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RESUMO

Embora os principais mecanismos de acdo do fluconazol, itraconazol e anfotericina B
estejam relacionados ao egosterol, € possivel que essas drogas tenham outros efeitos nas
células fungicas. Além dos mais, a heterorresisténcia € considerada um mecanismo de
adaptacao frente a um estresse induzido por concentrac@es crescentes de antiflngicos no
ambiente. Sendo o itraconazol um dos azélicos usados no tratamento da criptococose, 0
objetivo desse estudo foi avaliar a influéncia do estresse oxidativo e nitrosativo gerado
pelos antifungicos em células de C. gattii e sua influéncia no surgimento de clones
heterorresistentes. Foram estudados distintos pardmetros para avaliar 0s estresses
oxidativo e nitrosativo induzidos pelo fluconazol, itraconazol e anfotericina B em C.
gattii. Ja os efeitos da heterorresisténcia ao itraconazol foram estudados por meio de
ensaios in vitro e em modelo murino. O itraconazol simultaneamente reduziu o
contetido de ergosterol das células de C. gattii e induziu a producdo de espécies reativas
de oxigénio no inicio do tratamento, 0 que levou ao aumento da atividade das enzimas
peroxidase e superoxidodismutase. O mesmo ndo aconteceu com o fluconazol. Ja a
anfotericina B promoveu grande estresse oxidativo e nitrosativo nas células de C. gattii,
0 que levou a uma elevada peroxidacdo lipidica e ineficiente ativacdo do sistema
antioxidante celular. A heterorresisténcia ao itraconazol foi intrinseca para todas as
linhagens testaddas, alterou parametros farmacodinamicos, diminuiu o diametro celular
e 0 tamanho da capsula e ativacdo do sistema antioxidante celular. Observou-se uma
correlacdo positiva entre a razdo superficie/volume e o nivel de heterorresisténcia ao
itraconazol. Além do mais, a heterorresisténcia levou a maior internalizacdo das células
criptococicas pelos macréfagos, mas também a uma maior proliferacdo dentro dessa
célula fagocitica, o que culminou com o aumento da viruléncia dos clones
heterorresistentes e alta carga flngica nos pulmdes e cérebro dos camundongos. Diante
desses resultados, concluiu-se que o0 estresse oxidativo possuiu um importante papel no
mecanismo de acdo do itraconazol e pode ser um dos mecanismos que levam a

heterorresisténcia e o aumento da viruléncia das células de C. gattii.

Palavras-chaves: C. gattii, itraconazol, estresse oxidativo, heterorresisténcia.



ABSTRACT

Although the most accepted mechanisms of action of amphotericin B and azoles are
related to ergosterol, it is possible that these drugs have other effects on the fungal cell.
Moreover, heteroresistance is an adaptive mechanism developed by the microorganism
to counteract the stress of increasing drug concentration in the environment. Since
itraconazole is used in the therapy of cryptococcosis, the aim of this study was to
evaluate the role of endogenous reactive oxygen species (ROS) and peroxynitrite
produced by azoles and amphotericin B in the fungus C. gattii and its influence on
emergence of heteroresistante clones to itraconazole. We studied distinct parameters to
evaluate the effect of oxidative and nitrosative stresses induced by fluconazole,
itraconazole and amphotericin B in C. gattii cells. The effects of the heteroresistance to
itraconazole were studied by performing tests in vitro and in a murine model.
Itraconazole reduces the level of ergosterol and led to ROS production in C. gattii cells
in the early stages of the treatment, enhancing the antioxidant activity. The same did
not happen with fluconazole. Amphotericin B caused lipid peroxidation in C. gattii cells
through a greatly enhanced production of oxidative and nitrosative radicals with
increased lipid peroxidation and inefficient ativaction of antioxidant cellular system.
Heteroresistance to itraconazole was intrinsic in all strains tested and changed
pharmacodynamics parameters, diminished cell and capsule sizes, reduced ergosterol
content and enhanced the antioxidant system of heteroresistant clones. Indeed,
heteroresistance to itraconazole led to the increased internalization of cryptococcal cells
by macrophages, but also to a prominent proliferation inside these phagocytic cells,
culminating in the higher virulence of heteroresistant clones. Based on these results, we
conclude that oxidative bursts play an important role in the antifungal activity of
itraconazole and may be one of the mechanisms that lead to heteroresistance and the

increased virulence of C. gattii.

Keywords: C. gattii, itraconazoles, oxidative burst, heteroresistance.
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1 INTRODUCAO

1.1 Revisao da literatura

1.1.1 Cryptococcus gattii

O género Cryptococcus é composto por leveduras capsuladas, pertencentes a
classe Basidiomicetes, que apresentam capacidade de infectar e causar doenca em uma
larga variedade de hospedeiros, incluindo os mamiferos. Dentro desse o género existem
aproximadamente 70 espécies descritas, porém C. neoformans e C. gattii destacam-se
como 0s agentes etiologicos mais comuns da criptococose humana
(CHAYAKULKEERE; PERFECT, 2006; MCMULLAN et al., 2013).

Cryptococcus neoformans var. gattii foi reconhecido pela primeira vez em 1970,
sendo diferenciado de C. neoformans var. neoformans por caracteristicas fenotipicas,
habitat natural, epidemiologia, manifestac6es clinicas, resposta as terapias antiflngicas,
além de importantes diferencas na composicdo de nucleotideos (FAN et al. 1994;
SORRELL et al., 2001).

Inicialmente, as diferencas estruturais encontradas na capsula eram a base para a
separacdo das linhagens de C. neoformans em cinco sorotipos: A, B, C, D, AD. Esses
cinco sorotipos pertenciam a duas variedades: C. neoformans var. neoformans
(sorotipos A, D e AD) e C. neoformans var. gattii (sorotipos B e C)
(CHAYAKULKEERE; PERFECT, 2006). Em 1999, foi sugerida uma a inclusdo da
variedade grubii para amostras do sorotipo A, com base em caracteristicas clinicas,
moleculares e biologicas (FRANZOT et al.,, 1999). As divergéncias genéticas
culminaram com a proposta da separacdo em duas espécies, C. neoformans e C. gattii
(BOEKHOUT et al., 2001), conforme proposto originalmente por KWON-CHUNG
(1976).

Posteriormente, C. gattii foi classificado em quatro tipos moleculares distintos,
VGI, VGII, VGIII e VGIV, por meio da reacdo da cadeia de polimerase (PCR). VGl e
VGII sédo os tipos moleculares mais prevalentes (JOBBINS et al., 2010). fase teleomorfa
do fungo foi classificada por Kwon-Chung como Filobasidiella neoformans,

correspondente  ao anamorfo C. neoformans e Filobasidiella bacillispora


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McMullan%20BJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24266360
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correspondente a C. gattii (KWON-CHUNG, 1976). No estado teleomorfico, séo
evidentes as diferencas fenotipicas entre as espécies. Em F. neoformans, os
basidiosporos séo esféricos, elipticos ou cilindricos com paredes rugosas; em F.

bacillispora, séo baciliformes e com parede lisa.

1.1.2 Ecologia

Em relacdo a ecologia das espécies, o sorotipo A (C. neoformans var. grubii) é
mais amplamente distribuido no mundo, enquanto o sorotipo D (C. neoformans var.
neoformans) estd presente predominantemente em zonas temperadas (MARTINEZ et
al., 2001). Ja os sorotipos B e C (C. gattii) eram considerados restritos aos paises de
clima tropical e subtropical até quando ocorreu uma epidemia na regido de clima
temperado de Vancouver, Canadd (HOANG et al., 2004).

Relatos da literatura suportam a afirmativa de que C. gattii € bem estabelecido
como um fungo pertencente da microbiota de arvores nativas de varias partes do mundo.
Desde a descoberta da sua presenca nos eucaliptos, C. gattii ja foi recuperado em mais
de 50 diferentes espécies de angiospermas e gimnospermas, incluindo cactos, pinheiros,
legumes, frutas e arvores litoraneas (MCMULLAN et al., 2013).

Ainda, células de C. gattii podem ser recuperadas das amendoeiras até 100 dias
apos a inoculacdo do fungo na planta, apesar de ndo causarem fitopatologia
(HUERFANO et al., 2001). Ja XU et al (2007) revelaram que C. gattii pode interagir
com as folhas de eucalipto para completar o seu ciclo sexuado. Dessa forma, acredita-se
que as plantas ndo sdo susceptiveis a doencas causadas por C. gattii, mas funcionam

como um reservatério ambiental.

1.1.3 Processo de disseminacao e infeccao

O processo de disseminacdo da criptococcose ndo € totalmente entendido. Na
Austrélia, a estacdo da florescéncia dos eucaliptos foi correlacionada a dispersdo dos
esporos de C. gattii (ELLIS; PFEIFFER, 1990), apesar de KIDD et al (2007a) néo ter
encontrado o mesmo resultado para as arvores nativas da Inglaterra. J& outros autores
postularam que atividades ocupacionais e recreativas do homem no meio ambiente

possuem importante papel na dispersao de C. gattii (KIDD et al., 2007D).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McMullan%20BJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24266360

12

Sabe-se que Cryptococcus utiliza estratégias para se proteger de estresses
ambientais (ex: aumento da temperatura, estresse oxidativo) e predadores naturais (ex:
amebas) que sdo essenciais para que esse fungo, primariamente geofilico, possa infectar
0 homem (STEENBERGEN et al., 2001). Por exemplo, REN et al (2006) verificaram
que as células de C. gattii crescem com alto teor de melanina em madeiras de diversas
origens, 0 que poderia contribuir para a sua viruléncia em mamiferos. J4 SPRINGER et
al (2010) verificaram que células de C. gattii produzem fibrilas extracelulares quando
infectam a superficie das folhas de Arabidopsis thaliana, que as tornaram mais
virulentas em modelo murino. Outros autores postularam que a capacidade do fungo se
multiplicar dentro dos macréfagos se deve a sua interacdo com amebas e nematddeos
presentes no ambiente (HULL; HEITMAN, 2002; TUCKER; CASADEVALL, 2002).

