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RESUMO

A criptococose é uma micose invasiva que envolve dois principais agentes etioldgicos,
Cryptococcus neoformans e C. gattii. A doenca afeta primordialmente os pulmdes,
causando uma pneumonia, que pode evoluir para uma meningoencefalite. A anfotericina
B e o Fluconazol séo os antifungicos indicados para o tratamento dessa infeccéo, porém,
um agravante é que, por muitas vezes, pacientes com criptococose sao também expostos
a agentes antibacterianos, seja para tratamento empirico de pneumonias e meningites ou
para tratamento de coinfeccOes bacterianas. Portanto, o objetivo desse trabalho foi
avaliar o efeito de antibacterianos na morfofofisiologia e susceptibidade aos
antifangicos 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 ndo foram
capazes de inibir o crescimento fangico, exceto a gentamicina, que exibiu valores de
CIM entre 32-256pg/ml. Em seguida, foram avaliados se a combinacdo de
antibacterianos poderia resultar em alguma interacdo com antifungicos clinicos e se a
exposicdo a antibacterianos poderia interferir na susceptibilidade a antifungicos.
Observou-se que a combinacdo entre os farmacos resultou em uma interagdo indiferente
e a exposicdo aos antibacterianos ndo foi capaz de selecionar subpopulacdes de
Cryptococcus menos ou mais susceptiveis aos antifangicos. Além disso, foi observado
que a AMO e CRO apresentaram efeito fungistatico em Cryptococcus e reduziram a
sintese de melanina e capsula polissacaridica na célula flngica. A gentamicina, por sua
vez, apresentou efeito fungicida associado ao aumento de espécies reativas de oxigénio,
reducdo no conteudo de ergosterol e sintese de melanina. Por fim, foram avaliados se 0s
antibacterianos poderiam apresentar algum efeito no tratamento da criptococose em
modelo de infecgdo. No entanto, apesar do efeito dindmico dos antibacterianos em
Cryptococcus spp., 0 tratamento com esses farmacos isolados ou combinados a
anfotericina B ndo foi suficiente para inibir a progressdo da doenga nas doses testadas.
Esse estudo trouxe resultados inéditos sobre os efeitos in vitro de antibacterianos na
morfofisiologia e susceptibilidade aos antifungicos de Cryptococcus gattii e C.
neoformans. Apesar dessas evidéncias, acreditamos que novos ensaios in vitro e in vivo
ainda sdo necessarios para a melhor compreensdo do efeito de antibacterianos no
contexto da criptococose.

Palavras chave: Antibacterianos, antifungicos, criptococose, gentamicina, tratamento
empirico.



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 + CLAYV), 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
32-256ug/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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criptococose ap6s o tratamento com gentamicina isolada e combinada a antiflngicos clinicos.
Viabilidade de macrofagos murinos frente a diferentes concentrac@es de anfotericina; Fuconazol; e
gentamicina (A). Viabilidade de macréfagos murinos frente a diferentes concentragbes de
fluconazol (B) e anfotericina B (C) combinadas a gentamicina (B). Curva de sobrevida em modelo
invertebrado de criptococose apds infeccdo com as linhagens H99 (D) e R265 (E) e tratamento com
gentamicina isolada e combinada a anfotericina B. Andlise estatistica: * Em relacdo ao controle
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1 INTRODUCAO
1.1.0 REFERENCIAL TEORICO

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 sdo as de maior relevancia médica e
veterinaria.  Essas  espécies  acometem  individuos  imunossuprimidos e
imunocompetentes, sendo potencialmente fatais quando causam meningoencefalite
(TEMFACK et al., 2019; MADA; ALAM., 2018).

A infeccdo criptocdcica inicia se pela inalacdo de basideosporos ou leveduras
dessecadas disseminadas no meio ambiente. Apos esse processo, o fungo se instala nos
pulmdes e frente ao escape a reposta imune do hospedeiro ocorre uma colonizacéo,
levando ao estabelecimento da infec¢do. Essa colonizagdo inicial é frequentemente
assintomatica ou apresenta-se como sintomas gripais, como tosse e febre, podendo
evoluir para sintomas mais severos como pneumonia e a sindrome aguda do estresse
respiratorio (MAZIARZ e PERFECT, 2016).

