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RESUMO

QUIMIOSSENSIBILIZANTES SINTETICOS E NATURAIS ASSOCIADOS A
ANTIFUNGICOS CONVENCIONAIS FRENTE A Fusarium spp.

AUTORA: Tarcieli Pozzebon Venturini
ORIENTADOR: Sydney Hartz Alves

O género Fusarium € caracterizado por fungos filamentosos hialinos que causam um amplo espectro
de infeccbes predominantemente em pacientes imunocomprometidos. A fusariose disseminada resulta
em elevados indices de morbidade e mortalidade, sendo uma infeccdo de dificil prevengdo e
tratamento. A marcante resisténcia primaria deste género aos antifingicos convencionais impde a
busca por novas possibilidades terapéuticas. Uma alternativa é a combinagdo entre agentes
antifingicos e quimiossensibilizantes com diferentes mecanismos de acgdo. Este estudo objetivou
avaliar a suscetibilidade in vitro de espécies de Fusarium a antiflngicos convencionais (anfotericina
B, itraconazol, voriconazol e caspofungina), compostos organicos de selénio (disseleneto de difenila e
ebselen), farmacos ndo antifungicos (amiodarona, doxiciclina, moxifloxacina, pentamidina, polimixina
B, tigeciclina e tobramicina) e fitocompostos (cinamaldeido, carvacrol e timol), através do método de
microdiluicio em caldo (M38-A2, CLSI). As combinagGes entre 0s agentes antifingicos e
quimiossensibilizantes foram avaliadas através da técnica de checkerboard. Entre os antifingicos
testados, a anfotericina B demonstrou maior atividade in vitro (0,25-8 pg/ml); seguida pelo
voriconazol (1-16 pg/ml), itraconazol (>16 pg/ml) e caspofungina (>32 pg/ml). O disseleneto de
difenila (4-32 ug/ml), ebselen (2-8 pg/ml), pentamidina (4-32 pg/ml) e polimixina B (4-16 pg/ml)
também demonstraram atividade antifingica contra Fusarium spp. Ebselen e disseleneto de difenila
apresentaram altas taxas de sinergismos em combinacdo com anfotericina B (88% e 72%,
respectivamente) ou voriconazol (80% e 64%, respectivamente). As combina¢fes com farmacos nao
antifungicos também resultaram em sinergismos, destacando-se as seguintes associacdes (% de
sinergismo): tobramicina + anfotericina B (80%) ou voriconazol (76%); polimixina B + anfotericina B
(76%) ou voriconazol (64%); pentamidina + anfotericina B (72%) ou voriconazol (68%); amiodarona
+ anfotericina B (64%) ou voriconazol (76%); e moxifloxacina + anfotericina B (72%) ou voriconazol
(60%). Além disso, os fitocompostos, timol e carvacrol demonstraram potente atividade
quimiossensibilizante em associagdo com caspofungina (96% e 88%, respectivamente). Entre todas as
combinagdes testadas ndo foram observadas interagfes antagdnicas. Em conclusdo, as combinacgdes
mais relevantes merecem uma futura investigacdo em modelos experimentais in vivo, pois estas
associagdes apontam novos candidatos potenciais para a terapia combinada da fusariose.

Palavras-chave: Suscetibilidade. Quimissensibilizantes. Associa¢fes. Antifungicos. Sinergismo.
Fusarium spp.






ABSTRACT

SYNTHETIC AND NATURAL CHEMOSENSITIZERS ASSOCIATED WITH
CONVENTIONAL ANTIFUNGALS AGAINST Fusarium spp.

AUTHOR: Tarcieli Pozzebon Venturini
ADVISOR: Sydney Hartz Alves

The genus Fusarium is characterized by hyaline filamentous fungi that cause a wide spectrum of
infections predominantly in immunocompromised patients. Disseminated fusariosis results in high
rates of morbidity and mortality, since it is of difficult prevention and treatment. The remarkable
primary resistance to conventional antifungals of this genus requires the search for new therapeutic
possibilities. A possible attempt is the combination of antifungals and chemosensitizing agents with
different mechanisms of action. This study aimed to evaluate the in vitro susceptibility of Fusarium to
conventional antifungal agents (amphotericin B, itraconazole, voriconazole and caspofungin);
organoselenium compounds (diphenyl diselenide and ebselen), nonantifungal drugs (amiodarone,
doxycycline, moxifloxacin, pentamidine, polymyxin B, tigecycline and tobramycin), and
phytocompounds (cinnamaldehyde, carvacrol and thymol), through broth microdilution method (M38-
A2, CLSI). The combinations between the antifungal agents and chemosensitizers were assessed
through the checkerboard technique. Among the antifungals tested amphotericin B showed greater
activity in vitro (0.25-8 pg/ml); followed by voriconazole (1-16 pg/ml), itraconazole (>16 pg/ml) and
caspofungin (>32 pg/ml). Diphenyl diselenide (4-32 pg/ml), ebselen (2-8 pg/ml), pentamidine (4-32
ug/ml) and polymyxin B (4-16 pg/ml) also showed antifungal activity against Fusarium spp. Ebselen
and diphenyl diselenide presented high rates of synergism in combination with amphotericin B (88%
and 72%, respectively) or voriconazole (80% e 64%, respectively). Combinations with nonantifungal
drugs have also resulted in synergism, highlighting the following associations (% of synergism):
tobramycin + amphotericin B (80%) or voriconazole (76%); polymyxin B + amphotericin B (76%) or
voriconazole (64%); pentamidine + amphotericin B (72%) or voriconazole (68%); amiodarone +
amphotericin B (64%) or voriconazole (76%); and moxifloxacin + amphotericin B (72%) or
voriconazole (60%). Furthermore, the phytocompounds thymol and carvacrol have showed potent
chemosensitizer activity in association to caspofungin (96% e 88%, respectively). Among all the
tested combinations, no antagonistic interactions were observed. In conclusion, the most relevant
combinations deserve a future investigation in vivo experimental models, since these associations
suggest new potencial candidates for combined therapy against fusariosis.

Keywords: Susceptibility. Chemosensitizers. Associations. Antifungals. Synergism. Fusarium spp.
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1 APRESENTACAO

Devido aos progressos realizados nas areas de terapias intensivas, hemato-oncologia e
em particular, transplantes, o nimero de pacientes imunocomprometidos tém aumentado
constantemente. Embora os agentes antibacterianos de Gltima gera¢do tenham contribuido
amplamente para a melhoria do prognostico destes pacientes, houve um aumento do numero
de pacientes imunocomprometidos com risco de infec¢do fungica sistémica (KULLBERG,;
OUDE LASHOF, 2002; PEMAN; SALAVERT, 2014; PFALLER; PAPPAS; WINGARD,
2006).

O espectro de patdgenos fangicos envolvidos em infeccGes humanas sofreu alterages
significativas desde 1980. Candida albicans, Cryptococcus neoformans e Aspergillus
fumigatus representavam os principais agentes causadores de infec¢bes fungicas. Nos ultimos
anos, outros fungos, tais como Candida nédo-albicans, Aspergillus ndo-fumigatus, Fusarium
sp., zigomicetos e agentes de feohifomicoses, tém emergido como agentes de infeccOes
fingicas oportunistas (GARNICA; NUCCI, 2009; PEMAN; SALAVERT, 2014). As
infeccdes causadas por estes fungos costumam ser mais graves e de dificil tratamento devido
a resisténcia a maioria dos farmacos antiftingicos disponiveis (PEMAN; SALAVERT, 2014).

Fusarium sp. ¢ um fungo filamentoso hialino, amplamente distribuido no solo, em
plantas e diferentes substratos organicos. Além de ser considerado um importante patdgeno de
plantas, também é capaz de causar uma gama de manifestacGes clinicas em humanos,
incluindo infecgBes superficiais localizadas, subcutaneas ou disseminadas. A fusariose
disseminada é mais frequentemente observada em imunocomprometidos, especialmente,
pacientes com malignidades hematolGdgicas, transplantados de células-tronco hematopoiéticas
(HSCT) e 6rgdos solidos, e pacientes sob tratamento quimioterapico (NUCCI et al., 2003;
NUCCI et al., 2004). Apesar de ser considerada uma infecgdo rara, a fusariose disseminada e,
depois da aspergilose, a segunda causa mais prevalente de infec¢bes invasivas por fungos
filamentosos neste grupo de pacientes (MUHAMMED et al., 2011; NUCCI; ANAISSIE,
2007).

O género Fusarium destaca-se pela sua resisténcia a maioria dos agentes antifngicos,
sendo as espécies do complexo Fusarium solani as mais resistentes, e também, as espécies
mais isoladas no contexto clinico (CUENCA-ESTRELLA et al., 2006; NUCCI; ANAISSIE,
2007).

A terapia recomendada para fusariose € anfotericina B desoxicolato, ou suas

formulag@es lipidicas, e voriconazol. O posaconazol tem sido utilizado em casos refratarios
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(TORTORANO et al., 2014). No entanto, o uso da monoterapia para o tratamento da
fusariose sisttémica ndo tem sido completamente satisfatéria (NUCCI; ANAISSIE, 2007). Na
pratica clinica, a fusariose disseminada resulta em altas taxas de mortalidade, atingindo
indices de aproximadamente 80% (TORRES; KONTOYIANNIS, 2003, p. 252).

Considerando que a terapia ideal para a fusariose disseminada ndo esta estabelecida,
outras estratégias de tratamento mais eficazes devem ser desenvolvidas. A combinagéo entre
duas classes distintas de antifingicos, sobretudo com diferentes mecanismos de acgéo, tem
sido explorada a fim de superar a resisténcia fungica e as altas taxas de morbidade e
mortalidade causada por infec¢des fungicas oportunistas (JOHNSON et al., 2004).

Alguns autores introduziram o termo ‘“quimiossensibilizagdo” para denominar uma
estratégia terapéutica para controle de fungos patogénicos, em que um agente
quimiossensibilizante (ou seja, um agente sintético ou natural) torna a célula fingica mais
suscetivel ao ataque do agente antifungico convencional (CAMPBELL; CHAN; KIM, 2012).
Neste cenario, ocorre 0 sinergismo entre dois agentes, o qual resulta em grandes vantagens
para o tratamento clinico, como a reducdo da toxicidade e superacdo da resisténcia fangica
(JOHNSON et al., 2004).

Esta abordagem tem despertado um crescente interesse na terapia combinada pelo fato
de possuirmos um limitado numero de antifingicos disponiveis no mercado atual, e também,
pelo problema da emergéncia da resisténcia aos agentes antifingicos (WAGNER; ULRICH-
MERZENICH, 2009). Embora a terapia combinada tenha demonstrado alguma eficacia na
pratica clinica, ainda ndo existem dados suficientes disponiveis para recomendar essa
abordagem no tratamento da fusariose (GUARRO, 2013). A atividade combinada de agentes
antifangicos e quimiossensibilizantes sobre o género Fusarium é ainda pouco conhecida,
requerendo, portanto, urgente avaliagéo.

Neste contexto, o presente estudo avaliou a atividade quimiossensibilizante in vitro de
compostos organicos de selénio, farmacos néo antifingicos amplamente utilizados na préatica
clinica e fitocompostos, em combinagdo com agentes antimicoticos classicos frente a especies

de Fusarium.
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1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 O género Fusarium

1.1.1.1 Classificacéo

O género Fusarium tem ampla distribuicdo geografica, ocorrendo em praticamente
todos os ambientes, em decorréncia da sua capacidade de desenvolvimento em diversos
substratos organicos e de seus mecanismos de dispersdo (NELSON; DIGNANI; ANAISSIE,
1994). De Hoog e colaboradores classificaram Fusarium como pertencente ao Reino
Eumycota, Divisdo Ascomycota, Classe Euascomycetes, Ordem Hipocreales, Familia
Hypocreaceae, Género Fusarium, devido a capacidade deste fungo em produzir estruturas
sexuadas e assexuadas que caracterizam esta classificacdo (DE HOOG et al., 2000).

Este género compreende a pelo menos 200 espécies, agrupadas em aproximadamente
10 complexos de espécies filogenéticas (O’DONNELL et al., 2010). A maioria destas
espécies sdo saprofitas do solo ou patégenos de plantas. Cerca de 70 espécies tém sido
envolvidas em infeccbes humanas ou animais, sendo que a maioria delas foi agrupada em
complexos (Tabela 1). As espécies de Fusarium (forma anamorfica) tém sido relacionadas
com suas formas teleomdrficas (Haemonectria e Gibberella). Duas denominacgdes diferentes
tém sido utilizadas para se referir ao anamorfo ou teleomorfo de uma Unica espécie. No
entanto, em 2013, o Codigo Internacional de Nomenclaturas para algas, fungos e plantas
extinguiu o uso destas duas nomenclaturas (HAWKSWORTH, 2011). Portanto, para fungos
pleomorficos, isto é, aqueles que apresentam estagios assexuados e sexuados, apenas um
nome deve ser utilizado. Assim, a nomenclatura Fusarium sobrepde as suas nomenclaturas
teleomorficas (GEISER et al., 2013).
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Tabela 1 - Espécies de Fusarium envolvidas em infec¢cdes humanas agrupadas em complexos
de espécies

Complexo de espécies F. incarnatum - F. equiseti (FIESC)
F. lacertarum
F. equiseti
18 espécies ndo nomeadas
Complexo de espécies F. sambucinum (FSAMSC)
F. armeniacum
F. brachygibbosum
F. sporotrichioides
Complexo de espécies F. tricinctum (FTSC)
F. acuminatum
F. flocciferum
2 espécies ndo nomeadas
Complexo de espécies F. fujikuroi (FFSC)
. napiforme
. guttiforme
. verticillioides
. thapsinum
. nygamai
acutatum
. fujikuroi
. proliferatum
. sacchari
. ananatum
. subglutinans
. napiforme
Complexo de espécies F. oxysporum (FOSC)
3 espécies ndo nomeadas
Complexo de espécies F. chlamydosporum (FCSC)
3 espécies ndo nomeadas
F. concolor
F. cf. Lateritium
Complexo de espécies F. solani (FSSC)
F. falciforme
F. lichenicola
F. keratoplasticum
F. petroliphilum
17 espécies ndo nomeadas
Complexo de espécies F. dimerum (FDSC)
F. delphinoides
F. penzigii
F. dimerum
2 espécies ndo nomeadas

TTmmmTmmmmTmm T

Fonte: (adaptado de GUARRO et al., 2013)

1.1.1.2 Morfologia

As espécies de Fusarium crescem em muitos meios de cultura, sem cicloheximida,
pois este € inibitorio. O micélio apresenta aspecto aveludado ou levemente cotonoso, opaco
ou levemente brilhante. Apds 7 a 10 dias de incubacdo (25°C), estas espécies podem

apresentar diferentes pigmentacGes, de coloracdo rosa, parpura, cinza ou amarela (DIGNANI;
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KIWAN; ANAISSIE, 2003, p. 313; GUARRO; GENE, 1992). Os meios de cultivo mais
utilizados para o isolamento sdo o agar batata dextrose (PDA) e agar aveia (OAT). Sendo que,
o0 agar folha de cravo (AFC) e o agar suco de tomate (V8) também podem ser utilizados para
estimular a conidiogénese (FISCHER et al., 1982; ST-GERMAIN; SUMMERBELL, 1996).
Microscopicamente, as hifas de Fusarium spp. nos tecidos, sdo semelhantes as de
Aspergillus spp. Os filamentos séo hialinos, septados e possuem de 3 a 8 um de diametro (ST-
GERMAIN; SUMMERBELL, 1996). A principal caracteristica de identificacdo deste género
sdo os conidios em forma de foice (fusiformes) com extremidades afiladas (levemente curvos
ou inclinados), os quais sdo chamados de macroconidios. Algumas espécies apresentam
macroconidios com uma estrutura pronunciada designada como célula pé. Os macroconidios
geralmente estdo unidos por material mucilaginoso formando massas e podem apresentar de
um ou até dez septos transversais. Os microconidios sdo pequenos, podendo ter forma
elipsoide, piriforme ou ovoide, e as vezes, podendo apresentar um septo (GUARRO; GENE,
1995). Em situacBes adversas, algumas espécies podem apresentar clamidoconidios
(estruturas de resisténcia) isolados ou agrupados em cadeias de parede grossa e de localizacéo
apical, intercalar ou terminal (Figura 1) (SAMSON; VON REENEN-HOEKSTRA, 1995).

Figura 1 - Micromorfologia
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A. Macroconidios; B. Microconidios; C. Clamidoconidios (Fonte: Doctorfungus Coporation, 2003)

1.1.1.3 Manifestacdes clinicas e epidemiologia da fusariose

As espécies de Fusarium sdo agentes de hialohifomicoses juntamente com outros
fungos, tais como, Aspergillus sp., Scedosporium sp., Penicillium sp., entre outros.
Hialohifomicose é um termo empregado para designar infec¢bes fungicas muito heterogéneas,
caracterizadas pela presenca de hifas hialinas em tecidos (AJELLO, 1996; DIGNANI;
KIWAN; ANAISSIE, 2003, p. 313).
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As espécies de Fusarium mais prevalentes em infec¢cBes humanas sdo membros do
complexo Fusarium solani (FSSC) [60%], seguido pelas espécies do complexo Fusarium
oxysporum (FOSC) [20%] (SHORT, et al., 2011). O terceiro mais frequente é complexo
Fusarium fujikuroi, e menos frequentemente, espécies dos complexos Fusarium incarnatum-
equiseti (FIESC), Fusarium dimerum (FDSC) e Fusarium chlamydosporum (FCSC)
(LORTHOLARY et al., 2010; MIGHELI et al., 2010; O’ DONNELL et al., 2010; SHORT et
al., 2011).

As manifestacdes clinicas da fusariose dependem do estado imunoldgico do paciente,
bem como, da porta de entrada da infeccdo, que incluem seios paranasais, pulmdes e pele. As
apresentacdes clinicas sdo muito variadas, desde infec¢fes superficiais localizadas,
subcutaneas, até infeccdes disseminadas (NUCCI; ANAISSIE, 2007). Em pacientes
imunocompetentes, as formas localizadas sdo mais comuns, tais como, onicomicoses,
infeccOes de pele e ceratites. Ocasionalmente, micetomas foram relatados, especialmente em
areas de clima quente e seco (NUCCI; ANAISSIE, 2007; KREDICS et al., 2015). Porém,
com menor frequéncia, outras manifestacdes podem acometer este grupo. Alguns estudos
relataram sinusites (KURIEN et al., 1992), endoftalmites (GABRIELE; HUTCHINS, 1996),
peritonites (FLYNN et al., 1996), pneumonias (SANDER; BEYER; AMBERG, 1998),
tromboflebites (MURRAY; BECKIUS; MCALLISTER, 2003), artrite séptica (JAKLE et al.,
1983), osteomelites (BOURGUIGNON et al., 1976), e raramente, fungemias com ou sem
envolvimento de 6rgdos (NUCCI; ANAISSIE, 2002). Peterson e colaboradores relataram o
primeiro caso de abcesso cerebral em paciente imunocompetente causado por Fusarium spp.
(PETERSON et al., 2014).

Um dos principais fatores de risco a fusariose € a neutropenia persistente (WALSH et
al., 2004). Desta maneira, infecgdes invasivas e disseminadas sdo diagnosticadas em
imunocomprometidos, principalmente em pacientes hematoldgicos (NUCCI et al., 2013;
NUCCI et al., 2014). A infeccéo invasiva, comumente envolve a pele, bem como, pulmdes e
seios paranasais (BROZEK et al., 2011). Geralmente este fungo pode ser isolado de culturas
de sangue (40-60%) (NUCCI; ANAISSIE, 2006; BOUTATI; ANAISSIE, 1997). As lesbes
cutaneas aparecem em 60-80% dos pacientes. Em geral, estas lesGes caracterizam-se por uma
mécula eritematosa ou papula, sdo geralmente endurecidas e dolorosas, com uma area central
de necrose. As taxas de mortalidade em pacientes imunocomprometidos variam entre 50 a
80% (BOUTATI; ANAISSIE, 1997; CAMPO; LEWIS; KONTOYIANNIS, 2010;
LORTHOLARY et al., 2010; NUCCI; ANAISSIE, 2007; TORRES; KONTOYIANNIS,
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2003, p. 252). A neutropenia persistente é uns dos principais fatores associados ao
prognostico desfavoravel (NUCCI et al., 2004).

Este fungo tem emergido como o segundo fungo filamentoso oportunista mais comum,
depois de Aspergillus spp., com alto risco para pacientes com malignidades hematoldgicas,
receptores de orgdos sélidos e transplantados de medula 6ssea (AVELINO-SILVA et al.,
2015; MUHAMMED et al., 2011; NUCCI; ANAISSIE, 2007; SAMPATHKUMAR; PAYA,
2001). Em um estudo realizado em 2000, mais de 90% das infec¢Bes causadas por Fusarium
spp. ocorreram nesta populacdo, sendo que 50% deste grupo eram pacientes leucémicos
(POTON et al., 2000). Em outro estudo mais recente, Nucci e colaboradores realizaram uma
andlise retrospectiva de 233 casos de fusariose invasiva, de 11 paises, e concluiram que 92%
destes pacientes apresentaram disturbios hematoldgicos (NUCCI et al., 2014).

Alguns autores observaram alta incidéncia e mortalidade da fusariose invasiva no
Brasil. Um estudo prospectivo realizado em oito grandes centros, no periodo de maio de 2007
a julho de 2009, acompanhou 700 pacientes transplantados de células hematopoiéticas e 237
pacientes com leucemia miel6ide aguda ou mielodisplasias, durante um ano. Neste periodo,
foram diagnosticados 23 casos de fusariose invasiva, 20 de aspergilose invasiva e 11 casos de
candidemias neste grupo de pacientes. Tal estudo concluiu que a incidéncia da fusariose e
aspergilose invasiva foi maior que as candidemias. Além disso, a sobrevivéncia dos pacientes
com fusariose (41%) foi menor que para as outras duas micoses (53%). Este estudo alerta para
a alta incidéncia e mortalidade da fusariose no Brasil em pacientes hematoldgicos (NUCCI et
al., 2013).

1.1.1.4 Tratamento

A fusariose invasiva esta associada ao prognostico desfavoravel. A estratégia ideal de
tratamento para pacientes com infeccéo grave por Fusarium spp. permanece indefinida devido
a resisténcia deste género, a auséncia de ensaios clinicos e o papel critico da imunossupressao.

A Sociedade Européia de Microbiologia Clinica e Doencas Infecciosas (ESCMID) e a
Confederagdo Européia de Micologia Médica (ECMM) aprovaram uma recente diretriz para o
tratamento de hialohifomicoses. Segundo esta convencdo, a terapia recomendada para a
fusariose é anfotericina B e suas formulacdes lipidicas e voriconazol. Além disso, o
posaconazol é recomendado como terapia de resgate (TORTORANO et al., 2014).
Preparagdes lipidicas de anfotericina B apresentam menos efeitos colaterais e parecem

apresentar resposta clinica mais eficaz quando comparado com a anfotericina B desoxicolato
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(NUCCI et al., 2003). Os dados sobre terapias combinadas para fusariose estdo limitados a
alguns relatos de casos: caspofungina e anfotericina B (MAKOWSKY; WARKENTIN;
SAVOIE, 2005); anfotericina B e voriconazol (GUZMAN-COTTRILL; ZHENG,;
CHADWICK, 2004; DURAND-JOLY et al., 2003; HO et al., 2007); e anfotericina B e
terbinafina (ROTHE et al., 2004).

Além da terapia antifingica sistémica, outras intervengdes podem ser realizadas, como
0 tratamento precoce da doenca localizada, o qual é importante para evitar a progressao para
uma infec¢do mais agressiva ou disseminada. Também pode ser realizado o desbridamento
cirargico de tecidos infectados (ANAISSIE; RINALDI, 1990; BOUTATI; ANAISSIE, 1997;
NUCCI; ANAISSIE, 2006) e remocao de cateteres venosos quando ha confirmacéo que esta é
a causa da infeccdo. Além disso, a reversdo da imunossupressdo é recomendada sempre que
possivel (NUCCCI et al., 2013; NUCCI et al., 2004).

O papel do tratamento adjuvante com fatores estimuladores de col6nias de
granuldcitos (G-CSF) e granuldcitos e macrofagos (GM-CSF) ndo foi estabelecida. Poucos
casos relatam sucesso no tratamento da fusariose invasiva com uma combinacdo de
antifangico e tal tratamento adjuvante (DIGNANI et al., 1997; HELM et al., 1990;
RODRIGUEZ et al., 2003; SPIELBERGER et al., 1993).

Devido ao risco de recaidas em pacientes imunossuprimidos que apresentaram
infeccOes prévias, a profilaxia secundaria deve ser considerada (voriconazol, posaconazol,

anfotericina B e formulac@es lipidicas) (NUCCI et al., 2003).

1.1.2 Agentes antifangicos

Apesar da necessidade de terapias antifingicas mais eficazes, o desenvolvimento de
novos agentes antifingicos € um desafio, visto que sdo poucos os alvos potenciais de acdo que
ndo sdo compartilhados pelas células fangicas e mamiferas. Por esse motivo, a descoberta de
agentes antibacterianos tem alcancado éxito em comparagdo ao avango dos antifungicos, uma
vez que, muitos sitios de acdo presentes na célula bacteriana ndo estdo presentes nas células
de mamiferos. Basicamente, ha trés diferentes alvos para a agdo antifungica: esterdis na
membrana citoplasmatica, sintese de acidos nucléicos e constituintes da parede celular. As
seis principais classes de farmacos antifungicos sdo: poliénicos, azdis, alilaminas, morfolina,
antimetabolitos e equinocandinas (KHAN; JAIN, 2000; GUBBINS; ANAISSIE, 2009).

Trés classes de agentes antifungicos atuam sobre o ergosterol da membrana

plasmatica. Os antifungicos poliénicos (anfotericina B e nistatina) ligam-se ao ergosterol
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formando poros na membrana, aumentando a permeabilidade celular e, posteriormente, ocorre
extravasamento de material citoplasméatico e morte celular. Os agentes azélicos (imidazolicos
e triazolicos) inibem a sintese de ergosterol pela inibicdo da enzima C-14-a-demetilase
bloqgueando uma etapa fundamental para a biossintese do ergosterol. Assim como 0s
antifungicos azolicos, as alilaminas (terbinafina) bloqueiam a sintese de ergosterol, porém
através da inibicdo da enzima esqualeno epoxidase (ASHLEY, 2010; RYDER, 1992). O uso
prolongado de antifingicos que atuam sobre o ergosterol, como o fluconazol ou a anfotericina
B, podem ocasionar hepato e nefrotoxicidade (DIXON; WALSH, 1996). Porém, o0s
triazolicos, especialmente o voriconazol, posaconazol e ravuconazol, representam um novo
grupo de azolicos com maior eficiéncia e menor toxicidade que os imidazélicos (GUPTA,
KOHU; BATRA, 2005; QUINDOS et al., 2007).

A 5-fluorocitosina atua sobre a sintese de acidos nucléicos. No interior da célula, este
antifungico é convertido a 5-fluorouracil, que inibe a timidilato sintetase, blogueando a
sintese de DNA fungica (DREW, 2010). Porém, este farmaco pode causar depressdo da
medula Ossea e hepatotoxicidade (DIXON; WALSH, 1996; VERMES; GUCHELAAR;
DANKERT, 2000).

A mais nova classe de agentes antifungicos sdo as equinocandinas, representadas pela
caspofungina, anidulafungina e micafungina. Estas agem na [-(1,3)-D-glucano sintase, a qual
é responsavel pela sintese de parede celular dos fungos, que é composta de um complexo de
proteinas e policarboidratos, como, glucana, manana e quitina. Assim, o bloqueio desta
enzima provoca uma instabilidade osmotica comprometendo a integridade da célula fangica
causando sua lise. Estes farmacos tém demonstrado poucos efeitos colaterais na préatica clinica
(JOHNSON; MOHR, 2010).

1.1.2.1 Suscetibilidade de Fusarium spp. aos agentes antifungicos

O perfil tipico de suscetibilidade antifungica de Fusarium spp. é a resisténcia em
relacdo a maioria dos agentes antifingicos. Em geral, as espécies de Fusarium spp. séo
resistentes aos antifingicos azélicos mais antigos, como o itraconazol e fluconazol, e as
equinocandinas. Em relacdo ao voriconazol e a anfotericina B, a resisténcia é bastante variada
(MUHAMMED et al., 2011). Posaconazol e terbinafina também tém demonstrado atividade
para algumas espécies (AL-HATMI et al., 2015; AZOR et al., 2008).