A maioria dos estudos sobre a forma de infeccdo foi feita com a espécie C.
neoformans. Nesses trabalhos, postula-se que a forma de contagio baseia-se na inalacao
de leveduras dessecadas ou basidiosporos, os quais pelo seu pequeno tamanho (em
média trés micrémetros) alcancam as vias aéreas inferiores e sdo fagocitadas pelos
macrofagos alveolares (KRONSTAD et al., 2011). Apos a infeccdo pulmonar inicial, C.
neoformans e C. gattii se disseminam por todo organismo (Figura 1), podendo
atravessar a barreira hematocefalica por dois principais mecanismos: transcitose (onde o
fungo atravessa diretamente os capilares endoteliais) e “cavalo de troéia” (os fungos
atravessam a membrana hematoencefalica dentro dos macréfagos) (KRONSTAD et al.,
2011).

Em hospedeiros higidos infectados por C. neoformans, a infecgéo criptocécica é
geralmente autolimitada, sugerindo que as células fagociticas realizam efetivo clearance
dos fungos ou o mantem em estado latente (ALANIO et al., 2015). O desfecho da
criptococose depende da viruléncia da linhagem, do tamanho do indculo inalado, do
estado imunoldgico do individuo infectado e do padrdo de citocinas geradas em resposta
ao patdégeno (CHAYAKULKEERE; PERFECT, 2006; VOELZ et al., 2009).

Quando os fungos penetram nos alvéolos sdo fagocitados pelos macréfagos, os
quais funcionam como apresentadores profissionais de antigeno. Os macrofagos
ativados produzem diversas citocinas e quimiocionas, de modo a desencadear a resposta
imune adaptativa, como a interleucina (IL)-12, IL-18, proteina quimioatraente para
monocitos 1 (MCP-1), e proteina inflamatéria de macrofagos 1o (MIP1-0). O aumento

da expresséo de citocinas como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interferon gama
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(IFN-y) e IL-17 foi relacionado a diminuicdo da carga fungica em modelos murinos.
Todavia, a maior expressdao das citocinas IL-4 e IL-13 reduziram a sobrevida do
hospedeiro infectado por C. neoformans (VOELZ et al., 2009; CHAYAKULKEERE;
PERFECT, 2006). VOELZ et al. (2009) observaram que citocinas do tipo T helper 2
prejudicaram a expulsdo de Cryptococcus ap6s fagocitose, o que pode contribuir para a
diminuicdo da sobrevida do hospedeiro. Trabalhos recentes da literatura que estudaram
as citocinas e quimiocinas presentes no fluido cerebroespinhal de pacientes com
meningite criptocococica corroboram a teoria de que uma resposta imune balanceada
com predomininio de um perfil do tipo Thl é essencial para o controle da infeccédo
(JARVIS et al., 2015; MORA et al., 2015).

Formaassociada ao —
hospedeiro \

- o
vy Formaambiental
B ‘/‘: . Pulmao

© A \
¥

Fungo i /‘\
O8)

Figura 1. Biologia de Cryptococcus gattii. C. gattii vive no ambiente (1) geralmente em
associacao com certas arvores ou no solo. As leveduras desidratadas ou esporos (2) se
dispersam no ar e podem ser inalados pelo hospedeiro (3). O tamanho pequeno da
levedura e/ou esporos lhes permitem alojar-se no tecido pulmonar. Os macréfagos
alveolares fagocitam C. gattii, 0 qual aumenta o seu tamanho para se proteger (4). As
leveduras, em seguida, dividem-se e multiplicam-se por brotamento. Depois de infectar
os pulmdes, células de C. gattii podem chegar a corrente sanguinea (5), disseminando

pelo organismo (6) (Fonte: CENTERS FOR DISEASES CONTROL AND PREVENTION, 2014).
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Em exposicdo ao ambiente pulmonar, Cryptococcus pode aumentar o Seu
tamanho e modificar a sua morfologia para a forma titanica. A presenca de células
titdnicas durante a infeccdo representa um impecilio para uma resposta imune eficiente.
As células titanicas dificultam a fagocitose, possuindo um importante papel no inicio da
infeccdo ao promover a sobrevivéncia da populacdo das células criptococicas, mas ao
decorrer da doenca, as células titanicas impedem a disseminacdo dos fungos para o
sistema nervoso central (OKAGAKI; NIELSEN, 2012; ZARAGOZA; NIELSEN,
2013). Durante a criptococose cronica, onde a carga fangica nos pulmdes é minima, a
proporcéo de células titanicas chega a 70-90% (ZARAGOZA et al., 2010).

E importante ressaltar que mudangas morfoldgicas acontecem também durante o
processo de disseminacdo devido a diferentes microambientes, aos quais as células
fangicas encontram-se no organismo (FELDMESSER et al., 2001). Essas alteracGes de
forma sdo criticas para a patogénese da criptococose. SHI et al, (2010) verificaram em
seu trabalho que o tamanho da particula € essencial para o processo de captura da célula
fangica pelos capilares cerebrais, e ainda que C. neofomans adota um formato ovéide no
processo de transmigracao.

Cryptococcus neoformans também pode se apresentar no formato de pequenas
células, chamadas micro-células. O seu papel na patogenia da infeccdo ainda ndo esta
bem descrito, mas acredita-se que essas células possuem facilidades em se disseminar
pelo organismo e atravessar as barreiras bioldgicas, como endotélio e barreira
hematoencefalica, o que contribuiria para a instalacdo da meningite criptococécica
(ZARAGOZA 2011). Além do mais, células menores tem maior area superficial relativa
ao volume celular do que células grandes, o que significa que elas tem alta razdo
superficie sobre volume (S/V). Células com alta S/V conseguem alcancar rapida troca
de nutrientes por volume celular e, dessa forma, multiplicar-se mais rapidamente
(MADIGAN et al, 2013). A figura 2 representa as diferentes formas que o
Cryptococccus pode assumir durante uma infecgéo.
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Figura 2. Heterogeneidade da populacdo de Cryptococcus sp. extraida de pulmdes de
camundongos infectados. Durante a infeccdo, o fungo pode apresentar diferentes

formas, mostrando a sua plasticidade morfologica (Fonte: ZARAGOZA, 2011).

1.1.4 Formas clinicas

Os orgdos mais frequentemente atingidos pela criptococose sdo 0 pulméo e o
cérebro, mas outros érgdos também podem ser infectados como pele, olhos, préstata, e
0ssos (CHAYAKULKEERE; PERFECT, 2006). Segue uma breve descricdo das

principais formas clinicas.

Criptococose pulmonar

A criptococcose raramente desenvolve um processo infeccioso agudo. As formas
crbnicas sdo mais comuns e consistem em manifestacBes clinicas semelhantes a
tuberculose ou ao cancer de pulméo, como perda de peso, febre prolongada, anorexia,
fadiga, tosse, expetoracdo mucopurulenta e hemoptise, e mais raramente, dispneia e
dores nas costas. Imagens de raios-X mostram infiltrados pontuais, unilaterais, densos e
esféricos (criptococccomas). A pleurite pode acontecer em 10% dos casos (SINGH et
al., 2008).
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Os exames laboratoriais de rotina normalmente mostram aumento da taxa de
sedimentacdo dos eritrocitos, anemia, leucocitose e hipergamaglobunemia. O
diagnostico diferencial da criptococcose pulmonar pode ser feito pelo isolamento do
fungo nas secre¢des bronquicas (mas ndo é o padrdo ouro, visto a pouca sensibilidade)
ou pelo teste de aglutinacdo utilizando anticorpos anti-antigenos capsulares (teste de alta
sensibilidade, pois apresenta positividade mesmo na presenca de uma baixa carga
fangica). Vale notar que quando a criptococcose pulmonar é diagnosticada, é importante
a realizacdo de uma hemocultura e de uma puncdo lombar para verificar a possibilidade
de disseminacdo, a qual acontece em 90% dos casos de pacientes que apresentam grave
imunossupressdao (NEGRONI, 2012).

Criptococose do Sistema Nervoso Central (SNC)

Cryptococcus neoformans e C. gattii possuem tropismo para o0 SNC, causando
meningites aguda, subaguda ou cronica ou menigoencefalite. Os pacientes normalmente
apresentam sinais e sintomas inespecificos, como cefaléia, alteragdo na consciéncia,
letargia, perda de memoria e coma (PERFECT; CASADEVALL, 2002). Os exames
fisico-quimico e citolégico do liquido cefalorraquidiano apresentam nivel de proteinas
levemente elevado, leve pleocitose, e presenca do fungo encapsulado em 80% dos casos
(HARRIS et al., 2011).

InfecgBes causadas por C. gattii frequentemente induzem a formacdo de massas
no parénquima cerebral e aumento da pressao intracraniana. A meningite é mais grave
quando comparada a infeccdes que possuem C. neoformans como agente etioldgico,
levando a um quadro de hidroencefalia, neuropatia do nervo cranial e perda subita de
visdo. A criptococcose do SNC é sempre fatal sem tratamento medicamentoso. A
evolucdo do paciente depende do estado imune do paciente e da gravidade do aumento
da presséo intracraniana (VENTURA et al., 2013).

