de derivados

quinolinicos a antifungicos comerciais sobre cepas de Aspergillus spp..
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A criptococose e a aspergilose sdo duas das principais infec¢des fungicas
pulmonares, ambas com suas particularidades relacionadas a formas de
infeccdo e tratamento. Porém, em comum, apresentam altas taxas de
mortalidade, crescentes relatos de desenvolvimento de resisténcia aos
antifingicos, sendo consideradas infeccfes de dificil tratamento. Ambos géneros
acometem majoritariamente pacientes imunossuprimidos em suas formas mais

graves, como a aspergilose pulmonar invasiva e a meningite criptococica.

A caréncia de estudos epidemiolégicos nacionais recentes e robustos
sobre as infeccdes fungicas se deve principalmente por ndo serem doencas de
notificacdo compulséria, logo ndo sdo objetos de vigilancia epidemiolégica.
Entretanto, a portaria N° 264 do dia 17 de fevereiro de 2020 faz a insercao de
esporotricose, criptococose e paracoccidioidomicose como infec¢gbes fungicas
de notificagdo compulséria. Embora essa insercdo seja recente, 0
acompanhamento ird permitir que dados sejam coletados revelando as
caracteristicas dessas infec¢cdes no Brasil. Entretanto, as demais infec¢des
fungicas, como a aspergilose, permanecem fora desta lista, dificultando o seu

acompanhamento e comportamento ao longo dos anos.

Mundialmente, estima-se que aproximadamente 4,8 milhfes de pessoas
sdo afetadas pela aspergilose broncopulmonar alérgica e 400.000 apresentem
aspergilose pulmonar cronica (DENNING; PLEUVRY; COLE, 2013). Estima-se
que aproximadamente 15.000 hospitalizagbes por aspergilose ocorreram nos
Estado Unidos em 2014, com um gasto estimado em 1 bilhdo de ddlares
(BENEDICT et al.,, 2019). Um estudo realizado em 2010, em um hospital
universitario da cidade de Porto Alegre mostrou que Aspergillus foi o fungo
filamentoso mais isolado em doencas fungicas invasivas, sendo responsavel por
metade das infeccbes em pacientes com desordens hematoldgicas e taxa de
mortalidade de 35,3% (AQUINO et al., 2010). J& em 2011 um estudo realizado
com base nos dados coletados através do Departamento de Informatica do
Sistema Unico de Saude (DATASUS) mostrou 6.832 casos de meningite
criptocdcica e 1.010.465 casos de aspergilose (GIACOMAZZ| et al., 2016).

Tendo em vista o cenario geral de complicacdes das infec¢bes causadas
por Cryptococcus e Aspergillus, novas estratégias terapéuticas devem ser

desenvolvidas a fim de aumentar o arsenal terapéutico e combater o
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desenvolvimento de resisténcia. Para isso, os derivados quinolinicos estudados
nos capitulos Il e V apresentaram importantes resultados. 8HQ, CQ, PH151,
PH160, PH179 e PH304 apresentaram atividade para ambos géneros.
Entretanto, 8HQ, PH304 e PH179 mostraram um perfil de suscetibilidade de
Aspergillus inferior ao encontrado para Cryptococcus. CQ apresentou a melhor
atividade entre os derivados testados para todos os isolados e cepas de
Aspergillus e Cryptococcus. Na literatura clioquinol também apresenta amplo
espectro de acdo com concentracdes muito baixas atingindo a ordem de
nanogramas (PIPPI et al., 2017; LASKARIS et al., 2016; OLALEYE et al., 2021,
YOUSFI et al., 2020; YOU et al., 2018). Além disso, CQ inibiu a producéo de
melanina em todas as concentracdes testadas. Ja as moléculas PH151, PH153,
e 8HQ inibiram a producao de melanina de acordo com a dose testada para C.
neoformans e C. gattii, importante fator de viruléncia relacionado a sua

patogenicidade.

8HQ representa uma estrutura privilegiada que permite inidmeras reacdes
quimicas e modificacdes estruturais. Além disso, a presenca da hidroxila e
proximidade ao nitrogénio heterociclico faz que estas moléculas sejam bons
agentes quelantes bidentados (SAADEH et al., 2020). Esta € uma das hipoteses
de mecanismos de acdo para a sua atividade biolégica mais difundida
(PRACHAYASITTIKUL et al., 2013; JOAQUIM et al., 2021; HESEL et al., 2017)
e trazida por estudos anteriores realizados com os derivados apresentados neste
trabalho (JOAQUIM et al., 2021), porém ndo testados para 0s géneros
Aspergillus e Cryptococcus até entdo.

