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RESUMO 

A criptococose é uma micose invasiva que envolve dois principais agentes etiológicos, 

Cryptococcus neoformans e C. gattii. A doença afeta primordialmente os pulmões, 

causando uma pneumonia, que pode evoluir para uma meningoencefalite. A anfotericina 

B e o Fluconazol são os antifúngicos indicados para o tratamento dessa infecção, porém, 

um agravante é que, por muitas vezes, pacientes com criptococose são também expostos 

a agentes antibacterianos, seja para tratamento empírico de pneumonias e meningites ou 

para tratamento de coinfecções bacterianas. Portanto, o objetivo desse trabalho foi 

avaliar o efeito de antibacterianos na morfofofisiologia e susceptibidade aos 

antifúngicos de C. neoformans e C. gattii. Para isso foram utilizados os antibacterianos: 

amoxicilina (AMO), amoxicilina + clavulanato (AMO + CLAV), ceftriaxona (CRO) e 

gentamicina (GEN). Inicialmente, foram observados que os antibacterianos não foram 

capazes de inibir o crescimento fúngico, exceto a gentamicina, que exibiu valores de 

CIM entre 32-256µg/ml. Em seguida, foram avaliados se a combinação de 

antibacterianos poderia resultar em alguma interação com antifúngicos clínicos e se a 

exposição a antibacterianos poderia interferir na susceptibilidade a antifúngicos. 

Observou-se que a combinação entre os fármacos resultou em uma interação indiferente 

e a exposição aos antibacterianos não foi capaz de selecionar subpopulações de 

Cryptococcus menos ou mais susceptíveis aos antifúngicos. Além disso, foi observado 

que a AMO e CRO apresentaram efeito fungistático em Cryptococcus e reduziram a 

síntese de melanina e cápsula polissacarídica na célula fúngica. A gentamicina, por sua 

vez, apresentou efeito fungicida associado ao aumento de espécies reativas de oxigênio, 

redução no conteúdo de ergosterol e síntese de melanina. Por fim, foram avaliados se os 

antibacterianos poderiam apresentar algum efeito no tratamento da criptococose em 

modelo de infecção. No entanto, apesar do efeito dinâmico dos antibacterianos em 

Cryptococcus spp., o tratamento com esses fármacos isolados ou combinados a 

anfotericina B não foi suficiente para inibir a progressão da doença nas doses testadas. 

Esse estudo trouxe resultados inéditos sobre os efeitos in vitro de antibacterianos na 

morfofisiologia e susceptibilidade aos antifúngicos de Cryptococcus gattii e C. 

neoformans. Apesar dessas evidências, acreditamos que novos ensaios in vitro e in vivo 

ainda são necessários para a melhor compreensão do efeito de antibacterianos no 

contexto da criptococose.   

Palavras chave: Antibacterianos, antifúngicos, criptococose, gentamicina, tratamento 

empírico. 



ABSTRACT 

Cryptococcosis is an invasive mycosis that involves two main etiologic agents, 

Cryptococcus neoformans and C. gattii. The disease primarily affects the lungs, causing 

pneumonia, which can progress to meningoencephalitis. Amphotericin B and 

Fluconazole are the antifungals indicated for the treatment of this infection, however, an 

aggravating factor is that, many times, patients with cryptococcosis are also exposed to 

antibacterial agents, either for the empirical treatment of pneumonia and meningitis or 

for the treatment of coinfections bacterial. Therefore, the objective of this work was to 

evaluate the effect of antibacterials on the morphophysiology and susceptibility to 

antifungals of C. neoformans and C. gattii. For this, the following antibacterials were 

used: amoxicillin (AMO), amoxicillin + clavulanate (AMO + CLAV), ceftriaxone 

(CRO) and gentamicin (GEN). Initially, it was observed that antibacterials were not able 

to inhibit fungal growth, except for gentamicin, which exhibited MIC values between 

32-256µg/ml. Next, we evaluated whether the combination of antibacterials could result 

in any interaction with clinical antifungals and whether exposure to antibacterials could 

interfere with antifungal susceptibility. It was observed that the combination of drugs 

resulted in an indifferent interaction and exposure to antibacterials was not able to select 

subpopulations of Cryptococcus less or more susceptible to antifungals. In addition, it 

was observed that AMO and CRO had a fungistatic effect on Cryptococcus and reduced 

the synthesis of melanin and polysaccharide capsule in the fungal cell. Gentamicin, in 

turn, showed a fungicidal effect associated with an increase in reactive oxygen species, 

a reduction in ergosterol content and melanin synthesis. Finally, we evaluated whether 

antibacterials could have any effect on the treatment of cryptococcosis in an infection 

model. However, despite the dynamic effect of antibacterials on Cryptococcus spp., 

treatment with these drugs alone or combined with amphotericin B was not sufficient to 

inhibit disease progression at the doses tested. This study brought unprecedented results 

on the in vitro effects of antibacterials on the morphophysiology and susceptibility to 

antifungals of Cryptococcus gattii and C. neoformans. Despite this evidence, we believe 

that new in vitro and in vivo assays are still needed for a better understanding of the 

effect of antibacterials in the context of cryptococcosis. 

 

Keywords: Antibacterials, antifungals, cryptococcosis, gentamicin, empirical treatment. 
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Figura 10: Síntese de cápsula polissacarídica e melanina após exposição a gentamicina. Corpo 

celular e espessura capsular das linhagens R265, H99 e L27 após 72 horas de exposição a 

gentamicina (A-F). Fenótipo de malinazação e preparações em nanquim das linhagens R265, H99 e 

L27 após exposição a gentamicina (E). A barra representa um comprimento de 10μm. Análise 

estatística: * Em relação ao controle não tratado.................................................................................. 
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Figura 11: Perfil de toxicidade em macrófagos murinos e sobrevida em modelo invertebrado de 

criptococose após o tratamento com gentamicina isolada e combinada a antifúngicos clínicos. 

Viabilidade de macrófagos murinos frente a diferentes concentrações de anfotericina; Fuconazol; e 

gentamicina (A). Viabilidade de macrófagos murinos frente a diferentes concentrações de 

fluconazol (B) e anfotericina B (C) combinadas a gentamicina (B). Curva de sobrevida em modelo 

invertebrado de criptococose após infecção com as linhagens H99 (D) e R265 (E) e tratamento com 

gentamicina isolada e combinada a anfotericina B. Análise estatística: * Em relação ao controle 

não tratado............................................................................................................................................. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1.0 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

1.1.1 Cryptococcus spp. e a criptococose 

 

Cryptococcus é um fungo basidiomiceto que engloba mais de 80 espécies 

diferentes, das quais C. neoformans e C. gattii são as de maior relevância médica e 

veterinária. Essas espécies acometem indivíduos imunossuprimidos e 

imunocompetentes, sendo potencialmente fatais quando causam meningoencefalite 

(TEMFACK et al., 2019; MADA; ALAM., 2018). 

A infecção criptocócica inicia se pela inalação de basideosporos ou leveduras 

dessecadas disseminadas no meio ambiente. Após esse processo, o fungo se instala nos 

pulmões e frente ao escape a reposta imune do hospedeiro ocorre uma colonização, 

levando ao estabelecimento da infecção. Essa colonização inicial é frequentemente 

assintomática ou apresenta-se como sintomas gripais, como tosse e febre, podendo 

evoluir para sintomas mais severos como pneumonia e a síndrome aguda do estresse 

respiratório (MAZIARZ e PERFECT, 2016).  

Uma vez que fungo consegue escapar da neutralização no ambiente pulmonar, 

ele pode se disseminar via hematogênica para outros órgãos, incluindo o Sistema 

Nervoso Central (SNC), levando a meningoencefalite, forma mais grave da doença. A 

invasão de Cryptocococcus spp., no SNC ocorre por meio de três mecanismos: o 

primeiro é denominado de transmigração transcelular, em que a levedura por si só, 

atinge a corrente sanguínea e atravessa as células endoteliais microvasculares cerebrais. 

O segundo mecanismo é conhecido como “cavalo de Tróia”, no qual o fungo. Atravessa 

a barreira hematoencefálica internalizado nos macrófagos. Por último, a invasão pode 

ocorrer por meio de transferência lateral, na qual fagócitos infectados transferem a 

levedura para o interior das células endoteliais da barreira hematoencefálica (LIU; 

PERLIN; XUE., 2012). Em geral, pacientes com meninigite criptococócica apresentam 

sintomas predominantemente neurológicos, mais tipicamente cefaleia e estado mental 

alterado, bem como febre, náuseas e vômitos (CAO et al., 2018; LIN; HEITMAN., 

2006; LI et al., 2016). 
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1.1.2 Fatores de Virulência 

Durante a interação com o hospedeiro, Cryptococcus spp utiliza diferentes 

mecanismos de viruelência importantes para a efetivação da infecção fúngica. Esses 

fatores incluem a cápsula polissacarídica, síntese de melanina, termotolerância e 

produção de diferentes enzimas (ALMEIDA; WOLF; CASADEVALL. 2015). 

A cápsula polissacarídica é uma malha altamente hidratada e negativamente 

carregada de polissacarídeos que circundam a célula, composta predominantemente por 

glucuroxilomanana 90-95% (GMX) e 5% galactoxilomanana (GalGXM). Dentre outras 

funções, a cápsula está relacionada a atividades antifagocítárias, inibição da produção 

de anticorpos, depleção do complemento, inibição da migração de leucócitos e indução 

da apoptose em macrófagos e células T (SHUN & MODY, KRONSTAD et al, 2011). 

A melanina é um corante natural sintetizado por membros de todos os reinos 

biológicos, incluindo uma variedade diversa de fungos, bactérias e helmintos que 

causam infecções em humanos. Sua síntese ocorre pela polimerização oxidativa de 

compostos fenólicos, sendo a lacase a principal enzima envolvida nesse processo em 

Cryptococcus. Assim como a cápsula polissacarídica, células melanizadas são capazes 

de modular a resposta imune do hospedeiro por meio de múltiplos mecanismos como, 

alterando os perfis de citocinas, reduzindo a fagocitose e diminuindo a toxicidade de 

peptídeos microbianos, espécies reativas de oxigênio e antifúngicos (CAMACHO et al., 

2019). 

A capacidade de Cryptococcus spp,. de crescer a 37ºC e sobreviver nessa 

temperatura é fundamental para o estabelecimento da infecção. Este mecanismo é 

regulado pela calcineurina, uma fosfatase específica de serina e treonina, ativada por 

Ca2
+ e calmodulina (LI; MODY., 2009; BIELSKA et al., 2018). Mutantes nulos que 

demonstram fenótipo sensível a 37ºC são completamente avirulentos e não causam 

doenças em modelos de infecção em mamíferos (PERFECT., 2006). 

No ambiente e durante a infecção Cryptococcus spp., pode secretar uma série de 

enzimas, como fosfolipase, proteinase, desoxirrubonuclease (DNAases), urease 

superóxido dismutase e peroxidases. A atividade das proteinases é mostrada para 

degradar proteínas do hospedeiro, e com isso podem promover danos no tecido do 

hospedeiro, fornecendo proteção e nutrientes para o agente patogênico (MA & MAY, 
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2009) e ainda, propicia a disseminação pelo hospedeiro (KRONSTAD, et al, 2011). As 

fosfolipases são enzimas capazes de hidrolisar glicerofosfolipidos, sua atividade resulta 

na desestabilização de membranas, na lise celular e liberação de compostos lipídicos 

(MA & MAY, 2009). A urease, por sua vez, está envolvida na hidrólise da ureia em 

amônia e carbonato, o que contribui para desestabilização da barreria hematoencefálica 

e invasão do SNC (MA & MAY, 2009, KRONSTAD et al, 2011). Por último, as 

enzimas superóxido dismutase e peroxidases apresentam ação antioxidante importante 

para a neutralização de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio resultantes do 

metabolismo das células do sistema imune e da ação de antifúngicos (FERREIRA et al, 

2013). 

