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RESUMO

Cryptococcus sdo leveduras encapsuladas que causam a criptococose. As principais
espécies de importancia clinica sdo Cryptococcus neoformans e C. gattii. Os farmacos
utilizados para seu tratamento no Brasil sdo anfotericina B e derivados azdlicos como o
itraconazol. O tratamento é longo e muitas vezes ineficaz por mecanismos de adaptacao
do fungo, como a tolerancia. A tolerancia é definida como a capacidade de
sobrevivéncia do fungo na presenca da droga, mesmo ndo havendo alteracdo da
concentracdo inibitéria minima (CIM). Nesse contexto, esse trabalho teve como
objetivo avaliar a tolerancia ao itraconazol em diferentes linhagens de C. neoformans e
C. gattii. Inicialmente, foi avaliada a CIM de itraconazol para 53 linhagens de C.
neoformans, sendo 17 linhagens selvagens e 36 linhagens com genes deletados, e 16
linhagens selvagens de C. gattii nas temperaturas de 30 °C e 35 °C. A CIM variou entre
0,03 e 2,00 pg/mL, apresentando um padrdo de linhagens mais susceptiveis a 35 °C
tanto para C. neoformans quanto para C. gattii. Posteriormente, selecionamos 17
linhagens com os maiores e menores valores de CIM, para andlises de curva de
crescimento nas concentragdes de CIM, 2xCIM e 0,5CIM a fim de avaliar perfil de
tolerdncia. Em seguida nds investigamos 10 dessas linhagens, que apresentaram
crescimento na CIM para a analise de Unidades Formadoras de Col6nias para verificar a
viabilidade das células. Encontramos 4 linhagens capazes de crescer nas suas
respectivas CIM, nas quais 2 foram capazes de crescer na CIM de 30 °C e 35 °C. A
tolerdncia ao itraconazol causou uma mudanca na morfologia dessas células, que
apresentaram um aglomerado de células e o aspecto irregular se comparadas as
linhagens ndo tratadas. As linhagens tolerantes ao itraconazol, que é um agente indutor
de estresse oxidativo, ndo apresentaram um aumento na producdo de espécies reativas
de oxigénio e ndo houve alteracdo na producdo de ergosterol que € um dos alvos desse
farmaco. Estes resultados nos mostram que a resposta ao estresse oxidativo e a
regulagdo do ergosterol podem ser alguns dos possiveis meios de adaptacdo que

contribuiram para o fenémeno de tolerancia.

Palavras-chave: Cryptococcus nerformans, Cryptococcus gattii, itraconazol, tolerancia



ABSTRACT

Cryptococcus are encapsulated yeasts that cause cryptococcosis. The main species of
clinical importance are Cryptococcus neoformans and C. gattii. The drugs used for its
treatment in Brazil are amphotericin B and azole derivatives such as itraconazole.
Treatment is long and often ineffective due to fungal adaptation mechanisms, like
tolerance. Tolerance is defined as the ability of the fungus to survive in the presence of
the drug, even with no change in the minimum inhibitory concentration (MIC). In this
context, this study aimed to evaluate the tolerance to itraconazole in different strains of
C. neoformans and C. gattii. Initially, the MIC of itraconazole was evaluated for 53
strains of C. neoformans, being 17 wild-type strains and 36 strains with deleted genes,
and 16 wild-type strains of C. gattii at temperatures of 30 °C and 35 °C. The MIC varied
between 0.03 and 2.00 pg/mL, showing a pattern of more susceptible strains at 35 °C
for both C. neoformans and C. gattii Subsequently, we selected 17 lines with the highest
and lowest MIC values for growth curve analysis at MIC, 2xCIM and 0.5CIM
concentrations in order to assess tolerance profile. Next we investigated 10 of these
strains, that showed growth in the MIC for the analysis of Colony Forming Units to
verify the viability of the cells. We found 4 strains capable of growing at their
respective MIC, in which 2 were able to grow at MIC of 30 °C and 35 °C. Tolerance to
itraconazole caused a change in the morphology of these cells, which presented an
agglomeration of cells and an irregular appearance when compared to untreated strains.
The strains tolerant to itraconazole, which is an oxidative stress-inducing agent, did not
show an increase in the production of reactive oxygen species and there was no change
in the production of ergosterol, which is one of the targets of this drug. These results
show us that the response to oxidative stress and the regulation of ergosterol may be
some of the possible means of adaptation that contributed to the phenomenon of

tolerance.

Keywords: Cryptococcus nerformans, Cryptococcus gattii, itraconazole, tolerance
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1. INTRODUCAO
1.1 Cryptococcus spp.

O género Cryptococcus agrupa aproximadamente 70 espécies, sendo C.
neoformans e C. gattii os principais agentes etioldgicos que acometem seres humanos e
animais (KWON-CHUNG et al., 2014). Outras espécies de Cryptococcus consideradas
sapréfitas, como C. albidus, C. laurentii, C. humicola e C. curvatus, sdo também
encontradas como patdgenos em pacientes imunocomprometidos (PFALLER et al.,
2009). Esse género pertence ao filo Basidiomycota, classe Tremellomycetes, ordem
Tremellales e familia Tremellaceae (KURTZMAN; FELL; BOEKHOUT, 2011;
MORALES-LOPEZ & GARCIA-EFFRON, 2021).

Quanto a morfologia, as células leveduriformes de C. neoformans e C. gattii
apresentam a forma globosa e sdo envoltas por uma cépsula que apresenta
polissacarideos como a glucuronoxilomanana (GXM) que compreende por volta de
90% da capsula, a galactoxilomanana (GalXM) que compreende em torno de 8% da
capsula e também uma pequena parcela de manoproteinas (NIMRICHTER et al., 2007;
ZARAGOZA et al., 2009; FREITAS & SANTQOS, 2021). O componente capsular GXM
apresenta diferencas estruturais que sdo responsaveis pela variabilidade antigénica e
pela classificacdo do complexo em cinco sorotipos, sendo eles A, D e AD para C.
neoformans e B e C para C. gattii (NIMRICHTER et al., 2007; ZARAGOZA et al.,
2009; HAGEN et al., 2015).

Durante seu ciclo de vida, esses fungos podem apresentar reproducdo assexuada
ou sexuada. A reproducdo assexuada, também conhecida como anamorfica, ocorre por
meio de brotamentos singulares ou multiplos das leveduras que se apresentam na forma
esférica ou globosa (LACAZ et al., 2002). Ja a reproducéo sexuada ou fase telemorfica
ocorre por meio de uma compatibilidade sexual, processo denominado mating type, no
qual ha fusdo entre duas células haploides (MATa e MATa), que sofrem um
dimorfismo para o crescimento de hifas que se desenvolvem em basidios e leva a
formacéo de basididsporos (LIN & HEITMAN, 2006).



1.2 Criptococose — infeccéo e disseminacao

A criptococose € uma micose sistémica que apresenta aproximadamente 223.100
casos anualmente, levando cerca de 181.000 pessoas a 6bito no mundo (WILLIAMSON
et al., 2017 RAJASINGHAM et al., 2017). A doenga ocorre pela inalacdo de
propagulos como basididsporos presentes no ar ou de leveduras desidratadas presentes
no ambiente, que sdo encontradas principalmente em locais com um solo rico em
matéria organica ou em excrementos de aves, que sdo substratos ricos em nitrogénio, o
que favorece o crescimento do fungo (LESTER et al., 2011; KRONSTAD et al., 2011).
Os basididsporos possuem aproximadamente de 1 a 2 um e as leveduras de 1 a 3 um,
quando aspirados podem acarretar uma infeccdo aguda ou assintomatica na qual o
sistema imune pode promover a morte das células fangicas ou inibir seu crescimento.
Caso ndo ocorra uma resposta efetiva, o fungo pode permanecer de forma latente, e a
doenca se desenvolve caso haja alguma deficiéncia na resposta imune do hospedeiro
(VELAGAPUDI et al., 2009; MA & MAY, 2009).

O fungo é um patdgeno intracelular facultativo, que apds ser reconhecido por
macrofagos alveolares, é internalizado formando assim o fagossomo, que ird sofrer um
processo de maturacdo por meio de uma série de fusbes com endossomos e lisossomos
para formar o fagolisossomo, onde enzimas presentes podem eliminar as células
fangicas (ERWIG & GOW, 2016). Entretanto, as células de C. neoformans séo capazes
de sobreviver dentro dos fagocitos e manter sua capacidade reprodutiva. Acredita-se que
esse fenbmeno se deve a uma caracteristica adaptativa para a protecdao contra predacédo
de amebas presentes no solo, que possuem propriedades similares aos macrofagos,
realizando fagocitose e secretando enzimas para eliminar patégenos (SWANSON &
HAMMER, 2000; STEENBERGEN; SHUMAN; CASADEVALL, 2001).

Apols a inalacdo e a sobreposicdo das barreiras naturais do hospedeiro, o
primeiro sitio de infeccdo sdo os pulmdes, havendo deposicdo dos propagulos nos
alvéolos pulmonares, o que pode ocasionar sintomas como febre, tosse, dor no peito,
perda de peso e até mesmo pneumonia em casos mais graves. O surgimento desses
sintomas ocorre no periodo entre trés semanas e trés meses de infeccdo, entretanto, a
infeccdo inicial também pode permanecer assintomatica (MINISTERIO DA SAUDE;
MAZIARZ & PERFECT, 2016). Posterior a infeccdo pulmonar pode ocorrer a
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disseminacdo para outros 6rgaos por via hematogénica, principalmente para o sistema
nervoso central (SNC) pelo qual essas células fungicas apresentam tropismo (DEL
POETA & CHATURVEDI, 2012). De acordo com Mednick e colaboradores (2005)
esse neurotropismo pode ser referente a presenca de catecolaminas, substancia
precursora para a sintetizacdo de melanina. J& Liu e colaboradores (2014) sugeriram que
isso se deve a presenca de inositol no cérebro, o que permite que as células flngicas
aumentem a expressao de acido hialurénico, encontrado na superficie da célula e
promove a ligacdo da levedura aos receptores celulares CD44 do hospedeiro.