1.1.5 Epidemiologia

Criptococose é considerada uma infecgéo de distribuigdo mundial. A prevaléncia
da infeccdo é diretamente relacionada ao estado imune do hospedeiro e ao grau de
exposicdo a levedura. A maioria dos casos de infeccdo sintomatica por C. neoformans

ocorre em pacientes imunossuprimidos (LI; MODY, 2010).
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Antes da epidemia da AIDS, a incidéncia de criptococose nos Estados Unidos era
menor que um caso por milhdo de pessoas por ano. Nos anos 80, a criptococose emergiu
como uma importante infeccdo oportunista entre pessoas com AIDS, ocorrendo em 5 a
10% dos pacientes (CASADEVALL; PERFECT, 1998; BICANIC; HARRISON, 2004).
No entanto, a partir da metade da década de 90, com o aumento do uso de fluconazol
como profilaxia e o advento da terapia antirretroviral potente, a incidéncia anual de
criptococose diminuiu consideravelmente nos paises desenvolvidos. Em Atlanta, Estados
Unidos, a prevaléncia da doenca diminuiu de 66 casos por 1000 pacientes com AIDS em
1993, para sete casos por 1000 pacientes no ano de 2000 (BICANIC; HARRISON 2004;
MIRZA et al., 2003). No entanto, atualmente as infec¢des por C. neoformans e C. gattii
ainda causam aproximadamente um milhdo de casos de meningite criptococcocica por
ano entre as pessoas com AIDS/HIV no mundo, resultando em uma estimativa de
625.000 mortes (COGLIATI, 2013).

Recentemente foi publicada uma revisdo sobre centenas de estudos
epidemiolégicos moleculares sobre criptococcose publicados no PubMed (COGLIATI,
2013). Dos 68.811 isolados de C. neoformans e C. gattii relatados, 19.651 foram
encontrados na Asia, 19.647 na Africa, 10.548 na América Central e do Sul, 8.738 na
Europa, 7.922 na América do Norte e 2.518 na Oceania. Os paises onde os isolados
foram os mais prevalentes foram Africa do Sul (15.631), China (9.736), Estados Unidos
(6.198) e Brasil (5.709). A caracterizacdo molecular foi realizada apenas em 12% dos
isolados. Entre tipos moleculares de C. neoformans e C. gattii, o VNI é o mais
prevalente no mundo, exceto na Australia e na Papua Nova Guiné onde é o VGI. Na
América Central e do Sul os isolados foram de origem médica (81%) e de fontes
veterinarias/ambientais (19%), sendo 6.665 desses isolados reconhecidos como C.
neoformans e 1.464 como C. gattii. Esse estudo verificou ainda que todas as espécies
moleculares estdo presentes no Brasil, com exce¢do da VGIV, sendo que a maioria dos
isolados de C. neoformans pertence a VNI, ja para C. gattii pertencem a VGII.

No Brasil, criptococose causada pelo C. gattii é endémica, sendo mais prevalente
nas regides norte e nordeste do Brasil (TRILLES et al., 2008) (Figura 3). Em Belém do
Pard, foram analisados genotipicamente 54 isolados oriundos de um hospital de
referéncia durante os anos de 2003 e 2007, sendo que metade deles era da espécie C.
gattii (VGII 44%, VGI 6%) (SANTOS et al., 2008).
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Figura 3. Mapa do Brasil mostrando duas macrorregides (Nordeste e Sudeste) e a
distribuicdo dos tipos moleculares de Cryptococcus encontrados no Brasil. AM
Amazonas; BA: Bahia; MG: Minas Gerais; MS: Mato Grosso do Sul; PE: Pernambuco;
PI: Piaui; PR: Parang; RJ: Rio de Janeiro; RR: Roraima; RS: Rio Grande do Sul; SP:
S&o Paulo (Fonte: TRILLES et al., 2008).

1.1.6 Fatores de viruléncia

A presenca da capsula polissacaridica foi o primeiro fator de viruléncia
conhecido para Cryptococcus (KOZEI, 1995). A capsula é considerada o principal fator
de viruléncia desses fungos, sendo composta por uma rede contendo
glucuronoxilomanana (GXM) e galactoxilomana (GalXM). A GXM €é o componente
majoritario da capsula do Cryptococcus (por volta de 90% de toda capsula) (BOSE,
2003; NIMRICHTER et al., 2007). A capsula polissacaridica é importante tanto na
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patogénese como na sobrevivéncia do Cryptococcus no meio ambiente. Existem relatos
na literatura demonstrando que a expressdo da cépsula aumenta a resisténcia desse
fungo contra a dessecacdo e o efeito de radiacbes solares (MARTINEZ,
CASADEVALL, 2005; ZARAGOZA et al., 2009).

Como descrito, 0 estabelecimento da criptococose depende da sobrevivéncia do
fungo nos alvéolos pulmonares, fato que precede sua disseminacéo para outros tecidos.
Nessa fase, a capsula possui importante papel, pois além de proteger contra fagocitose,
interage com as células do hospedeiro modulando suas atividades. A capsula confere ao
Cryptococcus uma superficie celular com carga negativa. Uma associagéo inversa entre
o tamanho da cépsula e a fagocitose celular ja foi documentada por varios pesquisadores
(SMALL; MITCHELL, 1989; YASUOKA et al., 1994, SANTOS et al., 2014).
CHIAPELLO at al. (2008) demonstraram que a GXM presente no sorotipo A modula a
producdo de oOxido nitrico (NO) pelos fagocitos. Adicionalmente, outros autores
observaram que GXM presente no sorotipo B é a mais efetiva em ativar os receptores
Toll do tipo 2 e também em estimular a producdo de NO pelos macréfago, quando
comparado com os outros sorotipos (FONSECA et. al., 2010). A céapsula ainda possui,
exposta em sua superficie, a proteina antifagocitose 1, a qual pode ser secretada para o
meio extracelular. Essa proteina inibe a fagocitose pela ligacdo aos receptores do
sistema de complemento CR2 e CR3 (STANO et al., 2009).

Além da céapsula (que também funciona como um agente antioxidante) as células
do género Cryptococcus possuem um potente sistema enzimatico antioxidante que
protege 0 fungo contra a fagocitose pelos leucdcitos e também contra estresses
ambientais. Esse sistema é composto principalmente pelas superoxidodismutases
(SODs) e peroxidases (PERs) (NARASIPURA et al., 2003; GILES et al., 2005a).

A delecdo do gene que expressa a enzima SOD1 (SOD citoplasmatica) em C.
neoformans resultou em um mutante mais susceptivel a morte pelos neutréfilos e
macrdfagos, e consequentemente menos virulento. J& a delecdo da SOD2 (SOD
mitocondrial) diminui a capacidade dos mutantes em se multiplicar em elevadas
temperaturas e também a sua viruléncia em modelos de infec¢do pulmonar e intravenosa
(NARASIPURA et al., 2005; GILES et al., 2005b).

Algumas peroxidases possuem um papel critico na protecdo de Cryptococcus
contra os estresses oxidativos e nitrosativos. Inesperadamente, as catalases ndo parecem

ser importantes na detoxificacdo contra moléculas reativas do oxigénio exdgenas, Vvisto
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que a delecdo de toda a familia das catalases ndo teve influéncia sobre a resisténcia
contra o estresse oxidativo e na viruléncia desse fungo (GILES et al., 2006). J& as
glutationas 1 e 2 peroxidases (MISSAL et al., 2005) e a citocromo C peroxidase
(GILES et al., 2005) contribuem para a defesa antioxidante de C. neoformans, mas nao
interferem na sua viruléncia. No entanto, a atividade das thiol-peroxidases mostrou ser
proporcional ao aumento da viruléncia de C. neoformans, fato que foi correlacionado
com a sua capacidade de conferir a esse fungo resisténcia contra estresses oxidativo e
nitrosativo (MISSAL et al., 2004).

A producdo de melanina pela lacase € um importante fator de viruléncia em C.
neoformans e C. gattii (STEENBERGEN ; CASADEVALL, 2003). A melanina protege
o fungo dos intermediérios do oxigénio que sdo produzidos pelo sistema de defesa do
hospedeiro, enquanto, na natureza, protege contra a radiacéo ultravioleta. E interessante
notar que a melanina produzida por Paracoccidioides brasiliensis também se liga aos
antifungicos capazes de gerar estresses oxidativo e nitrosativo, funcionando como um
sistema sequestrador de radicais livres. O resultado dessa interacdo é a diminuicdo da
suscetibilidade de P. brasiliensis a esses farmacos (BALTAZAR et al., 2015). A lacase,
por sua vez, também interfere no estresse oxidativo gerado pelos macrofagos, uma vez
que possui o papel de sequestrar moléculas de ferro durante a infeccdo (BROWN et al.,
2007).

1.1.6.1 Regulacdo dos fatores de viruléncia

Vaérios fatores ambientais podem regular a viruléncia de C. gattii e de C.
neoformans. Estimulos estressantes, como compostos intermediarios do oxigénio,
hipdxia, entre outros, podem induzir modificacbes fenotipicas nas células fangicas
(TOMAZETT etal., 2011).

A cépsula de Cryptococcus é uma estrutura muito dindmica, que pode alterar seu
tamanho e suas propriedades imunogénicas durante a interacdo com o hospedeiro.
Dependendo das condi¢Bes microambientais (pH, concentracdes de dioxido de carbono
e de ferro) o tamanho da cépsula ¢ modificado (MONARI; VECCHIARELLI, 2012).
Como exemplo, pode-se citar 0 aumento do tamanho da capsula que acontece poucas
horas ap6s o inicio da infeccdo pulmonar em modelo murino (FELDMESSER et al.,
2001).
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Especificamente para C. gattii, muitas proteinas sdo hiperreguladas durante a
fagocitose. O sistema antioxidante tireorredoxina, encontrado nessa espécie &
importante para a sobrevivéncia intracelular e aumento da viruléncia em modelos
murinos, sendo expresso apenas durante o stress oxidativo e nitrosativo. JOBBINS et
al., (2010) mostraram que o sistema antioxidante tireorredoxina esta presente em cepas
do tipo VGII, o que pode explicar a maior viruléncia desse padrdo molecular.