 

1.1.3 Epidemiologia da criptococose 

A incidência da criptococose aumentou consideravelmente com a epidemia da 

AIDS no início dos anos 80 e estendeu - se até o início da década de 90. Estima-se que 

houve mais de 957.900 mortes por criptococose no pico da epidemia por HIV. Como o 

advento da terapia antirretroviral e profilaxia destinada a infecções fúngicas, a 

frequência da infecção criptococócia diminuiu na Europa e Estados Unidos a partir dos 

anos 90 até o ano 2014. Segundo estimativas recentes a criptococose é responsável por 

19% da mortalidade global associada a AIDS. Anualmente, estima- se que ocorrem 

179.000 casos de antigenia positiva para Cryptococcus (CrAg+) em pacientes HIV+ 

globalmente. Desses, 152.000 para meningite criptocococica. Atualmente, no Brasil, a 

prevalência estimada de AgCr+ varia de 2-4% em indivíduos HIV+ (RAJASINGHAM; 

GOVENDER; JORDAN; LOYSE et al., 2022). Além disso, estudo recente no Estado 

de Minas Gerais encontrou uma mortalidade de 30% devido à criptococose em HIV+ 

(LIMA et al., 2019). 

Historicamente, o Cryptococcus spp., foi descrito pela primeira vez em 1895 e 

durante várias décadas, os agentes da criptococose foram agrupados em duas variedades 

que incluíam cinco sorotipos: C. neoformans var. neoformans para os sorotipos A, D e 

AD e C. neoformans var. gattii para os sorotipos B e C (KWON-CHUNG et al., 2014; 

BEARDSLEY et al., 2023). Com advento da taxonomia molecular, a nomenclatura dos 

fungos foi revolucionada com o emprego de várias técnicas, incluindo PCR- impressão 

digital, Polimorfismo de Fragmento de Restrição (RFLP), Polimorfismo de 

Comprimento de Fragmento Amplificado (AFLP) e Tipagem de Frequência Multilocus 
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(MLST) para identificação de diferentes linhagens de duas espécies: C. gattii (VGI- 

VGIV) e C. neoformans (VNI, VNII, VNB) atualmente separados em VNBI e II para 

todos os sorotipos A, VNII (híbrido dos sorotipos A e D e VNIV- sorotipo B (HONG; 

XEN; CHU., 2021; DESJARDINS et al., 2017). Já Hagen et al., 2015, adicionaram 

mais um genótipo de um isolado clínico no México, no qual foi proposto que C. 

neoformans e C. gattii fossem divididos em sete espécies, conforme descrito na tabela 1. 

Posteriormente, uma linhagem geneticamente diferente de C. gattii foi descoberta na 

Zâmbia, foi designada VGV e C. decagattii como VGVI (FARRER et al., 2019).   

Tabela 1: Proposta taxonomica para C. neoformans e C. gattii. 

Espécie Genótipo Nova nomenclatura 

C. neoformans var. grubii VNII 

VNII 

VNII 

C. neoformans 

C. neoformans var. neoformans VNIV C. deneoformans 

C. neoformans híbrido de 

intervariedade 

VNII C. neoformans X híbrido 

C. deneoformans 

C. gattii VGI 

VGIII 

VGII 

VGIV 

VGIV/VGIIIc 

C. gattii 

C. bacillisporus 

C. deuterogattii 

C. tetragattii 

C. decagattii 

C. neoformans var. neoformans X C. 

gattii AFLP4/ híbrido VGI 

_ C. deneoformans X 

híbrido C. gattii 

C. neoformans var. grubii X C. gattii 

AFLP4/ híbrido VGI 

_ C. neoformans X híbrido 

C. gattii 

C. neoformans var. grubii X C. gattii 

AFLP6/ híbrido VGII 

_ C. deneoformans X 

híbrido C. deuterogattii 

Fonte: Adaptado Hagen et al. (2015). 
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1.1.4 Tratamento da criptococose  

O tratamento da criptococose está diretamente relacionado ao sitio da infecção e 

o estado imunológico do paciente. Para a neurocriptococose, quadro mais comum da 

doença, o tratamento é dividido em três fases: a fase de indução, que visa diminuir 

drasticamente a carga fúngica do líquido cefalorraquidiano. Nessa fase, a administração 

medicamentosa consiste no uso de anfotericina B (0,7-1,0mg/kg/dia) combinado a 5-FC 

(100mg/kg/dia) nas duas primeiras semanas. Após a terapia de indução, prossegue-se 

com a fase de consolidação, na qual é realizada a terapia com Fluconazol (400mg/dia) 

durante oito semanas. Neste estágio terapêutico, as concentrações dos antifúngicos 

podem ser aumentadas quando o tratamento considerado padrão ouro (anfotericina B + 

flucitosina) não estiver disponível. Por fim, realiza-se a fase de manutenção, que 

consiste na administração de fluconazol, 200mg/dia, durante 6 a 12 meses (SLOAN, 

PARRIS., 2014; BOYER-CHAMMER et al., 2019; SPADARI et al., 2020). 

A anfotericina B é um macrolídeo polieno com ação fungicida que se liga ao 

ergosterol presente na membrana da célula fúngica, causando poros na membrana e o 

extravazamento do conteúdo intracelular levando a morte celular. Embora altamente 

eficaz, a anfotericina B apresenta efeitos nefrotóxicos e hepatotóxicos que limitam o seu 

uso.  A primeira formulação foi incorporada em desoxicolato (DAmB), o que leva à 

rápida liberação do AmB e rapidez na ligação a lipoproteínas plasmáticas (SPADARI et 

al., 2020; GONZALEZ-LARA; SIFUENTES-OSORNIO; OSTROSKY-ZEICHMER., 

2017; NETT; ANDES., 2015). 

Além da formulação em desoxicolato, há duas formulações a base de lipídeos: 

anfotericina B lipossomal (L-AmB) e complexo lipídico de anfotericina B (ABLC) que 

apresentam menor toxicidade, todavia maior custo (NETT; ANDES, 2015; IYER et al., 

2021). É válido ressaltar que apesar da resistência à AmB ser rara, quando ocorre, está 

relacionada a alterações qualitativas e quantitativas, na composição dos esteróis da 

membrana celular, como mutações nos genes ERG3 e ERG11. Além disso, mais 

recentemente, mutações no ERG6 foram associadas à resistência a AmB em leveduras 

(SHIVARATHRI et al., 2022). 

Outro fármaco utilizado no tratamento da criptococose é a 5-FC, um análogo 

sintético de citosina, que após a administração, é absorvida pela citosina permeasse na 

célula fúngica e desaminada em 5-fluorouracilo pela citosina desaminase. A 5-FC é 
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subsequentemente convertida em trifosfato de 5-fluorouridina. Ao contrário do ácido 

uridílico, este composto é incorporado ao RNA fúngico, resultando na inibição da 

síntese de proteínas. Este antifúngico é hidrofílico com baixa ligação proteica de 3-4% e 

pode apresentar toxicidade hematológica exigindo uma vigilância farmacológica 

rigorosa durante o seu uso (HOUST; SPÍZEK; HAVLÍCEK., 2020; NIVOIX; 

LEDOUX; HERBRECHT., 2020; BELLMAN; SMUSZKIEWICZ., 2017). Porém, foi 

demonstrado que a resistência ao 5-FC pode resultar na perda ou mutação de qualquer 

uma das enzimas envolvidas na ativação da citosina permease, citosina desaminase ou 

uracil fosforibosiltransferase ou do aumento da produção de pirimidinas (DELMA et al., 

2021). 

Já o fluconazol, é um triazol que impede a produção de ergosterol por meio da 

inibição da a ação da enzima C14- α lanosterol desmetilase. Com isso a integridade da 

membrana celular é afetada devido ao acúmulo de precursores de esterol e pela redução 

de ergosterol. O fluconazol apresenta excelente atividade contra Cryptococcus spp., 

devido a sua alta biodisponibilidade, tolerância e baixa ocorrência de efeitos colaterais 

(NOCUA-BÁEZ et al., 2020). É a primeira linha para a terapia de consolidação em 

indivíduos com criptococose grave ou meningite criptococócica após a terapia de 

indução bem-sucedida com regime que possui AmB (NETT; ANDES., 2015). Estudos 

realizados em pacientes com criptococose, a profilaxia de 200mg/ dia demonstraram um 

aumento na concentração mínima inibitória (CIM) do fármaco dos pacientes avaliados. 

Entre os isolados de Cryptococcus para os quais as CIM’s de fluconazol foram mais 

elevadas, seriam necessárias doses mais altas do fármaco para atingir as concentrações 

terapêuticas. No geral, 90% dos pacientes alcançariam um tratamento efetivo com 

400mg/ml com uma CIM de 8µ/ml, com 800mg/ml a 16µg/ml, 85% com 1200mg/ml a 

32µg/ml e 70% com 1600mg/ dia a 64µg/ml (CHESDACHAI et al., 2019).  

Entretanto, em C. neoformans a super expressão do gene AFR1 da família ABC 

pode promover resistência ao fluconazol. Outros genes do C. neoformans e C. gattii 

como Afr2p e MDR1 também são responsáveis pela resistência do fluconazol e outros 

azóis (BASSO et al., 2015; BASTOS et al., 2017; FONTES et al., 2017; SANTOS et 

al., 2014 SCORZONI et al., 2017). Outro mecanismo de resistência é através de 

mutações pontuais no gene ERG11 que codifica a enzima 14- demetilase em leveduras, 

esta enzima é alvo para os azóis. Portanto, mutações pontuais neste gene alteram o sítio 
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de ligação ao azol, resultando na redução da afinidade ou mesmo na incapacidade de se 

ligar a enzima do medicamento (PFALLER., 2012). 

 

1.1.5 Tratamento de infecções respiratórias bacterianas 

Além dos patógenos fúngicos, as bactérias também ocasionam infecções 

respiratórias que podem evoluir para a meningite. Considerando esse aspecto, a 

ocorrência de coinfecção envolvendo bactérias e fungos não é algo comum. Diversas 

bactérias como Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeuroginosa, Mycobacterium 

abcessus e Streptococcus pneumoniae (EMÍDIO et al., 2022; EMÍDIO et al., 2023; 

TONE et al., 2021; QIN et al., 2022) já foram reportadas associadas a infecções por 

Cryptococcus. Entretanto, esse cenário pode implicar na exposição do fungo aos agentes 

terapêuticos utilizados no tratamento de infecções bacterianas.  Apesar disso, o 

conhecimento sobre o efeito de antibacterianos na morfofisiologia e susceptibilidade 

fúngica ainda permanece incipiente. Portanto, nesse tópico foi abordado os principais 

antibacterianos utilizados no tratamento de co infecção entre bactérias e Cryptococcus. 

 As bactérias de maior incidência em pacientes imunossuprimidos e até mesmo 

imunocompetentes são S. peneumoniae, S. aureus, K. pneumoniae e P. aeuroginosa 

(ESHWARA; MUKHOPADHYAY; RELLO., 2020). A terapia com os β-lactâmicos 

geralmente é suficiente como monoterapia para pacientes com HIV bem como para 

hospedeiros sem comorbidades. Este grupo possui em sua estrutura química o anel β- 

lactâmico e classificados em penicilinas, cefalosporinas, carbapenêmicos, e 

monobactâmicos. Os β- lactâmicos são agentes bactericidas capazes de inibir a síntese 

da parede celular da bactéria (STOCCO; LUCAFO; DECORTI., 2020; LIMA et al., 

2020).  