Para alcangar o SNC as leveduras apresentam mecanismos que as permitem
atravessar a barreira hematoencefélica (BHE) sendo eles: cavalo de troia, transcitose e
paracitose (Figura 1). O mecanismo cavalo de troia consiste em ceélulas fangicas
internalizadas pelos macréfagos conseguirem atravessar a BHE, fazendo com que ndo
sejam expostas ao sistema imune (KRONSTAD et al., 2011; DENHAM & BROWN,
2018). J& no mecanismo de transcitose, a célula flngica é capaz de atravessar 0s
capilares endoteliais e atinge o cérebro através do citoplasma (VU et al., 2009). Por fim,
a paracitose ocorre no momento em que a célula fingica consegue atravessar a BHE
através das juncgdes celulares, onde utilizam a protease Mprl que permite a migracdo
transendotelial (MAY et al., 2016; NA POMBEJRA et al., 2017). Uma vez que as
leveduras sejam capazes de migrar para 0 SNC, o hospedeiro pode desenvolver
pneumonia e meningoencefalite (COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 2014).
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Figura 1: O modelo de disseminagdo de Cryptococcus neoformans até o SNC. As células podem
permanecer nos pulmd&es ou migrar para 0 SNC apds atravessar a BHE pelos mecanismos: (A) Paracitose;
(B) Transcitose; (C) Cavalo de Troia. Fonte: Sabiiti; May, (2012)

1.3 Fatores de viruléncia

As células de Cryptococcus spp. possuem uma série de mecanismos que
auxiliam a sua patogenicidade e garantem a sua sobrevivéncia no ambiente e frente ao
sistema imunoldgico do hospedeiro. Tais mecanismos sdo denominados fatores de
viruléncia, sendo eles a sintese da cépsula polissacaridica, a producdo de melanina, a
capacidade de crescer a 37 °C, também conhecida como termotolerancia, e a secre¢édo de
enzimas como ureases, fosfolipases e proteases (BARONI, 2006; MAY et al., 2016).

A cépsula polissacaridica esta relacionada a sobrevivéncia e viruléncia do fungo,
e também permite a classificacdo das espécies do género Cryptococcus. A cépsula é
composta por dois polissacarideos, sendo eles a GXM, gue representa a maior parte da
composicgdo da capsula e auxilia na classificagdo antigénica dos sorotipos, e a GalXM,
podendo ainda haver em menor propor¢cdo manoproteinas (RODRIGUES et al., 2011;
KWON-CHUNG et al., 2014). A céapsula possibilita a protecdo contra desidratacdo no
ambiente, contra a radiacdo solar e também predag&o atraves da fagocitose por amebas,
fato que pode ter permitido a aquisicdo da resisténcia a fagocitose realizada por
macrofagos do sistema imunolégico de hospedeiros vertebrados (IDNURM et al., 2005;
ZARAGOZA et al., 2009; PRATES et al., 2013).
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A dimensdo da capsula pode muitas vezes variar em diferentes linhagens, ou até
mesmo em células de uma mesma linhagem, fatores que dependem da condicdo de
crescimento (ZARAGOZA et al., 2009). Uma vez que ocorra maior producdo de
capsula, o que acarreta aumento do tamanho das células fungicas formando células
titnicas, isso faz com que as células sejam mais resistentes a fagocitose, e ocorra o
aumento de sua viruléncia. Entretanto, existem células menores ou com menor produgdo
de capsula que sdo caracteristicas por conseguirem atravessar a BHE de forma mais
acessivel devido a seu tamanho (BARONI, 2006; LONG et al., 2012; HERNANDEZ-
CHAVEZ et al., 2017; ROSSI & ZARAGOZA, 2017).

A producgdo de melanina é muito importante para a viruléncia de C. neoformans
e C. gattii e ¢ comum em diversas espécies de fungos patogénicos, uma vez que oferece
protecdo agindo como antioxidante, atua reduzindo a susceptibilidade de farmacos
antifungicos, dificulta o reconhecimento pelos macro6fagos e consequentemente a
fagocitose, além de acdo das proteinas intracelulares, e oferece também protecdo contra
fatores ambientais como a radiacdo ultravioleta e altas temperaturas (WILLIAMSON,
1997; BARNETT, 2010; LESTER et al.,, 2011). Sua producdo estd relacionada a
presenca da enzima lacase, codificada pelo gene LAC1 (BUCHANAN & MURPHY,
1998).

Dentre os fatores de viruléncia podemos destacar também a capacidade de
crescimento flngico tanto a temperatura ambiente quanto a 37 °C, o que faz com que as
espécies de C. neoformans e C. gattii sejam capazes de causar doencas em mamiferos.
Esse crescimento a 37 °C se deve, entre outros fatores, ao gene que codifica uma
proteina fosfatase chamada calcineurina (ODOM et al., 1997; ROSSI & ZARAGOZA,
2017).

As enzimas urease e a fosfolipase B sdo enzimas de degradacdo que auxiliam na
sobrevivéncia a fagocitose pelos macréfagos e na migragdo de leveduras para o pulmao
e para 0 SNC (KWON-CHUNG et al., 2014). J& as enzimas proteases, auxiliam na
viruléncia de Cryptococcus atraves da degradacdo de tecidos do hospedeiro ou de
proteinas de grande importancia para o sistema imune (CASADEVALL & PERFECT,
1998).
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1.4 Criptococose - manifestagdes clinicas

Apols a inalacdo dos propagulos e inicio da infeccdo os principais 0rgaos
comprometidos sdo os pulmdes e o cérebro em infecgbes disseminadas (BIVANCO;
MACHADO; MARTINS, 2006). Entretanto, outros 6rgdos podem ser acometidos,
como por exemplo a pele, os olhos, a prostata ou os 0ssos (CHAYAKULKEERE &
PERFECT, 2006).

Na criptococose pulmonar os 6rgaos do sistema respiratorio sdo 0s primeiros
atingidos, sendo que apds a instalagdo nos pulmdes hd o desenvolvimento de uma
infeccdo primaria. Nessa fase, 0 hospedeiro apresenta sintomas como tosse, febre, perda
de peso, dor no torax ou insuficiéncia respiratoria similares a uma pneumonia.
Entretanto, a fase pulmonar pode ser assintomatica, assim como pode ndo ocorrer
disseminacdo para outros sistemas, fatores que dependem do grau de imunidade do
hospedeiro e da viruléncia fungica (BIVANCO; MACHADO; MARTINS, 2006;
QUEIROZ et al., 2008; LI & MODY, 2010). Ja na criptococose do SNC, devido ao
tropismo de C. neoformans e C. gattii para o0 SNC, a sua disseminacdo pode causar
meningite, encefalite ou meningoencefalite. Os pacientes podem apresentar
manifestacdes como cefaleia, ndusea, febre, confusdo mental, convulses, alteracdes na
visdo, déficit neurolégico e coma (PERFECT & CASADEVALL, 2002; IDNURM et
al., 2005; DUARTE, et al., 2017). A criptococose do SNC pode acarretar obito de
pacientes que ndo estejam realizando tratamento adequado e que estejam com o sistema
imune comprometido, pois ocorre aumento da pressdo intracraniana e
consequentemente a reducdo de sangue circulante (CRISSEY; LANG; PARISH, 1995;
VENTURA et al., 2013).

1.5 Criptococose - tratamento

Os antifungicos comumente utilizadas no tratamento da criptococose podem ser
classificadas em trés classes de farmacos, sendo elas 0s poliénicos, como por exemplo a
Anfotericina B (AMB), os azdis, como por exemplo o fluconazol (FLU), o voriconazol
(VRZ) e o itraconazol (ITC) e por fim o fluorado sintético 5-flucitosina (5FC) que
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normalmente é utilizado em conjunto com a AMB (PERFECT et al., 2010; SLOAN &
PARRIS, 2014).

Atualmente, os poliénicos, como a AMB e o0s azdis, destacando-se o ITC, vem
sendo os farmacos de primeira escolha nos tratamentos antifingicos de micoses
oportunistas, cutaneas e sisttmicas. Os poliénicos podem apresentar dois mecanismos
de acdo sendo o primeiro a acdo na membrana celular dos fungos, onde os polienos
ligam-se ao ergosterol, formando poros na membrana, 0 que ocasiona um aumento na
permeabilidade da membrana permitindo o extravasamento de moléculas, levando a
morte celular (BERGOLD & GEORGIADIS, 2004). O segundo mecanismo pode
ocasionar o aumento da producdo de radicais livres como espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio, que também sdo importante mediadores no efeito fungicida de poliénicos
como a AMB, desencadeando um estresse oxidativo e nitrosativo, e esse aumento de
radicais livres podem provocar danos nas celulas e dessa forma, causar morte celular
(FERREIRA et al., 2013; MESA-ARANGO et al., 2014).

Os derivados azolicos atuam na inibicdo da esterol-14-a-desmetilase, impedindo
a sintese do ergosterol na membrana citoplasmatica e acarretando o acimulo de 14-o-
metilesterdis, isso faz com que haja formacdo da membrana com propriedades alteradas,
ndo desempenhando as fungbes fundamentais para o desenvolvimento do fungo.
Embora a classe dos azois causem menos efeitos colaterais que a AMB, eles apresentam
mecanismos menos potentes que a classe dos poliénicos (BERGOLD & GEORGIADIS,
2004). O ITC ¢ o antifungico de escolha alternativa usado no tratamento da criptococose
pulmonar se 0 FLU ndo estiver disponivel ou se houver contraindicacdo médica, apesar
de o ITC apresentar baixar penetracdo para 0 SNC, estudos ja demonstraram que 0
farmaco apresenta bons resultados na prevencdo e no tratamento da criptococose
pulmonar tanto em pacientes imunocompetentes quanto em individuos com AIDS, além
disso também é descrito que assim como a AMB o ITC pode induzir estresse oxidativo
(PERFECT et al,. 2010; FERREIRA et al. 2013; FERREIRA et al. 2015). A utilizacao
demasiada dos farmacos da classe dos az6is ocasionou 0 aparecimento de resisténcia em
espécies capazes de sofrer modificacdes (BERGOLD & GEORGIADIS, 2004). Alguns
mecanismos moleculares descritos na literatura estdo relacionados com a aquisicdo de
resisténcia aos farmacos azolicos, como por exemplo em linhagens de C. albicans ao

fluconazol. Dentre esses mecanismos podemos citar a mutacdo no gene ERG3, que
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codifica a enzima C-5 esterol desaturase (VALE-SILVA et al., 2012); a acdo do gene
RTA2 mediado pela regulacdo da enzima fosfatase calcineurina, que atua na sinalizacdo
da célula fangica, sendo que esse gene é capaz de bloquear a acdo de azOis na
membrana por meio da regulacdo da fosfatase calcineurina (JIA et al., 2009); e a
proteina HSP90 que esté ligada a producdo de biofilmes resistentes aos antifungicos e
ao aumento de expressdo de proteinas de choque térmico (do inglés, Hot Shock
Proteins) que possibilita uma troca entre leveduras-hifas de Candida, sendo uma etapa
essencial para o inicio de formacéo do biofilme (BECHERELLI; TAO; RYDER, 2013).

