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RESUMO

O Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii compreende os principais agentes da
criptococose, uma importante micose de natureza sistémica e carater oportunista. Essas
espécies sdo capazes de expressar multiplos fatores de viruléncia que contribuem para o
surgimento de resisténcia aos antifungicos de uso terapéutico. Pesquisas que buscam novas
medidas eficazes de terapia sdo necessarias. Proteinas do choque térmico (Hsp) tém se
demonstrado um alvo molecular promissor em area médica para o tratamento de diversas
doencas, tais como diferentes tipos de cancer e aterosclerose. Estudos demonstram que a
expressao dessas chaperoninas também € necessaria para a manutencdo da homeostase celular
em diferentes patdgenos fungicos. Nessa perspectiva, o presente estudo teve como objetivo
investigar o efeito do bloqueio das proteinas Hsp90 frente a sensibilidade a antifungicos in
vitro em células plancténicas e sésseis, producao de fatores de viruléncia in vitro e viruléncia
in vivo no Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii. Para tanto, a acdo das proteinas
Hsp90 fungicas foi blogueada com o farmaco radicicol — um antibidtico capaz de inibir a
atividade ATPasica das Hsp90 — e, em seguida, as culturas foram avaliadas quanto a
sensibilidade in vitro a antifungicos de uso terapéutico em células planctonicas e associadas
em biofilmes. Também foi avaliado o efeito da inativacdo das Hsp90 sobre a producédo dos
fatores de viruléncia cépsula, melanina e proteases. Além disso, a viruléncia in vivo foi
investigada em modelo de infeccdo experimental utilizando o nematédeo Caenorhabditis
elegans. Os resultados revelaram que o radicicol inibiu o crescimento das células plancténicas
de Cryptococcus spp. (n=12), com valores de concentracdo inibitéria minima (CIM) que
variaram de 0,5 — 2 pg/mL. Observou-se sinergismo farmacoldgico entre o radicicol e 0s
azélicos. Ademais, o blogueio das Hsp90 potencializou o efeito dos antifungicos in vitro,
sobretudo para o fluconazol e o itraconazol, os quais tiveram os valores de CIM reduzidos em
até 64 vezes frente as células isoladas (n=12). Embora o bloqueio das Hsp90 pelo radicicol
isolado ndo tenha sido capaz de inibir a formacdo de biofilme e biofilme formado de
Cryptococcus spp. (n=12) (p>0,05), a inativacdo das Hsp90 potencializou o efeito da
anfotericina B e derivados az6licos, sobretudo o fluconazol, quando testados em combinacgéo
com o radicicol (p<0,05). Além disso, o bloqueio das Hsp90 reduziu significativamente o
volume capsular de Cryptococcus spp. (n=4) (p<0,05). Porém, ndo observou-se diferenca na
producdo de melanina por células tratadas com o radicicol (n=4) (p>0,05) assim como na
producdo de proteases pelas cepas de Cryptococcus spp. (n=4) (p>0,05). Em contrapartida, a
inativacdo das Hsp90 diminuiu a viruléncia de Cryptococcus spp. in vitro e in vivo em C,
elegans (p<0,0001) além de potencializar o efeito do fluconazol in vitro e in vivo. Portanto, as
Hsp90 sdo um importante alvo para o desenvolvimento de estratégias antifungicas. Todavia,
estudos mais aprofundados s&o necessarios para melhor compreender o papel das Hsp90 nos
patdgenos flngicos do género Cryptococcus spp.

Palavras-chave: Cryptococcus; criptococose; Hsp90; radicicol; Caenorhabditis elegans.



ABSTRACT

Cryptococcus neoformans species Complex comprises the main agents of cryptococcosis, an
important systemic mycosis of nature and opportunistic. These species are capable of
expressing multiple virulence factors that contribute to the development of resistance to
antifungal therapeutic use. Research seeking new effective therapy measures are necessary.
Heat shock proteins (Hsp) have been shown to be a promising molecular target for medical
treatment of various diseases such as various forms of cancer and atherosclerosis. Studies
have demonstrated that the expression of these chaperonins is also required for the
maintenance of cellular homeostasis in different fungal pathogens. From this perspective, this
study aimed to investigate the effect of blocking the protein Hsp90 front of sensitivity to
antifungal agents in vitro planktonic cells and sessile, production of virulence factors in vitro
and in vivo virulence in Cryptococcus neoformans species Complex. Therefore, the action of
yeast Hsp90 protein was blocked with radicicol drug - an antibiotic capable of inhibiting the
ATPase activity of Hsp90 - and then the cultures were evaluated for in vitro susceptibility to
antifungal agents for therapeutic use in planktonic cells and associated in biofilms. We also
assessed the effect of inactivation of Hsp90 on the production of virulence factors capsule,
melanin and proteases. In addition, the in vivo virulence was investigated in a model of
experimental infection using the nematode Caenorhabditis elegans. The results revealed that
radicicol inhibited the growth of planktonic cells Cryptococcus spp. (n=12) with values of
minimum inhibitory concentration (MIC) ranging from 0.5 to 2 pg/mL. We observed synergy
between pharmacological and radicicol azoles. Furthermore, blockade of Hsp90 potentiated
the effect of in vitro antifungal agents, particularly for the fluconazole and itraconazole, which
MIC values were reduced by up to 64 times the face of isolated cells (n=12). Although the
blockade of Hsp90 by isolated radicicol was not able to inhibit biofilm formation and biofilm
formed of Cryptococcus spp. (n=12) (p>0.05), the inactivation of Hsp90 potentiated the effect
of amphotericin B, azoles, especially fluconazole, when tested in combination with radicicol
(p<0.05). Moreover, blockade of Hsp90 significantly reduced the volume of capsular
Cryptococcus spp. (n=4) (p<0.05). However, no difference was observed in production of
melanin by radicicol treated cells (n=4) (p>0.05) as well as the production of protease by
strains of Cryptococcus spp. (n=4) (p>0.05). By contrast, inactivation of Hsp90 decreased
virulence Cryptococcus spp. in vitro and in vivo in C. elegans (p<0.0001) as well as
maximize the effect of fluconazole in vitro and in vivo. Therefore, Hsp90 is an important
target for the development of antifungal strategies. However, further studies are needed to
better understand the role of Hsp90 in fungal pathogens of the genus Cryptococcus spp.