A amoxicilina é uma penicilina semissintética em uso desde a década de 70. É 

um antibacteriano que se liga a proteína de ligação à penicilina (PBP) 1A, uma enzima 

essencial para a síntese da parede celular bacteriana. O anel β-lactâmico da amoxicilina 

se abre para acilar o domínio C-terminal da transpeptidase de PBP 1A. Esta ligação 

irreversível inativa a PBP 1A, sem a qual, o peptidoglicano, um componente integral da 

parede celular da bactéria, não pode ser sintetizado. Como consequência, ocorre a lise e 

morte celular. Outro aspecto avaliado é o grupo hidroxila da amoxicilina, que resulta em 
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uma droga mais lipossolúvel e, portanto, tem uma biodisponibilidade e duração mais 

elevadas, com isso, aumenta a ação bactericida. (HUTTNER et al., 2019). 

Não obstante, a resistência bacteriana aos β-lactâmicos tornou-se um problema 

clínico crescente que ameaça a utilidade terapêutica. Para evitar a d resistência, foram 

acrescentados inibidores da beta lactamases, como ácido clavulânico, um inibidor de 

amplo espectro que se liga a estas enzimas. Devido aos perfis farmacodinâmicos e 

farmacocinéticos, a associação do ácido clavucânico com amoxicilina demonstraram ser 

eficientes no tratamento das infecções causadas por bactérias resistentes à amoxicilina 

(STOCCO; LUCAFO; DECORTI., 2020; LIMA et al., 2020).  

Embora o ácido clavulânico e a amoxicilina tenham padrões de distribuição 

semelhantes e meia vida de aproximadamente uma hora, o inibidor de beta-lactamase 

difere em relação a outras propriedades farmacocinéticas. O metabolismo é 

principalmente hepático, com apenas 30-40% excretados na urina e até 30% são ligados 

às proteínas séricas. É importante ressaltar que o ácido clavulânico pode causar aumento 

dos efeitos colaterais no sistema gastrointestinal, particularmente a diarreia, em 

comparação com a amoxicilina isolada (HUTTNER et al., 2019). 

As cefalosporinas também são β-lactâmicos com o anel diidrotiazina fundido ao 

núcleo β-lactâmico. A presença de um anel com seis membros contendo enxofre, menor 

tensão ao anel β-lactâmico. A ceftriaxona pertence às cefalosporinas de 3ª geração, em 

sua estrutura química, assim como os outros fármacos de 3ª geração, apresenta um 

amplo espectro microbiano, meia vida longa e boa penetração tecidual, incluindo no 

sistema nervoso central. Em contraste com os outros β-lactâmicos, a ceftriaxona é 

metabolizada no fígado (LIMA et al., 2020; KHAN et al., 2020; HAGIYA et al., 2017). 

A terapia com ceftriaxona pode ser realizada contra bactérias do tipo 

Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis e Haemophilus influenzae. Dada a 

gravidade da doença causada por esses patógenos, principalmente em casos de 

meningite, a concentração utilizada é superior a 4X a CIM do fármaco frente à bactéria 

alvo (GRÉGORIE et al., 2019). No entanto, concentração acima de 100µg/ml, 

administrado para infeção pulmonar, pode ocasionar os efeitos neurológicos adversos 

após oito dias de tratamento, além de insuficiência renal (LACROIX et al., 2021; 

HAGIYA et al., 2017). 
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Outra classe de antibacterianos bactericidas são os aminoglicosídeos, utilizados 

no tratamento de infecções graves causadas por bactérias Gram - negativas. Também 

são usados em combinação com outras classes de antimicrobianos para infecções 

causadas por bactérias Gram - positivas, como endocardite, e é uma opção de 

tratamento para a tuberculose. O mecanismo de ação decorre da ligação ao local de 

decodificação A na hélice 44 da pequena subunidade do ribossomo bacteriano. 

(BULMAN et al., 2020). Um dos aminoglicosídeos disponíveis para administração é a 

gentamicina, um fármaco produzido por fermentação a partir de Micromonospora 

purpurea, e que é fornecida como uma mistura composta principalmente por 

gentamicina C1, C1a e gentamicina C2 e C2a juntamente com pequenas quantidades de 

sisomicina, gentamicina A, B e B1, 2-desoxistreptamina, garamina e garosamina 

(RAJASEKARAN; CRICH., 2020). 

A ação bactericida da gentamicina depende da concentração e não do tempo, ou 

seja, o efeito terapêutico é máximo se o quociente inibitório da concentração plasmática 

(Cmáx) dividido pela concentração inibitória mínima (CIM) for 8-10. Para atingir essa 

proporção é recomendado o uso de uma dose ótima de 7-9mg/kg, e assim, atingir uma 

Cmáx >30mg/L. No entanto, concentrações acima de 100µg/ml são consideradas tóxicas 

(PERNOD. et al., 2020; BRENCIC; NIKOLAC., 2019). 

Os glicopeptídeos, incluindo a vancomicina, têm como modo de ação a ligação 

ao dipéptideo terminal D- alanina- D- alanina do lipídeo II, não reticulado que é um 

intermediário no processo de síntese da camada de peptioglicano. Esta ligação obstruiu 

a atividade da PBP de reticulação do lípideo II em peptídeo glicano maduro e, assim, 

levando ao estresse osmótico e lise da célula bacteriana (STOGIOS; SAVCHENKO., 

2020). 

Este agente é tradicionalmente utilizado para tratamento contra Staphylococcus 

aureus resistente a meticilina (MRSA) e outras bactérias Gram - positivas beta 

lactamases resistentes. Vários efeitos adversos, como a nefrotoxicidade foram 

associados à vancomicina, a alta probabilidade no comprometimento renal está 

relacionada ao aumento nos níveis de creatina nas dosagens de >20mg/l. Com isso, a 

concentração máxima tolerada da vancomicina é de 20 a 40µg/ml e concentrações de 80 

a 100µg/ml são consideradas tóxicas (ÁLVAREZ et al., 2016; BRENCIC; NIKOLAC., 

2019). 
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1.1.6 Uso empírico de antibacterianos 

Considerando a maior frequência das meningites bacterianas em comparação à 

criptococose, geralmente inicia se com tratamento empírico com antibacterianos. Assim 

o tratamento da criptococose é desafiador, pois depende de um diagnóstico laboratorial. 

O diagnóstico da criptococose é desafiador, devido as suas características 

clínicas e exames radiológicos inespecíficos, pois em muitos casos a suspeita inicial é 

caracterizada como tuberculose, tumor ou pneumonia bacteriana. Além disso, o 

diagnóstico tardio da infecção pode ocasionar na evolução da doença resultando em 

maior risco de mortalidade (QU et al., 2020; LIYANG et al., 2018). O tratamento 

empírico, durante uma infecção bacteriana pode selecionar clones resistentes 

(SCHIMIEDEL; ZIMMERLI., 2016; JUBEH.; BREIJYEH.; KARAMAN., 2020) e 

gerar  efeitos ainda não conhecidos em células fúngicas. Além disso, este tratamento 

seria ineficaz caso o patógeno não seja uma bactéria. 

 Relatos de diagnóstico incorreto já foram demonstrados em vários pacientes de 

diversos países, sinalizando a necessidade de uma abordagem mais cautelosa para o 

tratamento da infecção criptococócica. Um desses estudos ocorreu na China, em que 

136 pacientes hospitalizados com problemas respiratórios foram incluídos. Destes, 47 

foram diagnosticados erroneamente como tuberculose ou tumor, com base nas imagens 

da tomografia computadorizada (TC). Isso ocorre porque o Cryptococcus spp., pode 

levar a imagens semelhantes a outros tipos de patógenos (QU et al., 2020). Além disso, 

é comum iniciar o tratamento empírico, como ocorreu com uma mulher de 52 anos sem 

nenhuma doença pré existente e negativa para o vírus do HIV. De acordo com o 

resultado da tomografia da paciente, foi considerado que ela poderia ter infecção 

pulmonar bacteriana e assim foi iniciado o tratamento empírico com moxifloxacina e 

ceftizoxima. Porém, após duas semanas de terapia foi averiguado que as lesões 

mostradas na tomografia computadorizada não apresentaram melhora. Depois disso, foi 

realizado um teste para tuberculose e testes para anticorpos autoimunes, mas os 

resultados foram todos negativos. Posteriormente, um exame revelou inflamação 

granulomentosa, e a coloração com ácido de Schiff, revelou criptococose pulmonar. A 

paciente então foi tratada com fluconazol, e seu estado foi monitorado com exames de 

tomografia computadorizada. Durante o tratamento de seis meses com fluconazol, outra 

tomografia foi realizada, mostrando melhora na lesão (LIYANG et al., 2018). 
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A ocorrência de criptococose também já foi relatada em pacientes 

transplantados. No Brasil, especificamente foram submetidos a transplante de órgãos, 

um paciente recebeu um transplante de fígado e o outro de rim e pâncreas. Em ambos os 

casos foi evidenciado infecção por Cryptococcus neoformans. Ademais, todos os 

pacientes avaliados, dez foram infectados por C. gattii e 72 por C. neoformans, destes, 

23 pacientes veio a óbito devido a um diagnóstico tardio (PONZIO et al., 2019). 

 O tratamento empírico, em alguns casos pode não ser uma alternativa eficaz no 

tratamento de infecções pulmonares e até mesmo da meningite, aumentando a 

morbidade e mortalidade, inclusive de pacientes muito jovens com criptococose. Isso 

aconteceu no México com uma menina de 14 anos, que ao ser hospitalizada apresentava 

dor de cabeça, acompanhada de náuseas e convulsões. Os exames laboratoriais na 

admissão mostraram hemograma com resultados normais e tomografia computadorizada 

de crânio simples com contraste normal. Mesmo assim, o tratamento empírico foi 

iniciado com ceftriaxona e vancomicina. Posteriormente, foi colhido o LCR, onde foi 

detectado C. neoformans por meio da tinta nanquim e com isso, o tratamento foi 

iniciado com fluconazol, anfotericina B e dexametasona. Apesar da terapia, a paciente 

evoluiu com grave edema cerebral e deterioração neurológica, vindo a óbito em três dias 

(BECERRA-PEDRAZA et al., 2017).  

1.1.7 Resistência aos antimicrobianos  

A resistência aos medicamentos antifúngicos tornou-se uma grande preocupação 

não só pelas implicações clínicas, mas também pelo seu impacto econômico 

(FERREIRA; SANTOS., 2017).  Em geral, a resistência aos antifúngicos tem sido 

atribuída ao seu uso generalizado na medicina e na agricultura, promovendo a evolução 

de cepas resistentes (BERNAS; McALISTER., 2020). A resistência aos antifúngicos 

pode ser classificada a partir de duas perspectivas: a resistência primária e secundária. A 

resistência primária também conhecida como resistência intrínseca, é definida como 

uma resistência natural a droga, previamente à exposição (YANG & LO, 2001). Por 

outro lado, a resistência secundária se define pela aquisição de uma resistência após a 

exposição ao antifúngico (YANG & LO, 2001).  

Em geral, o crescimento da resistência por fungos patogênicos varia de acordo 

com a classe de antifúngicos administrados (SAMARASINGHE et al., 2020). Este 

fenômeno está relacionado à diversidade genética, na qual a existência dos genes 
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presentes nos micro-organismos que expressam proteínas relacionadas a diferentes 

mecanismos bioquímicos que impedem a ação das drogas pode ser intrínseca ou 

adquirida (TAVARES; SÁ., 2014). Nesse contexto, a resistência intrínseca é a 

característica dos patógenos em resistir à ação de um determinado fármaco com o efeito 

de uma particularidade estrutural ou funcional inerente a uma determinada espécie 

(KAPOOR; SAIGAL; ELONGAVAN., 2018). Portanto, neste tipo de resistência, os 

genes geradores dessa característica já estão contidos no código genético do micro-

organismo patogênico (TAVARES; SÁ., 2014). A resistência adquirida ocorre por meio 

de mutações espontâneas ou de mutações induzidas por agentes mutagênicos. Ela pode 

ocorrer ainda, pela aquisição do material genético contendo genes de resistência 

oriundos de outros patógenos, ou seja, os genes de resistência não estão contidos no 

genoma do micro-organismo, contudo são incorporados a ele (BLAIR et al., 2015; 

TAVARES., 2014). 