A 5FC atua bloqueando o metabolismo da pirimidina e a sintese de DNA e
RNA. O farmaco é transportado para o interior das células leveduriformes e é
desaminado por compostos enzimaticos, logo apos, ele se incorpora ao DNA
blogueando sua sintese ou ao RNA fungico, blogueando consequentemente a sintese
protéica (CARMONA & LIMPER, 2017; FISHER et al., 2018). A recomendacdo dada
pela Organizacdo Mundial da Salde € que a 5FC seja associada a AMB para seu uso no

tratamento de meningite criptococdcica (OMS, 2011; Ministério da Saude, 2021).

1.6 Resisténcia e tolerancia de Cryptococcus spp. aos antifangicos

O aumento frequente do isolamento de linhagens resistentes a farmacos
utilizados para o tratamento de doencas fungicas invasivas, e 0 aumento no nimero de
pacientes imunocomprometidos sdo um problema de importancia clinica em expansao
mundial, causando a preocupacdo da comunidade cientifica (BROWN et al., 2012;
FISHER et al., 2018). A resisténcia € a capacidade de um dado microrganismo crescer
mesmo em concentragdes elevadas de um antimicrobiano. Testes de susceptibilidade in
vitro determinam os valores de concentracdo inibitéria minima (CIM), necessaria para
impedir o crescimento desses microrganismos (KANAFANI & PERFECT, 2008;
BRAUNER, et al., 2016).

Alguns fatores que tém contribuido para a resisténcia de microrganismos
compreendem o uso desordenado de farmacos antimicrobianos, o descarte de
medicamentos de forma incorreta no ambiente, a falta de saneamento bésico e o uso de
fungicidas no agronegdcio (ZHANG et al., 2017; SERAFIM & RUIZ, 2018). Um

microrganismo resistente pode posteriormente transmitir a resisténcia para outras
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geragdes, fazendo com que seja necessario utilizar uma maior concentracdo dos
farmacos antimicrobianos para que sejam eficientes em sua inibicdo (BRAUNER, et al.,
2016).

Dentre os mecanismos de resisténcia identificados em linhagens resistentes de
Cryptococcus aos azbis podemos citar uma mutacdo no gene ERG11, que codifica a
enzima 14-o-demetilase, resultando na resisténcia a FLU, e 0 aumento da expressao de
bombas de efluxo que reduzem o acimulo de farmacos dentro da célula como por
exemplo MDR1, AFR1 e AFR2 (COWEN et al., 2015; ROBBINS; CAPLAN;
COWEN, 2017). Em estudos de Naicker e colaboradores (2020), que determinaram a
CIM de FLU em 229 isolados de C. neoformans, foram encontrados valores de CIM
duas vezes mais altos em 2017, comparado aos anos de 2007 e 2008. Esses dados
sugerem que doses mais altas de FLU combinadas a AMB, podem ser necessarias para
manter a eficacia do tratamento de meningite criptococica em pacientes com HIV no sul
da Africa.

Os fendmenos de resisténcia e tolerdncia a antifingicos sdo comumente
encontrados na literatura de forma similar. Entretanto, organismos tolerantes podem ser
definidos como 0s que possuem a capacidade de crescer na presenca de uma droga
antifangica, onde subpopulacdes de células tolerantes crescem lentamente mesmo na
presenca da droga. Estas linhagens podem continuar crescendo em altas concentracdes,
porém apresentando um crescimento mais lento que usual, 0 que pode se inferir como
um mecanismo para alcangar o crescimento em uma situacao de estresse, reduzindo seu
metabolismo e processos celulares essenciais (BERMAN & KRYSAN, 2020).

Existem linhagens de C. albicans tolerantes ao FLU e estudos revelaram que ao
utilizar esse farmaco associado a droga imunossupressora ciclosporina A, que possui a
funcdo de inibir a atividade da calcineurina em leveduras, a tolerancia ao FLU € inibida,
sugerindo que a calcineurina é essencial para a tolerancia dessas linhagens de C.
albicans ao farmaco. Nesse mesmo estudo tambem foi evidenciado que a calcineurina é
essencial para a toleréncia a outros agentes antifungicos como voriconazol, itraconazol e
terbinafina, indicando assim que a via da calcineurina desempenha um papel importante
na sobrevivéncia de C. albicans na presenca de inibidores externos do crescimento
(SANGLARD et al., 2003).
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Yang e colaboradores (2017) relataram que a tolerancia de C. albicans a
caspofungina pode ser conferida por pelo menos trés mecanismos: a) monossomia do
cromossomo 5 (Ch5); b) monossomia combinada do braco esquerdo e trissomia do
braco direito do cromossomo Ch5; e ¢) um mecanismo independente de
aneuploidia. Em seu trabalho, a maioria das linhagens testadas em doses letais de
caspofungina foram mortas, no entanto, algumas células foram capazes de sobreviver e
formar col6nias em placas contendo meio de cultura (extrato de levedura). Os mutantes
tolerantes possuiam parede celular com elevado conteddo de quitina, levando a acreditar
que multiplos genes séo regulados a fim de aumentar a quantidade de quitina, como por
exemplo, a regulacdo negativa de CHT2 (quitinase), PGA4 (1,3-beta-
glucanosiltransferase) e CSU51 (Regulador da utilizacdo de sorbose), localizados no
Ch5. Nesse mesmo estudo, 0s autores obtiveram evidéncias de tolerancia a
caspofungina das linhagens mutantes relacionadas a via da calcineurina, que pode
influenciar a resisténcia a caspofungina e corrobora com o estudo citado anteriormente
gue demonstra o papel dessa via na tolerancia aos farmacos azolicos.

A espécie multirresistente Candida auris vem sendo amplamente estudada por
pesquisadores devido ao seu rapido espalhamento pelo mundo na Ultima década.
Estudos recentes identificaram linhagens de C. auris tolerantes as trés principais classes
de antifingicos, demonstrando que a tolerancia a esses farmacos dependia da formacao
de biofilmes maduros (KEAN & RAMAGE, 2019). A proteina HSP90 que auxilia na
formacdo de biofilmes de Candida, ja citada anteriormente em casos de resisténcia a
azolicos, também esta relacionada a tolerancia fungica, de forma que o
comprometimento de sua funcdo, reduz a tolerancia de espécies de Candida aos
farmacos azolicos e sua inibicdo pode bloquear a evolucdo da resisténcia a essa mesma
classe (COWEN & LINDQUIST, 2005; COWEN et al., 2015).

Além de mecanismos moleculares, alguns fatores de estresse ambiental também
podem causar alteracGes fenotipicas entre linhagens de C. neoformans e C gattii
influenciando na tolerancia de antifungicos. Bosch e colaboradores (2020) testaram o
efeito de diferentes concentracbes de nitrogénio na biossintese de capsula, melanina e
ergosterol, bem como na susceptibilidade a AMB e FLU. Os autores observaram que
concentragdes mais baixas de nitrogénio aumentaram a biossintese de ergosterol e

capsula, além disso apresentaram as maiores porcentagens de sobrevivéncia na presenca
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dos farmacos utilizados, sugerindo que a concentragdo de nitrogénio pode realmente

influenciar na tolerancia aos antifungicos.

Estudos de Levin-Reisman e colaboradores (2017) demonstraram que casos de
microrganismos que apresentam tolerancia, sdo procedidos de aquisi¢do de resisténcia
aos tratamentos antimicrobianos. 1sso demonstra que o desenvolvimento de tolerancia
aumenta as chances de ocorrerem mutacGes que geram resisténcia, o que pode se
espalhar em uma populacdo de microrganismos, ou seja, a tolerancia pode auxiliar em
uma rapida evolucdo de microrganismos resistentes. 1sso mostra a importancia de
entender os processos envolvidos no fenémeno de tolerancia para assim reduzir o
namero de microrganismos tolerantes e também o surgimento de linhagens resistentes

aos farmacos utilizados na clinica médica.
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2. JUSTIFICATIVA

A infeccdo por Cryptococcus ocorre mundialmente, sendo as espécies de C.
neoformans e C. gattii os principais agentes etioldgicos. Essas espécies possuem
diversos mecanismos para causar a infeccdo em seus hospedeiros, apresentando fatores
de viruléncia que acarretam o escape do sistema imunoldgico e também fendémenos de
adaptacdo aos farmacos antifungicos. A doenca afeta principalmente individuos com
imunodepressdo celular, como por exemplo, infeccdo por HIV ou pacientes
transplantados em terapia imunossupressora, sendo caracterizada como uma micose
oportunista, podendo também infectar individuos imunocompetentes (SEPKOWITZ,
2002; ARMSTRONG-JAMES et al., 2014; JUNIOR et al., 2015). Estudos revelam que
na América do Sul ocorrem anualmente mais de 5.000 individuos com meningite
criptocococica e por volta de 2.400 mortes por ano. O Brasil e Coldmbia sdo os paises
com maior numero, apresentando entre 1.000 a 2.500 casos de criptococose
(FIRACATIVE et al., 2018). No Brasil, a doenca estd presente nas regides Sul e
Sudeste apresentando infecgdes em pacientes com HIV e com taxa de letalidade, por
volta de 40%, principalmente causada pela espécie C. neoformans. Ja nas regides Norte
e Nordeste existem casos de infeccdo por C. gattii com altas taxas de mortalidade e
ocorréncia de meningoencefalite em criancas e adultos. Dentre as micoses sistémicas, as
infeccdes por Cryptococcus sdo a segunda maior causa de morte no pais (COUTINHO
et al., 2002; BRASIL, 2012).

Apesar de existirem farmacos para o tratamento da criptococose, ha
predominancia de alguns problemas como o aumento de linhagens apresentando
mecanismos de adaptacdo a essas drogas, fato cada vez mais emergente nos Gltimos
anos. Ainda que muitos estudos sugiram o desenvolvimento de novos farmacos, €
necessario investigar e entender os mecanismos envolvidos nos fenémenos de adaptacao
dos microrganismos aos farmacos convencionais, como por exemplo a tolerancia.