Estudos de combinacéo de CQ a antifingicos sdo escassos na literatura
(DA COSTA et al., 2021; DE CHAVES et al., 2020; DA COSTA et al., 2020), e
inexistente para 0s agentes causadores da criptococose e aspergilose,
apresentando uma oportunidade que foi explorada no capitulo IV e capitulo V.
A busca por associacdes envolvendo 8HQ e CQ foram baseadas nas evidéncias
encontradas através dos testes de mecanismos de acao realizados e suporte da
literatura que indicam um efeito quelantes destas moléculas sobre os
microrganismos (YOU; ZHANG; RAN., 2020). Logo, a associacao destas
moléculas a antifungicos comerciais (FLZ, AMB, ITZ) que possuem mecanismos

bem elucidados e diferentes sitios de acao revelaram significativo sinergismo
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para Cryptococcus e Aspergillus. A combinacéo de FLZ e CQ para Cryptococcus
demonstrou uma grande reducéo na concentracao de fluconazol (0,125 pg/mL,
com inibi¢cdo superior a 90% do crescimento fungico) e inibicdo da producéo de

melanina por C. neoformans e C. gattii.

Um estudo com Cryptococcus relatou que a deficiéncia na captacéao de
ferro por cepas mutantes para o gene CFO1 (ferroxidase) ocasiona 0 aumento
da suscetibilidade ao fluconazol bem como a reducdo de ERG11, gene
responsavel pela via de biossintese do ergosterol (KIM et al., 2012). A deplecao
deste gene é possivelmente atrelada ao fato de ERG11lp ser uma enzima
dependente da ativacdo da proteina de ligacdo a heme, Dapl (HOSOGAYA et
al., 2013). Outros metais também podem estar relacionados a atividade de azoéis,
porém sem um mecanismo completamente elucidado (HUNSAKER: FRANZ,
2019).

No caso de Aspergillus, a atividade de CQ mostrou ser fortemente inibida
pela adicdo de 1 mM de FeSO4 ao meio de cultivo, e uma pequena perda de
efeito na presenca de ZnCl2 (LASKARIS et al., 2016). Em estudo anterior
realizado por nosso grupo de pesquisa a atividade de CQ e PH160 na presenca
e auséncia de metais foi analisada, ZnClz2 culminou na auséncia de atividade
para PH160 testada para Candida e fungo dermatofiticos e CQ diminuiu
fracamente a sua atividade, em concordancia com o estudo citado anteriormente
(JOAQUIM et al., 2021). Portanto a cadeia lateral da pirimidina presente na
posicdo 7 do anel quinolinico da molécula PH160 proporcionou maior
afinidade/seletividade na ligagdo de ZnClz comparado a CQ. O que também
justifica a inibicdo da melanina pelos derivados, uma vez que os metais sdo

esséncias para a rota de biossintese.

Embora escassos, um estudo envolvendo a combinacédo entre CQ e
antifungicos ja foi testada para fungos dermatofiticos (DA COSTA et al., 2020).
Outro estudo foi desenvolvido associando 8HQ e AFB sobre Leishmania
martiniquensis, apresentando um efeito sinérgico em formas amastigotas
intracelulares e promastigotas, ndo apresentando efeito téxico sobre as células
hospedeiras (CHANMOL et al, 2022). Quelantes como &cido
etilenodiaminotetracético, deferoxamina, deferiprona, deferasirox, ciclopirox

olamina e lactoferrina foram combinados aos antifungicos AFB, FLZ, ITZ,
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voriconazol e caspofungina. Apenas a combinacdo entre AFB e lactoferrina

apresentou um efeito sinérgico para todas as cepas testadas (LAl et al., 2016).

A busca por novas alternativas terapéuticas € de grande importancia tanto
para a criptococose como para a aspergilose. A metodologia basica utilizada na
triagem de novos agentes terapéuticos séo testes de suscetibilidade. Além da
busca por novos antifingicos, os testes de suscetibilidade sdo essenciais na
deteccdo de isolados clinicos resistentes. A microdiluicdo em caldo é um dos
meétodos mais utilizados para a avaliacdo da atividade biologica, entretanto, é a
base para diversos outros testes como citotoxicidade, ensaios de combinacéao,
mecanismos de acdo e até mesmo curvas de tempo de morte. Logo, a
identificacdo de fatores que influenciam no crescimento dos microrganismos e
padronizacdo € determinante para a qualidade dos resultados obtidos,

estudados nos capitulos | e Il.