Outra forma de resistência é denominada de resistência cruzada, que ocorre 

quando patógenos possuem resistência a um determinado tipo de fármaco, mas também 

pode apresentar resistência a diferentes tipos de compostos ou não (CHERNY et al, 

2020). Na agricultura, a resistência cruzada foi comprovada com a exposição dos 

agroquímicos aos azólicos clínicos, especificamente ao fluconazol. Linhagens de C. 

gattii e C. neoformans expostas sistematicamente aos agroquímicos, à resistência 

cruzada perdurou mesmo após vários cultivos em meios na ausência dos agroquímicos, 

e temporariamente em outras, retornando a sensibilidade original quando cessou o 

contato com os herbicidas fúngicos. A resistência cruzada ao fluconazol também foi 

observada em modelo murino in vivo para a criptococose, causando, a ineficiência no 

controle da infecção causada por linhagens adaptadas ao tebacunazol, piraclostrobina e 

benomil, em comparação com as sub populações não adaptadas aos fungicidas 

ambientais (BASTOS et al., 2017, BASTOS et al., 2021).  

A heterorresistência implica que subpopulações de células têm uma 

concentração mínima inibitória (CIM) superior que a maioria da população. Em 

relatórios típicos de heterorresistência, C. neoformans e C. gattii apresentaram 

heterorresistência principalmente aos azóis, caracterizada por duplicações transitórias de 

cromossomos que carregam os genes relevantes para a resistência (BALABAN et al., 

2019; SIONOV; CHANG; KWON-CHUNG, 2013; FERREIRA et al., 2015; 

FERREIRA; SANTOS., 2017). 
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Em alguns casos, tolerância e persistência são fenômenos semelhantes, pois a 

taxa de sobrevida dos patógenos aumenta na presença de um antimicrobiano, porém 

sem aumento da CIM. Todavia, a persistência tem o atributo adicional de afetar apenas 

uma subpopulação de células, enquanto a tolerância é a capacidade total de uma 

população sobreviver a tratamentos mais longos, como por exemplo, obter uma taxa de 

morte mais baixa, mas sem apresentar alterações na CIM (BALABAN et al., 2019). 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

A criptococose é uma infecção sistêmica causada por leveduras capsuladas do 

gênero Cryptococcus spp. C. neoformans e C. gattii são as principais espécies 

responsáveis por acometer homens e animais. A doença se caracteriza principalmente 

pela infecção primária nos pulmões e subsequente no sistema nervoso central. 

O tratamento da criptococose é realizado com os fármacos anfotericina B, 5- 

flucitosina (5-FC) e fluconazol, entretanto há casos de diagnóstico inicial incorreto, 

tratamento inadequado e resistência aos medicamentos causando elevadas taxas de 

mortalidade. Exposto isso, faz-se necessário intensificar pesquisas para abranger 

mecanismos de sobrevivência e virulência dos fungos ao serem submetidos a diferentes 

antimicrobianos e relatar as consequências que podem causar. Poucos estudos 

evidenciaram a atividade dos antibacterianos em infecções fúngicas, no entanto existe 

uma preocupação na comunidade científica sobre o uso incorreto destes medicamentos. 

Assim, no presente estudo, foram avaliados quatro antibacterianos de uso clínico 

(amoxicilina, amoxicilina + clavulanato, ceftriaxona e gentamicina) frente as linhagens 

de Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii, em ensaios de sensibilidade 

tratados individualmente e em combinação com os antifúngicos clínicos (anfotericina B 

e fluconazol), e na morfofisiologia. Além disso, observar se as linhagens C. 

neorformans e C. gatti ao serem  expostas continuamente aos antibacterianos pode 

ocorrer resistência cruzada com os antifúngicos. Este trabalho é de grande importância 

para enfatizar a conscientização sobre o uso inadequado dos antibacterianos, uma vez 

que, essas drogas são também utilizadas no meio ambiente e também em infecções 

acometidas nos pulmões e no sistema nervoso central (SNC). É válido destacar que na 

realização de tratamentos ineficazes, essas linhagens tornam-se potencialmente mais 

virulentas devido a produção de melanina e alteração na espessura de cápsula. Outro 

impacto é a diminuição da sensibilidade aos antifúngicos clínicos. Pode-se concluir que 

é necessário melhorar a capacitação dos profissionais da área de saúde e do meio 

ambiente e investir em pesquisas para intensificar estratégias de tratamento efetivo. 
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3 OBJETIVOS 

3.1  Objetivo geral 

 Avaliar a influência de antibacterianos na morfofisiologia e susceptibilidade a 

antifúngicos de C. gattii e C. neoformans. 

3.2  Objetivos específicos 

 Ensaios in vitro 

- Avaliar a concentração inibitória mínima (CIM) dos antibacterianos: 

amoxicilina, amoxicilina + clavulanato, ceftriaxona e gentamicina frente as 

linhagens de C. gattii e C. neoformans. 

- Avaliar a concentração inibitória fracionária (CIF) dos antibacterianos 

combinados com os antifúngicos; anfotericina B e fluconazol. 

- Avaliar diferentes parâmetros de C. gattii e C. neoformans após a exposição 

aos antibacterianos, como: 

- Concentração inibitória mínima 

- Curva de crescimento; 

- Espécies reativas de oxigênio e nitrogênio;  

- Morfometria (diâmetro celular e espessura de cápsula); 

- Ergosterol; 

- Fenótipo de melanização; 

- Perfil de crescimento frente a estresse osmótico, estresse de membrana 

celular, parede celular e retículo endoplasmático. 

 Ensaio ex vivo 

- Avaliar a toxicidade da combinação entre gentamicina e antifúngicos frente a 

macrófagos murinos derivados de medula óssea. 

Ensaio in vivo 

- Avaliar a influência dos antibacterianos isolados e combinados com 

anfotericina B na sobrevida, em modelo de criptococose em Tenebrio molitor. 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 Linhagens de C. gattii e C. neoformans 

Neste trabalho foram utilizadas oito linhagens de C. gattii e sete de C. neoformans 

conforme descrito na Tabela 2. Todos os isolados utilizados pertencem ao Laboratório 

de Micologia do Instituto de Ciências Biológicas da UFMG e foram cultivados em meio 

Ágar Sabouraud Dextrose- ASD (Difco) a 37°C durante 48h, antes da realização dos 

testes (SANTOS et al., 2014). 

Tabela 2: Linhagens de C. gattii e C. neoformans, utilizadas neste trabalho. 

Linhagens C. gattii Origem 

28/02 Clínico - Brasil 

1913/ER Clínico 

ICB181 Ambiental - Brasil 

ATCC 36608 Clínico - Brasil 

135L/03 Clínico 

L24/01 Clínico 

L27/01 Clínico - Brasil 

(ATCC® MYA- 4093TM) R265 Clínico – Vancouver (Canadá) 

Linhagens C. neoformans Origem 

 62066 Clínico - França 

(ATCC® 208821TM) H99 Clínico – Nova York 

78 Clínico 

24067 Clínico – Maryland (EUA) 

RN01 Clínico - Brasil 

ATCC 28957 Clínico – Lesão óssea humana 

WP Clínico 

 

4.1.1 Fármacos 

 

Foram utilizados os antifúngicos fluconazol (Sigma-Aldrich®) e anfotericina B 

(Sigma-Aldrich®) e os antibacterianos amoxicilina (Fórmula Animal), ceftriaxona 

(Sigma-Aldrich®), gentamicina (Sigma-Aldrich®) e amoxicilina + clavulanato (Sigma-

Aldrich®).  
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4.1.2 Abordagem in vitro 

 Antibiograma 

O antibiograma foi realizado de acordo com a técnica de difusão de disco M02-

A12 (CLSI, 2015). Foram utilizados os antibacterianos amoxicilina 30µg (Laborclin), 

gentamicina 120µg (Laborclin), vancomicina 30µg (Laborclin) e ceftriaxona 30µg 

(Laborclin). 

As linhagens de Cryptococcus spp., foram repicadas em ASD e incubadas a 

37°C durante 48h. Um repique das culturas foi adicionado em tubo de ensaio contendo 

2mL de solução salina  0,85% esterilizada. A suspensão fúngica foi homogeneizada em 

vórtex, mensurada em espectrofotômetro a 530nm e transmitância ajustada para 75-

77%, que corresponde a 1x106 a 5x106 UFC/mL (CLSI, 2017). Em seguida, com auxílio 

de swab estéril, uma alçada de cada inóculo foi estriada em meio ASD e os discos de 

antibacterianos foram dispensados com o auxílio de uma pinça estéril. As placas foram 

incubadas a 37°C por 72h seguida da leitura visual e medida do diâmetro dos halos de 

inibição. 

Como controle, foram utilizadas as bactérias ATCC33591 Pseudomonas 

aeuroginosas (bacilo Gram - negativo) e ATCC27853 Staphylococcus aureus (cocos 

Gram - positivo) cultivadas em ágar Muller - Hilton e incubadas a 37°C durante 24h.  

4.1.3 Concentração inibitória mínima – CIM 

4.1.4 Diluição dos antimicrobianos 

A solubilização dos antimicrobianos foi realizada de acordo com os protocolos 

M100-S22 (CLSI, 2012) e M27-A23 (CLSI, 2017) conforme apresentado na tabela a 

seguir: 

Tabela 3: Solubilização dos antimicrobianos. 

Fármacos Solventes 

Amoxicilina ½ Dimetilsufóxido (DMSO) ½ H2O 

destilada estéril 

Amoxicilina + Clavulanato Água destilada estéril 

Gentamicina Água destilada estéril 

Ceftriaxona Água destilada estéril 

Fluconazol DMSO 

Anfotericina B DMSO 
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Para o preparo das placas com os antimicrobianos, inicialmente foram realizadas 

diluições seriadas em meio sintético RPMI-1640 tamponado com MOPS (pH 7,0) que 

variaram de 512 - 1µg/mL para os antibacterianos, de 0,3-16µg/mL para anfotericina B 

e 0,12-64µg/mL para o fluconazol (CLSI; 2017). Em seguida, 100µL de cada diluição 

foram distribuídas em placas de microdiluição de 96 poços. Utilizou-se uma placa para 

cada fármaco e as concentrações foram distribuídas em ordem decrescente. Em cada 

placa foram definidos os seguintes controles: (1) controle de crescimento RPMI-

1640+inóculo e (2) esterilidade contendo apenas o meio (CLSI; 2017).  

4.1.5 Preparo do inóculo 

O inóculo fúngico foi preparado a partir de culturas C. gattii e C. neoformans 

incubadas a 37°C, durante 48h em placas contendo ágar Saboraud Dextrose (ASD).  

Uma alçada das culturas foi adicionada em tubos de ensaio com 2mL de solução 

salina 0,85% esterilizada para obtenção de uma suspensão. A solução foi 

homogeneizada em vórtex, mensurada em espectrofotômetro a 530nm e ajustada a 

transmitância para 75-77%, que corresponde à concentração de 1x106 a 5x106 UFC/mL. 

Em seguida foi realizada uma diluição de 1:20 e 1:50 em RPMI-1640 de modo a 

alcançar a concentração de 1x103 a 5x103 UFC/mL. Em seguida 100µL do inóculo 

foram dispensados nas placas de 96 poços contendo os antibacterianos e incubadas a 

37°C durante 72h (CLSI, 2017). 