Embora existam estudos de tolerancia ao fluconazol em Cryptococcus, 0s
mecanismos envolvidos ainda sdo pouco elucidados. O itraconazol ndo é indicado para
neurocriptococose devido a sua baixa penetracdo no SNC, porém é um antifingico
muito utilizado no tratamento da criptococose pulmonar. No entanto, até nosso
conhecimento ndo ha estudos sobre a tolerancia de C. neoformans e C. gattii a esse

farmaco. Esse viés demonstra a necessidade de estudos que avaliem 0s mecanismos
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envolvidos no fendmeno de tolerancia ao itraconazol em linhagens de C. neoformans e
C. gattii.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o perfil de tolerancia ao antifungico itraconazol em diferentes linhagens

de C. neoformans e C. gattii

3.2 Objetivos Especificos

o Determinar a concentracao inibitoria minima (CIM) do itraconazol em diferentes
linhagens de C. gattii e C. neoformans;

o Verificar a tolerancia das linhagens de C. neoformans e C. gattii ao itraconazol,

o Avaliar diferentes pardmetros das linhagens tolerantes de C. neoformans e C.

gattii apos exposicao ao itraconazol:

-Alteracdo na morfometria das células, como tamanho da cépsula, didmetro

celular e corpo celular;
-Producdo de Espécies Reativas de Oxigénio e Nitrogénio;

-Producéo de ergosterol.
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4.1. Linhagens de Cryptococcus, cultivo e manutencao

Para esse estudo foram utilizadas linhagens de C. neoformans e C. gattii,

pertencentes a Colecdo de Culturas do Laboratério de Micologia, da Universidade

Federal de Minas Gerais. Foram utilizadas 16 linhagens de C. neoformans e 16

linhagens de C. gattii (Tabela 1). Todas as amostras foram mantidas em estoque no

freezer -80 °C e foram repicadas em meio Agar Sabouraud-dextrose (ASD) e incubadas

por 48h-72h a 35° C para a realizagdo dos experimentos.

Tabela 1: Linhagens de C. neoformans e C. gattii utilizadas

Linhagens de C. neoformans

Origem

WM 148 (ATCC® MYA-4564™)

WM 626 (ATCC® MYA-4565™)

WM 628 (ATCC® MYA-4566™)

WM 629 (ATCC® MYA-4567™)
H99 (ATCC® 208821™

Clinica — Austréalia
Clinica — Australia
Clinica — Austréalia
Clinica — Australia

Clinica — Nova York

78 Clinica
5396 Clinica
WP Clinica
96806 Clinica
24067 Clinica - Maryland (EUA)
RNO1 Clinica - Brasil
62066 Clinica - Franca
C31 Clinica
ATCC 28957 Clinica - Lesdo 6ssea humana
28/JF Clinica
P3 Clinica - Brasil
Linhagens de C. gattii Origem
WM 161 (ATCC® MYA-4562TM) Ambiental (EUC&'iptO) - San Diego (EUA)

WM 178 (ATCC® MYA-4561™)
WM 179 (ATCC® MYA-4560™)

Clinica — Australia
Clinica — Australia

WM 779 (ATCC® MYA-4563TM) Veterinaria (Guepardo) — Africa do Sul
R265 (ATCC® MYA-4093™) Clinica — Vancouver (Canada)
L24/01 Clinica
29/0893 Clinica
547 OTTI Ambiental

ICB 181 Ambiental - Brasil
135L/03 Clinica
L27/01 Clinica - Brasil
ATCC 32608 Clinica - Califérnia
28/0893 Clinica
1913/ER Clinica
196L/03 Clinica

28/02

Clinica - Brasil




23

Além dessas linhagens, também foram utilizadas 37 linhagens de C. neoformans
K99 sendo uma WT e 36 linhagens com genes deletados (Tabela 2). Essas linhagens
foram cedidas gentilmente pela University of British Columbia e foram mantidas em
estoque no freezer -80 °C e foram repicadas em meio Agar Sabouraud-dextrose (ASD) e

incubadas por 48h-72h a 35° C para a realizacéo dos experimentos.

Tabela 2: Linhagens mutantes de C. neoformans (K99).

Gene ID Nome Produto génico deletado
CNAG_07361 hypothetical protein
CNAG_04804 SRE1 sterol regulatory element-binding protein (SREBP)
CNAG_06638 malate dehydrogenase (oxaloacetate- decarboxylating)
CNAG_03025 V-type H -transporting ATPase subunit D
CNAG_00149 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex 4
CNAG_02048 PUT5 Proline dehydrogenase
CNAG_00524 acetyl-CoA acyltransferase 2
CNAG_01575 ATP-binding cassette transporter
CNAG_06517 cytoplasmic protein
CNAG_03322 UXSs1 UDP-glucuronate decarboxylase
CNAG_04632 uracil permease
CNAG_06241 CFO1 acidic laccase
CNAG_00699 LPI15 transmembrane receptor
CNAG_03433 endo alpha-1,4 polygalactosaminidase precursor
CNAG_06431 acyl-CoA oxidase
CNAG_04753 Gluconolactonase
CNAG_05721 MFE2 multifunctional beta-oxidation protein
CNAG_03204 hypothetical protein
CNAG_03638 heterokaryon incompatibility protein Het-C
CNAG_01519 EEP1 endonuclease/exonuclease/phosphatase
CNAG_00235 AMT1 AMT family ammonium transporter
CNAG_06109 hypothetical protein
CNAG_01858 HOB2 hypothetical protein
CNAG_00165 methylthioadenosine phosphorylase
CNAG_05264 alpha-amylase AmyA
CNAG_03007 hypothetical protein
CNAG_05095 pod-specific dehydrogenase SAC25
CNAG_02896 ERG130 hydroxymethylglutaryl-CoA synthase
CNAG_02795 Phosphoribosylglycinamide formyltransferase
CNAG_03772 HXS1 high-affinity glucose transporter
CNAG_02226 hypothetical protein
CNAG_01360 pumilio domain-containing protein ¢
CNAG_04758 AMT2 AMT family ammonium transporter
CNAG_02896 hydroxymethylglutaryl-CoA synthase
CNAG_04868 cytoplasmic protein
CNAG_03553 hypothetical protein

K99

WT
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4.2. Determinacéo da CIM

A susceptibilidade das amostras fungicas ao antifungico ITC foi determinada
segundo a metodologia de microdiluicdo em caldo, de acordo com o documento M27-
A3 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008), para determinacdo da
concentracdo inibitéria minima (CIM) das linhagens de C. neoformans e C. gattii. As
concentracdes de ITC necessarias para inibir o crescimento das linhagens auxiliaram na

avaliacdo e selecdo de linhagens tolerantes.

4.2.1 Diluicao do antifungico

Foram preparadas solugdes estoque na concentra¢do de 1000 pg/mL da droga,
solubilizada em dimetilsufoxido (DMSO). A partir das solucBes estoques dos
antifungicos, foram realizadas diluicGes seriadas em meio sintético RPMI 1640
tamponado (pH 7,0) com acido morfolinopropanosulfénico (MOPS); a fim de obter 10
concentracgdes finais que variaram de 16 pg/mL a 0,0313 pg/mL para a droga utilizada.
Aliquotas de 100 pl de cada diluicdo foram distribuidas nos pogos da placa de
microdiluicdo de 96 pogos. O procedimento foi realizado em duplicata para cada
linhagem e as concentragdes foram distribuidas em ordem decrescente. Em cada placa
havia os seguintes controles: (1) controle de crescimento, contendo RPMI 1640 e
indculo e (2) controle de esterilidade, contendo apenas 0 meio RPMI 1640. Apos a
microdiluicdo das drogas, as placas foram fechadas, embaladas em filme transparente e
refrigeradas a — 20 °C até 0 momento do uso (CLSI, 2008).
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~ N N

Duplicatas por linhagem

Diluicao decrescente do itraconazol

Figura 2: Esquema da placa de microdiluicdo de 96 pogos para determinacdo da concentracéo
inibitéria minima. CC: Controle de crescimento (RPMI + Indculo), CE: Controle de esterilidade
(RPMI). Os nimeros de 2 a 11 indicam as concentracdes, que variaram de 0,03 pg/mL a 16 pg/mL. Os
colchetes indicam que os testes foram realizados em duplicata e em cada placa foram testadas quatro
linhagens.

4.2.2 Preparo do indculo

O indculo foi preparado pelo método espectrofotométrico proposto por Pfaller e
colaboradores (1988). Amostras de C. gattii e C. neoformans foram cultivadas em Agar
Sabouraud Dextrose e incubadas a 35 °C por 48h. A massa de células obtida foi
recolhida assepticamente e suspensa em tubos contendo 5 mL de solugéo salina 0,85%
esterilizada. Apds homogeneizacdo em vortex, a transmitancia foi medida em
espectrofotdbmetro a 530 nm, sendo ajustada para 75% a 77%, o que corresponde a uma
suspensdo de 1 x 10° a 5 x 10° células/mL. Posteriormente, para o preparo da suspensao
de trabalho, foi realizada uma diluicdo de 1:50 seguida de uma diluicdo de 1:20 da
suspensdo padrdo em meio liquido RPMI 1640, resultando na concentracdo de 1 x 103
células/mL. Entdo, aliquotas de 100 puL. desse indculo foram adicionados nas placas de
96 pocos contendo o antifungico. Cada amostra foi testada em duplicata. As placas
foram incubadas a 30 °C e a 35 °C, por 72 horas, e posteriormente foi realizada a leitura
visual conforme padronizado pelo CLSI. A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi
considerada como a correspondente ao po¢co no qual houve reducdo de 50% do

crescimento fangico em relacdo ao controle de crescimento.



26

4.3 Avaliagéo da toleranciaao ITC

A selecdo de linhagens tolerantes foi realizada de acordo com Bosch e
colaboradores (2020) e Yang e colaboradores (2017) com modificacbes. As linhagens
que apresentaram crescimento na CIM de ITC foram classificadas como tolerantes ao
farmaco e utilizadas para os posteriores estudos.

4.3.1 Curva de crescimento

Foi realizado um ensaio para avaliar a curva de crescimento das linhagens de
acordo com Meletiadis e colaboradores (2001), com modificacdes. Placas de 96 pocos
foram preparadas com RPMI 1640 suplementado com MOPS contendo a concentracdo
de células fangicas de 0,5 x10° a 2,5 x10° UFC/mL. As placas foram incubadas a 30 °C
e a 35 °C durante 72 horas, e levadas ao leitor de ELISA em um comprimento de onda
de 600 nm realizando leituras pontuais nos intervalos de O horas, 3 horas, 6 horas, 24

horas, 48 horas e 72 horas, em triplicata.