Keywords: Cryptococcus; cryptococcosis; Hsp90; radicicol; Caenorhabditis elegans.
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1 INTRODUCAO

As micoses oportunistas sdo consideradas um sério problema de salde publica
mundial, pois sdo responsaveis por elevadas taxas de morbidade e mortalidade dos pacientes
acometidos. Nos ultimos anos, um numero cada vez maior de espécies fungicas tém sido
consideradas agentes de micoses oportunistas. Dentre os principais responsaveis por essas
enfermidades, destacam-se os fungos dos géneros Candida e Cryptococcus entre as leveduras,
Aspergillus, Fusarium e os zigomicetos dentre os filamentosos e Histoplasma e Coccidioides
entre os dimorficos (ADENIS; AZNAR; COUPPIE, 2014; ESSER; KURZAI et al., 2014;
STONE; BICANIC, 2014; MAVES; CRUM-CIANFLONE; NANCY, 2012).

O Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii é constituido por leveduras
capsuladas responsaveis pela criptococose, uma micose sistémica de carater oportunista e
distribuicdo cosmopolita que geralmente esta associada a pacientes imunodeprimidos, como €
0 caso dos individuos com aids (COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 2014). Segundo Park
et al. (2009), estima-se que cerca de 957.900 casos de meningite criptocdcica ocorrem a cada
ano ao redor do mundo, resultando em 624.700 mortes anualmente. No Brasil, acredita-se que
a meningite criptocdcica representa cerca de 6% das infeccdes oportunistas em pacientes com
aids, sendo a principal causa de doenca infecciosa do sistema nervoso central nesses
individuos (LUGARINE et al., 2008; PEREIRA; BARROS, 2012).

A patogénese da criptococose esta diretamente associada a producéo de fatores de
viruléncia do fungo, tais como: tolerancia térmica a 37°C, sintese de melanina, sintese de
enzimas, sobrevivéncia intracelular, producdo de biofilme ocorrendo em resisténcia a
antifungicos, e a presenca da capsula, sendo esse Ultimo o principal responséavel pela
patogenia do micro-organismo (COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 2014). Diante dos
graves problemas causados pela criptococose, a viruléncia fangica e a resisténcia aos
antifungicos tém sido alvo de pesquisas para a producdo de novas medidas eficazes de
tratamento (RADAMES et al., 2013). Dentre os alvos celulares relacionados, destacam-se as
proteinas do choque térmico - Heat shock proteins (Hsp).

As Hsp sdo chaperonas que tém por principal funcdo auxiliar outras proteinas a
alcancarem sua conformacdo tridimensional, sobretudo em diversas condicOes de estresse
celular, tornando-as ativas. Recentemente, as Hsp tém sido intensamente estudadas na area
médica. Diversos estudos comprovam que a Hsp90 (um tipo de Hsp de peso molecular de 90

kDa) ¢ um alvo molecular promissor para o tratamento de vérias formas de céncer e
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aterosclerose (LEE et al., 2012; MADRIGAL-MATUTE et al., 2012; MIYATA et al., 2013,
SCHMID; MULTHOFF, 2012; WHITESELL; SANTAGATA; NU, 2012).

Essas proteinas também tém sido investigadas em patdgenos fungicos, sobretudo,
no tocante a sua importancia durante o processo infeccioso (DAI et al., 2012; SHAPIRO;
COWEN, 2012; SHAPIRO; COWEN, 2010; SHAPIRO et al., 2009). Embora a maioria das
pesquisas seja conduzida com espécies do género Candida, sabe-se que em C. neoformans, as
proteinas Hspl12, Hsp60, Hsp70 e Hsp90, desempenham funcdo fundamental na instalacédo e
desenvolvimento da infeccdo (BURNIE et al., 2006). Entretanto, o verdadeiro papel dessas
proteinas na homeostase celular do fungo néo é totalmente compreendido.