4.1.6 Leitura e interpretação dos resultados 

A leitura das concentrações mínimas inibitórias dos antibacterianos e 

antifúngicos foi executada após 72h de incubação. Foi realizada leitura visual e para a 

Anfotercina B e os antibacterianos a CIM foi definida como a menor concentração 

capaz de inibir 100% do crescimento microbiana em relação ao controle de crescimento 

(CC). Para o fluconazol a CIM foi definida como a menor concentração capaz de inibir 

50% do crescimento fúngico. Os resultados foram expressos em µg/ml e o experimento 

realizado em duplicata. 
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4.1.7 Avaliação da interação entre antifúngicos e antibacterianos 

Os antibacterianos foram avaliados quanto a sua atividade em combinação com 

os antifúngicos fluconazol e anfotericina B. Alíquotas de 50µL de cada antibacteriano 

foram dispensadas nas placas de 96 poços na posição vertical, as concentrações 

variaram de 8µg/mL a 512µg/mL. Alíquotas de 50µL de cada diluição de anfotericina B 

(0,12µg/mL a 16µg/mL) e fluconazol (0,5µg/mL a 64µg/mL) foram dispensadas na 

posição horizontal, de acordo com a figura 1.  

 

Figura 1: Esquema da placa de 96 poços em experimento de teste de combinação. As 

setas (vertical e horizontal) indicam o aumento da concentração individualmente e a seta 

em diagonal indica o aumento da concentração dos antifúngicos e antibacterianos 

testados em combinação. 

 

Em seguida foram dispensados 100µl do inóculo fúngico preparado de acordo 

com o item 4.1.5. As placas foram incubadas a 37°C por 72h. A interação dos 

antibacterianos com os antifúngicos foi expressa como a soma do índice de 

concentração inibitória fracionária (CIF) de cada agente. 

 A CIF de cada agente foi calculada com o CIM desse agente em combinação, 

dividido pelo CIM do agente isolado. O índice de concentração inibitória fracionária 

(ICIF) foi calculado pela soma dos CIF’s: 

 

ICIF: CIFA + CIFB = (CA
COMB/ CIMA

INDIVIDUAL) + (CB
COMB/CIMB

INDIVIDUAL) 
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 Onde CIMA
INDIVIDUAL e CIMB

INDIVIDUAL são as CIM´s dos fármacos A e B 

isoladamente e CA
COMB e CB

COMB são referentes as CIM´s das combinações. Dessa 

forma a interação foi denominada como sinergismo se ICIF ≤0,5, indiferente se 0,5 < 

ICIF < 4 e antagonismo se ICIF foi > 4,0 (SANTOS et al, 2012; YU et al, 2008). 

4.1.8 Curva de Morte 

Como a gentamicina foi capaz de inibir 100% do crescimento fúngico nos 

ensaios de susceptibilidade, foi realizada uma curva de viabilidade fúngica para 

determinar se seu efeito em Crytococcus spp era resultado de uma ação fungicida ou 

fungistática. Para isso, inicialmente foi preparado um inóculo de 1x103 mL, conforme 

descrito no item 4.1.5. Em seguida, o inóculo fúngico foi dispensado em placas de 96 

poços contento 32, 64 e 128µg/mL de gentamicina. Cada placa continha um controle de 

crescimento onde não havia presença do antibacteriano. As placas foram incubadas a 

37°C por 72h e nos intervalos de 0, 24, 48 e 72h, alíquotas de 10µL foram removidas de 

cada poço, plaqueadas em meio ASD e incubadas a 37°C por 48h. Após o período de 

incubação, as unidades formadoras de colônias (UFC) foram quantificadas para 

determinar a viabilidade fúngica após exposição a droga (PFALLER; SHEEHNAN; 

REX, 2004). 

4.1.9 Exposição contínua aos antibacterianos 

 Após a realização dos testes de susceptibilidade, a linhagem L27/01 foi cultivada 

em meio ASD com concentrações fixas de antibacteriano para avaliar se a exposição 

continua à antibacterianos poderia alterar diferentes parâmetros fisiológicos de 

Cryptococcus e interferir na susceptibilidade a antifúngicos. 

 Para isso, a linhagem foi cultivada em meio ASD sem droga e em seguida, em 

meio ASD contendo antibacterianos na concentração de 512µg/mL durante 48h. Após a 

realização de 10 repiques na presença dos antibacterianos, determinou-se a CIM em 

meio líquido (item 4.1.5) das colônias, denominadas como Expostas Continuamente 

(Exp. C) e das colônias selvagens, para os antifúgicos FLC e ANB. Além disso, para 

avaliar a estabilidade dos fenótipos observados após a exposição contínua aos 

antibacterianos, a linhagem Exp. C foi subcultivada em meio ASD sem droga por 48h 

durante 10 repiques (passagens) sendo denominada de 10p (BASTOS et al., 2017). 
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4.2.0 Curva de crescimento na presença de antibacterianos 

 A curva de crescimento foi determinada em leitor de ELISA a 35°C, 600nm e 

intervalo de leituras a cada 1 hora. Inicialmente, 5 x 105 cels/mL das linhagens L27/01 

selvagem, Exp.C e 10p foram dispensadas em placa de 96 poços com RPMI na presença 

de AMO, AMO+C e CRO (512 µg/mL) e incubadas durante 72 horas. Para cada 

condição foram realizadas oito replicatas. O aumento da população microbiana é 

proporcional a absorbância detectada. O parâmetro Área Sob a Curva (ASC) foi 

utilizado para comparar os grupos.  

 

4.2.1 Ensaio de spot em diferentes estressores celulares 

 

Após verificar a susceptibilidade de C. gattii e C. neoformans aos 

antibacterianos, as linhagens C. gattii L27/01, C. gattii R265 e C. neoformans H99 

foram selecionadas devido ao histórico de hipervirulência e resistência cruzada, como já 

foram relatados em outros estudos (BASTOS et al., 2017; SANTOS et al., 2014). Para 

isso, foram analisadas possíveis alterações induzidas por esses antibacterianos na célula 

fúngica. É importante ressaltar que a L27/01 selvagem, Exp. C e 10p foram expostas a 

AMO, AMO + CLAV e CRO. Entretanto, como a gentamicina apresentou atividade 

inibitória frente a todas as linhagens de C. gattii e C. neoformans, as linhagens L27/01, 

R265 e H99 foram expostas ao antibacteriano. Para isso, linhagens de C. gattii e C. 

neoformans foram previamente cultivadas em meio ASD e após 72 horas de incubação 

a 37°C, foi preparado um inoculo de 1 x 104 cels/mL. A partir deste inóculo, 10 µl 

foram dispensados em meio ASD suplementado com amoxicilina, amoxicilina + 

clavulanato e ceftriaxona (512µg/mL) e a gentamicina – 16µg/mL, 32µg/mL e 

128µg/mL e incubados a 37°C durante 48h. Após a exposição aos fármacos, um novo 

inóculo foi preparado obtendo 1 x 108 células/mL. Em seguida foram realizadas quatro 

diluições seriadas de 1:10 de cada inóculo e posteriormente 5µL de cada diluição foram 

dispensados em meio ASD suplementado com diferentes estressores celulares, sendo 

eles: Vermelho congo 0,5% (estresse de parede celular), Cloreto de Sódio 1,5M 

(estresse osmótico), Cloreto de potássio 1,5M (estresse osmótico), DTT 17,5mM 

(estresse no retículo endoplasmático). As placas foram incubadas à 37°C durante 72 

horas e, posteriormente fotografadas (FREITAS et al., 2023). 
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4.2.2 Análise Morfométrica 

As linhagens L27/01 selvagem, Ex. C e 10p foram cultivadas em meio ASD ou 

ASD + antibacteriano durante 72h a 37°C. Em seguida 5 x 105 cels/mL foram 

preparados para cada linhagem e incubados em meio mínimo líquido na presença e 

ausência de antibacterianos. Após a incubação, uma alçada de cada cultivo foi suspensa 

em uma lâmina com tinta nankin, para visualização em microscópio óptico (Axioplan; 

Carl Zeiss) e captura de imagem. Os tamanhos das células e cápsulas de pelo menos 50 

espécimes de cada cultivo foram mensurados com o auxílio do programa Image J 

(http://rsb.info.nih.gov/ij/; National Institutes of Health, NIH, Bethesda, MD) 

(ARAUJO et al., 2012). Além disso, a razão superfície/volume foi determinada usando 

a fórmula 3/r, em que r = raio (FERREIRA; SANTOS; COSTA; HOLANDA et al., 

2015). 

4.2.3 Fenótipo de melanização 

A produção de melanina foi avaliada em meio mínimo líquido (15 mM glicose, 

10mM MgSO4, 29.4mM KHPO4, 13mM glicina, e 18g/L de ágar bacteriológico, pH 

5.5) suplementado com 1mM de L-dopa e antibacterianos. Inicialmente as linhagens 

L27/01 selvagens, Ex. C e 10p foram cultivadas em meio ASD ou ASD + antibacteriano 

durante 72h a 37°C.  A massa de células obtida foi recolhida assepticamente e suspensa 

em tubos contendo 5 mL de solução salina 0,85% esterilizada. Após homogeneização 

em vórtex, a transmitância foi medida em espectrofotômetro a 530nm, sendo ajustada 

para 75% a 77%, o que corresponde a uma suspensão de 1 x 106 a 5 x 106 células/mL. 

Em seguida 5μL dessa suspensão foram dispensados em MM com L-dopa na presença e 

ausência dos antibacterianos. As placas foram incubadas à 37°C durante dez dias e, 

posterior a esse tempo, foram fotografadas e comparadas com o controle sem 

antibacteriano (GARCÍA-RODAS et al., 2015). 

4.2.4 Quantificação do Ergosterol 

A quantificação foi realizada conforme Santos et al, 2012, com modificações.  

Inicialmente as linhagens L27/01 selvagens, Ex. C e 10p foram cultivadas em meio 

ASD ou ASD + antibacteriano durante 72h a 37°C. Em seguida, 1x108 cels/mL foram 

preparados para cada linhagem e incubados, overnight a 37°C, em meio mínimo RPMI 

na presença e ausência de antibacterianos. A linhagem selvagem tratada overnight a 
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37°C com fluconazol 8,0 µg/mL foi utilizada como controle.  Após o período de 

tratamento, os tubos foram centrifugados a 1.200 r.p.m. por 5 minutos, a 4°C e em 

seguida, o sobrenadante foi removido e as células foram lavadas com água destilada 

esterilizada. Para a extração dos lipídios, 3 mL de solução etanólica de hidróxido de 

potássio 25% foram adicionados a cada massa celular, seguido por 1 minuto de 

agitação. Posteriormente, os tubos foram incubados em banho maria a 85°C por 1 hora e 

então resfriados à temperatura ambiente. Uma mistura de 3 mL de n-heptano (Sigma-

Aldrich) e 1 mL de água destilada esterilizada foi adicionada, agitando-a em vórtex por 

3 minutos. O sobrenadante, por sua vez, foi novamente removido para posterior leitura 

em espectrofotômetro a 282 nm. Uma curva de calibração com padrão de ergosterol 

(Sigma-Aldrich) foi produzida e utilizada para quantificação de ergosterol. Os 

resultados foram expressos em µg/mL baseado na curva de calibração com o padrão de 

ergosterol. 

4.2.5 Quantificação de Espécie Reativa de Oxigênio (ERO’s) 

Como a gentamicina apresentou ação fungicida contra Cryptococcus spp. 

avaliou-se a capacidade dessa droga de induzir estresse oxidativo e nitrosativo na célula 

fúngica. A quantificação de ERO’s (Espécies reativas de oxigênio) foi realizada por 

meio de ensaio fluorométrico com sondas específicas (FERREIRA et al., 2013). 1 x104 

células/mL As linhagens H99, R265 e L27/01 foram tratadas com diferentes 

concentrações de gentamicina em meio RPMI sem vermelho de fenol, e incubados com 

diacetato de 2,7' -diclorofluoresceína 10 mM (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, 

CA, EUA) para quantificação de ROS, durante 3 horas. A linhagens sem tratamento 

foram utilizadas como controle. Após a incubação, a fluorescência foi mensurada em 

fluorômetro (Synergy 2 SL Luminescence Microplate Reader, Biotek) utilizando 

comprimentos de onda de excitação e emissão de 500nm. Os resultados foram expressos 

como unidades arbitrárias de fluorescência ± SEM. Foram realizadas seis replicatas para 

cada condição. 