Embora, até o momento, ndo haja valores de breakpoints para Fusarium spp., a

anfotericina B tem demonstrado maior eficicia in vitro, ou seja, apresenta menores
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concentragdes inibitérias minimas (CIMs) que outros agentes antifungicos (ALASTRUEY -
IZQUIERDO et al., 2008; AL-HATMI et al., 2015; TORTORANO et al., 2008).

No entanto, diferentes especies podem ter diferentes padrbes de suscetibilidade. A
atividade antifungica in vitro frente a espécies dos complexos F. solani e F. oxysporum séo
mais conhecidas do que de outras espécies de Fusarium, pois estas sdo mais prevalentes em
pacientes imunocomprometidos (CORDOBA et al., 2008; NUCCI; ANAISSIE, 2007). Outras
espécies sdo relatadas com menor frequéncia em infeccbes humanas, por isso, sua
suscetibilidade € menos conhecida (NUCCI; ANAISSIE, 2007; SPADER et al., 2011).

Alguns estudos relatam que F. solani e F. verticillioides sdo geralmente resistentes aos
azoOis e exibem altas CIMs para anfotericina B que as outras espécies. Em contraste, F.
oxysporum pode ser mais suscetivel ao voriconazol e posaconazol (CUENCA-ESTRELLA et
al., 2006; ESPINEL-INGROFF et al., 2002; PFALLER; DIEKEMA, 2004). A relevancia
destes dados in vitro ndo é clara, pois ndo hd dados suficientes que documentam uma
correlacdo entre CIMs e resultados clinicos (NUCCI; ANAISSIE, 2007). Cuenca-Estrella e
colaboradores concluiram que a variabilidade na suscetibilidade pode ser espécie ou cepa
dependente (CUENCA-ESTRELLA et al., 2006), similar ao perfil de suscetibilidade de
Scedosporium (LACKNER et al., 2012).

Em recente estudo, Al-Hatmi e colaboradores avaliaram a suscetibilidade de uma
gama de antifangicos frente ao complexo F. fujikuroi, o qual abrange as espécies
F.verticillioides e F. proliferatum. Estes autores observaram que a anfotericina B apresentou
menores CIMs para a maioria das cepas testadas, seguido pelo voriconazol e posaconazol
(AL-HATMI et al., 2015).

1.1.2.2 Mecanismos de resisténcia do género Fusarium

Resisténcia primaria (ou intrinseca) é observada naturalmente entre algumas espécies
de Fusarium sem exposicdo prévia ao farmaco (AL-HATMI et al., 2015). Por outro lado, a
resisténcia secundaria (ou adquirida) aos azélicos € previamente desenvolvida entre cepas
sensiveis ap0s a exposi¢cdo ao agente antifingico, como observado, por exemplo, em
Aspergillus fumigatus, e € geralmente dependente da alteracdo da expressédo do CYP51, gene
que codifica a enzima esterol 14-a-demetilase (HEYN et al., 2005). Recentemente, Fan e
colaboradores demostraram que CYP51 em Fusarium apresenta trés pardlogos (CYP51A, -B
e -C), sendo CYP51C, unico para este género (FAN et al., 2013). A dele¢do do CYP51A

geralmente provoca resisténcia secundaria em fungos, tais como, A. fumigatus
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(CHOWDHARY et al., 2013). Entretanto, o oposto foi observado em Fusarium
graminearum, pois a delecdo do CYP51A aumentou a sensibilidade desta espécie aos
antifangicos azolicos (FAN et al., 2013). Os exatos mecanismos de resisténcia do género
Fusarium ndo estdo totalmente esclarecidos, porém, alteracGes de aminoacidos CYP51A e a
sobre-expressao deste gene podem estar envolvidos (AL-HATMI; MEIS; DE HOOG, 2016).

Um estudo demonstrou que uma mutacdo no gene FKS1 pode contribuir para a
resisténcia intrinseca de Fusarium spp. as equinocandinas. Estes autores evidenciaram que
alteracbes na regido hot spot 1 (P647A e F639Y), no gene FKS1, contribuem para a
resisténcia de Fusarium solani as equinocandinas (KATIYAR; EDLIND, 2009). Além disso,
Fusarium spp. possui um mecanismo de efluxo eficaz para remover xenobidticos de suas
células (BERTHILLER et al., 2013). Este mecanismo também pode reduzir a sua
sensibilidade aos azélicos (AL-HATMI; MEIS; DE HOOG, 2016).

1.1.3 Combinacgdes entre agentes antifungicos

A resposta terapéutica, ineficiente ou moderada, apresentada pelo uso da monoterapia
em pacientes com fusariose invasiva ou disseminada, impulsionou a busca pela terapia de
combinacdo entre agentes antifingicos convencionais (GUARRO, 2013). No entanto, a
experiéncia clinica da terapia combinada é baseada apenas em relatos de casos. Sendo assim,
sd0 necessarios mais estudos com um ndmero superior de pacientes para a indicacdo desta
proposta terapéutica (CAMPO; LEWIS; KONTOYIANNIS, 2010).

Varios casos clinicos de regimes combinados foram relatados para o tratamento da
fusariose, tais como: equinocandinas e poliénicos; azois e poliénicos; poliénicos ou azois e
terbinafina. No entanto, nenhum estudo estatistico comparando a terapia combinada e a
monoterapia foi publicado (GUARRO, 2013).

Embora o uso da combinagdo de anfotericina B e voriconazol ndo seja recomendado
por estudos de suscetibilidade in vitro e modelos experimentais, esta € a combinacdo mais
utilizada na clinica, porém tem apresentado, geralmente, pouca eficacia (CARNEIRO et al.,
2011). A interacdo in vitro desta combinacdo tem demonstrado diferentes resultados: efeito
aditivo (ORTONEDA et al., 2004); sinérgico ou indiferente (SPADER et al., 2011); e
sinérgico, indiferente ou antagénico (CORDOBA et al., 2008).

O controverso antagonismo verificado nas combinacdes entre anfotericina B e azolicos
pode ser a consequéncia das acdes das duas classes de antifingicos no mesmo sitio de ac&o.

Os azois blogueiam a sintese do ergosterol, e assim reduzem os sitios de acdo para
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anfotericina B na membrana citoplasmatica (SCHEVEN; SCHEVEN, 1996; SUGAR; LIU,
1998). Além disso, os azois lipofilicos podem ainda ficar adsorvidos na célula fungica e
impedir a ligacao da anfotericina B com os esterois da membrana (SCHEVEN et al., 1995).

Alguns autores observaram baixa eficacia desta combinacdo em camundongos
infectados por F. oxysporum (RUIZ-CENDOYA et al., 2009). Por outro lado, esta terapia
prolongou a sobrevivéncia de ratos infectados por F. solani quando comparada com a
monoterapia com anfotericina B ou voriconazol (RUIZ-CENDOYA; MARINE; GUARRO,
2008).

Um estudo relatou 20 casos de fusariose disseminada tratados com terapias de
combinacgéo. Entre estes, 14 pacientes responderam positivamente, e em sete destes casos, a
resposta clinica foi alcancada antes da resolucdo da neutropenia. Os melhores resultados
foram observados para a combinacdo de anfotericina B e voriconazol [7casos], seguido pela
combinacéo da anfotericina B lipossomal e terbinafina [2 casos] (LIU et al., 2011).

Outro estudo avaliou a terapia de combinacdo em 6 pacientes transplantados de
pulmdo com fusariose. Estes pacientes foram tratados com diferentes terapias: anfotericina B
lipossomal e caspofungina ou voriconazol; monoterapia com voriconazol; e anfotericina B e
voriconazol. Dentre estes, apenas um paciente sobreviveu, o qual foi tratado com a ultima
combinacdo (CARNEIRO et al.,, 2011). No entanto, a combinagdo entre anfotericina B e
voriconazol permanece controversa (GUARRO, 2013).

H& poucos dados clinicos sobre a terapia de combinacdo entre anfotericina B e
posaconazol. Um estudo descreveu falha terapéutica desta combinacdo. Estes autores nédo
recomendam seu uso para o tratamento da fusariose disseminada devido a possiveis falhas
terapéuticas. Porém, este mesmo estudo relata que as concentracBes do posaconazol foram
subterapéuticas devido a méa alimentacéo do paciente (LEWIS et al., 2008). Esta combinacéao
provavelmente merece ser melhor investigada, pois tem demonstrado sucesso terapéutico em
modelo experimental murino (RUIZ-CENDOYA et al., 2009).

A combinacdo in vitro entre anfotericina B e caspofungina tem demonstrado
interacOes sinérgicas ou aditivas contra isolados de Fusarium (ARIKAN et al., 2002; SHALIT
et al., 2009; SPADER et al., 2011). No cenério clinico, dois casos de fusariose disseminada
resultaram em resposta significativa com o uso desta combinagdo. Porém em ambos 0s casos,
o tratamento foi continuado com voriconazol, sendo que um paciente evoluiu para cura clinica
(VAGACE et al., 2007), e o outro, para o 6bito (MAKOWSKY; WARKENTIN; SAVOIE,
2005). Em dois casos clinicos de infecgBes invasivas, a caspofungina demonstrou bons

resultados quando somada ao tratamento com anfotericina B como terapia de resgate, pois a
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monoterapia com anfotericina B foi falha (APOSTOLIDIS et al., 2003; VAGACE et al.,
2007). Em estudo experimental, a combinagéo de anfotericina lipossomal e caspofungina ndo
demonstrou melhores resultados que as respectivas monoterapias (SPELLBERG et al., 2006).

O mecanismo proposto para a combinacdo de anfotericina B e caspofungina baseia-se
no ataque a diferentes alvos da célula fangica, pois a caspofungina atua na biossintese de
parede celular e a anfotericina B no ergosterol da membrana. Este mecanismo de ataque a
diferentes sitios também fundamenta a combinacao entre caspofungina e azoélicos (JOHNSON
et al, 2004).

Poucos estudos de combinagfes entre equinocandinas e voriconazol foram realizados.
As combinagdes in vitro entre caspofungina e voriconazol evidenciaram interacdes sinérgicas
para isolados de Fusarium spp. (SHALIT et al, 2009). Porém, a combinacdo de micafungina e
voriconazol resultou em indiferenca frente a F. solani (HEYN et al., 2005).

Alguns autores descreveram que um paciente com infeccdo por F. solani refratario ao
tratamento com caspofungina, apresentou melhora clinica quando o voriconazol foi
adicionado ao tratamento (LABOIS; GRAY; LEPRETE, 2011). Um paciente neutropénico
com leucemia linfoblatica apresentou sucesso terapéutico com a terapia combinada de
micafungina e voriconazol, ap6s falha do tratamento prévio com posaconazol e anfotericina B
(LEWIS et al., 2008).

Além disso, associacgdes in vitro de terbinafina e caspofungina (SHALIT et al., 2009)
ou anfotericina B (LI et al., 2008) tém demonstrado potente sinergismo frente a Fusarium
spp. Por outro lado, Spader e colaboradores evidenciaram pequenas taxas de sinergismos in
vitro para esta ultima (SPADER et al., 2011).

1.1.4 Combinacdes entre agentes antifungicos e quimissensibilizantes

O termo “quimiossensibiliza¢dao” foi originalmente introduzido como uma estratégia
para combater o desenvolvimento da resisténcia de células tumorais a agentes antineoplasicos.
Neste cenario, a quimiossensibilizacdo envolve a utilizacdo de um agente que torna as células
cancerigenas mais sensiveis a um quimioterapico (SHABBITS; HU; MAYER, 2003).

O desenvolvimento de resisténcia pelas células cancerigenas a agentes antineoplasicos
envolve mutagdes em genes-alvo, aumento da expressao de genes codificadores de bombas de
efluxo, aumento da producdo de enzimas detoxificadoras e reparadoras de DNA (&cido
desoxirribonucleico), entre outos mecanismos (SHABBITS; HU; MAYER, 2003). O emprego

dos quimiossensibilizantes resulta na reducdo da dose de farmacos antineoplasicos
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citotoxicos, superando a resisténcia das células cancerigenas a estes farmacos. Isto evita a
toxicidade para as células ndo alvo e diminui os efeitos colaterais associados aos farmacos
antineoplasicos (CAMPBELL; CHAN; KIM, 2012).

Os mecanismos de resisténcia aos agentes antineoplasicos séo quase que paralelos aos
desenvolvidos por fungos patogénicos frente aos agentes antifungicos. De modo geral, 0s
mecanismos de ac¢do dos quimiossensibilizantes incluem a desestabilizagdo da integridade da
membrana celular e membranas vacuolares do fungo, a inibicdo de bombas de efluxo, inducéo
do estresse oxidativo e alteracdo da estrutura da parede celular (CAMPBELL; CHAN; KIM,
2012).

Os agentes quimiossensibilizantes, quando utilizados como monoterapia, podem
apresentar uma atividade antifungica insignificante. Por outro lado, quando estes sao
empregados conjuntamente com agentes antifingicos, funcionam como agentes sinérgicos, 0s
quais afetam o patdégeno alvo tornando-o mais vulnerdvel ao agente antifingico. Com a
quimiossensibilizacdo, a dose efetiva do agente antifingico pode ser significativamente
reduzida. Além disso, quimiossensibilizantes podem causar a reversdo de cepas resistentes a
determinado antifingico, em cepas sensiveis (CAMPBELL; CHAN; KIM, 2012).

Segundo Campbell e colaboradores, desde a década passada, esta estratégia terapéutica
tem sido investigada frente a fungos patogénicos resistentes aos antiflngicos disponiveis.
Estes autores realizaram uma extensa revisdo sobre a atividade de agentes
quimiossensibilizantes combinados a antifungicos frente a diversos patdégenos fingicos como,
Candida spp., Aspergillus spp., Cryptococcus neoformans, entre outros. Em tal estudo, sdo
relatados quimiossensibilizantes de origem natural, como 06leos essenciais e seus derivados,
bem como, farmacos e uma diversidade de outros compostos sintéticos (CAMPBELL;
CHAN; KIM, 2012).

Farmacos de diversas classes, tais como, agentes imunossupressores (DENARDI et al.,
2015), antipsicéticos (ROSSATO et al., 2016), antineoplasicos (GHANNOUM et al., 1990),
antiarritmicos (BAGAR; BENCINA, 2012) e uma diversidade de agentes antibacterianos
(CLANCY et al., 1998; NAKAJIMA et al., 1995; STERGIOPOULOU et al., 2008), tém
apresentado atividade quimiossensibilizante em combinagdo com antifungicos através de
diferentes mecanismos de acdo, frente a leveduras e fungos filamentosos (AFELTRA,
VERWELJ, 2003). De modo geral, os principais alvos fungicos desses farmacos sao a inibicdo
de bombas de protons na membrana plasmaética e reticulo endoplasmatico, que regulam a

homeostase celular; alteracdo da regulagdo intracelular de célcio; e inibicdo da sintese de
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acidos nucléicos e proteinas. Por outro lado, a eficécia clinica destes medicamentos em
associagao com agentes antifngicos ndo esta estabelecida (AFELTRA; VERWELIJ, 2003).

No entanto, outros agentes sintéticos, ndo farmacoldgicos, podem exibir atividade
qguimiossensibilizante em combinacdo com agentes antifingicos. Compostos orgéanicos de
selénio, tais como, disseleneto de difenila e ebselen, ttm demonstrado atividade antifngica
isoladamente ou em combinagdo com antifingicos (BILLACK; SANTORO; LAU-CAM,
2009; DENARDI et al., 2013; LORETO et al., 2011 a). A descoberta da atividade antifingica
dos compostos organicos de selénio pode desempenhar um papel complementar no tratamento
de infecgdes fungicas (LORETO et al., 2011 a).

Os Oleos essenciais e seus constituintes também sdo considerados uma fonte
promissora para a producdo de novos medicamentos antimicrobianos (GIAMPERI;
FRATERNALE; RICCI, 2002). Os fitocompostos cinamaldeido, carvacrol e timol tém
demonstrado atividade antifungica contra uma variedade de fungos patogénicos
(ABBASZADEH et al., 2014; AHMAD et al., 2011; OOI et al., 2006; RAO et al., 2010).
Apesar da sua atividade antimicrobiana, 6leos essenciais e seus compostos ativos em
combinacdo com farmacos antifungicos tem sido pouco investigada (KHAN; AHMAD,
2012).

A atividade quimiossensibilizante de farmacos ndo antifingicos, compostos sintéticos
ou naturais em combinacdo com agentes antifungicos utilizados na pratica clinica, tem sido

pouco investigada frente a isolados clinicos de Fusarium.

1.1.4.1 Compostos organicos de selénio

O elemento selénio foi descoberto em 1818 pelo quimico sueco Berzelius. Este é um
oligoelemento essencial para diversas fungdes fisiologicas e € obtido através da dieta. As
primeiras informagbes foram relacionadas a sua toxicidade. A importancia biologica do
selénio, e as suas formas inorganicas, levaram ao desenvolvimento de compostos organicos de
selénio farmacologicamente ativos e com baixa toxicidade. Embora o primeiro composto
organico sintético de selénio, o disseleneto de dietila, produzido por Lowig em 1836, tenha
apresentado a natureza fétida dos compostos de selénio, dificuldades de purificacdo e a
instabilidade de muitos derivados, outros compostos foram descobertos posteriormente
(MUGESH; DU MONT:; SIES, 2001).

O interesse na utilizacdo destas moléculas em bioquimica comecgou a partir de achados

que revelaram que esses compostos sdo muito menos toxicos do que espécies inorganicas de
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selénio (MUGESH; DU MONT; SIES, 2001). Além disso, 0s compostos organicos de selénio
possuem muitas propriedades farmacoldgicas, tais como: antioxidantes, inibidores
enzimaticos, neuroprotetores, anti-tumorais, anti-infecciosos, indutores de citocinas e
imunomoduladores (NARAJJI; KARVEKAR; DAS, 2007; NOGUEIRA; ROCHA, 2010;
NOGUEIRA; ZENI; ROCHA, 2004). O disseleneto de difenila e o ebselen sdo compostos
organicos de selénio que tém demonstrado atividade antimicrobiana (BILLACK; SANTORO;
LAU-CAM, 2009; WO’JTOWICZ et al., 2003) e sdo considerados bons candidatos a agentes
terapéuticos (NOGUEIRA; ROCHA, 2010; NOGUEIRA; ZENI; ROCHA, 2004).

1.1.4.1.1 Disseleneto de difenila

O disseleneto de difenila [(PhSe),] (Figura 2) € um composto organico de selénio,
simples, estavel e altamente lipofilico, amplamente utilizado como intermediario em sinteses
organicas (WIRTH, 2000) que reage de forma muito eficaz com hidroperoxidos e peréxidos
organicos. Muitas propriedades farmacoldgicas do disseleneto de difenila foram relatadas,
entre as principais, destacam-se as atividades: antioxidante, antinociceptiva, anti-inflamatoria,
antiulcerosa e hepatoprotetora (NOGUEIRA et al., 2003; PRIGOL; LUCHESE; NOGUEIRA,
2009; SAVEGNAGO et al., 2003; WILHELM et al., 2009).

Pouca atengéo tem sido dada a atividade e relacdo estrutura-atividade do disseleneto
de difenila e seus analogos contra virus patogénicos, bactérias e fungos (WOJTOWICZ et al.,
2003).

Loreto e colaboradores avaliaram a atividade antifngica in vitro e a relacdo estrutura-
atividade do disseleneto de difenila e seus analogos sintéticos, p-cloro-difenil disseleneto, m-
trifluormetil-difenil disseleneto e p-metoxil-difenil disseleneto, contra 116 isolados de fungos
patogénicos. O disseleneto de difenila apresentou potente atividade frente a C. albicans (4-32
pg/mL), C. dubliniensis (2-16 pg/mL), Aspergillus spp. (0,5-64 pg/mL) e Fusarium spp. (2-
16 pg/mL). Neste estudo, também foi observado que a introdugdo de grupos funcionais a
molécula de disseleneto de difenila, reduziu a sua atividade antifangica (LORETO et al., 2011
a).

O estudo descrito acima foi o primeiro relato de avaliacdo da atividade antifungica do
disseleneto de difenila e seus analogos contra fungos patdégenos humanos. O significado deste
estudo ndo esta apenas na descoberta da atividade deste composto, mas também, no potencial
papel complementar no tratamento de infec¢des fungicas (LORETO et al., 2011 a). Outros

estudos relataram a atividade do disseleneto de difenila contra biofilmes de C. albicans
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(ROSSETI; ROCHA; COSTA, 2015) e contra o oomiceto Pythium insidiosum (LORETO et
al., 2012).

Um estudo prévio demonstrou atividade sinérgica do disseleneto de difenila em
associacdo com anfotericina B (76,66%) frente a isolados de C. glabrata pelo método de
checkerboard. Este mesmo estudo evidenciou pequenas taxas de sinergismo (10%) para a
associacdo com fluconazol (DENARDI et al., 2013).

Uma hipotese para 0 mecanismo bioldgico da atividade antifingica do disseleneto de
difenila € a sua interacdo com grupos sulfidrilas de biomoléculas presentes na célula fangica
(MUGESH; DU MONT; SIES, 2001). A reducdo da atividade antifungica observada para os
compostos analogos pode ser devido as diferengas nas interaces com células fungicas

causadas por efeitos eletrodinamicos e estéricos destes compostos (LORETO et al., 2011 a).

Figura 2 - Estrutura quimica do disseleneto de difenila
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1.1.4.1.2 Ebselen

O ebselen (2-fenil-1,2-benzisoselenazol-3(2H)-one) (Figura 3) € um composto
organico de selénio, de baixa toxicidade, que compartilna muitas atividades farmacoldgicas
com o disseleneto de difenila (NOGUEIRA; ZENI; ROCHA, 2004). Este composto foi
descrito pela primeira vez em 1984 como um mimético da glutationa peroxidase (MULLER et
al., 1984).

Assim como o disseleneto de difenila, o ebselen possui muitas propriedades
farmacoldgicas, tais como, atividade antioxidante, anti-inflamatdria, antinociceptiva,
neuroprotetora, antiulcerosa e hepatoprotetora (MAIORINO; ROVER; URSINI, 1992;
NOGUEIRA; ZENI; ROCHA, 2004; WASSER et al., 2001). Além disso, o ebselen também
foi administrado com sucesso em humanos, diminuindo os déficits neurologicos provocados

por aneurisma subaracnoide hemorréagico (SAITO et al., 1998).
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Alguns estudos tém relatado a atividade antimicrobiana do ebselen contra bactérias
Gram positivas (CHAN et al., 2007), Saccharomyces cerevisiae (CHAN et al., 2007),
Candida spp. (BILLACK et al., 2009; WOJTOWICZ et al., 2003; WOJTOWICZ et al.,
2004), C. neoformans (SOTEROPOULOS et al, 2000), Microsporum gypseum
(WOJTOWICZ et al., 2003), Aspergillus spp. e Penicillium spp. (WOJTOWICZ et al., 2004).

O mecanismo proposto para sua atividade antifungica esta relacionada a inibicdo da
H*-ATPase na membrana celular fingica. Segundo Soteropoulos e colaboradores, a bomba de
protons (H*-ATPase) na membrana plasmatica fungica possui propriedades bem definidas que
facilitam a descoberta de farmacos. Esta bomba de protons é fundamental para o crescimento
e manutencgdo da estabilidade celular (SOTEROPOULOS et al., 2000). No entanto, estudos
sobre combinacdes do ebselen com agentes antifungicos ndo foram relatados, bem como, seus

mecanismos de interacdo com tais agentes.

Figura 3 - Estrutura quimica do ebselen
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1.1.4.2 Farmacos ndo antifungicos

O termo “farmacos nao antifungicos” foi adotado para denominar um extenso grupo
de farmacos utilizados no tratamento de infecgdes ndo fungicas ou farmacos empregados no
tratamento de patologias de etiologia ndo infecciosa, que apresentam atividade contra fungos
(AFELTRA; VERWELIJ, 2003).

Algumas combinagdes sinérgicas in vitro entre agentes ndo antifingicos e antiflingicos
frente as espécies de Fusarium spp. tém sido relatadas, tais como: azitromicina e anfotericina
B (CLANCY; NGUYEN, 1998), rifampicina e anfotericina B ou natamicina (SPADER et al.,
2011; STERN, 1978), rifabutina e anfotericina B (CLANCY et al., 1998), gentamicina e
natamicina (STERN, 1978), ciprofloxacina ou metronidazol e voriconazol, ibuprofeno e
anfotericina B (VENTURINI et al., 2011), tacrolimus e caspofungina (SHALIT et al., 2009).

No entanto, esta abordagem ainda € pouco investigada para Fusarium spp.
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Neste contexto, e com base em estudos prévios de combinacgdes sinérgicas frente a
fungos patogénicos, este estudo buscou evidenciar novas opcdes de agentes
quimiossensibilizantes, com diferentes alvos na célula fangica, tais como, agentes

antimicrobianos e um agente antiarritmico.

1.1.4.2.1 Amiodarona

A amiodarona, um benzofurano complexo, foi originalmente identificado para uso
clinico no tratamento de arritmia cardiaca (SINGH; VAUGHAN WILLIAMS, 1970). Este
farmaco antiarritmico de classe 11 bloqueia os canais de potassio que atuam na repolarizacdo
cardiaca (RANG et al., 2004, p. 314). No entanto, foi relatado que a amiodarona possui
atividade antifangica contra Aspergillus spp., Candida spp., Cryptococcus spp., Fusarium
spp. e Saccharomyces spp. (COURCHESNE, 2002; COURCHESNE; OZTURK, 2003;
GUPTA et al., 2003).

Um estudo in vitro frente a isolados de A. fumigatus suscetiveis e resistentes ao
itraconazol, observou que a amiodarona combinada ao itraconazol resultou em sinergismos,
principalmente para os isolados resistentes (AFELTRA et al., 2004). Bagar e Bencina também
observaram interacOes sinérgicas para a combinacdao de amiodarona e azoélicos; e além disso,
efeito aditivo para a combinagdo com anfotericina B frente a A. niger (BAGAR; BENCINA,
2012).

As interacBes sinérgicas entre amiodarona e antifingicos azdlicos podem ser
resultados do bloqueio do transporte de ions sddio. A amiodarona também evidenciou
sinergismo combinada ao fluconazol, itraconazol ou voriconazol frente a isolados de C.
albicans resistentes aos azélicos (GUO et al., 2008), ou combinada ao fluconazol frente a C.
tropicalis resistentes ao fluconazol (SILVA et al., 2013). No entanto, a combinagdo entre
amiodarona e azolicos frente a isolados sensiveis aos azolicos, tém demonstrado efeitos
indiferentes, e em poucos casos, antagonicos (GAMARRA et al., 2010).

Outra hipotese para 0 mecanismo de acdo antifungica da amiodarona é a disfuncéo da
homeostase do célcio (GAMARRA et al., 2010). Segundo Courchesne, a amiodarona induz
rapidamente ao efluxo de calcio celular (COURCHESNE, 2002). A combinacdo entre
amiodarona e fluconazol em um modelo murino de candidiase resultou em reducdo da carga
fangica nos rins dos cobaios infectados por C. albicans resistente ao fluconazol (GAMARRA
etal., 2010).
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1.1.4.2.2 Doxiciclina

A doxiciclina é um antibacteriano que pertence a classe das tetraciclinas. Esta classe
de antibioticos possui amplo espectro, sendo ativa contra bactérias Gram positivas e Gram
negativas, Mycoplasma, Rickettsia, Chlamydia spp., espiroquetas e alguns protozoarios
(RANG et al., 2004, p. 731).

Miceli e colaboradores relataram a atividade in vitro da doxiciclina contra biofilmes de
C. albicans em concentragdes muito elevadas (512-2048 pg/ml) (MICELI; BERNARDO;
LEE, 2009). Por outro lado, Loreto e colaboradores reportaram menores CIMs (0,5-8 pg/ml)
frente ao oomiceto Pythium insidiosum (LORETO et al., 2011 b).

Um estudo observou efeito sinérgico in vitro para a doxiciclina combinada ao
fluconazol frente a C. albicans. Além disso, constatou-se que a combinacdo com doxiciclina
converteu a atividade do fluconazol, de fungiostatico, para fungicida. Outro achado
importante, é que a doxiciclina impede o surgimento de resisténcia ao fluconazol. O mesmo
estudo sugere que a doxiciclina altera a homeostase do ferro, agindo como um agente quelante
(FIORI; VAN DHCK, 2012). A deplecdo do ferro diminui o conteudo de ergosterol na
membrana celular de C. albicans, conferindo mais fluidez e permitindo a difusdo passiva do
fluconazol pela membrana plasmética (PRASAD et al., 2006).