Uma vez que fungo consegue escapar da neutralizacdo no ambiente pulmonar,
ele pode se disseminar via hematogénica para outros oOrgdos, incluindo o Sistema
Nervoso Central (SNC), levando a meningoencefalite, forma mais grave da doenca. A
invasdo de Cryptocococcus spp., no SNC ocorre por meio de trés mecanismos: 0
primeiro é denominado de transmigracdo transcelular, em que a levedura por si s0,
atinge a corrente sanguinea e atravessa as células endoteliais microvasculares cerebrais.
O segundo mecanismo € conhecido como “cavalo de Troia”, no qual o fungo. Atravessa
a barreira hematoencefalica internalizado nos macréfagos. Por Gltimo, a invasdo pode
ocorrer por meio de transferéncia lateral, na qual fagdcitos infectados transferem a
levedura para o interior das células endoteliais da barreira hematoencefalica (LIU;
PERLIN; XUE., 2012). Em geral, pacientes com meninigite criptococdcica apresentam
sintomas predominantemente neuroldgicos, mais tipicamente cefaleia e estado mental
alterado, bem como febre, nauseas e vomitos (CAO et al., 2018; LIN; HEITMAN.,
2006; LI et al., 2016).
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1.1.2 Fatores de Viruléncia

Durante a interagdo com o hospedeiro, Cryptococcus spp utiliza diferentes
mecanismos de virueléncia importantes para a efetivacdo da infeccdo flngica. Esses
fatores incluem a cépsula polissacaridica, sintese de melanina, termotolerancia e
producdo de diferentes enzimas (ALMEIDA; WOLF; CASADEVALL. 2015).

A céapsula polissacaridica € uma malha altamente hidratada e negativamente
carregada de polissacarideos que circundam a célula, composta predominantemente por
glucuroxilomanana 90-95% (GMX) e 5% galactoxilomanana (GalGXM). Dentre outras
funcdes, a capsula esta relacionada a atividades antifagocitarias, inibicdo da producéao
de anticorpos, deplecdo do complemento, inibicdo da migragdo de leucdcitos e indugédo
da apoptose em macrofagos e células T (SHUN & MODY, KRONSTAD et al, 2011).

A melanina é um corante natural sintetizado por membros de todos os reinos
bioldgicos, incluindo uma variedade diversa de fungos, bactérias e helmintos que
causam infec¢bes em humanos. Sua sintese ocorre pela polimerizacdo oxidativa de
compostos fendlicos, sendo a lacase a principal enzima envolvida nesse processo em
Cryptococcus. Assim como a capsula polissacaridica, células melanizadas sdo capazes
de modular a resposta imune do hospedeiro por meio de multiplos mecanismos como,
alterando os perfis de citocinas, reduzindo a fagocitose e diminuindo a toxicidade de
peptideos microbianos, espécies reativas de oxigénio e antifingicos (CAMACHO et al.,
2019).

A capacidade de Cryptococcus spp,. de crescer a 37°C e sobreviver nessa
temperatura é fundamental para o estabelecimento da infec¢do. Este mecanismo é
regulado pela calcineurina, uma fosfatase especifica de serina e treonina, ativada por
Ca" e calmodulina (LI; MODY., 2009; BIELSKA et al., 2018). Mutantes nulos que
demonstram fendtipo sensivel a 37°C sdo completamente avirulentos e ndo causam

doencas em modelos de infeccdo em mamiferos (PERFECT., 2006).

No ambiente e durante a infec¢do Cryptococcus spp., pode secretar uma série de
enzimas, como fosfolipase, proteinase, desoxirrubonuclease (DNAases), urease
superdxido dismutase e peroxidases. A atividade das proteinases € mostrada para
degradar proteinas do hospedeiro, e com isso podem promover danos no tecido do

hospedeiro, fornecendo protecdo e nutrientes para o agente patogénico (MA & MAY,
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2009) e ainda, propicia a disseminacao pelo hospedeiro (KRONSTAD, et al, 2011). As
fosfolipases sdo enzimas capazes de hidrolisar glicerofosfolipidos, sua atividade resulta
na desestabilizacdo de membranas, na lise celular e liberacdo de compostos lipidicos
(MA & MAY, 2009). A urease, por sua vez, estd envolvida na hidrolise da ureia em
amonia e carbonato, o que contribui para desestabilizacdo da barreria hematoencefalica
e invasdo do SNC (MA & MAY, 2009, KRONSTAD et al, 2011). Por ultimo, as
enzimas superoxido dismutase e peroxidases apresentam acdo antioxidante importante
para a neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio resultantes do
metabolismo das células do sistema imune e da acéo de antifungicos (FERREIRA et al,
2013).

1.1.3 Epidemiologia da criptococose

A incidéncia da criptococose aumentou consideravelmente com a epidemia da
AIDS no inicio dos anos 80 e estendeu - se até o inicio da década de 90. Estima-se que
houve mais de 957.900 mortes por criptococose no pico da epidemia por HIVV. Como o
advento da terapia antirretroviral e profilaxia destinada a infec¢bes fungicas, a
frequéncia da infeccdo criptococécia diminuiu na Europa e Estados Unidos a partir dos
anos 90 até o ano 2014. Segundo estimativas recentes a criptococose é responsavel 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
prevaléncia estimada de AgCr* varia de 2-4% em individuos HIV" (RAJASINGHAM;
GOVENDER; JORDAN; LOYSE et al., 2022). Além disso, estudo recente no Estado
de Minas Gerais encontrou uma mortalidade de 30% devido a criptococose em HIV*
(LIMA et al., 2019).