4.2.5.1 Abordagem ex vivo 

Como a gentamicina apresentou ação fungicida contra Cryptococcus spp. 

avaliou-se o perfil de toxicidade dessa droga quando utilizada isoladamente ou em 

combinação a antifúngicos clínicos frente à macrófagos primários derivados de medula. 



41 
 

A toxicidade foi determinada com base na porcentagem de viabilidade em relação ao 

controle não tratado. O detalhamento desse ensaio está descrito a seguir. 

4.2.5.2 Obtenção de macrófagos derivados de medula óssea (BMMs) 

As células precursoras de macrófagos foram obtidas da medula óssea de 

camundongos C57BL/6 (CEUA protocolo 235/2017). Os animais foram anestesiados e 

eutanasiados e o fêmur e a tíbia foram cautelosamente extraídos e adicionados a um 

tubo de polipropileno contendo PBS estéril e, posteriormente, deixados em etanol 70% 

por 1 minuto. Utilizando-se meio RPMI 1640 (HyClone, LGC Biotecnologia) e uma 

seringa com agulha 0,70 x 25 mm, as células foram removidas e transferidas a um tubo 

de polipropileno estéril. Para a diferenciação dos macrófagos derivados da medula 

óssea, as células foram ressuspensas em 10 mL de meio RPMI 1640 suplementado com 

20% SFB (Soro Fetal Bovino), 2 mM de glutamina, 25 mM de HEPES pH 7,2, 100 

unidades/mL de penicilina G potássica e também com 30% de sobrenadante de cultura 

de células L-929. O sobrenadante de células L-929 contém quantidade significativa de 

Fator Estimulante de Colônias de Macrófagos (M-CSF, do inglês Macrophage-Colony 

Stimulating Factor) que é um fator de crescimento essencial na diferenciação de células 

progenitoras a macrófagos. A suspensão de células foi colocada em placas de Petri e 

incubadas a 37°C/5% CO2 por sete dias, sendo o meio renovado de dois em dois dias. 

Ao sétimo dia em cultura, o sobrenadante foi descartado e a cultura de células na placa 

lavada com 5 mL de PBS estéril para eliminar as células não aderentes. Posteriormente, 

foram adicionados 3 mL de PBS/EDTA 10mM à cultura na placa, seguido de incubação 

no gelo por 10 minutos. As células aderidas à placa, já diferenciadas como macrófagos, 

foram ressuspensas e transferidas para tubo de polipropileno estéril. Os BMM’s foram 

centrifugados a 200xg/5 min a 4°C e ressuspensos em 5 mL de meio RPMI 1640 

contendo 10% SBF, 2 mM de glutamina, 25 mM de HEPES pH 7,2, 100 unidades/mL 

de penicilina G potássica e 5% de sobrenadante de cultura de células L929. As células 

viáveis foram contadas, usando Azul de Trypan, plaqueadas em placas de cultura de 24 

e 96 poços, de acordo com os objetivos propostos, seguido de incubação em estufa a 

37°C, atmosfera a 5% CO2. Após vinte e quatro horas, as células foram utilizadas para o 

ensaio de toxicidade. 
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4.2.5.3 Ensaio de toxicidade  

 

Após a diferenciação das células derivadas de medula, os macrófagos foram 

tratados com gentamicina (8, 32 e 128µg/mL) isolada ou em combinação com os 

antifúngicos Anfotericina B (0,25 - 1µg/mL) e fluconazol (1 - 4µg/mL), durante 3 

horas. Em seguida, o meio foi removido e os poços foram lavados com PBS 1X para a 

remoção completa da droga. Posteriormente, foi adicionado MTT 5mg/mL em cada 

poço para avaliação da viabilidade celular. Os dados foram expressos em porcentagem, 

considerando 100% de viabilidade para as células que não receberam tratamento, sendo 

o DMSO 50%, utilizado como controle positivo de toxicidade. A concentração capaz de 

reduzir mais de 50% da viabilidade celular foi considerada tóxica. 

 

4.2.6 Abordagem in vivo 

Para a análise de sobrevida em modelo in vivo, foram utilizadas larvas de 

Tenebrio molitor, com peso a partir de 100mg. Posteriormente, as larvas foram 

infectadas sob condições assépticas com 5µL de inóculo fúngico contendo 

1x104cels/mL de R265 (C. gattii) e H99 (C. neoformans). Para a infecção utilizou-se 

uma seringa de Hamilton (701 N, 26’s gauge, 10µL). Após 24 horas de infecção as 

larvas foram tratadas com uma dose única de amoxicilina 32µg/mL, amoxicilina + 

clavulanato 32µg/mL, ceftriaxona 32µg/mL e gentamicina a 12,8µg/mL. As larvas 

foram incubas à 37°C e monitoradas diariamente para determinação da curva de 

sobrevida (SOUZA et al., 2015). 

4.2.7 Análise Estatística 

Os dados foram analisados por meio do Software Prism 5 (GrapPad Inc., San 

Diego, CA, USA). Os testes empregados foram: Área sob a curva, análise de variância 

(ANOVA), seguido de pós-teste de Tukey e área sobre a curva, considerando valores de 

p < 0,05 estatisticamente significativos. Os testes realizados para cada experimento 

estão indicados nas tabelas e figuras. Os experimentos foram repetidos pelo menos duas 

vezes. Já para a curva de sobrevida, os resultados foram analisados com GraphPad 

Prism 5, dispostos em uma curva de sobrevida usando o método Kaplan–Meier e a 

análise estatística foi realizada usando o teste de log-rank. O valor de p < 0,05 foi 

considerado significativo. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Inicialmente, foi avaliada a susceptibilidade de C. gattii e C. neoformans a 

diferentes antibacterianos pelos ensaios de difusão de disco e microdiluição em caldo. 

Na difusão de disco, todos os antibacterianos testados não foram capazes de levar a 

formação de halos de inibição, exceto para a gentamicina no qual foi observado halos 

com diâmetro entre 15-26mm para C. gattii e 14-29mm para C. neoformans (Tabela 4). 

Esses achados corroboraram com os resultados da microdiuluição em caldo em que a 

contração máxima (512µg/mL) analisada dos antibacterianos (AMO, AMO+C, CRO) 

não foi capaz de inibir o crescimento fúngico (Tabela 4). Para a gentamicina foram 

encontrados valores de CIM que variaram entre 32 e 256 µg/ml para C. gattii e C. 

neoformans (Tabela 4). 

Tabela 4: Diâmetro dos halos de inibição de crescimento de linhagens de Cryptococcus 

gattii e Cryptococcus neoformans frente aos antibacterianos. 

 

Linhagens 

Diâmetro dos halos Antibacterianos (mm) 

AMO (30µg) GEN (120 µg) OXA (1µg) VAN (30µg) CRO (30µg) 

Staphylococcus aureus 

ATCC27853 

 

33 

 

NT 

 

NT 

 

21 

 

27 

P. aeuroginosa 

ATCC33591 

 

NT 

 

21 

 

NT 

 

NT 

 

NT 

Cryptococcus gattii 

1913/ER 

 

0 

 

20 

 

0 

 

0 

 

0 

R265 0 16 0 0 0 

28/02 0 15 0 0 0 

547 0 23 0 0 0 

181 0 27 0 0 0 

135L/03 0 19 0 0 0 

L27/01 0 26 0 0 0 

196L 0 19 0 0 0 

L24/01 0 27 0 0 0 

29/0893 0 21 0 0 0 

32608 0 25 0 0 0 

28/0893 0 22 0 0 0 

C. neoformans 

WP 

 

0 

 

21 

 

0 

 

0 

 

0 

28957 0 16 0 0 0 

96806 0 29 0 0 0 

RN01 0 18 0 0 0 

24067 0 25 0 0 0 

78 0 14 0 0 0 

28JF 0 16 0 0 0 

62066 0 20 0 0 0 

H99 0 19 0 0 0 
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AMO: Amoxicilina, GEN: Gentamicina, OXA: Oxacilina, VAN: Vancomicina, CRO: Ceftriaxona, NT: 

Não testado. 

Algumas drogas podem não apresentar valores de CIM isoladamente, mas quando 

combinadas a antifúngicos podem resultar em interações sinérgicas ou antagônicas. A 

minociclina, por exemplo, um antibacteriano derivado de tetraciclinas, apresenta 

sinergismo com FLC frente a linhagens de C. neoformans, apesar de não apresentar 

ação antifúngica isoladamente (SHI et al., 2010). Com isso, embora os antibacterianos 

avaliados nesse estudo não tenham inibido o crescimento de Cryptococcus, com 

exceção da gentamicina, foi avaliado se esses fármacos poderiam promover alguma 

interação com antifúngicos clínicos.  

Os resultados da média da concentração inibitória fracionária (CIF) e CIM para as 

combinações entre AMB/antibacterianos e FLC/antibacterianos estão apresentados na 

Tabela 5 e Figura 2.  Para a interação ANB/antibacterianos e FLC/antibacterianos os 

valores da média da CIF variaram entre 1,0 e 4,0, evidenciando indiferença na interação 

entre os fármacos, ou seja, os antibacterianos avaliados nesse estudo não foram capazes 

de interferir na ação dos antifúngicos clínicos (Tabela 5 e Figura 2). 

 Considerando os resultados obtidos, foi avaliado se a exposição contínua a 

antibacterianos poderia alterar diferentes parâmetros morfofisiológicos de Cryptococcus 

e interferir na susceptibilidade a antifúngicos. Para isso, realizou se o perfil de 

crescimento, conteúdo de ergosterol, cápsula polissacarídica, melanina, e resistência a 

diferentes estressores celulares após exposição contínua aos antibacterianos. Nessa 

etapa foram analisadas as linhagens L27/01 selvagem (Controle), L27/01 Exposta 

Continuamente a antibacterianos (Exp. C) e L27/01 Exp. C após 10 passagens em meio 

sem antibacteriano (10p).  Como a gentamicina apresentou valores de CIM, 

inicialmente foram apresentados os resultados obtidos para AMO, AMO+C e CRO e 

por último, de maneira a parte, serão apresentados os resultados para GEN. 
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Tabela 5: Concentração inibitória mínima (CIM) para antifúngicos e antibacterianos frente a linhagens de C. gattii e C. neoformans. Média 

da concentração inibitória fracionária (CIF) da interação entre anfotercina B/ antibacterianos e Fluconazol/antibacterianos.  

aCIM (100%): endpoint considerado 100% de inibição.  
bCIM (50%): endpoint considerado 50% de inibição. 