Em 1999, a populacdo da ilha de Vancouver, no Canadd, enfrentou uma
epidemia de criptococose, causada por linhagens hipervirulentas de C. gattii VGII.
Essas linhagens tinham alta taxa de replicacdo dentro dos macrofagos quando
comparadas a outras linhagens de C. gattii, mas ndo apresentavam maior expressao dos
fatores de viruléncia classicos para C. gattii, como o tamanho da capsula, presenca de
melanina, producéo de fosfolipase e producdo de proteinases. Todavia, perceberam que
apos fagocitose, as mitocondrias das cepas hipervirulentas tinham uma morfologia
tubular. Dessa forma, os autores sugeriram que ap6s o englobamento pelos macréfagos,
essas cepas sao capazes de promover a fusdo das mitocondrias, de modo a formar uma
longa e tubular mitocéndria mais eficiente em reparar danos no DNA causados por
espécies oxidativas e condi¢bes hipdxicas presentes dentro do fagossomo do macréfago
(MA et al., 2009).

SPRINGER et al. (2010) observaram que a expressdo de fibrilas extracelulares
possui grande importancia na viruléncia e na adaptacdo ecologica do C. gattii. Esses
autores sugeriram que linhagens mutantes incapazes de produzir fibrilas se replicavam
menos e provocavam lesdes menores nas folhas da planta Arabidopsis thaliana quando
comparadas com as cepas selvagens. Além do mais, mostraram em modelo murino que
as cepas que expressavam fibrilas eram muito mais virulentas, pois possuiam maior
resisténcia a fagocitose. E finalmente, os autores observaram que a expressao das
fibrilas extracelulares in vitro por C. gattii era dependente de substratos derivados de
plantas. Todos esses achados em conjunto indicam que as fibrilas sdo uma adaptacao

estrutural tanto nas relacdes célula-célula, célula-ambiente como célula-fagocitos.

1.1.7 Tratamento da Criptococose

A escolha da terapia medicamentosa é baseada na forma clinica da criptococose
e no estado imunolégico do hospedeiro (CHAYAKULKEERE ; PERFECT, 2006). A
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Sociedade Americana de Doengas Infecciosas publicou, em 2010, um guia que fornece
informagdes aos profissionais da satde sobre o tratamento e profilaxia dessa micose. Os
principais medicamentos recomendados por esse guia consistem na anfotericina B e nos
azolicos (PERFECT et al., 2010).

A anfotericina B é um poliénico cuja acdo priméria consiste na alteracdo da
permeabilidade celular da membrana flngica. Seu efeito antifingico é dependente das
duplas pontes conjugadas do anel macrolidico. Essa parte hidrofobica da molécula liga-
se a esterois, em especial, ao ergosterol, principal esterol da membrana citoplasmatica
dos fungos. Este mecanismo de acdo explica grande parte da toxicidade do poliénico,
pois ocorre ligacdo também aos esterdis da membrana plasmética humana, como o
colesterol. A ligacdo da droga ao lipideo altera a permeabilidade seletiva da célula,
originando poros permedveis a saida de agua e ions potassio, amonio e fosfato, alem de
acucares e proteinas. Ocorre, a seguir, deterioracdo metabdlica e morte celular (BATES
et al., 2001; NOONEY et al., 2005).

Os azolicos sdo drogas fungistaticas e agem inibindo uma enzima da via
biossintética do ergosterol, a lanosterol 14-a-demetilase. Sem a incorporacdo do
ergosterol, que €é o principal esterol da membrana da célula fungica, ha
comprometimento do crescimento e da divisdo celular, além de interferir na fluidez e
estabilidade da membrana (SANGLARD, 2002). O principal azélico usado no
tratamento da criptococose é o fluconazol, mas o itraconazol, posaconazol e o
voriconazol também podem ser utilizados (PERFECT et al., 2010).

A utilizacdo do itraconazol tem-se mostrado uma ferramenta auxiliar no
tratamento da criptococose pulmonar localizada, tanto em individuos imunodeprimidos
ou imunocompetentes, sendo também administrado em combina¢do com anfotericina B
nas formas disseminadas. J& na meningite criptocécica em pacientes com HIV, o
itraconazol pode ser utilizado como dose de prevencdo ou manutencdo
(CHAYAKULKEERE; PERFECT, 2006).

1.1.8 Resisténcia e heterorresisténcia de Cryptococcus spp. aos antifingicos

Resisténcia antifungica é um fenbmeno verificado in vitro, no qual o agente

etiologico consegue se desenvolver na presenca de concentragfes terapéuticas da
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referida droga. Devido ao crescimento da populagdo imunocomprometida e do uso cada
vez mais frequente dos antiflngicos, hd grande preocupacdo dos especialistas sobre o
aumento da prevaléncia de cepas resistentes a esses farmacos, incluindo Cryptococcus
spp. As maiores taxas de falha terapéutica na criptococose sdo verificadas frente as
drogas imidazodlicas, mas alguns estudos revelaram a ndo remissdo dessa micose
também com anfotericina B (CANUTO; RODERO, 2002; LOEFFLER; STEVENS,
2003).

Bll et al. (2007) detectaram altas frequéncias de resisténcia a fluconazol entre
80 linhagens clinicas de C. neoformans isoladas a partir do fluido cerebroespinhal de
adultos hospitalizados com meningite criptococécica no Quénia: apenas 23,8% das
linhagens foram sensiveis ao fluconazol e 61,3% foram sensiveis ao itraconazol. Varios
mecanismos sdo propostos para explicar o aparecimento das linhagens resistentes aos
triazolicos. Um dos mais frequentes consiste em alteracdes na enzima lanosterol 14a-
demetilase codificada pelo gene ERG11. Por exemplo, um estudo realizado com um
paciente com AIDS e meningite criptocécica isolou linhagens antes e ap6s o inicio do
tratamento medicamentoso. Os pesquisadores verificaram que as linhagens isoladas
apos o tratamento mostraram uma substituicdo G484S em Ergll e assumiram um perfil
de resisténcia (RODERO et al., 2003).

Outro possivel caminho para o desencadeamento do fenbmeno da resisténcia ao
fluconazol encontrado em linhagens de C. neoformans seria aumento da expressao do
gene CnAFRL1, que codifica as proteinas transportadoras ATP Binding Cassette (ABC),
responsaveis pela reducdo do contetdo de fluconazol dentro da célula fungica
(POSTERARO et al., 2003). Alguns autores correlacionaram resisténcia a viruléncia
dos fungos patogénicos. SANGUINETTI et al., (2006) observaram que o gene AFR1,
além de influenciar a resisténcia microbiana, estd relacionado com o aumento da
viruléncia de C. neoformans. Esses autores sugeriram que as proteinas transportadoras
ABC realizam o efluxo dos intermediarios do oxigénio, contribuindo para a
sobrevivéncia do fungo dentro dos fagdcitos. Como os macrofagos alveolares sdo a
primeira defesa contra Cryptococcus inalados, a habilidade das cepas sobreviverem
dentro da célula é um importante fator de viruléncia. Nessa mesma linha de raciocinio,
ORSI et al., (2009) investigaram o papel do gene AFR1 na interacdo de C. neoformans
e a microglia. Esses autores perceberam que o gene AFR1 esta associado a reducdo da

acidificacdo do vacuolo fagocitico, alterando a homeostasia da micrdglia.
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Em 1999, observou-se pela primeira vez o fendmeno da heterorresisténcia aos
azois em linhagens de C. neoformans isoladas de individuos com e sem AIDS, apds
falha do tratamento medicamentoso (BRANDT et al., 1999). Heterorresisténcia consiste
na habilidade de populagdes microbianas se tornarem resistentes aos antimicrobianos
quando essas mesmas populagdes sdo sensiveis em testes tradicionais de
susceptibilidade in vitro. O significado clinico desse fendmeno ainda nao esta claro,
podendo ser um estagio precursor para a emergéncia de cepas resistentes (FALAGAS et
al.,2007). SINIOV et al., (2009) definiu a heterorresisténcia em C. neoformans quando:
a) uma subpopulacdo de células heterorresistentes tem crescimento inibido em
determinada concentracdo do agente antimicrobiano, no entanto quando células
individuais sdo expostas a droga, elas crescem de maneira varidvel (normal, lento ou
ndo se multiplicam); b) A subpopulacdo resistente pode se adaptar em concentracfes
crescentes da droga; ¢) A subpopulacéo resistente produz uma cultura pura de células
resistentes, enquanto esse fendmeno ndo acontece na subpopulacdo susceptivel; d) A
resisténcia encontrada na subpopulacdo é uma resposta reversivel e adaptativa que
acontece presenca da droga.

Esses mesmos autores postularam que a heterorresisténcia ao fluconazol é um
fendmeno universal para C. neoformans, visto que as 130 cepas testadas apresentaram
heterorresisténcia. Estes autores também observaram que os niveis de heterorresisténcia
estavam positivamente relacionados com a viruléncia das cepas e com a habilidade em
tolerar outros xenobidticos presentes no solo e nas plantas. Dessa forma, foi sugerido
que o mecanismo de heterorresisténcia aos azdis também estda envolvido com a
regulacdo da resposta flngica a outros fatores estressantes do meio ambiente (SINIOV
et al., 2009). Resultados semelhantes foram obtidos com cepas de C. gattii (VARMA ;
KWON-CHUNG, 2010).

