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RESUMO

O género Cryptococcus é composto por leveduras capsuladas com capacidade
de infectar uma variedade de hospedeiros, como os mamiferos. Neste género,
destacam-se como agentes etiolégicos da criptococose humana Cryptococcus
neoformans e Cryptococcus gattii. A anfotericina B (AmB) e os azdlicos s&o os
farmacos de primeira escolha na terapia medicamentosa. Este tratamento
farmacolégico normalmente se prolonga por mais de seis meses, sendo frequente a
recorréncia mesmo apos terapia antifungica. Ha uma lacuna na literatura de como as
células criptocococicas respondem a exposigao continua a AmB e quais estratégias
Cryptococcus utilizam para se adaptarem frente a este estresse. Assim, o objetivo
deste estudo foi avaliar as alteracbes morfofisiolégicas envolvidas na adaptacéo de
C. neoformans e C. gatti a AmB. Foram realizados ensaios para: avaliar a
suscetibilidade de linhagens de C. neoformans e C. gattiia AmB; expor as linhagens
a concentracdes crescentes de AmB e obter clones expostos/adaptados; avaliar
curva de morte; verificar o perfil de crescimento; analisar se a adaptacdo a AmB
altera a morfometria, a producdo de espécies reativas (ERs), a sobrevivéncia
intracelular a macroéfagos, a interagao entre o sequestrador de peroxinitrito e inibidor
de superoxido dismutase, a peroxidacado lipidica e o potencial zeta. Assim, foi
observado que duas linhagens de C. neoformans e cinco de C. gattii conseguiram
crescer em concentragdes superiores a concentracao inibitéria minima (CIM) inicial,
sendo estas classificadas como adaptadas. Os clones resultantes do processo de
evolucdo adaptativa ndo apresentaram alteragcao na susceptilidade a AmB no teste
de microdiluicdo em caldo, exceto a linhagem de C. neoformans ATCC WM148, e
em agar apos passagens sem a presenga da droga. Na curva de morte e na curva
de crescimento nao foi observado padrao entre as linhagens. Os clones adaptados
apresentaram reducdo da espessura da capsula e redugdo do diametro celular,
exceto a linhagem C. neoformans ATCC WM626, bem como produziram menor
quantidade de ERs na presenga da AmB. Apresentou aumento do indice fagocitico
apo6s 24 h de fagocitose, reducédo da proliferacao intracelular para C. neoformans
ATCC WM148, aumento da proliferacdo celular para as linhagens de C. gattii e
aumento do estresse oxidativo, exceto para C. neoformans ATCC WM626. Na

interacdo com sequestrado de peroxinitrito e inibidor de SOD a interagao foi



indiferente entre eles. A linhagem de C. neoformans ATCC WM626 apresentou
aumento da peroxidagao lipidica quando tratada com CIM de H202. De maneira
geral, as linhagens apresentaram redugdo da magnitude elétrica negativa apos
adaptacdo a AmB. Estes resultados fornecerdao subsidios para o preenchimento de
lacunas sobre o entendimento da exposigao/adaptagao de C. neoformans e C. gattii
a AmB, assim como as alteragdes fenotipicas ocorridas nas células que contribuiram

para este fenbmeno.

Palavras chave: Adaptacao. Evolugao adaptativa. Cryptococcus.



SUMMARY

The Cryptococcus genus is composed of capsulated yeasts capable of infecting
a variety of hosts, such as mammals. In this genus, they stand out as the etiological
agents of human cryptococcosis Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii.
Amphotericin B (AmB) and azoles are the drugs of choice in drug therapy. This
pharmacological treatment usually lasts for more than six months, with recurrence
being frequent even after antifungal therapy. There is a gap in the literature on how
cryptococcal cells respond to continuous exposure to AmB and what strategies
Cryptococcus use to adapt to this stress. Thus, the aim of this study was to evaluate
the morphophysiological changes involved in the adaptation of C. neoformans and C.
gattii to AmB. Tests were carried out to: evaluate the susceptibility of C. neoformans
and C. gattii strains to AmB; expose strains to increasing concentrations of AmB and
obtain exposed/adapted clones; evaluate death curve; check the growth profile; to
analyze whether adaptation to AmB changes morphometry, the production of
reactive species (ERs), intracellular survival to macrophages, the interaction between
peroxynitrite scavenger and superoxide dismutase inhibitor, lipid peroxidation and
zeta potential. Thus, it was observed that two strains of C. neoformans and five of C.
gatti managed to grow in concentrations above the initial minimum inhibitory
concentration (MIC), which were classified as adapted. The clones resulting from the
adaptive evolution process did not change in AmB susceptibility in the broth
microdilution test, except for the C. neoformans ATCC WM148 strain, and in agar
after passing without the drug. In the death curve and the growth curve, no pattern
was observed between the strains. The adapted clones showed a reduction in the
capsule thickness and a reduction in cell diameter, except for the C. neoformans
ATCC WM626 strain, as well as producing a lower amount of ERs in the presence of
AmB. It showed an increase in the phagocytic index after 24 h of phagocytosis, a
reduction in intracellular proliferation for C. neoformans ATCC WM148, an increase
in cell proliferation for C. gattii strains and an increase in oxidative stress, except for
C. neoformans ATCC WM626. In the interaction with peroxynitrite sequestered and
SOD inhibitor, the interaction was indifferent between them. The C. neoformans
ATCC WM626 strain showed an increase in lipid peroxidation when treated with

H202 MIC. In general, the strains showed a reduction in the negative electrical



magnitude after adaptation to AmB. These results will provide subsidies to fill in gaps
on the understanding of the exposure/adaptation of C. neoformans and C. gattii to

AmB, as well as the phenotypic changes that occurred in the cells that contributed to

this phenomenon.

Keywords: Adaptation. Adaptive evolution. Cryptococcus.
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1 INTRODUCAO

Cryptococcus € um importante patégeno humano que infecta principalmente
pacientes imunocomprometidos pela infeccdo causada pelo HIV ou pelo uso de
quimioterapicos em decorréncia de cancer ou transplantes (CAVALHEIRO et al.
2018), uso de corticoesterdides, anticorpos monoclonais e outros (GUARANA;
VIDAL; NUCCI, 2018). No entanto, individuos imunocompetentes também podem
ser infectados e desenvolver quadro clinico grave (GARELNABI; MAY, 2018).

O género Cryptococcus € composto por leveduras capsuladas, da classe dos
Basidiomycetes. Para este género, foram descritas aproximadamente 70 espécies,
com maior destaque para Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii, 0s quais
sdo0 os principais agentes etioldgicos da criptococose (KWON-CHUNG et al. 2014).

Os principais causadores da criptococose sdo Cryptococcus neoformans e
Cryptococcus gattii, diferem entre si em sorotipos, morfologia, etiologia, ecologia e
epidemiologia (KWON-CHUNG et al. 2014). Cryptococcus neoformans apresenta os
sorotipos A, D e AD e tipos moleculares VN Ill. Cryptococcus gattii apresenta os
sorotipos B e C, ambos com tipos moleculares VG |, VG I, VG lll, VG IV (MAZIARZ;
PERFECT, 2016; ACHESON et al. 2018).

Normalmente, C. neoformans apresentam células com formas globosas, ja C.
gattii apresentam células desde globosas e oblongas a células elipticas. Quanto a
morfologia dos teleomorfos, os de C. neoformans sédo basidiosporos oblongos a
elipticos com parede rugosa e C. gattii produzem basidiésporos na forma bacilar
com paredes externas. Além disso, estas duas espécies podem ser diferenciadas
pelas fontes de carbonos e nitrogénio utilizadas (KWON-CHUNG et al. 2014).

1.1 ECOLOGIA E PROCESSO DE DISSEMINAGAO

No meio ambiente, as espécies de Cryptococcus sao bem distribuidas em
diferentes nichos ecologicos (MAY et al. 2016; KWON-CHUNG et al. 2014).
Cryptococcus neoformans € uma levedura cosmopolita, com distribuicdo global,

podendo ser isolada em diferentes materiais, principalmente em excregbes de


https://www-ncbi-nlm-nih-gov.ez25.periodicos.capes.gov.br/pubmed/?term=Maziarz%20EK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26897067
https://www-ncbi-nlm-nih-gov.ez25.periodicos.capes.gov.br/pubmed/?term=Perfect%20JR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26897067
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pombos (OLIVEIRA; TREVIJANO-CONTADOR; GARCIA-RODAS, 2019). Essa
associagao contribui para um aumento consideravel na infecgdo das grandes
massas de populagdes urbanas (MAY et al. 2016). O isolamento de C. neoformans
ja foi realizado em mais de 36 géneros arbdreos e tém aumentado em varias partes
do mundo, sendo principalmente encontrado em cascas, cavidades e em madeiras
em decomposigcao (KWON-CHUNG et al. 2014).

Alguns relatérios publicados descreveram casos autoctones de infecgdes
humanas e animais em areas consideradas nao suspeitas, evidenciando a
distribuicdo global de criptococose por C. gattii. No entanto, também ha relatos de
infeccbes por C. gattii relacionadas a viagens de moradores de areas consideradas
livres desse patogeno (CHATURVEDI; CHATURVEDI, 2011).

Anteriormente C. gattii era considerado fungos de regibes tropicais e
subtropicais. Porém, em 1999, esta espécie foi identificada na ilha de Vancouver,
British Columbia, indicando um nicho ecolégico maior que o anteriormente
conhecido. Sua ocorréncia no Canada tem sido associada as variadas arvores
nativas, o que facilita o estabelecimento e proliferacdo neste ambiente temperado
(ACHESON et al. 2018).

Ha indicativos de que células de C. gattii podem ser encontradas em plantas,
solo, ar e agua. Animais e seres humanos que entram em contato com este
patdbgeno podem permanecer assintomaticos, mas um pequeno numero pode
desenvolver uma grave infeccdo nos pulmbdes e cérebro (CHATURVEDI,;
CHATURVEDI, 2011).

Cryptococcus podem utilizar plantas como um reservatorio, apresentando a
capacidade de crescer, se multiplicar e produzir propagulos infecciosos. Esta
associagao € importante para manutengao de sua diversidade genética e fatores de
viruléncia, que sao fundamentais para infeccdo de hospedeiros animais e humanos
(SPRINGER; MOHAN; HEITMAN, 2017).

Hospedeiros alternativos como amebas de vida livre e nematdides do solo
podem ter um papel importante na distribuicdo e viruléncia de diferentes linhagens
criptocécicas. Cryptococcus neoformans e C. gattii podem sobreviver, replicar nestes
hospedeiros e, consequentemente disseminar estas leveduras (MAY et al. 2016). A

interagcdo de Cryptococcus com amebas, por exemplo, pode desencadear o


https://www-ncbi-nlm-nih-gov.ez25.periodicos.capes.gov.br/pubmed/?term=Mohan%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28212396
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surgimento de mecanismos de defesa contra a fagocitose por fagoécitos humanos
(MALIEHE et al. 2020).

1.2 EPIDEMIOLOGIA

A meningite criptocdcica foi estimada com uma incidéncia global de 220 mil
casos por ano, com maior risco para os pacientes imunocomprometidos. Em 2014,
15% das mortes de pacientes HIV positivos foram decorrentes da meningite
criptococica. Em paises desenvolvidos e em desenvolvimento, mesmo com as
terapias atuais, a incidéncia de mortalidade ainda ¢é alta. A mortalidade por meningite
criptococica em 2014 em paises de baixa renda foi de 70%, nos paises de renda
média foi de 40%, de 20 a 30% na Europa, e 20% na Ameérica do Norte (MOURAD;
PERFECT, 2018).

A maioria dos casos relatados de criptococose sdo em individuos jovens do
sexo masculino HIV positivo, porém entre individuos saudaveis, a mortalidade é
maior também entre os homens (FIRACATE et al. 2018). Guess et al. (2019) em seu
estudo observa diferengas bioldgicas entre a resposta imune masculina e feminina
em infecgdo por C. neoformans. Foi observado que os homens apresentaram um
déficit inerente na resposta mediada por células T, o que pode contribuir para um
maior numero de &bitos entre os homens. Corroborando com os dados, Costa et al.
(2020), demonstra que em infeccdo por C. gattii, o 17-p-estradiol coordena
positivamente a resposta imune em camundongos fémeas, assim a criptococose
pode ser influenciada pelo sexo.

Alguns estudos sugerem que na América Latina mais de cinco mil individuos ao
ano sao acometidos por meningite criptocédcica, com cerca de 2400 mortes anuais
(FIRACATIVE et al. 2018). A figura 1 mostra a incidéncia global de casos de
meningite criptocdcica no ano de 2014, que segundo Rajasingham et al. (2018), foi

de 223.100 casos, com 73% destes casos ocorrendo na Africa Subsaariana.
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Figura 1 — Incidéncia global de meningite criptococica em 2014
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Fonte: Modificado de Rajasingham et al. (2018).

Firacate et al. (2018) em seu estudo apontou que o numero de casos totais no
Brasil entre 1972 e 2014 foi de 1.747, com destaque para o Rio de Janeiro com
ocorréncia de 8346 casos, representando quase 50% dos casos. Em todas as
regides brasileiras, a criptococose € comumente causada por C. neoformans. Ja C.
gattiitem uma tendéncia geografica e macrorregional Norte e Sul do pais. Na
macrorregido Nordeste, nos estados do Amazonas, Roraima, Pernambuco, Piaui e
Bahia sua ocorréncia é endémica. Na macrorregidao Sudeste, nos estados do Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais, Sao Paulo, Rio de Janeiro, Parana e Rio Grande do
Sul as infecgdes por C. gattii sao esporadicas (TRILLES et al. 2008).

No Hospital Universitario da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul, que
€ considerado referéncia em doencas infecciosas, foi realizado um estudo por
consultas aos registros de pacientes com diagndstico de criptococose no periodo de
janeiro de 1995 a dezembro de 2005, foram identificados 123 casos de criptococose.
Em 77 casos foi possivel identificar o agente etioldgico: 69 casos (89,6%) foi devido
a C. neoformans e oito casos (10,4%) devido a C. gattii (LINDENBERG et al. 2008).

Outro estudo em que se analisou a ocorréncia de criptococose no Brasil foi o
realizado por Lomes et al. (2016), em que foi conduzida uma revisao retrospectiva

no periodo de janeiro de 2007 a dezembro de 2014, no Hospital Emilio Ribas,
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hospital publico terciario considerado centro de referéncia em doengas infecciosas
na cidade de Sao Paulo. Neste estudo foram identificados 29 pacientes com
diagnostico confirmado para criptococose, que n&o eram HIV positivos e
transplantados. Destes casos identificados, 11 foram classificados seus agentes
causadores, sendo quatro casos (36,4%) classificados como causados por C.

neoformans e sete casos (63,6%) por C. gattii.

1.3 PROCESSO DE INFECGCAO E RESPOSTA IMUNE

Fungos ambientais de maneira geral desencadeiam uma resposta pro-
inflamatdéria no hospedeiro humano. Porém, células criptococdcicas parecem ser
imunologicamente inertes, estimulando a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias in
vitro em baixos niveis. Assim, esses patdgenos podem modular a resposta imune
gerada pelo hospedeiro com o objetivo de atenuar a inflamacgao, evitar sua morte por
células fagociticas e, consequentemente, se disseminar no SNC (MAY et al. 2016).

O processo de infecgao é semelhante para C. neoformans e C. gattii, sendo o
numero maior de dados da literatura para C. neoformans. No hospedeiro durante a
resposta inflamatéria de C. neoformans, sédo recrutadas células como neutroéfilos,
eosindfilos, mondécitos/macrofagos, células dendriticas e linfocitos (células T CD4+ e
CD8+, células B e células natural killer). Dentre essas células, os macréfagos
ativados, neutréfilos e os linfécitos, sdo capazes de promover a morte das células
fungicas ou inibir seu crescimento in vitro (GARRO et al. 2011).