A escassez de estudos com o Complexo Cryptococcus neoformans/C.gattii acerca
desse assunto, fundamenta a necessidade de intensificacdo das pesquisas para uma melhor
compreensdo do papel dessas moléculas na modulacdo da sensibilidade aos antifungicos,
producéo de fatores de viruléncia e viruléncia em modelos de infeccdo experimental. Dessa
forma, o presente estudo objetivou investigar o efeito do blogueio das proteinas Hsp90 sobre
a sensibilidade a antifangicos in vitro, producdo de fatores de viruléncia in vitro e viruléncia

in vivo em cepas do Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PANORAMA HISTORICO

A primeira descricdo da criptococose foi feita por Otto Busse e Abraham
Buschke, quando em 1894, na cidade de Greifswald na Alemanha, acompanhavam uma
paciente de 31 anos com lesdo na tibia, denominando a doenca de saccharomycosis hominis e
0 agente etiolégico de Saccharomyces hominis. Quase que simultaneamente, na lItalia,
Francesco Sanfelice isolou uma levedura a partir de um suco de péssego e a denominou de S.
neoformans, demonstrando, no ano seguinte, a patogenicidade da levedura isolada através de
inoculacdo experimental em coelhos (HEITMAN et al., 2011).

Um ano apds o isolamento da levedura, Ferdinand Curtis, na Franga, isolou de
uma lesdo de quadril uma levedura denominando-a de S. subcutaneous tumefaciens. Ainda no
mesmo ano, Curtis isolou uma levedura de um paciente com meningite, a qual chamou de
Megelococcus myxoides, o que viria a ser o primeiro relato de meningite causada por
Cryptococcus spp. No entanto, aquela época, os termos Cryptococcus e criptococose ainda
ndo eram consolidados, o que causava divergéncia na denominacdo do fungo e da doenca
provocada (BARNETT, 2010).

A partir de 1901, o pesquisador Jean-Paul Vuillemin relatou casos de criptococose
em animais, isolando leveduras esféricas e encapsuladas de lesdes pulmonares de suinos bem
como de leite bovino e, reconhecendo que se tratava do mesmo género das leveduras isoladas
pelos demais pesquisadores, o género fungico foi renomeado como Cryptococcus. O género
foi entdo dividido em duas espécies (C. hominis e C. neoformans), baseado na incapacidade
da levedura fermentar carboidratos e ndo produzir ascosporos, o que diferenciava do género
Saccharomyces (HEITMAN et al., 2011).

Mesmo depois da definicdo correta do termo Cryptococcus, ainda existia
divergéncia quanto a nomenclatura das espécies do género e as doencas causadas por elas. A
partir de 1905, Von Hanseman descreveu relatos de meningite com achados de lesGes
similares a tuberculoma cerebral e, em 1916, Scotdart e Cutler denominaram o fungo de
Torula histolytica e a doenca de torulose, tornando-se dificil determinar um Gnico agente
etiologico para a doenca em questdo (BARNETT, 2010).

Os conflitos de nomenclatura foram solucionados em 1935, quando a

pesquisadora Rhoda Benham analisou os casos ja relatados e, baseando-se em observacoes
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dos aspectos morfofisiologicos, patogénicos e soroldgicos dos isolados, concluiu que estes
poderiam ser classificados como uma Unica espécie — Cryptococcus neoformans — a qual se
diferenciava em duas variedades: neoformans e grubii. A partir de entdo, os termos
Cryptococcus e criptococose foram definitivamente consolidados (BARNETT, 2010).

Baseado nos estudos de Benham, em 1949, Edward Evans caracterizou o género
Cryptococcus em trés sorotipos (A, B e C) baseado em reacGes antigénicas a partir de testes
de aglutinacdo frente a componentes capsulares do fungo. Nos anos seguintes, foram descritos
o sorotipo D e o hibrido AD (KWON-CHUNG; BENNET, 1978).

Com as pesquisas de Chester Emmons a partir de 1951, o género Cryptococcus
passou a ter uma maior relevancia, quando o pesquisador conseguiu estabelecer uma relacéo
do fungo com fontes ambientais, mais precisamente com habitats de aves, sobretudo em fezes
de pombos da espécie Columba livia e madeira em decomposi¢do (EMMONS, 1955). Em
1962, os estudos de Friedrich Staib contribuiram de maneira significativa para uma melhor
compreensdo dos aspectos fisiologicos do género Cryptococcus. A partir da observacdo de
que o fungo quando crescido em meio de cultura contendo excretas de pombos ou sementes
de niger (Guizotia abyssinica) passava a produzir um pigmento de coloracdo castanha-
marrom, tornava-se possivel diferenciar o género Cryptococcus de outros géneros fungicos.
Posteriormente, tal pigmento foi identificado por Shaw e Kapica (1972) como melanina
(BARNETT, 2010).