4.3.2 Determinacdo de Unidades Formadoras de Colbnias

Placas de 24 pocos foram preparadas com RPMI 1640 suplementado com MOPS
contendo a concentracdo de células fingicas de 1 x 102 células/mL. As placas foram
incubadas a 30 °C e a 35 °C durante 72 horas, aliquotas de 10 pL foram removidas de
cada poco, plagueadas em placas de Petri contendo ASD nos intervalos de 3 horas, 6
horas, 24 horas, 48 horas e 72 horas, em quadruplicata. Apds 48 horas de incubacdo
referente aos intervalos anteriores, foi realizada a contagem de coldnias para determinar
a UFC e construidas as curvas em funcdo do namero de UFC recuperadas ao longo do

tempo.
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4.4 Andlise morfométrica

Para a analise morfométrica das linhagens, células de C. neoformans foram
previamente cultivadas em RPMI acrescido de itraconazol por 72 horas a 30 °C e 35 °C.
Apos a incubacdo, uma alcada de cada cultivo foi suspensa em uma Iamina com tinta
nanquim, para posterior visualizacdo em microscopio éptico e captura de imagem. Os
tamanhos das células e capsulas de pelo menos 50 espécimes de cada cultivo foram
mensurados com o auxilio do programa Image J (http://rsb.info.nih.gov/ij/; National
Institutes of Health, NIH, Bethesda, MD) (ARAUJO; et al., 2012). Além disso, a razao
superficie/volume foi determinada usando a formula 3/r, em que r = raio (FERREIRA,
etal., 2015).

4.5 Quantificacao de Espécies Reativas de Oxigénio e Nitrogénio

A quantificacdo de EROs (Espécies reativas de oxigénio) e ERNs (espécies
reativas de nitrogénio) foi realizada por meio de ensaio fluorométrico com sondas
especificas (FERREIRA et al., 2013). 1 x 10* células/mL de C. neoformans foram
tratadas com o antiflngico itraconazol com sua respectiva CIM (controle positivo) em
RPMI sem vermelho de fenol, e incubados com diacetato de 2 ,7' -diclorofluoresceina
10 mM (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) para quantificacdo de
EROs e dihidrorhodamina 1,2,3 (Invitrogen) 20 mM para quantificacdo de peroxinitrito,
durante 3 e 24 horas. Além dos grupos tratados com a droga, um grupo controle de
crescimento contendo apenas meio RPMI-1640 e as sondas foi realizado. Em seguida, a
fluorescéncia foi medida com um fluorémetro (Synergy 2 SL Luminescence Microplate
Reader, Biotek) utilizando comprimentos de onda de excitacdo e emissdo de 500 nm. Os
resultados foram expressos como unidades arbitrarias de fluorescéncia + SEM. Os testes

foram realizados em quadruplicata.
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4.6 Quantificacdo de Ergosterol

A quantificacdo foi realizada conforme Santos e colaboradores 2012, com
modificagdes. Inicialmente, as amostras fungicas foram cultivadas em meio ASD a 35
°C por 72 horas. Em seguida, 1 x 10® cels/mL de C. neoformans foram tratadas
“overnight” com itraconazol conforme sua CIM. Além dos grupos tratados com a droga,
um grupo controle de crescimento contendo apenas meio RPMI-1640 foi realizado.
Apbs o periodo de tratamento, os tubos foram centrifugados a 4.000 r.p.m. por 10
minutos, a 4 °C e em seguida, o sobrenadante foi removido e as células foram lavadas
com agua destilada esterilizada. Para a extracdo dos lipidios, 3 mL de solucédo etandlica
de hidréxido de potassio 25% foram adicionados a cada massa celular, seguido por 1
minuto de agitacdo. Posteriormente, os tubos foram incubados em banho maria a 85 °C
por 1 hora e entdo resfriados a temperatura ambiente. Uma mistura de 3 mL de n-
heptano (Sigma-Aldrich) e 1 mL de agua destilada esterilizada foi adicionada, agitando-
a em vortex por 3 minutos. O sobrenadante, por sua vez, foi novamente removido para
posterior leitura em espectrofotdometro a 282 nm. Uma curva de calibracdo com padrao
de ergosterol (Sigma-Aldrich) foi produzida e utilizada para quantificacdo de ergosterol.
Os resultados foram expressos em pg/mL baseado na curva de calibracdo com o padrao

de ergosterol.

4.7 Analise Estatistica

Todos os dados foram analisados utilizando o software GraphPad Prism version
8.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). O teste empregado foi
a andlise de variancia (ANOVA), pos teste de maltiplas comparagdes, onde valores de p
< 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Foram realizados pelo menos

dois experimentos independentes.
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliacao da susceptibilidade de C. neoformans e C. gattii ao itraconazol

Inicialmente foi determinado o perfil de susceptibilidade das linhagens frente ao
antifangico itraconazol. A escolha do antifungico foi definida por ser o Unico farmaco
para o tratamento da criptococose para o qual ainda ndo ha estudos referentes ao
fendmeno de tolerancia. O experimento foi realizado com duas réplicas experimentais
em duplicata. Para C. neoformans a 30 °C, a concentracdo inibitéria minima (CIM)
variou entre 0,12 e 1 pg/mL e a 35 °C a CIM variou entre 0,03 e 1 pg/mL (Tabela 3).
Enquanto para C. gattii a 30 °C, a CIM variou entre 0,06 e 1 pg/mL e a 35 °C a CIM
variou entre 0,03 e 1 pg/mL (Tabela 4). J& para a linhagem K99 e suas respectivas
linhagens mutantes, a 30 °C a CIM variou entre 0,25 e 2 pg/mL e a 35 °C a CIM variou
entre 0,06 e 2 ug/mL (Tabela 5).

Tabela 3: Concentracdo inibitéria minima (CIM) do antiflngico clinico itraconazol para as linhagens de
C. neoformans, determinada pelo método de microdilui¢cdo em caldo.
CIM 50% (mg/mL)

C. neoformans Temperaturas
30 °C 35°C
WM 148 (ATCC® MY A-4564™™) 0,50 0,06
WM 626 (ATCC® MY A-4565T™) 0,12 0,06
WM 628 (ATCC® MY A-4566T™) 1 0,03
WM 629 (ATCC® MY A-4567T™) 0,50 0,03
H99 (ATCC®208821™) 0,50 0,03
78 0,50 1
5396 0,50 0,12
WP 0,50 0,25
96806 0,50 0,25
24067 0,25 1
RNO1 0,25 0,25
62066 0,50 0,50
C31 0,12 0,25
ATCC 28957 0,50 0,25
28/JF 0,12 0,50
P3 0,25 0,50
Média geométrica 0,35 0,32

CIM (50%): endpoint considerando 50 % da inibig8o de crescimento
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Tabela 4: Concentracdo inibitéria minima (CIM) do antifangico clinico itraconazol para as linhagens de

C. gattii, determinada pelo método de microdilui¢do em caldo.

CIM 50% (mg/mL)

C. gattii Temperaturas
30°C 35°C
WM 161 (ATCC® MY A-4562T™) 0,25 0,12
WM 178 (ATCC® MY A-4561™) 1 0,25
WM 179 (ATCC® MY A-4560™™) 0,25 0,25
WM 779 (ATCC® MY A-4563™) 1 0,03
R265 (ATCC® MYA-4093™) 0,50 0,12
L24/01 0,50 0,50
29/0893 0,12 0,50
547 OTTI 1 0,25
ICB 181 0,50 0,50
135L/03 0,25 0,12
L27/01 1 0,50
ATCC 32608 0,06 0,50
28/0893 0,25 0,50
1913/ER 0,50 0,25
196L/03 1 0,50
28/02 0,50 1
Média geométrica 0,41 0,28

CIM (50%): endpoint considerando 50 % da inibig&o de crescimento

Tabela 5: Concentracéo inibitdria minima (CIM) do antifingico clinico itraconazol para as linhagens

mutantes e selvagem K99, determinada pelo método de microdilui¢do em caldo.

CIM 50% (mg/mL)

Gene ID Nome Temperaturas
30 °C 35°C
CNAG_07361 0,50 0,25
CNAG_04804 SRE1 1 0,50
CNAG_06638 1 0,25
CNAG_03025 1 0,12
CNAG_00149 1 0,25
CNAG_02048 PUT5 1 0,25
CNAG_00524 1 0,50
CNAG_01575 0,25 0,50
CNAG_06517 0,25 0,50
CNAG_03322 UXS1 2 0,50
CNAG_04632 0,25 0,50
CNAG_06241 CFO1 0,25 1
CNAG_00699 LPI15 1 2
CNAG_03433 2 1
CNAG_06431 1 0,50
CNAG_04753 0,50 0,06
CNAG_05721 MFE2 1 1
CNAG_03204 1 0,50
CNAG_03638 1 0,50
CNAG_01519 EEP1 0,50 0,12
CNAG_00235 AMT1 1 0,25
CNAG_06109 0,50 0,25
CNAG_01858 HOB2 0,50 0,50



CNAG_00165
CNAG_05264
CNAG_03007
CNAG_05095
CNAG_02896
CNAG_02795
CNAG_03772
CNAG_02226
CNAG_01360
CNAG_04758
CNAG_02896
CNAG_04868
CNAG_03553
K99

Média geométrica

ERG130

HXS1

AMT2

WT

0,25
1
0,50
0,50
0,50
1
0,50
0,50
0,50
0,50
0,50
0,25
1
0,50
0,63

0,06
0,25
0,25
0,12
0,06
0,25
0,25
0,25
0,25
0,25
0,50
0,25
1
0,25
0,31

CIM (50%): endpoint considerando 50 % da inibi¢do de crescimento.
Em negrito os valores da CIM diferente da linhagem selvagem em cada temperatura.
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Utilizando os pontos de corte para Candida spp, uma vez que ndo existem

pontos de corte determinados para as espécies de Cryptococcus, foram encontradas 1

linhagem de C. neoformans, 5 linhagens de C. gattii e 17 linhagens mutantes de K99

resistentes a 30 °C. Na temperatura de 35 °C foram encontradas 2 linhagens de C.

neoformans, 1 linhagem de C. gattii e 5 linhagens mutantes de K99 resistentes ao

itraconazol (CLSI 2012). As Unicas linhagens que apresentaram resisténcia nas duas

temperaturas foram as linhagens mutantes de K99, sendo elas ALPI115, CNAG_03433,

AMFE2 e CNAG_03553. Em razdo da auséncia de pontos de corte do itraconazol para

Cryptococcus optamos por classificar as linhagens apenas como menos susceptivel,

susceptivel e mais susceptivel.