E interessante notar que as células criptocdcicas, frente a estresses
antimicrobianos, alteram a sua morfologia e modificam a sua viruléncia. Autores
demonstraram que células de C. neoformans que cresceram na presenca de voriconazol
tiveram significativa reducdo no tamanho da capsula e do seu didmetro (DUIN et al.,
2004). NOSANCHUK et al. (1999) verificaram que as células que cresceram em
concentragOes subinibitorias de anfotericina B e de fluconazol tiveram alteragdo em sua
carga celular, tamanho e composi¢do da sua capsula quando comparadas com aquelas

gue cresceram na auséncia de antimicrobianos. Esses pesquisadores demonstraram,
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ainda, que essas células que foram expostas a anfotericina B e fluconazol foram mais
fagocitadas pelos macrofagos. Outros pesquisadores observaram que C. neoformans, na
presenca da terbinafina, apresentou importantes alteracbes morfoldgicas, tais como a
inducdo de pseudohifas e hifas verdadeiras, e diminuicdo do tamanho da cépsula
(GUERRA et al., 2012). Nosso grupo demonstrou em modelo murino que a resisténcia
ao fluconazol induziu reducéo da cépsula polissacaridica do C. gattii, aumento da taxa
de fagocitose, maior recrutamento de leucécitos para os pulmdes, o que culminou na
dimunuicéo da viruléncia (SANTOS et al., 2014).

A literatura é escassa em relacdo a estudos sobre a heterorresisténcia ao
itraconazol em C. gattii. No entanto, foi publicado um estudo que demonstra a presenca
da heterorresisténcia ao itraconazol em isolados Aspergillus fumigatus. E interessante
ressaltar que nesse trabalho verificou-se que ndo houve mudangas no genotipo nos
codons 54, 98, 138, 220, 432, e 448 no gene cyp51A (que junto com o gene cyp51B
codifica a enzima lanosterol 14-o-demetilase) das linhagens heterorresistentes
(ESCRIBANO et al., 2012).

O aumento da temperatura ambiental pode estar correlacionado com o
aparecimento de linhagens resistentes e heterorresistentes de C. neoformans frente aos
azllicos. Pesquisadores mostraram que a proteina fosfatase calcineurina é necessaria
para o crescimento do C. neoformans a 37°C (ODOM et al., 1997). Um estudo explorou
o0 potencial sinérgico entre inibidores de calcineurina e azolicos. Os autores verificaram
que a utilizacdo conjunta do inibidor e o fluconazol diminuiu trinta vezes a
concentracdo inibitdria mimina (CIM) do inibidor e quatro vezes a CIM do fluconazol
em linhagens de C. neoformans (DEL POETA et al., 2000).

Um dos mecanismos propostos para o aparecimento da heterorresisténcia de C.
neoformans frente ao fluconazol consiste no fenémeno da dissomia. Linhagens de C.
neoformans que cresceram na presenca de fluconazol apresentaram dissomia no
cromossomo 1 e que, quando aumentavam a exposicao das células ao fluconazol de uma
maneira dose dependente, ocorreram duplicacbes em outros cromossomos. Apds a
remocdo do estresse antimicrobiano, as células retornavam ao perfil de susceptibilidade
inicial, com perda da dissomia (SIONOV et al., 2010). Usando modelo murino, o
mesmo grupo de pesquisadores verificou a emergéncia de clones heterorresistentes
também in vivo, durante o tratamento com fluconazol de camundongos infectados com
C. neoformans (SIONOV et al., 2013)
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1.2 Justificativa

As infeccbes causadas por C. gattii ganharam bastante a atencdo dos
pesquisadores nos ultimos anos devido a sua expansdo em diferentes partes do mundo,
que ndo faziam parte do seu nicho inicial, além da sua capacidade em infectar
individuos imunocompetentes (GILES et al., 2009). A anfotericina B e os azélicos séo
os farmacos de primeira escolha utilizados na terapia da criptococcose devido a sua
seguranca e eficacia (PERFECT et al., 2010).

Embora os mecanismos de acdo mais aceitos para anfotericina B e para 0s
azllicos estdo relacionados com o ergosterol, varios artigos sugerem que esses
antifangicos podem causar outros efeitos nas células. LAMY-FREUND et al. (1985)
verificaram que a anfotericina B induz a producdo de espécies reativas de oxigénio por
um processo de autooxidacdo. Ja outros pesquisadores demonstraram que a anfotericina
B provoca um alto estresse oxidativo em células de C. neoformans (SANGALLI-LEITE
et al., 2011). Em relacdo aos azélicos, alguns estudos demonstraram que a atividade do
miconazol, tanto em células planctdnicas como em células de biofilme de Candida
albicans, estd relacionada com a produgdo de espécies reativas do oxigénio
(KOBAYASHI et al., 2002; VANDENBOSCH et al., 2010). No entanto, ndo ha, em
nosso conhecimento, pesquisas que buscaram verificar qual o papel das espécies
reativas de oxigénio e do nitrogénio no mecanismo de acdo da anfotericina B, do
fluzonazol e do itraconazol frente as células de C. gattii.

O tratamento farmacoldgico da criptococose normalmente se prolonga por mais
de seis meses, sendo comum o relato da emergéncia de linhagens resistentes
(PERFECT; COX, 1999). Dentro desse contexto, é importante ressaltar que a
recorréncia da meningite criptococica pode ser resultado da persisténcia da linhagem
original, apesar da terapia com os azélicos (SPITZER et al., 1993; CASADEVALL et
al. 1993; WITT et al., 1996). Muitos estudos descreveram a emergéncia de clones
heterorresistentes apds o estresse com o fluconazol e o voriconazol (MONDON et al.,
1999; SIONQV et al., 2009; VARMA et al., 2010, SIONOV et al., 2013).

Para C. gattii, a primeira vez que foi relatado o aparecimento da

heterorresisténcia ao fluconazol foi em 2010. Esses autores observaram a
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heterorresisténcia foi intrinseca para todas as linhagens estudadas e correlacionaram
esse fendbmeno com o aumento da viruléncia (VARMA; KWON-CHUNG, 2010).
Embora a heterorresisténcia possa ser reproduzida em laboratorio, 0s
mecanismos envolvidos e o seu significado clinico ainda sdo pouco conhecidos. O
itraconazol é uma droga muito utilizada no tratamento da criptococose pulmonar, no
entanto ndo ha estudos sobre a heterorresisténcia de C. gattii a essa droga. Assim, nota-
se a necessidade de estudos que avaliem 0s mecanismos envolvidos na

heterorresisténcia ao itraconazol em cepas de Cryptococcus gattii.
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1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo geral
Avaliar a influéncia do estresse oxidativo e nitrosativo gerado pelos azolicos em
células de C. gattii e sua influéncia no surgimento de clones heterorresistentes ao

itraconazol.

1.3.2 Objetivos especificos
o Determinar a concentragdo minima inibitéria (CIM) e curva de morte fungica de
C. gattii frente ao fluconazol, itraconazol e anfotericina B.
o Avaliar os efeitos dos estresses oxidativos e nitrosativos gerados pelo
fluconazol, itraconazol e anfotericina B em células de C. gattii utilizando como
pardmetros: peroxidac&o lipidica, nivel de ergosterol, producéo de espécies reativas do
oxigénio e nitrogénio, atividade das enzimas do sistema antioxidante, e interacdo in
vitro dos antifangicos com inibidores da SOD e da PER e com sequestrador de
peroxinitrito.
o Selecionar linhagens de C. gattii heterorresistentes ao itraconazol.
o Analisar diferentes parametros dos clones heterorresistentes ao itraconazol em
comparagdo com as linhagens originais: curva de morte, efeito pds-antibiotico, analise
morfométrica, eletroforese em campo pulsante, deteccdo de ergosterol, peroxidagdo
lipidica, potencial zeta, presenca de espécies reativas de oxigénio/nitrogénio e expressao
das enzimas neutralizadoras peroxidase e superoxidodismutase.
o Avaliar a interagdo das amostras originais e heterorresistentes ao itraconazol
com macrofagos intraperitoneais de camundongos.
o Avaliar a progressdo da criptococose em modelo murino de infecgdo
intratraqueal e intravenosa utilizando linhagens originais e seus clones
heterorresistentes.
o Verificar a carga fungica e o infiltrado inflamatério de drgdos oriundos de
camundongos infectados por linhagens originais e clones heterorresistentes.
o Realizar testes de andlise morfométrica e de curva de sobrevida em modelo
murino de infecgdo intratraqueal com células derivadas do cultivo em meio sem droga

dos clones heterorresistentes.
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2 CAPITULOS

2.1 CAPITULO | — “The role of oxidative and nitrosative bursts caused by

azoles and amphotericin B against the fungal pathogen Cryptococcus gattii”

Gabriella Freitas Ferreira, Ludmila de Matos Baltazar, Julliana Ribeiro Alves Santos,

Andrea Souza Monteiro, Lucia Alves de Oliveira Fraga, Maria Aparecida Resende-
Stoianoff e Daniel Assis Santos. Journal of Antimicrobial and Chemotherapy, v.68,
p.1801-1811, 2013. doi:10.1093/jac/dkt114

Nesse trabalho foram avaliados distintos parametros para estudar os efeitos dos
estresses oxidativos e nitrosativos causados pelos azélicos e pela anfotericina B nas
células de C. gattii, tais como peroxidacao lipidica, contetdo de ergosterol, producédo de
espécies reativas do oxigénio e do nitrogénio, atividade enzimética do sistema
antioxidante e a interacdo in vitro das drogas antifungicas com inibidores da peroxidade,
da superoxidismutase e com sequestrador de peroxinitrito. Nossos dados mostraram que
0s estresses oxidativo e nitrosativo possuem um importante papel na acdo antifingica

do itraconazol e da anfotericina B contra as células de C. gattii.

Os objetivos desse trabalho foram:

1. Avaliar a cinética da curva de tempo de morte dos isolados de C. gattii frente aos
antifungicos fluconazol, itraconazol, anfotericina B.

2. Quantificar a peroxidacdo lipica e a producdo de espécies reativas causadas pelos
antifangicos nas céluas de C. gattii.