Em 1970, Gattii e Eeckels descreveram um caso de meningoencefalite em uma
crianca de sete anos no Zaire, atual Reptblica Democratica do Congo, na Africa. Na ocasio,
0s pesquisadores relataram que o isolado se assemelhava com C. neoformans, no entanto
tinha morfologia atipica, apresentando-se como leveduras alongadas, sendo considerada uma
nova variedade denominada de C. neoformans variedade gattii (HEITMAN et al., 2011;
KWON-CHUNG; BANNETT, 1978). Em 1978, Kwon-Chung e Bannett colaboradores
descreveram dois tipos conjugantes chamados de mating type a e « ou MATa e MATo.

A partir de 1980, ocorreu um aumento consideravel dos casos de criptococose em
todo o mundo. Esse fato se deu em decorréncia do surgimento e pandemia da aids, uma das
principais condicdes predisponentes para 0 estabelecimento da infeccdo. Com isso,
Cryptococcus spp. emergiu como um importante agente infeccioso acometendo de 5 a 10%
dos individuos com aids. Os préximos anos foram marcados pela rapida expansdo nas
pesquisas acerca do assunto (CHUCK; SANDE, 1989; DORE et al., 1997; HAJJEH et al.,
1999).
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Em 1990, na Austrélia, a variedade gattii foi isolada de troncos de eucalipto em
decomposicdo (ELLIS; PFEIFFER, 1990). Em seguida, varios relatos de isolamento em
outros tipos de arvores e madeira em decomposicdo foram descritos ao redor do mundo, bem
como em fezes de pombos e outras aves, inclusive no Brasil (CHEE; LEE, 2005;
KOBAYASHI et al., 2005; LAZERA et al., 2000; LAZERA; WANKE; NISHIKAWA, 1993;
PEDROSO; FERREIRA; CANDIDO, 2009). Diante desse fato, foi proposto pela comunidade
cientifica de que as cepas dessa variedade diferiam da variedade neoformans e, em 2002,
através de estudos filogenéticos e caracteristicas ecoldgicas, a variedade gattii passou a ser
considerada uma nova espécie do género Cryptococcus (HEITMAN et al., 2011).

Nos ultimos anos, o sequenciamento do genoma das cepas JEC21, B3501A, H99,
WMZ276 e R265 de C. neoformans e C. gattii tem sido realizado e, com o0s aprimoramentos
das técnicas moleculares baseados no método de Reacdo em Cadeia da Polimerase
(Polymerase Chain Reaction—-PCR) foi possivel classificar as duas espécies em nove
gendtipos ou tipos moleculares (VNI, VNII, VNIII, VNIV, VNB, VGI, VBII, VGIII e VGIV)
(HEITMAN et al., 2011).

2.1.1 Contexto histérico no Brasil

Passaram-se 47 anos desde a primeira descricdo da criptococose por Otto Busse e
Abraham Buschke em 1894 na Alemanha, e o isolamento da levedura quase que simultaneo
por Sanfelice na Italia, para que o primeiro caso de criptococose no Brasil fosse relatado por
Almeida e Lacaz (1941) na cidade de Rio Preto, Estado de Sao Paulo. Esse fato é considerado
um marco historico em nosso pais. Em seguida, outros relados da doenca foram feitos por
Almeida, Lacaz e Salles (1944), Cortez (1949), e Clausell (1949).

Apesar da ocorréncia rara, a criptococose era considerada uma doenga grave e
invariavelmente fatal até 1955. Todavia, com a descoberta da anfotericina B, 0s casos de
criptococose no Brasil e no mundo foram controlados (GIORGI et al., 1959).

O estudo pioneiro de Lacaz e Rodigues (1983) demonstrou que a maioria das
amostras bioldgicas humanas pertencia a C. neoformans var. neoformans com prevaléncia do
sorotipo A, seguido do sorotipo D, e C. gattii sorotipo B. Em seguida, essa prevaléncia foi
também constatada em amostras ambientais (CALVO; FISCHMAN; CASTELO-FILHO,
1991). Os trabalhos de Lazera et al. (1993; 1996; 1998 e 2000) demonstraram que a levedura

esté associada ndo so a Eucalyptus spp. mas também as outras espécies de arvores.
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Um dos estudos mais completos referente a prevaléncia da criptococose no Brasil
foi realizado por Nishikawa et al. (2003) no qual, foram analisadas 467 amostras clinicas e
ambientais, e verificou-se que as regides sul, sudeste e centro-oeste, C. neoformans sorotipo
A é o mais prevalente. Enquanto C. gattii sorotipo B, € mais encontrado nas regiGes norte e
nordeste. Esses estudos foram fundamentais para uma melhor compreensdo dos aspectos eco-
epidemioldgicos de Cryptococcus spp. e da criptococose.

Por fim, em marco de 2006 varios pesquisadores de renome em todo o Brasil se
reuniram com o objetivo de estabelecer um “consenso em criptococose” visando responder os

principais questionamentos referentes a essa micose em nosso pais (KON et al., 2008).