Gao e colaboradores também observaram que a doxiciclina potencializa a atividade
antifangica do fluconazol frente a biofilmes de C. albicans. Estes autores demonstraram que a
interacdo sinérgica destes agentes esta associada ao bloqueio de genes codificadores de
bombas de efluxo (CDR1, CDR2 e MDR1), e ao aumento dos niveis de calcio intracelular
(GAO et al., 2014).

A doxiciclina também aumentou a atividade fungicida da anfotericina B frente a
isolados de C. albicans, C.glabrata, C. parapsilosis e C. krusei formadoras de biofilmes (EL-
AZIZI, 2007; MICELI; BERNARDO; LEE, 2009). Outro estudo relatou interac6es sinérgicas
entre a tetraciclina, ou seus analogos, e anfotericina B frente a Aspergillus spp. A minociclina
foi mais eficaz quando combinada a anfotericina B, seguida pelas combinagfes com
doxiciclina e tetraciclina (HUGHES et al., 1984).

1.1.4.2.3 Moxifloxacina

A moxifloxacina é um antibiético da classe das fluoroguinolonas. Essa classe possui

um largo espectro de atividade contra bactérias Gram positivas e Gram negativas, assim
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como, contra micro-organismos anaerébios, sendo que sua acgdo terapéutica é fundamental,
sobretudo em infeccbes causadas por micro-organismos resistentes a outras classes de
farmacos (SOUZA, 2005).

No entanto, além de ser um potente agente bactericida, estudos in vitro tém observado
a atividade da moxifloxacina contra espécies de Candida e Fusarium (ALFONSO; MILLER,
2005; DAY et al., 2009; MUNIR et al., 2007; OZDEK et al., 2006). Em recente estudo, foram
relatadas altas CIMs para gatifloxacina, levofloxacina e moxifloxacina contra espécies de
Fusarium (KAWAKAMI et al., 2015).

Munir e colaboradores relataram quatro casos de ceratites associadas a lentes de
contato causadas por Fusarium spp. Em dois casos, dos quais um foi tratado com
moxifloxacina topica 0,5%, a ceratite foi completamente resolvida com o uso de
fluoroquinolonas topicas. Um paciente foi tratado com ofloxacina 0,3%, seguida de
tobramicina (14 mg/ml) e cefazolina (50 mg/ml). O ultimo caso demonstrou melhora
significativa com moxifloxacina, mas foi posteriormente tratado com natamicina 5% (MUNIR
etal., 2007).

O mecanismo de acdo antibacteriano das fluoroguinolonas deve-se a inibicdo da
topoisomerase Il (uma DNA girase) e topoisomerase 1V. As topoisomerases desempenham
importante papel na replicacdo e empacotamento do DNA (DALHOFF; SHALIT, 2003). A
quarta geragdo das quinolonas, como moxifloxacina e gatifloxacina, demonstram aumento da
atividade sobre a DNA girase (PESTOVA et al., 2000). As fluoroquinolonas também inibem
a topoisomerase Il de células eucarioticas. No entanto, as quinolonas sdo muito mais seletivas
para topoisomerases bacterianas, do que para as enzimas das células de mamiferos
(DALHOFF; SHALIT, 2003).

Ja foi confirmada a presenca das topoisomerases | e Il em C. albicans e A. niger em
altos niveis. Desta forma, uma quinolona mostrou ter maior efeito de clivagem sobre Candida
spp. do que sobre células mamiferas (SHEN et al., 1992). Segundo Munir e colaboradores, a
moxifloxacina e gatifloxacina reduzem significativamente in vitro e in vivo, a contagem de
col6nias de C. albicans e F. oxysporum (MUNIR et al., 2007).

Nakagima e colaboradores relataram interacfes sinérgicas in vitro para a combinacao
entre anfotericina B e uma fluorquinolona (DU-6859a) frente a Candida spp., C. neoformans
e A. fumigatus (NAKAGIMA et al., 1995). Interagdes sinérgicas, in vitro e in vivo, também
foram observadas para a associacdo entre ofloxacina e fluconazol frente a C. albicans
resistente a azdis (SASAKI et al., 2000). Dois estudos de suscetibilidade in vitro observaram

que a moxifloxacina isolada ndo possui atividade contra espécies de Candida, porém, em
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combinacdo, potencializou atividade antifungica da anfotericina B (DEREN et al., 2010;
YALCIN et al., 2010).

A atividade das combinacdes de ciprofloxacina e antifungicos (anfotericina B,
voriconazol ou caspofungina) resultaram em atividade sinérgica in vitro para C. albicans e A.
fumigatus (STERGIOPOULOQU et al., 2008). Para Fusarium spp., esta fluoroquinolona
associada a anfotericina B ou voriconazol também demonstrou atividade sinérgica
(VENTURINI et al.,, 2011). Também foi relatado que a moxifloxacina potencializou a
atividade da caspofungina frente a C. albicans (STERGIOPOULOU et al., 2009).

Em um modelo murino de candidiase invasiva foi observado que a combinacdo entre
fluconazol (baixas doses) e ciprofloxacina foi equivalentemente eficaz ao tratamento com
altas doses de fluconazol. No mesmo estudo demonstrou-se que a combinacdo entre
ciprofloxacina ou trovafloxacina e anfotericina B foi mais eficaz do que os tratamentos
isolados (SUGAR; LIU; CHEN, 1997).

Outro modelo in vivo avaliou a terapia combinada entre fluconazol e quinolonas. Tal
estudo observou que esta combinacdo prolongou a sobrevivéncia de camundongos infectados
por Rhizopus oryzae (SUGAR; LIU, 2000).

1.1.4.2.4 Pentamidina

A pentamidina é um membro da classe das diaminas aromaticas e possui atividade
contra diferentes bactérias, protozoarios e fungos (SANDS; KRON; BROWN, 1985;
TRACY; WEBSTER, 1996). Sendo que este farmaco é usado na clinica para a profilaxia e
tratamento da pneumonia causada por Pneumocystis jirovecii, um micro-organismo que foi
taxonomicamente classificado como fungo (MORRIS-JONES; EASTERBROOK, 1997).

Estudos in vitro demonstraram atividade antifingica da pentamidina frente a C.
albicans, S. cerevisiae, C. neoformans, A. niger, A. terreus, A. nidulans e A. ustus (AFELTRA
et al., 2002 b; BARCHIESI et al., 1994; LUDEWING et al., 1994; MILETTI; LEIBOWITZ,
2000).

A pentamidina também mostrou ser ativa in vivo contra Candida spp., visto que,
pacientes HIV positivos que foram nebulizados com pentamidina como tratamento profilatico,
apresentaram menores concentracGes de Candida spp. intraoralmente do que aqueles que nao
receberam esta profilaxia (NOLAN et al., 1994).
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Anélogos da pentamidina demonstraram atividade in vitro contra Candida spp.,
incluindo C. albicans, C. krusei e C. glabrata resistentes aos azois, e também, A. fumigatus,
A. flavus e Fusarium spp. (DEL POETA et al., 1998).

Lionakis e colaboradores testaram a atividade in vitro da pentamidina frente a dez
isolados de Fusarium spp. (cinco F. solani e cinco ndo F. solani). Este estudo observou
notével atividade antifingica contra Fusarium spp., sendo que a pentamidina demontrou ser
fungicida frente as espécies ndo F. solani e fungiostatica para F. solani (LIONAKIS et al.,
2003). Diversos estudos relataram que F. solani € a espécie mais resistente aos antifungicos
(ARIKAN et al., 1999; GUARRO; PUJOL; MAYAYO, 1999; TORRES; KONTOYIANNIS,
2003).

Um estudo in vivo avaliou a eficicia da pentamidina na profilaxia e tratamento
precoce da fusariose causada por F. oxysporum. Este estudo utilizou um modelo de fusariose
pulmonar aguda em camundongos neutropénicos. Os camundongos pré-expostos a
pentamidina apresentaram um aumento na sobrevivéncia e diminuicdo da carga fingica
pulmonar, em comparagdo aos camundongos pré-expostos a anfotericina B e aos ndo tratados.
Ja os camundongos tratados com pentamidina demonstrataram um aumento na sobrevivéncia,
mas ndo houve reducdo da carga fungica (LIONAKIS et al., 2006). Os autores concluiram que
a pentamidina é mais eficaz na profilaxia, do que no tratamento da fusariose pulmonar aguda.
Logo, esta possui maior atividade contra conidios de Fusarium spp., do que contra hifas
(LIONAKIS et al., 2003; LIONAKIS et al., 2006).

Interacbes sinérgicas foram relatadas para a combinacdo entre pentamidina e
cetoconazol frente a C. albicans (ST-GERMAIN, 1990). Sinergismo também foi relatado para
a combinacdo in vitro entre pentamidina e anfotericina B frente a 30 isolados de
Scedosporium prolificans (AFELTRA et al., 2002 a).

Apesar da pentamidina ser usada na clinica por mais de duas décadas, seus
mecanismos de acdo ainda ndo estdo totalmente esclarecidos. Muitos mecanismos tém sido
propostos, como a inibicdo de DNA, RNA, fosfolipidios e sintese protéica (SANDS; KRON;
BROWN, 1985). Segundo Lionakis e colaboradores, a pentamidina foi mais ativa contra
Fusarium spp. em baixas condi¢fes de oxigénio, portanto, esta observacdo in vitro pode ter
importancia clinica, tendo em vista que a fusariose invasiva gera uma condicdo semi-
anaerobica nos tecidos (LIONAKIS et al., 2003).

1.1.4.2.5 Polimixina B
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A polimixina B é um agente antibacteriano anfipatico tensoativo que interage
fortemente com os fosfolipidios e desorganizam a estrutura das membranas celulares. A
permeabilidade da membrana bacteriana modifica-se imediatamente em contato com o
farmaco. A sensibilidade a polimixina B esta aparentemente relacionada com o contetdo de
fosfolipidio do complexo parede celular-membrana. A polimixina B liga-se a porcéo lipidica
A da endotoxina (o lipopolissacarideo da membrana externa das bactérias Gram negativas) e
inativa essa molécula (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012, p. 1539).

Além de possuir atividade antibacteriana, a polimixina B também tem demonstrado
atividade contra fungos (NICHOLLS, 1970; SCHWARTZ et al, 1972; FALLA,
KARUNARATNE; HANCOCK, 1996).

Em combinacdo com fluconazol ou itraconazol, a polimixina B, em baixas
concentragdes, possui efeito fungicida contra A. fumigatus, Rhizopus oryzae, C. albicans e
ndo albicans; e C. neoformans (ZHAI et al., 2010). A combinagdo de polimixina B e
fluconazol pode ser um tratamento efetivo para a forma cerebral de criptococose, pois a
polimixina B penetra no tecido cerebral com significativa eficiéncia (JIMENEZ-MEJIAS et
al., 2002).

Com base no mecanismo de acao da polimixina B para bactérias, Zhai e colaboradores
hipotetizaram que a sua acdo contra fungos ocorre através da ligacdo com lipidios ani6nicos
da membrana fangica resultando na sua ruptura (ZHAI et al., 2010).

Moneib e colaboradores relataram sinergismos para as combinacfes entre polimixina
B e anfotericina B, cetoconazol ou miconazol frente a C. albicans (MONEIB, 1995).

Segundo Pietschmann e colaboradores, a associagdo in vitro entre polimixina B e
miconazol demonstrou interagdes sinérgicas para Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
e Malassezia pachydermatis, sugerindo potente agdo bactericida contra Gram negativos e
fungicida para leveduras. Este estudo concluiu que a polimixina B possibilita 0 aumento da
penetracdo de antimicrobianos hidrofébicos na célula fungica, como o0 miconazol, permitindo
que este desempenhe sua acéo letal (PIETSCHMANN et al., 2009).

1.1.4.2.6 Tigeciclina

A tigeciclina é o primeiro de uma nova classe de antibidticos bacteriostaticos, as
glicilciclinas. Esta classe possui um esqueleto central de quatro anéis carbociclicos,
semelhante a estrutura das tetraciclinas. Assim, este antibacteriano possui um mecanismo de

acdo similar as tetraciclinas, ou seja, se ligam as subunidades ribossomais 30S das bactérias, o
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que impede a ligacdo do RNA transportador (t-RNA) aos ribossomos, inibindo a sintese
protéica. Em contraste com as tetraciclinas, as glicilciclinas possuem um grupo glicilamido na
posicdo C-9. Esta substituicdo permite um amplo espectro de agéo e atividade contra bactérias
resistentes as tetraciclinas (PANKEY, 2005; NOSKIN, 2005).

A tigeciclina apresentou potente atividade antifungica contra biofilmes produzidos por
C. albicans. Em concentragdes de 128 pg/mL, a tigeciclina inibiu a formagéo de biofilmes.
Também foi observado que a tigeciclina associada a anfotericina B, caspofungina ou
fluconazol, ndo potencializou a acdo destes frente a C. albicans produtoras de biofilmes.
Além disso, a adicdo de tigeciclina diminuiu a atividade antiflngica da caspofungina (KU;
PALANISAMY; LEE, 2010).

Por outro lado, a atividade da tigeciclina contra o oomiceto P. insidiosum foi relatada
em dois estudos realizados pela metodologia de microdiluicdo em caldo, sendo que as CIMs
observadas foram de 0,25 a 2 pg/mL (MAHL et al., 2012), e 0,25 a 4 pg/mL (JESUS et al.,
2014). Jesus e colaboradores relataram atividade sinérgica para as combinac@es de tigeciclina
e anfotericina B (56.67%), itraconazol (46,67%), voriconazol (40%), micafungina (73,33%),
caspofungina (46,67%) ou anidulafungina (43,34%) frente a este oomiceto (JESUS et al.,
2014). Até o momento, 0s mecanismos de interacdo entre a tigeciclina e agentes antiflngicos
ndo foram estabelecidos.

1.1.4.2.7 Tobramicina

A tobramicina pertence a classe dos antibi6ticos aminoglicosideos, os quais se ligam a
subunidade ribossémica 30S e interferem na iniciacdo da sintese de proteinas bacterianas
resultando na producdo de proteinas anormais ou ndo funcionais. Este mecanismo promove
rapida atividade bactericida (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012, p. 1507).
Além de possuir atividade contra bactérias Gram negativas aerdbias, a tobramicina também
tem demonstrado atividade antifungica contra Fusarium spp. (CHODOSH et al, 2000; DAY
et al., 2009).

Chodosh e colaboradores relataram um caso de ceratite fungica causada por F.
oxysporum em um paciente de 14 anos de idade. Este apresentou melhora apds tratamento
com tobramicina topica, e posteriormente, foi adicionado ao tratamento a natamicina topica.
Apdbs sete meses, 0 paciente recuperou a acuidade visual, restando apenas leve cicatriz na
cornea. A suscetibilidade in vitro deste isolado revelou CIM = 450 pg/mL observada pelo
método de microdilui¢cdo em caldo (CHODOSH et al, 2000).
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Outro estudo demonstrou atividade in vitro da tobramicina para 10 isolados de
Fusarium spp. pelo mesmo método. Estes autores descreveram CIMso = 500 e ClMg = 700
pg/mL (DAY et al., 2009). Esses relatos explicam o sucesso de terapias iniciais com
antibidticos para ceratites fungicas.

Segundo Dalhoff e colaboradores, os aminoglicosidios podem exercer atividade contra
fungos através da alteracdo na permeabilidade de parede celular e membrana citoplasmatica
fangica, explicando assim a atividade antifungica da tobramicina (DALHOFF et al., 1987).

A atividade antifingica in vitro de combinacbes de tobramicina e antifungicos

convencionais ainda ndo foram abordadas.

1.1.4.3 Fitocompostos

Produtos naturais, ou seus derivados semi-sintéticos, tém sido uma fonte de agentes
terapéuticos para o tratamento de doencas infecciosas (NEWMAN; CRAGG; SNADER,
2003). Por séculos, as plantas medicinais tém sido utilizadas na medicina popular para o
tratamento infeccBes bacterianas ou fangicas (KALEMBA; KUNICKA, 2003). Os oleos
essenciais de plantas oferecem uma diversidade de compostos que apresentam atividade
antimicrobiana, tais como fenilpropandides e terpendides,. Estes fitocompostos possuem
grande potencial para a utilizacgdo como agentes antifungicos (DEANS; SUBOTA;
KENNEDY, 1989; NEWMAN; CRAGG,; SNADER, 2003; WINK, 2008). A atividade
antifangica de 6leos essenciais, ou de seus constituintes, tém sido pouco investigada frente a
isolados clinicos de Fusarium spp., bem como, a atividade quimiossensibilizante destes em

combinacdo com antifungicos (HOMA et al., 2015).

1.1.4.3.1 Cinamaldeido

O oleo essencial de canela é obtido das folhas e casca de Cinnamomum cassia ou da
casca de Cinnamomum zeylanicum (CALIXTO et al., 2005). O principal constituinte deste
6leo é o cinamaldeido (Figura 4), um fenilpropanodide que tem sido identificado como o
principal componente com atividade antimicrobiana (SINGH et al., 1995).

O cinamaldeido possui atividade contra bactérias Gram positivas e Gram negativas
(INOUYE; YAMAGUCHI; TAKIZAWA, 2001; OOI et al., 2006), dermatofitos (KHAN;
AHMAD, 2011; OOl et al., 2006), Aspergillus spp. (KHAN; AHMAD, 2011; LI et al., 2015;
OOl et al., 2006; SUN et al., 2016) e Candida spp. (KHAN; AHMAD, 2012; OOl et al.,
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2006; RAJPUT; KARUPPAYIL, 2013; SHREAZ et al., 2011; SHREAZ et al., 2013).

Um estudo relatou a atividade do 6leo de Cinnamomum zeylanicum e do cinamaldeido
contra isolados de ceratites causadas por Fusarium. A metodologia utilizada neste estudo foi a
microdiluicdo em caldo e as CIMs observadas foram de 31,25 a 500 pg/mL para o 6leo; e
32,8 a 262,5 pg/mL para o cinamaldeido (HOMA et al., 2015). Ooi e colaboradores relataram
CIM = 138 pg/mL para F. solani através do método de agar dilui¢do (OOl et al., 2006).

Os 6leos de Cinnamomum zeylanicum e Cinnamomum cassia, com altos teores de
cinamaldeido, apresentaram atividade sinérgica in vitro em combinacdo com anfotericina B
frente a isolados de C. albicans (EL-AHMADY; EL-SHAZLY; MILAD, 2013; GIORDANI
et al., 2006). O cinamaldeido associado a anfotericina B também tem apresentado interaces
sinérgicas contra C. albicans (KHAN; MALIK; AHMAD, 2012). Por outro lado, esta
associacdo resultou em interacGes indiferentes frente a biofilmes de C. albicans (KHAN;
AHMAD, 2012), ou efeito aditivo frente a espécies de Candida e C. neoformans (KIM et al.,
2012).

Efeito sinérgico in vitro foi observado na associacdo de cinamaldeido e fluconazol
frente a A. fumigatus e Trichophyton rubrum (KHAN; AHMAD, 2011). Esta associacdo
também foi sinérgica para biofilmes de C. albicans (KHAN; AHMAD, 2012).

Shreaz e colaboradores observaram que o cinamaldeido inibe a biossintese de
ergosterol e a bomba de prétons (H*-ATPase) na membrana plasmatica de Candida spp.
(SHREAZ et al., 2011). Por outro lado, outros autores sugerem que a sua acdo antifungica
deve-se a inibicdo da sintese de parede celular fungica (BANG et al., 2000).

Em relacdo ao género Fusarium spp., Homa e colaboradores observaram que o
cinamaldeido potencializou o efeito antifingico da natamicina contra isolados clinicos de
Fusarium obtidos a partir de ceratites fungicas. Estes autores sugerem que esta associacao é
promissora para o desenvolvimento de uma nova estratégia de tratamento para ceratites

causadas por Fusarium spp. (HOMA et al., 2015).

Figura 4 - Estrutura quimica do cinamaldeido
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1.1.4.3.2 Carvacrol

O carvacrol (Figura 5B) é um fenol monoterpendide componente majoritario do 6leo
essencial de orégano (Origanum spp.) e tomilho (Thymus spp.) (SELL et al., 2010, p. 121), o
qual possui largo espectro de atividade contra bactérias e fungos, incluindo micro-organismos
resistentes e formadores de biofilmes (NOSTRO et al., 2012).

Ahmad e colaboradores demonstraram que o carvacrol apresentou atividade fungicida
contra espécies de Candida sensiveis e resistentes ao fluconazol. Neste estudo também foi
observado que concentragBes sub-inibitdrias de carvacrol resultaram em diminuicdo do teor
total de ergosterol celular (AHMAD et al., 2011). Além disso, o carvacrol demonstrou
atividade antifungica contra biofilmes de C. albicans (DALLEAU et al., 2008).

Em um modelo experimental de candidiase vaginal em ratas imunossuprimidas,
observou-se que o carvacrol foi eficaz, tanto na profilaxia, quanto no tratamento de candidiase
causada por C. albicans. Estes resultados foram confirmados por técnicas microbioldgicas e
histopatoldgicas (CHAMI et al., 2004). Outro estudo in vivo demonstrou atividade fungicida
deste composto em um modelo de candidiase oral utilizando ratos imunossuprimidos
(CHAMI et al., 2005). Também foram obtidos resultados satisfatérios em um modelo de
candidiase sistémica em camundongos tratados oralmente com carvacrol (MANOHAR et al.,
2001).

Além disso, o carvacrol também demonstrou potente atividade in vitro frente a C.
neoformans (VIOLLON; CHAUMONT, 1994), A. flavus (LOPEZ-MALO et al., 2006), A.
fumigatus (ZABKA; PAVELA, 2013), A. parasiticus (PILLAI; RAMASWAMY, 2012),
Penicillium sp. (PEREZ-ALFONSO et al., 2012; ZABKA; PAVELA, 2013) e contra 0
oomiceto P. insidiosum (JESUS et al., 2015).

Alguns autores descreveram a atividade do carvacrol contra F.verticillioides pelo
método de diluicdo em agar, e evidenciaram CIM = 0,32 mM (DAMBOLENA et al., 2012) e
208 pg/mL (ZABKA; PAVELA, 2013). Também foi observada atividade in vitro contra F.
oxysporum pelo mesmo método, com CIM = 159 pug/mL (ZABKA; PAVELA, 2013), e pelo
método de microdilui¢cdo em caldo, CIM = 125 pg/mL (ABBASZADEH et al., 2014).

Ahmad e colaboradores propuseram que a atividade antifingica do carvacrol segue um
padrdo semelhante a do timol. Estes possuem um carater lipofilico e sdo capazes de causar
danos a membrana celular fungica (AHMAD et al., 2011). No entanto, foram propostos outros
mecanismos para sua atividade antifingica, que podem estar diretamente relacionados com a

disfuncdo da homeostase do calcio e estresse celular devido a incapacidade de regular a
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acidificacdo vacuolar (RAO et al., 2010).

Alguns estudos relataram a potencializagdo da atividade antifingica do fluconazol
qguando combinado ao carvacrol contra espécies de Candida sensiveis e resistentes ao
fluconazol (AHMAD; KHAN; MANZOOR, 2013) e biofilmes de C. albicans (DOKE et al.,
2014). AssociacGes entre carvacrol ou timol e agentes antifungicos (anfotericina B,
capofungina, itraconazol ou terbinafina) resultaram em potente atividade in vitro contra o
oomiceto P. insidiosum. Este estudo concluiu que estas associa¢cdes podem proporcionar um

tratamento alternativo eficaz para a pitiose cutanea (JESUS et al., 2015).

Figura 5 - Estrutura quimica do timol e carvacrol

A. Timol; B. Carvacrol

1.1.4.3.3 Timol

Assim como o carvacrol, o timol (Figura 5A) é um monoterpendide encontrado
principalmente no 6leo de tomilho (Thymus spp.) e orégano (Origanum spp.) (Bl et al., 2010;
SELL et al., 2010, p. 121). Alguns estudos demonstraram que 6leos essenciais contendo timol
sdo amplamente utilizados na medicina por suas propriedades antimicrobiana e desinfetante
(DIDRY; DUBREUIL; PINKAS, 1994).

Este monoterpeno demonstrou atividade fungicida contra Candida spp., C.
neoformans e dermatéfitos (PAULI, 2001; VIOLLON; CHAUMONT, 1994). Outros estudos
também evidenciaram inibi¢do do crescimento de Aspergillus sp., Alternaria sp., Penicillium
sp., Rhizopus sp. e uma variedade de fungos filamentosos patogénicos (KLARIC et al., 2007;
PEREZ-ALFONSO et al., 2012; PILLAI; RAMASWAMY, 2012; ZABKA; PAVELA, 2013).

Através dos métodos de disco-difusdo, microdiluicdo em caldo e curva de morte,

Ahmad e colaboradores demonstraram a atividade fungicida do timol frente a C. albicans, C.
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glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis, sensiveis e resistentes ao fluconazol. Estes
autores também relataram que o timol apresenta menor toxicidade quando comparado a
anfotericina B ou fluconazol, para eritrécitos humanos in vitro (AHMAD et al., 2011).

Dambolena e colaboradores relataram significativo efeito inibidor do timol frente a
Fusarium verticillioides através do método de diluicdo em agar. Além disso, constataram
inibicdo da biossintese de fumonisina B1 (DAMBOLENA et al., 2008). Zabka e
colaboradores também constataram elevada eficacia antifingica do timol frente a F.
verticillioides e F. oxysporum, evidenciando CIMs = 108 e 115 pg/mL, respectivamente
(ZABKA; PAVELA, 2013). Outros autores relataram CIM = 300 pug/mL para F. oxysprum
pelo método de microdiluicdo em caldo (ABBASZADEH et al., 2014).

O timol foi avaliado como um potente agente quimissensibilizante em associacdo com
cetoconazol, fluconazol ou anfotericina B frente a Aspergillus spp. (KIM et al., 2008; KIM et
al., 2010). Este composto também potencializou a atividade de antifungicos azolicos
(fluconazol ou itraconazol) (AHMAD; KHAN; MANZOOR, 2013; FARIA et al., 2011; GUO
et al., 2009) e da anfotericina B (FARIA et al., 2011; GIORDANI et al., 2006; GUO et al.,
2009) contra isolados de Candida spp. sensiveis ou resistentes ao fluconazol. CombinacGes de
timol e agentes antifungicos (anfotericina B, capofungina, itraconazol ou terbinafina)
demonstraram altas taxas de sinergismos frente a P. insidiosum (JESUS et al., 2015).

O timol e o carvacrol séo isdbmeros de posicdo (Figura 5), e a presenga de um grupo
hidroxila e de um sistema de deslocalizacdo de elétrons, sdo importantes para a atividade
antimicrobiana de compostos fenolicos (ULTEE et al., 2002). Assim como o carvacrol, o
timol é capaz de causar a inibicdo da H'-ATPase na membrana citoplasmatica e causar
acidificacdo intracelular e morte celular (AHMAD et al., 2010). A reducdo do contetdo de
ergosterol também é um alvo antifingico destes compostos, assim como, a sintese de parede
celular (KIM et al., 2008).

1.2 PROPOSICAO

Este estudo prop6s a avaliacdo in vitro das atividades quimiossensibilizantes de
compostos sintéticos e naturais em combinagdo com agentes antifingicos convencionais
contra isolados clinicos de Fusarium. Para tal, objetivou-se:

- avaliar a suscetibilidade de Fusarium spp. frente a antifungicos convencionais

(anfotericina B, caspofungina, itraconazol e voriconazol);
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- avaliar a suscetibilidade de Fusarium spp. frente a compostos organicos de selénio
(disseleneto de difenila e ebselen), farmacos ndo antifingicos (amiodarona, doxiciclina,
moxifloxacina, pentamidina, polimixina B, tigeciclina e tobramicina) e fitocompostos
(cinamaldeido, carvacrol e timol);

- avaliar as interagdes entre compostos organicos de selénio (disseleneto de difenila e
ebselen) e agentes antiflingicos;

- avaliar as interacGes entre farmacos ndo antifungicos (amiodarona, doxiciclina,
moxifloxacina, pentamidina, polimixina B, tigeciclina e tobramicina) e agentes antifungicos;

- avaliar as interacdes entre fitocompostos (cinamaldeido, carvacrol e timol) e agentes

antifngicos.