Os fagocitos sédo as principais células efetoras da imunidade contra patégenos
fungicos, e quando essas respostas fagociticas estdo comprometidas, torna-se um
fator de risco importante para o desenvolvimento de infec¢gdes graves (ERWIG;
NEIL; GOW, 2016).

Desse modo, a criptococose inicia apds a inalagdo das células de leveduras
desidratadas ou esporos dispersos no meio ambiente. Estas leveduras nos espacgos
alveolares, encontram primariamente os macréfagos e as células dendriticas (MAY
et al. 2016). Neste local, essas leveduras promovem um acumulo de fagécitos com o
objetivo de realizar uma depuracao fagocitica. Esse processo € possivel através do
reconhecimento de moléculas especificas dos fungos na superficie celular, que sao
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os padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs), por receptores de
reconhecimento de padrbes (PRRs) dos fagécitos (ERWIG; NEIL; GOW, 2016).

Esse pode ser feito por células imune sentinelas, principalmente as células
dendriticas (do inglés dendritic cells - DCs). As DCs convocam as células T,
induzindo as células T CD4* a secretar citocinas que podem ativa uma resposta do
tipo de célula T auxiliar 1 (TH1) ou citocinas que ativam uma resposta do tipo TH2. Na
resposta do tipo TH1 ha secrecado de interleucina-12 (IL-12) e IL-23, assim as células
Tu1 produzem citocinas pro-inflamatorias, como o interferon-y (IFNy), que podem
controlar uma infecgao fungica, como mostrado na figura 2 (MAY et al. 2016).

No entanto, alguns PAMPs fungicos podem influenciar a ativacdo de DC,
incluindo a modulagdo dos niveis do complexo principal de histocompatibilidade
classe Il (MHC Il) ou da sinalizagdo do fator nuclear kB (NF-kB). A ativagao de uma
resposta TH2, com producado de citocinas, como IL-4 e IL-33; leva a um ambiente
anti-inflamatério que afeta a ativagao de macréfagos por via ativagao classica M1 e
por ativacdo alternativa M2, como mostrado na figura 2 (MAY et al. 2016). Com a
ativagao de resposta tipo TH2 os macréfagos tém algumas de suas fungdes inibidas,
como a fagocitose e a depuragao intracelular. Com isso, hospedeiros com esta
resposta podem apresentar maiores cargas fungicas (VOELZ, LAMMAS, MAY,
2009).
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Figura 2 - Resposta imune a infecgao por Cryptococcus
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Fonte: Adaptado de May et al. (2016)

PAMPs - Padrdes moleculares associados a patégenos; GXM—glicuronoxilomanano; NF-kB
— Fator nuclear kappa B; MHC—complexo principal de histocompatibilidade classe Il; DC—
célula dendritica; CD4*-Grupamento de diferenciagao; IL—Interleucina; Tu1-T helper 1; Tu2-T
helper 2; IFNY—Interferon gama; M1-Ativagdo de macrofagos por via classica; M2—Ativagao
de macroéfagos por via alternativa.

Apds esse reconhecimento, as células fungicas sdo engolfadas, tem-se a
formacgao do fagossomo (ERWIG; NEIL; GOW, 2016). O pH do fagossomo comeca
a cair rapidamente, o que limita o crescimento microbiano e ativa proteases acidas
dentro deste compartimento para degradar seu conteudo (MAY; CASADEVALL,
2018). Assim, as células fungicas podem ser eliminadas devido a presenga de
agentes antimicrobianos, incluindo enzimas hidroliticas e oxidantes nos

fagolisossomos, ou podem escapar dos fagocitos promovendo sua lise ou serem
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expulsos sem a lise da célula fagocitica (ERWIG; NEIL; GOW, 2016). Cryptococcus
respondem ao ambiente do fagossomo remodelando sua sua capsula. Essa
mudanc¢a promove um sinal de alerta para a célula hospedeira, que pode ativar
respostas como vomocitose e lise. No entanto, varios patdgenos intracelulares
desenvolveram estratégias para neutralizar o pH fagossémico, consequentemente
conseguem escapar deste processo de digestdo, porém este mecanismo n&o esta
totalmente compreendido (MAY; CASADEVALL, 2018).

No entanto é importante destacar que para uma resposta imune efetiva, as
células fagociticas devem ser estimuladas por citocinas que ativem a imunidade
celular, como IL-12 e IFN-Y. A imunidade celular desempenha papéis direto na
eliminacdo de patdégenos, tendo como alvo a célula infectada. Se liberadas citocinas
como por IL-4, sera estimulada uma resposta imune humoral, porém esta resposta
nao sera efetiva, pois estas citocinas conduzem uma resposta mediada por
anticorpos (BONILLA; OETTGEN, 2010).

Células criptococécicas podem mascarar esta resposta imune. Assim, durante
a infeccdo elas podem eliminar os carboidratos complexos glicuronoxilomanano
(GXM) e galactoxilomanano (GalXM) que compdem a maior parte de sua capsula.
Com isso suprimir a via pro-inflamatéria do NF-kB e reduzindo os niveis de citocinas
pré-inflamatérias, como TNF. Além disso, podem inteferir na maturacao de células
dendriticas, reduzindo a apresentacao de antigenos dependentes de MHC (classe II)
e assim inibir a producéo de citocinas proé-inflamatérias IL-12 e IL-23 (MAY et al.
2016).

Apesar das diferentes etiologias da doenga por C. neoformans e C. gattii, é
possivel que ambas espécies, tenham a influéncia de sinalizacdo por citocinas do
tipo TH1 e TH2 em comum para a patogénese da criptococose. Sendo demonstrado
um papel protetor das citocinas do tipo TH1 e uma resposta ndo protetora do tipo
TH2. Assim, pacientes com HIV com alteracdo na resposta Tu1, apresentam
macrofagos com capacidade reduzida em lidar com a infecgéo por Cryptococcus e
promover uma depuragéao eficiente (VOELZ, LAMMAS, MAY, 2009).

Por fim, o processo de disseminag¢ao do fungo no hospedeiro pode acontecer
por trés rotas (Figura 3).
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Figura 3 - Estabelecimento e disseminagao da infecgdo no hospedeiro.
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Inicio da infeccao através da inalacdo de células cryptocdcicas, no pulmao estas sao
reconhecidas pelo sistema de defesa e por seus mecanismos de escape podem crescer
formando células titds ou exibir caracteristicas antifagociticas expressas pela capsula.
Porém, se fagocitadas as células fungicas podem crescer, multiplicar e lisar a célula do
fagécito, com isso disseminam para outros locais, com tropismo pelo SNC. No SNC as
células podem atravessar a barreira hematoencefalica por trés mecanismos paracitose,
transcitose e “cavalo de tréia”. Fonte: Adaptade de May et al. (2016).
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Na primeira rota, as células de Cryptococcus forcam as jungbdes das células
endoteliais em um processo conhecido como paracitose, usando proteases como
Mpr1 para promover a migracao transendotelial. A urease produz aménia, que é
téxica para as células de mamiferos, € possivel que esta tenha atuagido local na
parede do vaso endotelial, faciltando a entrada de fungos. Ja o segundo
mecanismo, ocorre por transcitose onde o acido hialurénico presente na superficie
da célula criptococica se liga ao CD44 no endotélio lumial, e consequentemente, a
levedura e a célula do hospedeiro ficam ligadas. Essa ligagdo induz uma
remodelagao na actina dependente de proteina quinase C das células do hospedeiro
e com isso, a célula de Cryptococcus é englobada (MAY et al. 2016). E por fim, o
terceiro mecanismo que € a hipotese do cavalo de tréia, em que o patdégeno esta
associado a uma célula de defesa e com isso, consegue atravessar a barreira de
protecao (DENHAM; BROWN, 2018). Neste mecanismo o patégeno é conduzido a
tecidos distantes dentro da célula de defesa sem ser exposto ao sistema imune
(GARCIA-RODAS; ZARAGOZA, 2012). No entanto, durante uma infecgéo é possivel
que estes trés mecanismos possam ocorrer simultaneamente, mesmo possuindo
elementos diferentes (MAY et al. 2016).

Apos a saida das leveduras dos pulmdes, estas alcangcam a corrente
sanguinea, podendo alcancar diferentes locais, com maior predisposi¢cao ao Sistema
Nervoso Central (SNC) que é forma mais grave (MAY et al. 2016; BIVANCO;
MACHADO E MARTINS, 2006; MITCHELL; PERFECT, 1995).

1.4  FORMAS CLINICAS

A infeccéo e reinfecgdo por C. neoformans é frequente em grandes centros
urbanos, devido sua presenga no ambiente. Porém, sdo raros os casos da doenca
demonstrando uma resisténcia natural ao fungo. Geralmente a infecgdo ocorre por
inalacao e dificilmente por inoculagao direta do agente na pele, sendo os pulmdes e
cérebro os principais 6rgaos afetados (BIVANCO; MACHADO; MARTINS, 2006). No
entanto o acometimento do individuo esta relacionado ao seu estado imunolégico
(MORETTI et al. 2008).
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A infeccado pode ser sintomatica ou assintomatica e normalmente se resolve
espontaneamente (BIVANCO; MACHADO; MARTINS, 2006). As manifestagdes
podem ser desde localizadas e autolimitadas até a ocorréncia da doenca
disseminada com faléncia respiratoria. A lesdo pulmonar primaria normalmente
nodular, pode ocorrer em qualquer das trés zonas pulmonares radiolégicas (cortical,
medular ou cernal), com caracteristicas gelatinosas e raramente evolui para
calcificacdo (MORETTI et al. 2008). Os sintomas da criptococose vao desde
infeccdo aguda como tosse, febre, dor no térax, pneumonia até insuficiéncia
respiratoria grave; ou ainda sintomas de infecgdo crénica com presenca de nddulos,
massas, cavidades, derrame pleural, infiltrado intersticial ou linfoadenopatias
(BIVANCO; MACHADO; MARTINS, 2006).

Da infeccdo pulmonar pode ocorrer disseminacdo para o SNC, devido C.
neoformans e C. gatti possuir tropismo por esta regido. A forma clinica mais comum
€ a meningoencefalite, com ocorréncia em mais de 80% dos casos, que pode ser de
forma isolada ou associada ao acometimento pulmonar (MORETTI et al. 2008). As
manifestacdes mais comuns na infecg¢ao criptocécica do SNC sio cefaleia, nausea e
febre. Podem ocorrer outras manifestagbes menos comuns como, meningismo,
confusdo mental, convulsoes, alteracdes visuais e déficit neuroldgico (DUARTE et al.
2017).

Além da infecgdo pulmonar e do SNC, Cryptococcus podem alcangar outros
locais como a pele, prostata, ossos, figado, baco, rins, tiredide, linfonodos, supra-
renais e coragao (MAY et al. 2016; BIVANCO; MACHADO; MARTINS, 2006;
MITCHELL; PERFECT, 1995).

1.5 FATORES DE VIRULENCIA

Cryptococcus neoformans e C. gattii apresentam diversos fatores de viruléncia
que o permitem infectar o hospedeiro, tais como capacidade de crescer a 37 °C,
sintese de capsula, a melanizagdo e secre¢ao de enzimas (MAY et al. 2016). Além
destes fatores, também apresentam algumas caracteristicas que dificultam o

processo de fagocitose, como alterar sua morfometria para células titas e
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microcélulas, alterar a composi¢ao e organizagao da parede celular, o que altera o
reconhecimento destas células pelo sistema imune (ERWIG; NEIL; GOW, 2016).

Células de Cryptococcus sp. sao altamente capazes de crescer em
temperaturas fisiologicas de hospedeiros mamiferos. Em estudos foram identificados
genes que conferem esta capacidade as células, a fungcdo destes genes séao
variadas, atuam desde a montagem da parede celular, sinalizacdo de estresse,
integridade da membrana, metabolismo basico, splicing pré-RNAm, remodelagédo da
cromatina entre outros (KWON-CHUNG et al. 2014).

A capsula de C. neoformans possui capacidades anti-fagociticas, age
suprimindo a proliferagdo de linfécitos T, atua na indugdo da citocina anti-
inflamatdria IL-10 e ainda interfere na producdo de TNFa e IL-1B que séao
importantes citocinas pré-inflamatérias. Dentro dos fagécitos, durante a fagocitose, a
capsula das células fungicas, confere protegao contra espécies reativas de oxigénio
(EROs), radicais e moléculas antifungicas que sao produzidas pelos macréfagos, por
exemplo as defensinas (HERNANDEZ-CHAVEZ et al. 2017).

A capsula apresenta duas camadas de polissacarideos, compostas por
glicuronoxilomanano (GXM) e Bcuronoxilomannogalactano (GXMGal). E formada por
glicanos, quitinas, quitosonas e glicoproteinas. Pode ainda conter monoproteinas,
acido hialurénico e acido sialico (KWON-CHUNG et al. 2014). A espessura da
capsula se correlaciona com a viruléncia e com a capacidade do fungo de evitar a
fagocitose. Isso € ainda mais acentuado devido a presenga de uma proteina
antifagocitica unica App1, que bloqueia a captacao fagocitica pela ligacao aos
receptores de complemento CR3 e CR2 (ERWIG; NEIL; GOW, 2016).

A capacidade da capsula de alterar seu tamanho conforme as condicdes
ambientais permite a célula fungica aumentar significativamente seu tamanho
durante o processo de infecgdo, contribuindo como mecanismo de escape (GARCIA-
RODAS; ZARAGOZA, 2012). E também oferece protegao contra a droga antifungica
anfotericina B (AmB). Com isso, ajuda o patdogeno a sobreviver no interior do
fagossomo. Assim, as células se tornam extremamente grandes, com 14 a 20 vezes
maior que o tamanho das células tipicas em cultivo in vitro. Estas células sao
denominadas células titds, as quais sao mais resistentes a tensdes oxidativas e
nitrosativas, bem como apresentam maior viruléncia (HERNANDEZ-CHAVEZ et al.

2017). Além das células titas, foram observadas células anormalmente pequenas,
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denominadas gotas ou microceélulas medindo 2—4 ym de tamanho mesmo com uma
parede celular espessada. No entanto, atualmente ha pouco conhecimento sobre
esse tipo de célula, porém esta parece ser metabolicamente inativa e apresenta um
papel importante durante o estagio latente da doenga (MAY et al. 2016).

A parede interna de Cryptococcus possui uma camada de melanina, que sao
compostos fendlicos polimerizados amorfos complexos (ERWIG; NEIL; GOW, 2016)
sintetizados a partir de substratos como 3,4-diihidroxifenilalanina (DOPA) e outros
componentes di/polifendis (KWON-CHUNG et al. 2014). Esse pigmento
desempenha um importante papel na protecdo da célula contra o estresse do
ambiente (KWON-CHUNG et al. 2014). Impedem a ativagdo do complemento,
neutralizam peptideos antimicrobianos e protegem as células dos mecanismos de
morte oxidativa (ERWIG; NEIL; GOW, 2016).

Nas células de Cryptococcus, a presenga da melanina contribui para a
resisténcia mecanica, reducdo da suscetibiidade a degradacdo enzimatica,
resisténcia a luz ultravioleta (UV) e aumento da resisténcia a fagocitose. Essa
resisténcia a fagocitose, em C. neoformans, tem sido relacionada com altera¢des na
carga da superficie celular que contribuem para a inibicdo da fagocitose e também
para a redugdo da produgdo de 6xido nitrico pelos macréfagos (HERNANDEZ-
CHAVEZ et al. 2017).