Historicamente, o Cryptococcus spp., foi descrito pela primeira vez em 1895 e
durante vérias décadas, os agentes da criptococose foram agrupados em duas variedades
que incluiam 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 varias técnicas, incluindo PCR- impressao
digital, Polimorfismo de Fragmento de Restricio (RFLP), Polimorfismo de

Comprimento de Fragmento Amplificado (AFLP) e Tipagem de Frequéncia Multilocus



21

(MLST) para identificacdo de diferentes linhagens de duas espécies: C. gattii (VGI-
VGIV) e C. neoformans (VNI, VNII, VNB) atualmente separados em VNBI e Il para
todos os sorotipos A, VNII (hibrido dos sorotipos A e D e VNIV- sorotipo B (HONG,;
XEN; CHU., 2021; DESJARDINS et al., 2017). Ja Hagen et al., 2015, adicionaram
mais um gendtipo de um isolado clinico 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
Zambia, foi designada VGV e C. decagattii como VGVI (FARRER et al., 2019).

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

Espécie Genotipo Nova nomenclatura
C. neoformans var. grubii VNII C. neoformans
VNII
VNII
C. neoformans var. neoformans VNIV C. deneoformans
C. neoformans hibrido de VNII C. neoformans X hibrido
intervariedade C. deneoformans
C. gattii VGI C. gattii
VGlII C. bacillisporus
VGII C. deuterogattii
VGIV C. tetragattii
VGIV/VGIIlc  C. decagattii
C. neoformans var. neoformans X C. _ C deneoformans X
gattii AFLP4/ hibrido VGI hibrido C. gattii
C. neoformans var. grubii X C. gattii _ C. neoformans X hibrido
AFLP4/ hibrido VGI C. gattii
C. neoformans var. grubii X C. gattii _ C. deneoformans X
AFLP6/ hibrido VGII hibrido C. deuterogattii

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

O tratamento da criptococose esta diretamente relacionado ao sitio da infecgéo e
o0 estado imunoldgico do paciente. Para a neurocriptococose, quadro mais comum da
doenga, o tratamento é dividido em trés fases: a fase de inducdo, que visa diminuir
drasticamente a carga fangica do liquido cefalorraquidiano. Nessa fase, a administracédo
medicamentosa consiste no uso de anfotericina B (0,7-1,0mg/kg/dia) combinado a 5-FC
(100mg/kg/dia) nas duas primeiras semanas. Apos a terapia de inducgdo, prossegue-se
com a fase de consolidacdo, na qual é realizada a terapia com Fluconazol (400mg/dia)
durante oito semanas. Neste estagio terapéutico, as concentracGes dos antifungicos
podem ser aumentadas quando o tratamento considerado padrdo ouro (anfotericina B +
flucitosina) ndo estiver disponivel. Por fim, realiza-se a fase de manutencdo, que
consiste na administracdo 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 macrolideo polieno com acéo fungicida que se liga ao
ergosterol presente na membrana da célula fungica, causando poros na membrana e o
extravazamento do contetdo intracelular levando a morte celular. Embora altamente
eficaz, a anfotericina B apresenta efeitos nefrotoxicos e hepatotoxicos que limitam o seu
uso. A primeira formulacdo foi incorporada em desoxicolato (DAMB), o que leva a
rapida liberacdo do AmB e rapidez na ligacdo a lipoproteinas plasmaticas (SPADARI et
al., 2020; GONZALEZ-LARA; SIFUENTES-OSORNIO; OSTROSKY-ZEICHMER.,
2017; NETT; ANDES., 2015).

Além da formulacdo em desoxicolato, hd duas formulacGes a base de lipideos:
anfotericina B lipossomal (L-AmB) e complexo lipidico de anfotericina B (ABLC) que
apresentam menor toxicidade, todavia maior custo (NETT; ANDES, 2015; IYER et al.,
2021). E valido ressaltar que apesar da resisténcia 8 AmB ser rara, quando ocorre, esta
relacionada a alteragfes qualitativas e quantitativas, na composicdo dos esterdis da
membrana celular, como mutagfes nos genes ERG3 e ERG11. Além disso, mais
recentemente, mutagdes no ERG6 foram associadas a resisténcia a AmB em leveduras
(SHIVARATHRI et al., 2022).

Outro farmaco utilizado no tratamento da criptococose é a 5-FC, um analogo
sintético de citosina, que apos a administracdo, € absorvida pela citosina permeasse na

célula fungica e desaminada em 5-fluorouracilo pela citosina desaminase. A 5-FC é
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subsequentemente convertida em trifosfato de 5-fluorouridina. Ao contrario do acido
uridilico, este composto é incorporado ao RNA fdngico, resultando na inibicdo da
sintese de proteinas. Este antifungico é hidrofilico com baixa ligacao proteica de 3-4% e
pode apresentar toxicidade hematologica exigindo uma vigilancia farmacoldgica
rigorosa durante 0 seu uso (HOUST; SPIZEK; HAVLICEK., 2020; NIVOIX;
LEDOUX; HERBRECHT., 2020; BELLMAN; SMUSZKIEWICZ., 2017). Porém, foi
demonstrado que a resisténcia ao 5-FC pode resultar na perda ou mutacdo de qualquer
uma das enzimas envolvidas na ativacdo da citosina permease, citosina desaminase ou
uracil fosforibosiltransferase ou do aumento da producéo de pirimidinas (DELMA et al.,
2021).