1.3 MATERIAIS E METODOS

1.3.1 Micro-organismos

Foram utilizados 25 isolados clinicos de Fusarium spp. incluindo as espécies [n,
complexo de espécies]: F. chlamydosporum [3, complexo F. chlamydosporum], F. oxysporum
[5, complexo F. oxysporum], F. proliferatum [3, complexo F. fujikuroi], F. solani [10,
complexo F. solani], F. verticillioides [2, complexo F. fujikuroi], F. sporotrichioides [1,
complexo F. sambucinum]. A origem destes isolados esta descrita na Tabela 2. Também
foram incluidas no estudo duas cepas padrdo: F. solani ATCC 36031 e F. sporotrichioides
CBS 41286. Todos os isolados pertencem a micoteca do Laboratério de Pesquisas
Micoldgicas (LAPEMI) do Departamento de Microbiologia e Parasitologia da Universidade
Federal de Santa Maria.

A identificacdo dos isolados foi realizada através do método fenotipico padréo. Apos,
a identidade dos isolados foi confirmada por método molecular. Para obtencdo do DNA, os
isolados foram cultivados em caldo YEPD (extrato de levedura, peptona e dextrose) por 48
horas no shaker a 26°C. O DNA foi extraido a partir do micélio de acordo com Mdller e
colaboradores (MOLLER et al., 1992) com modificacdes (KLASSEN; BALCERZAK; DE
COCK, 1996) (Anexo A). A amplificacdo de um fragmento de DNA abrangendo a regido
espacadora interna ITS (Internal Transcribed Spacer) foi realizada por PCR (reagdo em cadeia
da polimerase) utilizando os primers universais ITS1 (5-GTAGTCATATGCTTGTCTC-3) e
ITS4 (5CTTCCGTCAATTCCTTTAAG-3) (WHITE et al., 1990).
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Todas as reagOes foram realizadas em um volume total de 50 pL contendo: 20 pmol de
cada primer (ITS1 e ITS4) (Invitrogen); 1,25 unidades da enzima Taq DNA polimerase
(Invitrogen); 200 nM de deoxinucleotideo (ANTP) (Invitrogen); tampdo de reacdo 10x; 1,5
mM de MgCl,; e 200 ng de amostra de DNA. As amplificacbes foram realizadas em
termociclador programével (PTC-100, MJ Research) sob as seguintes condigdes: 94°C
durante 5 minutos e 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 55°C durante 1 minuto e 72°C durante 2
minutos, terminando com 72°C durante 10 minutos e 4°C por 10 minutos. Os produtos de
PCR foram separados em 1,2% de agarose, corados com brometo de etidio e visualizados sob
luz ultravioleta. Depois da verificagdo, os produtos amplificados foram purificados pelo kit
PureLink (Invitrogen), e os fragmentos de DNA foram sequenciados em um sequenciador
automatico MegaBACE 500 utilizando o kit DYEnamic ET (Amersham) com 0S mesmos
primers das reacbes de PCR. As sequéncias obtidas foram depositadas no GenBank

(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/genbank/) (Tabela 2).

Tabela 2 - Identificacdo molecular dos isolados clinicos de Fusarium

Isolados clinicos de Fusarium spp.  Numero de acesso (GenBank) Origem

F. chlamydosporum HQ696899 clrnea

F. chlamydosporum HQ696900 sangue

F. chlamydosporum HQ696908 sedimento de DPAC
F. proliferatum HQ696886 sangue

F. proliferatum HQ696887 sangue

F. proliferatum HQ149771 sangue

F. oxysporum HQ696888 sangue

F. oxysporum HQ696889 sedimento de DPAC
F. oxysporum HQ696890 bidpsia de tecido
F. oxysporum HQ696893 bidpsia de tecido
F. oxysporum HQ696895 biopsia de tecido
F. solani HQ696874 sangue

F. solani HQ696875 sangue

F. solani HQ696876 bidpsia de tecido
F. solani HQ696877 biopsia de tecido
F. solani HQ696878 sangue

F. solani HQ696879 sangue

F. solani HQ696880 sangue

F. solani HQ696881 cornea

F. solani HQ696882 bidpsia de tecido
F. solani HQ696883 biopsia de tecido
F. verticillioides KR020684 cornea

F. verticillioides KR052812 sangue

DPAC (dialise peritoneal ambulatorial continua)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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1.3.2 Agentes antiflingicos e quimiossensibilizantes

Para a obtencdo das solucbes estogue, os agentes anfotericina B (Sigma Aldrich, St.
Louis, USA), caspofungina (Merck, Darmstadt, Alemanha), itraconazol (Frangon do Brasil,
Farmacéutica Ltda, Sdo Paulo, Brasil), voriconazol (Pfizer, New York, USA), amiodarona
(Sigma Aldrich), doxiciclina (Sigma Aldrich), moxifloxacina (Bayer AG, Leverkusen,
Alemanha), pentamidina (Sigma Aldrich), polimixina B (Sigma Aldrich), tigeciclina (Pfizer),
tobramicina (Sigma Aldrich), cinamaldeido (Sigma Aldrich), carvacrol (Sigma Aldrich) e
timol (Sigma Aldrich) foram obtidos comercialmente e diluidos em dimetilsulfoxido
(DMSO), &gua destilada estéril ou etanol, conforme a solubilidade de cada agente (Tabela 3).

Os compostos organicos de selénio, disseleneto de difenila [(PhSe),] e ebselen [2-
phenyl-1,2-benzisoselenazol-3(2H)-one], foram sintetizados de acordo com os métodos de
Paulmier (PAULMIER, 1986) e Engman (ENGMAN; HALLBERG, 1989), respectivamente.
As anélises dos espectros de *H NMR (Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio) e *C
NMR (Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono 13) demonstraram que 0S compostos
apresentaram dados analiticos e espectroscopicos de acordo com sua estrutura original. A
pureza quimica dos compostos (99,9%) foi determinada por cromatografia em fase
gasosa/cromatografia liquida de alta eficiéncia (GC/HPLC). As sinteses e analises destes
compostos foram realizadas pelo Laboratdrio de Sintese, Reatividade, Avaliacdo Toxicoldgica
e Farmacologica de Organocalcogénios da Universidade Federal de Santa Maria, RS. As
faixas de concentracdo testadas e solventes utilizados para a obtencdo das solucdes estoques
destes compostos estdo descritos na Tabela 3.

As solugdes intermediarias foram preparadas conforme o documento M38-A2 (CLSI,
2008). As solugdes finais foram diluidas em meio RPMI 1640 (Sigma Aldrich) previamente

ajustado a pH 7.0 com tampéo acido morfolino propanosulfénico (MOPS, Sigma Aldrich).
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Tabela 3 - Faixa de concentracéo testada e solventes utilizados para cada agente

Faixa de concentracédo testada

Agentes (Lg/mL) Solvente
Antifangicos

Anfotericina B 0,06-8 DMSO
Caspofungina 0,25-32 Agua destilada estéril
Itraconazol 0,12-16 DMSO
Voriconazol 0,12-16 DMSO
Quimiossensibilizantes

Disseleneto de difenila 0,5-64 DMSO
Ebselen 0,25-32 DMSO
Amiodarona 0,06-8 DMSO
Doxiciclina 0,12-16 Agua destilada estéril
Moxifloxacina 0,12-16 Agua destilada estéril
Pentamidina 0,25-32 Agua destilada estéril
Polimixina B 0,12-16 Agua destilada estéril
Tigeciclina 0,12-16 DMSO
Tobramicina 0,5-64 Agua destilada estéril
Cinamaldeido 1,25-320 Etanol
Carvacrol 1,25-320 Etanol

Timol 1,25-320 Etanol

1.3.3 Testes de suscetibilidade

A suscetibilidade dos isolados de Fusarium foi determinada pelo método de
microdiluicdo em caldo RPMI 1640, de acordo com o protocolo aprovado pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute [M38-A2] (CLSI, 2008).

1.3.3.1 Preparacao do indculo

Os isolados foram subcultivados em tubos contendo &gar batata dextrose (PDA) e
incubados a 35°C por 48 horas, e a 25°C até completar o sétimo dia, conforme a M38-A2
(CLSI, 2008).

Para a preparacdo dos inoculos, as colbnias de sete dias foram cobertas com
aproximadamente 1mL de solucdo salina estéril a 0,85%. Também foi adicionado as colonias
uma gota (aproximadamente 0,01 mL) de Tween 20 para facilitar a remocao dos conidios. As
suspensdes foram obtidas através de movimentos delicados com auxilio de uma pipeta de
Pasteur estéril. A mistura de conidios e fragmentos de hifas foi transferida para um novo tubo

estéril e mantida em repouso por cinco minutos. O sobrenadante foi removido por aspiragéo e
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transferido para um novo tubo também estéril. As densidades das suspensdes de conidios
foram ajustadas para uma densidade Optica (DO) variavel entre 0,15 a 0,17 (transmitancia de
68 a 70%) em 530 nm por espectrofotometria. O indculo assim padronizado foi diluido 1:50
em caldo RPMI 1640 para se obter a concentraco final de 1 x 10* UFC/mL (CLSI, 2008).

1.3.3.2 Determinacéo das concentracdes inibitdrias minimas (CIMs) e concentraces efetivas
minimas (CEMs)

Para o ensaio da determinagdo das CIMs ou CEMs foram utilizadas microplacas de
poliestireno contendo 96 pogos com fundo chato. Primeiramente foi adicionado 100 pL do
agente nas diferentes concentracdes, distribuidos de forma seriada nos pocos de 1 a 8 das
microplacas. Posteriormente, foi adicionado 100 pL do inoculo previamente ajustado e
diluido em RPMI. Visto que ha uma diluicdo 1:2 do agente quando combinado com o in6culo,
a concentracéo inicial do agente foi preparada duas vezes mais concentrada para corrigir o
fator de diluicdo. Aspergillus flavus ATCC 204304, Candida krusei ATCC 6258 e Candida
parapsilosis ATCC 22019 foram incluidas nos testes para controle de qualidade.

As CIMs ou CEMs foram determinadas apds 48 horas de incubagdo em estufa a 35°C.
Para todos os agentes (exceto para a caspofungina), as CIMs foram determinadas visualmente,
considerando a menor concentragdo do agente capaz de causar uma inibicdo de 100% do
crescimento do micélio quando comparado ao controle de crescimento. Para a caspofungina a
leitura foi realizada através da determinacdo da CEM, ou seja, a menor concentracdo do
agente que resulta no crescimento de hifas pequenas, arredondadas e compactas, em
comparagdo com as hifas observadas no controle de crescimento (CLSI, 2008).

1.3.4 Avaliacao das combinac6es

A avaliacdo da atividade antifingica, quando dois agentes sdo combinados, foi
realizada pelo metodo de checkerboard, através da determinacdo do indice de concentragdo
inibitdria fracionaria (ICIF) (MOODY, 2007). Os testes foram realizados em caldo RPMI
1640 tamponado em pH 7,0 com acido morfolino propanossulfénico (MOPS).

Primeiramente, foram depositados 100 pL do quimiossensibilizante na coluna 1 da
microplaca. Posteriormente, foram diluidos 50 pyL deste agente em caldo RPMI até o pogo 8
(sentido horizontal da placa). Em seguida, foram depositados 50 pL do antifingico, em
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diferentes concentracdes, nas linhas A, B, C, D, E, F, G e H (sentido vertical da placa) (Figura
6).

A concentracdo inicial de cada agente foi preparada em uma concentracdo quatro
vezes maior que a concentracdo final desejada. Isto se deve ao fato de que 50 uL de cada
diluicdo de um determinado agente foi combinada a outros 50 pL de cada diluigdo do segundo
agente; e a este volume foi somado 100 pL de in6culo em caldo RPMI 1640 depositados em
cada poco da microplaca. As faixas de concentracdo dos agentes antifungicos e

quimiossensibilizantes foram as mesmas utilizadas para o teste de suscetibilidade.

Figura 6 - Representacdo da técnica de checkerboard
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CE, controle de esterilidade; CC, controle de crescimento.

Apbs 48 horas de incubacdo das placas, a 35°C, foram realizadas as leituras. Para
avaliar a interacdo entre os agentes, a concentracao inibitéria fracionaria (CIF) foi calculada
para cada agente em combinacdo. As CIFs foram calculadas pela divisdo da concentracéo
inibitoria (ou efetiva) de cada agente na combinacdo, pela concentracdo inibitdria (ou efetiva)
do agente sozinho. Os valores de CIF foram entdo somados para definir o indice de
concentracgdo inibitoria fracionaria (ICIF) resultante da combinacdo, como mostra a formula
abaixo. Sinergismo foi definido como ICIF < 0,5. A indiferenca foi considerada quando 0,5 <
ICIF < 4, enquanto que antagonismo foi definido quando ICIF >4 (MOODY, 2007).

ICIF = CIM ou CEM agente A em combinacio + CIM ou CEM agente B em combinacdo
CIM ou CEM agente A sozinho CIM ou CEM agente B sozinho
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Abstract

Herein, we describe the in vitro activity of a combination of the organoselenium
compounds diphenyl diselenide and ebselen alone and in combination with amphotericin B,
caspofungin, itraconazole, and voriconazole against 25 clinical isolates of Fusarium spp. For
this analysis, we used the broth microdilution method based on the M38-A2 technique and
checkerboard microdilution method. Diphenyl diselenide (MIC range = 4-32 pg/mL) and
ebselen (MIC range = 2-8 pg/mL) showed in vitro activity against the isolates tested. The
most effective combinations were (synergism rates): ebselen + amphotericin B (88%), ebselen
+ voriconazole (80%), diphenyl diselenide + amphotericin B (72%), and diphenyl diselenide
+ voriconazole (64%). Combination with caspofungin resulted in low rates of synergism:
ebselen + caspofungin, 36%, and diphenyl diselenide + caspofungin, 28%; combination with
itraconazole demonstrated indifferent interactions. Antagonistic effects were not observed for
any of the combinations tested. Our findings suggest that the antifungal potential of diphenyl
diselenide and ebselen deserves further investigation in in vivo experimental models,

especially in combination with amphotericin B and voriconazole.

1. Introduction

Fusarium species are common saprobiotics present in soil. They are important plant
pathogens but may also cause a wide range of infections in humans.* Moreover, this emerging
opportunistic fungus causes deep and disseminated infections in immunocompromised
patients.? Despite the considerable variability in susceptibility, most species are relatively
resistant to currently available antifungal agents.>*® According to guidelines for the treatment
of hyalohyphomycoses, amphotericin B and voriconazole are the recommended antifungal
agents for the treatment of systemic fusariosis.® However, high rates of mortality resulting
from treatment failure underscore the need for new treatment options."*°

Diphenyl diselenide (DPDS) and ebselen (EBS) are organoselenium derivatives that
have several pharmacological properties,” including antimicrobial activity against bacteria,
fungi (including Fusarium spp.) and the oomycete Pythium insidiosum.’**® Moreover,
synthetic and natural compounds have been used as chemosensitizers, i.e., they may increase
the susceptibility of microorganisms to an antifungal agent, providing greater drug efficacy

when administered as a combination therapy.™
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Therefore, the aim of the present study was to evaluate the in vitro susceptibility of
Fusarium isolates to two organoselenium compounds, DPDS and EBS, and to combinations

of DPDS and EBS with conventional antifungal agents.
2. Material and methods
2.1 Clinical isolates and molecular identification

Twenty-five clinical isolates of Fusarium spp. (species complex, n) were used in the
present study: Fusarium chlamydosporum (F.chlamydosporum species complex, n = 3), F.
oxysporum (F. oxysporum species complex, n = 5), F. proliferatum (F. fujikuroi species
complex, n = 3), F. solani (F. solani species complex, n = 11), F. verticillioides (F. fujikuroi
species complex, n = 2), and F. sporotrichioides (F. sambucinum species complex, n = 1).
The standard strains F. solani ATCC 36031 and F. sporotrichioides CBS 41286 were also
included in the study. The strains were isolated from blood cultures, tissue biopsies, cornea,
bronchoalveolar lavage, and sediment of dialysate obtained from continuous ambulatory
peritoneal dialysis (CAPD). These samples were obtained from the Department of
Microbiology and Parasitology at the Federal University of Santa Maria, Santa Maria, RS,
Brazil.

The identity of the isolates was confirmed using standard microbiological and
molecular methods. Total DNA extraction was performed according to the method described
by Moller et al”® as modified by Klassen et al**. Amplification of a DNA fragment spanning
the internal transcribed spacer (ITS) region was performed by PCR using the universal
primers ITS1 (5'-GTAGTCATATGCTTGTCTC-3) and ITS4 (5'-
CTTCCGTCAATTCCTTTAAG-3").22 The PCR products were purified and sequenced. These
sequences have been deposited in GenBank (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/genbank/) with the
following accession numbers: HQ696899, HQ696900, and HQ696908 for F.
chlamydosporum; HQ696888, HQ696889, HQ696890, HQ696893, and HQ696894 for F.
oxysporum; HQ696886, HQ696887, and GQ149771 for F. proliferatum; HQ696874,
HQ696875, HQ696876, HQ696877, HQ696878, HQ696879, HQ696880, HQ696881,
HQ696882, and HQ696883 for F. solani; and KR020684 and KR052812 for F. verticillioides.
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2.2 Chemicals

Amphotericin B (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), caspofungin (Merck,
Darmstadt, Germany), itraconazole (Frangon of Brazil Pharmaceutical Ltd., Sdo Paulo,
Brazil), and voriconazole (Pfizer, New York, USA) were obtained commercially.

Dipheny! diselenide [(PhSe),] was synthesized according to the method of Paulmier?.
Ebselen [2-phenyl-1,2-benzisoselenazol-3(2H)-one] was synthesized according to the method
of Engman & Hallberg®. *H and *C NMR spectra of the synthesized compounds were
obtained to confirm the correct molecular structure. The chemical purity of the compounds
was found to be 99.9%, as determined by gas chromatography/high-performance liquid
chromatography (GC/HPLC).

Stock solutions of amphotericin B (AMB), itraconazole (ITC), voriconazole (VRC),
diphenyl diselenide (DPDS), and ebselen (EBS) were prepared in dimethyl sulfoxide (DMSO;
Sigma Chemical Co.), while caspofungin (CAS) was diluted in sterile distilled water.
Working solutions were prepared according to the M38-A2 document (CLSI, 2008).° The
final solutions were diluted in RPMI 1640 medium (Sigma Chemical Co.), whose pH was
preadjusted to 7.0 with morpholinepropanesulfonic acid (MOPS) buffer (Sigma Chemical
Co.).

2.3 In vitro susceptibility and drug combination tests

Fusarium spp. susceptibility tests for antifungal agents and organoselenium
compounds were carried out by broth microdilution in RPMI 1640 broth, as described in the
M38-A2 document of the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008).°
Candida krusei ATCC 6258, Candida parapsilosis ATCC 22019, and Aspergillus flavus
ATCC 204304 were included in the tests as quality controls. The concentrations tested were
0.06-8 pg/mL for AMB, 0.125-16 pg/mL for ITC and VRC, 0.25-32 pg/mL for CAS and
EBS, and 0.5-64 pg/mL for DPDS.

In vitro combinations of antifungal agents and organoselenium compounds were
evaluated by the microdilution checkerboard method.”® For the calculation of the fractional
inhibitory concentration index (FICI) when the MIC or MEC resulted in an off-scale value,
the value was converted to the next higher concentration (e.g., >16 = 32 pg/mL). The FICI
values were interpreted as follows: FICI < 0.5, synergism; 0.5 < FICI < 4, indifference; and

FICI > 4, antagonism.*®
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3. Results

The results of the in vitro susceptibility tests are shown in Table 1. The MIC values at
which 90% of the strains were inhibited (MICgo) were 4 pg/mL for AMB, 8 pg/mL for EBS,
and 16 pg/mL for VRC and DPDS. All isolates showed MIC >16 pg/mL and MEC >32
pug/mL for ITC and CAS, respectively.

The MICs/MECs of the antifungal drugs in combination with the organoselenium
compounds are presented in Table 2. The MICs or MECs (geometric mean [GM] in pg/mL)
values of the combinations were 0.5-8 (1.79)/0.06-4 (0.53) for DPDS/AMB, 2-64 (7.16)/16
(16) for DPDS/ITC, 0.5-16 (2)/0.125-8 (1.69) for DPDS/VRC, 0.5-32 (3.68)/8-32 (22.32)
for DPDS/CAS, 0.25-2 (0.46)/0.06-2 (0.21) for EBS/AMB, 0.5-8 (2.23)/8-16 (14.32) for
EBS/ITC, 0.25-4 (0.5)/0.125-8 (1.06) for EBS/VRC, and 0.5-4 (1.56)/8-32 (19.97) for
EBS/CAS.

Synergy was seen for EBS + AMB (88%), EBS + VRC (80%), DPDS + AMB (72%),
DPDS + VRC (64%), EBS + CAS (36%), and DPDS + CAS (28%). There was no evidence
for synergy for either compound in combination with ITC. Antagonistic effects were not

observed for any of the combinations tested.

4. Discussion

The discovery of the antifungal activity of organoselenium compounds can play a
complementary role in the chemotherapy of fungal infections.* From the antifungals tested,
AMB showed the highest antifungal activity. We therefore tested combinations of DPDS or
EBS with AMB, ITC, VRC, or CAS against Fusarium spp; to our knowledge, this study is the
first to test these combinations against Fusarium spp. Among all the combinations tested, the
greatest synergy was obtained for the combinations of EBS + AMB (88%) or VRC (80%),
and for DPDS + AMB (72%) or VRC (64%).

There are only a few published studies on the in vitro susceptibility of Fusarium spp.
to antifungal agents; moreover, these show variable results.}*%%" |n the present study, F.
verticillioides and F. solani had higher MICs for AMB and VRC. These findings are
consistent with those of other studies.™?

Previous studies have reported the in vitro antifungal activity of DPDS against

11,12,15

Candida albicans, Candida dubliniensis, Candida glabrata, and Aspergillus spp., as

well as antimicrobial activity against the oomycete Pythium insidiosum.'® Loreto et al*!
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reported the in vitro activity of DPDS against Fusarium spp. to be in the MIC range of 2-16
pg/mL, as observed in the present study. Similar to DPDS, EBS has also shown potential
antifungal activity against Candida albicans, Candida parapsilosis, Saccharomyces
cerevisiae, Cryptococcus neoformans, Microsporum gypseum, Penicillium citrinum,
Penicillium chrysogenum, and A. niger.'01314.18

In a previously published study, the combination of DPDS with fluconazole or AMB
was evaluated by the checkerboard method against clinical isolates of C. glabrata.” These
authors observed 76.66% synergistic interactions using DPDS + AMB and 23.34% indifferent
interactions. The DPDS + fluconazole combination demonstrated indifferent (50%),
antagonistic (40%), and synergistic (10%) interactions.*

Organoselenium compounds behave differently according to their dosage. These
compounds have beneficial effects at low doses, but are toxic at high doses. However, the
threshold doses for these opposing effects have not been determined.®® Quantification of the
plasma levels of DPDS after oral administration of 500 mg/kg in mice and rats showed peak
levels to be approximately 10 and 13 pg/mL, respectively.?® The EBS plasma concentration in
rats after administration of a bolus infusion of 1 pg/mL combined with a 1 pg/ (mL- h)
intravenous infusion revealed an initial spike concentration of 12 pug/mL, which stabilized
after 1 h at 4-6 pg/mL.%® In the present study, the geometric means of the MICs of DPDS in
combination with AMB or VRC were 1.79 and 2 pg/mL, respectively, while the geometric
means of the MICs of EBS in combination with AMB or VRC were 0.46 and 0.5 pg/mL,
respectively. Thus, the concentrations of these compounds as determined in the present study
are lesser than the plasma concentrations demonstrated in previous studies.

According to Mugesh et al’ and Wojtowicz et al'*, the biological mechanism
underlying the antifungal activity of DPDS and EBS involves their interactions with the
sulfhydryl groups of the biomolecules present in fungal cells. Rosa et al*’ demonstrated that
DPDS can act as a pro-oxidant in yeast by reducing the levels of cellular glutathione (GSH),
which plays an important role in the antioxidant defense of the cell. This reduction of
intracellular GSH sensitizes the cell to the damaging effects of reactive oxygen species
(ROS). Soteropoulos et al** demonstrated that EBS inhibits H*-ATPase in the plasma
membrane of C. neoformans, thereby acting as a fungicidal agent. This proton pump is
required for growth and cell maintenance, and its inhibition results in cell death. Therefore,
these authors validated H*-ATPase as an antifungal target of EBS.

In this context, further studies are required to investigate the mechanisms by which

these organoselenium compounds are able to promote chemosensitization to antifungal
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agents. Combination therapy is an important alternative when monotherapy is not effective,’
as synergism between two agents may reduce treatment toxicity through the administration of
lower doses and may reduce antimicrobial resistance.

In conclusion, our findings demonstrate that DPDS and EBS exhibit in vitro antifungal
activity towards Fusarium spp. Combination of each of these compounds with AMB or VRC
leads to high rates of synergism in vitro. Although in vivo experimental studies are required to
confirm these findings, these data provide evidence of new potential antifungal agents or

adjuvants for the antifungal treatment of fusariosis.
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Table 1. In vitro susceptibility of Fusarium spp. to antifungal agents and organoselenium compounds.

Species (n) MIC/MEC range (GM) (ng/mL)
Antifungal agents Organoselenium compounds
AMB ITC VRC CAS DPDS EBS

F. chlamydosporum (3) 0.25-0.5 (0.4) >16 (>16) 2-8 (4) >32 (>32) 4-8 (5.0) 2-4 (2.5)
F. oxysporum (5) 0.5-4 (2) >16 (>16) 4-8 (5.3) >32(>32) 4-16 (9.2) 2-8 (4.6)
F. proliferatum (3) 1-2 (1.6) >16 (>16) 1-8(3.2) >32(>32) 4-8 (5.0) 2-4 (3.2)
F. solani (11) 1-8 (2.7) >16 (>16) 4-16 (8) >32(>32) 8-32 (15.0) 4-8 (6.6)
F. sporotrichioides (1) 4 >16 2 >32 4 2

F. verticillioides (2) 4-8 (5.7) >16 (>16) 8-16 (11.3) >32 (>32) 8-16 (11.3) 4-8 (5.6)
All species (25) 0.25-8 (2.1) >16 (>16) 1-16(5.9) >32(>32) 4-32 (9.7) 2-8 (4.7)

MIC range, minimal inhibitory concentration range (ug/mL); MEC range, minimum effective concentration range (ug/mL); GM, geometric mean; AMB, amphotericin B;

ITC, itraconazole; VRC, voriconazole; CAS, caspofungin; DPDS, diphenyl diselenide; EBS, ebselen.
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Table 2. In vitro combinations of antifungal agents and organoselenium compounds against Fusarium spp.

0.