ANB: Anfotericina B; FLC: Fluconazol; AMO: Amoxicilina; AMO+C: Amoxicilina + Clavulanato; CRO: Ceftriaxona; GEN: Gentamicina 

 

Linhagens 

 

 

CIMµg/mL 

 
Média da CIF da interação AMB/ 

antibacterianos 
 

Média da CIF da interação FLC/ 

antibacterianos 

AMBa FLCb AMOa AMO+Ca CROa GENa  AMO AMO+C CRO GEN  AMO AMO+C CRO GEN 

C
. 
g
a
tt

ii
 

  

2802 1 4 >512 >512 >512 128  1,42 0,71 0,78 0,85  1,28 1,28 1,28 1,10 

1913/ER 1 4 >512 >512 >512 64  1,28 0,64 1,28 1,31  2,28 2,28 3,42 1,81 

181 0,5 4 >512 >512 >512 64  1,28 0,99 1,28 1,35  2,28 2,28 2,28 0,75 

36608 1 4 >512 >512 >512 32  1,28 1,28 1,28 1,15  2,28 2,28 2,28 1,46 

135L/03 2 4 >512 >512 >512 256  2,28 3,13 1,28 1,13  1,28 2,28 2,28 1,85 

L24/01 2 8 >512 >512 >512 128  1,28 1,38 1,28 1,28  2,28 2,28 2,28 1,85 

L27/01 1 8 >512 >512 >512 128  1,28 1,28 1,28 1,28  1,14 1,14 2,28 1,06 

R265 1 16 >512 >512 >512 128  1,20 1,20 1,21 0,92  1,15 1,15 1,15 1,00 

 Var. CIM 0,5-2 4-16 - - - 32-256           

 Média Geom 1,31 6,5 - - - 116           

                  

C
.n

eo
fo

rm
a
n

s 

62066 1 8 >512 >512 >512 32  1,28 2,60 2,99 1,27  2,28 1,28 2,28 1,24 

H99 1 4 >512 >512 >512 128  0,96 1,28 1,28 1,08  0,90 2,28 2,28 0,69 

78 1 8 >512 >512 >512 256  1,20 1,20 1,20 0,92  1,28 3,56 1,21 1,08 

24067 1 4 >512 >512 >512 64  1,06 2,56 2,56 1,28  2,28 2,28 2,28 1,08 

RN01 2 2 >512 >512 >512 32  1,28 0,64 0,64 0,64  1,28 1,28 1,28 1,08 

28957 2 0,25 >512 >512 >512 128  1,04 0,92 0,92 0,85  1,06 2,28 2,28 1,24 

WP 1 8 >512 >512 >512 64  2,28 0,78 2,28 1,71  2,28 2,28 2,28 1,79 

 Var. CIM 1-2 0,25-8    32-256           

 Média Geom 1,28 4,89    100,5           
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Figura 2: Interação entre antibacterianos e antifúngicos clínicos. Curva de interação entre 

Anfotericina/Amoxicilina (A), Fluconazol/Amoxicicilina (B), Anfotericina/Amoxicilina+Clavulanato 

(C), Fluconazol/Amoxicilina+Clavulanato (D), Anfotericina/Ceftriaxona (E), Fluconazol/Ceftriaxona (F), 

Anfotericina/Gentamicina (G) e Fluconazol/Gentamicina (G) frente às linhagens de C. gattii e C. 

neoformans. 
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5.1 Amoxicilina (AMO), Amoxicilina + Clavulanato (AMO+C) e Ceftriaxona 

(CRO) 

5.1.2 A exposição contínua aos antibacterianos não altera a 

susceptibilidade de Cryptococcus gattii aos antifúngicos.  

A resistência cruzada é um tipo de resistência que ocorre quando os patógenos são 

menos susceptíveis a uma droga, também confere resistência a fármacos de mesma 

classe ou não. (SNELDERS et al., 2012). Nessa perspectiva, a hipótese inicial era de 

que a exposição a antibacterianos poderia selecionar populações de Cryptococcus 

menos sensíveis aos antifúngicos clínicos. Como Cryptococcus é um patógeno humano/ 

ambiental, com isso, especulou se que, no ambiente, esse fungo pode ser exposto a 

resíduos de antibacterianos provenientes da produção animal e vegetal. Entretanto, o 

estudo do impacto dessa exposição ambiental a antibacterianos sobre a susceptibilidade 

a antifúngicos, permanece incipiente. Essa vertente vem de encontro ao conceito de 

“One Health” onde considera-se que a saúde ambiental, animal e humana estão 

interligadas (One Health Joint Plan of Action, 2022). Além disso, devido ao uso 

empírico de antibacterianos no tratamento de pneumonias e meningites, é importante 

considerar que Cryptococcus também pode ser exposto a esses fármacos durante o 

manejo clínico da criptococose. Nesse contexto, nós avaliamos se a linhagem de 

Cryptococcus gattii L27/01 exposta continuamente a antibacterianos poderia apresentar 

alguma mudança no perfil de susceptibilidade a anfotericina B e fluconazol. 

Os resultados demonstraram que, embora alguns dos antibacterianos (AMO e 

CRO) tenham apresentado ação fungistática em Cryptococcus, a exposição contínua a 

AMO, AMO+C e CRO não foi suficiente para selecionar populações menos 

susceptíveis aos antifúngicos. Os valores de CIM dos antibacterianos frente à linhagem 

L27/01 Exp.C foram semelhantes aqueles obtidos para a linhagem L27/01 (Controle) 

(Tabela 6).  
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Tabela 6: Concentração inibitória mínima (CIM) para antifúngicos frente as linhagens 

L27/01 (Controle),  L27/01 Exposta continuamente a antibacterianos (Exp. C) e após 10 

passagens sem droga (10p). 

                                    CIM (µg/mL) ANBa CIM (µg/mL) FLCb 

Antibacterianos L27/01 Ex.C 10p L27/01 Ex. C 10p 

AMO 1 1 1 8 8 8 

AMO + C 0,5 1 1 4 8 4 

CRO 1 1 0,5 8 4 8 
 

aCIM (100%): endpoint considerado 100% de inibição. 
bCIM (50%): endpoint considerado 50% de inibição. 

ANB: Anfotericina B; FLC: Fluconazol. 

 

5.1.3 AMO e CRO alteram o perfil de crescimento de Cryptococcus gattii  

Após analisar o efeito isolado e combinado aos antifúngicos frente a linhagens de 

C. gattii e C. neoformans, foi avaliado se a presença dos antibacterianos AMO, 

AMO+C e CRO poderiam interferir no perfil de crescimento de Cryptococcus. O 

tratamento com Amoxicilina ou Ceftriaxona reduziu significativamente o crescimento 

fúngico das linhagens L27/01, Exp. C e 10p em relação a linhagem controle sem 

tratamento (Figura 3). Para a Amoxicilina + C o tratamento foi indiferente (Figura 3). 

Esses achados sugerem que, apesar de não inibirem totalmente o crescimento fúngico, 

os antibacterianos Amoxicilina e Ceftriaxona podem apresentar ação fungistática em 

Cryptococcus.  
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Figura 3: Curva de crescimento de Cryptococcus gattii durante o tratamento com antibacterianos. Curva 

de crescimento de C. gattii após tratamento com amoxicilina (A), amoxicilina+clavulanato (B) e 

Ceftriaxona (C). Análise estatística: Área sob a curva e ANOVA seguido pelo teste de Tukey.* Em 

relação ao controle. * p<0,05. 

Por outro lado, o tratamento prévio com antibacterianos (Exp. C) não foi suficiente 

para promover diferenças no perfil de crescimento comparado a linhagem tratada 

somente durante o experimento (L27/01) (Figura 3). Isso sugere que, aparentemente, a 

exposição contínua a antibacterianos não foi capaz de promover mudanças fisiológicas 

em Cryptococcus suficientes para alterar a taxa replicativa. Esses achados corroboraram 

com os resultados observados no ensaio de crescimento em diferentes estressores 

celulares. A exposição contínua aos antibacterianos não selecionou populações menos 

ou mais susceptíveis a estressores de membrana e parede celular, levando a um fenótipo 

de crescimento semelhante ao controle sem tratamento (Figura 4).   
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Figura 4: Crescimento das linhagens L27/01 (controle), L27/01, Exp. C e 10p sob estresse na parede celular, membrana e osmótico após exposição a 

512µg/mL de AMO, AMO+C e CRO. VC: Vermelho Congo (parede celular), DTT (retículo endoplasmático), NaCl e KCl(estresse osmótico). 
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5.1.4 AMO, AMO+C e CRO não alteram o conteúdo de ergosterol, mas 

interferem na síntese de cápsula polissacarídica e melanina de Cryptococcus 

gattii. 

O ergosterol é um componente de membrana fundamental para a manutenção da 

estabilidade e permeabilidade de membrana (THEIS; STAHL, 2004). Alterações no 

conteúdo do esterol podem alterar a taxa de crescimento fúngico e susceptibilidade aos 

antifúngicos clínicos (THEIS; STAHL, 2004). Como os antibacterianos AMO e CRO 

reduziram o crescimento fúngico, decidiu se avaliar se essa redução poderia estar 

relacionada a alterações no conteúdo de ergosterol em Cryptococcus. Entretanto, o 

tratamento com AMO, AMO+C e CRO não alterou os níveis do esterol em 

Cryptococcus, sugerindo que outros alvos celulares estão envolvidos na ação dos 

antibacterianos na célula fúngica (Figura 5). 

A cápsula polissacarídica e melanina são os fatores de virulência mais bem 

caracterizados para Cryptococcus (ARAÚJO et al., 2012). Durante a interação com o 

hospedeiro, esses fatores conferem ao fungo, propriedades antifagocíticas, resistência a 

estresse oxidativo e nitrosativos e evasão do reconhecimento imune (ARAÚJO et al., 

2012). Neste estudo, observou se que os antibacterianos AMO e CRO foram capazes de 

reduzir a síntese de cápsula polissacarídica e a intensidade do fenótipo de melanização 

in vitro (Figura 5). A AMO+C também reduziu espessura de cápsula, mas não foi capaz 

de afetar a síntese de melanina (Figura 5).  

A AMO e CRO pertencem à classe dos beta-lactâmicos e inibem a ação de 

carboxipeptidases, endopeptidases e transpeptidases na membrana citoplasmática 

bacteriana, envolvidas na síntese de parede celular (LIMA et al., 2020; KHAN et al., 

2020; HAGIYA et al., 2017; HUTTNER et al., 2019). Em Cryptococcus cerca de 158 

peptidases já foram descritas e caracterizadas, dentre elas existem algumas 

endopeptidases e carboxipeptidases (GONGORA; McALISTER, 2022). Essas enzimas 

estão envolvidas em diferentes processos celulares importantes para a célula fúngica 

como síntese de melanina, cápsula polissacarídica, termotolerância, degradação de 

proteínas do hospedeiro e resistência a antimicrobianos (GONGORA; McALISTER, 

2022). Nesse contexto, sugere-se que a AMO e CRO também podem inibir peptidases 
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fúngica, o que explicaria a capacidade desses fármacos em reduzir o crescimento de 

Cryptococcus e interferir na síntese de melanina e cápsula polissacarídica.  

Figura 5: Influência de antibacterianos na morfologia, melanização e síntese de ergosterol em 

Cryptococcus gattii. Efeito da AMO (A), AMO+C (B) e CRO (C) na espessura capsular de C. gattii. 

Visualização em tinta nanquim de colônias tratadas e não tratadas com antibacterianos. A barra representa 

um comprimento de 10μm.(D). Fenótipo de melanização durante o tratamento com antibacterianos (E). 

Efeito da AMO (F), AMO+C (G) e CFO (H) no conteúdo de ergosterol de C. gattii. Análise estatística: 

ANOVA seguido pelo teste de Tukey. *Em relação o grupo não tratado (controle) com os grupos 

tratados. *p<0,05. 
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5.1.5 O tratamento com AMO, AMO+C e CRO não aumenta a sobrevida 

em modelo invertebrado de criptococose. 