No capitulo | deste trabalho, mostramos a diferenca substancial de
crescimento de microrganismos cultivados em meio de cultura sélido fabricado
por autoclavagem e uso de forno micro-ondas. Podemos perceber claramente
gue microrganismos de crescimento lento, como Cryptococcus e Microsporum
mostram menor desenvolvimento nos meios de cultivo confeccionados na
autoclave e como os produtos da degradacdo desse meio de cultivo ao calor
podem exercer uma atividade antimicrobiana (KUKUMINATO; KOYAMA,;
KOSEKI, 2021; DIAZ-MORALES et al.,, 2022). Esse efeito pode impactar
diretamente nos resultados de testes que utilizam a contagem de unidades
formadoras de colbnias, bem como dificultar o isolamento de fungos em
amostras clinicas, principalmente quando estes apresentam caracteristicas de

crescimento fastidioso.

Uma vez que os diferentes géneros fungicos apresentam diferentes
padrdes de crescimento em meio de cultivo solido, alguns géneros apresentam
também resultados sub6timos para os protocolos de suscetibilidade em meio
liquido existentes e consequentemente ndo possuem pontos de corte clinico,
como por exemplo Malassezia, Rhodotorula, dermatofitos, entre outros
(ZARAGOZA et al., 2011; PEANO et al., 2017; MELETIADIS et al., 2001). Esta
problematica foi alvo de estudo no capitulo Il mostrando a diferenca de

crescimento de Cryptococcus de acordo com diferentes meios de cultivo liquidos
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e inoculo, bem como diferentes padrbes de suscetibilidade. Este trabalho mostra
que RPMI em pH 5,5, 2% de glicose e 0,0330 M de MOPS apresentou a melhor
densidade oOtica e consequentemente as melhores leituras das CIM’s
comparadas aos protocolos CLSI e EUCAST. Entretanto o pH de 5,5 pode

modificar as CIM’s de AFB, passando de sensiveis a resistentes.

Um dos principais problemas encontrados quando o crescimento destes
microrganismos ndo é adequado para o teste de suscetibilidade é a dificuldade
na leitura e interpretacédo dos resultados (BELLANGER et al., 2020). De forma
geral, o in6culo € ajustado utilizando trés principais formas, o ajuste por
contagem de células em camara de Neubauer, ajuste de turbidez utilizando a
escala de McFarland e o ajuste utilizando a leitura espectrofotométrica baseada
na escala McFarland (ABERKANE et al.,, 2002). Porém, todos os métodos
possuem uma grande margem de erro na quantidade de células medidas. Além
disso, técnicas que utilizam a andlise turbidimétrica acabam por ndo levar em
consideragcdo o tamanho celular dos diferentes géneros (ex.. Candida e
Cryptococcus).

Tamanhos celulares distintos ocasionam dispersdes distintas da luz, logo
€ preciso padronizar essa medida de acordo com a variacdo entre 0s géneros.
Em estudo anterior nosso grupo mostrou que a padroniza¢éo do in6culo usando
a contagem em camara de Neubauer e a leitura espectrofotométrica possibilita
a reducdo da variabilidade no numero de células em suspenséo. Por exemplo,
para atingir uma densidade celular de 5 x 108 cél./mL de Candida spp. a
absorbancia correspondente é de aproximadamente 0.130 — 0.140 nm
(CARVALHO et al., 2021), e para atingir uma a mesma densidade celular de
Cryptococcus é necessario o ajuste da absorbancia em aproximadamente 0.350
— 0.360 nm. Para isso, a padronizac¢do do inéculo e meio de cultivo é essencial
para que Cryptococcus atinja uma massa celular suficiente possibilitando a

leitura e interpretacéo dos resultados.
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e O cultivo adequado e o crescimento abundante de microrganismos séo
essenciais para a microbiologia clinica no isolamento de patégenos e
testes de suscetibilidade antimicrobiana. O processo de fabricacdo do
meio solido de agar Sabouraud dextrose mostrou a sua influéncia no
crescimento de Cryptococcus e fungos dermatofiticos. Logo, o forno
micro-ondas como alternativa a autoclave no preparo do meio de cultura
evita a exposicdo prolongada ao calor e a degradagao exacerbada das
fontes de nutrientes contidas no meio de cultura, possibilitando resultados
mais fidedignos para testes microbioldgicos.