Drugs in combination

Izolate DPDS/ANMB DPDS/ITC DPDS/VRC DPDS/CAS EES/AMB EBESTIC EBSVRC EES/CAS
MICs FICI(X) MICs FICI(X) MICs FICI(X) MECs FICI(X) MICs FICI(X) MICs FICIX) MICs FICIX) MECs FICI(X)
Fcl 0.500.06  024(8) 2001600 100D 0.50050 025(8) 0.50/8.00  0323(8) 050006 024(5) 2.00/16.00  1.00() 023050 0.19(8) 100800  025(8)
Fe2 0.50/0.12 0.38(8) 2001600 100D 050200 038(5) 1.00/16.00  0.50(5) 050006 024(5) 0.50/16.00 0.75{T) 025100 025(8) 0.50/8.00 0.38(8)
Fc3 100006  0.36(5) 4001600 100D 1.00/0.50  038(3) 1.00/16.00  0.38(8) 023006 0.36(5) 0.50/16.00  0.75(I) 025025 025(8) 0.50/8.00  0.38(8)
Fol 1.00/0.12  0.33(5) 4001600 100D 100100 031(3) 1.00/16.00  0.38(5) 1.00/0.12  0.38(5) 2.00/16.00 075 0501050  0.19(8) 2.00/3.00  0.38(8)
Fol 200100 062D 8.00/16.00  1.00(D) 400100 0.30(5) 40001600 0.50(8) 1.00/0.50  0.38(5) 4.00/16.00  1.00 D) 1.00/0.50  0.25(8) 2.00/8.00  0.38(8)
Fo3 2.00/1.00  0.38(3) 3.00/16.00  1.00(D) 200100  033(5) 4.00016.00  0.30(8) 050030 0.38(5) 100800 075D 023/1.00  0.38(8) 0.5032.00 0750
Fod 1.00/0.50  0.30(5) 4001600 150D 100400 0750 2001600 075D 0.50/0.50  0.38(5) 2.00/8.00 075D 025/1.00  0.19(8) 1.00/16.00 050 (8)
Fo3 400200 073D 4001600 100D 200400 075D 4.00016.00 073 (D 200100 075D 1.00/16.00  0.73(D) 025100 0.19(8) 1.0032.00 075D
Fpl 0.50/025 025(8) 2001600 100D 0.50/0.12  025(8) 2001600 075D 025006 0.09(5) 1.00/16.00  0.75(I) 025012 0.19(8) 0.50/16.00  0.33(5)
Fp2 050025 025(8) 2001600 100D 050050 025(8) 0.50/8.00  023(8) 023006 0.16(5) 0.530/16.00 075D 023050  025(8) 0.5032.00 0750
Fp3 1.00/0.12  025(5) 4001600 100D 100200  038(3) 4.00/16.00 073 (D 025006 0.12(5) 1.00/16.00  0.75(I) 0507100 025(8) 0.50/16.00  0.33(5)
Fsl 200025 0.38(3) 3.0016.00 150D 100200  038(3) 4003200 100D 023006 0.06(5) 4.00/16.00  1.00T) 1.0041.00  0.25(5) 4003200 1.00(0)
Fs2 200050 0.38(8) 8.00/16.00  1.00(D) 400200  0.30(8) 8.00032.00  1.004D) 023006 0.09(5) 2.00/16.00  1.00T) 0507100 025(8) 2.00/16.00  0.75(I)
Fs3 100023 0.38(5) 3.00/16.00 15040 200100 0.30(5) 4003200 100D 050006 0.12(5) 8.00/16.00  1.50«I) 1.00/0.30  0.25(5) 4003200 100D
Fsd 400050 0.38(8) 64.00/16.00 2.50(T) 16.004.00 1.00(T) 32003200  1.50(T) 050025 0.19(5) 4001600  1.00(T) 025200 028(8) 4003200 1.00(T)
Fs3 800200 075D 64.00/16.00 250D 16.00:3.00  1.004D) 320053200 150D 200200 075D 8.00/16.00  1.50«I) 400400 073D 4.00/16.00  0.75(I)
Fsz6 400200 075D 8.00/16.00  1.50(T) 200200 030(5) 4003200 100D 0.50/0.50 0.19(5) 8.00116.00 1.50(T) 025200 028(8) 4003200 1.00T)
Fs7 4.00/1.00  0.50(8) 3.00/16.00  1.004D) 400400 073D 8.00/32.00 1.004D) 023/0.50  0.16(5) 4.00/16.00  1.00 ) 200400 073D 4003200 100D
Fsd 800200 1.00T) 16001600 150D 8005800 1.00(D) 8.0032.00  1.00(T) 1.002.00 0.75(D) 2001600  1.00(T) 200400 075D 2001600 0.75(T)
Fs@ 200025 0.38(3) 16.0016.00  1.50D 200100 033(5) 4003200 073D 050012 0.19(5) 300800 125D 1.00/0.30  0.25(5) 4003200 100D
Fzl0 800200 1.00(T) 8.00/16.00  1.00(T) 4004.00 075D 8.00/32.00  1.00(T) 0230350 0.19(5) 2001600  1.00(I) 0.502.00 038(8) 2003200  1.00(T)
Fsll 800400 1.00(T) 16.0016.00 150D 800400 1.00(D) 8.00/32.00  1.00(T) 025050 0.00(5) 8000800 125D 025400 0.75(D) 4003200  1.00(T)
Fvl 1.00/1.00  025(5) 8.00/16.00  1.50(T) 200800 075D 4003200 100D 0.50/0.50 0.19(5) 2001600  1.00(I) 050/3.00 0.62(I) 1.00/16.00 050 (S)
Fv2 2001.00 0.38(8) 16.0016.00 150D 400200 030(5) 8.00/32.00  1.00(T) 0.50/0.12  0.00(5) 4001600  1.00(I) 1.002.00 038(%) 4003200  1.00(T)
Fstl 0.50/1.00  0.38(8) 4001600 150D 0500325  025(8) 2.0032.00  1.00(D) 025025  0.19(5) 1.0016.00  1.00(T) 025025  025(8) 0.50/32.00  0.75(T)

DPDS, diphenyl diselenide; EBS, ebselen; AMB, amphotericin B; ITC, itraconazole; VRC, voriconazole; CAS, caspofungin; MIC, minimal inhibitory concentration (pg/mL);
MEC, minimum effective concentration (pg/mL); FICI, fractional inhibitory concentration index; X, FICI interpretation; S, synergism; I, indifference; Fc, F.

chlamydosporum; Fo, F. oxysporum; Fp, F. proliferatum; Fs, F. solani; Fv, F. verticillioides; Fst, F. sporotrichioides.
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tobramycin with antifungal agents against Fusarium spp.
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Summary

The genus Fusarium is characterized by hyaline filamentous fungi that cause infections
predominantly in immunocompromised patients. The remarkable primary resistance to
antifungal agents of this genus requires the search for new therapeutic possibilities. This study
assessed the in vitro susceptibility of 25 Fusarium isolates against antifungal agents
(amphotericin B, caspofungin, itraconazole, and voriconazole) and antimicrobials
(pentamidine, polymyxin B, tigecycline, and tobramycin) according to the broth microdilution
method (M38-A2). The interactions between antifungal and antimicrobial agents were
evaluated by the microdilution checkerboard method. Pentamidine and polymyxin B were
active against Fusarium spp. (MIC ranges = 4-32 and 4-16 pg/mL, respectively). The highest
rates of synergism were observed when amphotericin B or voriconazole were combined with
tobramycin (80% and 76%, respectively), polymyxin B (76% and 64%), and pentamidine
(72% and 68%). The most significant combinations deserve in vivo evaluations in order to
verify their potential in the treatment of fusariosis.

Key words: susceptibility; combinations; antimicrobial; antifungal; Fusarium.

Financial support: CNPq, CAPES, FAPERGS
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INTRODUCTION

Fusarium is an emerging opportunistic fungal pathogen, with a significant increase in
cases among immunocompromised patients (Muhammed et al. 2011). Invasive fusariosis is
the second most common form of mold mycosis after invasive aspergillosis, and primarily
affects patients with hematological malignancies, transplant recipients and those with
prolonged neutropenia (Muhammed et al. 2011; Nucci & Anaissie 2007). Furthermore, this
infection has high mortality rates (>80%) (Torres & Kontoyiannis 2003). The recommended
treatment is amphotericin B deoxycholate, or its lipid formulations. Other options include
voriconazole and posaconazole (Muhammed et al. 2011). Nonetheless, the usage of
monotherapy for treatment of systemic fusariosis is unsatisfactory due to high rates of
resistance against antifungal agents (Nucci & Anaissie 2007). In this regard, combination
therapies have been designed in an attempt to overcome antifungal resistance (Johnson et al.
2004). Combinations of antifungal and antibacterial agents have been explored for more
prevalent fungi, such as Candida spp., Cryptococcus spp., and Aspergillus spp.; however,
such studies are still limited with respect to therapies against Fusarium spp. (Nucci &
Anaissie 2007).

Therefore, the aim of this study was to evaluate in vitro combinations of antimicrobial
agents (pentamidine, polymyxin B, tigecycline, or tobramycin) with antifungal agents
(amphotericin B, caspofungin, itraconazole, or voriconazole) against Fusarium spp. The
antimicrobial agents were selected according to previous reports of synergism when such
drugs were combined with antifungal agents against other fungal genera and the oomycete
Pythium insidiosum (Afeltra et al. 2002, Chodosh et al. 2000, Jesus et al. 2014, Ku et al. 2010,
St-Germain 1990, Zhai et al. 2010).

MATERIALS AND METHODS

Fusarium isolates

Twenty-five clinical isolates of Fusarium spp. were tested, including (number of
isolates): F. chlamydosporum (3), F. oxysporum (5), F. proliferatum (3), F. solani (10), F.
verticillioides (2), and 2 reference strains F. solani ATCC 36031 and F. sporotrichioides CBS
41286. The strains were identified by amplifying a DNA fragment encompassing the internal
transcribed spacer (ITS) region with the primers ITS1 (5'-GTAGTCATATGCTTGTCTC-3")
and ITS4 (5-CTTCCGTCAATTCCTTTAAG-3') (White et al. 1990). The amplified
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fragments were analyzed on a 0.8% agarose gel, followed by purification, and sequencing.
These sequences were deposited in GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) under
the following accession numbers: HQ696899, HQ696900 and HQ696908 for F.
chlamydosporum; HQ696888, HQ696889, HQ696890, HQ696893 and HQ696894 for F.
oxysporum; HQ696886, HQ696887 and GQ149771 for F. proliferatum; HQ696874,
HQ696875, HQ696876, HQ696877, HQ696878, HQ696879, HQ696880, HQ696881,
HQ696882, and HQ696883 for F. solani; and KR020684 and KR052812 for F. verticillioides.

Drugs

The drugs amphotericin B (AMB, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), itraconazole
(ITC; Frangon of Brazil, Pharmaceutical, Ltd., Sdo Paulo, Brazil), voriconazole (VRC; Pfizer,
New York, USA), and tigecycline (TGC; Pfizer) were diluted in dimethylsulfoxide to create
stock solutions. Caspofungin (CAS; Merck, Darmstadt, Germany), pentamidine (PNT,;
Sigma-Aldrich), polymyxin B (PMB; Sigma-Aldrich), and tobramycin (TOB; Sigma-Aldrich)
were diluted in sterile distilled water to prepare stock solutions. The tested concentration
(ng/mL) ranged from 0.06 to 8 for AMB; 0.25 to 32 for CAS and PNT; 0.125 to 16 for ITC,
VRC, PMB, and TGC; and 0.5 to 64 for TOB.

In vitro susceptibility and drug interaction tests

The minimum inhibitory concentrations (MICs) and minimal effective concentrations
(MECs) were determined using the broth microdilution technique in RPMI 1640 medium
according to the protocol outlined in document M38-A2 (CLSI 2008). For all the drugs except
for CAS, visual reading of the MICs was performed when there was a 100% growth inhibition
compared to positive control following 48 h of incubation at 35°C. For CAS, the readings
were determined in MECs, i.e., the minimal drug concentrations producing small, stubby,
highly branched hyphae (CLSI 2008). Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida krusei
ATCC 6258, and Aspergillus flavus ATCC 204304 were used as quality control strains. The
effects of interactions between antifungal and antimicrobial drugs were evaluated using the
microdilution checkerboard method by determination of the fractional inhibitory
concentration index (FICI) (Moody 2007). The concentrations of antifungal and antimicrobial
agents used in combination tests were obtained from single-agent susceptibility testing
performed previously. The inoculum was prepared according to M38-A2 (CLSI 2008). To
interpret the synergism between tested drugs, we used the lowest FICI from all non-turbid
wells along the turbidity/non-turbidity interface after 48 h incubation at 35°C (Moody 2007).
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Interpretations for FICI values were defined as follows: < 0.5 synergism, > 0.5 and < 4

indifference, and > 4 antagonism (Moody 2007). All tests were performed in triplicates.

RESULTS

In vitro susceptibility of the 25 Fusarium isolates to the antifungal and antimicrobial
agents is shown in Table 1. AMB showed greater activity against Fusarium spp. compared to
the other antifungals. Considering the susceptibility of the 25 isolates to AMB, 28% showed
MIC <1 pg/mL, 28% displayed MIC = 2 pg/mL, and 44% presented MIC > 4 pg/mL. With
VRC, was observed that 4% of the isolates showed MIC < 1 ug/mL, 8% showed MIC = 2
pug/mL, and 88% exhibited MIC > 4 pg/mL. The highest MICs for AMB and VRC were
observed for F. verticillioides and F. solani, and lower MICs were observed for the other
species (F. chlamydosporum, F. proliferatum, and F. sporotrichioides). Moreover, ITC and
CAS exhibited no activity to 100% of the isolates (Table 1).

Among the antimicrobial agents, PNT and PMB were active against Fusarium spp. in
MICs ranging from 4 to 32 pg/mL, and from 4 to 16 pg/mL, respectively. F. solani required
the greatest MICs for both antimicrobials, while other species (F. chlamydosporum, F.
proliferatum, and F. sporotrichioides) required the lowest MICs. In contrast, TGC and TOB
showed no activity against Fusarium spp. at the tested concentrations (Table 1).

All combinations of antimicrobials with AMB or VRC resulted in synergistic
interactions. The most synergistic combinations were (percentage of synergisms): AMB +
TOB (80%), VRC + TOB (76%), AMB + PMB (76%), VRC + PMB (64%), AMB + PNT
(72%) and VRC + PNT (68%). Combinations with TGC resulted in lower rates of synergisms
(Table 2).

Combinations with CAS demonstrated the lowest rates of synergism: CAS + PMB
(24%), CAS + TOB (20%), and CAS + PNT (12%). All combinations with ITC resulted in
indifferent interactions for 100% of the isolates. Antagonistic interactions were not observed
for any of the combinations (Table 2).

The concentrations of antimicrobial agents in synergistic combinations showed the
following variations: 0.25 to 8 pg/mL for PNT, 0.25 to 4 pg/mL for PMB, 2 to 8 pug/mL for
TGC, and 4 to 32 pg/mL for TOB.
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DISCUSSION

These findings confirmed previously described resistance profile of Fusarium towards
antifungal agents (Guarro 2013, Muhammed et al. 2011, Nucci & Anaissie 2007). The
document M38-A2 (CLSI 2008) reports the MIC or MEC breakpoints for in vitro
susceptibility testing of mold species against AMB, CAS, ITC, and VRC. Based on these
findings, isolates are classified as susceptible (MEC or MIC < 1 ug/mL), intermediate (MIC
or MEC = 2 pg/mL) and resistant (MIC or MEC > 4 pg/mL). In the present study, we
observed that most of the isolates showed intermediate or complete resistance to AMB and
VRC. In addition, remarkable resistance was shown against ITC and CAS. Despite those
breakpoints, the clinical relevance remains uncertain. On the other hand, clinical resistance to
AMB has been associated with MIC > 2 ug/mL (Espinel-Ingroff 2008).

In addition, we observed that the highest MICs for AMB and VRC were required for
F. verticillioides and F. solani, while F. oxysporum isolates required lower MICs for VRC.
These data are in agreement with other studies reporting that F. solani and F. verticillioides
are generally resistant to azoles and exhibit greater MICs for AMB than other species. In
contrast, F. oxysporum may be more susceptible to VRC (Nucci & Anaissie 2007).

Among the antimicrobial agents studied, PNT demonstrated activity against Fusarium
spp. Lionakis et al. (2003) evaluated the activity of PNT against Fusarium spp. and reported
similar MIC ranges: 8-32 pg/mL for F. solani, and 4-8 pg/mL for non-F. solani. This drug
reached plasma concentrations from 0.5 to 3.2 pug/mL, but its concentrations in peripheral
tissues were higher: 56 pg/g in lungs, 123 pg/g in kidneys, 300 pg/g in the liver and 368 pg/g
in the spleen (Bernard et al. 1985). Here, we report MICs for PNT, which are smaller than the
tissue concentration of the drug.

PMB also showed activity against Fusarium spp., and the observed MIC range was
compatible with their serum concentrations (6.25 to 50 pg/mL) (Sarria et al. 2004). Other
authors have reported the in vitro activity of PMB to Cryptococcus neoformans (8 pg/mL),
Candida spp. (32 to 256 pg/mL) and Rhizopus oryzae (32 pg/mL) (Zhai et al. 2010).
However, this activity has not been described for Fusarium spp.

TOB and TGC did not show activity in the concentration range tested. Some authors
have reported potent activity of TGC against biofilms of C. albicans (128 pg/mL) (Ku et al.
2010) and Pythium insidiosum (0.25 to 4 pg/mL) (Jesus et al. 2014). Against Fusarium spp,
TOB was classified by others as being active, showing MICs of ~ 500 pg/mL (Chodosh et al.

2000, Day et al. 2009). In this study, we tested lower concentrations of this drug, i.e., closer to
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the plasma concentrations (Beringer et al. 2000, Rodvold et al. 2006), and no antifungal
activity was detected.

The combinations with PNT showed strong synergism with AMB and VRC. Other
studies also demonstrated synergism when PNT was combined with ketoconazole or AMB
against Candida albicans (St-Germain 1990) or Scedosporium prolificans (Afeltra et al.
2002). Several mechanisms of action have been proposed, such as inhibition of DNA, RNA,
phospholipids, and protein synthesis (Sands et al. 1985). Synergistic relations were also
observed for AMB + TGC and VRC + TGC. TGC is a glycylcycline with a structure similar
to that of tetracyclines, and acts to inhibit protein synthesis (Pankey 2005). Synergistic
interactions were reported for AMB + TGC and azoles + TGC against Pythium insidiosum
(Jesus et al. 2014). The synergism that we observed between AMB or VRC combined with
PNT or TGC can be explained by the same mechanism that underlies the synergism between
AMB + azithromycin, i.e., antifungal agent can damage fungal cell membrane, allowing for
the entrance of antibacterial agents, thus leading to inhibition of protein synthesis (Clancy &
Nguyen 1998).

PMB also showed synergistic interactions with AMB and VRC. This antimicrobial
agent is a cationic heptapeptide with a hydrophobic tail, and has bactericidal activity (Zhai et
al. 2010). Based on the activity of PMB against bacteria, Zhai et al. (2010) hypothesized that
its antifungal effect is mediated by its attachment to anionic lipids of the fungal membrane,
and facilitating membrane, rupture. The presence of sterols in the eukaryotic membrane
inhibits the insertion of cationic peptides into anionic structures on the fungal membrane,
minimizing the formation of pores (Mason et al. 2007). Due to the previous ergosterol
reduction promoted by azoles, the action of PMB potentiates antifungal activity (Zhai et al.
2010). We hypothesize that PMB could also act in a similar manner when combined with
AMB, as it can also interact with the ergosterol membrane.

Furthermore, TOB demonstrated potent antifungal activity when combined with AMB
or VRC. A patient F. oxysporum-induced Kkeratitis showed clinical improvement after
treatment with TOB and topical natamycin (Chodosh et al. 2000). According to Dalhoff
(1987), aminoglycosides can increase permeability of the cell wall and cell membrane of
fungi. This observation may explain the synergistic interactions observed in our study.

As it has been already discussed, different species of Fusarium may have different
patterns of susceptibility. Since F. solani, F. oxysporum, and F. verticillioides are the most
prevalent species in immunocompromised patients (Nucci M, Anaissie, 2007), it is important

to emphasize that the most effective combinations for these species were VRC + TOB for F.
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solani and F. oxysporum; AMB or VRC + PNT or PMB or TOB for F. verticillioides. In these
combinations, the concentrations of the antimicrobials agents were consistent with the
clinically achievable serum or tissue concentrations.

Our results suggest that combinations of AMB or VRC with the antimicrobials agents
tested here warrants further studies in vivo. Our in vitro results are a preview of the effects of
antifungal and antimicrobial drugs when used in combination against a pathogen. Although in
vitro studies have limitations, they are necessary for the development of valid hypotheses
regarding new treatments. The antimicrobials that we tested in this study are frequently used
as a prophylactics well as a treatment for immunocompromised patients, and have a strong
record of clinical safety. Therefore, they are promising candidates for new studies on

combination treatments of fusariosis.
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Table 1. In vitro susceptibility of Fusarium spp. to antifungal and antimicrobial agents.

Fusarium spp.

) Antimicrobial agents Antifungal agents
MIC range (GM) MIC 90 MEC
PNT PMB TGC TOB AMB ITC VRC CAS
'(:Hf’f"))’sr’or”m 8(8)8 8-16 (12.1) 16 >16 >64 0.5-4 (2) 4 >16 4-8 (5.3) 8 >32
(Fn' :Sol'f)“i 16'323§24'9) 8-16 (13.2) 16 >16 >64 1-8(2.7) 4 >16 4-16 (8) 16 >32
(Fn':"‘;';”d”imdes 16(16) 16  8-16 (11.3) 16 >16 >64 4-8 (5.7) 8 >16 8-16 (11.3) 16 >32
8@‘9735'09“95 4-8(54)8  4-16(8.8) 16 >16 >64 0.25-4 (1) 2 >16 1-8(3.3) 8 >32
Total (n= 25) 4-32(12.5)32  4-16(11.5)16 >16 >64 0.25-8(2.06) 4 >16 1-16(5.9)16 >32

PNT, pentamidine; PMB, polymyxin B; TGC, tigecycline; TOB, tobramycin; AMB, amphotericin B; ITC, itraconazole; VRC, voriconazole; CAS, caspofungin; MIC range,
minimal inhibitory concentration range (ug/mL); MEC range, minimum effective concentration range (ug/mL); GM, geometric mean; MIC90, minimal inhibitory

concentration to inhibit the growth of 90% of isolates.
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Table 2. In vitro combinations of antifungal and antimicrobial agents against the 25 Fusarium isolates.

Fusarium spp. (n)

Antifungal agents

Antimicrobial agents

PNT PMB TGC TOB

%S %I FICI range %S %I FICI range %S %I FICI range %S %I FICI range
F. oxysporum (5) AMB 80.0 200 0.28-1.25 80.0 200 0.25-0.75 400 60.0 0.38-1.00 80.0 200 0.13-0.75
F. solani (11) AMB 545 455  0.16-1.02 636 364 0.16-0.75 182 818 0.38-4.00 636 364 0.16-0.75
F. verticillioides (2) AMB 100 0 0.27-0.50 100 0 0.25-0.38 0 100 1.25 100 0 0.25-0.38
Other species (7) AMB 85.7 143 0.19-0.53 85.7 143 0.12-0.75 57.1 429 0.38-4.00 100 0 0.16-0.38
Total (25) AMB 720 280 0.16-1.25 76.0 240 0.12-0.75 320 680 0.38-4.00 80.0 200 0.13-0.75
F. oxysporum (5) CAS 0 100 1.50 0 100 1.00-1.50 0 100 2.00 0 100 2.00
F. solani (11) CAS 0 100 1.50-2.50 0 100 1.00-1.50 0 100 2.00 0 100 2.00
F. verticillioides (2) CAS 0 100 1.50 0 100 1.50-2.00 0 100 2.00 0 100 2.00
Other species (7) CAS 428 57.2 0.50-1.50 85.7 143 0.38-1.50 0 100 1.50-2.00 714 286 0.38-2.00
Total (25) CAS 120 880  0.50-2.50 240 760 0.38-2.00 0 100 1.50-2.00 200 800 0.38-2.00
F. oxysporum (5) ITC 0 100 1.50-2.50 0 100 1.00-1.50 0 100 2.00 0 100 2.00
F. solani (11) ITC 0 100 1.50-2.50 0 100 1.00-1.50 0 100 2.50 0 100 2.00
F. verticillioides (2) ITC 0 100 1.50 0 100 1.50-2.50 0 100 2.00 0 100 2.00
Other species (7) ITC 0 100 1.50-2.50 0 100 1.00-1.50 0 100 2.00 0 100 2.00
Total (25) ITC 0 100 1.50-2.50 0 100 1.00-2.50 0 100 2.00-2.50 0 100 2.00
F. oxysporum (5) VRC 400 60.0 0.28-1.03 80.0 200 0.38-0.62 60.0 40.0 0.31-0.75 100 0 0.25-0.50
F. solani (11) VRC 63.6 364  0.19-1.12 545 455 0.25-1.50 454 546 0.19-1.00 727 273 0.19-0.75
F. verticillioides (2) VRC 100 0 0.27 100 0 0.38 0 100 0.75 100 0 0.25-0.38
Other species (7) VRC 85.7 143 0.13-0.56 57.1 429 0.25-1.00 714 286 0.25-0.75 57.1 429 0.31-0.75
Total (25) VRC 680 320 0.13-1.12 640 36.0 0.25-1.50 520 480 0.19-1.00 76.0 240 0.19-0.75

AMB, amphotericin B; CAS, caspofungin; ITC, itraconazole; VRC, voriconazole; PNT, pentamidine; PMB, polymyxin B; TGC, tigecycline; TOB, tobramycin; %S,

percentage of synergisms; %I, percentage of indifference; FICI range, fractional inhibitory concentration index range.
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Abstract

The remarkable resistance of Fusarium spp. to most antifungal agents results in high mortality
rates in immunocompromised patients. In order to overcome the problem of fungal resistance,
new antifungal agents or more effective antifungal combinations are required. In this study,
we evaluated the susceptibility of 25 clinical isolates of Fusarium spp. to classic antifungals
(amphotericin B [AMB], itraconazole [ITC], voriconazole [VRC] and caspofungin [CAS])
and to nonantifungal agents (amiodarone [AMD], doxycycline [DOX] and moxifloxacin
[MXF]) through broth microdilution method (M38-A2, CLSI 2008). The combinations
between these antifungal plus nonantifungal agents were also evaluated for the determination
of FICI (fractional inhibitory concentration index) through the checkerboard technique. The
MIC ranges (ug/ml) observed were: 0.25 to 8 for AMB; 1 to 16 for VRC; >16 for ITC, DOX
and MXF; and >8 for AMD. We observed MECs >32 ug/ml for CAS. Synergistic interactions
were observed for the following combinations (% of synergisms): AMD + VRC (76%), MXF
+ AMB (72%), AMD + AMB (64%), MXF + VRC (60%), DOX + VRC (52%), DOX +
AMB (48%) e AMD + CAS (24%). Synergisms were not observed for associations with
itraconazole and antagonistic interactions were not evident to any combination either. Our
findings suggest that the combinations of AMD, DOX or MXF with AMB or VRC showed
potential for future in vivo investigations through experimental models for treatment of

fusariosis.

Keywords: synergisms; amiodarone; doxycycline; moxifloxacin; antifungal agents; Fusarium

SPp.
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1. Introduction

Fusarium species are ubiquitous fungi that cause a wide range of infections in humans,
including superficial, locally invasive, and disseminated infections (Nucci and Anaissie,
2007). Although it is considered a rare infection, disseminated fusariosis is the second most
prevalent cause of invasive infections by filamentous fungi, after aspergillosis, in
immunocompromised patients (Muhammed et al., 2011; Nucci and Anaissie, 2007).
According to a recent guideline, amphotericin B and voriconazole are the agents of choice for
the treatment of fusariosis (Tortorano et al., 2014). Nevertheless, disseminated fusariosis
remains a severe infection, refractory to treatment with a high mortality rate (Guarro, 2013).
In this context, new treatment options should be investigated in order to overcome the
Fusarium genus resistance to most conventional antifungal agents (Al-Hatmi et al., 2015).

According to Afeltra and Verweij (2003), the term "nonantifungal” is taken to include
a variety of compounds used in the treatment of nonfungal infections, or other noninfectious
pathological conditions, but which have demonstrated activity against fungi. The potential of
these drugs for the treatment of fungal infections has been investigated, using the drugs alone
or in combination with classic antifungal agents. Accordingly, many classes of nonantifungal
drugs have been explored, such as the antibacterial and antiarrhythmics agents (Afeltra and
Verweij, 2003). Many studies have reported the antifungal activity of doxycycline (Miceli et
al., 2009), moxifloxacin (Day et al., 2009; Kawakami et al., 2015; Ozdek et al., 2006) or
amiodarone (Courchesne, 2002; Pefia et al., 2009), or their synergistic interactions with
antifungal agents against yeast and filamentous fungi (Afeltra et al., 2004; Bagar and Bencina,
2012; Courchesne et al., 2009; Deren et al., 2010; El-Azizi, 2007; Fiori and Van Dijck, 2012;
Gamarra et al.,2010; Guo et al., 2008; Hughes et al., 1984; Miceli et al., 2009; Oliver et al.,
2008; Stergiopoulou et al., 2009; Yalcin et al., 2010).