J& o fluconazol, é um triazol que impede a producdo de ergosterol por meio da
inibicdo da a acdo da enzima C14- o lanosterol desmetilase. Com isso a integridade da
membrana celular é afetada devido ao acumulo de precursores de esterol e pela reducao
de ergosterol. O fluconazol apresenta excelente atividade contra Cryptococcus spp.,
devido a sua alta biodisponibilidade, tolerancia e baixa ocorréncia de efeitos colaterais
(NOCUA-BAEZ et al., 2020). E a primeira linha para a terapia de consolidagio em
individuos com criptococose grave ou meningite criptocococica ap0s a terapia de
inducdo 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 concentracdo minima inibitéria (CIM) do farmaco dos pacientes avaliados.
Entre os isolados de Cryptococcus para os quais as CIM’s de fluconazol foram mais
elevadas, seriam necessarias doses mais altas do farmaco para atingir as concentragdes
terapéuticas. No geral, 90% dos pacientes alcancariam um tratamento efetivo com
400mg/ml com uma CIM de 8p/ml, com 800mg/ml a 16pg/ml, 85% com 1200mg/ml a
32ug/ml e 70% com 1600mg/ dia a 64pg/ml (CHESDACHAI et al., 2019).

Entretanto, em C. neoformans a super expressdo do gene AFR1 da familia ABC
pode promover resisténcia ao fluconazol. Outros genes do C. neoformans e C. gattii
como Afr2p e MDR1 também sdo responsaveis pela resisténcia do fluconazol e outros
azodis (BASSO et al., 2015; BASTOS et al., 2017; FONTES et al., 2017; SANTOS et
al.,, 2014 SCORZONI et al., 2017). Outro mecanismo de resisténcia € através de
mutacgdes pontuais no gene ERG11 que codifica a enzima 14- demetilase em leveduras,

esta enzima € alvo para os azois. Portanto, muta¢Ges pontuais neste gene alteram o sitio
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de ligacdo ao azol, resultando na reducédo da afinidade ou mesmo na incapacidade de se
ligar a enzima do medicamento (PFALLER., 2012).

1.1.5 Tratamento de infec¢des respiratorias bacterianas

Além dos patdgenos flngicos, as bactérias também ocasionam infecgoes
respiratorias que podem evoluir para a meningite. Considerando esse aspecto, a
ocorréncia de coinfeccdo envolvendo bactérias e fungos ndo é algo comum. Diversas
bactérias como Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeuroginosa, Mycobacterium
abcessus e Streptococcus pneumoniae (EMIDIO et al., 2022; EMIDIO et al., 2023;
TONE et al., 2021; QIN et al., 2022) ja foram reportadas associadas a infeccGes por
Cryptococcus. Entretanto, esse cenario pode implicar na exposi¢do do fungo aos agentes
terapéuticos utilizados no tratamento de infec¢bes bacterianas. Apesar disso, 0
conhecimento sobre o efeito de antibacterianos na morfofisiologia e susceptibilidade
fangica ainda permanece incipiente. Portanto, nesse topico foi abordado os principais

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

As bactérias de maior incidéncia em pacientes imunossuprimidos e até mesmo
imunocompetentes sdo S. peneumoniae, S. aureus, K. pneumoniae e P. aeuroginosa
(ESHWARA; MUKHOPADHYAY; RELLO., 2020). A terapia com os B-lactamicos
geralmente é suficiente como monoterapia para pacientes com HIV bem como para
hospedeiros sem comorbidades. Este grupo possui em sua estrutura quimica o anel f3-
lactamico e classificados em penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos, e
monobactamicos. Os B- lactdmicos sdo agentes bactericidas capazes de inibir a sintese
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. E
um antibacteriano que se liga a proteina de ligacdo a penicilina (PBP) 1A, uma enzima
essencial para a sintese da parede celular bacteriana. O anel B-lactdmico da amoxicilina
se abre para acilar o dominio C-terminal da transpeptidase de PBP 1A. Esta ligagédo
irreversivel inativa a PBP 1A, sem a qual, o peptidoglicano, um componente integral da
parede celular da bactéria, ndo pode ser sintetizado. Como consequéncia, 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 lipossoltvel e, portanto, tem uma biodisponibilidade e duragdo mais

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

Nao obstante, a resisténcia bacteriana aos f-lactamicos tornou-se um problema
clinico crescente que ameaca a utilidade terapéutica. Para evitar a d resisténcia, foram
acrescentados inibidores da beta lactamases, como &cido clavulénico, um inibidor de
amplo espectro que se liga a estas enzimas. Devido aos perfis farmacodinamicos e
farmacocinéticos, a associa¢do do acido clavucanico com amoxicilina demonstraram ser
eficientes no tratamento das infec¢Ges causadas por bactérias resistentes a amoxicilina
(STOCCO; LUCAFO; DECORTI., 2020; LIMA et al., 2020).