5.2 Influéncia do ITC na taxa de crescimento de Cryptococcus em diferentes

temperaturas.

5.2.1 Influéncia do ITC na curva de crescimento

Ap0s a determinacgdo da CIM de todas as linhagens, foram selecionadas algumas

linhagens que apresentaram as maiores ou menores CIM e mutantes com delegdes de

genes interessantes para o estudo, sendo para C. neoformans H99, 24067, K99, AEEP],
AUXSI, ACFOI, APUTYS,

ASRE]I,

CNAG_03025,
CNAG_04632, CNAG_03433, CNAG_00165 ¢ CNAG_04868. Para C. gattii R265 e

CNAG_01575,
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28/02. As linhagens mutantes que apresentaram seus produtos do gene como proteina
hipotética ndo foram selecionadas.

Considerando a termotolerancia de Cryptococcus spp. visto que isso pode ser um
fator determinante para seu crescimento, nds decidimos avaliar o perfil de crescimento
em duas temperaturas e em trés concentragdes de ITC, sendo elas 2xCIM, CIM e
0,5xCIM. Foi utilizado o meio RPMI por ser um meio padronizado para a realizacao de
ensaios de susceptibilidade a antifingicos. As temperaturas escolhidas foram de 30 °C e
35 °C a fim de avaliar sua resposta mimetizando a temperatura ambiente e a

temperatura de seu hospedeiro.

Para C. neoformans n6s observamos que a maioria das linhagens apresentaram a
30 °C, um perfil de crescimento significativamente maior em relagdo as linhagens que
foram cultivadas a 35 °C exceto para as linhagens ACFO1 (Figura 5), CNAG_01575 e
CNAG_00165 (Figura 4), cujo crescimento foi relativamente maior a 35 °C. As
linhagens H99, 24067, AEEPI, CNAG_01575, CNAG_04632 e CNAG_00165
apresentaram crescimento significativo ap6s as 72h de tratamento com itraconazol a 30
°C. Ja a 35 °C as linhagens H99, ACFO1, CNAG_00165 apresentaram crescimento na

presenca de ITC em 72h de tratamento.

Em C. gattii n6s vimos que para as 2 linhagens utilizadas também foi observado
um maior crescimento nas linhagens cultivadas a 30 °C. Entretanto, apenas a linhagem
28/02 apresentou crescimento apds as 72h de tratamento com itraconazol, sendo que o
crescimento ocorreu apenas na temperatura de 30 °C. Quando cultivada a 35 °C
podemos observar que a linhagem apresenta um crescimento entre 24h e 48h de
tratamento, mas logo é reduzido até 72h (Figura 7).

Ao analisarmos o efeito geral do tratamento e da temperatura no crescimento de
C. gattii e C. neoformans, é observado que mesmo havendo tratamento com o

antifngico, ha maior crescimento das linhagens na temperatura de 30 °C.
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Figura 3: Curvas de crescimento de linhagens de Cryptococcus neoformans tratadas com
itraconazol. Linhas pretas representam o valor de 2xCIM, linhas verdes o valor de CIM, linhas laranjas o
valor de 0,5CIM e linhas roxas controle de crescimento sem droga. Dados apresentados em unidades de
absorbancia em relagdo ao tempo, com leituras em comprimento de ondas de 600 nm, obtidos em dois
experimentos independentes em triplicatas. Andlise estatistica: ANOVA seguida de pos-teste Tukey. Os
asteriscos (*) representam p <0,05 entre a taxa de crescimento das concentracfes utilizadas no tempo de
72 horas.
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Figura 4: Curvas de crescimento de linhagens mutantes de Cryptococcus neoformans K99 tratadas
com itraconazol. Linhas pretas representam o valor de 2xCIM, linhas verdes o valor de CIM, linhas
laranjas o valor de 0,5CIM e linhas roxas controle de crescimento sem droga. Dados apresentados em
unidades de absorbancia em relacéo ao tempo, com leituras em comprimento de ondas de 600 nm, obtidos
em dois experimentos independentes em triplicatas. Andlise estatistica: ANOVA seguida de pos-teste
Tukey. Os asteriscos (*) representam p <0,05 entre a taxa de crescimento das concentragdes utilizadas no
tempo de 72 horas.
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Figura 5: Curvas de crescimento de linhagens mutantes de Cryptococcus neoformans K99 tratadas
com itraconazol. Linhas pretas representam o valor de 2xCIM, linhas verdes o valor de CIM, linhas
laranjas o valor de 0,5CIM e linhas roxas controle de crescimento sem droga. Dados apresentados em
unidades de absorbancia em relacdo ao tempo, com leituras em comprimento de ondas de 600 nm, obtidos
em dois experimentos independentes em triplicatas. Andlise estatistica: ANOVA seguida de pos-teste
Tukey. Os asteriscos (*) representam p <0,05 entre a taxa de crescimento das concentrag¢fes utilizadas no
tempo de 72 horas.
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Figura 6: Curvas de crescimento de linhagens mutantes de Cryptococcus neoformans K99 tratadas
com itraconazol. Linhas pretas representam o valor de 2xCIM, linhas verdes o valor de CIM, linhas
laranjas o valor de 0,5CIM e linhas roxas controle de crescimento sem droga. Dados apresentados em
unidades de absorbancia em relacdo ao tempo, com leituras em comprimento de ondas de 600 nm, obtidos
em dois experimentos independentes em triplicatas. Analise estatistica: ANOVA seguida de pés-teste
Tukey. Os asteriscos (*) representam p <0,05 entre a taxa de crescimento das concentragdes utilizadas no

tempo de 72 horas.
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Figura 7: Curvas de crescimento de linhagens de Cryptococcus gattii tratadas com itraconazol.
Linhas pretas representam o valor de 2xCIM, linhas verdes o valor de CIM, linhas laranjas o valor de
0,5CIM e linhas roxas controle de crescimento sem droga. Dados apresentados em unidades de
absorbancia em relagdo ao tempo, com leituras em comprimento de ondas de 600 nm, obtidos em dois
experimentos independentes em triplicatas. Andlise estatistica: ANOVA seguida de pos-teste Tukey. Os
asteriscos (*) representam p <0,05 entre a taxa de crescimento das concentragdes utilizadas no tempo de
72 horas.

5.2.2 Determinagao da tolerancia ao ITC.

Os resultados obtidos pela andlise da curva de crescimento demonstraram que
houve crescimento para as linhagens de C. neoformans H99, 24067, AEEP1, ACFOI,
CNAG_01575, CNAG_04632 e CNAG_00165 e de C. gattii 28/02. Seguimos entdp
para a determinacdo de unidades formadoras de col6nias para analisarmos a viabilidade
das células tratadas com suas respectivas CIM de itraconazol. Ap6s o plagueamento
podemos notar que houve crescimento a 30 °C para as linhagens H99, CNAG_01575,
CNAG_04632 e CNAG_00165 e a 35 °C para H99 e CNAG_00165 de C. neoformans
(Figura 8). Para C. gattii ndo houve crescimento consideravel de nenhuma das 2

linhagens testadas (Figura 9).
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Figura 8: Viabilidade das linhagens de C. neoformans durante tratamento com itraconazol nas suas
respectivas CIM.
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Figura 9: Viabilidade das linhagens de C. gattii durante tratamento com itraconazol nas suas
respectivas CIM.

Ap0s 72 horas de tratamento, podemos observar que mesmo na presenca da CIM
de itraconazol as linhagens, H99, CNAG_01575, CNAG_04632 e CNAG_00165 foram
capazes de crescer na presenca da droga na temperatura de 30 °C. Apenas as linhagens
H99 e CNAG_00165 foram tolerantes nas duas temperaturas (Figura 10). Ainda que
ndo apresentassem crescimento significativo, as outras linhagens utilizadas para
determinacdo de UFC demonstraram recuperacdo de poucas células devido ao caréater
fungistatico do itraconazol. Para avaliarmos as alteracdes desse fenbmeno na célula,
essas linhagens foram selecionadas para os posteriores estudos e também foi utilizada a
linhagem K99 para obtermos uma comparacgéo entre as linhagens mutantes tolerantes e

sua linhagem selvagem.
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Figura 10: Crescimento das linhagens de C. neoformans e C. gattii ap6s 72h de tratamento. Apds
72h de tratamento apenas as linhagens H99, CNAG_01575, CNAG_04632 e CNAG_00165 apresentaram
crescimento a 30 °C e H99 e CNAG_00165 a 35 °C. Analise estatistica: ANOVA seguida de pds-teste
Tukey. Os asteriscos (*) representam p <0,05 na taxa de crescimento entre as linhagens tratadas com suas
respectivas CIM no tempo de 72 horas.

5.3 Influéncia do ITC na morfologia de Cryptococcus neoformans

As células de C. neoformans tolerantes a ITC foram analisadas em relacdo a suas
caracteristicas morfologicas conforme descrito na tabela 6, também foi utilizada a

linhagem selvagem K99 para comparacdo com seus mutantes tolerantes.