Different mechanisms of action of antifungal drugs are important for their synergistic
action in combating fungal drug resistance (Bagar and Bencina, 2012). Tetracyclines, such as
doxycycline, have antibacterial activity through changes in protein synthesis. Moreover, these
antibiotics may also change the protein synthesis of eukaryotic cells (Chopra and Roberts,
2001). The fluoroquinolones interfere with bacterial DNA synthesis by acting on
topoisomerase Il and IV (Van Bambekeet al., 2005). Shen et al. (1992) reported that
pathogenic fungi have high levels of topoisomerase | and Il. Meanwhile, amiodarone exerts
its antifungal effect mainly for causing a massive increase in cytoplasmic calcium levels
(Bagar and Bencina, 2012). In this line of thought, we elected nonantifungal drugs

(amiodarone, doxycycline and moxifloxacin) with different mechanisms of action and
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evaluated the antifungal activity of these drugs against Fusarium spp., through the broth
microdilution method. In addition, we tested the combinations of these nonantifungal agents
with amphotericin B, itraconazole, voriconazole or caspofungin, through the checkerboard

technique.

2. Material and methods

The 25 clinical isolates of Fusarium spp. used in this study belong to the Department
of Microbiology and Parasitology at the Federal University of Santa Maria, Santa Maria, RS,
Brazil. They were isolated from blood cultures, tissue biopsies, cornea, bronchoalveolar
lavage, and sediment of dialysate obtained from continuous ambulatory peritoneal dialysis
(CAPD). Molecular analyses were performed to confirm the identity of the isolates. DNA
extraction was performed according to the methodology described by Méller et al. (1992) and
modified by Klassen et al. (1996). A DNA fragment covering an internal transcribed spacer
(ITS) was amplified through PCR using the primers ITS1 (5-GTAGTCATATGCTTGTCTC-
3) and ITS4 (5-CTTCCGTCAATTCCTTTAAG-3") (White et al., 1990). The PCR products
were purified and sequenced. These sequences were registered in the GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) with the following access numbers: HQ696899,
HQ696900, and HQ696908 for F. chlamydosporum; HQ696888, HQ696889, HQ696890,
HQ696893, and HQ696894 for F. oxysporum; HQ696886, HQ696887, and GQ149771 for F.
proliferatum; HQ696874, HQ696875, HQ696876, HQ696877, HQ696878, HQ696879,
HQ696880, HQ696881, HQ696882, and HQ696883 for F. solani; and KR020684 and
KR052812 for F. verticillioides. F. solani ATCC 36031 and F.sporotrichioides CBS41286
were also included in the study.

Amphotericin B (AMB; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), itraconazole (ITC;
Frangon of Brazil Pharmaceutical Ltd., Sdo Paulo, Brazil), voriconazole (VRC; Pfizer, New
York, USA) and amiodarone (AMD; Sigma-Aldrich) were obtained commercially and diluted
in dimethyl sulfoxide (DMSO; Sigma-Aldrich) to get the stock solutions, while caspofungin
(CAS; Merck, Darmstadt, Germany), doxycycline (DOX; Sigma-Aldrich) and moxifloxacin
(MXF; Bayer AG, Leverkusen, Germany) were diluted in sterile distilled water. The working
solutions were prepared in RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) broth according to the document
M38-A2 (CLSI, 2008). The concentrations tested for the agents were: 0.06 to 8 pg/ml for
AMB and AMD; 0.12 to 16 pg/ml for ITC, VRC, DOX and MXF; and 0.25 to 32 pg/ml for
CAS. The concentration ranges tested for nonantifungal agents were selected according to
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their plasmatic concentrations based on previous studies (Esposito et al., 2006; Kowey et al.,
1997; Perdue and Standiford, 1999).

The determination of minimum inhibitory concentrations (MICs) or minimum
effective concentrations (MECs) for the agents alone was carried out through the broth
microdilution technique, according to the document M38-A2 for non-dermatophyte species
(CLSI, 2008). Candida krusei ATCC 6258, Candida parapsilosis ATCC 22019, and
Aspergillus flavus ATCC 204304 were included in the tests as quality controls. The inocula of
Fusarium spp. were prepared to obtain a final concentration of 0.4 x 10*to 5 x 10* colony
forming units (CFU)/ml. These conidial suspensions were measured with a spectrophotometer
(A = 530 nm, optical density = 0.15 to 0.17) and diluted in RPMI 1640 broth (1:50) (CLSI,
2008).

The interaction between the agents was evaluated through the microdilution
checkerboard method (Moody, 2007). The evaluated combinations were: AMD + AMB,
AMD + CAS, AMD + ITC, AMD + VRC, DOX + AMB, DOX + CAS, DOX + ITC, DOX +
VRC, MXF + AMB, MXF + CAS, MXF + ITC, and MXF + VRC. The fractional inhibitory
concentration (FIC) was calculated for each agent, dividing the MIC or MEC of the agent in
combination by the MIC or MEC of the isolate agent. The FIC values were summed to
determine the resulting fractional inhibitory concentration index (FICI). All readings were
performed after 48 hours of incubation at 35°C. Off-scale MICs were converted to the next
higher dilution for calculation purposes (e.g., >32 = 64 ug/ml). The interpretation of the FICI
values was: FICI < 0.5, synergism; 0.5 < FICI < 4, indifferent; and FICI > 4, antagonism
(Moody, 2007).

3. Results

MIC ranges (geometric means, in pug/ml) for the agents alone were: 0.25 to 8 (2.1) for
AMB; 1 to 16 (5.9) for VRC; >16 (>16) for ITC, DOX and MFX; and >8 (>8) for AMD. For
CAS we observed MECs >32 pg/ml. The values of MICgq, (minimal inhibitory concentration
to inhibit the growth of 90% of isolates) for AMB and VRC were 4 and 16 pg/ml,
respectively. F. verticillioides and F. solani had higher MICs for AMB and VRC.

MICs or MECs of the nonantifungal agents in combination with AMB, CAS, ITC or
VRC, as well as the FICI values, are presented in Tables 1 and 2. MIC or MEC ranges
(geometric means, in pg/ml) in combinations were: 0.12-2 (0.44)/0.06-2 (0.57) for
AMD/AMB, 0.5-8 (4.11)/8-32 (24.93) for AMD/CAS, 4-16 (12.82)/16-32 (26.35) for
AMD/ITC, 0.06-2 (0.26)/0.12-4 (1.25) for AMD/VRC, 1-8 (3.39)/0.06-4 (0.70) for DOX/
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AMB, 4-32 (15.56)/32-64 (43.41) for DOX/CAS, 8-32 (27.10)/16-32 (27.86) for DOX/ITC,
0.5-8 (5.28)/0.25-8 (1.84) for DOX/VRC, 0.5-4 (1.25)/0.06-4 (0.48) for MXF/AMB, 8-32
(27.86)/ 32-64 (57.28) for MXF/CAS, 8-32 (27.10)/8-32 (27.10) for MXF/ITC, and 0.5-4
(1.74)/ 0.25-8 (1.69) for MXF/VRC.

Synergistic interactions (% of synergisms) were observed for the following
combinations: AMD + VRC (76%), MXF + AMB (72%), AMD + AMB (64%), MXF + VRC
(60%), DOX + VRC (52%), DOX + AMB (48%) and AMD + CAS (24%). All the
combinations with itraconazole resulted in indifferent interactions. Antagonistic interactions

were not observed for none of the combinations tested.

4. Discussion

The genus Fusarium shows a typical profile of resistance to most antifungal agents
(Muhammed et al., 2011; Nucci and Anaissie, 2007). In general, Fusarium species are
resistant to echinocandins and to older azole antifungals, and have variable resistance to
triazoles and AMB (Muhammed et al., 2011). Here, AMB showed the highest antifungal
activity against Fusarium spp., followed by VRC. However, high MIC values for these
antifungal were observed. AMB and VRC are the drugs of choice for the treatment of
fusariosis (Tortorano et al., 2014), although the treatment of disseminated fusariosis in
immunocompromised patients remains a challenge due to treatment failure (Guarro, 2013;
Muhammed et al., 2011).

In this context, new antifungal agents targeting different molecular pathways are
necessary (Bagar and Bencina, 2012). Many nonantifungal agents have activity against fungal
pathogens, or yet, they may interact synergistically with classic antifungal agents (Afeltra and
Verweij, 2003). In this sense, we evaluated the combinations between AMD, DOX or MXF
with AMB, ITC, VRC and CAS against Fusarium spp. The greatest synergy was obtained for
the combinations of: AMD + VRC (76%), MXF + AMB (72%), AMD + AMB (64%), MXF
+ VRC (60%), DOX + VRC (52%), DOX + AMB (48%). To the best of our knowledge, this
is the first study to test these combinations against Fusarium spp.

AMD, a potent antiarrhythmic drug, has shown antifungal activity against a range of
fungi, including Candida, Cryptococcus, Saccharomyces, Aspergillus and Fusarium
(Courchesne, 2002). No antifungal activity of AMD alone was observed at the concentrations
tested. We elected concentrations near the plasmatic concentrations, since in general, drugs
that inhibit fungal growth in high concentrations in vitro, are considered ineffective in vivo

(Afeltra and Verweij, 2003). Pefia et al. (2009) observed that at very low concentrations,
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AMD produced a K" efflux in Saccharomyces cerevisiae, while at higher concentrations, it
also produced an influx of protons, resulting in an increase of external pH and decrease of
internal pH. The efflux of K* resulted in increased plasma membrane potential difference,
which is responsible for the entry of Ca®* e H*, for the efflux of anions and for the subsequent
changes resulted from the increased cytoplasmic Ca®* concentration, as well as the decrease in
internal pH. Similarly, Bagar and Bencina (2012) proposed that AMD binds to plasma
membrane of A. niger, disrupting Ca®* homeostasis and intracellular acidification.

Previous studies have reported synergistic interactions in vitro for AMD combinations
and azole antifungals against C. albicans resistant to fluconazole, A. fumigatus and A. niger
(Afeltra et al., 2004; Bagar and Bencina, 2012; Gamarra et al., 2010, Guo et al., 2008). Here,
we observed high rates of synergism for AMD + VRC (76%). According to Afeltra et al.
(2004), drugs that interfere with Ca®* homeostasis result in synergistic interactions with
azoles. The main target of azole antifungal agents is the synthesis of ergosterol. The activity
of V-ATPase depends on ergosterol. Once the V-ATPase is inhibited, the action of AMD is
intensified, ie, there is influx of cytosolic Ca** and proton sequestration into organelles. Bagar
and Bencina (2012) observed an additive effect for the combination of AMD + AMB against
A. niger. According to these authors, cationic amphiphilic drugs such as AMD and AMB,
preferably interact with membranes to exert their biological effects, and both affect the Ca?*
homeostasis. AMB raises the cytosolic Ca?* and, when in combination with AMD, the effect
is additive. In this study, the combination of AMD + AMB resulted in 64% of synergistic
interactions against Fusarium spp. Courchesne et al. (2009) showed that AMD targets the
fungal cell wall, which in turn leads to Ca®" influx. The proposed mechanism for the
combination of CAS + AMB is based on attacking different targets of the fungal cell.
Meanwhile, CAS acts on the cell wall, AMB acts in the fungal plasma membrane (Johnson et
al., 2004). Thus, the same mechanism could occur for the association between AMD + AMB.

DOX is an antibacterial agent belonging to the class of tetracyclines acting on the
inhibition of bacterial protein synthesis by binding to the 30S ribosomal subunit. However,
the tetracyclines may also alter protein synthesis in mitochondria of eukaryotic cells (Chopra
and Roberts, 2001). Miceli et al. (2009) reported the in vitro activity of DOX against C.
albicans biofilms at very high concentrations (512-2048 pg/ml), while Loreto et al. (2011)
reported low MICs (0.5-8 pg/ml) against oomycetous Pythium insidiosum. This study did not
observe activity of DOX alone against Fusarium spp., but synergistic interactions were
showed for combinations of DOX + AMB (48%) or VRC (52%). Other studies have reported

in vitro synergism for the association of DOX + AMB against C. albicans, C. glabrata, C.
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krusei, C. parapsilosis, A. flavus, A. fumigatus and A. niger (El-Azizi, 2007; Hughes et al.,
1984; Miceli et al., 2009; Oliver et al., 2008), and DOX + fluconazole against C. albicans
(Fiori and Van Dijck, 2012; Miceli et al., 2009). In general, the synergy mechanism between
the AMB plus tetracyclines can be explained by the ability of AMB in forming pores in the
fungal plasma membrane, allowing the entry of the antimicrobial agent that can inhibit protein
synthesis (Kwan et al., 1972). Oliver et al. (2008) hypothesized that tetracyclines inhibit
fungal mitochondrial function. The lack of functional mitochondria alters the sterol
metabolism resulting in decreased ergosterol levels. The decrease in ergosterol levels makes
the fungal cell more susceptible to AMB. Regarding to mechanism of interaction with azole
antifungals, Fiori and Van Dijck (2012) showed that DOX alters iron homeostasis by acting
as a chelating agent. Iron deprivation decreases ergosterol content in the cell membrane,
providing greater fluidity and allowing passive diffusion of fluconazole through the plasma
membrane (Prasad et al., 2006).

Topoisomerase enzyme subtypes are also targets for research on new antifungal agents
(Li and Calderone, 2004). The fluoroquinolones carry out their bactericidal activity by acting
on DNA gyrase (topoisomerase Il) and topoisomerase IV, resulting in inhibition of DNA
replication, recombination and transcription (Van Bambeke et al., 2005). Although the
fluoroquinolones have no intrinsic antifungal activity, it has been reported that pathogenic
fungi have high levels of topoisomerase | and Il (Shen et al., 1992). In addition, the fourth-
generation fluoroguinolones (such as MXF) shows increased activity on topoisomerase Il
(Pestova et al., 2000), which enables a potential mechanism of interaction with antifungal
agents (Stergiopoulou et al., 2008). Some studies have reported the antifungal activity of
MXF or its commercial preparations against Fusarium spp. (Ozdek et al., 2006; Kawakami et
al., 2015; Day et al., 2009). These studies reported high MICs to MXF against Fusarium spp.
In the present study, there was no antifungal activity of MXF at the concentrations tested.
Previous studies reported that various fluoroquinolones powered in vitro antifungal activity
against Candida spp., C. neoformans, Aspergillus spp. and Fusarium spp. (Deren et al., 2010;
Nakajima et al., 1995; Stergiopoulou et al., 2008; Stergiopoulou et al., 2009; Venturini et al.,
2011; Yalcin et al., 2010) and also in experimental models of candidiasis and aspergillosis
(Nakajima et al., 1995). In this study, combinations of MXF + AMB (72%) or VRC (60%)
resulted in high rates of synergisms. Previously, the combinations of ciprofloxacin + AMB
(39.1%) or VRC (30.4%) demonstrated lower rates of synergism against Fusarium spp. than
the combinations with MXF in this study (Venturini et al., 2011). Moreover, Stergiopoulou et

al. (2009) observed that ciprofloxacin in combination with antifungal agents was more potent
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than the combinations with levofloxacin or MXF against C. albicans and A. fumigatus.
According to Stergiopoulou et al. (2008), it is possible that the antifungal agents alter the
fungal cell membrane permeability and thereby increase the intracellular fluoroquinolone
levels, which in turn binds to fungal topoisomerase Il. But this hypothesis deserves further
study (Stergiopoulou et al., 2008). The same authors also observed that low ciprofloxacin
concentrations associated with AMB result in synergism, whereas higher ciprofloxacin
concentrations result in antagonism (Stergiopoulou et al., 2008). Similarly, we found that low
concentrations of MXF power the effects of AMB or VRC in similar concentrations to the
study of Stergiopoulou et al. (2008).

Oral systemic doses and peak serum concentrations in humans for each nonantifungal
agent are as it follows: AMD, 200 mg and 0.5 to 2.5 pg/ml; DOX, 200 mg and 1.5 to 7 pg/ml;
and MFX, 400 mg and 3.2 pg/ml (Esposito et al., 2006; Kowey et al., 1997; Perdue and
Standiford, 1999). In this study, the geometric means of the MICs for the nonantifungal
agents in combination were: AMD in combination with AMB or VRC, 0.44 and 0.26 pg/ml,
DOX in combination with AMB or VRC, 3.39 and 5.28 pug/ml; and MXF in combination with
AMB or VRC, 1.25 and 1.74 ug/ml. Therefore, the concentrations observed in this study are
compatible with the therapeutic plasma concentrations.

In conclusion, our findings show that AMD, DOX or MXF do not have in vitro
antifungal activity when tested alone. Moreover, in vitro combinations of these agents with
AMB or VRC resulted in synergistic interactions against Fusarium spp. Based on these
findings and previous studies, it is possible that the observed synergisms are the result of the
action of AMB or VRC in fungal plasma membrane, which facilitates the entry of
nonantifungals, so they can act on a given target of the fungal cell. However, in vivo
experimental studies are necessary to confirm these findings. Given the clinical safety and the
known pharmacology of these agents, we consider that the combinations of AMD, DOX or

MXF with AMB or VRC are promising candidates for the treatment of fusariosis.
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Table 1. In vitro combinations of nonantifungal agents and amphotericin B or caspofungin against Fusarium spp.

Combinations

Isolate AMD/AMB DOX/AMB MXF/AMB AMDICAS DOX/CAS MFX/CAS
MICs FICI (X) MICs FICI (X) MICs FICI (X) MECs __ FICI(X) MECs FICI (X) MECs FICI (X)

Fcl 0120012  0.26 (S) 1.00/0.12  0.28(S) 1.00/0.06  0.15(S) 1.00/8.00  0.19(S) 400/32.00  0.62 (1) 16.00/32.00  1.00 (I)
Fc2 0120012  0.26 (S) 1.00/0.12  0.28(S) 050/0.12  0.27(S) 1.00/16.00  0.31 (S) 4.00/32.00  0.62 (1) 16.00/32.00  1.00 (I)
Fc3 0120006  0.25(S) 1.00/0.06  0.27 (S) 1.00/0.06  0.27 (S) 1.00/8.00  0.19(S) 8.00/32.00  0.75(I) 8.00/32.00  0.75(l)
Fol  050/0.12  053(l) 400/025  0.63(l) 0.50/0.06  0.14(S) 4.00/32.00  0.75(l) 8.00/32.00  0.75(I) 32.00/64.00  2.00 (1)
Fo2  1.00/1.00  0.56 (1) 8.00/L.00  0.75(l) 050/025  0.14(S) 4.00/32.00  0.75 (1) 8.00/32.00  0.75(1) 32.00/64.00  2.00 (1)
Fo3  1.00/2.00  0.56 (1) 8.00/200  0.75(l) 1.00/1.00  0.28 (S) 8.00/32.00  1.00 (1) 32.00/64.00  2.00 (1) 32.00/64.00  2.00 (1)
Fo4 025050  0.27(S) 4.00/1.00 062 (1) 1.00/0.50  0.28 (S) 8.00/32.00  1.00 (1) 16.00/32.00  1.00 (1) 32.00/64.00  2.00 (1)
Fo5  050/1.00  0.28(S) 4.00/1.00  0.38(S) 2.00/050  0.19(S) 4.00/32.00  0.75 (1) 16.00/32.00  1.00 (1) 32.00/64.00  2.00 (1)
Fpl  0.12/050  0.26(S) 4.00/0.12  0.19(S) 1.00/050  0.28 (S) 2.00/16.00  0.38 (S) 4.00/32.00  0.62 (1) 16.00/32.00  1.00 (1)
Fp2 050025  0.16(S) 4.00/025  0.25(S) 1.00/050  0.28 (S) 1.00/16.00  0.31 (S) 4.00/32.00  0.62 (1) 32.00/64.00  2.00 (1)
Fp3 0250025  0.27(S) 2.00/025  0.31(S) 0.50/0.06  0.08 (S) 050/8.00  0.16 (S) 8.00/32.00  0.75(1) 32.00/64.00  2.00 (1)
Fs1 025025  0.14(S) 4.00/050  0.38(S) 1.00/050  0.28 (S) 8.00/32.00  1.00 (1) 16.00/32.00  1.00 (1) 32.00/64.00  2.00 (1)
Fs2 025050  0.27(S) 8.00/L.00  0.75(l) 2.00/050  0.31(S) 8.00/32.00  1.00 (1) 32.00/64.00  2.00 (1) 32.00/64.00  2.00 (1)
Fs3  1.00/050  0.56 (1) 4.00/050  0.62 (1) 1.00/0.25  0.28 (S) 8.00/32.00  1.00 (1) 32.00/64.00  2.00 () 32.00/64.00  2.00 (1)
Fs4  1.00/1.00  0.56 (1) 4.00/050  0.38(S) 4.00/1.00  0.62 (1) 4.00/32.00  0.75 (1) 32.00/64.00  2.00 (1) 32.00/64.00  2.00 (1)
Fs5  1.00/200  0.56 (1) 4.00/400  1.12(1) 4.00/200  0.62 (1) 8.00/32.00  1.00 (1) 16.00/32.00  1.00 (1) 32.00/64.00  2.00 (1)
Fs6  0.50/1.00  0.28(S) 8.00/200  0.75(l) 2.00/050  0.19(S) 8.00/32.00  1.00 (1) 32.00/64.00  2.00 (1) 32.00/64.00  2.00 (1)
Fs7  050/1.00  0.28(S) 4.00/200 062 (1) 1.00/1.00  0.28 (S) 8.00/32.00  1.00 (1) 32.00/64.00  2.00 (1) 32.00/64.00  2.00 (1)
Fs8  2.00/200  0.63(1) 4.00/200 062 (1) 2.00/2.00  0.56 (1) 4.00/32.00  0.75 (1) 32.00/64.00  2.00 (1) 32.00/64.00  2.00 (1)
Fs9  1.00/050  0.56 (1) 2.00/050  0.56 (1) 1.00/050  0.53 (1) 8.00/32.00  1.00 (1) 16.00/32.00  1.00 (1) 32.00/64.00  2.00 (1)
Fs10  050/1.00  0.28(S) 4.00/200 062 (1) 2.00/2.00  0.56 (1) 8.00/32.00  1.00 (1) 16.00/32.00  1.00 (1) 32.00/64.00  2.00 (1)
Fs11  1.00/1.00  0.19(S) 8.00/400  0.75(l) 4.00/400  0.62 () 8.00/32.00  1.00 (1) 32.00/64.00  2.00 () 32.00/64.00  2.00 (1)
Fstl  1.002.00  0.56 (I) 4.00/1.00  0.38(S) 2.00/2.00  0.56 (1) 4.00/32.00  0.75 (1) 32.00/64.00  2.00 (1) 32.00/64.00  2.00 (1)
Fvl  025/1.00  0.14(S) 2.00/2.00  0.31(S) 1.00/1.00  0.16 (S) 8.00/32.00  1.00 (1) 32.00/64.00  2.00 (1) 32.00/64.00  2.00 (1)
Fv2  012/1.00  0.26(S) 1.00/1.00  0.28 (S) 1.00/050  0.16 (S) 8.00/32.00  1.00 (1) 32.00/64.00  2.00 (1) 32.00/64.00  2.00 (1)

AMD, amiodarone; DOX, doxycycline; MXF, moxifloxacin; AMB, amphotericin B; CAS, caspofungin; MIC, minimal inhibitory concentration (ug/mL); MEC, minimum
effective concentration (ug/mL); FICI, fractional inhibitory concentration index; X, FICI interpretation; S, synergism; I, indifference; Fc, F. chlamydosporum; Fo, F.
oxysporum; Fp, F. proliferatum; Fs, F. solani; Fst, F. sporotrichioides; Fv, F. verticillioides.
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Table 2. In vitro combinations of nonantifungal agents and itraconazole or voriconazole against Fusarium spp.

Combinations

80T

Isolate AMD/ITC DOX/ITC MXF/ITC AMD/VRC DOX/VRC MEX/VRC
MICs FICI (X) MICs FICI (X) MICs FICI (X) MICs FICI (X) MICs FICI (X) MICs FICI (X)

Fcl  8.00/16.00  1.00 (1) 8.00/16.00  0.75 () 16.00/8.00  0.75 () 0.06/050  0.13(S) 1.00/1.00  0.28 (S) 1.00/.00  0.28 (S)
Fc2  4.00/16.00  0.75 (I) 16.00/16.00  1.00 (I) 16.00/16.00  1.00 (1) 0.12/1.00  0.13(S) 2.00/1.00  0.19(S) 2.00/200  0.31(S)
Fc3  8.00/16.00  1.00 (1) 16.00/16.00  1.00 (I) 8.00/16.00  0.75(1) 0.06/025  0.13(S) 0.50/025  0.14(S) 2.00/025  0.19 (S)
Fol  16.00/32.00  2.00 (1) 32.00/32.00  2.00 (1) 32.00/32.00  2.00 (1) 1.00/200  0.56 (I) 8.00/L.00  0.50(S) 2.00/050  0.19 (S)
Fo2  8.00/16.00  1.00 (1) 32.00/32.00  2.00 (1) 16.00/16.00  1.00 (1) 0.25/1.00  0.27(S) 8.00/200  0.75(1) 2.00/050  0.19 (S)
Fo3  16.00/32.00  2.00 (1) 32.00/32.00  2.00 (1) 32.00/32.00  2.00 (1) 0.25/1.00  0.27(S) 8.00/200  0.75(1) 1.00/1.00  0.28 (S)
Fo4  16.00/32.00  2.00 (1) 32.00/32.00  2.00 (1) 32.00/32.00  2.00 (1) 1.00/4.00  0.56 (I) 8.00/400  0.75(1) 2.00/1.00  0.19(S)
Fo5  16.00/32.00  2.00 (1) 32.00/32.00  2.00 (1) 32.00/32.00  2.00 (1) 0.12/1.00  0.13(S) 4.00/400  0.62 (1) 4.00/1.00  0.25(S)
Fpl  8.00/16.00  1.00 (1) 16.00/16.00  1.00 (1) 32.00/32.00  2.00 (1) 0.12/012  0.13(S) 4.00/025  0.38(S) 4.00/050  0.62 (1)
Fp2  16.00/32.00  2.00 (1) 16.00/16.00  1.00 (I) 16.00/16.00  1.00 (1) 0.25/050  0.14(S) 4.00/050  0.25(S) 2.00/200  0.56 (1)
Fp3  16.00/32.00  2.00 (1) 32.00/32.00  2.00 (1) 32.00/32.00  2.00 (1) 0.25/200  0.27(S) 8.00/200  0.50(S) 1.00/1.00  0.16 (S)
Fs1  16.00/32.00  2.00 (1) 32.00/32.00  2.00 (1) 32.00/32.00  2.00 (1) 050/1.00  0.16(S) 8.00/400  0.75(I) 1.00/200  0.28 (S)
Fs2  16.00/32.00  2.00 (1) 32.00/32.00  2.00 (1) 32.00/32.00  2.00 (1) 2.00/400  0.62 (1) 8.00/400  0.75(1) 4.00/400  0.62 (1)
Fs3  16.00/32.00  2.00 (1) 32.00/32.00  2.00 (1) 32.00/32.00  2.00 (1) 0.12/050  0.13(S) 8.00/L.00  0.50(S) 2.00/400  1.06 (1)
Fs4  16.00/32.00  2.00 () 32.00/32.00  2.00 (1) 32.00/32.00  2.00 (1) 0.25/200  0.27(S) 8.00/400  0.75(1) 0.50/2.00  0.27 (S)
Fs5  16.00/32.00  2.00 (1) 32.00/32.00  2.00 (1) 32.00/32.00  2.00 (1) 0.25/400  0.27(S) 4.00/200  0.25(S) 4.00/800  0.62(l)
Fs6  16.00/32.00  2.00 (1) 32.00/32.00  2.00 (1) 32.00/32.00  2.00 (1) 0.12/2.00  0.26(S) 8.00/400  0.75(1) 4.00/400  0.62 (1)
Fs7  16.00/3200  2.00 (1) 32.00/32.00  2.00 (1) 32.00/32.00  2.00 (1) 1.00/4.00  0.56 (I) 8.00/200  0.50(S) 2.00/400  0.56 (1)
Fs8  8.00/1600  1.00 (1) 32.00/32.00  2.00 (1) 32.00/32.00  2.00 (1) 0.12/200  0.13(S) 8.00/800  0.75(I) 1.00/4.00  0.28 (S)
Fs9  16.00/32.00  2.00 (1) 32.00/32.00  2.00 (1) 32.00/32.00  2.00 (1) 0.12/1.00  0.26(S) 8.00/200  0.75(1) 4.00/200  0.62 (1)
Fs10  16.00/32.00  2.00 (1) 32.00/32.00  2.00 (1) 32.00/32.00  2.00 (1) 1.00/4.00  0.56 (I) 8.00/400  0.75(1) 2.00/400  0.56 (1)
Fsll  16.00/32.00  2.00 (1) 32.00/32.00  2.00 (1) 32.00/32.00  2.00 (1) 1.00/4.00  0.56 (I) 8.00/400  0.75(1) 1.00/8.00  1.03(I)
Fstl  16.00/32.00  2.00 (I) 32.00/32.00  2.00 (1) 32.00/32.00  2.00 (1) 0.25/050  0.27(S) 8.00/050  0.50(S) 0.50/050  0.27 (S)
Fvl  8.00/16.00  1.00 (1) 32.00/32.00  2.00 (1) 32.00/32.00  2.00 (1) 0.25/2.00  0.14(S) 4.00/400  0.38(S) 2.00/400  0.31(S)
Fv2  16.00/32.00  2.00 (1) 32.00/32.00  2.00 (1) 32.00/32.00  2.00 (1) 0.12/050  0.07 (S) 4.00/2.00  0.38(S) 1.00/1.00  0.16 (S)

AMD, amiodarone; DOX, doxycycline; MXF, moxifloxacin; ITC, itraconazole; VRC, voriconazole; MIC, minimal inhibitory concentration (ug/mL); FICI, fractional
inhibitory concentration index; X, FICI interpretation; S, synergism; I, indifference; Fc, F. chlamydosporum; Fo, F. oxysporum; Fp, F. proliferatum; Fs, F.
solani;Fst, F. sporotrichioides; Fv, F. verticillioides.
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5 MANUSCRITO 3

Atividade quimiossensibilizante do cinamaldeido, carvacrol e timol combinados com

agentes antifingicos contra isolados clinicos de Fusarium spp.