Embora o acido clavulanico e a amoxicilina tenham padrdes de distribuicdo
semelhantes e meia vida de aproximadamente uma hora, o inibidor de beta-lactamase
difere em relacdo a outras propriedades farmacocinéticas. O metabolismo ¢é
principalmente hepatico, com apenas 30-40% excretados na urina e até 30% sdo ligados
as proteinas séricas. E importante ressaltar que o &cido clavulanico pode causar aumento
dos efeitos colaterais no sistema gastrointestinal, particularmente a diarreia, em

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

As cefalosporinas também sdo -lactdmicos com o anel diidrotiazina fundido ao
nucleo B-lactdmico. A presenca de um anel com seis membros contendo enxofre, menor
tensdo ao anel B-lactdmico. A ceftriaxona pertence as cefalosporinas de 32 geracdo, em
sua estrutura quimica, assim como 0s outros farmacos de 32 geracdo, apresenta um
amplo espectro microbiano, meia vida longa e boa penetracdo tecidual, incluindo no
sistema nervoso central. Em contraste com os outros B-lactdmicos, a ceftriaxona é

metabolizada no figado (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 doenca causada por esses patdgenos, principalmente em casos de
meningite, a concentracdo utilizada € superior a 4X a CIM do farmaco frente a bactéria
alvo (GREGORIE et al., 2019). No entanto, concentracdo acima de 100ug/ml,
administrado para infecdo pulmonar, pode ocasionar os efeitos neuroldgicos adversos
apos oito dias de tratamento, além de insuficiéncia renal (LACROIX et al., 2021;
HAGIYA etal., 2017).
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Outra classe de antibacterianos bactericidas sdao os aminoglicosideos, utilizados
no tratamento de infeccBes graves causadas por bactérias Gram - negativas. Também
sdo usados em combinacdo com outras classes de antimicrobianos para infecc¢oes
causadas por bactérias Gram - positivas, como endocardite, e € uma opc¢do de
tratamento para a tuberculose. O mecanismo de acdo decorre da ligacdo ao local de
decodificacdo A na hélice 44 da pequena subunidade do ribossomo bacteriano.
(BULMAN et al., 2020). Um dos aminoglicosideos disponiveis para administracdo é a
gentamicina, um farmaco produzido por fermentacdo a partir de Micromonospora
purpurea, e que € fornecida como uma mistura composta principalmente por
gentamicina C1, Cla 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 acdo bactericida da gentamicina depende da concentracdo e ndo do tempo, ou
seja, o efeito terapéutico € maximo se 0 quociente inibitdrio da concentracdo plasmatica
(Cmax) dividido pela concentracdo inibitéria minima (CIM) for 8-10. Para atingir essa
proporcao é recomendado o uso de uma dose 6tima de 7-9mg/kg, e assim, atingir uma
Cmax >30mg/L. No entanto, concentra¢fes acima de 100ug/ml sdo consideradas toxicas
(PERNOD. et al., 2020; BRENCIC; NIKOLAC., 2019).

Os glicopeptideos, incluindo a vancomicina, tém como modo de acdo a ligagédo
ao dipéptideo terminal D- alanina- D- alanina do lipideo Il, ndo reticulado que é um
intermediério no processo de sintese da camada de peptioglicano. Esta ligacdo obstruiu
a atividade da PBP de reticulacdo do lipideo Il em peptideo glicano maduro e, assim,
levando ao estresse osmdtico 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. Varios efeitos adversos, como a nefrotoxicidade foram
associados a vancomicina, a alta probabilidade no comprometimento renal esta
relacionada ao aumento nos niveis de creatina nas dosagens de >20mg/l. Com isso, a
concentracdo maxima tolerada da vancomicina é de 20 a 40ug/ml e concentracGes de 80
a 100pg/ml séo consideradas toxicas (ALVAREZ et al., 2016; BRENCIC; NIKOLAC.,
2019).
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1.1.6 Uso empirico de antibacterianos

Considerando a maior frequéncia das meningites bacterianas em comparagédo a
criptococose, geralmente inicia se com tratamento empirico com antibacterianos. Assim

o0 tratamento da criptococose é desafiador, pois depende de um diagndstico laboratorial.