3. Quantificar o conteudo de ergosterol da membrana celular flngica antes e apds a
exposi¢do aos antifungicos.

4. Determinar o papel das enzimas peroxidase e superoxidodismutase na resposta do

C. gattii frente aos estresses causados pelos antifungicos.
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2.2 CAPITULO Il — “Heteroresistance to itraconazole alters morphology and

increases virulence of Cryptococcus gattii”

Gabriella Freitas Ferreira, Julliana Ribeiro Alves Santos, Marliete Carvalho da Costa,

Rodrigo Assungéo de Holanda, Angelo Marcio Leite Denadai, Gustavo José Cota de
Freitas, Aquila Rodrigues Costa Santos, Priscila Batista Tavares, Tatiane Alves Paix&o,
Daniel Assis Santos. Manuscrito aceito pelo periddico Antimicrobial Agents and
Chemotherapy. doi:10.1128/AAC.00466-15

Nesse trabalho avaliou-se o desenvolvimento da heterorresisténcia de C. gattii ao
itraconazol e sua influéncia na viruléncia das linhagens em modelo murino. Verificou-se
que os clones eram intrinsicamente heterroresistentes e apresentavam alteracdo no
diametro celular e no tamanho da cépsula, maior negatividade da carga da superficie
celular, reducdo da quantidade de ergosterol, alteracdo molecular cromossémica, além
de um potente sistema antioxidante. Além disso, a heterorresisténcia ao itraconazol
levou a uma maior fagocitose desses fungos pelos macrofagos, os quais conseguiram
proliferar exacerbadamente dentro dos fagdcitos. Esses resultados em conjunto podem
explicar a diminuicdo do tempo de sobrevida, a grande carga fangica encontrada nos
pulmdes e cérebro, além do menor infiltrado inflamatério nos pulmdes dos
camundongos infectados pelas células heterorresistentes em comparagdo com o0s

animais infectados com as linhagens originais. Nossos resultados indicam que a

heterorresisténcia ao itraconazol é intrinseca e aumenta viruléncia de C. gattii

Os objetivos deste trabalho foram:

1. Induzir a heterorresisténcia ao itraconazol em onze linhagens de C. gattii.

2. Caracterizar os isolados originais e heterorresistentes ao itraconazol por meio dos
testes: curva de morte, efeito pds-antibidtico, analise morfométrica, eletroforese em
campo pulsante, deteccdo de ergosterol, peroxidagdo lipidica, potencial zeta,
presenca de espécies reativas e expressdo das enzimas neutralizadoras,

3. Avaliar o perfil fagocitico dos macréfagos frente aos isolados originais e
heterorresistentes e a capacidade proliferativa destes isolados no interior dos
macrofagos e investigar a viruléncia das células originais e clones heterorresistentes

em modelo murino.
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3. DISCUSSAO

O projeto sobre o imunoproteoma de C. gattii identificou grande parte do
sistema antioxidante desse fungo (JOBBINS et al, 2010). No entanto, pouco se sabe
sobre a influéncia das drogas antifungicas no sistema antioxidante de C. gatti. O
itraconazol, um triazélico oral de amplo espectro, tem atividade antimicética para C.
gatii tanto in vitro como em modelos murinos de meningite criptococdcica
(CAUWENBERGH, 1993). Em nosso trabalho, altos niveis de TBARS foram
observados ap6s uma hora de tratamento das células de C. gatii com itraconazol, mas
ndo com fluconazol. Os ensaios mostraram que uma alta peroxidacéo lipidica aconteceu
concomitantemente com a reducdo dos niveis de ergosterol apds exposicdo ao
itraconazol e, por isso, decidiu-se mensurar ERO e peroxinitrito produzido por células
de C. gattii.

Os resultados demonstraram que o itraconazol aumentou a quantidade
intracelular de ERO. Baseado nesses dados, hipotetizamos que esse farmaco nao possuli
apenas um unico alvo na célula: itraconazol também induz a producdo de ERO, os quais
levam a adicdo de elétrons nos lipidios das membranas (maioria acidos poli-
insaturados), resultando em danos celulares. Esse fendmeno aconteceria de uma maneira
dindmica em conjunto com a inibicdo da enzima 14a-desmetilase (SHAPIRO et al.,
2009), o que explicaria o fato do CIM do itraconazol ser menor do que o CIM para
fluconazol para a maioria dos fungos (BADIEE; ALBORZI; 2011; ESPINEL-
INGROFF et al., 2012). E importante ressaltar que o fluconazol n&o foi capaz de induzir
radicais livres e nem peroxidacéo lipidica.

N&o foi observada peroxidacdo lipidica nas células de C. gattii tratadas com
itraconazol apo6s 24 horas, mas foi verificado aumento da atividade das enzimas SOD e
PER nesse mesmo tempo. O sinergismo entre o itraconazol e o 3-Amino-1,2,4-triazol
(3-AT), um inibidor de catalase, foi também analisado. Os resultados sugerem que 0
estresse oxidativo em células de C. gattii expostas ao itraconazol ocorreu no inicio do
tratamento e contribuiu para o seu efeito antifingico. E provavel que as células
criptococdécicas sobrevivam ao ERO por ativarem o seu sistema antioxidante. Essa
hipdtese ajudaria a explicar o fato do itraconazol ser uma droga fungistatica (COWEN;
STEINBACH, 2008).
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A anfotericina B € uma droga antifungica que apresenta potente atividade contra
a maioria das leveduras e fungos filamentosos (GRUSZECKI et al., 2003). E uma
molécula autooxidavel, o que pode estar relacionado com o estresse oxidativo (MATOS
et al., 2012). Interessantemente, a curva de morte fungica na presenca de anfoterica B, o
nivel de peroxidacdo lipidica, o grau de interagdo com inibidores da peroxidade e
superoxidodismutase, além de interacdo com o sequestrador de perdxidonitrito, foram
semelhantes a estes mesmos paratros quando o peroxido de hidrogénio foi testado. A
partir dessas observacdes, pensou-se que a anfotericina B poderia induzir a producédo de
ERO e peroxinitrito nas células de C. gattii. Os resultados mostraram altos niveis de
radicais livres ap0s o tratamento das células fangicas com esse farmaco, o qual perdurou
por 24 horas. Nesse sentido, acredita-se que a anfotericina B também possui multiplos
efeitos na célula, como sugerido previamente (SOKOL-ANDERSON et al., 1998;
SANGALLI-LEITE et al., 2011). Dessa forma, postulou-se que a anfotericina B possui
dois mecanismos fungicidas nas células: inducdo de estresse oxidativo/ nitrosativo e
aumento da permeabilidade celular.

Cryptococcus gattii aumenta a atividade do seu sistema antioxidante frente a
estresses oxidativo e nitrosativo (MISSALL et al., 2004; BROWN et al., 2009). Os
ensaios demonstraram um aumento da atividade da peroxidase apds 24 horas de
tratamento com anfotericina B, além de uma interac&o sinérgica entre a anfotericina B e
os inibidores da peroxidase/superoxidodismutase. No entanto, acredita-se que essa
ativacdo do sistema antioxidante ndo é suficiente para neutralizar todas as espécies
reativas do oxigénio e do nitrogénio, o que ndo permite a célula uma eficiente adaptacéo
a esse estresse. Essa afirmativa poderia explicar a menor taxa de resisténcia de isolados
de C. gattii a anfotericina B quando comparado aos azélicos (MATOS et al., 2012).

Uma associagdo esquematica com todos os dados obtidos dos experimentos que
buscaram entender o papel dos estresses oxidativos e nitrosativos no mecanimo de agao

dos azdlicos e da anfotericina B esté apresentada na Figura 4.
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Figura 4. Representacdo esquematica do papel do estresse oxidativo e nitrosativo
causado pelo itraconazol (ITC) e anfotericina B (AMB) em células de C. gattii. (A)
Fluconazol (FLC) ndo promove a formacdo de radicais livres e interfere apenas na
sintese do ergosterol (ERG), o que resulta em uma ac¢do fungistatica e em altos valores
de CIM. (B) De uma maneira dinamica, ITC reduz os niveis de ergosterol, mas também
induz estresse oxidativo em C. gattii no inicio do tratamento levando a peroxidacao
lipidica (PL), a qual é suficiente para ativar o sistema antioxidante celular. O resultado é
um efeito fungistatico e menores valores de CIM. (C) A anfotericina B se liga ao
ergosterol e também induz a um intenso estresse oxidativo e nitrosativo nas células
fangicas (levando a PL). Esses dois mecanimos fungicidas ndo permitem uma eficiente

adaptacéo celular, resultando em valores baixos de CIM.

O peroxinitrito € uma espécie reativa com pequena meia-vida e um potente
indutor de morte celular (BROWN et al., 2009). Embora ndo seja um radical livre por

sua natureza quimica (ndo possui elétrons desemparelhados), € um potente agente
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oxidante que danifica os tecidos de diversas maneiras, incluindo a peroxidagao lipidica
e inativacdo de enzimas (VIRA et al., 2003). O presente estudo demonstrou que a
adicdo do FETPPS, um sequestrador de peroxinitrito, diminuiu a atividade da SOD apds
todos os tratamentos testados (incluindo no controle de crescimento). Estudos prévios
demonstraram que o 6xido nitrico eficientemente compete com a SOD pelo superoxido
(BECKMAN; KOPPENOL, 1996). Assim, no sistema testado, o peroxinitrito foi
constantemente removido pelo FETPPS, provavelmente modificando o equilibrio da
formacéo dessa espécie pela reacdo entre dxido nitrico e superéxido. Além do mais, a
atividade da peroxidase foi também reduzida pelo FETPPS quando adicionado nas
células tratadas com itraconazol e anfotericina B. Esses resultados podem ser explicados
pela reducdo do substrato para essa enzima (peroxido de hidrogénio), que
provavelmente esta reduzido pela diminuicdo da ativacdo da SOD. A Figura 5 apresenta

uma sintese desse mecanismo proposto.
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Figura 5. Representacdo esquematica do sistema antioxidante e 0 mecanismo de acao
do 3-AT, DETC e FETPPS

3-AT — inibidor da catalase 3-amino-1,2,4-triazol; DETC - inibidor da SOD
diethyldithiocarbamato; FETPPS — seqliestrador de peréxinitrito 5,10,15,20-Tetrakis(4-
sulfonatophenyl)porphyrinato Iron (111), Chloride; SOD — superdéxidodismutase; PER —
peroxidase; ITC — itraconazol; AMB — Anfotericina B

Itraconazol € uma alternativa ao tratamento de primeira escolha (poliénicos e

fluconazol) para a criptococose em circunstancias especiais, como a nao toleréncia ao
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tratamento convencional pelo paciente, existéncia de interagdes medicamentosas
prejudicais e a persisténcia ou progressao da doenca mesmo apos terapia convencional
(PERFECT et al.,, 2010). No entanto, ha poucos estudos que examinam as
consequéncias da exposicdo prolongada das células de C. gattii frente ao itraconazol.
Nesse estudo, foram apresentadas as primeiras evidéncias que a heterorresisténcia de C.
gattii aos itraconazol esta associada com a menor susceptibilidade ao estresse oxidativo
e a0 aumento da viruléncia.