2.2 O COMPLEXO Cryptococcus neoformans/C. gattii

2.2.1 Classificagdo taxondmica

Atualmente sdo conhecidas 70 espécies do género Cryptococcus, dessas, duas sao
consideradas de maior relevancia médica, C. neoformans e C. gattii, as quais sdo agrupadas
em um complexo denominado: Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii (KURTZMAN,;
FELL; BOEKHOUT, 2011; MA; MAY, 2009). Segundo Kurtzman, Fell e Boekhout (2011) a
classificacdo taxonémica de Cryptococcus spp. € realizada por meio do estado teleomorfo do
fungo, o qual pertence ao Reino Fungi, Filo Basidiomycota, Ordem Tremallales, Familia
Tremallaceae e Género Filobasidiella. Quanto as espécies do Complexo, sdo descritas:
Filobasidiella neoformans var. neoformans e Filobasidiella neoformans var. bacillispora,
sendo seus correspondentes anamorfos respectivos, C. neoformans e C. gattii.

A espécie C. neoformans possui duas variedades: C. neoformans var. grubii e C.
neoformans var. neoformans, enquanto C. gattii ndo possui variedade. Técnicas soroldgicas
permitem ainda dividir o Complexo em cinco sorotipos distintos, dos quais, o sorotipo A MAT
a — C. neoformans var. grubii — é o mais prevalente, isolado em cerca de 98 a 99% das
amostras clinicas e ambientais. Existem ainda os sorotipos B e C — C. gattii —, sorotipo D — C.
neoformans var. neoformans — e o AD — hibrido entre os sorotipos A e D (KWON-CHUNG;
BENNETT, 1978; KWON-CHUNG; EDMAN; WICKES, 1992; LIN; HEITMAN, 2006).

Baseando-se em polimorfismos em sequéncias de DNA detectados por técnicas de
PCR fingerprinting, RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism), RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) e
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MLST (Multilocus Sequence Typing) o Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii €
classificado em nove gendtipos. A representacdo esquematica das caracteristicas do
Complexo esta presente na figura 1 (LIN; HEITMAN; 2006; LITVINTSEVA et al., 2005;
MEYER etal., 2003; MEYER et al., 1999; SORRELL et al., 1996).

[- Cryptococcus neoformans ]' [- Cryptococcus gatiii 1
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grubii neoformans variedade
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Figura 1. Composicdo atual do Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii dividido em espécies, variedades,
sorotipos e gen6tipos. Baseado em Ma; May (2009).

2.2.2 Aspectos morfofisiologicos

O Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii compreende predominantemente
leveduras esféricas ou ovaladas, encapsuladas (Fig. 2A), medindo cerca de 4 a 10 um de
diametro — podendo chegar até 80 um de didmetro com a capsula. Produzem urease,
assimilam inositol e ndo fermentam carboidratos. As células sdo hapldides, se reproduzem por
brotamento simples (Fig. 2B) ou mdltiplo, sem apresentar hifas ou pseudo-hifas
(CASADEVALL; PERFECT, 1998, MA; MAY, 2009). Por serem basidiomicetos
heterotalicos e possuirem sistema mating bipolar (MATa e MATa) que regula o ciclo sexual,
podem apresentar fase filamentosa, geralmente sob condigdes laboratoriais. A partir da fusdo
entre células haploides MATa e MATa, origina-se uma hifa dicariotica, que depois de sofrer

meiose, da origem aos basidiosporos haploides, em sua maioria do tipo MATo sendo
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considerado mais virulento do que o tipo MATa. A figura 3 traz um esquema do ciclo de vida
do Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii (BOVERS; HAGEN; BOEKHOUT, 2008).

Figura 2. Aspectos morfofisioldgicos do Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii. (A) Célula de
Cryptococcus spp. encapsulada observada por microscopia Optica com utilizagdo de Tinta da China em aumento
de 400 vezes. (B) Célula de Cryptococcus spp. com reproducdo por brotamento simples observada por
microscopia eletronica de varredura em aumento de 50.000 vezes. (C) Cultivo de 48 horas a 35°C em Agar
Batata evidenciando cultura de coloracdo branca/creme, de aspecto brilhante e textura mucoide de C.
neoformans a esquerda e C. gattii a direita. (D) Producdo de melanina por Cryptococcus spp. em meio Agar
Semente de Niger apresentando coloracdo marrom ap6s 48 horas de incubacgdo a 35°C. (E) Diferenciagcdo das
espécies C. neoformans a esquerda e C. gattii & direita, em meio Canavanina-Glicina-Azul de Bromotimol-CGB
apos 48 horas de crescimento a 35°C. Fonte: Centro Especializado em Micologia Médica — CEMM/UFC (2014;
2013 e 2011).