O diagnostico da criptococose é desafiador, devido as suas caracteristicas
clinicas e exames radioldgicos inespecificos, pois em muitos casos a suspeita inicial é
caracterizada como tuberculose, tumor ou pneumonia bacteriana. Além disso, o
diagnostico tardio da infeccdo pode ocasionar na evolucdo da doenca resultando em
maior risco de mortalidade (QU et al., 2020; LIYANG et al., 2018). O tratamento
empirico, durante uma infeccdo bacteriana pode selecionar clones resistentes
(SCHIMIEDEL; ZIMMERLI., 2016; JUBEH.; BREJYEH.; KARAMAN., 2020) e
gerar efeitos ainda ndo conhecidos em células fungicas. Além disso, este tratamento

seria ineficaz caso o patdgeno ndo seja uma bactéria.

Relatos de diagndstico incorreto ja foram demonstrados em varios pacientes de
diversos paises, sinalizando a necessidade de uma abordagem mais cautelosa para o
tratamento da infeccdo criptococdcica. Um desses estudos ocorreu na China, em que
136 pacientes hospitalizados com problemas respiratorios foram incluidos. 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 patdgenos (QU et al., 2020). Além disso,
¢ comum iniciar o tratamento empirico, como ocorreu com uma mulher de 52 anos sem
nenhuma doenca pré existente e negativa para o virus do HIV. De acordo com o
resultado da tomografia da paciente, foi considerado que ela poderia ter infeccdo
pulmonar bacteriana e assim foi iniciado o tratamento empirico com moxifloxacina e
ceftizoxima. Porém, apds duas semanas de terapia foi averiguado que as lesdes
mostradas na tomografia computadorizada ndo apresentaram melhora. Depois disso, foi
realizado um teste para tuberculose e testes para anticorpos autoimunes, mas 0s
resultados foram todos negativos. Posteriormente, um exame revelou inflamacdo
granulomentosa, e a coloracdo com &cido de Schiff, revelou criptococose pulmonar. A
paciente entdo 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 lesdo (LI'YANG et al., 2018).
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A ocorréncia de criptococose também ja foi relatada em pacientes
transplantados. No Brasil, especificamente foram submetidos a transplante de 6rgéos,
um paciente recebeu um transplante de figado e o outro de rim e pancreas. Em ambos 0s
casos foi evidenciado infeccdo por Cryptococcus neoformans. Ademais, todos 0s
pacientes avaliados, dez foram infectados por C. gattii e 72 por C. neoformans, destes,

23 pacientes veio a Obito devido a um diagnostico tardio (PONZIO et al., 2019).

O tratamento empirico, em alguns casos pode ndo ser uma alternativa eficaz no
tratamento de infecgbes pulmonares e até mesmo da meningite, aumentando a
morbidade e mortalidade, inclusive de pacientes muito jovens com criptococose. 1sso
aconteceu no México com uma menina de 14 anos, que ao ser hospitalizada apresentava
dor de cabeca, acompanhada de nduseas e convulsGes. Os exames laboratoriais na
admissdo mostraram hemograma com resultados normais e tomografia computadorizada
de cranio simples com contraste normal. Mesmo assim, o tratamento empirico 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 deterioracdo neurologica, vindo a 6bito em trés dias
(BECERRA-PEDRAZA et al., 2017).

1.1.7 Resisténcia aos antimicrobianos

A resisténcia aos medicamentos antifangicos tornou-se uma grande preocupacao
ndo s6 pelas implicagbes clinicas, mas também pelo seu impacto econémico
(FERREIRA; SANTOS., 2017). Em geral, a resisténcia aos antifungicos tem sido
atribuida ao seu uso generalizado na medicina e na agricultura, promovendo a evolugao
de cepas resistentes (BERNAS; McALISTER., 2020). A resisténcia aos antifingicos
pode ser classificada a partir de duas perspectivas: a resisténcia primaria e secundaria. A
resisténcia primaria também conhecida como resisténcia intrinseca, ¢ definida como
uma resisténcia natural a droga, previamente a exposicdo (YANG & LO, 2001). Por
outro lado, a resisténcia secundaria se define pela aquisicdo de uma resisténcia apés a
exposicdo ao antifungico (YANG & LO, 2001).

Em geral, o crescimento da resisténcia por fungos patogénicos varia de acordo
com a classe de antifingicos administrados (SAMARASINGHE et al., 2020). Este

fendmeno esta relacionado a diversidade genética, na qual a existéncia dos genes
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presentes nNos micro-organismos que expressam proteinas relacionadas a diferentes
mecanismos bioquimicos que impedem a acdo das drogas pode ser intrinseca ou
adquirida (TAVARES; SA., 2014). Nesse contexto, a resisténcia intrinseca é a
caracteristica dos patdgenos em resistir a acdo de um determinado farmaco com o efeito
de uma particularidade estrutural ou funcional inerente a uma determinada espécie
(KAPOOR; SAIGAL; ELONGAVAN., 2018). Portanto, neste tipo de resisténcia, 0s
genes geradores dessa caracteristica ja estdo contidos no cddigo genético do micro-
organismo patogénico (TAVARES; SA., 2014). A resisténcia adquirida ocorre por meio
de mutacOes espontaneas ou de mutacdes induzidas por agentes mutagénicos. Ela pode
ocorrer ainda, pela aquisicdo do material genético contendo genes de resisténcia
oriundos de outros patdgenos, ou seja, 0s genes de resisténcia ndo estdo contidos no
genoma do micro-organismo, contudo sdo incorporados a ele (BLAIR et al., 2015;
TAVARES., 2014).