e A obtencdo de pontos de corte para antimicrobianos € essencial no
tratamento adequado dos pacientes. Devido a vasta diferenca de
metabolismo e crescimento entre os diversos géneros de fungos. Essas
diferencas resultam em desempenhos varidveis na obtencdo da
suscetibilidade. Dessa forma, a adaptacdo do meio de cultura e indculo
para o melhor desenvolvimento de C. neoformans e C. gattii sdo fatores
determinantes para a aquisicdo de concentracdes inibitérias minimas
fidedignas.

e A criptococose € considerada uma doenca de dificil tratamento devido a
gravidade, localizacdo da infeccdo (meningite, SNC) e opcoes
terapéuticas escassas. Os derivados quinolinicos estudados mostram
uma promissora atividade antifiingica sobre C. neoformans e C. gattii, com
concentragdes < 2 ug/mL. Além disso, seu provavel mecanismo de acéo
mostra um amplo espectro devido a acado quelante de metais, 0os quais
sdo essenciais as fungdes vitais de microrganismos, bem com a inibi¢édo
do importante fator de viruléncia melanina. As curvas de tempo de morte
indicam que CQ consegue manter sua acao até 72h dependente de
concentracdo, nao apresentando irritabilidade, demonstrando ser uma
possivel opcédo terapéutica no tratamento da criptococose.

e A associacdo de farmacos é uma estratégia que permite avaliar a
potencializagcdo do efeito antimicrobiano, bem como a diminuicdo de
doses e efeitos adversos como a toxicidade. O uso de derivados
quinolinicos como 8HQ e CQ em combinacdo com FLZ desempenharam
um efeito sinérgico relevante sobre C. neoformans e C. gattii, com

reducdo de dose de FLZ & 0,125 pg/mL e inibicdo da producdo de
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melanina. Os testes de irritabilidade e toxicidade mostram que a
combinacgado de CQ e FLZ nao ocasionaram danos significativos quando
comparados aos controles entre as concentragfes testadas. Além disso,
mecanismo de acdo dependentes (FLZ e AFB) ou com mesmo principio
de atuacédo (clioquinol e 8-hidroxiquinolina) demonstram um efeito de
baixo sinergismo, indiferente ou até mesmo antagdénico. Dessa forma, a
associacdo de quelantes (CQ e 8HQ) a inibidores da biossintese de
ergosterol (FLZ) representa uma associagao viavel para o tratamento da
criptococose.

Assim como associa¢cdes duplas entre farmacos antifingicos sé&o
empregadas na terapia de infeccdes como a criptococose, associagoes
triplas podem representar uma alternativa a ser estudada no tratamento
da aspergilose. Os resultados encontrados mostram que combinacdes
duplas entre itraconazol e anfotericina B/clioquinol apresentaram efeito
sinérgico significativo, conseguindo inibir até 70% do crescimento fungico
com doses reduzidas em mais de seis vezes a concentracao de inibicao
do antifungico sozinho. Neste caso, a associa¢ao ternaria ndo se mostrou
mais efetiva em relacdo as associacdes binarias, indicando que
mecanismos de acao similares podem estar competindo pelo alvo.

E de grande necessidade que a andlise racional de combinacfes seja
realizada de forma a evitar associa¢ao de farmacos com mecanismos de
acao muito similares que possam afetar o seu desempenho. O uso de
técnicas que possibilitam uma analise com rigor estatistico, além de
superficies de resposta, promove uma melhor visualizacdo de efeito
destas interacfes até entdo impossiveis de serem avaliadas na leitura

visual.
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Realizar estudos in vivo de tratamento e efeito protetor da molécula
PH153, bem como de combinagbes propostas utilizando modelos
alternativos como Caenorhabditis elegans.

Avaliar a citotoxicidade in vitro das combinacgfes entre CQ e 8HQ a FLZ
utilizando leucdcitos humanos para C. neoformans e C. gattii.

Estudar o potencial dos derivados de 8HQ e combinagbes sobre a
prevencao e inibicdo de biofilme de C. neoformans e C. gattii.

Investigar a acao de derivados de 8HQ e combinacbes sobre a inibicédo
de demais fatores de viruléncia como da producdo de capsula e

fosfolipase para C. neoformans e C. gattii.
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