Quanto as caracteristicas macroscopicas, micro-organismos do Complexo
Cryptococcus neoformans/C. gattii formam colonias claras, variando de branco a creme, de
aspecto brilhante e textura mucéide (Fig. 2C) em meios rotineiramente usados em laboratdrio
de micologia, como Agar Batata e Agar Sabouraud Dextrose. As col6nias podem ainda mudar
de coloracdo se cultivadas em meios especificos como Agar Semente de Niger, Agar Caféico
e Agar L-DOPA, apresentando-se com tonalidades castanho-marrom (Fig. 2D). Essa mudanca
de tonalidade ocorre devido a producéo de melanina, em decorréncia da acdo de uma enzima
lacase que oxida compostos difendlicos presentes no meio. Dessa maneira, torna-se possivel

diferenciar o género Cryptococcus de outras leveduras de interesse médico aliado ainda com
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observagdo microscopica utilizando Tinta da China que revela a c&psula da levedura, quando
presente (HEITMAN et al., 2011).

As espécies do Complexo podem ser diferenciadas utilizando o meio CGB
(Canavanina-Glicina-Azul de Bromotimol) que tem como principio a resisténcia apresentada
por C. gattii em meio de cultura contendo L-canavanina além da utilizag&o da glicina como
unica fonte de carbono e nitrogénio, diferentemente de C. neoformans que tem o crescimento
inibido (Fig. 2E) (HEITMAN et al., 2011).
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Figura 3. Representacdo esquematica do ciclo de vida do Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii. Na
parte superior, a fusdo de leveduras MATa e MATo resulta no crescimento filamentoso, podendo formar
clamiddsporo ou novos blastosporos. Depois da dicariotizagdo, dois niicleos parentais migram coordenadamente
nas hifas para formagdo do basideo. Em seguida, ocorre a fusdo nuclear entre os blastosporos hapléides,
posteriormente quatro produtos meioticos sdo produzidos em decorréncia de meiose, esses esporulam em cadeia,
por mitose e brotamento, a partir da base do basideo. Na parte inferior, durante a frutificagdo monocaridtica, as
células de um mesmo tipo MAT, por exemplo, células o originam células o/ diploides, por duplica¢do ou fusdo
nuclear entre duas células a. A célula diploide forma hifas monocariéticas, podendo também formar
clamidésporo ou leveduras diploides. Em seguida, ocorre a formacdo do basidio, meiose e esporulacdo em
cadeia. Em ambos os casos, ap6s o crescimento filamentoso, os esporos sdo dispersos e germinam dando origem
a fase leveduriforme. Adaptado de Lin; Heitman (2006).
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2.2.3 Fatores de viruléncia

A capacidade das espécies do Complexo Cryptococcus neoformans/C.gattii em
infectar humanos e animais, esta intimamente relacionada com a susceptibilidade do
hospedeiro e a producdo de fatores de viruléncia, que sdo mecanismos que possibilitam ao
fungo resisténcia a imunidade do hospedeiro, facilitando a proliferacdo e sobrevivéncia,
danificando érgéos e tecidos, ocasionando a criptococose. Sdo varios os fatores de viruléncia
produzidos pelo Complexo, sendo os principais a expressdo de capsula, sintese de melanina,
termotolerancia a 37°C, producdo de enzimas (protease, urease e fosfolipase), sobrevivéncia
intracelular, aquisicdo de nutrientes, biofilme e consequentemente, resisténcia aos
antifangicos de uso terapéutico (COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 2014; HARRIS;
GALANIS; LOCKHART et al., 2014).

2.2.3.1 Capsula

Ha um consenso entre a comunidade cientifica de que a capsula é o principal fator
de viruléncia de Cryptococcus spp. com base no fato de que cepas mutantes ndo-encapsuladas
sdo avirulentas (CHANG; KWON-CHUNG, 1994). Ao serem inalados, os propagulos
fangicos de maneira geral ndo apresentam capsula, mas ao serem depositados nos alvéolos,
ocorre rapidamente a sintese capsular (GILES et al., 2009; VELAGAPUDI et al., 2009)
seguido do aumento de tamanho, o que confere vantagens para sobrevivéncia do fungo, frente
ao hospedeiro (COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 2014; ZARAGOZA et al., 2009).

Estudos demonstram que a capsula € constituida de 90-95% de
glucoronoxilomanana (GXM), 5% de galactoxilomanana (GalXM) e os demais componentes
(<1%) sao formados por mananoproteinas como MP-98 e MP-99 (MA; MAY, 2009;
RAKESH et al., 2008; VAISHNAW et al., 1998). Todavia, ao investigar a sublocalizacdo dos
constituintes da capsula por meio de anticorpo monoclonal conjugado a um fluoréforo, Jesus
et al., (2010) levantaram a possibilidade de que GalXM e mananoproteinas fazem parte da
parede e ndo da capsula, sendo o GXM, de fato, o principal componente capsular. Entretanto,
estudo de Cordero et al. (2011) sugeriram que existe mais um componente capsular, ao
detectarem B-glucanos associados a capsula (COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 2014).