Cryptococcus neoformans produz muitas enzimas de degradacdo e algumas
determinadas como fatores de viruléncia, como a urease e fosfolipase B. As funcdes
desempenhadas por essas enzimas favorecem a sobrevivéncia intracelular destas
células, promovem ruptura das membranas das células hospedeiras para entrada no
tecido, imunomodulagao e contribuem para a disseminagdo dos fungos do pulméo
para o cérebro. A fosfolipase B presente na superficie celular promove maior adesao
da célula fungica as células pulmonares do hospedeiro, que é imprescindivel para o
inicio da criptococose pulmonar intersticial e também favorece a hidrélise da
membrana das células permitindo a entrada no tecido do hospedeiro. Ja a urease
contribui para a propagag¢ao do fungo no pulmao e facilita a travessia na barreira
hematoencefalica. A falta dessas enzimas de degradagao resulta na reducao da
viruléncia, ao contrario da auséncia da capsula de polissacarideos que resulta em
células avirulentas (KWON-CHUNG et al. 2014).
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Cryptococcus neoformans também produz grandes quantidades de DNase
extracelular, que age na degradacdo do DNA do hospedeiro. As atividades destas
enzimas sao mais fortes em cepas clinicas em comparagdo com as ambientais,
sugerindo que a DNase atue como um fator de viruléncia. Da mesma forma as
proteases, que agem na quebra de proteinas contribuindo para a invasao do tecido,
colonizacéo e alteragdo da resposta imune do hospedeiro que sdo importantes na na
penetracéo e na viruléncia (ALMEIDA; WOLF; CASADEVALL, 2015).

Outras enzimas que auxiliam na viruléncia de Cryptococcus sao as superoxidos
dismutases (SODs) que convertem o superdxido em peréxido de hidrogénio e
oxigénio. Estas contribuem para a viruléncia de Cryptococcus por facilitar o seu
crescimento dentro de macréfagos, em um mecanismo que envolve sua protegéo
contra o superoxido gerado pela resposta imune do hospedeiro. A producado de SOD
€ regulada pela temperatura, sendo que a 37 °C ha aumento da sua expressao
quando comparado a 25 °C. Assim, na temperatura corporal, o aumento da
producdo de SOD contribui para a protegdo do fungo contra agentes oxidantes
produzidos pelas células efetoras do hospedeiro (ALMEIDA; WOLF; CASADEVALL,
2015).

A homeostase de metais € um fator de viruléncia, visto que alguns metais sao
de extrema importancia para a viruléncia da célula fungica. Seu excesso ou
escassez pode afetar diversos aspectos de sua biologia e reduzir sua capacidade de
viruléncia, como influenciar na transcricdo génica, formagdo de capsula,
disponibilidade de co-fatores enzimaticos e produgdao de melanina. Outro fator de
viruléncia esta relacionado a expressao de genes resposnaveis pela transcricdo de
enzimas que tornam o fungos mais adaptaveis a variagdo de gases (KWON-CHUNG
et al. 2014).

1.6 TRATAMENTO MEDICAMENTOSO

O tratamento medicamentoso da Criptococose se baseia principalmente em
agentes antifungicos e corticoesterdides. Os principais farmacos utilizados sao a
anfotericina B e fluconazol (FALCI; PASQUALOTTO, 2015). Também podem ser
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utilizados o itraconazol, voriconazol e a flucitosina que ndo é comercializada no
Brasil (PASA, 2011).

1.6.1 Agentes Antifungicos

A AmB é um antimicrobiano pertencente a classe dos polienos que possui
como caracteristica a baixa solubilidade. Possui amplo espectro de agdo com
eficacia para candidiase, criptococose, aspergilose, histoplasmose, blastomicose,
coccidiomicose, mucormicose, esporotricose, fusariose e outras feohifomicoses. A
AmB apresenta efeitos diretos sobre a membrana celular e efeitos intracelulares de
inducdo de estresse oxidativo como mecanismos de acgado. O efeito da AmB na
membrana de Cryptococcus deve-se a sua interagdo com o ergosterol, que € um
esteroide essencial da membrana celular dos organismos fungicos (FALCI,
PASQUALOTTO, 2015).

A estrutura poliénica da molécula de AmB forma complexos com o ergosterol, o
que leva a formacgao de poros na membrana resultando em extravasamento de ions
da célula devido a perda de sua integridade e consequentemente, ocasionando a
morte celular (FALCI; PASQUALOTTO, 2015). Outro mecanismo de agdo da AmB é
a indugdo do estresse oxidativo, por induzir o acumulo de espécies reativas de
oxigénio (ERO), sendo este responsavel pelo seu efeito antimicrobiano. Em
condigbes fisiologicas, os radicais livres sdo produzidos naturalmente nas
mitocondrias na cadeia respiratoria, contribuindo para sinalizagdo, adaptacao
metabdlica e imunidade. Porém, na presenca de oxidantes, luz UV ou outros
estimulos externos, ha um aumento da concentracdo endogena de ERO que
produzem alteracbes em diferentes macromoléculas, como proteinas, lipidios e
DNA. Estas alteragbes eventualmente desencadeiam danos nas células e
consequentemente, levam a morte celular (MESA-ARANGO et al. 2014).

Outro importante farmaco usado no tratamento da criptococose é o fluconazol,
que €& um composto triazdico, com alta biodisponibilidade e boa penetragdao no
sistema nervoso central. Seu mecanismo de agado resulta na inibicdo da enzima
lanosterol 14-a demetilase no complexo citocromo P-450 dos fungos. Esta inibicao

leva a um bloqueio da conversao de lanosterol em ergosterol, e consequentemente,
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a reducado do ergosterol e acumulo de precursores resultando na perda da
integridade da membrana (FALCI; PASQUALOTTO; 2015).

No tratamento da meningite criptococica é preconizado um regime de trés
pontos: inducdo, consolidacdo e manutencdo. Na inducdo da terapia intravenosa é
indicado de 0,7 a 1 mg/kg/dia de AmB ou 3 a 4 mg/kg/dia de AmB lipossomal ou 5
mg/kg/dia de complexo lipidico de AmB e 100 mg/kg/dia de flucitocina (5-FC) por
pelo menos duas semanas. Para a fase de consolidagdo, oito semanas apos a
indugdo da terapia, 800 mg/dia de fluconazol se mostrou eficaz no tratamento. Na
fase final da terapia pode ser usado 200 mg/dia de fluconazol para manutengao por
seis a 12 meses em pacientes nao infectados por HIV e pelo menos 12 meses para
pacientes HIV positivo (MOURAD; PERFECT, 2018).

Segundo Moretti et al. (2008) em um consenso feito por profissionais
brasileiros, o tratamento das formas pulmonares de criptococose em HIV negativo
ou com pesquisa de antigeno criptocécico e cultura em liquido cefalorraquidiano
negativos, na forma clinica leve a moderada, o tratamento consiste em 6 a 12
meses. Essa terapia € feita com fluconazol 200-400 mg/d ou itraconazol 200-400
mg/d VO ou AmB 0,5-1 mg/kg/d e na forma clinica grave deve ser tratado como
meningoencefalite. Criptococose com formas pulmonares em pacientes HIV positivo
ou cultura positiva de espécime respiratério, sem envolvimento do SNC, o
tratamento consiste em fluconazol 200 a 400 mg/dia VO por 6 a 12 meses e
observagéao ou itraconazol 200 a 400 mg/dia VO por 6 a 12 meses e observagao. A
fase de manutencdo com fluconazol 200 a 400 mg/dia ou itraconazol 200 a 400
mg/dia e a forma grave deve ser tratada como meningoencefalite.

Para criptococose pulmonar leve a moderada, outras infecgoes extra SNC e
infeccbes ndo disseminadas a monoterapia com fluconazol tem sido recomendada.
Outros triazol como itraconazol, posaconazol e isavuconazol tem alcangado sucesso
no tratamento de alguns casos de meningite criptocdécica, porém foram considerados
menos confiaveis, devido sua baixa penetracido no SNC, problemas com a
biodisponibilidade (MOURAD; PERFECT, 2018).
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1.6.3 Corticoesterdides

O uso sistémico de corticoides € uma intervencdo que pode ser considerada
benéfica em relagdo ao manejo da Sindrome Inflamatdria de Reconstituicdo do
Sistema Imune (IRIS) na meningite criptocécica. No entanto, a duragao da terapia, a
dose precisa, 0 uso de prednisona ou dexametasona sio incertos e requerendo
estudos futuros. Assim, o uso rotineiro de corticoides para o manejo de criptococose
nao é recomendado (MOURAD; PERFECT, 2018).

1.7 RESISTENCIA E OUTROS FENOMENOS DE ADAPTACAO AOS
ANTIFUNGICOS

Resisténcia é um termo utilizado para descrever a capacidade dos
microrganismos crescerem em altas concentragdes do antimicrobiano. Essa
capacidade independente da duracdo do tratamento, e pode ser quantificado pela
concentracéo inibitéria minima (CIM) do antimicrobiano. A CIM é a quantidade
minima exigida da droga para impedir o crescimento das células frente ao
antimicrobiano. As concentragbes utilizadas em testes em laboratérios de
microbiologia clinica geralmente sao limitadas as concentragdes utilizadas na pratica
clinica (BRAUNER et al. 2016).

A resisténcia microbiana é adquirida geneticamente e transmitida as gerag¢des
subsequentes (GEFEN; BALABAN, 2009). Isso leva a diminuicdo da eficacia do
antimicrobiano e com isso sera necessaria uma concentragdo maior para realizagao
do mesmo efeito em uma linhagem resistente (BRAUNER et al. 2016).

Olszewski; Zhang; Huffnagle (2010) mostraram em seu trabalho que a
superexpressdo de bombas transportadoras ABC (incluindo AFR1) é um dos
principais mecanismos de resisténcia criptocécica aos azodis e outras drogas nao
relacionadas. Este mecanismo consiste na eliminacdo dos farmacos pelas células
criptococicas (OLSZEWSKI; ZHANG; HUFFNAGLE, 2010). O fendétipo de resisténcia
ao fluconazol pode estar relacionado a uma mutacao pontual no gene ERG11, que
promove trocas de aminoacidos, como a troca da glicina por arginia (G470R) (GAGO


https://www.futuremedicine.com/doi/full/10.2217/fmb.10.93
https://www.futuremedicine.com/doi/full/10.2217/fmb.10.93
https://www.futuremedicine.com/doi/full/10.2217/fmb.10.93
https://www.futuremedicine.com/doi/full/10.2217/fmb.10.93
https://www.futuremedicine.com/doi/full/10.2217/fmb.10.93
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et al. 2016) e troca da glicina por serina (G484S) (RODERO et al. 2003). Yi-Chun et
al. (2015) em um estudo de 12 anos observou que em 89 isolados de C.
neoformans, 34% destes ndo eram susceptiveis ao fluconazol. E a taxa de isolados
nao susceptiveis aumentavam significativamente no decorrer do tempo, assim como
apresentaram uma tendéncia crescente da média geométrica da CIM de fluconazol
(YI-CHUN et al. 2015).

A resisténcia a AmB é rara e comumente causada pela diminuicdo da
quantidade de ergosterol ou por alteragao no lipidio alvo resultando em uma redugéo
da ligacdo da AmB. Algumas células fungicas possuem uma mutacao na sua via de
biossintese de ergosterol levando a sintese de compostos do tipo ergosterol, que
apresentam menor afinidade de ligacdo a AmB (ELLIS, 2002).

A tolerancia aos antimicrobianos €& diferente dos outros mecanismos de
resisténcia, pois ndo envolve uma mudanca na CIM. A tolerancia pode ser definida
como a capacidade do microrganismo crescer na presenga transitéria e em altas
concentragbes de um antimicrobiano (BRAUNER et al. 2016). Esta capacidade
herdada ou nao, de sobreviver na presenca transitéria do antimicrobiano sem
alteracdo na CIM, geralmente ocorre por redugdao na multiplicacdo celular
(FERREIRA; SANTOS, 2017). Tantos fatores genéticos como fatores fisioldgicos sao
conhecidos por alterar a susceptibilidade a agao do antimicrobiano sem alteragao da
CIM, ou seja, esses fatores tornam os microrganismos tolerantes ao antimicrobiano
(TUOMANEN et al. 1986). A tolerancia esta relacionada com uma resposta
adaptativa frente a drogas bacteriostaticas/fungistaticas (BRAUNNER, 2016). Para
Bastos et al. (2018), a tolerancia aos azodlicos pode estar relacionada a um aumento
na expressao do gene ERG11 em C. neoformans e C. gattii e na expressdo dos
genes da bomba de efluxo (AFR1 e MDR1) para C. neoformans.

Outro mecanismo relacionado na capacidade de sobrevivéncia das células
microbianas é a persisténcia. O termo persistente € usado para designar uma
pequena populacdo de células que sobrevivem ao tratamento com antimicrobianos
mesmo em altas concentragbes (GRANT; HUNG, 2013), estando relacionados a
antimicrobianos fungicidas/bactericidas (BRAUNNER, 2016). A persisténcia € um
evento dependente do tempo ou da dose. Quando a persisténcia € dependente do
tempo ela pode ser caracterizada por conter uma subpopulagédo de microrganismos

que sao tolerantes, comumente apresenta um tempo de laténcia maior ou uma
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reduzida taxa de crescimento quando comparada com a maioria da populagao. Ja a
populagdo considerada persistente por dose dependente, apresenta uma
subpopulacdo de células temporariamente mais tolerantes que a maioria da
populacdo, o que pode ser considerada por alguns autores como heterorresistente
(FERREIRA; SANTOS, 2017).

Embora ndo exista uma definigdo precisa e distinta que possa envolver todos
0s microrganismos, o termo heterorresisténcia geralmente € descrita como uma
resisténcia de um subconjunto de uma populagdo de células a certos
antimicrobianos, que sado considerados susceptiveis (FALAGAS et al. 2008). Apds a
remogao ou redugcdo da concentragdo do agente antimicrobiano, esta resposta
adaptativa é suspensa mostrando que € uma caracteristica reversivel. O mecanismo
utilizado por esta subpopulagdo € a expressao de proteinas relacionadas a
resisténcia as drogas antimicrobianas, que apdés a remocg¢do da droga essa
caracteristica é cessada (FERREIRA; SANTQOS, 2017).

Devido a necessidade de se adaptarem ao estresse do ambiente, fungos e
bactérias utilizam em diferentes maneiras os fendmenos de resisténcia, tolerancia e
persisténcia (FERREIRA; SANTOS, 2017).

Chen et al. (2017) visando compreender a microevolugao de Cryptococcus em
seu hospedeiro, analisou cultivos isolados a partir amostras do liquido
cefalorraquidiano de 18 pacientes sul-africanos com meningite criptocdcica
recorrente, sendo que 16 pacientes receberam tratamento com fluconazol e/ou AmB.
Em alguns destes pacientes os genes BYR4 (CNAG_06325) e ERG11 estavam
associados ao aumento da resisténcia ao fluconazol. O gene Byr4 é um regulador
dose-dependente de citocinese, considerado essencial para a resisténcia de C.
neoformans var. grubii ao fluconazol. Assim, a delecdo de um unico nucleotideo, a
timina afetou dois tercos do comprimento da proteina, provavelmente causando uma
perda da fungdo do gene Bry4. Portanto, a resisténcia a fluconazol relatado neste
caso pode estar diretamente associada a essa mutagcéo (CHEN et al. 2017).