Outra forma de resisténcia é denominada de resisténcia cruzada, que ocorre
quando patdgenos possuem resisténcia a um determinado tipo de farmaco, mas também
pode apresentar resisténcia a diferentes tipos de compostos ou ndo (CHERNY et al,
2020). Na agricultura, a resisténcia cruzada foi comprovada com a exposi¢do dos
agroguimicos aos azdlicos clinicos, especificamente ao fluconazol. Linhagens de C.
gattii e C. neoformans expostas sistematicamente aos agroguimicos, a resisténcia
cruzada perdurou mesmo apds varios cultivos em meios na auséncia dos agroquimicos,
e temporariamente em outras, retornando a sensibilidade original quando cessou o
contato com os herbicidas fungicos. A resisténcia cruzada ao fluconazol também foi
observada em modelo murino in vivo para a criptococose, causando, a ineficiéncia no
controle da infeccdo causada por linhagens adaptadas ao tebacunazol, piraclostrobina e
benomil, em comparacdo com as sub populagdes ndo adaptadas aos fungicidas
ambientais (BASTOS et al., 2017, BASTOS et al., 2021).

A heterorresisténcia implica que subpopulacdes de células tém uma
concentragcdo minima inibitéria (CIM) superior que a maioria da populacdo. Em
relatorios tipicos de heterorresisténcia, C. neoformans e C. gattii apresentaram
heterorresisténcia principalmente aos azois, caracterizada por duplicagdes transitorias de
Cromossomos que carregam 0s genes relevantes para a resisténcia (BALABAN et al.,
2019; SIONOV; CHANG; KWON-CHUNG, 2013; FERREIRA et al., 2015;
FERREIRA; SANTOS., 2017).
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Em alguns casos, tolerancia e persisténcia sdo fendmenos semelhantes, pois a
taxa de sobrevida dos patdégenos aumenta na presenca de um antimicrobiano, porém
sem aumento da CIM. Todavia, a persisténcia tem o atributo adicional de afetar apenas
uma subpopulacdo de células, enquanto a tolerancia é a capacidade total de uma
populacéo sobreviver a tratamentos mais longos, como por exemplo, obter uma taxa de

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

A criptococose € uma infeccdo sistémica causada por leveduras capsuladas do
género Cryptococcus spp. C. neoformans e C. gattii sdo as principais espécies
responsaveis por acometer homens e animais. A doenca se caracteriza principalmente

pela infeccdo primaria nos pulmdes e subsequente no sistema nervoso central.

O tratamento da criptococose é realizado com os farmacos anfotericina B, 5-
flucitosina (5-FC) e fluconazol, entretanto ha casos de diagnostico inicial incorreto,
tratamento inadequado e resisténcia aos medicamentos causando elevadas taxas de
mortalidade. Exposto isso, faz-se necessario intensificar pesquisas para abranger
mecanismos de sobrevivéncia e viruléncia dos fungos ao serem submetidos a diferentes
antimicrobianos e relatar as consequéncias que podem causar. Poucos estudos
evidenciaram a atividade dos antibacterianos em infec¢des fungicas, no entanto existe
uma preocupacdo na comunidade cientifica sobre o uso incorreto destes medicamentos.
Assim, no presente estudo, foram avaliados quatro antibacterianos de uso clinico
(amoxicilina, amoxicilina + clavulanato, ceftriaxona e gentamicina) frente as linhagens
de Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii, em ensaios de sensibilidade
tratados individualmente e em combinagdo com os antifingicos clinicos (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 resisténcia cruzada com os antifungicos. Este trabalho é de grande importancia
para enfatizar a conscientizagcdo sobre 0 uso inadequado dos antibacterianos, uma vez
que, essas drogas sdo também utilizadas no meio ambiente e também em infecgdes
acometidas nos pulmdes e no sistema nervoso central (SNC). E valido destacar que na
realizacdo de tratamentos ineficazes, essas linhagens tornam-se potencialmente mais
virulentas devido a producdo de melanina e alteracdo na espessura de capsula. Outro
impacto é a diminuicéo da sensibilidade aos antifingicos clinicos. Pode-se concluir que
é necessario melhorar a capacitacdo dos profissionais da area de saude 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 influéncia de antibacterianos na morfofisiologia e susceptibilidade a
antifungicos de C. gattii e C. neoformans.

3.2 Objetivos especificos

Ensaios in vitro

- Avaliar a concentragdo inibitéria minima (CIM) dos antibacterianos:
amoxicilina, amoxicilina + clavulanato, ceftriaxona e gentamicina frente as

linhagens de C. gattii e C. neoformans.