A capsula confere ao fungo resisténcia tanto no ambiente externo quanto no

hospedeiro. E importante salientar que a maioria dos isolados ambientais apresenta capsula
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reduzida quando cultivados in vitro (O’MEARA; ALSPAUGH, 2012). No hospedeiro, os
componentes polissacarideos da capsula, sobretudo GXM, desempenham papel fundamental
na modulacdo da resposta imune por diversos mecanismos tais como, inibi¢do da fagocitose
pelos macrofagos, alteragdo de citocinas, neutralizacdo de opsoninas, bloqueio da quimiotaxia
de células de defesa, inativacdo da via classica do sistema complemento, inibi¢do da producéo
de anticorpos e interferéncia na apresentacdo de antigenos (COELHO; BOCCA,;
CASADEVALL, 2014; MERSHON-SHIER et al., 2011;VECCHIARELLI et al., 2013).

2.2.3.2 Melanina e lacase

A capacidade de producdo de melanina é outro fator de viruléncia importante na
patogenia do fungo, assim como em outros patdgenos fungicos e bacterianos. No entanto, a
sintese dessa molécula por Cryptococcus spp., depende de fontes exdgenas como compostos
fenolicos, diferente de outros micro-organismos que conseguem sintetizar essa molécula
intrinsecamente. A enzima lacase é responsavel pela quebra dos compostos fendlicos e
consequentemente, pela sintese de melanina. Cepas mutantes deficientes na producdo de
lacase e, por conseguinte na génese da melanina, tém a viruléncia reduzida (COELHO;
BOCCA; CASADEVALL, 2014; LIU; NIZET, 2009; NGAMSKULRUNGROJ; MEYER,
2009).

Embora a estrutura molecular da melanina produzida por Cryptococcus spp. ainda
seja desconhecida, sabe-se que a molécula possui um radical livre estavel, desenvolvendo um
papel antioxidativo eficiente (WANG; CASADEVALL, 1994a; 1994b; 1994c). Dessa forma,
0 pigmento possui capacidade de absorver radiacdo eletromagnética proveniente da luz
ultravioleta ou até mesmo de reatores nucleares, conferindo radioprote¢do para o fungo no
meio ambiente (DADACHOVA et al., 2008). A melanina pode ainda atuar na interferéncia da
fagocitose, defesa contra radicais livres toxicos produzidos pelo hospedeiro durante o
processo infeccioso e na capacidade de difusdo do fungo para outros tecidos a partir dos
alvéolos pulmonares, 0 que caracteriza importante papel na disseminacdo sistémica para o
sistema nervoso central. Por estar inserida na parede fangica, contribuindo para uma melhor
estruturacdo da parede celular conferindo rigidez, células flngicas melanizadas s&o mais
resistentes a anfotericina B e caspofungina (COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 2014).

A lacase de C. neoformans possui duas isoformas, uma abundantemente expressa

na parede (Lacl) e a outra (Lac2) presente em grande quantidade no citoplasma. Apesar de



27

Lacl desempenhar um papel fundamental na viruléncia, é necessaria a atuacdo de ambas para
contribuir de maneira sinérgica na infeccdo (MISSALL et al.,, 2005; POLACHECK;
HEARING; KWON-CHUNG, 1982; PUKKILA-WORLEY et al., 2005). A enzima lacase,
sobretudo Lac2, possui ainda atividade de oxidagéo do ferro, o que pode contribuir para um
aumento da captacdo desse mineral dentro do fagossoma, facilitando a sobrevivéncia
intracelular. Além disso, a enzima possui ainda um papel imunomodulador, aumentando a
producdo de prostaglandina E2 proveniente do acido araquidénico extracelular (COELHO;
BOCCA; CASADEVALL, 2014; ERB-DOWNWARD; HUFFNAGLE, 2007).

2.2.3.3 Termotolerancia a 37°C

A capacidade de crescimento a temperatura corpérea de mamiferos é um fator
indispensavel para o0 sucesso na patogénese de Cryptococcus spp. (ROBERT;
CASADEVALL, 2009). Assim, as enzimas requeridas para a manutencéo da termotolerancia
— como as proteinas do choque térmico (Hsp) — sdo também consideradas fatores de
viruléncia. Nesta perspectiva, destaca-se a Hsp90, proteina que estd relacionada com a
capacidade de crescimento a 37°C em Cryptococcus spp. (COELHO; BOCCA;
CASADEVALL, 2014; O'MEARA; COWEN, 2014; ROBERT; CASADEVALL, 2009).

A termotolerancia apresentada pelo Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii
pode destacar-se como relativamente mais importante frente aos demais fatores de viruléncia.
Esse fato pode ser explicado levando em consideracdo que, embora outras espécies do género
possam apresentar capsula e melanina, estas se mostram incapazes de infectar mamiferos em
condicdes experimentais (COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 2014; GARCIA-SOLACHE
etal., 2013; MCCLELLAND; BERNHARDT; CASADEVALL, 2006; PETTER et al., 2001).