No entanto, estudos com exposi¢gédo continua de Cryptococcus sp. a AmB e os
efeitos decorrentes desta exposicao ainda sao incipientes. Alguns estudos utilizaram
a exposicao a AmB para adaptacédo de outras espécies fungicas, como descrito por
Claudino et al. (2009), em que linhagens de Candida sp. foram expostas a

concentragbes crescentes de AmB e fluconazol. Estes autores observaram que
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nenhuma das linhagens utilizadas no estudo aumentaram os valores de CIM para
AmB, mesmo apos passagens em meios em concentragdes crescentes do
antifungico de 0,5 a 3,0 ug/ml. Park et al. (1994) também analisaram a adaptacao de
Aspergillus niger ao estresse de curto prazo induzido pelos antifungicos AmB,
miconazol e cetoconazol. Posteriormente, estes autores observaram que A. niger
tornou-se menos sensiveis aos referidos antimicrobianos e por isso, definido como

uma adaptagdo ao estresse de curto prazo causada pela exposi¢cdo ao antifungico.
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2 JUSTIFICATIVA

Os dados disponiveis no Sistema de Informagdes sobre Morbidade Hospitalar
do SUS geridos pelo Ministério da Saude mostram que, no periodo de 2010 a 2019,
0 numero de internagdes decorrentes de micoses no Brasil foi superior 114 milhdes,
correspondendo a mais de quatro milhdes obitos. Essas internagdes geraram um
gasto de mais de 105 bilhdes com servigcos hospitalares. Por criptococose, a
mortalidade no Brasil, no periodo de 2010 a 2018 foi de 1788 casos (MINISTERIO
DA SAUDE, 2020).

Muitas das infec¢des sistémicas causadas por fungos possuem dificuldade de
remissdo completa com tratamento medicamentoso, principalmente em individuos
imunocomprometidos (BOYCE et al. 2017). Estima-se que 10% dos individuos
acometidos pela infecgdo por Cryptococcus sp. desenvolvem a criptococose
recorrente mesmo apds receber o tratamento antifungico utilizado na clinica médica
(CHEN et al. 2017).

A forma como os fungos se adaptam em seu hospedeiro ainda nao esta
totalmente elucidada (BOYCE et al. 2017). Muitos estudos avaliam as caracteristicas
presentes nas células que facilitam as adaptacdes destes em ambientes hostis, o
que interfere na capacidade de causar a doenca, sendo categorizado por estes
autores como microevolugcao (BOYCE et al. 2017; CHEN et al. 2017). Desta forma,
entender quais alteragdes fenotipicas ocorrem nas células de Cryptococcus, como
contribuem para estas adaptagbes frente ao estresse causado pelos antifungicos
comumente utilizados na pratica clinica, e como estes fenétipos podem se alterar de
acordo com a ocorréncia de cada fenbmeno, € de extrema importancia, uma vez

que, estes fatores podem influenciar o curso da infeccao.
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3 OBJETIVOS

Avaliar as alteracbes morfofisiolégicas envolvidas na adaptagdo de C.

neoformans e C. gattiia AmB.

3.1 ESPECIFICOS

o Determinar a concentragao inibitéria minima (CIM) de C. neoformans e C.
gattii frente a AmB;

o Avaliar a capacidade de adaptacéo de diferentes linhagens de C. neoformans
e C. gattii a AmB;

o Analisar a morfometria das células selvagens e seus clones adaptados a AmB
quanto a espessura da capsula, diametro celular e relacédo superficie volume;

o Determinar o tempo de morte das linhagens selvagens e seus respectivos
clones adaptados a AmB;

o Determinar o tempo de crescimento das linhagens selvagens e seus
respectivos clones adaptados a AmB;

o Quantificar a produgdo de espécies reativas de oxigénio pelas células de
Cryptococcus apos desafio com AmB;

o Comparar as linhagens selvagens e seus clones adaptados a AmB através do
ensaio de fagocitose, e identificar diferencas entre o indice fagocitico, indice de
proliferacao celular e proliferacao intracelular e produgcao de espécies reativas;

o Verificar se ha sinergismo, indiferenca ou antagonismo na interacdo entre
AmB, FeTPPS e DETC em linhagens selvagens e seus clones adaptados a AmB.

o Verificar se ha alteragdo da peroxidacao lipidica das linhagens selvagens e
seus respectivos clones apos adaptagdo a AmB;

o Verificar se ha alteracdo do potencial zeta por linhagens selvagens e seus
clones adaptados a AmB.
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4 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi realizado utilizando linhagens de Cryptococcus

neoformans e Cryptococcus gatti, com os seguintes métodos descritos abaixo.

41 DECLARACAO DO COMITE DE ETICA

O protocolo para estudos em animais do presente estudo foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas

Gerais, Minas Gerais, Brasil, sob numero 88/2019 (Anexo A).

4.2 LINHAGENS E DESENHO EXPERIMENTAL

O estudo foi realizado com 10 linhagens de C. neoformans e 10 linhagens de
C. gattii, todas cedidas gentiimente pelo prof. Dr. Daniel Assis Santos, e
pertencentes a Colecdo de Culturas do Laboratério de Micologia, da Universidade
Federal de Minas Gerais (Quadro 1). As linhagens foram mantidas em Agar
Sabouraud Dextrose (ASD) a 4 °C.

Os ensaios de CIM, adaptagcdo a AmB e morfometria foram realizados para
todas as linhagens. Ja os demais testes foram realizados para duas linhagens de
cada espécie, sendo para as selvagens e as que apresentaram melhor adaptagao a

AmB no processo de evolugédo adaptativa (Quadro 1).



Quadro 1 - Linhagens de C. neoformans e C. gattii utilizadas neste estudo
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Linhagens de C. neoformans

Genatipo/Sorotipo

Origem

ATCC 28957 (ATCC ® 28957 ™)
ATCC 24067 (ATCC ® 24067 ™)

ND/Sorotipo D
ND/Sorotipo D

Clinica; Lesdo 6ssea humana

Clinica; Maryland, EUA

ATCC 62066 (ATCC ® 62066 ™) ND/Sorotipo A Clinica; Franga
ATCC H99 (ATCC ® 208821 ™) VNI/A Clinica; Nova York
ATCC WM148 (ATCC® MYA-4564™) VNI/ A Clinica, Australia
ATCC WM628 (ATCC ® MYA-4566 ™ ) VNIl / AD Clinica, Australia
ATCC WM629 (ATCC ® MYA-4567 ™) VNIV /D Clinica, Austrélia
ATCC WM626 (ATCC ® MYA-4565 ™) VNII/A Clinica, Australia
P3 ND /ND Clinica, Brasi
RN-01 ND /ND Clinica, Brasil
Linhagens de C. gattii Gendtipo/Sorotipo Origem
ATCC 32608 (ATCC ® 32608 ™) VGIIl/C Clinica, Califérnia
ATCC WM179 (ATCC ® MYA-4560 ™) VGI/B Clinica, Austrélia
ATCC WM161 (ATCC ® MYA-4562 ™) VGl /B Ambiental, San Diego
ATCC R265 (ATCC ® MYA-4093 ™) VGIlla/B Clinica, Canada
ATCC WM779 (ATCC ® MYA-4563 ™) VGIV/C Veterinaria, Africa do Sul
ATCC WM178 (ATCC ® MYA-4561 ™) VGII/B Clinica, Australia
L28/02 ND Clinica, Brasil
L27/01 VGl Clinica, Brasil
LMM&18 ND Clinica, Brasil
ICB 181 ND Ambiental, Brasil

4.3 DETERMINACAO DA CIM in vitro

MICRODILUICAO

Nota: ATCC: American Type Culture Collection; ND Nao determinado.
Em negrito linhagens adaptadas a anfotericina B.

A ANFOTERICINA B POR

As CIMs das linhagens de C. neoformans e C. gattii frente a AmB foram

determinadas pelo teste de microdiluicdo de acordo com o protocolo da Clinical &
Laboratory Standards Institute (CLSI M27-A3) (CLSI, 2008).

A diluicdo seriada da AmB foi realizada em meio em caldo Roswell Park

Memorial Institute (RPMI-1640) suplementado com 3-[N-morfolino]propano-acido

sulfénico (MOPS) na faixa de concentracéo de 0,03 a 16 mg/L.



38

ApoOs incubagao prévia por 48 h das linhagens de Cryptococcus, colbnias
isoladas foram coletadas e ressuspendidas em salina estéril, de modo a alcangar a
concentragdo de 1 a 5x10% UFC/ml. Em seguida, as amostras foram diluidas em
RPMI-1640 suplementado com MOPS até a concentracdo de 1 a 5x103 UFC/ml.

Em cada pogo das microplacas de 96 pogos foram adicionados 100 pL da
diluicdo do meio em caldo RPMI-1640 contendo o antimicrobiano em concentracao
decrescente e 100 pyL da suspensao das linhagens de Cryptococcus, de modo que o
indculo final foi de 0,5 a 2,5x10% UFC/ml. No controle positivo foi utilizado somente o
inéculo e no controle negativo foi utilizado apenas o meio.

As microplacas foram incubadas a 35 °C. Apds 72 h de incubacgao, as CIMs
foram determinadas visualmente dos pocos, sendo que 0s pog¢os sem turvacao
foram considerados que houve inibicdo do fungo.

O mesmo experimento também foi realizado utilizando o inéculo final de 0,5 a
2,5x10° UFC/ml. Todos os testes foram realizados em duplicatas em experimentos

independentes.

4.4  AVALIAGAO DA SUSCETIBILIDADE in vitro A ANFOTERICINA B EM AGAR

As 20 linhagens de Cryptococcus foram submetidas ao teste de suscetibilidade
a AmB em ASD. Suspensdes dessas linhagens foram preparadas contendo 1 a
5x10° UFC/ml. Uma aliquota de 100 pL foram inoculadas em placas de ASD
suplementado com concentragées de AmB variando de 0,03 a 16 mg/L. As placas
foram incubadas a 35 °C por 72 h. A CIM foi aquela onde n&o houve crescimento

visivel de colbnias.

4.5 EVOLUCAO ADAPTATIVA A ANFOTERICINA B

A evolucao adaptativa das linhagens de Cryptococcus foi realizada através de
passagens consecutivas em concentragdes crescentes de AmB conforme Oz et al.
(2014) com modificagbes. Para isso, suspensdes de todas as linhagens contendo 1

a 5x10% UFC/ml, foram preparadas e 100 pL inoculados em ASD suplementado com
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concentragdes sub-CIM de AmB. Apds 96 h de incubagao a 37 °C, o procedimento
foi repetido aumentando 72 da concentracdo da AmB a cada passagem até que a
resisténcia adaptativa fosse observada, através da concentracdo maxima de
crescimento.

A concentracdo maxima de crescimento frente a exposicdo de AmB (CMCE) foi
determinada como a maxima concentragcdo em que as linhagens conseguiram
crescer apos as passagens sucessivas em AmB.

As colbnias que cresceram na CMCE foram denominadas “expostas a AmB”.
As linhagens que conseguiram crescer em concentragdes iguais ou superiores a
CIM inicial, ou seja, tiveram a razdo CMCE/CIM maior ou igual a 1, foram
classificadas como “adaptadas”. As células de Cryptococcus que ndo passaram por
esse processo de evolugado foram chamados de selvagens.

Todos o0s clones expostos a AmB foram submetidos aos testes de
suscetibilidade a AmB em microdiluicdo conforme descrito no item 4.3, com o
objetivo de observar se aconteceria alteragcdo das CIMs.

Todos os clones expostos a AmB foram cultivados em dez passagens
consecutivas em ASD sem a presenca de AmB. ApoOs estas passagens, foram
realizados testes de susceptibilidade em ASD. Sera considerado como alteragao da

susceptibilidade quando ocorrer aumento ou redugao de 4x a CIM inicial.

4.6 VISUALIZACAO DO TAMANHO DA CELULA E CAPSULA

As células das linhagens selvagens e seus clones adaptados foram cultivados
em ASD por 72 h a 35 °C. Apods periodo de incubacgao, as células foram suspensas
em tinta naquim, visualizadas em microscopio Optico e registradas em fotos. Em
todas as linhagens, a espessura da capsula e o diametro celular foram mensuradas
em aproximadamente 50 células usando o programa Imaged 140 ¢
(http://rsb.info.nih.goV/ij/; National Institutes of Health (NIH); Bethesda, MD)
(ARAUJO et al. 2012) e expressos em micrdmetros (um). Posteriormente, a razdo
superficie sobre volume celular (S/V) foi calculada usando a féormula 3/raio e
expressa em um (MADIGAN et al. 2012).


http://rsb.info.nih.gov/ij/
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4.7 CURVA DE MORTE

As linhagens selvagens foram cultivadas em tubos contendo ASD e suas
respectivas linhagens adaptadas em ASD contendo CMCE de AmB por 72 h. O
indculo final foi ajustado com 0,5 a 2,5x10% UFC/ml conforme descrito no item 4.3.
Os testes foram realizados em placas de microdiluigdo de 96 pogos contendo as
concentragbes de CIM e duas vezes o valor de CIM (2xCIM) de AmB para cada
linhagem. Cada experimento continha um controle negativo constituido de 200 pL de
meio RPMI-1640 suplementado com MOPS, e um controle positivo com 100 pL de
in6culo e 100 pL de meio RPMI-1640 suplementado com MOPS.

As placas foram incubadas a 35 °C por 72 h e nos intervalos de 0, 6, 12, 24,
36, 48, 54 e 72 h aliquotas de 30 yL foram removidas de cada poco, plaqueadas em
placas de Petri contendo ASD e incubadas a 35 °C por 72 h. Ap6s o periodo de
incubacao, as unidades formadoras de colénias (UFC) foram contadas e construidas
as curvas de morte em fungdo do numero de UFC recuperadas ao longo do tempo
(PFALLER; SHEEHAN; REX, 2004).

4.8 CURVA DE CRESCIMENTO

A curva de crescimento das linhagens selvagens e dos clones adaptados a
AmB foi realizada de acordo com Meletiadis et al. (2001), com modificagbes. As
células de Cryptococcus em concentragbes de 0,5 a 2,5x10° UFC/ml foram
dispostas em microplacas de 96 pocos com RPMI-1640 suplementado com MOPS.
Estas microplacas foram incubadas em leitor de ELISA a 35 °C durante 72 h, as
leituras foram realizadas em comprimento de onda de 600 nm, com intervalos de 30
min e em quatro replicatas.

As fases de crescimento foram definidas a partir da construgcdo de um grafico
com os valores de absorbancia em logaritimos neperianos em relacédo ao tempo e
calculada a equagdo da reta para todas as linhagens. A fase de crescimento
exponencial foi definida entre os tempos de crescimento em que a equagao da reta
foi proxima a 1. Com isso foi possivel definir a fase de crescimento exponencial,

assim como a fase lag e fase estacionaria.
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4.9 MENSURAGCAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO APOS DESAFIO
COM ANFOTERICINA B

As linhagens selvagens e os respectivos clones adaptados a AmB foram
utilizadas para mensurar os niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO). Assim,
0,5 a 2,5x10° UFC/ml de células foram tratadas com a CIM de AmB diluidas em
RPMI-1640 suplementado com MOPS sem vermelho de fenol e incubados a 35 °C
com 10 mM de 2'7'-dichlorofluoresceina diacetato (DCFH-DA; Invitrogen, Life
Technologies). A fluorescéncia foi mensurada em um intervalo de tempo de até trés
horas utilizando um fluorimetro com comprimento de onda de excitagcdo de 485 nm e
emissdo de 530 nm. Os ensaios foram realizados em triplicatas e os resultados
expressos em unidades arbitrarias (UA) (FERREIRA et al. 2013).

410 PEROXIDAGAO LIPIDICA

Os produtos da peroxidagao lipidica foram mensurados por meio das
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) (HERMES-LIMA; STOREY,
1995). As linhagens selvagens e os respectivos clones adaptados foram cultivados
em ASD por 72 h a 35 °C. Para os tratamentos foram utilizados CIM de AmB, CIM
de peroxido de hidrogénio (H202) e para o controle foi utilizado apenas RPMI-1640
suplementado com MOPS. Apds incubados por trés h a 35 °C, os tubos foram
centrifugados a 1643 g por 5 min, os sobrenadantes foram removidos, as células
foram lavadas com agua destilada e o peso umido foi quantificado.