Considerando a capacidade dos antibacterianos de inibir o crescimento 

fúngico e a síntese de fatores de virulência, avaliou-se o efeito desses fármacos na 

progressão da criptococose em modelo invertebrado de infecção. Nesse ensaio 

utilizou se a anfotericina B como controle. Nossos achados demonstraram que os 

antibacterianos não foram eficazes para o tratamento da criptococose no modelo 

invertebrado (Figura 6). As larvas tratadas apresentaram um perfil de sobrevida 

semelhante ao grupo não tratado. Acreditamos que a dose dos antibacterianos 

utilizada e as limitações do modelo de infecção podem ter contribuído para os 

resultados encontrados.  
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Figura 6: Curva de sobrevida em modelo invertebrado de criptococose após infecção com as linhagens 

H99 e R265 e tratamento com AMO (A-B), AMO+C (C-D) e CRO (E-F). Análise estatística: teste de 

Log rank (Mantel-Cox) * Em relação ao controle não tratado. *p<0,05. 
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5.2 Gentamicina 

5.2.1 A Gentamicina apresenta ação fungicida em Cryptococcus 

A gentamicina (GEN) é um aminoglicosídeo indicado para o tratamento de diversas 

infecções causadas por bactérias gram-negativas, como septicemias, meningite, infecções do 

trato urinário, entre outras (CHAVES; TADI, 2023). Estudos anteriores já demonstraram o 

efeito antimicrobiano da gentamicina frente a diferentes fungos, como Fusarium solani, 

Arpergillus flavus, Aspergillus niger, Microsporum gypsseum e Cryptococcus neoformans 

(BANFALVI, 2020). Entretanto, apesar dessas evidências o conhecimento dos mecanismos 

envolvidos na ação da gentamicina em Cryptococcus ainda permanece incipiente. Nesse 

contexto, foi avaliado a influência da GEN na morfofisiologia e susceptibilidade à 

antifúngicos de C. neoformans e C. gattii. 

Como demonstrado inicialmente, a GEN foi capaz de inibir o crescimento de diferentes 

linhagens de C. gattii e C. neoformans nos ensaios de difusão de disco e microdiluição em 

caldo e apresentou interação indiferente com antifúngicos clínicos. Considerando esses 

achados realizou-se uma curva de viabilidade fúngica para determinar se ação da GEN em 

Cryptococcus era resultante de um efeito fungicida ou fungistático. Após 24 horas, a GEN na 

concentração de 64µg/ml anulou a viabilidade das linhagens de C. gattii e C. neoformans 

testadas, evidenciando uma ação fungicida durante o tratamento (Figura 7).  

Entretanto, apesar da ação fungicida em Cryptococcus, a pré-exposição a concentrações 

subinibitórias de GEN não foi capaz de alterar o perfil de crescimento fúngico durante o 

crescimento frente a estressores de membrana e parede celular (Figura 8). As linhagens pré-

expostas à GEN apresentaram um perfil de crescimento semelhante ao controle (sem 

exposição à droga) quando cultivadas na presença de vermelho Congo, cloreto de sódio e 

cloreto de potássio. Isso sugere que a pré exposição à gentamicina não foi capaz de selecionar 

subpopulações celulares menos ou mais susceptíveis a estressores celulares. 
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Figura 7: Teste de difusão de disco e perfil de crescimento de Cryptococcus durante o tratamento com 

gentamicina. Antibiograma para diferentes linhagens de C. gattii e C. neoformans (A) frente a gentamicina 

120µg/mL. Curva de morte das linhagens tratadas com gentamicina em diferentes concentrações: (C) R265, (D) 

H99, (E) L27/01. Análise estatística: Área sob a curva e ANOVA seguida pelo teste de Tukey, *p <0,05 em 

relação ao grupo não tratado (controle). 
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Figura 8: Crescimento das linhagens H99, R265 e L27/01 sob estresse na parede celular e membrana após exposição à gentamicina. Perfil de 

crescimento das linhagens H99, R265 e L27/01 em vermelho congo (A), cloreto de potássio (B) e cloreto de sódio (C) após exposição a 

gentamicina. 
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5.2.2 Gentamicina reduz o conteúdo de ergosterol e induz estresse oxidativo em 

Cryptococcus 

 

A anfotericina B é um antifúngico polieno, com ação fungicida, que se liga ao ergosterol 

e causa poros na membrana, levando ao extravasamento do conteúdo intracelular e morte 

fúngica (BANFALVI, 2020). Além disso, possui como efeitos secundários da sua ação, a 

capacidade de induzir estresse oxidativo e nitrosativo (NETT; ANDES, 2016). Como a 

gentamicina também apresentou ação fungicida em Cryptococcus decidiu-se avaliar se esse 

efeito poderia estar relacionado a indução de danos na membrana e aumento de espécies 

reativas de oxigênio e nitrogênio. Curiosamente, o tratamento fúngico com gentamicina 

resultou na redução significativa do conteúdo de ergosterol e no aumento de espécies reativas 

de oxigênio, o que pode explicar em parte, o seu efeito fungicida (Figura 9). Em bactérias, 

como a gentamicina interfere na síntese proteica, através da ligação irreversível ao ribossomo 

30S, alguns estudos sugerem que o acúmulo de espécies reativas de oxigênio esteja 

relacionado a depleção de proteínas envolvidas nas reações de oxirredução (FERREIRA et al., 

2013). Por outro lado, embora seus ribossomos sejam diferentes, em eucariotos a gentamicina 

pode promover erros na síntese proteica, causar estresse no retículo endoplasmático (RE) e 

promover dano mitocondrial (IGWEBUIKE et al., 2020). Nesse contexto, supomos que a 

GEN ao afetar a síntese proteica em Cryptococcus, leve a um efeito dinâmico na célula 

fúngica, interferindo na síntese de componentes de membrana, como o ergosterol. Além disso, 

especulamos que a indução de ROS mediada pela GEN, observada nos  resultados, pode estar 

relacionada a depleção direta de proteínas antioxidantes ou a danos na atividade mitocondrial.  
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Figura 9: Avaliação de ergosterol e espécies reativas de oxigênio e nitrogênio após tratamento com gentamicina. 

Conteúdo de ergosterol para linhagens R265, H99 e L27 após tratamento com gentamicina (A). Espécies reativas 

de oxigênio para as linhagens R265, H99 e L27 frente a gentamicina (B). Espécies reativas de nitrogênio para as 

linhagens R265, H99 e L27 frente gentamicina (C). Análise estatística: ANOVA seguido pelo teste de Tukey * 

Em relação ao controle não tratado com o grupo tratado com gentamicina.*p<0,05. 
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5.2.3 A gentamicina reduz a síntese de cápsula polissacarídica e melanina em 

Cryptococcus 

 

 Considerando o efeito fungicida da gentamicina e a capacidade desse antibacteriano de 

reduzir o conteúdo de ergosterol e induzir estresse oxidativo em Cryptococcus, decidiu-se 

avaliar se esse antibacteriano seria capaz de alterar fatores de virulência importantes para o 

fungo, como a capsula polissacarídica e síntese de melanina. Interessantemente, o tratamento 

com a gentamicina foi capaz de reduzir, dose-dependente, o tamanho do corpo celular, a 

síntese de cápsula polissacarídica e melanina em Cryptococcus (Figura 10). 

É possível que a redução na síntese de fatores de virulência induzida pela gentamicina 

esteja relacionada a alterações na síntese proteica fúngica. Entretanto, como trata-se de um 

estudo preliminar, novas pesquisas ainda são necessárias para a melhor compreensão dos 

mecanismos envolvidos na ação da GEN em Cryptococcus.  
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Figura 10: Síntese de cápsula polissacarídica e melanina após exposição a gentamicina. Corpo celular e 

espessura capsular das linhagens R265, H99 e L27 após 72 horas de exposição a gentamicina (A-F). Fenótipo de 

melanização e preparações em nanquim das linhagens R265, H99 e L27 após exposição a gentamicina (E). A 

barra representa um comprimento de 10μm. Análise estatística: ANOVA seguido pelo teste de Tukey * Em 

relação ao controle não tratado *p<0,05. 

 

 

 

 

. 
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5.2.4 GEN apresenta baixa toxicidade em macrófagos murinos quando 

combinada a antifúngicos clínicos, mas não aumenta a sobrevida em modelo 

invertebrado de criptococose 

 

 De acordo com os resultados obtidos, decidiu-se avaliar o efeito da GEN isolada e 

combinada a antifúngicos clínicos quanto a toxicidade em macrófagos murinos e no 

tratamento da criptococose em modelo invertebrado de infecção.  

 Observou-se que o tratamento com a GEN isolada ou combinada a antifúngicos 

clínicos não foi capaz de induzir toxidade elevada em macrófagos murinos e aumentar a 

sobrevida em modelo invertebrado de criptococose (Figura 11). Como a gentamicina 

apresentou ação fungicida in vitro, outros esquemas terapêuticos de GEN e modelos de 

infecção ainda são necessários para a melhor compreensão dos efeitos desse antibacteriano na 

terapia anticriptococócica.  
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Figura 11: Perfil de toxicidade em macrófagos murinos e sobrevida em modelo invertebrado de criptococose 

após o tratamento com gentamicina isolada e combinada a antifúngicos clínicos. Viabilidade de macrófagos 

murinos frente a diferentes concentrações de anfotericina; Fluconazol; e gentamicina (A). Viabilidade de 

macrófagos murinos frente a diferentes concentrações de fluconazol (B) e anfotericina B (C) combinadas a 

gentamicina (B). Curva de sobrevida em modelo invertebrado de criptococose após infecção com as linhagens 

H99 (D) e R265 (E) e tratamento com gentamicina isolada e combinada a anfotericina B. Análise estatística: 

ANOVA seguida pelo teste de Tukey. Curva de sobrevida: teste de Log rang (Mantel-Cox) * Em relação ao 

controle não tratado e tratado com gentamicina #Em relação ao grupo controle não tratado e tratado com 

ANB/GEN. *p<0,05. 
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6   SÍNTESE DOS RESULTADOS 

➢ A AMO e CRO apresentam ação fungistática e inibem a síntese de cápsula 

polissacarídica e melanina em Cryptococcus. Apesar desses efeitos, a interação entre 

os antibacterianos e antifúngicos resultou em uma interação indiferente. Além disso, a 

exposição contínua aos antibacterianos não foi capaz de selecionar subpopulações de 

Cryptococcus menos ou mais susceptíveis aos antifúngicos clínicos. Apesar da ação 

fungistática, o tratamento com AMO ou CRO em modelo invertebrado de 

criptococose não foi capaz de inibir a progressão da doença.  

 

➢ A gentamicina, por sua vez, apresenta efeito fungicida em Cryptococcus, associado a 

estresse oxidativo, redução do conteúdo de ergosterol, síntese de melanina e cápsula 

polissacarídica na célula fúngica. Apesar do efeito dinâmico, a GEN combinada a 

antifúngicos clínicos resultou em uma interação indiferente e o tratamento em modelo 

invertebrado de criptococose foi ineficaz. 

 

 

➢ Esse estudo trouxe resultados inéditos sobre o efeito in vitro de antibacterianos na 

morfofisiologia e susceptibilidade aos antifúngicos de Cryptococcus gattii e C. 

neoformans. Entretanto, apesar dessas evidências, acredita se que novos ensaios in 

vitro e in vivo ainda são necessários para a melhor compreensão do efeito de 

antibacterianos no contexto da criptococose.   
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7  CONCLUSÃO 

 

Os dados apresentados demonstraram que os antibacterianos utilizados não causaram 

resistência cruzada, mesmo após a exposição prévia aos antibacterianos. Além disso, a 

gentamicina pode a vir a se tornar uma alternativa para o tratamento da criptococose. 

Entretanto, é necessário mais pesquisas para comprovar a eficácia deste fármaco. 
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8   PERPESCTIVAS 

 

➢ Ensaio de fagocitose, para avaliar a taxa de proliferação e internalização após a 

exposição a gentamicina. 

➢ Ensaio de barreira hematoencefálica para avaliar a possibilidade de inibir a infecção 

da criptococose no SNC. 

➢ Avaliar a ação da gentamicina em modelo murino, com isso, será possível observar: 

- contagem de unidade formadora de colônia (CFU) em lavado brônquio 

alveolar, cérebro e pulmão.  

- possibilidade de observar concentrações sub inibitórias, inibitórias ou até 

mesmo dose dependente da gentamicina no tratamento da criptococose. 

- sobrevida dos camundongos tratados com gentamicina dos grupos tratados 

em comparação com o não tratados. 

- co infecção (bactérias/Cryptococcus spp)  
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