A heterorresisténcia ao itraconazol foi intrinseca para todas as linhagens de C.
gattii analisadas. E importante notar que a resisténcia adquirida foi perdida de uma
maneira gradual depois de repetidas subculturas em meios ndo suplementados com a
droga, resultando em reversao a susceptibilidade original. A selecdo das subpopulagdes
heterorresistentes foi evidenciada apenas quando se utilizou o in6culo concentrado de
10° UFC/mL a 37°C. Baseado nos resultados, pode-se inferir a possibilidade da selecéo
de populacbes heterorresistentes em pacientes com alta carga flngica e que utilizam
itraconazol por um longo periodo de tempo. Outros pesquisadores usaram 0 Mesmo
procedimento para o estabelecimento de clones heterorresistentes a azolicos de Candida
(CLAUDINO et al., 2009). Entretanto, nesse estudo foi utilizada a temperatura de 37°C
para simular a temperatura do corpo dos mamiferos, ja que a capacidade dos fungos em
modificar a sua fisiologia e a sua taxa de crescimento a essa temperatura é fundamental
para a capacidade de infectar os seres humanos (PERFECT, 2006).

Os clones heterorresistentes de todos os isolados demoraram mais tempo para
apresentar reducdo populacional, sendo que algumas linhagens exibiram também
reducdo do efeito pds-antifungico. Com base nas caracteristicas farmacodinamicas
descritas, pode-se supor que as células heterorresistentes necessitariam de uma
prolongada e continua exposicdo ao itraconazol para sofrerem o efeito fungistatico
proposto para essa droga (CRAIG, 1993).

E importante ressaltar que o nivel de heterorresisténcia ao itraconazol (NHI)
variou entre os isolados, de modo que foram observados trés perfis distintos: baixo,
intermediario e alto nivel de heterorresisténcia. O fendmeno de heterorresisténcia
alterou a morfologia celular e induziu a reducdo do tamanho da cépsula e do didmetro
celular. E importante ressaltar que foi verificada uma correlagio positiva entre a relagio
superficie sobre volume (S/V) das células originais e os NHIs; e uma correlacéo

negativa entre o tamanho da capsula dos clones heterorresistentes e os NHIs. Efeitos
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semelhantes foram observados em células de C. neoformans expostas a concentracdes
subinibitdrias do fluconazol, voriconazol, anfotericina B e terbinafina (NOSANCHUK
et al., 1999; DUIN et al., 2004; GUERRA et al., 2012). De acordo os principios basicos
da biologia celular, ha significativas vantagens em ser uma célular pequena, visto que
uma razdo elevada de S/V suporta troca de nutrientes mais rapidamente por volume
celular comparada com uma célula grande. Esse fato influencia em vérios aspectos da
evolugédo celular, pois que uma menor quantidade de nutrientes permite um maior
crescimento de populacdo de células pequenas do que grandes (MADIGAN et al.,
2013).

Ainda, foi demonstrada uma diminuicdo significativa do tamanho da cépsula e
dos niveis de ergosterol provocada pela heterorresisténcia ao itraconazol, o que
provavelmente tornou as células fungicas mais aptas a se adaptarem ao estresse causado
por esse farmaco. Alguns autores relataram que o crescimento da capsula requer grande
gasto de energia e estd associado com uma menor taxa de multiplicacdo celular fangica
(ZARAGOZA; CASADEVALL, 2004; MAXSON et al., 2007). Embora a cépsula
funcione como um fator de resisténcia frente a algumas drogas antifungicas (ex:
anfotericina B), ela ndo interfere na acdo do itraconazol em células de C. neoformans
(ZARAGOZA et al., 2008). Além do mais, a exposi¢do de células de C. neoformans a
concentragfes subinibitérias de fluconazol altera a quantidade de lipideos celulares
(GHANNOUM et al., 1994). Dado que a sintese da capsula estd associada ao acumulo
de vesiculas na parede celular (SAKAGUCHI et al., 1993), é possivel que a inibicao da
sintese do ergosterol resulte em membranas defeituosas que interferem com o tréfico de
vesiculas necessario para a sintese da capsula, o que explicaria os resultados
encontrados.

O estresse provocado pelo itraconazol induz a formacdo de dissomia em
cromossomos especificos, especialmente no cromossomo 1, que estd fortemente
relacionado com o gene ERG11 (SIONOV et al., 2010). Foram observados diferentes
padrdoes de banda entre as linhagens originais e heterorresistentes pela técnica de
eletroforese em campo pulsatil, sugerindo um mecanismo de adaptacdo frente ao
estresse gerado pelo itraconazol. A duplicacdo e a perda de genes séo ferramentas muito
utilizadas na evolucgéo dos fungos (WAPINSKI et al., 2007). Dessa forma, presume-se
que a reorganizacdo do genoma vista nos clones heteroresistentes ¢ uma consequéncia

da diminuicdo da susceptibilidade aos azdlicos.
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As células heterorresistentes que se originaram das linhagens com menor
(L135/03) e alto NHI (L27/01) foram significativamente mais fagocitadas quando
comparadas com as células originais da mesma linhagem. Esses resultados podem ser
explicados por alteracdes na capsula (tamanho e carga) observadas nos clones
heterorresistentes (CROSS et al., 1993; BOSE et al., 2003; GRECHI et al., 2011).
Como as células criptococdécicas sdo carregadas negativamente (NOSANCHUK et al.,
1999; SANTOS et al., 2014), hipotetiza-se que a heteroresisténcia ao itraconazol
diminui a carga negativa das células fungicas e reduz a repulsao eletrostatica entre as
leveduras e os macréfagos, aumentando a fagocitose.

Embora o aumento da cédpsula em C. neoformans confira maior resisténcia ao
estresse oxidativo, sendo postulado como um possivel mecanismo para a sobrevivéncia
desse fungo em meio intracelular (ZARAGOZA et al., 2008), os dados desse estudo
apontam que a heterorresisténcia aumenta a taxa de proliferacdo intracelular dentro dos
fagdcitos. Para melhor entender esses resultados, avaliou-se a susceptibilidade dos
clones heterorresistentes ao estresse oxidativo gerado pelo itraconazol.
Interessantemente, o0s clones heterorresistentes foram mais resistentes ao estresse
oxidativo do que as células originais da mesma linhagem. Além do mais, a linhagem
com alto valor de NHI (L27/01) apresentou menores niveis de ERO e de TBARS do que
a linhagem com baixo valor de NHI. Esses resultados demonstram que a menor
susceptibilidade ao estresse oxidativo nos clones heterorresistentes poderia ser
explicado pela superexpressdo das enzimas peroxidase e superoxidodismutase.

O sistema antioxidante do Cryptococcus o protege contra radicais livres e a
morte intracelular pelos macrofagos (OLSZEWSKI et al., 2010). Estudos anteriores
demonstraram que melanina, superoxidodismutase (NARASIPURA et al., 2005),
glutationa peroxidase (MISSAL et al., 2005), e citocromo C peroxidase (GILES et al.,
2005a) sdo exemplos de componentes do sistema antioxidante criptococécico. Além do
mais, a superoxidodismutase 2 é essencial para o crescimento de C. neoformans a 37°C,
devido ao seu papel de regular a concentracdo de ERO dentro da mitocéndria. Nesse
sentido, pode-se supor que um conjunto de fatores observados nos clones
heterorresistentes: alta razdo S/V, menor tamanho da capsula e maior atividade das
enzimas superoxidodismutase e peroxidase, podem gerar condi¢Ges favoraveis para que
as células de C. gattii possam se proliferar dentro dos macrofagos (GILES et al.,
2005b).
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Para determinar se a heterorresisténcia altera a viruléncia desse fungo,
inocularam-se células originais e heterorresistentes de C. gattii em camundongos
C57BL/6 por via intratraqueal e intravenosa. Os clones heterorresistentes foram mais
virulentos em ambas as vias testadas. Dentro desse contexto, é importante ressaltar que
uma das primeiras caracteristicas descritas da relacdo Cryptococcus-hospedeiro é a sua
capacidade de proliferar dentro dos macréfagos (DIAMOND; BENNETT, 1973). Essa
habilidade desse fungo sobreviver dentro do fagossomo depende da sua capacidade de
conseguir nutrientes para proliferar (JOHNSTON; MAY, 2013). Os resultados aqui
apresentados apontam que os clones heterorresistentes tiveram mais éxito em sobreviver
dentro dos macrofagos (células menores e com maior possibilidade de troca de
nutrientes por superficie celular, conforme discuto anteriormente), e esse fenémeno
pode explicar o aumento da viruléncia em modelo murino. As alteracBes nos clones

heterorestsitentes achadas nesse trabalho estdo resumidas na figura 6.
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Figura 6. Resumo das alteracBes observadas nos clones heterorresistentes quando
comparados com a linhagem original. As linhagens originais foram submetidas a
concentracdes crescentes de itraconazol, o que levou ao desenvolvimento dos clones
heterorresistentes (esses clones voltaram ao perfil de suscetibilidade inicial ap6s dez
cultivos diarios em meio sem droga). Os clones heterorresistentes tiveram diminuicdo
do conteudo de ergosterol, diminui¢cdo da relacdo S/V e do tamanho da cépsula,
aumento da carga da superficie celular, ativacdo das enzimas peroxidase e
superoxidodismutase e alteracdo cromossémica. A heterorresisténcia ao itraconazol fez
com que os fungos fossem mais fagocitados, mas também se proliferassem mais no

interior dos macréfagos, o que levou ao aumento da viruléncia em modelo murino.