A toleréncia ao ITC causou uma mudanca na morfologia. As células tolerantes
de C. neoformans cresceram formando um agregado de células e algumas linhagens

como H99 apresentaram células com formato irregular ou disforme (Figura 11).
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Figura 11: Morfometria das linhagens tolerantes a ITC de C. neoformans. Representacdo fotografica das linhagens de Cryptococcus neoformans neoformans tratadas por 72 horas com ITC. Imagens
obtidas pelo programa ImageJ 1.40 g. NT: ndo tratada. T: tratada.
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Em relagdo ao tamanho do corpo celular, as linhagens tolerantes de H99 e
CNAG_00165 a 35 °C apresentaram aumento significativo do corpo celular se
comparado com as células NT. As linhagens H99 a 30 °C e CNAG_04632 a 35 °C nédo
apresentaram diferenca estatistica entre NT e tratadas e as linhagens CNAG_01575 e
CNAG_00165 a 30 °C apresentaram uma reducdo no tamanho do corpo celular se

comparadas com as células NT (Figura 12).
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Figura 12: Tamanho do corpo celular das linhagens tolerantes & ITC de C. neoformans e da
linhagem selvagem de K99. Os dados s&o expressos em pm. Os asteriscos (*) representam a diferenca
estatistica (p<0,05) entre as linhagens ndo tratadas (NT) e tratadas (T). NT indicadas em azul, T indicadas
em vermelho.
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As linhagens apresentaram uma pequena reducdo na espessura capsular exceto
para as linhagens H99 e CNAG_01575 a 30 °C. Porém, a linhagem CNAG_00165 nas
duas temperaturas foi a Unica que apresentou diferenca estatistica significativa entre T e
NT (Figura 13).
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Figura 13: Tamanho da cépsula das linhagens tolerantes & ITC de C. neoformans e da linhagem
selvagem de K99. Os dados sdo expressos em um. Os asteriscos (*) representam a diferenca estatistica
(p<0,05) entre as linhagens ndo tratadas (NT) e tratadas (T). NT indicadas em azul, T indicadas em
vermelho.
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Em relacdo ao didmetro celular apenas a linhagem CNAG_00165 a 30 °C
apresentou diferenca significativa entre NT e T, com reducdo do diametro celular das

células tolerantes ao ITC (Figura 14).
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Figura 14: Diametro celular das linhagens tolerantes a ITC de C. neoformans e da linhagem
selvagem de K99. Os dados séo expressos em pm. Os asteriscos (*) representam a diferenca estatistica
(p<0,05) entre as linhagens ndo tratadas (NT) e tratadas (T). NT indicadas em azul, T indicadas em
vermelho.
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Na relagdo superficie/volume, sabemos que quanto maior a célula, menor a
proporcédo entre sua area de superficie/volume, ou seja, células maiores possuem maior
dificuldade para se adaptar a mudancas de condi¢cGes ambientais se comparadas as
células menores. Nesse estudo foi observado uma diferenca estatistica apenas para a
linhagem CNAG_00165 se comparada entre as células NT e tratadas, sendo que a 30 °C
apresentou uma maior relacdo S/V se comparada as células NT e a 35°C uma relagao

S/V menor se comparada as células NT (Figura 15).
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Figura 15: Relagd@o superficie/volume das linhagens tolerantes & ITC de C. neoformans e da
linhagem selvagem de K99. Os dados séo expressos em pum. Os asteriscos (*) representam a diferenga
estatistica (p<0,05) entre as linhagens ndo tratadas (NT) e tratadas (T). NT indicadas em azul, T indicadas
em vermelho.
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Tabela 6 — Média da analise morfométrica das linhagens de Cryptococcus neoformans tolerantes ao ITC.

Linhagens dEas F():Zspss%rli Diametro | Relacdo S/V E:Eg;itrlz Diametro Relacdo S/V
(um) celular (um) (um) (um) celular (um) (pm)
C. neoformans NT T

ATCC H99 30°C 1,09+ 0,25 3,35 +0,47 1,36 +0,17 | 1,20+0,24 3,20+ 0,71 1,43 +0,27
ATCC K99 30°C 1,28 +0,24 | 2,96 + 0,50 1,43+ 0,20 - - -
CNAG_0157530°C | 1,23+0,68 | 3,55+062 | 1,30+022 | 1.21+023 | 3,07+0,52 | 143+0,23
CNAG_04632 30°C 1,24+0,19 | 3,41+0,69 1,32+0,23 | 1,09+£0,26* | 3,34+0,64 1,40+ 0,29
CNAG_00165 30°C | 1,76 +0,61* | 3,55 +0,62* 1,16 +0,19 | 1,40+0,32 2,68 £ 0,47 1,49 + 0,22*
ATCC H99 35°C 1,11+0,23 | 3,84+0,55 1,23+0,17 | 0,92+0,35 451+0,85 1,15+ 0,29
ATCC K99 35°C 1,01+0,21 | 3,17+0,55 1,46 + 0,22 - - -
CNAG_00165 35°C | 1,35+0,31* | 3,60+ 0,55 1,23+0,19* | 1,08 £0,23 4,27 £ 0,64 1,14+ 0,16

ITC: Itraconazol; S/V: superficie/volume. Os dados sdo expressos em um, apresentando a média + erro
padrdo. Os asteriscos (*) representam a diferenca estatistica (p<0,05) entre as linhagens NT e T. (As
linhagens em negrito se referem a linhagem selvagem K99 utilizada no estudo em comparagdo com Seus
mutantes com genes deletados)

5.4 Influéncia do ITC na producao de EROs e ERNSs nas linhagens tolerantes

Ap0s tratamento com a CIM de ITC, que € agente indutor de estresse oxidativo,
as células tratadas das linhagens tolerantes de C. neoformans ndo apresentaram aumento
da producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio ap6s 3h em comparacdo as
celulas que ndo receberam o mesmo tratamento. Entretanto, as células da linhagem K99
WT que receberam o mesmo tratamento, apresentaram aumento da producdo de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio em relacdo as células que ndo receberam este

mesmo tratamento.

Nas leituras de 24h para espécies reativas de oxigénio, a 30 °C, a linhagem H99
e CNAG_01575 né&o tratadas apresentaram aumento de sua producdo se comparadas
com as linhagens tratadas. As linhagens CNAG_04632 e CNAG_00165 néo
apresentaram diferenca estatistica entre células ndo tratadas e tratadas e a linhagem K99
novamente apresentou aumento da producdo nas células tratadas com itraconazol se

comparada ao grupo nao tratado. J& a 35 °C ndo houve diferenga entre 0s grupos ndo
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tratados e tratados de H99, houve aumento de producdo se comparado ao grupo nédo
tratado para a linhagem CNAG_00165 e para K99 WT.

Para espécies reativas de nitrogénio apos a leitura de 24h, a 30 °C ndo houve
diferencga estatistica entre os grupos tratados e ndo tratados para as linhagens H99 e
CNAG_00165, ja para as linhagens CNAG_01575, CNAG_04632 e K99 WT as células
tratadas apresentaram aumento de espécies reativas de nitrogénio quando comparadas as

ndo tratadas. A 35 °C houve diferenca estatistica apenas para a linhagem K99 WT.
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Figura 16: Producéo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio das linhagens tolerantes a ITC de
C. neoformans na presenca e auséncia de ITC. Producdo de espécies reativas de oxigénio (A) e (B) e
nitrogénio (C) e (D) por células tolerantes de C. neoformans tratadas e ndo tratadas com itraconazol em
relagdo ao tempo. T representa as linhagens tratadas com itraconazol; NT representa as linhagens ndo
tratadas com itraconazol. * p <0,05 entre as linhagens tratadas e ndo tratadas nos tempos determinados. #
p < 0,05 em relacéo as linhagens mutantes e selvagem. As linhagens foram tratadas com sua respectiva
CIM para a leitura em 3h e 24h. Dados apresentados em unidades de absorbancia em relagdo ao tempo,
com leituras em comprimentos de onda a 485 nm, obtidos em quatro replicatas.



48

5.5 Influéncia do ITC na producéo de Ergosterol das linhagens tolerantes

O ergosterol é o principal esterol das membranas celulares flngicas,
apresentando uma estrutura semelhante a do colesterol presente nos mamiferos ele é
responsavel pela estabilidade da forma e atividade da membrana. Neste estudo
observamos que o tratamento com ITC propiciou uma pequena reducdo no contetdo
deste esterol para os 3 mutantes tolerantes a 30 °C, entretanto, ndo houve diferenca
estatistica entre o grupo tratado e ndo tratado em nenhuma das temperaturas. A
linhagem K99 apresentou uma reducdo significativa no conteudo de ergosterol nos
grupos tratados em comparagao com 0s grupos ndo tratados nas temperaturas de 30 °C e
35 °C.

30°C 35°C Il Hoo
Il CNAGO1575
0.15- 0.15- I CNAG04632
Il CNAG00165
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S 0.104 _ i
8 # 5 0.10 B
@ * 2 .
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Figura 17: Quantificacdo de ergosterol apos tratamento overnight com ITC. Andlise estatistica:
ANOVA seguida de pds-teste Tukey, * p < 0,05 em relagdo ao controle ndo tratado. # p < 0,05 em relacéo
as linhagens mutantes e selvagem
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6. DISCUSSAO

As espécies de importancia médica de Cryptococcus spp. S0 responsaveis por
aproximadamente 223.100 casos de criptococose anualmente, ocasionando cerca de
181.000 6bitos em todo 0 mundo, apresentando uma taxa de letalidade acima de 80%
(WILLIAMSON et al., 2017 RAJASINGHAM et al., 2017). Além da emergéncia da
infeccdo causada por esse fungo, estamos vivendo uma emergéncia de microrganismos
que vém apresentando mecanismos para adaptacdo dos tratamentos antifngicos
convencionais. O uso indiscriminado de antimicrobianos vem causando uma pressdo
seletiva sobre essas linhagens, fazendo com que elas desenvolvam maneiras de
sobreviver aos tratamentos, como por exemplo 0s mecanismos de resisténcia e

tolerancia.

A metodologia de microdiluicdo em caldo, de acordo com o documento M27-A3
do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008), vem sendo amplamente
utilizada para a determinacdo da susceptibilidade antifingica de diversos fungos de
importancia médica, principalmente no atual cenario onde notamos microrganismos
resistentes resultando em falhas nos tratamentos. Dessa forma, este trabalho foi
realizado seguindo este parametro para determinacdo da CIM de ITC, de acordo com a
CLSI M27-A3 que indica inibicdo de 50% do crescimento fangico visivel no teste de

susceptibilidade antifungica.

Observamos que a CIM para as linhagens de C. neoformans a 30°C, variou entre
0,12 e 1 pg/mL e a 35°C entre 0,03 e 1 pg/mL. Bastos e colaboradores (2018) ao
analisar 4 linhagens de C. neoformans observaram que no teste de microdiluicdo em
caldo com inéculo de 1 x 10* a 5 x 10* os valores de CIM de ITC variaram de 0,12 a
0,50 a 30°C e 0,12 a 0,25 a 35°C. Para C. gattii a 30°C, a CIM variou entre 0,12 e 1
pg/mL e a 35°C variou entre 0,03 e 1 pug/mL. Bastos e colaboradores (2018) também
avaliaram 5 linhagens de C. gattii e com a CIM obtida de ITC os valores variaram de
0,25 a 0,50 a 30°C e a 35°C. Ja para a linhagem K99 e suas respectivas linhagens
mutantes, a 30°C a CIM variou entre 0,25 e 2 pg/mL e a 35°C a CIM variou entre 0,06
e 2 pg/mL.
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Se analisarmos a diferenga entre as temperaturas para as linhagens de C.
neoformans podemos notar que a maioria das linhagens a 35 °C possuem sua CIM
menor do que a 30 °C, totalizando em 9 linhagens (WM 148, WM 626, WM 628, WM
629 e H99), 2 possuem a mesma concentracdo de CIM (RNO1 e 62066) e 5 a
concentracdo de CIM maior a 35 °C (78, 24067, C31, 28/JF e P3). Em C. gattii foi
observado o mesmo padrdo, no qual novamente 9 linhagens apresentaram a CIM maior
na temperatura de 30 °C (WM 161, WM 178, WM 779, R265, 547 OTTI, 135L/03,
L27/01, 1913/ER e 196L/03), 3 linhagens com a mesma concentracdo nas duas
temperaturas (WM 179, L24/01 e ICB 181) e 4 linhagens com a CIM maior na
temperatura de 35 °C (29/0893, ATCC 32608, 28/0893 e 28/02). Para as linhagens de C.
neoformans mutantes de K99, foram observadas 27 linhagens com a CIM maior em
30 °C, 5 linhagens com a mesma CIM nas duas temperaturas e 5 com a CIM maior a
35 °C. Esses valores nos mostram que na temperatura de 35 °C, que é a temperatura do
hospedeiro de Cryptococcus spp., as linhagens apresentam-se mais susceptiveis ao ITC,

ndo havendo diferenca nesse padrao entre as duas espécies aqui estudadas.