Combinacgdes de fitocompostos com antifungicos contra Fusarium spp.

Tarcieli Pozzebon Venturini®, Francieli Chassot?, Luana Rossato®, Jéssica Tairine Keller?,

Fernanda Baldissera Piasentin®, Janio Morais Santurio®*, Sydney Hartz Alves?
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5.1 RESUMO

As espécies de Fusarium sdo capazes de causar uma ampla gama de infeccGes oportunistas
em pacientes imunocomprometidos. A fusariose disseminada causa altas taxas de mortalidade
em decorréncia da resisténcia deste género a maioria dos agentes antifingicos. Assim, novas
opcOes terapéuticas devem ser consideradas. As plantas e seus metabolitos secundarios séo
importantes fontes para a pesquisa de novos agentes antimicrobianos. Neste estudo,avaliou-se
a atividade antifangica de trés fitocompostos (cinamaldeido, CIN; carvacrol, CRV; e timol,
THY), bem como, suas atividades quimiossensibilizantes quando combinados com
anfotericina B (AMB), caspofungina (CAS), itraconazol (ITC) e voriconazol (VRC), frente a
25 isolados clinicos de Fusarium. Utilizou-se as metodologias de microdiluicdo em caldo
(M38-A2) e checkerboard para a obtencdo das CIMs e ICIFs (indice de concentracdo
inibitéria fracionaria), respectivamente. As CIMs (ug/mL) observadas para os fitocompostos
foram: 20-80 para CIN, 40->320 para CRV e 40-320 para THY. De acordo com os ICIFs, as
combinagbes mais eficazes (taxas de sinergismos) foram: THY + CAS (96%), CRV + CAS
(88%), THY + AMB (76%), CRV + AMB (68%), THY + VRC (68%) e CRV + VRC (60%).
O quimiossensibilizante menos eficaz foi o CIN. Interagbes antagonicas ndo foram
observadas. Nossos achados sugerem que CRV e THY possuem potente atividade
quimiossensibilizante quando combinados com CAS, AMB ou VRC. Entretanto, estes
resultados requerem confirmacdo em estudos experimentais in vivo para tratamento de

infeccdes causadas por Fusarium spp.

5.2 INTRODUCAO

Fusarium spp. sdo fungos filamentosos hialinos amplamente distribuidos no solo, em
plantas e em diferentes substratos organicos. Estas espécies sdo importantes patogenos de
plantas, mas também podem causar uma gama de infeccdes em humanos (NUCCI;
ANAISSIE, 2007). As manifestacGes clinicas mais comuns em pacientes imunocompetentes
sdo as onicomicoses, infeccOes de pele, ceratites, e ocasionalmente, micetomas (KREDICS et
al., 2015). InfecgOes invasivas e disseminadas acometem pacientes imunocomprometidos,
sendo que, a forma disseminada parece estar relacionada principalmente a desordens
hematologicas (AVELINO-SILVA et al., 2015).

Aproximadamente 70 espécies de Fusarium causam infec¢fes em humanos, sendo

que, as especies do complexo Fusarium solani (FSSC) sdo responsaveis por
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aproximadamente 60% dos casos de fusariose, enquanto que, espécies do complexo Fusarium
oxysporum (FOSC) séo responsaveis por aproximadamente 20% dos casos (GUARRO, 2013).
Este género é relativamente resistente a maioria dos antifingicos, embora diferentes espécies
apresentem distintos perfis de suscetibilidade (DALYAN CILO et al., 2015; NUCCI;
ANAISSIE, 2007). Atualmente, o tratamento indicado para pacientes imunocomprometidos
sdo a anfotericina B e suas formulacg@es lipidicas ou voriconazol. O posaconazol pode ser
recomendado como terapia de resgate. A reversdo da imunossupressao é recomendada quando
possivel. Apesar disso, a terapéutica ideal para pacientes com fusariose disseminada ainda néo
esta estabelecida (TORTORANO et al., 2014).

A fim de superar a resiténcia fungica e altas taxas de mortalidade desencadeadas pela
fusariose, novas estratégias terapéuticas devem ser desenvolvidas. Produtos naturais bioativos
e seus derivados semi-sintéticos tém sido uma fonte de agentes terapéuticos para o tratamento
de doencas infecciosas. Aproximadamente 80% dos antibioticos utilizados na clinica médica
séo provenientes, direta ou indiretamente, de produtos naturais (NEWMAN et al., 2003). Em
geral, os 6leos essenciais de plantas tém demonstrado atividade antifingica contra patdgenos
fangicos cutaneos e sistémicos (ZUZARTE et al., 2011). Os constituintes dos 6leos essenciais
pertencem principalmente a duas classes quimicas: terpenoides e fenilpropandides (SELL,
2010). O cinamaldeido € um fenilpropandide isolado da casca das arvores da canela e de
outras espécies do género Cinnamomum (SHREAZ et al, 2013), e tem sido identificado como
o principal componente com atividade antimicrobiana (KHAN et al., 2012; OOI et al., 2006;
SHREAZ et al., 2011; SHREAZ et al., 2013; SINGH et al., 1995). Compostos fenolicos
monoterpendides, como o carvacrol e timol, encontrados principalmente nos 6leos essenciais
de tomilho [Thymus spp.] e orégano [Origanum spp.], ttm demonstrado atividade contra
varios fungos patogénicos (ABBASZADEH et al. 2014; AHMAD et al., 2011; AHMAD et
al., 2013; GALLUCCI et al. 2014; KHAN et al., 2015; ZABKA; PAVELA, 2015).

Combinacbes de 6leos essenciais de plantas, ou de seus compostos majoritarios, com
antimicéticos comerciais tém demonstrado atividade antifingica sinérgica frente a numerosos
géneros fungicos (CAMPBELL et al., 2012). Estes fitocompostos podem agir como agentes
quimiossensibilizantes, ou seja, funcionam como agentes sinérgicos, tornando a célula fangica
mais sensivel ao agente antifingico convencional (CAMPBELL et al., 2012). Neste contexto,
este estudo objetivou avaliar a atividade antifangia in vitro do cinamaldeido, carvacrol e timol
frente a isolados clinicos de Fusarium spp., e suas combinagdes com agentes antifungicos

convencionais.
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5.3 MATERIAIS E METODOS

Vinte e cinco isolados clinicos de Fusarium spp. (complexo de espécies, n) foram
incluidos neste estudo: F. chlamydosporum (complexo F. chlamydosporum, n=3), F.
oxysporum (complexo F. oxysporum, n=5), F. proliferatum (complexo F. fujikuroi, n=3), F.
solani (complexo F. solani, n=11), F. sporotrichioides (complexo F. sambucinum, n=1) e F.
verticillioides (complexo F. fujikuroi, n=2). Estas cepas foram obtidas de culturas de sangue
(n=11), bidpsias de tecidos (n=6), cdrnea (n=4), lavado broncoalveolar (n=1) e sedimento de
dialise peritoneal ambulatorial continua (CAPD) (n=3). Esta cole¢do pertence ao Departmento
de Microbiologia e Parasitologia da Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil.

Primeiramente, as cepas foram identificadas por métodos fenotipicos classicos. A
analise molecular foi realizada para a confirmacdo da identidade dos isolados. O DNA total
foi extraido de acordo com a técnica descrita por Moller e colaboradores (1992) com
modificagdes (KLASSEN; BALCERZAK; DE COCK, 1996). A amplificacdo de um
fragmento de DNA abrangendo a regido espacadora transcrita interna (ITS) foi realizada por
PCR utilizando os primers ITS1 (5-GTAGTCATATGCTTGTCTC-3) e ITS4
(5CTTCCGTCAATTCCTTTAAG-3) (WHITE et al, 1990). Os produtos de PCR
purificados foram sequenciados e depositados no GenBank com 0s seguintes nimeros de
acesso: HQ696899, HQ696900 e HQ696908 para F. chlamydosporum; HQ696888,
HQ696889, HQ696890, HQ696893 e HQ696894 para F. oxysporum; HQ696886, HQ696887
e GQ149771 para F. proliferatum; HQ696874, HQ696875, HQ696876, HQ696877,
HQ696878, HQ696879, HQ696880, HQ696881, HQ696882 e HQ696883 para F. solani; e
KR020684 e KR052812 para F. verticillioides. Além disso, duas cepas padrdo, F. solani
ATCC 36031 e F.sporotrichioides CBS41286, foram incluidas neste estudo.

Cinamaldeido (CIN, Sigma Aldrich, St. Louis, USA), carvacrol (CRV, Sigma Aldrich,
St. Louis, USA) e timol (THY, Sigma Aldrich, St. Louis, USA) foram diluidos em etanol para
a preparacdo das solugdes estoque (3,2 x 10* pg/ml). Enquanto que, anfotericina B (AMB;
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA), itraconazol (ITC; Frangon of Brazil Pharmaceutical
Ltd., Sdo Paulo, Brazil) e voriconazol (VRC; Pfizer, New York, USA) foram diluidos em
dimetilsulfoxido (DMSO; Sigma Aldrich). Somente a caspofungina (CAS; Merck, Darmstadt,
Germany) foi diluida em &agua destilada estéril. As solucdes de trabalho, para todos os
agentes, foram preparadas em caldo RPMI 1640 (Sigma Aldrich) de acordo com o documento
M38-A2 (CLSI, 2008). As faixas de concentracdes testadas para cada agente foram: 1,25-320
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pg/ml para CIN, CRV e THY; 0,06-8 pg/ml para AMB; 0,12-16 pg/ml para ITC e VRC; e
0,25-32 pg/ml para CAS.

Os testes de suscetibilidade in vitro foram realizados através da técnica de
microdiluicdo em caldo, conforme preconiza o documento M38-A2 (CLSI, 2008). Os valores
de CIM (concentracéo inibitoria minima) foram determinados para todos os agentes ap6s 48h
de incubacdo das placas a 35°C, exceto para a caspofungina, pois a leitura para
equinocandinas € determinada em CEM (concentracdo efetiva minima) (CLSI, 2008).
Aspergillus flavus ATCC 204304, Candida krusei ATCC 6258 e Candida parapsilosis ATCC
22019 foram incluidas nos testes para controle de qualidade. Os in6culos de Fusarium spp.
foram preparados conforme o protocolo M38-A2 (CLSI, 2008), a fim de se obter uma
concentracdo final de 0,4 x 10*a 5 x 10* unidades formadoras de colénias (CFU)/mL.

A atividade antifingica das combinacgdes entre os fitocompostos (CIN, CRV ou THY)
e agentes antifungicos (AMB, ITC, VRC ou CAS) foi avaliada pelo método de microdiluicéo
checkerboard (MOODY, 2007). As interaces foram avaliadas pela determinacéo do ICIF
(indice de concentracdo inibitdria fracionaria). O ICIF € o resultado da CIF A (CIM ou CEM
agente A em combinagiol CIM 0U CEM agente A sozinho) + CIF B (CIM ou CEM agente B em combinacao/ CIM
oU CEM agente B sozinho)- A interpretacéo dos valores de ICIF foi considerada como segue: ICIF
<0,5 (sinergismo); 0,5 < ICIF < 4 (indiferente); ¢ ICIF > 4 (antagonismo) (MOODY, 2007).

5.4 RESULTADOS

As faixas de CIM ou CEM obtidos para os agentes antifungicos (média geométrica e
CIMgp, em pg/mL) foram: 0,25-8 (2,1 e 4) para AMB; >16 para ITC; 1-16 (5,9 e 16) para
VRC e >32 para CAS. Os fitocompostos apresentaram as seguintes faixas de CIM (média
geométrica e CIMgy, em pg/mL): 20-80 (45,9 e 80) para CIN, 40->320 (194,3 e 320) para
CRV e 40-320 (178,8 e 320) para THY.

As Tabelas 1 e 2 demonstram as CIMs ou CEMs dos fitocompostos em combinacao
com AMB, CAS, ITC ou VRC, bem como os valores de ICIF. As faixas de CIM ou CEM
(médias geométricas, em pg/mL) dos agentes em combinacdo foram: 5-40 (10,87) + 0,12-4
(0,76) para CIN + AMB; 2,5-20 (6,97) + 8-32 (19,97) para CIN + CAS; 10-80 (22,97) + 8-16
(10,56) para CIN + ITC; 10-40 (16,02) + 0,25-8 (1,89) para CIN + VRC; 2,5-40 (13,95) +
0,06-4 (0,51) para CRV + AMB; 1,25-40 (13,57) + 4-32 (12,82) para CRV + CAS; 5-80
(31,17) + 4-16 (10,27) para CRV + ITC; 2,5-40 (11,17) + 0,25-8 (1,52) para CRV + VRC;
1,25-40 (10,00) + 0,06-4 (0,41) para THY + AMB; 1,25-20 (7,17) + 4-32 (8,00) para THY +
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CAS; 5-80 (37,84) + 4-16 (11,47) para THY + ITC; e 1,25-40 (6,60) + 0,25-8 (1,84) para
THY + VRC.

InteracBes sinérgicas ou indiferentes foram observadas para todas as combinagdes
testadas. InteracGes antagbnicas ndo foram observadas. Os percentuais de sinergismos
observados para cada combinacdo foram: THY + CAS (96%), CRV + CAS (88%), THY +
AMB (76%), CRV + AMB ou THY + VRC (68%), CRV + VRC (60%), CRV + ITC (48%),
THY + ITC ou CIN + CAS (40%), CIN + AMB (32%), CIN + VRC (20%) e CIN + ITC
(12%).

Em relagdo as espécies, as melhores combinaces in vitro para F. chlamydosporum, F.
proliferatum e F. solani foram CRV ou THY + CAS, para F. oxysporum THY + AMB ou
CAS, para F.sporotrichioides CRV + AMB ou CAS e para F. verticillioides CIN, CRV ou
THY + AMB ou CAS.

5.5 DISCUSSAO

Ao longo das Gltimas décadas, os casos de fusariose invasiva e disseminada tém
aumentado significativamente. Isto se deve a varios fatores: o crescente nimero de pacientes
imunocomprometidos; as estratégias profilaticas contra infec¢bes fangicas oportunistas, as
quais tém pouco impacto sobre Fusarium spp.; e também, pela capacidade melhorada de
identificar agentes infecciosos (DALYAN CILO et al., 2015; NUCCI et al., 2014). Nucci e
colaboradores observaram que na Ultima década houve uma melhora significativa na resposta
terapéutica com o uso de voriconazol e terapias combinadas. Apesar disso, 0 prognostico da
fusariose disseminada € insatisfatdrio, e o tratamento ideal ndo esté estabelecido (GUARRO,
2013; NUCCl et al., 2014).

Até o momento, os breakpoints para o género Fusarium ainda ndo foram definidos.
Porém, os antifungicos disponiveis demonstram altas CIMs para estas espéecies (GUARRO,
2013; NUCCI; ANAISSIE, 2007), sendo que a AMB apresenta a melhor atividade in vitro
(ALASTRUEY-IZQUIERDO et al., 2008; GUARRO, 2013; TORTORANO et al., 2008).
Estes dados concordam com nossos achados. Neste estudo, a AMB apresentou maior
atividade in vitro para Fusarium spp., seguida pelo VRC.

O ndmero relativamente pequeno de agentes antifingicos disponiveis, em conjunto
com a resisténcia emergente de varios patdgenos flngicos, impde a investigacdo de novas
estratégias de tratamento. As plantas e seus metabdlitos secundarios sdo importantes fontes

para a pesquisa de novos agentes antimicrobianos, devido a presenca de compostos bioativos
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com ampla diversidade estrutural e biologica (AHMAD et al., 2013). Além disso, a terapia de
combinacdo com antiflngicos classicos foi recomendada e utilizada no tratamento de varias
micoses (CUENCA-ESTRELLA, 2004). No entanto, as combinacdes de agentes antifingicos
com Oleos essenciais ou seus metabolitos secundarios ainda é pouco explorada (KHAN;
AHMAD, 2012). No presente estudo, ndo observamos atividade antifungica significativa in
vitro dos fitocompostos CIN, CRV e THY contra isolados clinicos de Fusarium spp. Por
outro lado, altas taxas de sinergismos foram observadas para as seguintes combinacdes: THY
ou CRV + CAS (96% e 88%, respectivamente); THY ou CRV + AMB (76% e 68%,
respectivamente); THY ou CRV + VRC (68% e 60%, respectivamente). As combinagdes
entre THY ou CRV + ITC e CIN + CAS, AMB, VRC ou ITC, resultaram em pequenas taxas
de sinergismos. Com base em exaustiva revisdo da literatura, estas combinagdes ainda nédo
foram relatadas frente a isolados clinicos de Fusarium spp.

O CIN tem demonstrado atividade in vitro contra bactérias Gram positivas e Gram
negativas (OOl et al., 2006), Candida spp. (OOl et al., 2006; SHREAZ et al., 2013),
dermatofitos (OOl et al., 2006) e Aspergillus spp. (OOl et al., 2006; SUN et al., 2016). Além
disso, dois estudos relataram a atividade antifingica do CIN contra isolados clinicos de
Fusarium através de dos métodos de diluicdo em agar [CIM = 138 pg/mL] (OOl et al., 2006)
e microdiluigdo em caldo [CIM = 32,8 a 262,5 pg/mL] (HOMA et al., 2015). Aqui,
observamos menores CIMs (CIMgy = 80 pg/mL) para o CIN. Segundo alguns autores, ha
muitas hipdteses para 0 seu mecanismo de acdo antifungica, tais como: inibicao da biossintese
do ergosterol (SHREAZ et al., 2011); inibicdo da bomba de protons (H*-ATPase) na
membrana plasmatica, que produz acidificacdo e morte celular (SHREAZ et al., 2011;
SHREAZ et al., 2013); e inibicdo ndo competitiva da B-(1,3)-D-glucana sintase, responsavel
pela sintese de parede celular fungica (BANG et al., 2000). Alguns estudos utilizaram o CIN
como quimiossensibilizante associado a antifingicos pelo método de checkerboard. O CIN
foi capaz de potencializar a atividade in vitro da AMB contra C.albicans (KHAN et al., 2012),
ou do fluconazol contra C. albicans, A. fumigatus e T. rubrum (KHAN; AHMAD, 2011,
KHAN; AHMAD, 2012). Por outro lado, também foi relatado que a combinacdo de CIN +
AMB resultou em interacGes indiferentes frente a Candida spp. e C. neoformans (KHAN;
AHMAD, 2012; KIM et al.,, 2012). No presente estudo, observamos pequenas taxas de
sinergismos para as associag¢des entre CIN + antifungicos contra Fusarium spp.

Os compostos fendlicos monoterpendides CRV e THY tém demonstrado atividade
antifungica in vitro contra Candida spp. (AHMAD et al., 2011; AHMAD et al., 2013;
GALLUCCI et al., 2014; KHAN et al., 2015;), fungos filamentosos (ABBASZADEH et al.,
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2014; ZABKA; PAVELA, 2013) e o oomiceto Pythium insidiosum (JESUS et al., 2015).
Também foi relatada a atividade in vitro destes fitocompostos contra Fusarium spp. através
dos métodos de diluicdo em agar [CIM = 159-208 pg/mL para CRV e 108-115 pg/mL para
THY] (ZABKA; PAVELA, 2013) e microdiluicdo em caldo [CIM = 125 pg/mL para CRV e
300 pg/mL para THY] (ABBASZADEH et al., 2014). Nossos resultados demonstraram CIMs
semelhantes (médias geométricas da CIMs = 194.3 pg/mL para o CRV e 178.8 pg/mL para o
THY).

Estudos de combinacdo com estes compostos sdo menos explorados. Alguns autores
relataram atividade sinérgica entre CRV ou THY e fluconazol frente a Candida spp.
(AHMAD et al., 2013; DOKE et al., 2014; GUO et al., 2009; CHAILLOT et al. 2015), ou
com AMB (GUO et al., 2009; KIM et al., 2008) frente a Candida spp. e Aspergillus spp. Por
outro lado, interacBes indiferentes também foram observadas para estas combinacGes
(CHAILLOT et al. 2015; DOKE et al.; 2014). Jesus e colaboradores relataram interagdes
sinérgicas entre CRV ou THY + AMB, CAS, ITC ou terbinafina pelo método de
checkerboard frente a P. insidiosum, sendo que, todas as combinacdes resultaram em 100%
de sinergismo (JESUS et al., 2015). O presente estudo, demonstrou altas taxas de sinergismo
para as combinacfes destes compostos com CAS, AMB ou VRC. Outros autores também
evidenciaram atividade sinérgica para a combinagdo entre CRV + CAS frente a C. albicans
(CHAILLOT etal., 2015).

CRV e THY sdo isbmeros de posicdo e possuem carater lipofilico. Estes apresentam
um grupo hidroxila e um sistema de deslocalizacdo de elétrons que provocam a
desestabilizacdo da membrana celular fungica (ULTEE et al., 2002). Por outro lado, muitos
estudos tém apontado diferentes alvos antifingicos para tais compostos. Além de interferirem
na integridade da membrana plasmatica e sintese de ergosterol (AHMAD et al., 2011), estes
compostos também promovem a ruptura da parede celular por alteragcdes no sistema MAPK
(proteina quinase ativada por mitdgeno), que possui papel fundamental na mautencdo da
integridade desta (KIM et al., 2008). Alem disso, outros autores observaram que estes
compostos agem como oxidantes, provocando o estresse oxidativo na célula fungica (KHAN
et al. 2015); inibem a bomba de prétons [H*-ATPase] na membrana celular (AHMAD et al.,
2010), alteram a homeostase do calcio (RAO et al., 2010) e o funcionamento de organelas,
como mitocondria (GALLUCCI et al., 2004) e reticulo endoplasméatico (CHAILLOT et al.,
2015). Baseados nestes estudos prévios, podemos sugerir que as interacdes sinérgicas
resultantes das combinagdes de CRV ou THY com agentes antifingicos aqui testados, sdo o

resultado da inibicdo de diferentes alvos da ceélula fangica. Segundo Campbell e
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colaboradores, um dos principais mecanismos para que 0 sinergismo entre dois agentes
ocorra, € a inibicdo simultanea de diferentes alvos celulares (CAMPBELL et al., 2012).

Em conclusdo, nossos resultados demonstram que os fitocompostos CIN, CRV ou
THY, ndo possuem atividade antifingica significativa in vitro frente a Fusarium spp.
Entretanto, CRV e THY demonstraram potente atividade quimiossensibilizante quando
combinados aos antifungicos CAS, AMB ou VRC. Geralmente, 0 agente
quimiossensibilizante sozinho nao apresenta potente atividade antifingica, porém, quando em
combinacdo com um antimicotico, ndo apenas aumenta a eficacia antifingica, como também,
supera a resisténcia do patégeno a antifingicos convencionais e reduz sua toxicidade
(CAMPBELL et al.,, 2012). Nossos achados sugerem que os fitocompostos, CRV e THY,
detém potencial para emprego na terapia combinada contra fusariose ap6s desenvolvimento
de formulagdes farmacéuticas adequadas. Além disso, outros autores tém sugerido estes
quimissensibilizantes como candidatos para o tratamento de infecgdes causadas por Candida
spp. e Aspergillus spp. em combinagdo com antifingicos (AHMAD et al., 2013; KIM et al.,
2008). Estudos experimentais in vivo sdo necessarios para a confirmacdo da atividade

antifangica e seguranca destas associa¢cdes contra a fusariose.
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Tabela 1 - Combinacdes in vitro entre fitocompostos e anfotericina B ou caspofungina contra Fusarium spp.

Combinagdes

1474}

Isolate CIN/AMB CRV/AMB THY/AMB CIN/CAS CRVICAS THY/CAS
CIM ICIF (X) CIM ICIF (X) CIM ICIF (X) CEM ICIF (X) CEM ICIF (X) CEM ICIF (X)
Fcl  20,0000,25 1,00 (1) 250/0,12 0,28 (S) 5,00/0,06 0,24 (S) 10,00/32,00 0,75 (I) 1,25/400 0,08 (S) 2,50/800 0,19 (S)
Fc2  20,0000,25 1,00 (1) 10,000025 0,62 (1) 5000025 0,62 (1) 10,00/32,00 0,75 (I) 1,25/400 0,08 (S) 1,25/400 0,09 (S)
Fc3 5000012 0,75 (I) 2,50/0,06 0,27 (S) 2,50/0,06 0,30 (S) 2,50/800  0,25(S) 1,25/8,00 0,14 (S) 1,25/400 0,09 (S)
Fol 5000025  0,75() 10,00/0,12 0,31 (S) 5,00/0,06 0,14 (S) 10,00/32,00 1,00 (I) 20,00/16,00 0,38 (S) 20,00/16,00 0,31 (S)
Fo2  40,00/1,00 1,00 (1) 40,00/025 0,25 (S) 500/050 0,27 (S) 5,00/16,00 0,31 (S) 40,00/32,00 0,62 () 20,00/16,00 0,31 (S)
Fo3  40,00/1,00 0,75 (I) 40,00/1,00 0,31 (S) 2,50/1,00 0,26 (S) 5,00/8,00 0,19 (S) 40,00/16,00 0,31 (S) 20,00/16,00 0,31 (S)
Fo4  10,00/050 0,50 (S) 10,00/1,00 0,75 (1) 1,25/025 0,16 (S) 10,00/32,00 0,75 (I) 500/32,00 0,62 (1) 500/800 0,25 (S)
Fo5  40,00/2,00 1,00 (1) 20,00/200 0,62 (1) 2,50/1,00 0,26 (S) 20,00/32,00 0,75 (I) 40,00/32,00 0,75 (1) 10,00/16,00 0,28 (S)
Fpl  500/050  0,38(S) 10,00/1,00 0,62 (1) 20,00/006 0,28 (S) 2,50/800 0,19 (S) 10,00/8,00 0,25 (S) 2,50/4,00 0,09 (S)
Fp2  10,00/1,00 0,75 (1) 20,00/0,12 0,19 (S) 20,00/0,12 0,19 (S) 10,00/32,00 0,75 (I) 20,00/16,00 0,38 (S) 500/800 0,16 (S)
Fp3  20,000050 0,75 (1) 5,00/025 0,28 (S) 40,00/050 0,62 (1) 500/800 0,19 (S) 20,00/8,00 0,25 (S) 10,00/8,00 0,16 (S)
Fs1  20,00/1,00  0,75(1) 20,00/1,00 0,62 (1) 10,00/050 0,31 (S) 10,00/32,00 0,62 (I) 10,00/16,00 0,31 (S) 500/800 0,16 (S)
Fs2  20,00/1,00  0,75(I) 40,00/1,00 0,62 (1) 20,00/1,00 0,62 (1) 10,00/32,00 0,62 (I) 20,00/8,00 0,19 (S) 2,50/800 0,14 (S)
Fs3 5000012  0,38(S) 20,00/025 0,38 (S) 10,00/0,12 0,19 (S) 2,50/800  0,25(S) 5,00/1600 0,28 (S) 2,50/800 0,14 (S)
Fs4  500/1,00 0,62 (1) 40,00/1,00 0,62 (1) 20,00/025 0,19 (S) 5,00/3200 0,62 (1) 10,00/16,00 0,28 (S) 10,00/16,00 0,28 (S)
Fs5  10,00/200  0,75(1) 20,00/050 0,19 (S) 40,00/050 0,25 (S) 20,00/16,00 0,75 (I) 20,00/8,00 0,19 (S) 20,00/8,00 0,19 (S)
Fs6  500/1,00 0,50 (S) 40,00/050 0,19 (S) 40,00/2,00 0,62 (1) 5,00/3200 0,75 (1) 40,00/16,00 0,31 (S) 20,00/8,00 0,19 (S)
Fs7  10,00/1,00 0,50 (S) 40,00/1,00 0,31 (S) 20,00/1,00 0,31 (S) 5,00/32,00 0,62 (1) 40,00/16,00 0,31 (S) 10,00/4,00 0,09 (S)
Fs8  10,00/200  0,75(1) 10,00/050 0,16 (S) 20,00/050 0,19 (S) 2,50/16,00 0,31 (S) 20,00/16,00 0,31 (S) 500/800 0,14 (S)
Fs9  10,00/050  0,75(1) 500/0,12 0,28 (S) 10,0000,12 0,16 (S) 2,50/16,00 0,31 (S) 40,00/16,00 0,38 (S) 10,00/4,00 0,09 (S)
Fs10  10,00/1,00 0,38 (S) 10,00/1,00 0,28 (S) 40,00/050 0,25 (S) 20,00/32,00 0,75 (I) 20,00/16,00 0,31 (S) 20,00/4,00 0,12 (S)
Fs11  10,00/400  0,75(1) 40,00/4,00 0,62 (1) 40,00/4,00 0,62 (1) 10,00/32,00 0,75 (I) 40,00/16,00 0,38 (S) 5,00/400 0,08 (S)
Fstl  10,00/2,00 0,75 (I) 10,00/1,00 0,31 (S) 1,25/200 0,53 (1) 20,00/32,00 1,00 (1) 10,00/8,00 0,19 (S) 20,00/32,00 0,62 (I)
Fvl  500/2,00  031(S) 5,00/1,00 0,19 (S) 10,00/2,00 0,38 (S) 10,00/8,00 0,25 (S) 10,00/16,00 0,38 (S) 500/800 0,19 (S)
Fv2 5000050  0,19(S) 10,00/1,00 0,31 (S) 10,00/1,00 0,28 (S) 5,00/16,00 0,31 (S) 20,00/8,00 0,25 (S) 20,00/8,00 0,19 (S)

CIN, cinamaldeido; CRV, carvacrol; THY, timol; AMB, anfotericina B; CAS, caspofungina; CIM, concentragdo inibitoria minima (pg/ml); CEM, concentragdo efetiva
minima (pug/ml); ICIF, indice de concentragdo inibitdria fraciondria; X, interpretacdo do ICIF; S, sinergismo; I, indiferenca; Fc, F. chlamydosporum; Fo, F. oxysporum;
Fp, F. proliferatum; Fs, F. solani; Fst, F. sporotrichioides; Fv, F. verticillioides.