Para entender melhor a influéncia da heterorresisténcia na viruléncia, foram
realizados dois experimentos com camundongos infectados com a linhagem L135/03:

contagem das unidades formadoras de col6nias em 0rgéos e histopatologia. Uma alta
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carga fangica nos pulmdes e cérebro nos camundongos infectados com os clones
heterorresistentes induziu um menor infiltrado inflamat6rio depois de 10 dias de
inoculacdo. Sabe-se que a presenca de uma resposta balanceda € critica para o
prognostico da criptococose, de modo que citocinas do tipo TH1 e TH17 resultam em
reducdo da proliferagdo intracelular (VOELZ et al., 2009). Além do mais, pesquisadores
observaram que citocinas anti-inflamatorias IL-4 e IL-13 tem um efeito ndo protetor,
enquanto uma resposta Thl ndo eficiente é associada com o desenvolvimento da
meningite criptococdcica (SIDDIQUI et al., 2005). Nesse sentido, os resultados desse
estudo mostraram que camundongos infectados com clones heterorresistentes
apresentam alta carga fungica e menor infiltrado inflamatério nos pulmdes, o que
resultou em pior prognostico. Foi também observado que os fungos heterorresistentes
foram mais fagocitados e tiveram alta taxa de proliferacdo dentro dos macréfagos. Esses
resultados corroboram com as observacdes realizadas pelos pesquisadores que tentaram
relacionar as interacdes entre macrofago-Cryptococcus e o progndéstico das infecdes dos
pacientes infectados por essas linhagens. Eles observaram que os isolados que
apresentaram alta taxa de fagocitose e alta taxa de proliferacdo intracelular tinham cinco
vezes mais risco de morte (ALANIO et al., 2011). Essas relacdes foram resumidas na
Figura 7.

Os clones heterorresistentes apresentaram reduc¢do do tamanho da capsula, e esse
dado ratifica estudos anteriores que sugerem que células com grande quantidade de
polissacarideo celular possuem mais dificuldade em atravessar a barreira

hematoencefélica e se estabelecer no sistema nervoso central (CHARLIER et al., 2005).
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Figura 7. A viruléncia de linhagens clinicas de C. neoformans foi correlacionada com a
interacdo fungo-macréfago. Pacientes que apresentaram isolados com alto indice de
fagocitose e de prodilferacdo celular apresesentaram pior prognostico. Ja aqueles
pacientes que apresentaram isolados com baixo indice de fagocitose e de taxa de
profliferagdo celular apresentaram dificuldade de eliminar os fungos do fluido

cerebroespinhal apds duas semanas de tratamento com antifingicos (Fonte: MANSOUR et
al., 2011).

Apesar de C. gattii ser intrinsicamente heterorresistente ao itraconazol, todas as
linhagens voltaram ao mesmo perfil de sensibilidade ao itraconazol apds dez cultivos
seguidos em meio sem droga. Esses resultados sdo similares aos dados encontrados na
literatura (SIONOV et al.,, 2009; VARMA et al.,, 2010). De forma interessante, as
células oriundas dessa décima cultura foram tdo virulentas quanto os clones
heterorresistentes e foram menores que as linhagens originais. Outra observacao
importante € que as coldnias recuperadas do pulmdo e do cérebro dos animais
infectados continuaram com o mesmo perfil de susceptibilidade que os clones
heterorresistentes. Postula-se que as diferencas de perfil de suscetibilidade dos clones
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heterorresistentes que passaram por duas situacGes distintas: 1) repiques sucessivos em
meio sem droga (retorno a suscetibilidade inicial) e 2) inoculados em modelo murino e
recuperados em 6rgdos dos animais (manutencdo do nivel de resisténcia) podem ser
explicadas porque, in vitro, as linhagens precisam ainda se adaptar aos radicais livres
oriundos das células fagociticas, e em vitro ndo ha estresse. Como mencionado
anteriormente, os fungos expostos ao itraconazol aumentaram a atividade do sistema
enzimético antioxidante para sobreviver ao estresse oxidativo e a peroxidacao lipidica
gerada por esse farmaco. Nesse sentido, acredita-se que ocorre uma “adaptagdo
cruzada” e, por causa disso, as células recuperadas dos camundongos continuaram
menos susceptivel ao itraconazol. Assim, processo de heterorresisténcia interfereria na
viruléncia de maneira mais duradoura que a resisténcia ao itraconazol.

Finalmente os dados aqui apresentados mostram um importante papel dos
estresses oxidativo e nitrosativo gerados pelos azolicos e pela anfotericina B contra C.
gattii. Também verificou-se que a heterorresisténcia ao itraconazol é um mecanismo
intriseco em todos os isolados de C. gattii testados e representa um mecanismo
adaptativo para a sobrevivéncia diante do estresse causado pelos azdlicos. Ainda, foi
demonstrado que a heterorresisténcia altera a morfologia celular (S/V e tamanho da
capsula), niveis de ergosterol e aumenta a atividade das enzimas antioxidantes. Essas
modificagOes podem representar mecanismos adicionais da inefetividade do tratamento
de pacientes com itraconazol, visto que a heterorresisténcia modifica parametros

farmacodindmicos e aumenta a viruléncia das células de C. gattii.
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4 CONCLUSOES

1. Esse estudo foi pioneiro em demonstrar o papel do estresse oxidativo e
nitrosativo gerado pelos azélicos e anfotericina B em C. gattii.

2. O itraconazol induz a producdo de espécies reativas de oxigénio no inicio
do tratamento simultaneamente com a reducdo dos niveis de ergosterol celular e
a ativacdo do sistema enzimatico antioxidante. Esse efeito resulta em um efeito
fungistatico com valores muito baixos de concentracao inibitoria minima.

3. Nesse trabalho descreveu-se a importancia da anfotericina B em promover
0 estresse oxidativo e nitrosativo nas células de C. gattii.

4. Em nosso conhecimento, esse estudo foi o primeiro a descrever o
fendmeno da heterorresisténcia do C. gattii ao itraconazol.

5. A heterorresisténcia ao itraconazol leva a alteragdes mofoldgicas e
fisiologicas nas células de C. gattii, as tornando mais virulentas em modelo
murinho.,

6. As alteracbes morfoldgicas em células criptococicas sdo resultado de
adaptacdo as condicdes ambientais hostis, como a pressdo causada pelo
itraconazol.

7. A heterorresisténcia ao itraconazol pode ser um mecanismo de acdo
adicional que explicaria a ndo remissdo da infeccdo de pacientes com

criptococose tratados com itraconazol.
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5 PERSPECTIVAS

- Estudar o desenvolvimento da heterorresisténcia das linhagens de C. gattii em modelo

murino, pela infeccdo de camundongos com linhagens originais e tratamento com
itraconazol.
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PROTOCOLO COMITE DE ETICA

De: "CEUA" <ceua@prpa.ufma.br>

Para: das@ufmag.br
Enviadas: Sexta-feira, 1 de Fevereiro de 2013 15:29:02

Assunto: Novo Protocolo Registrado

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Senhor(a) Professor(a) Daniel de Assis Santos,

Esta € uma mensagem automatica de notificacdo de recebimento do seu projeto
intitulado

"Avaliagdo de mecanismos envolvidos na heterorresisténcia de Cryptococcus gattii ao

itraconazol” sob o numero de protocolo 19 / 2013 para ser avaliado pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA-UFMG) dentro do prazo ESTIMADO de 15 dias.

O(a) senhor(a) recebera neste e-mail a decisao do seu processo e também podera, a
qualquer momento, entrar em nosso sistema e analisar o status do seu protocolo.

Belo Horizonte, 01/02/2013.
Atenciosamente.

Sistema CEUA-UFMG
https://www.ufmag.br/bioetica/cetea/ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais

Avenida Antonio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592
www.ufmg.br/bioetica/cetea - cetea@prpg.ufmag.br
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OF. CETEA-003/14

Sr.

Prof. Daniel de Assis Santos
Departamento de Microbiologia
Instituto de Ciéncias Bioldgicas
Nesta
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Universidade Ifederal de Minas Gerais
Comisséao de Etica no Uso de Animais - CEUA

Belo Horizonte, 18 de fevereiro de 2014.

A Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG informa que na
reunido ordindria do dia 17/02/2014. em face da solicitagdo apresentada por V. Sa..
aprovou o pedido de adendo ao projeto de pesquisa protocolado sob o nimero 19/2013,
titulo " Avaliagde de mecanismos envolvidos na heterorvesisténcia de Cryptococcus
gattii ao itraconazol " para a inclusdo de 48 camundongos machos C57BL/T6 para:

1- acrescentar o experimento curva de sobrevida para verificar a influencia do
fendmeno da heterorresisténcia do Cryprococcus gattii ao Itraconazol.

Sendo o que nos apresenta no momento, ficamos a sua inteira disposicdo para
outros esclarecimentos que se fizerem necessarios.

Atenciosamente
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