Ao analisarmos as curvas de crescimento das linhagens estudadas podemos notar
que ha uma variacdo na taxa de crescimento para cada linhagem, o ciclo de crescimento
de microrganismos apresenta quatro fases principais, sendo elas, a fase lag, a fase
exponencial, a fase estacionaria e a fase de morte. A fase lag é a qual ocorre intensa
atividade metabolica e é de grande importancia para a adaptacdo e crescimento acerca
da condicdo utilizada para o crescimento dessas células (MADIGAN, 2016). Durante a
fase lag as linhagens tolerantes podem ter se adaptado as condi¢cdes mesmo na presenca
de ITC. Podemos notar que as linhagens tratadas apresentam um intervalo maior de
tempo para apresentar crescimento se comparadas ao controle de crescimento sem ITC,

principalmente na fase exponencial.

Para para verificacdo da viabilidade das células, uma vez que a absorbancia na
curva de crescimento pode conter células ndo viaveis seguimos para determinacao de
unidades formadoras de colonias. Neste trabalho, 4 linhagens quando submetidas em
concentracdo de CIM de ITC apresentaram crescimento mesmo ap0s 72 horas de
exposicdo, a 30°C, sendo elas H99, CNAG_01575, CNAG_04632 e CNAG_00165,
com a CIM de 0,50 pg/mL, 0,25 pg/mL, 0,25 pg/mL e 0,25 pg/mL respectivamente e 2
a 35°C, sendo elas H99 e CNAG_00165 com CIM de 0,03 pg/mL e 0,06 pg/mL
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respectivamente. Os produtos dos genes deletados das linhagens mutantes sdo: uma
proteina transportadora ABC (ATP-binding cassette transporter) Paul e colaboradores
(2017) descobriram que uma proteina transportadora ABC chamada AbcG1 € necessaria
para a resisténcia a0 VRZ em uma linhagem do tipo selvagem de A. fumigatus, ao
testarem um mutante com a delecdo de AbcG1l os autores observaram uma grande
diminuicdo na resisténcia ao azol da linhagem mutante; a permease de uracila onde foi
demonstrada em S. cerevisiae que sua modificacdo por fosforilagdo na membrana
plasmatica € um importante mecanismo para regular a endocitose do transportador
(MARCHAL et al,. 2002); e a metiltioadenosina fosforilase onde sua biossintese e
metabolismo metiltioadenosina tém tem despertado interesse devido ao seu efeito
regulador na biossintese de poliaminas (CHATTOPADHYAY et al., 2006). Notamos
também que na temperatura de 30°C, temperatura na qual o fungo se encontra no
ambiente, tivemos mais linhagens tolerantes ao ITC se compararmos a temperatura de
35°C, 0 que se sugere que a temperatura pode ser um fator para a tolerancia de algumas

linhagens.

A cépsula polissacaridica é um importante fator de viruléncia das leveduras de
Cryptococcus spp., conferindo protecdo contra ressecagéo, raios solares UVA e UVB,
espécies reativas, fagocitose por amebas no ambiente e por macréfagos no hospedeiro e
também aos antifingicos utilizados para tratamento dessas células (ZARAGOZA et al.,
2009; PRATES et al., 2013). Ao analisarmos a média da analise morfométrica, houve
reducdo da espessura capsular na maioria das linhagens tolerantes se comparadas as
linhagens ndo tratadas, com excecao da linhagem H99 a 30°C que foi a Unica linhagem
que apresentou aumento na espessura capsular se comparada a linhagem ndo tratada e a

linhagem mutante CNAG_01575 que ndo houve diferenca se comparada a nao tratada.

As leveduras possuem de 1 a 3 um, podendo apresentar aumento no tamanho
dessas células durante a infeccdo, o diametro celular pode variar em diferentes linhagens
ou até mesmo em células de uma mesma linhagem, o que depende da condicdo de
cultivo dessas células (VELAGAPUDI et al., 2009; MA & MAY, 2009). Neste trabalho
foram encontradas células de 2 a 4 um de didmetro celular, observando a media da
analise morfométrica, as células tolerantes que apresentaram maior didmetro foram H99

e CNAG_00165 a 35°C, se comparadas as células ndo tratadas, consequentemente
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reduzindo a relacdo superficie/volume dessas células. Para as outras linhagens houve
reducdo do didmetro celular quando comparadas as linhagens néo tratadas, fazendo com
que a relacdo superficie/volume dessas células seja maior. Ao comparar os trés mutantes
tolerantes com sua linhagem selvagem K99 a 30°C, as linhagens CNAG_01575 e
CNAG_04635 apresentaram um aumento significativo no diametro celular e a linhagem
CNAG_00165 apresentou uma reducdo no didmetro celular se comparada a selvagem.
A linhagem CNAG_00165, Unica linhagem mutante tolerante a 35°C, quando
comparada a linhagem K99 houve também um aumento significativo do diametro
celular. As células tolerantes capazes de crescer na CIM de ITC apresentaram um
aglomerado de células e em algumas linhagens o aspecto irregular, € demonstrado na
literatura por Martinez e Casadevall (2006b) a habilidade de Cryptococcus spp. de
formar biofilmes menos susceptiveis a AMB e aos azélicos, no qual a melanizacao do
biofilme confere menor susceptibilidade e a ligacdo de anticorpos a matriz extracelular
poderiam estar formando uma capa protetora impedindo o acesso dos farmacos as

células do biofilme.

E encontrado na literatura que o tratamento antifingico com a classe dos
poliénicos pode ocasionar o aumento da producdo de radicais livres como espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio, isso tem sido importante para a resposta no efeito
fungicida dessa classe de antifungicos, principalmente no tratamento com a AMB, que
pode desencadear um estresse oxidativo e nitrosativo, 0 aumento desses radicais livres
pode causar danos nas células e dessa forma, causar morte celular (MESA-ARANGO et
al., 2014). O itraconazol também é um indutor de estresse oxidativo (FERREIRA et al.
2013). Quando analisada a capacidade das linhagens tolerantes produzirem EROs e
ERNs frente a ITC, percebe-se que as linhagens tolerantes de C. neoformans néo
apresentaram aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio apds
3h em comparagdo as células que ndo receberam 0 mesmo tratamento. J& as células da
linhagem K99 WT que receberam o mesmo tratamento apresentaram uma diferenga
significativa entre tratadas e ndo tratadas. Nas leituras de 24h para EROs, a 30°C a
linhagem H99 e CNAG_01575 ndo tratadas apresentaram diferenca estatistica se
comparadas as linhagens tratadas, as linhagens CNAG_04632 e CNAG_00165 néo
apresentaram diferenga estatistica entre células ndo tratadas e tratadas e a linhagem K99

novamente apresentou aumento da producdo nas células tratadas com itraconazol se
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comparada ao grupo ndo tratado. J& a 35°C houve apenas aumento de producdo se
comparado ao grupo ndo tratado para a linhagem CNAG_00165 e para K99 WT. Na
leitura de 24h para ERNs, a 30°C ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos
tratados e ndo tratados para as linhagens H99 e CNAG_00165, j& para as linhagens
CNAG_01575, CNAG_04632 e K99 WT as células tratadas apresentaram aumento de
espécies reativas de nitrogénio quando comparadas as ndo tratadas. A 35°C houve
diferenca estatistica apenas para a linhagem K99 WT. Percebe-se que as linhagens
tolerantes apresentaram menor ou igual producdo de EROs quando comparadas as nao
tratadas, exceto para a linhagem CNAG_00165 a 35°C, isso pode ter ocorrido devido as
células tolerantes adaptarem a esse agente oxidante. A producdo de ERNs das linhagens
tolerantes ndo apresentou diferenca entre células tratadas e ndo tratadas apenas para as
linhagens H99 e CNAG_00165, para as linhagens CNAG_01575, CNAG_04632 a 30°C
e K99 nas duas temperaturas houve aumento se comparadas as células ndo tratadas, mas
ndo foi prejudicial para o crescimento dessas linhagens, exceto para a K99 que néo foi
tolerante ao itraconazol e esse aumento de EROs e ERNs pode estar relacionado a
sensibilidade dessa linhagem ao farmaco. Similar a esse trabalho Bhattacharya e
colaboradores (2021) ao testarem a CIM de FLU em diferentes concentragfes de
glicose, observaram que em baixas concentracfes de glicose hd& um aumento da

tolerancia ao FLU e consequentemente reducdo de EROs.
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7. CONCLUSAO

Os resultados do trabalho demonstraram algumas alteragdes morfofisioldgicas
ocorridas nas celulas tolerantes das linhagens de Cryptococcus neoformans, onde
apresentaram alteragbes em sua morfometria, ndo apresentaram um aumento de
producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio se comparada as linhagens nao
tratadas e também nédo ha alteracdo na producéo de ergosterol entre esse mesmo grupo,

0 que podem ser alguns dos possiveis meios de adaptacéo ao estresse.

PERSPECTIVAS

Avaliar se a toleréncia interfere na producao de fatores de viruléncia dessas

linhagens;
¢ Avaliar a viruléncia das linhagens tolerantes em modelo murino;
e Auvaliar o efeito da tolerancia na fagocitose por macrofagos;
o Verificar se ha formacao de biofilmes nas linhagens tolerantes;

e Avaliar a expressao génica para verificar quais genes estdo sendo expressos

durante esse processo.
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