Tabela 2 - Combinacdes in vitro entre fitocompostos e itraconazol ou voriconazol contra Fusarium spp.

Combinagdes

Isolado CIN/ITC CRV/ITC THY/ITC CIN/VRC CRVIVRC THY/VRC

CIM ICIF (X) CIM ICIF (X) CIM ICIF (X) CIM ICIF (X) CIM ICIF (X) CIM ICIF (X)
Fcl  20,00/16,00 1,00 (1) 10,00/8,00 0,38 (S) 500/800  0,38(S) 20,00/1,00 0,75 () 5000025 0,19 (S) 1,25/1,00 0,28 (S)
Fc2  10,00/800 0,50 (S) 10,00/8,00 0,38 (S) 10,00/16,00 0,75 (1) 20,00/1,00 0,62 (1) 500/1,00  0,25(S) 500/1,00 0,62 (1)
Fc3  20,00/800 1,25 (I) 20,00/16,00 0,75 (1) 10,00/16,00 0,75 (1) 10,00/050 0,75 (I) 500/1,00 0,56 (1) 1,25/025 0,16 (S)
Fol  20,00/800  1,25(I) 20,00/400 0,25 (S) 80,00/800 0,50 (S) 10,0012,00 1,00 (1) 2,50/050 0,14 (S) 500/1,00 0,14 (S)
Fo2  40,00/16,00 1,00 (1) 80,00/16,00 0,75 (1) 80,00/16,00 0,75 (1) 20,00/200 0,75 (1) 10,00/050 0,16 (S) 10,00/200 0,28 (S)
Fo3  40,00/16,00 1,00 (I) 80,00/16,00 0,62 (I) 40,00/8,00 0,38 (S) 40,00/2,00 0,75 () 40,002,00 0,56 (I) 5,00/2,00 0,27 (S)
Fo4  10,00/16,00 0,75 (1) 5,00/400 0,25 (S) 10,00/4,00 0,38 (S) 20,00/4,00 1,00 (1) 500/800  1,12(1) 2,50/400 0,56 (1)
Fo5  80,00/16,00 1,50 (1) 20,00/800 0,38 (S) 80,00/16,00 0,75 (1) 40,00/400 1,00 (1) 2,50/1,00 0,14 (S) 10,00/4,00 0,53 (1)
Fpl  20,00/800 0,75 (1) 10,00/4,00 0,25 (S) 10,00/8,00 0,38 (S) 10,00/025 0,50 (S) 500/050 0,56 (1) 2,50/025 0,16 (S)
Fp2  20,00/800 0,75 (1) 10,00/8,00 0,31 (S) 20,00/800  0,38(S) 10,00/050 0,38 (S) 10,00/050 0,19 (S) 10,00/050 0,56 (I)
Fp3  20,00/800 0,50 (S) 40,00/16,00 0,75 (1) 80,00/16,00 0,75 (1) 40,00/2,00 0,75 (1) 10,00/1,00 0,19 (S) 40,00/2,00 0,38 (S)
Fs1  20,00/16,00 0,75 (1) 20,00/16,00 0,62 (1) 10,00/8,00 0,31 (S) 20,00/400 0,75 (1) 10,00/200 0,31 (S) 10,00/4,00 0,31 (S)
Fs2  40,00/800  0,75(I) 40,00/4,00 0,25 (S) 40,00/16,00 0,75 (1) 20,00/400 0,75 (1) 20,00/4,00 0,56 () 5,00/400 0,16 (S)
Fs3  20,00/800  1,25(1) 40,00/16,00 0,75 (1) 40,00/16,00 0,75 (1) 10,00/2,00 1,00 (1) 10,00/200 0,56 () 2,50/1,00 0,52 (1)
Fs4  20,00/800  0,75(1) 40,00/8,00 0,38 (S) 80,00/16,00 0,75 (1) 10,00/1,00 0,50 (S) 20,00/1,00 0,19 (S) 10,00/4,00 0,16 (S)
Fs5  40,00/800  1,25(1) 80,00/16,00 0,75 (1) 80,00/16,00 0,75 (1) 20,00/800 1,00 (1) 20,00/4,00 0,31 (S) 500/200 0,14 (S)
Fs6  20,00/800  1,25(1) 80,00/800 0,38 (S) 80,00/400  0,38(S) 10,0012,00 0,75 (1) 20,00/200 0,28 (S) 5,00/400 0,08 (S)
Fs7  20,00/16,00 1,00 (I) 80,00/16,00 0,62 (1) 80,00/16,00 0,75 (1) 10,00/4,00 0,75 (1) 40,00/2,00 0,31 (S) 500/200 0,14 (S)
Fs8  40,00/800  1,25(I) 40,00/16,00 0,62 (1) 80,00/16,00 0,75 (1) 10,0012,00 0,38 (S) 40,00/400 0,50 (S) 10,00/8,00 0,28 (S)
Fs9  20,00/800  0,75(1) 80,00/800 0,50 (S) 80,00/16,00 0,75 (1) 20,00/1,00 0,75 (1) 20,00/1,00 0,50 (S) 2,50/2,00 0,53 (1)
Fs10  40,00/16,00 1,00 (I) 40,00/16,00 0,62 (1) 80,00/16,00 0,75 (1) 40,00/2,00 0,75 (1) 20,00/4,00 0,56 () 5,00/400 0,27 (S)
Fsll  20,00/800  0,75(1) 40,00/16,00 0,62 (1) 8,00/800 0,50 (S) 10,00/4,00 0,75 (1) 40,00/400 0,62 (1) 10,00/4,00 0,16 (S)
Fstl  20,00/16,00 1,00 (1) 40,00/16,00 0,75 (1) 40,00/16,00 0,75 (1) 10,00/1,00 0,75 (1) 20,00/1,00 0,62 (1) 20,00/050 0,62 (I)
Fvl  20,00/16,00 0,75 (1) 40,00/16,00 1,00 (1) 20,00/800 0,50 (S) 10,00/4,00 0,38 (S) 2,50/200 0,16 (S) 10,00/4,00 0,25 (S)
Fv2  10,00/800 0,38 (S) 40,00/8,00 0,50 (S) 80,00/16,00 0,75 (1) 20,00/400 0,75 (1) 10,00/4,00 0,56 (1) 40,00/2,00 0,62 (1)

CIN, cinamaldeido; CRV, carvacrol; THY, timol; ITC, itraconazol; VRC, voriconazol; CIM, concentracao inibitéria minima (ug/ml); ICIF, indice de concentracio inibitdria
fracionaria; X, interpretacdo do ICIF; S, sinergismo; I, indiferenca; Fc, F. chlamydosporum; Fo, F. oxysporum; Fp, F. proliferatum; Fs, F. solani; Fst, F.
sporotrichioides; Fv, F. verticillioides.
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6 DISCUSSAO

De modo geral, o tratamento de infecgdes fungicas € um importante desafio
terapéutico. Apesar da expansao do arsenal antifungico, este ainda permanece limitado frente
a fungos oportunistas emergentes resistentes a maioria dos antifungicos, tais como Fusarium
spp. Além disso, a utilizacdo de agentes antifingicos tem sido limitada devido a toxicidade e
perfis farmacocinéticos desfavoraveis (AFELTRA; VERWEIJ, 2003).

A prevaléncia da fusariose invasiva tem aumentado principalmente em pacientes com
disturbios hematolégicos, sendo considerada a segunda micose invasiva causada por fungos
filamentosos mais diagnosticada depois da aspergilose (MUHAMMED et al., 2011; NUCCI;
ANAISSIE, 2007). Além disso, um recente estudo realizado no Brasil, aponta a fusariose
como a primeira micose oportunista em pacientes hematoldgicos, causando altas taxas de
morbidade e mortalidade (NUCCI et al., 2013). No entanto, as monoterapias com anfotericina
B ou voriconazol, tém apresentado falhas terapéuticas. Neste contexto, a importancia da
descoberta de novas estratégias de tratamento no combate a fusariose torna-se evidente.

Neste estudo, foi observada a marcante resisténcia in vitro das espécies de Fusarium
aos agentes antifungicos. A anfotericina B demonstrou maior atividade in vitro. Estes achados
concordam com outros estudos (ALASTRUEY-IZQUIERDO et al., 2008; TORTORANO et
al., 2008). Os breakpoints para o género Fusarium ainda ndo estdo definidos, porém, o
documento M38-A2 (CLSI, 2008) define os valores de breakpoints para testes de
suscetibilidade in vitro para fungos filamentosos. Considerando tais breakpoints, apenas 28%
dos isolados demonstraram sensibilidade (CIM < 1 pug/mL) a anfotericina B, ao passo que, 4%
foram sensiveis ao voriconazol. As espécies F. solani e F. verticillioides apresentaram maior
resisténcia a estes antifingicos. Além disso, detectou-se resisténcia ao itraconazol e a
caspofungina para 100% dos isolados.

A recente reorganizacdo do género Fusarium em complexos de espécies e a
excepcional diversidade filogenética deste género tem dificultado as comparacdes de dados
em relacdo a suscetibilidade antifingica (AL-HATMI et al., 2015). Segundo Guarro, a
diferenciacdo entre as espécies pode ser valiosa para estudos epidemioldgicos, porém, na
pratica clinica esta diferenciacdo parece ndo ser relevante, de modo que as espécies de
Fusarium s&o resistentes a praticamente todos os antifingicos disponiveis, apenas com
diferengas irrelevantes entre as espécies (GUARRO, 2013).

Por outro lado, alguns autores destacam que os testes de suscetibilidade aos

antifangicos sdo importantes, e devem ser realizados somente para isolados de Fusarium a



128

partir de infeccBes invasivas. Embora a suscetibilidade ndo possa prever o resultado clinico, a
relacdo entre altas CIMs e insucesso terapéutico € bem conhecida (ALASTRUEY-
IZQUIERDO et al., 2008).

Uma tentativa de superar a resisténcia aos antifingicos é a terapia combinada. A
combinacdo de um quimiossensibilizante e um agente antifungico pode promover o
sinergismo entre estes dois agentes. Esta estratégia terapéutica resulta na reducdo da
toxicidade a partir da administracdo de doses mais baixas, reducdo do tempo relativo a
resposta ao tratamento e diminui¢do da sua duracdo, reducdo do tempo de hospitalizacéo,
aumento do espectro de acdo e reducdo da aquisicdo de resisténcia fungica aos
antimicrobianos (JOHNSON et al, 2004).

De modo geral, o sinergismo entre dois agentes pode ocorrer devido a alguns
mecanismos de interacdo, tais como: aumento da penetracdo de um agente na célula fangica
resultante da acdo do outro agente na membrana citoplasmatica; inibicdo de diferentes fases
de vias intracelulares fungicas que sdo essenciais para a sobrevivéncia celular; inibicdo de
proteinas de transporte; e inibicdo simultanea de diferentes alvos celulares (JOHNSON et al.,
2004; CAMPBELL; CHAN; KIM, 2012).

O presente estudo avaliou as atividades quimiossensibilizantes in vitro de agentes
sintéticos e naturais em combinacdo com agentes antiflngicos classicos frente a isolados
clinicos de Fusarium spp. A partir de estudos prévios, foram selecionadas 3 vertentes de
possiveis compostos quimiossensibilizantes: compostos organicos de selénio, farmacos néao
antifangicos e fitocompostos.

No artigo 1, foi reportada a atividade antifingica dos compostos organicos de selénio,
disseleneto de difenila (CIM = 4-32 pg/mL) e ebselen (CIM = 2-8 pg/mL) contra Fusarium
spp. Além disso, foi demonstrada pela primeira vez a atividade quimiossensibilizante destes
compostos em combinacdo com antifngicos. As maiores taxas de sinergismos foram
observadas para as combinacdes entre ebselen + anfotericina B (88%) ou voriconazol (80%),
e disseleneto de difenila + anfotericina B (72%) ou voriconazol (64%). Estes compostos
possuem atividade antifingica por interagirem com grupos sulfidrila de biomoléculas
presentes na célula fungica (MUGESH; DU MONT:; SIES, 2001; WOJTOWICZ et al., 2004).
Além disso, DPDS pode atuar como um agente pro-oxidante através da reducédo da glutationa
(GSH) celular, a qual constitui o principal sistema de defesa antioxidante em Saccharomyces
cerevisiae (ROSA et al., 2005). Soteropoulos e colaboradores validaram a H*-ATPase como
sendo um alvo antifingico do ebselen (SOTEROPOULOS et al., 2000). Estes agentes
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apresentam baixa toxicidade (NOGUEIRA; ZENI; ROCHA, 2004) e podem desempenhar um
papel complementar na terapia combinada com agentes antifingicos contra a fusariose.

Este estudo também demonstrou a atividade da pentamidina contra Fusarium spp.
(CIM = 4-32 pg/mL), como relatado por Lionakis e colaboradores (LIONAKIS et al., 2003).
A atividade antifangica da polimixina B (CIM = 4-16 pg/mL) contra isolados clinicos de
Fusarium foi relatada neste estudo pela primeira vez. Tigeciclina e tobramicina néo
demonstraram atividade nas concentracdes testadas. Em combinacgdo, estes antimicrobianos
potencializaram a atividade antifungica da anfotericina B ou voriconazol, sendo que as
combinagBes mais sinégicas foram: tobramicina + anfotericina B (80%) ou voriconazol
(76%); polimixina B + anfotericina B (76%) ou voriconazol (64%); e pentamidina +
anfotericina B (72%) ou voriconazol (68%), respectivamente. A tigeciclina demonstrou
menor potencial quimiossensibilizante (Manuscrito 1).

Conforme outros estudos, estes antimicrobianos possuem diferentes alvos na célula
fangica. A tobramicina aumenta a permeabilidade da parede celular e membrana
citoplasmatica fungica (DALHOFF, 1987). Zhai e colaboradores hipotetizaram que a agéo
antifangica da polimixina B ocorre através da ligacdo com lipidios aniénicos da membrana
fangica causando a sua ruptura (ZHAI et al., 2010). Em relacdo, a pentamidina, muitos
mecanismos de acdo tém sido propostos, tais como, a inibicdo da sintese de acidos nucléicos,
fosfolipidios e sinetese protéica (SANDS; KRON; BROWN, 1985). Os mecanismos exatos de
quimiossensibilizacdo destes agentes ndo estdo totalmente esclarecidos. Por outro lado, a
estratégia de inibicdo simultanea de diferentes alvos celulares torna a célula fangica mais
suscetivel ao agente antifingico, explicando a interacdo sinérgica entre estes farmacos.

Amiodarona, doxiciclina e moxifloxacina também demonstraram atividade
quimiossensibilizante quando combinados a agentes antifingicos. As combinag¢fes mais
sinérgicas foram as seguintes: amiodarona + anfotericina B (64%) ou voriconazol (76%);
moxifloxacina + anfotericina B (72%) ou voriconazol (60%); e doxiciclina + anfotercicina B
(48%) ou voriconazol (52%) (Manuscrito 2).

A amiodarona aumenta os niveis de calcio citoplasmatico por interagir com a parede
celular fangica (COURCHESNE; TUNC; LIAO, 2009). O mecanismo proposto para as suas
combinagdes sinergicas com anfotericina B ou voriconazol, também se baseia ao ataque a
diferentes alvos da célula fangica.

A moxifloxacina possui alta afinidade pela topoisomerase 1l (PESTOVA et al., 2000),
a qual esta presente na célula fingica, inibindo a sintese de DNA. A doxiciclina possui como

alvo a inibicdo da sintese de proteinas em células procarioticas. No entanto, esta tetraciclina,
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também pode alterar a sintese de proteinas na mitocéndria de células eucariéticas (CHOPRA,;
ROBERTS, 2001). Estes mecanismos viabilizam a potencializacdo da atividade da
anfotericina B ou voriconazol, ja que estes antifingicos possuem como alvo o ergosterol da
membrana, facilitando a entrada dos antimicrobianos que podem entdo alcancar seus sitios de
acao.

Outros agentes quimiossensibilizantes testados foram o cinamaldeido, carvacrol e
timol. Estes fitocompostos ndo demonstraram atividade antifingica significativa quando
testados isoladamente. Por outro lado, carvacrol e timol demonstraram potente atividade
quimiossensibilizante quando combinados a caspofungina, anfotericina B ou voriconazol. As
combinacBes mais sinérgicas foram observadas para: timol ou carvacrol + caspofungina (96%
e 88%, respectivamente); timol ou carvacrol + anfotericina B (76% e 68%, respectivamente);
e timol ou carvacrol + voriconazol (68% e 60%, respectivamente) (Manuscrito 3).

O timol e o carvacrol sdo terpendides altamente lipofilicos que possuem afinidade pela
membrana plasmética fungica (AHMAD et al., 2011). Além disso, estes compostos podem
causar a ruptura da parede celular (KIM et al., 2008), provocar o estresse oxidativo da célula
(KHAN et al., 2015) e a alteracdo da homeostase do calcio (RAO et al., 2010). Desse modo,
estes diferentes mecanismos de acdo podem explicar as suas atividades
quimiossensibilizantes.

As espécies dos complexos F. solani e F. oxysporum sdo responsaveis pela maioria
das infeccdes causadas por Fusarium. Desse modo, é importante ressaltar que as combinacdes
mais eficazes para F. solani foram as seguintes (porcentagem de sinergismo): carvacrol ou
timol + caspofungina (100%); timol + voriconazol (81,8%); ebselen + anfotericina B (81,8%);
tobramicina + voriconazol (72,7%); e timol + anfotericina B (72,7%). Enquanto que, para F.
oxysporum as combinagcbes que resultaram em 100% de sinergismos foram: ebselen +
voriconazol; tobramicina + voriconazol; moxifloxacina + anfotericina B ou voriconazol; e
timol + anfotericina B ou caspofungina.

Apesar das altas taxas de sinergismos obtidas pelas combinagdes antifingicas
envolvendo os compostos organicos de selénio (disseleneto de difenila e ebselen) ou os
fitocompostos (carvacrol e timol), os farmacos ndo antiflngicos possuem vantagens em
relacdo aos quimiossensibilizantes anteriores, pois apresentam parametros farmacocinéticos e
farmacodinamicos conhecidos. Os agentes antimicrobianos (tobramicina, polimixina B,
pentamidina e moxifloxacina) demonstraram potente atividade quimiossensibilizante em

combinagdo com anfotericina B ou voriconazol. Visto que, pacientes imunocomprometidos
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sdo suscetiveis a infec¢des bacterianas e fangicas (incluindo a fusariose), a terapia combinada
entre agentes antimicrobianos e antifngicos é uma alternativa atraente a ser investigada.
Considerando que a prevaléncia da fusariose tem aumentado significativamente, e que
a estratégia terapéutica ideal ndo estd estabelecida, este estudo propds novas opcdes de
atividade antifingica combinada a serem investigadas. As combina¢Ges mais sinérgicas
requerem avaliagdo in vitro atraves de outras metodologias (por exemplo, curvas de morte), e
posteriormente, em modelos experimentais in vivo, visando aportes para o limitado tratamento

da fusariose.
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7 CONCLUSAO

* Através da avaliacdo da suscetibilidade in vitro das espécies de Fusarium aos agentes
antifangicos convencionais, concluiu-se que a anfotericina B é o antifingico mais ativo,
seguido pelo voriconazol. F. solani e F. verticillioides demonstraram as maiores CIMs para
estes antifungicos. Além disso, o itraconazol e a caspofungina foram ineficazes para todas as

espeécies de Fusarium. Estes achados estdo em conformidade com outros estudos.

* A suscetibilidade de Fusarium spp. frente aos agentes quimiossensibilizantes demonstrou
que o disseleneto de difenila, ebselen, pentamidina e polimixina B possuem atividade
antifangica contra este género. Os demais agentes ndo antifungicos testados (amiodarona,
doxiciclina, moxifloxacina, tigeciclina e tobramicina) ndo possuem atividade nas
concentragOes testadas. Os fitocompostos (cinamaldeido, carvacrol e timol) demonstraram
altas CIMs para estas espécies, portanto, estes ndo possuem atividade significativa contra

Fusarium spp., isoladamente.

* Os compostos organicos de selénio demonstraram atividade quimiossensibilizante quando
combinados a agentes antifingicos. As combinacfes mais sinérgicas foram: ebselen +
anfotericina B (88%) ou voriconazol (80%), disseleneto de difenila + anfotericina B (72%) ou
voriconazol (64%). As combinacdes com caspofungina resultaram em pequenas taxas de

sinergismos, enquanto que, as combinacGes com itraconazol resultaram em indiferenca.

* Todos os farmacos ndo antiflngicos testados possuem capacidade quimiossensibilizante
combinados a anfotericina B ou voriconazol. As maiores taxas de sinergismos foram
observadas para as seguintes combinagdes: tobramicina + anfotericina B (80%) ou
voriconazol (76%); polimixina B + anfotericina B (76%) ou voriconazol (64%); pentamidina
+ anfotericina B (72%) ou voriconazol (68%); amiodarona + anfotericina B (64%) ou
voriconazol (76%); e moxifloxacina + anfotericina B (72%) ou voriconazol (60%). A
doxiciclina e a tigeciclina apresentaram menor potencial quimiossensibilizante. Amiodarona,
pentamidina, polimixina B e tobramicina apresentaram pequenas taxas de sinergismos
combinadas a caspofungina. Todas as combinages com itraconazol resultaram em interagdes

indiferentes.
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* Os fitocompostos, carvacrol e timol, apresentaram potente atividade quimiossensibilizante
em combinacdo com a caspofungina (88% e 96%, respectivamente). Além disso, estes
compostos também apresentaram sinergismos em combinacdo com anfotericina B ou
voriconazol: timol ou carvacrol + anfotericina B (76% e 68%, respectivamente); e timol ou
carvacrol + voriconazol (68% e 60%, respectivamente). O cinamaldeido demonstrou menor
potencial quimiossensibilizante. As combinagdes com itraconazol resultaram em menores

taxas de sinergismos.
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ANEXO A - PROTOCOLO DE EXTRACAO DO DNA

1- Repicar o fungo em 150 mL de caldo YEPD (extrato de levedura, peptona e dextrose) e
deixa-lo por 48h no shaker (26°C).

2- Retirar a cultura do meio e lavar com agua destilada estéril. Coar em tubo Falcon de 50 mL
e armazenar a -20°C overnight para posteriormente ser liofilizada, ou depositar em um
criotubo e armazenar no freezer de -80°C (sem liofilizar).

3- Pesar um eppendorf de 1,5 mL e transferir a cultura liofilizada. Pesar o eppendorf com a
cultura.

4- Acrescentar 600 pL de tampéo de extracdo, 80 pL de tampdo CTAB 10% e 120 pL de
NaCl 5N.

5- Homogeneizar e colocar a mistura em banho-maria 65°C por 45 minutos.

6- Acrescentar 400 pL de fenol tamponado e 400 pL de cloroférmio:isoamilalcool (24:1) e
centrifugar a 13500 rpm por 15 minutos.

7- Retirar o sobrenadante (300-350 pL) para um novo eppendorf e acrescentar novamente 400
pL de fenol tamponado e 400 pL de cloroférmio:isoamilalcool (24:1) e centrifugar por mais
15 minutos a 13500 rpm.

8- Retirar o sobrenadante (200 pL) e colocar em um novo eppendorf.

9- Conforme a quantidade de cultura liofilizada pesada, tratd-la com RNAse 10 mg/mL e
incubar a 37°C por 30 minutos.

10- Apo6s 30 minutos, multiplicar o volume do sobrenadante por 0,55 e acrescentar o
isopropanol gelado. Centrifugar a 13500 rpm por 10 minutos.

11- Apos a centrifugacdo ocorrera a formacdo de um pellet (DNA). Retire o alcool com o
auxilio de um papel toalha, vertendo o tubo delicadamente. Acrescentar 500 pL de etanol
70% gelado.

12- Retire o0 alcool vertendo como no passo anterior.

13- Acrescentar 50 puL de TE (10 mM Tris-HCI; 1ImM EDTA,; pH 8.0).
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Abstract

Herein, we describe the in vitro activity of a combination of the organoselenium com-
pounds diphenyl diselenide and ebselen alone and in combination with amphotericin
B, caspofungin, itraconazole, and voriconazole against 25 clinical isolates of Fusarium
spp. For this analysis, we used the broth microdilution method based on the M38-A2
technique and checkerboard microdilution method. Diphenyl diselenide (MIC range =
4-32 pg/ml) and ebselen (MIC range = 2-8 pg/ml) showed in vitro activity against the
isolates tested. The most effective combinations were (synergism rates): ebselen + am-
photericin B (88%), ebselen + voriconazole (80%), diphenyl diselenide + amphotericin
B (72%), and diphenyl! diselenide + voriconazole (64%). Combination with caspofungin
resulted in low rates of synergism: ebselen + caspofungin, 36%, and diphenyl diselenide
+ caspofungin, 28%; combination with itraconazole demonstrated indifferent interac-
tions. Antagonistic effects were not observed for any of the combinations tested. Our
findings suggest that the antifungal potential of diphenyl diselenide and ebselen de-
serves further investigation in in vivo experimental models, especially in combination
with amphotericin B and voriconazole.

Key words: susceptibility, combinations, diphenyl diselenide, ebselen, Fusarium spp.

Introduction cause a wide range of infections in humans.! Moreover,
this emerging opportunistic fungus causes deep and dis-

Fusarium species are common saprobiotics present in ) ; 4 o ) )
seminated infections in immunocompromised patients.?

soil. They are important plant pathogens but may also
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