O centrifugado foi congelado e homogeneizado com 0,4 ml de acido fosforico
1,1%, 0,4 ml de uma solugéo contendo 1% de TBAR, 50 mM de NaOH e 0,1 mM de
butilhidroxitolueno (BHT) e 0,2 ml de uma solugdo com 7% de acido fosforico (todas
as solugdes foram mantidas geladas durante a manipulagao). Posteriormente, as
amostras em pH 1,5 foram aquecidas a 98 °C por 60 min, resfriadas em gelo e foram
adicionados 2,5 ml de butanol. As amostras foram agitaas vigorosamente e
centrifugadas a 2000 g por 5 min. A fase organica foi adicionada em cubetas de
quartzo e as absorbancias a 532 nm foram mensuradas em espectrofotdmetro. O
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branco foi definido pela troca da solugao de TBAR por uma solugédo de HCl a 3 mM.
Os valores de TBARS foram expressos usando o coeficiente de extingado molar de
156 mM-' cm-".

411 TESTE DE INTERACAO DA AmB COM SEQUESTRADOR DE
PEROXINITRITO E COM INIBIDOR DE SUPEROXIDO DISMUTASE IN VITRO

O teste de interagcdo da AmB com o sequestrador de peroxinitrito, 5,10,15,20-
tetrakis (4'-sulfonatofenil) porfirinato de ferro Il (FeTPPS) e dietilditiocarbamato
(DETC) foi realizado para as linhagens selvagens e seus respectivos clones
adaptadas. O método utilizado foi o de microdiluicdo quadriculada. Este
procedimento possibilita que drogas sejam combinadas em diferentes faixas de
concentragbes. Cada linhagem foi combinada com as respectivas drogas nas
seguintes faixas de concentragdo AmB 2 a 0,03 pg/ml, FeTPPS 400 a 0,29 uM e
DETC 32 a 0,003 mM. A combinacéao foi obtida adicionando aliquotas de 50 pL de
AmB aos poc¢os da microplaca de 96 pog¢os na orientagao horizontal, da mesma
forma que os outros compostos foram adicionados aos pocos em sentido vertical e
completado o volume final de 200 uL com a adigdo de 0,5 a 2,5x10° UFC/ml de
células. Todos os testes foram realizados em duplicada (SANTOS; BARROS;
HAMDAN, 2006).

A interacdo entre as drogas foi quantificada pelo indice de concentragéo
inibitéria fracionada (ICIF) e contruida a curva de interag&o. A interagdo foi calculada
para diferentes concentragdes e classificada em sinergismo quando ICIF < 0,5;
indiferente quando ICIF > 0,5 e < 4,0 e em antagonismo quando ICIF > 4,0 (ODDS,

2003). A ICIF foi calculada utilizando a seguinte formula:

CIM AmB Combinada + CIM FeTPPS ou DECT Combinado
CIM AmB Isolada CIM FeTPPS ou DECT Isolado

ICIF =
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4.12 ENSAIO DE FAGOCITOSE

O ensaio de fagocitose foi realizado conforme Oliveira et al. (2017), com
modificagdes. As linhagens selvagens e seus respectivos clones adaptados a AmB,

foram previamente cultivadas em ASD a 35 °C por 72 h.

4.12.1 Obtencao e diferenciacao das células precursoras de macroéfagos

As células precursoras de macréfagos foram obtidas da medula 6ssea de
camundongos C57BL/6. O animal foi eutanasiado com ketamina (80 mg/kg) e
xilazina (15 mg/kg), os fémures e tibias foram cuidadosamente extraidos e
adicionados a um tubo de polipropileno contendo PBS estéril e, posteriormente,
deixados em etanol 70% por 1 min. As células foram removidas utilizando meio
RPMI-1640 e uma seringa com agulha 0,70 x 25 mm e transferidas a um tubo de
polipropileno estéril (OLIVEIRA et al. 2017).

As células foram ressuspendidas em 10 ml de meio RPMI-1640 suplementado
com 20% de soro fetal bovino, 30% de sobrenadante de cultura de células L-929, 2
mM de glutamina, 25 mM de HEPES pH 7,2 e 100 unidades/ml de penicilina G
potassica. O sobrenadante das células L-929 contém quantidade significativa de
Fator Estimulante de Colbnias de Macréfagos (M-CSF, do inglés Macrophage-
Colony Stimulating Factor) que € um fator de crescimento essencial na diferenciacéo
de células progenitoras a macréfagos.

A suspensao de células foi colocada em placas de Petri e incubadas a 37 °C
com atmosfera contendo 5% de CO:2 por sete dias, sendo 0 meio renovado a cada
48 h. Ao fim dos sete dias, o sobrenadante foi descartado e a cultura de células
lavada com 5 ml de PBS estéril para eliminacdo das células ndo aderentes. Em
seguida, 3 ml de PBS contendo 10 mM EDTA foram adicionados as células e
incubadas no gelo por 10 min. As células aderidas a placa e ja diferenciadas em
macrofagos foram ressuspendidas e transferidas para tubo de polipropileno estéril.
As células foram centrifugadas a 200 g por 5 min a 4 °C e ressuspendidas em 5 ml
de meio RPMI-1640 contendo 10% soro fetal bovino, 2 mM de glutamina, 25 mM de
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HEPES pH 7,2, 100 unidades/ml de penicilina G potassica e 5% de sobrenadante de
cultura de células L-929. As células viaveis foram contadas usando Azul de Trypan,
plaqueadas em placas de cultura de 24 e 96 pocos, incubadas em estufa a 37 °C
com atmosfera contendo 5% de CO2. Apds 24 h, as células foram utilizadas para
ensaios de fagocitose, indice de proliferacdao celular, indice de proliferacéo
intracelular (IPR), quantificagcdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio
em trés e 24 h (OLIVEIRA et al. 2017).

4.12.2 Ensaio de fagocitose

Suspensdes de C. neoformans e C. gattii foram preparadas e contadas em
camara de Neubauer com azul de Trypan para infecgao dos macrofagos. As células
foram opsonizadas em soro murino a 10% por 1 h a 37 °C e ressuspendidas em
meio RPMI-1640 contendo 10% de soro fetal bovino. A quantidade de células viaveis
foi ajustada para 0,4x10° células por pogo na propor¢do de 2:1 de células de
Cryptococcus para macrofagos e adicionadas a cultura de macréfagos nas placas de
24 pogos contendo laminulas circulares de 13 mm. Em seguida, as placas foram
incubadas a 37 °C em atmosfera com 5 % de COz, por trés e 24 h apds a infeccéo
por Cryptococcus. ApoOs o0s periodos de incubagcdo, as laminulas foram
cuidadosamente retiradas, lavadas em PBS estéril, secas, fixadas com metanol
gelado, montadas em Iaminas e coradas com o corante pandtico rapido, conforme
sugerido pelo fabricante, para visualizacdo da fagocitose. A contagem dos
macrofagos foi realizada por meio de microscopia 6ptica e a capacidade fagocitica
foi expressa em percentual de células de Cryptococcus internalizadas (OLIVEIRA et
al. 2017).

4.12.3 Quantificacdo da producao de espécies reativas de oxigénio e

peroxinitrito no ensaio de fagocitose

A quantidade enddgena de espécies reativas de oxigénio (ERO) e peroxinitrito

(PRN) foi mensurada utilizando sondas especifica em um ensaio fluorimétrico
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(SOARES et al. 2011). Neste ensaio, as células obtidas da medula foram tratadas
como no ensaio de fagocitose descrito no item 4.11.2, diferindo apenas o meio, em
que foi utilizado o caldo RPMI-1640 sem fenol red. Apds os periodos de incubagao
de trés e 24 h, a mistura foi incubada a 37 °C por 30 min com 20 nM de DCFH-DA e
dihydrorhodamine 123 (DHR 123; Invitrogen, Life Technologies) para quantificagéo
de ERO e PRN, respectivamente. Posteriormente, a fluorescéncia em um fluorimetro
usando comprimentos de onda de excitacdo de 485 nm e emissdo de 530 nm foi
mensurada. Os ensaios para quantificacdo da producdo de ERO e PRN foram
realizados para as linhagens selvagens, seus respectivos clones adaptados e os
macrofagos, em sextuplicada, e os resultados foram expressos em unidades

arbitrarias de fluorescéncia.

4.12.4 Proliferagao Intracelular

A taxa de proliferacdo intracelular de Cryptococcus nos macréfagos foi
realizado conforme descrito por Ma et al. (2009). As células de Cryptococcus nao
internalizadas presentes no sobrenadante foram removidas e plaqueadas em ASD.
Em seguida, os pogos foram lavados com 200 yL de PBS. Os macréfagos aderidos
foram lisados apds 3 e 24 h com 200 pyL de agua esterilizada e incubados a 37 °C
por 30 min. Apds o periodo de incubacao, 50 uL do lisado foi coletado, plaqueado
em ASD e incubado a 35 °C por 72 h para determinacdo do numero de UFC. Os

resultados foram expressos em UFC/ml apds 3 e 24 h de inoculacéo.

4.12.5 Proliferacao celular

A taxa de proliferacdo intracelular e extracelular de Cryptococcus nos
macréfagos foram realizadas conforme descrito por Ma et al. (2009) com
modificagdes, como descrito no item 4.11.5. Aliquotas de 50 pL do lisado e 50 uL do

sobrenadante foram incubadas por 3 e 24 h e plaqueados em ASD. Em seguida o
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numero de UFC foi determinado em expressos em UFC/ml apés 3 e 24 h de

inoculacao.

413 MENSURAGCAO DO POTENZIAL ZETA

O potencial zeta (£) de células selvagens de C. neoformans e C. gattii e seus
respectivos clones adaptados foram calculados em um analisador de potencial zeta
(ZetaPlus, Brookhaven Instruments Corp., Holtsville, NY), como descrito por Ferreira
et al. (2015) com modificacdes. As medicdes foram feitas a 25 °C com adicao

proporcional de AmB para obtencao de concentracao de CIM, 2xCIM e 4xCIM.

4.14 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram analisados utilizando o software GraphPad Prism
version 5.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Os
resultados foram considerados como estatisticamente significativos quando o p valor
foi menor que o nivel de significancia de 0,05 (p<0,05).

Na curva de crescimento das linhagens, foi utilizado o parametro Area Sobre a
Curva (ASC) para comparar os grupos, utilizando uma integral com a finalidade de
encontrar a area desta curva, onde as mesmas sao definidas por equacgdes

diferenciais de primeira ordem.
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5 RESULTADOS

Os resultados abaixo sdo descritos para as linhagens selvagens e seus

respectivos clones adaptados a AmB de C. neoformans e C. gattii.

5.1  AVALIACAO DA SUSCETIBILIDADE in vitro A ANFOTERICINA B

Os valores de CIM obtidos no teste de susceptibilidade antifungica por
microdiluigdo em caldo RPMI-1640 com indculo contendo 103 UFC/mI das linhagens
selvagens apresentaram diferenca significa (p<0,05) em relagdo ao teste realizado
com o inéculo contendo 10° UFC/ml das mesmas linhagens de C. neoformans (0,13
e 0,34 ug/ml, respectivamente) e para C. gattii (0,19 e 0,36 ug/ml, respectivamente)
(Tabela 1).
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Tabela 1 - Concentracao inibitéria minima das linhagens selvagens e seus

respectivos clones adaptadas a anfotericina B de C. neoformans e C. gattii

CIM caldo 103 CIM caldo 10° CIM sdlido (ug/ml)
UFC/ml (ug/ml) UFC/ml (ug/ml)
Expostas
Apds Apds CMCE/CIM| apds 10
Linhagens Selvagem |exposicao|Selvagem|exposicdo|Selvagem|CMCE| sdlido |passagens
a AmB a AmB (ng/ml) em ASB
sem droga
C. neoformans
ATCC 28957 0,06 0,12 0,25 0,25 0,25 0,16 0,64 0,50
ATCC 24067 0,25 0,25 0,50 0,12 1,00 0,50 0,50 2,00
ATCC 62066 0,06 0,06 0,12 0,12 0,25 0,125 0,50 1,00
ATCC H99 0,12 0,06 0,50 0,50 1,00 0,50 0,50 1,00
ATCC WM148 0,25 0,03 0,50 0,50 0,25 0,39 1,56 1,00
ATCC WM 628 0,25 0,25 0,12 0,50 0,25 0,20 0,80 1,00
ATCC WM 629 0,06 0,25 0,50 0,12 0,25 0,16 0,64 0,50
ATCC WM 626 0,06 0,12 0,50 0,12 1,00 1,00 1,00 2,00
P3¢ 0,12 0,12 0,25 0,50 1,00 0,50 0,50 1,00
RN-01¢ 0,06 0,12 0,12 0,25 0,50 0,39 0,78 1,00
Média aritmética 0,13 0,14 0,34 0,30 0,58 0,39 0,74 1,10
Média geométrica| 0,11 0,12 0,28 0,25 0,47 0,32 0,69 0,93
C. gattii
ATCC 32608 0,12 0,12 0,50 0,50 0,25 0,32 1,28 0,50
ATCC WM179 0,12 0,25 0,25 0,25 0,25 0,20 0,80 0,50
ATCC WM161 0,25 0,25 0,50 0,50 0,25 0,50 2,00 1,00
ATCC R265 0,12 0,25 0,50 0,50 0,25 1,82 7,28 1,00
ATCC WM779 0,12 0,25 0,25 0,25 0,25 0,32 1,28 0,50
ATCC WM 178 0,25 0,06 0,25 0,50 0,25 0,32 1,28 1,00
L28/02¢ 0,25 0,25 0,12 0,50 0,25 0,20 0,80 0,50
L27/01¢ 0,25 0,12 0,25 0,25 0,12 0,09 0,72 0,50
LMM818¢ 0,25 0,12 0,50 0,50 0,50 0,39 0,78 1,00
ICB 1814 0,12 0,06 0,50 0,50 0,25 0,12 0,50 1,00
Média aritmética 0,19 0,17 0,36 0,43 0,26 0,43 1,67 0,75
Média geométrica| 0,18 0,15 0,33 0,41 0,25 0,3 1,19 0,71

Em negrito linhagens adaptadas com CMCE/CIM =1. Média de trés experimentos em duplicatas.
Nota: ©: isolados clinicos; : Isolados ambientais; ATCC: American Type Culture Collection; CIM
— concentracao inibitéria minima; AmB — Anfotericina B; CMCE - concentracdo maxima de
crescimento frente & exposicdo de anfotericina B em meio sélido; ASB — Agar Sabouraud
Dextrose.
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Quando analisadas as linhagens expostas a AmB, a CMCE foi 0,5 a 7,28
vezes maior em relagado a CIM das linhagens selvagens em meio sélido (Tabela 1).
Ressalta-se que duas linhagens de C. neoformans (ATCC WM148 e ATCC WM626)
e cinco linhagens de C. gattii (ATCC 32608; ATCC WM161; ATCC R265; ATCC
WM779 e ATCC WM178) conseguiram crescer em concentragbes iguais ou
superiores a CIM inicial em meio soélido. Essas linhagens foram consideradas
adaptadas. Cryptococcus gattii ATCC WM161 e ATCC R265 se destacaram, visto
que apresentaram razao CMCE/CIM de 2 e 7,28, respectivamente.

Os clones resultantes do processo de evolugdo adaptativa a AmB néo
apresentaram alteracdo na susceptilidade quando comparados as respectivas
linhagens selvagens pelo teste de microdiluicdo preconizado pela CLSI. Exceto a
linhagem de C. neoformans ATCC WM148 em indculo contendo 103 UFC/ml, pois
estas apresentaram redugao da susceptibilidade apos exposigao a AmB (0,25 - 0,03
pg/ml) (Tabela 1).