- Avaliar a concentracdo inibitoria fracionaria (CIF) dos antibacterianos

combinados com os antifngicos; anfotericina B e fluconazol.

- Avaliar diferentes parametros de C. gattii e C. neoformans apds a exposicao

aos antibacterianos, como:

- Concentracdo inibitoria minima

- Curva de crescimento;

- Espécies reativas de oxigénio e nitrogénio;

- Morfometria (diametro celular e espessura de capsula);
- Ergosterol;

- Fenotipo de melanizacéo;

- Perfil de crescimento frente a estresse osmatico, estresse de membrana
celular, parede celular e reticulo endoplasmatico.

Ensaio ex vivo

- Avaliar a toxicidade da combinacdo entre gentamicina e antifungicos frente a

macrofagos murinos derivados de medula dssea.
Ensaio in vivo

- Avaliar a influéncia dos antibacterianos isolados e combinados com

anfotericina B na sobrevida, em modelo de criptococose em Tenebrio molitor.
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4.1 Linhagens de C. gattii e C. neoformans
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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 Laboratério

de Micologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG e foram cultivados em meio

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

testes (SANTOS et al., 2014).

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

Linhagens C. gattii Origem

28/02 Clinico - Brasil
1913/ER Clinico

ICB181 Ambiental - Brasil

ATCC 36608 Clinico - Brasil
135L/03 Clinico
L24/01 Clinico

L27/01 Clinico - Brasil

(ATCC® MYA- 4093™) R265 Clinico — Vancouver (Canada)

Linhagens C. neoformans Origem

62066
(ATCC® 208821™) H99
78
24067
RNO1
ATCC 28957
WP

Clinico - Franga
Clinico — Nova York
Clinico
Clinico — Maryland (EUA)
Clinico - Brasil
Clinico — Lesdo 6ssea humana
Clinico

4.1.1 Farmacos

Foram utilizados os antifangicos fluconazol (Sigma-Aldrich®) e anfotericina B
(Sigma-Aldrich®) e os antibacterianos amoxicilina (Formula 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 difusdo de disco M02-
Al12 (CLSI, 2015). Foram utilizados os antibacterianos amoxicilina 30ug (Laborclin),
gentamicina 120ug (Laborclin), vancomicina 30ug (Laborclin) e ceftriaxona 30ug
(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 solucdo salina 0,85% esterilizada. A suspensdo fungica foi homogeneizada em
vortex, mensurada em espectrofotbmetro a 530nm e transmitancia ajustada para 75-
77%, que corresponde a 1x10° a 5x10® UFC/mL (CLSI, 2017). Em seguida, com auxilio
de swab estéril, uma alcada de cada indculo foi estriada em meio ASD e os discos de
antibacterianos foram dispensados com o auxilio de uma pinga estéril. As placas foram
incubadas a 37°C por 72h seguida da leitura visual e medida do diametro dos halos de

inibic&o.

Como controle, foram utilizadas as bactérias ATCC33591 Pseudomonas
aeuroginosas (bacilo Gram - negativo) e ATCC27853 Staphylococcus aureus (cocos

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

4.1.3 Concentracao inibitéria minima — CIM
4.1.4 Diluigéo dos antimicrobianos

A solubilizagdo dos antimicrobianos foi realizada de acordo com os protocolos
M100-S22 (CLSI, 2012) e M27-A23 (CLSI, 2017) conforme apresentado na tabela a

sequir:

Tabela 3: Solubilizagdo dos antimicrobianos.

Farmacos Solventes
Amoxicilina % Dimetilsuféxido (DMSO) ¥2 H.O
destilada estéril
Amoxicilina + Clavulanato Agua destilada estéril
Gentamicina Agua destilada estéril
Ceftriaxona Agua destilada estéril
Fluconazol DMSO

Anfotericina B DMSO
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Para o preparo das placas com os antimicrobianos, inicialmente foram realizadas
diluicbes seriadas em meio sintético RPMI-1640 tamponado com MOPS (pH 7,0) que
variaram de 512 - 1ug/mL para os antibacterianos, de 0,3-16ug/mL para anfotericina B
e 0,12-64pug/mL para o fluconazol (CLSI; 2017). Em seguida, 100uL de cada diluicédo
foram distribuidas em placas de microdiluicdo de 96 pocos. Utilizou-se uma placa para
cada farmaco e as concentracdes foram distribuidas em ordem decrescente. Em cada
placa foram definidos os seguintes controles: (1) controle de crescimento RPMI-
1640+inoculo e (2) esterilidade contendo apenas o meio (CLSI; 2017).

4.1.5 Preparo do in6culo

O inbculo fangico foi preparado a partir de culturas C. gattii e C. neoformans

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

Uma al¢ada das culturas foi adicionada em tubos de ensaio com 2mL de solucéo
salina 0,85% esterilizada para obtencdo de uma suspensdo. A solucdo foi
homogeneizada em vdrtex, mensurada em espectrofo