As linhagens expostas a AmB foram submetidas a 10 passagens suscessivas
em ASD sem a presenca de AmB. Assim, as linhagens de C. neoformans e C. gattii
ap6s evolugdo adaptativa em AmB e 10 passagens em meio sem droga né&o
alteraram a susceptibilidade apresentada inicialmente por suas respectivas
linhagens selvagens.

Foram realizados testes anteriores com indculos menores e observou-se que,
com o indculo de 10° UFC/mI, conseguiamos uma melhor quantificagdo do nimero

de colbnias em agar para realizar o teste de adaptacgao.

5.2 MORFOMETRIA

As células selvagens e seus respectivos clones adaptados a AmB de
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii foram analisadas em relagao a suas

caracteristicas morfoldgicas conforme descrito na tabela 2.
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Tabela 2 - Morfometria das linhagens selvagens e seus respectivos clones

adaptados a AmB de Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii

Linhagens 5:%2;8;112 Diametro | Relagdo S/V E:‘gzspsstrlz Diametro Relacdo S/V
(um) celular (um) (Mm) (um) celular (um) (Mm)
C. neoformans Selvagens Adaptadas
ATCC 28957 |0,50 + 0,08*| 2,78 + 0,04* | 2,20 + 0,04* | 0,61 £ 0,01* | 3,10+ 0,04* | 1,90 £ 0,03
ATCC 24067 |0,65+0,01*| 2,2+0,04* | 2,77 £ 0,05* | 0,54 + 0,01* | 3,23 + 0,03* | 1,87 + 0,02*
ATCC 62066 |0,50+0,01*| 1,68 +0,02* | 3,63 £ 0,06* | 1,34 + 0,02* | 4,55+ 0,05* | 1,33 +0,01*
ATCC H99 0,57 £ 0,01*| 1,82 £ 0,03* | 3,36 + 0,06* | 0,61 £ 0,09*| 2,02 + 0,03* | 3,01 + 0,05*
ATCC WM148 |0,55*0,01*| 3,61 £ 0,06* | 1,69 £ 0,03* | 0,52 £ 0,01*| 3,42 £ 0,05* | 1,78 + 0,03*
ATCC WM628 |0,47 £0,09*| 1,84 + 0,03* | 3,33 + 0,06* | 0,41 + 0,09 | 2,48 + 0,03* | 2,44 £ 0,03*
ATCC WM629 |0,95+0,03*| 3,98 +0,07* | 1,54 £ 0,02* | 0,61 + 0,01* | 2,93 + 0,04* | 2,07 + 0,03*
ATCC WM626 (0,63 +0,01*| 3,43+0,06 | 1,78 +0,03 |0,55+0,01*| 3,45+0,04 | 1,75%0,02
P3 0,61 +0,01 | 1,68 £ 0,02* | 3,60 £ 0,04* | 0,63 £ 0,02 | 2,07 £ 0,03* | 2,95 + 0,05*
RNO1 0,44 +£0,09 | 1,68 £0,01*| 3,59 +0,03* | 0,45+0,09 | 2,71 £0,02* | 2,21 + 0,02*
Média aritmética | 0,59+ 0,04 | 247 +0,29 | 2,75+0,27 | 0,63+0,08 | 3,00+0,24 | 2,13+0,17
C. gattii
ATCC 32608 |0,57 +0,01*| 1,38 + 0,02* | 4,39 £ 0,07* | 0,68 + 0,01* | 1,57 +0,02* | 3,89 + 0,06*
ATCC WM179 | 0,65+ 0,01 | 1,25+ 0,02* | 4,86 + 0,07* | 0,61 £ 0,01 | 1,44 £0,02* | 4,22 + 0,07*
ATCC WM161 |1,14 £0,06* | 4,55 + 0,14* | 1,38 + 0,04* | 0,66 + 0,05* | 3,78 + 0,13* | 1,86 * 0,04*
ATCC R265 |0,64 +0,02*| 3,57 + 0,04* | 0,81 + 0,08* | 0,27 + 0,03* | 1,72+ 0,17* | 1,67 £ 0,02*
ATCC WM779 | 0,75+0,02 | 1,57 +£0,03* | 3,79+ 0,06* | 0,81 £ 0,02 | 1,81 +£0,03* | 3,38 £ 0,06*
ATCC WM178 | 0,62 £ 0,09 | 1,37 + 0,02* | 4,48 + 0,08* | 0,64 + 0,01 | 1,51+ 0,02 | 4,06 + 0,08*
L28/02 0,66 £ 0,01*| 1,68 +0,02 | 3,61+0,05 |0,52+0,08*| 1,64+0,02 | 3,72+ 0,06
L27/01 1,13+ 0,02* | 1,45+ 0,02* | 4,22 £ 0,08* [ 1,08 £ 0,02*| 1,31 £ 0,03* | 4,57 + 0,08*
LMM818 0,72 +£0,01*| 3,77 £ 0,06* | 1,62 £ 0,03* | 0,63 £ 0,01*| 4,11 £ 0,06* | 1,49 + 0,02*
ICB 181 0,73+0,01*| 1,67 +0,02 | 3,65+0,06 |0,65+0,01*| 1,69+0,01 | 3,57 +£0,04
Média aritmética | 0,76 + 0,06 | 2,23+0,39 | 3,28+ 0,46 | 0,65+0,06 | 2,06 +0,32 | 3,24+ 0,36

AmB: Anfotericina B; S/V: superficie/volume. Os dados sao expressos em uM, apresentando a
média * erro padrdao de aproximadamente cinquenta células analisadas. Em negrito as
linhagens adaptadas a anfotericina B. Os asteriscos (*) representam a diferenga estatistica
(p<0,05) entre as linhagens adaptadas e selvagens.
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As linhagens de C. neoformans expostas a AmB apresentaram aumento
significativo (p<0,05) de 21,46% do didmetro celular (2,47 ym = 0,29 — 3,00 ym *
0,24) e uma redugédo de 22,55% da relagdo S/V (2,75 = 0,27 — 2,13 £ 0,17) em
relacdo as suas respectivas linhagens selvagens. Para as linhagens de C. gattii
expostas a AmB houve uma redugéao significativa (p<0,05) de 14,47% da espessura
da capsula (0,76 ym = 0,06 — 0,65 pm % 0,06) e reducdo de 7,62% do didmetro
celular (2,23 ym + 0,39 — 2,06 ym £ 0,32) em relagdo as suas respectivas linhagens
selvagens.

E importante observar que a linhagem de C. neoformans ATCC WM148
(CMCE/CIM = 1,0) e as linhagens de C. gatti ATCC R265 (CMCE/CIM = 7,28) e
ATCC WM161 (CMCE/CIM = 2,0) adaptadas a AmB apresentaram reducdo da
espessura da capsula, reducdo do didametro celular e aumento da relacdo S/V
(p<0,05). Ja a linhagem de C. neoformans ATCC WM626 (CMCE/CIM = 1,0) ndo
apresentou diferenca significativa para o diametro celular e relagéo S/V.

Na figura 4 sdo apresentadas células selvagens e seus respectivos clones
adaptados a AmB de C. neoformans ATCC WM148 (Figuras 4A e 4B,
respectivamente) e ATCC WM626 (Figuras 4C e 4D, respectivamente) e de C. gattii
ATCC WM161 (Figuras 4E e 4F, respectivamente) e ATCC R265 (Figuras 4G e 4H,
respectivamente). Assim é possivel observar as diferencas morfolégicas entre as

células, como a espessura da capsula e didametro celular.
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Figura 4 - Linhagens selvagens e de seus respectivos clones adaptados a AmB de

C. neoformans e C. gattii

C. neoformans C. neoformans C. neoformans C. neoformans

ATCC WM148 ATCC WM148 ATCC WM626 ATCC WM626
Selvagem Adaptada Selvagem Adaptada
F G

O)

ATCC WM161 ATCC WM161 ATCC R265 ATCC R265
Selvagem Adaptada Selvagem Adaptada

Representacdo fotografica das linhagens de Cryptococcus. (A) Cryptococcus neoformans
ATCC WM148 selvagem e (B) adaptada; (C) Cryptococcus neoformans ATCC WM626
selvagem e (D) adaptada; (E) Cryptococcus gatti ATCC WM161 selvagem e (F) adaptada;
(G) Cryptococcus gattii ATCC R265 selvagem e (H) adaptada. Imagens obtidas pelo
programa Imaged 1.40 g. Nota: ATCC: American Type Culture Collection.
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5.3 CURVA DE MORTE

Na figura 5 sdo apresentadas as curvas de morte das linhagens selvagens e
seus respectivos clones adaptados a AmB de C. neoformans ATCC WM 148 e
ATCC WM626 e C. gattii ATCC WM161 e ATCC R265. As células de Cryptococcus
foram expostas a CIM e duas vezes o CIM (2xCIM) de AmB durante 72 h. As duas
linhagens selvagens de C. neoformans apresentaram 0,1% de sobrevivéncia em
aproximadamente 24 h apés exposicdo da CIM. Ja as linhagens adaptadas de C.
neoformans ATCC WM 148 e ATCC WM626 apresentaram reducao de 99,9% de
sobrevivéncia apds 10 e 23 h de exposi¢cao a CIM de AmB, respectivamente. Para C.
gattii, a redugédo de 99,9% das células viaveis selvagens ocorreu em tempo menor,
em 5 h para a linhagem. As linhagens adaptadas de C. gattii ATCC WM161 e ATCC
R265 em CIM de AmB, apresentaram 0,1% de sobrevivéncia em aproximadamente
10 e 9 h, respectivamente, apds exposicdo a AmB.

Comparando o tempo de morte dessas linhagens selvagens com os clones
adaptados a AmB observamos um efeito linhagem dependente e por isso nao foi
possivel identificar padroes entre as linhagens. Uma vez que, para C. gattii ATCC
R265 que apresentou melhor adaptacdo com razdo de CMCE/CIM de 7,28 nao
houve alteragdo do tempo de morte da linhagem adaptada em relagdo a selvagem
quando expostas a de CIM ou 2xCIM de AmB. O mesmo comportamento foi
observado para C. neoformans ATCC WM626 na presenca de CIM de AmB, que foi
a linhagem com menor adaptagdo a AmB entre estas quatro linhagens, com razéo
CMCE/CIM igual a 1. Por outro lado, para C. gatti ATCC WM161 com razao
CMCE/CIM igual a 2, houve uma diferenga no tempo de morte, em que as linhagens
adaptadas sobreviveram por um tempo maior quando comparadas com as
selvagens, tanto em concentragdo de CIM quanto 2xCIM. Ja C. neoformans ATCC
WM148, com razdo de CMCE/CIM de 1,56, também apresentou diferenga no tempo
para reducao de 99,9% da populagdo, que neste caso as linhagens adaptadas
sobreviveram em menor tempo em relagao as selvagens.

Quando expostas a 2xCIM de AmB, todas as linhagens selvagens e os clones
adaptados a AmB apresentaram reducao do tempo de sobrevivéncia em relacdo a
CIM de AmB, exceto a linhagem selvagem de C. gattii ATCC WM161 e a linhagem
adaptada de C. neoformans ATCCWM148.
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Quando comparadas as linhagens selvagens com seus respectivos clones

adaptados a AmB em 2xCIM de AmB, as linhagens adaptadas apresentaram

aumento no tempo de sobrevivéncia em relagdo suas respectivas selvagens, como
C. neoformans ATCC WM148 (5 h — 10 h), ATCC WM626 (9 h — 11 h), e C. gattii
ATCC wm161 (5 h — 10 h) respectivamente, exceto para C. gattii ATCC R265 que

ambas apresentaram cinco horas de sobrevivéncia.

Figura 5 - Curva de morte das linhagens selvagens e seus clones adaptados a AmB

de C. neoformans e C. gattii
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Linhas tracejadas representam as linhagens selvagens e linhas continuas as linhagens
adaptadas. Linhas cinzas representam CIM de AmB e linhas pretas representam 2xCIM de AmB.
linha tracejada na horizontal representa redugéo de 99,9% da populagdo. Linhagens selvagens e
adaptadas em CIM e 2xCIM de anfotericina B de C. neoformans ATCC WM148 (A), C.
neoformans ATCC WM626 (B), C. gattii ATCC WM161 (C), C. gattii ATCC R265 (D).
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5.4 CURVA DE CRESCIMENTO

Na figura 6 estdo apresentados os graficos referentes ao crescimento das
linhagens selvagens e seus respectivos clones adaptados a AmB de C. neoformans

e C. gattii em relagao ao tempo.

Figura 6 - Curvas de Crescimento de Linhagens de Cryptococcus neoformans e

Cryptococcus gattii Selvagens e Adaptadas a Anfotericina B.

A
0.6
—— ATCC WM148 NA
ATCC WM148 A
< 0osd T ATCC WM626 NA
=) ATCC WM626 A
»
o
<
0.0 T T T T

Tempo (h)

— ATCC WM161 NA
ATCC WM161 A

“““ ATCC R265 NA
ATCC R265 A

Abs /| UA

0.0 T T T T

Tempo (h)

Linhas pretas representam as linhagens selvagens e linhas cinzas as
linhagens adaptadas. (A) Linhagens selvagens e adaptadas de C.
neoformans ATCC WM148 e ATCC WM626; (B) Linhagens selvagens
e adaptadas de C. gatti ATCC WM161 e ATCC R265. Dados
apresentados em unidades de absorbancia em relagédo ao tempo, com
leituras em comprimento de ondas de 600 nm, obtidos em dois
experimentos independentes em quatro replicatas.
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Observamos que houve uma redug¢ao sem diferenga significativa (p<0,05) entre
as curvas de crescimento das linhagens selvagens para as linhagens adaptadas
como visto pela area sob a curva das linhagens de C. neoformans ATCC WM148
(14,78 = 0,07 — 13,77 = 0,06, respectivamente) e ATCC WM626 (17,33 + 0,11 —
16,95 * 0,10, respectivamente) e para C. gattii ATCC WM161 (25,62 + 0,14 — 24,77
* 0,15, respectivamente), exceto para C. gattii ATCC R265 (14,00 + 0,05 — 14,95 +

0,07, respectivamente) (Tabela 3).

Tabela 3 - Area sob a curva de crescimento das linhagens selvagens e seus

respectivos clones adaptados a AmB de C. neoformans e C. gattii

Linhagens Selvagens Adaptadas
C. neoformans ATCC WM148 14,78 £ 0,07 13,77 £ 0,06
C. neoformans ATCC WM626 17,33+ 0,11 16,95+ 0,10
C. gattii ATCC WM161 25,62 +0,14 24,77 £ 0,15
C. gattii ATCC R265 14,00 + 0,05 14,95 £ 0,07

Dados apresentados em média £ erro da média, obtidos em dois
experimentos independentes em quatro replicatas.

As fases de crescimento foram determinadas a partir dos dados de
absorbancia em logaritimos neperianos. Com isso, foi criado uma equacao da reta
para diferenciacdo da fase de crescimento exponencial, sendo esta fase
considerada quando o intervalo determinado apresentava r? proximo a 1. Estas fases

de crescimento podem ser analisadas na figura 7.



57

Figura 7 - Curvas de crescimento das linhagens selvagens e seus respectivos clones

adaptados a AmB de C. neoformans e C. gattii
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Curvas de crescimento das linhagens selvagens e seus respectivos clones adaptados a AmB de
C. neoformans ATCC WM148 (A e B); ATCC WM626 (C e D) e C. gattii ATCC WM161 (E e F)
ATCC R265 (G e H) em relagado ao tempo. Pontos azuis correspondem a fase de crescimento
exponencial. Linha continua verde representa a linha de tendéncia.

As linhagens adaptadas quando comparadas com suas respectivas linhagens

selvagens apresentaram aumento no tempo de duragéo da fase lag, exceto para a

linhagem adaptada de C. neoformans ATCC WM148 (12 — 14 h, respectivamente). A

duracdo da fase de crescimento exponencial das linhagens selvagens e seus

respectivos clones adaptados, apresentaram tempos de duracdo semelhantes,

exceto para a linhagem C. neoformans ATCC WM626 (37 — 11 h, respectivamente).

Do mesmo modo, essa linhagem selvagem de C. neoformans ATCC WM626

apresentou a maior duragao da fase de crescimento exponencial (37 h).
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5.5 MENSURACAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO APOS DESAFIO
COM ANFOTERICINA B

Apos tratamento com CIM de AmB, que é um agente oxidante e indutora de
estresse oxidativo e nitrosativo, as células selvagens e seus clones adaptados a
AmB de C. neoformans ATCC WM148 e ATCC WM626 aumentaram a producgao de
espécies reativas de oxigénio apos 3 h (152,4 e 128,7 UA, respectivamente) em
comparagao as células que nao receberam o mesmo tratamento (111,7 e 103 UA,
respectivamente). Do mesmo modo, as células selvagens e adaptadas de C. gattii
ATCC WM161 e ATCC R265 que receberam o tratamento, apresentam aumento da
producao de espécies reativas de oxigénio (147,1 e 126,3 UA, respectivamente) em
relacdo as células que nao receberam este mesmo tratamento (112,4 e 104,8 UA,
respectivamente), como apresentado na figura 8.

As linhagens selvagens tratadas com AmB de C. neoformans e de C. gattii
(152,4 e 147,1 UA, respectivamente), apresentaram maior producdo de EROs
quando comparadas aos clones adaptados e tratadas com AmB (128,7 e 126,3 UA,
respectivamente) (Figuras 8A e 8B). Assim, a producdo aumentada de EROs foi

independente se a linhagem era selvagem ou adaptada a AmB.
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Figura 8 - Producgao de espécies reativas de oxigénio por linhagens selvagens e

seus respectivos clones adaptados a AmB de C. neoformans e C. gattii na presenca

ou auséncia de AmB
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Producgéo de espécies reativas de oxigénio por células de C. neoformans (A) e de
C. gattii (B) selvagens e clones adaptados a AmB tratadas e ndo tratadas com
anfotericina B em relagdo ao tempo. As curvas em cores cinzas representam as
linhagens tratadas com anfotericina B; as curvas pretas as linhagens nao tratadas
com anfotericina B; as linhas pontilhadas as linhagens selvagens e as linhas
continuas os clones adaptados. As setas para baixo ou para cima representam
diferenca significativa (p<0,05) entre as linhagens tratadas e n&o tratadas nos
tempos determinados. As linhagens foram tratadas com 0,5 pg/ml de anfotericina B
para a leitura em 3 h. Dados apresentados em unidades de absorbancia em relagao
ao tempo, com leituras em comprimentos de onda a 485 nm, obtidos em dois

experimentos e em quatro replicatas.
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Os dados de peroxidacgao lipidica das linhagens selvagens e seus respectivos

clones adaptadas a AmB de C. neoformans e C. gattii tratadas ou n&o por 3 h com
CIM de AmB e CIM de H202 (Tabela 4) estdo apresentados na figura 9.

Tabela 4: CIM de perdxido de hidrogénio para as linhagens selvagens e seus

respectivos clones adaptados a AmB de C. neoformans e C. gattii

Linhagens Selvagens Adaptadas
(g/ml) (g/ml)
C. neoformans ATCC WM148 0,0026 0,0026
C. neoformans ATCC WM626 0,0053 0,0026
C. gattii ATCC WM161 0,0053 0,0053
C. gattii ATCC R265 0,0053 0,0053

Concentragédo inibitéria minima de peroxido de hidrogénio para
linhagens selvagens e seus clones adaptados de Cryptococcus.
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Figura 9 - Peroxidagao lipidica de linhagens selvagens e seus respectivos clones

adaptados a AmB de C. neoformans e C. gattii tratadas ou ndo com AmB e H202

ATCC WM148 ATCC WM626

20 201 .NA
O

o n

o o

= =

£ £

o107 =101

© 3

< < *

o o

= =

o.-_-j|.||.|. o.-_-jllllll

Controle AmB H202 Controle AmB H202 Controle AmB H202 Control AmB H202
Selvagem Adaptada Selvagem Adaptada

ATCC WM161

ATCC R265

N
o

N
o
1

H
:
TBARS (mMOL)
H

TBARS (mMOL)

D.._-jlfllﬁlfl

T
Controle AmB H202 Controle AmB H202 Con H202 ol H202

——

Adaptada

trole AmB
-

Selvagem Adaptada Selvagem

Peroxidagéo lipidica de C. neoformans e C. gattii em trés h de tratamento. Linhagens selvagens e
adaptadas de C. neoformans ATCC WM148 (A); C. neoformans ATCC WM626 (B); C. gattii ATCC
WM161 (C) C. gattii ATCC R265 (D). Barras pretas representam as linhagens selvagens e as
barras brancas as linhagens adaptadas. Asteriscos indica diferenga significativa (p<0,05) em
relagdo ao controle. AmB — anfotericina B; H>O, — perdxido de hidrogénio. Valores expressos em
mMOL, em experimento realizado em triplicata.

As linhagens selvagens e seus clones adaptados a AmB quando tratadas com
CIM de AmB apresentaram maior producdo de TBARS em relagcdo as nao tratadas,
exceto para C. gattii ATCC WM161 e ATCC R265. E importante ressaltar que todas
as linhagens selvagens e adaptadas tratadas com CIM H20:2 apresentaram aumento
da producdo de TBARS em relacdo as linhagens nao tratadas, porém néo
apresentaram diferencga significativa (p<0,05) (Figura 9).

As linhagens adaptadas de C. neoformans ATCC WM148 e C. gattii ATCC
ATCC R265 sem tratamento e as tratadas com AmB ou H202 tiveram menor
linhagens

producdo de TBARS quando comparadas com suas respectivas

selvagens. A linhagem adaptada de C. neoformans ATCC WM®626 nao tratada e
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tratada com AmB apresentou maior producao de TBARS, e as tratadas com H20:2
apresentaram menor produg¢ao que suas respectivas selvagens e com as de mesmo
tratamento. Comparando as linhagens adaptadas com suas respectivas selvagens e
com as de mesmo tratamento, C. gattii ATCC WM161 nao tratada e na presenga de
H202 apresentou aumento da producédo de TBARS, diferentemente da linhagem
tratada com AmB que apresentou uma reducgéo, porém nao apresentaram diferenca
significativa (p<0,05), como apresentada na figura 9.

De forma geral, n&o foram observadas diferengas significativas (p<0,05) entre
as linhagens selvagens e adaptadas, que nao foram tratadas com as que receberam
tratamentos com AmB ou H202, exceto para a linhagem de C. neoformans ATCC

WM626 selvagem na presenga de H202 em relagéo ao seu respectivo controle.

57 TESTE DE INTERAGAO DA AmB COM SEQUESTRADOR DE
PEROXINITRITO E COM INIBIDOR DE SUPEROXIDO DISMUTASE /N VITRO

Os indices de concentracao inibitéria fracionada da interacdo entre AmB e
FeTPPS que é um sequestrador de peroxinitrito e DETC um inibidor de superéxido
dismutase (SOD) para cada linhagem selvagem e seus clones adaptados a AmB de

Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii sdo apresentados na tabela 5.
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Tabela 5: indice de concentracéo inibitéria fracionada da interagédo entre AmB e

sequestrador de peroxinitrito e inibidor de superoxido dismutase

CIM AmB Média ICIF Média ICIF
Linhagens selvagens FeTPPS/Interacdo DECT/Interac&o
C. neoformans ATCC WM148 0,25 2/Indiferente 0,5/Indiferente
C. neoformans ATCC WM626 0,25 2/Indiferente 1/Indiferente
C. gattii ATCC WM161 0,12 4/Indiferente 1/Indiferente
C. gattii ATCC R265 0,12 4/Indiferente 1/Indiferente
Linhagens adaptadas a AmB
C. neoformans ATCC WM148 0,5 1/Indiferente 2/Indiferente
C. neoformans ATCC WM626 0,5 0,5/Indiferente 2/Indiferente
C. gattii ATCC WM161 0,5 1/Indiferente 1/Indiferente
C. gattii ATCC R265 0,25 2/Indiferente 2/Indiferente
Interacdo de AmB, FETPPS e DETC. CIM — Concentracgao inibitéria minima; ICIF — indice de
concentracdo inibitoria fracionada; FeTPPS - 5,10,15,20-tetraquis (4'-sulfonatofenil)

porfirinato de ferro lll; DETC - dietilditiocarbamato.

A combinacdo entre a AmB e o sequestrador de peroxinitrito e o inibidor de
superéxido dismutase apresentou para todas as linhagens selvagens e seus
respectivos clones adaptados a AmB uma interagao indiferente entre eles, como

apresentado na figura 10.
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Figura 10 - Teste de interagdo da AmB com o sequestrador de peroxinitrito e inibidor
de superéxido dismutase em linhagens selvagens e adaptadas a AmB de C.

neoformans e C. gattii
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Teste de interagdo entre AmB, FETPPS e DETC. Linhas tracejadas claras apresentam as
linhagens selvagens e as continuas escuras as adaptadas. Linhagens selvagens e
adaptadas de C. neoformans ATCC WM148 (A) e ATCC WM626 (B); C. gattii ATCC WM161
(C) e ATCC R265 (D); C. neoformans ATCC WM148 (E) e ATCC WM626 (F); C. gattii ATCC
WM161 (G) e C. gattii ATCC R265 (H).
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5.8 ENSAIO DE FAGOCITOSE

No ensaio de fagocitose foi possivel observar um aumento do indice fagocitose
dos clones adaptados a AmB de C. neoformans e C. gattii no tempo de 24 h em
relacdo a suas respectivas selvagens (Figura 11). No tempo de 3 h, a linhagem de
C. neoformans ATCC WM148 apresentou uma redugdo no indice de fagocitose
(Figura 11A), diferentemente da linhagem de C. gatti ATCC WM161 (Figura 11B)
que apresentou aumento. Por outro lado, para as demais linhagens nao foi

observada diferenca significativa (p<0,05) neste tempo.
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Figura 11 - indice de fagocitose das linhagens selvagens e seus respectivos clones

adaptados de C. neoformans e C. gattii
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indice de fagocitose das linhagens selvagens e clones adaptados de C. neoformans ATCC
WM148 (A), C. neoformans ATCC WM626 (B), C. gatti ATCC WM161 (C), e C. gattii ATCC
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5.8.1 Quantificagao da produgdo de espécies reativas de oxigénio e

peroxinitrito no ensaio de fagocitose

O estresse oxidativo/nitrosativo gerado durante a fagocitose também foi
avaliado apdés 3 e 24 h de inoculagdo de células Cryptococcus juntamente com
macrofagos, conforme mostrados na figura 12.

Figura 12 - Indugao da producéo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio em
macréfagos por linhagens selvagens e seus clones adaptados AmB de C.

neoformans e C. gattiiem 3 e 24 h de fagocitose

1200 - 1200 - .-
O~
< <
= ]
s -
o .
@ 600 2
@ i
o @ 600
c o
E [
5 <
3 3 —_
c — — — — T . *
gt Smml STmal S=mi NmsE. o-.ll || || ||
148 148 626 626 161 161 R265 R265 /E 148 148 626 626 161 161 R265 R265 /&
\ - | A L ,
oo | I ot |
C. neoformans C. gattii C.neoformans C. gattii
12007 12007 ——
T — —
— _— e e
< <
= )
o - X
S -
c o
@ 600 @ 600
o
c —A ¢ | b { t | -
2 o
) * °
3 - E
) . . I )
0- T T T T T 0-
148 148 626 626 161 161 R265 R265 & 148 148 626 626 161 161 R265 R265 /&
L , ' .
} | ' i _— 1
C.neoformans C. gattii C.neoformans C. gattii

Produgéo de espécies reativas de oxigénio e peroxinitrito em macréfagos pelas linhagens
selvagens e clones adaptadas de C. neoformans e C. gattiiem 3 (A e C, respectivamente)
e 24 h (B e D, respectivamente) de fagocitose. As barras pretas indicam as linhagens
selvagens, as barras brancas indicam os clones adaptados e as barras cinzas indicam os
macrofagos. As linhas conectoras indicam diferenga significativa (p<0,05) entre os clones
adaptados e linhagens selvagens. Os asteriscos indicam diferenga significativa (p<0,05)
entre os macréfagos e todas as linhagens analisadas. Resultados expressos em unidades
de absorbancia, com leituras em comprimento de onda em 485 nm, obtidos em dois
experimentos e em quatro replicatas.
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Os resultados demonstraram que os macréfagos desafiados com os clones
adaptados tiveram maior producao de ERO (Figura 12A) e PRN (Figura 12C) que os
macrofagos desafiados com as linhagens selvagens no tempo de 3 h, com exceg¢ao
da linhagem de C. neoformans ATCC WMG626. No tempo de 24 h, os macrofagos
desafiados com os clones adaptados de C. neoformans ATCC WM148, C. gattii
ATCC WM161 e ATCC R265 tiveram maior producédo de PRN quando comparados
aos desafiados com as respectivas células selvagens (Figura 12D). O mesmo
aconteceu para ERO nas linhagens C. neoformans ATCC WM148 e C. gattii ATCC
WM161 (Figura 12B). Ja os macréfagos desafiados com os clones da C. neoformans
ATCC WM 626 continuaram a produzir menor quantidade de ERO que aqueles

desafiados com as células selvagens (Figura 12B).

5.8.2 Proliferagao Celular

Na figura 13 sao representados os indices de proliferagcao de C. neoformans e
C. gattii apés 24 h de fagocitose. O indice de proliferacdo intracelular é a
proliferagdo somente dentro das células de macréfagos, ja a proliferagéo celular,

considera a proliferacdo intra e extracelular das células de macrofagos.
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Figura 13 - indice de proliferagéo das linhagens selvagens e seus clones adaptados
a AmB de C. neoformans e C. gattii apos 24 h de fagocitose
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dois experimentos e em quatro replicatas.
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Quando analisado os indices de proliferagcéo intracelular das linhagens de C.
neoformans e C. gattii, observa-se que apenas os clones adaptados a AmB de C.
neoformans ATCC WM148 apresentaram uma reducao da proliferacdo em relacao a
linhagem selvagem (Figura 13A). Por outro lado, apenas os clones adaptados a
AmB de C. gattii apresentaram maior proliferagdo celular que suas respectivas

células selvagens (Figura 13B).

5.9 ANALISE DE POTENCIAL ZETA

O potencial zeta das células selvagens e seus respectivos clones adaptadas a

AmB de C. neoformans e C. gattii sdo apresentados na figura 14.
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Figura 14 - Analise de potencial zeta de células selvagens e adaptadas a AmB de C.
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realizado em ftriplicata.
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Todas linhagens de C. neoformans selvagens quando expostas a
concentragcbes crescentes de AmB nao apresentaram alteragbes significativas
(p<0,05) no potencial elétrico da membrana. Ja as linhagens adaptadas a AmB de C.
neoformans apresentaram uma redug¢ado da magnitude negativa do potencial elétrico
em concentragdes crescentes de AmB, com diferenca significativa (p<0,05) como
mostrado na figura 14.

Cryptococcus gatti ATCC WM161 selvagem apresentou redugédo do potencial
elétrico quando exposto as diferentes concentragbes de AmB avaliadas (Figura
14E), diferentemente do seu respectivo clone adaptado a AmB (p<0,05) (Figura
14F). Cryptococcus gattii ATCC R265 selvagem apresentou redu¢cao da magnitude
elétrica negativa apenas quando adicionada a concentracdo de 2xCIM (Figura 14G),
porém na linhagem adaptada a AmB houve aumento do potencial elétrico negativo
celular em todas as concentragbes de AmB avaliadas (Figura 14H). Assim, pode ser
que a adaptagdao a AmB sofrida por esta linhagem, que apresentou a maior razdo de

CMCE/CIM pode ter influenciado na capsula e potencial elétrico destas células.
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6 DISCUSSAO

As trés principais familias de antifungicos utilizadas no tratamento clinico de
diversas infecgbes fungicas sdo compostas pelos polienos, azois e equinocandinas
(ALASTRUEY-IZQUIERDO et al. 2015). O uso indiscriminado destes, induziram uma
pressdo seletiva sobre as cepas e assim, emergéncia da resisténcia por
desenvolvimento de uma resisténcia secundaria ou uma substituicdo de espécies
susceptiveis por resistentes (ALASTRUEY-IZQUIERDO et al. 2015).

Os métodos de microdiluicdo sao realizados devido a necessidade de vigilancia
da resisténcia antifungica, principalmente pelo aumento de cepas resistentes
associadas a falha do tratamento. Dessa forma, a CLSI M27-A3 indica para AmB
inibicdo de 100% do crescimento fungico visivel no teste de susceptibilidade
antifungica (ALASTRUEY-IZQUIERDO et al, 2015). Este trabalho foi realizado
seguindo este parametro para determinagéo da CIM de AmB, de acordo com a CLSI
M27-A3. Observamos que apos a adaptagdo a AmB, as linhagens apresentavam a
mesma susceptibilidade inicial no teste de microdiluigdo. O mesmo ocorreu no teste
de susceptibilidade em agar, quando as linhagens expostas foram cultivadas 10
vezes consecutivamente em meio sem droga.

Neste trabalho observamos que a CIM para as linhagens selvagens variou de
0,12 e 0,25 ug/ml. Semelhantemente, Carneiro et al. (2019), ao analisar 13
linhagens de C. gattii observaram que no teste de microdiluicio em caldo com
indculo em 1 a 5x10% UFC/ml em AmB, os valores de CIM variaram de 0,25 a 0,5
pg/ml. Apds a adaptagdo das linhagens selvagens a AmB, seus clones adaptados
apresentaram a mesma susceptibilidade inicial. O mesmo foi observado por Ferreira
et al. (2015), que identificaram e classificaram o nivel de heterorresisténcia de
linhagens de C. gatti em concentragdes crescentes de itraconazol e apds 10
passagens em meio sem droga, observaram que as linhagens apresentavam a
mesma susceptibilidade inicial. Do mesmo modo, Varma; Kwon-Chung (2010), que
ap6s adaptacdo de linhagens de C. gatti em fluconazol, e apds passagens
suscessivas em meio sem droga, estas retornaram a susceptibilidade anterior.

Mecanismos de microevolugéo permitem que microrganimos desenvolvam uma
capacidade de se adaptarem a diferentes condicbes adversas em um curto espaco

de tempo (CHEN et al. 2017). Esses mecanismos sao estimulados por mudangas do
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ambiente, conduzindo a patogénese e alteracdo do nicho ecoldgico desses
microrganismos (DAMBUZA et al. 2018). No curso de uma infecgdo, a
microevolugdo pode selecionar subpopulagdo de uma populagao, fazendo com que
essa subpopulacdo adquira novos tracos que aumentem a viruléncia. Essas
alteragcbes podem ser decorrentes de mutagdes ja existentes ou adquiridas em
resposta ao ambiente, pelo processo de evolugao adaptativa (BOYCE et al, 2017).
Entender esses fatores, sua influéncia na adaptagcado ao hospedeiro e a reducéo da
susceptibilidade aos medicamentos se destacam como objetivos para busca de
novas estratégias e/ou medicamentos para estas infecgoes (CHEN et al. 2017).
Neste estudo observamos que as 10 linhagens de C. neoformans e 10 linhagens de
C. gattii apos evolugao adaptativa obtiveram em média uma razdo de CMCE/CIM de
1,2 em meio ASD. No entanto, a susceptibilidade foi mantida apds a evolucao
adaptativa, confirmada pelo teste de susceptibilidade.

E importante observar que os resultados encontrados no ensaio de tempo de
curva de morte foram linhagem-dependente tanto para as linhagens selvagens como
para as linhagens adaptadas. Na curva de tempo de morte pode ser definido o
tempo de duragédo minimo suficiente para reduzir 99 % da populagédo microbiana em
um tratamento fungicida (BRAUNER et al. 2016). Neste trabalho, as linhagens
quando submetidas em concentragdao de CIM de AmB sua agao fungicida foi em
aproximadamente entre cinco e 24 h apds exposi¢cdo. Pappalardo et al. (2009)
analisaram 40 isolados de C. neoformans obtidos de 20 pacientes com SIDA e
meningite criptocdcica. Estes isolados foram submetidos a 1 ug/ml de AmB e sua
atividade fungicida ocorreu entre seis e 48 h apds incubacao, tempo semelhante ao
encontrado na curva de morte do presente trabalho.

Na curva de crescimento das linhagens estudadas observamos algumas
variacdes no tempo de duracédo das fases de crescimento. A fase lag € importante
para adaptacao, sintese de enzimas e metabdlitos necessarias ao meio no qual as
células estéo inseridas (MADIGAN; BROCK, 2016). Nesta fase observamos que as
linhagens que passaram pelo processo de evolugdo adaptativa a AmB aumentaram
o tempo necessario para essa adaptagcao em relacédo as linhagens selvagens de C.
neoformans ATCC WM626 (19 — 18 h) e C. gattii ATCC WM161 (11 — 7 h) e ATCC
R265 (16 — 14 h), respectivamente, exceto a linhagem de C. neoformans ATCC

WM148 (12 — 14 h). A fase exponencial € influenciada por caracteristicas do meio na
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qual as células estao inseridas, assim como suas caracteristicas proprias. Células
menores apresentam uma vantagem metabdlica significativa em seu crescimento
(MADIGAN; BROCK, 2016). Assim, as linhagens que apresentaram os maiores
tempos de duragéo da fase exponencial (37 — 14 h, respectivamente) foi a linhagem
selvagem de C. neoformans ATCC WM626 e a linhagem adaptada C. gattii ATCC
R265, que foram as células com menores diametro vistas pela morfometria (3,43 pm
+ 0,06 e 1,72 ym = 0,17, respectivamente), as demais linhagens apresentaram
tempo de duracéo similares.

Um dos principais fatores de viruléncia de leveduras é a presencga de capsula.
Esta tem a capacidade de conferir resisténcia contra estresses, como a
desidratagédo, espécies reativas e compostos antimicrobianos (ZARAGOZA et al.
2011; ZARAGOZA et al. 2008). Assim, a capsula pode interferir na resposta imune
do hospedeiro, devido suas propriedades antifagociticas. No curso de uma infecgao,
as células de C. neoformans podem sofrer alteracbes no tamanho total de suas
células. Em uma célula normal de C. neoformans in vitro, o tamanho celular varia de
5 a 7 um, no entanto durante a infecgdo, sdo encontradas leveduras que variam de 1
a 100 um de tamanho (ZARAGOZA et al. 2011). Neste trabalho, ap6s adaptacao ao
estresse com AmB, foi observado redugao da espessura da capsula e aumento da
relacdo superficie e volume, com excecao da linhagem de C. neoformans ATCC
WM626, possivelmente por ser a linhagem que apresentou menor adaptagdo a
AmB. Assim, células menores se adaptam mais rapidamente a mudancas de
condigcbes ambientais em comparagao as células maiores (FERREIRA et al. 2015).
Comparadas com as células maiores, estas apresentam maior capacidade em
estabelecer trocas de nutrientes e também produtos de excrecéo. Isso confere uma
vantagem metabdlica significativa que pode afetar o crescimento e outras
propriedades (MADIGAN; BROCK, 2016).

Quando analisada a capacidade de Cryptococcus produzirem ERO frente a
AmB, que é uma indutora de estresse oxidativo e nitrosativo (FERREIRA et al.
2013), percebe-se que os clones adaptados apresentaram menor produgdo de ERO
quando comparada as selvagens. Isso pode ter ocorrido devido a adaptacido a esse
agente oxidante. Ferreira et al. (2013), apos tratar a linhagem de C. gattii 32068 com
a CIM de AmB, observaram que este tratamento resultou em uma producao

significativamente aumentada de ERO. Sendo assim, é possivel que estas células
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tenham aumentado sua capacidade antioxidante, o que possibilitou sobrevivéncia
aos ERO (FERREIRA et al. 2013).

A combinacdo de compostos com antifungicos teve por objetivo observar se
houve uma interagdo sinérgica, antagbnica ou indiferente entre eles. Assim,
combinamos FeTPPS que € um sequestrador de peroxinitrito e DETC um inibidor de
superéxido dismutase (SOD) com a AmB. Isso possibilitou ter uma ideia da
influéncia das enzimas antioxidantes na adaptagao dessas linhagens submetidas ao
teste com AmB (FERREIRA et al. 2013). Conforme resultados obtidos, as linhagens
selvagens e adaptadas de C. neoformans e C. gatti apresentaram indiferenca diante
da interacdo com a AmB. Possivelmente, quando combinadas com o inibidor de
superoxido dismutase e o sequestrador de peroxinitrito e com a AmB estas
linhagens apresentaram outros mecanismos antioxidantes que compensaram a agao
e nao intereferiram com a auséncia da SOD.

As células de Cryptococcus adaptadas a AmB, quando tratadas com CIM de
AmB e H202 n&o apresentaram diferenga significativa (p<0,05) na peroxidagéo
lipidica em relagdo ao controle, exceto a linhagem de C. neoformans ATCC WM626
na presenca de peréxido de hidrogénio. Com o objetivo de avaliar a formacao de
TBARS, Alves et al. (2017) utilizou o eugenol para tratamento de linhagens de C.
neoformans e C. gattii e observaram altos niveis de TBARS, indicando danos aos
lipidios. Ja Ferreira et al. (2015) ao induzir heterorresisténcia em linhagens de C.
gattii observou que as linhagens heterorresistentes tinham uma produgéo de TBARS
reduzida em relagdo as selvagens. Assim, as células heterorresistentes se
adaptaram ao estresse oxidativo causado pelo itraconazol, sobreviveram a este
estresse e a peroxidacdo lipidica pela ativacdo de sua maquinaria antioxidante
(FERREIRA et al. 2015). Provavelmente, o mesmo pode ter ocorrido neste trabalho,
em que as células adaptadas ao estresse oxidativo causado pela AmB, pode ter
acionado sua maquinaria antioxidante e sobrevido a este estresse e a peroxidagao
lipidica.

E interessante notar que apds ser fagocitado pelas células fagociticas, o
Cryptococcus induz mecanismos que o possibilita escapar destas células. Tem-se
postulado que esse mecanismo de escape possa ocorrer por algum desses
mecanismos. Por lise das células dos fagdcitos (MAY et al. 2016), quando ha

proliferacdo da célula fungica e ocorre lise da membrana celular do fagocito (MA et
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al. 2006). Por expulsdo néao litica dos fungos, conhecido como vomocitose ou
extrusdo, que induz a fusdo da membrana fagossébmica com a membrana
plasmatica, resultando na expulsdo dessas células do fagécito (MAY et al. 2016) e
ambas células permanecem vivas (MA et al. 2006). Outro mecanismo é por
transferéncia lateral direta das leveduras para outras células do hospedeiro (MAY et
al. 2016).

Assim, de forma geral observamos que as células adaptadas apresentaram
uma reducgao da espessura da capsula e do diametro celular. Com isso, houve uma
reducao do potencial elétrico negativo na superficie dessas células na presenga do
estresse causado pela AmB em algumas concentragdes. E estas células que
apresentaram maior indice de fagocitose, possivelmente foi decorrente da reducéo
da repulsdo eletrostatica entre essas células e os macrofagos. De maneira geral, os
macrofagos que internalizaram células adaptadas, apresentaram maior producao de
ERO e PRN para destruicdo destas células que os macréfagos que internalizaram
as células selvagens, sugerindo maior resisténcia destas células ao estresse. Em
ambas as espécies, as ceélulas adaptadas nao apresentam diferenga significativa no
indice de proliferacao intracelular. No entanto, as células de C. gattii apresentaram
maior indice de proliferacao celular, sendo possivel inferir neste caso um mecanismo
de expulsdo néo litica para explicar parcialmente os resultados encontrados, onde
as leveduras de Cryptococcus conseguiram escapar da destrui¢cao pelos macréfagos
e proliferar externamente.

Este mecanismo de expulsédo néo litica, Segundo Alvarez; Casadevall, (2006),
€ desencadeado por componentes microbianos, por acdes dirigidas pelas células
fungicas e ndo pelos macréfagos, e alguns aspectos necessarios do hospedeiro.
Como a presencga de capsula, producédo de fosfolipase B e urease sao fatores das
células fungicas e a integridade da membrana, a acidez dos fagossomos, o
citoesqueleto de actina, produgédo de interferon tipo |, IL-4, IL-13 s&o fatores do
hospedeiro que podem alterar a taxa de expulsdo nao litica (SEOANE et al. 2019).

As células de Cryptococcus apresentam carga negativa devido a presencga da
capsula e melanina (NOSANCHUK et al. (1999); FERREIRA et al. (2015); ALVES et
al. (2017). Neste trabalho, sugerimos que as células em contato com a AmB
reduziram seu potencial elétrico negativo, e ao reduzirem a espessura da capsula

também influenciou nesta reducdao de potencial elétrico e provavelmente houve
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menor repulséo eletrostatica entre esssas céulas e macréfagos, mostrando um maior
indice de fagocitose para as células adaptadas no tempo de trés e 24 h, exceto para
linhagem de C. neoformans ATCC WM148 em trés h de fagocitose. O mesmo perfil
foi descrito por Ferreira et al. (2015) que apds identificar niveis de heterorresisténcia
de C. gattii ao itraconazol, observou que a magnitude da carga negativa foi reduzida
nas celulas heterorresistentes e menor repulsao eletrostatica entre esssas céulas e
macrofagos. Da mesma forma, Santos et al. (2014) observou que a linhagem de C.
gattii 27/01 apds passagens em concentragdes crescentes de fluconazol apresentou
reducao da espessura da capsula, reducao do potencial elétrico negativo e provavel

reducao da repulsao eletrostatica e com isso aumentou a fagocitose destas células.
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7 CONCLUSAO

Neste trabalho com os experimentos realizados, foi possivel identificar algumas
alteragcdes morfofisiolégicas ocorridas nas células das linhagens de Cryptococcus
neoformans e Cryptococcus gattii apés adaptagao a anfotericina B. Possivelmente a
adaptacdo a este antifungico, que € um indutor de estresse oxidativo e nitrosativo
proporcionou a estas células meios para sobreviver a este ambiente de estresse.
Assim, de maneira geral estas células que apresentaram crescimento acima da
concentracdo de CIM que foram consideradas como adaptadas, apresentaram
alteragcdes em sua morfometria, produgcdo de espécies reativas de oxigénio e no
indice de fagocitose, sendo estes alguns dos possiveis meios de adaptagdo ao
estresse. A continuidade deste estudo, com essa adaptacgao in vivo poderia elucidar
0s possiveis mecanismos de adaptagcao ao antifungico e possibilitar observar as
alteragcdes que possam ocorrer durante uma infecgdo com essas linhagens que

suportam e sobrevivem ao estresse causado pela AmB.
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