2.2.3.4 Producéo de enzimas

A producdo de enzimas por cepas do Complexo Cryptococcus neoformanas/C.
gattii também é considerada um importante fator de viruléncia. As principais enzimas
produzidas pelo Complexo sdo proteases, fosfolipase e urease. Proteases sdo enzimas que
catalisam a clivagem de ligagbes peptidicas resultando na digestdo de proteinas,
possibilitando uma maior aquisicdo de nutrientes. Também contribuem para invasdo de

tecidos do hospedeiro, colonizagdo e, por conseguinte, estabelecimento da infeccdo (MA;



28

MAY, 2009). Atividade proteolitica de cepas clinicas e ambientais de Cryptococcus spp. ja
foi descrita, e os principais alvos dessas proteases sdo colageno, elastina, fibrinogénio,
imunoglobulinas e fatores do complemento (CHEN; BLANK; CASADEVALL, 1996). Tuker
e Casadevall (2002) propuseram em estudo que a replicacdo de C. neformans no interior de
macrofagos € acompanhada pela producdo de proteases e fosfolipases que degradam a
membrana fagossomal. Vidotto et al., (2005) detectaram producdo de protease em 151
isolados de Cryptococcus spp. e Bien et al., (2009) evidenciaram a relevancia da expresséo de
uma protease especifica (Stpl) para a sobrevivéncia e viruléncia de Cryptococcus spp. frente
aos derivados azdlicos.

As fosfolipases produzidas pelo Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii
também possuem papel fundamental na sobrevivéncia e viruléncia do fungo. Fosfolipases
compreendem um grupo heterogéneo de enzimas que sdo capazes de hidrolisar éster de
glicerofosfolipideos resultando em degradacdo de fosfolipideos de membrana das células
hospedeiras, e consequentemente, desestabilizando a membrana levando a lise celular (MA,;
MAY, 2009). A fosfolipase B (PIbl) ¢é a principal fosfolipase produzida por C. neoformans.
Sua funcdo tem sido relatada como um dos principais fatores que contribui para a
sobrevivéncia intracelular da levedura em macrofagos. Plb1l promove lesdo da membrana
fagossomal, permitindo o acesso do fungo ao citoplasma e seus componentes, aumentando
diretamente a aquisicdo de nutrientes (COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 2014).

Em patdgenos bacterianos, sabe-se que a producdo de urease é considerada um
importante fator de viruléncia. A urease catalisa a hidrolise de ureia em amdnia e carbamato,
resultando na alcalinizacdo do meio circundante o que facilita a aquisicdo de nutrientes.
Assim como em bactérias, os pesquisadores acreditam que a urease desempenha papel
semelhante em Cryptococcus spp. Especula-se ainda que, além da funcdo nutricional, a urease
seja requerida para o rompimento de tecidos e da barreira hemato-encefélica favorecendo a
disseminacdo do fungo, porém, os mecanismos envolvidos nesses processos nao Sao
esclarecidos (COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 2014).
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2.2.3.5 Biofilme

Biofilmes sdo comunidades microbianas dindmicas, de estrutura tridimensional
aderida a uma superficie bidtica ou abiética, cujas células encontram-se circundadas por uma
matriz extracelular polimérica (Fig. 4). A matriz possui diversas caracteristicas distintas,
preservando a viabilidade celular, proporcionando desde a resisténcia a resposta imune do
hospedeiro até a tolerancia aos antifingicos. A dinamica de formacdo dos biofilmes possui
etapas definidas de desenvolvimento como adeséo, colonizagdo, produgdo da matriz
extracelular, maturagéo e dispersao. Essas etapas contribuem como mecanismos de resisténcia
aos antifangicos em biofilmes e séo vistas como alvos para o desenvolvimento de estratégias
de controle dessas estruturas (RAMAGE et al., 2012).

Figura 4. Imagem de microscopia eletrdnica de varredura de um biofilme produzido por Cryptococcus spp.
Aumento de 8.000 vezes. A seta vermelha evidencia a matriz extracelular. Fonte: préprio autor - CEMM/UFC
(2014).

O fungo C. neoformans ja foi relatado como um patdgeno capaz de formar
biofilme ativamente em diversos dispositivos protéticos, inclusive em valvulas e derivacoes
cardiacas e fistulas de dialise (BACH, 1996; BANERJEE; GUPTA; VENUGOPAL, 1997,
BRAUN et al., 1994; MARTINEZ; FRIES, 2010; WALSH et al., 1986). Dessa forma, a
producéo de biofilme pelo Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii é considerada um

importante fator de viruléncia, sobretudo no que diz respeito a persisténcia da infec¢do, uma
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vez que os biofilmes sdo mais resistentes a pressao do sistema imune e a terapia antifungica,
quando comparados as células plancténicas (GULLO et al., 2013).

Os mecanismos moleculares que conferem resisténcia as drogas em biofilmes
fangicos ndo foram completamente elucidados. Todavia, de maneira geral, 0S mecanismos
envolvidos no fendmeno de resisténcia aos antifingicos em biofilme s&o: aumento da
densidade celular; estado fisioldgico em que as células se encontram; a presenca de células
persistentes; a matriz exopolimérica; aumento da expressao de genes relacionados aos alvos
das drogas e a resisténcia mediada por bomba de efluxo. Esses mecanismos tém sido cada vez
mais investigados principalmente em espécies do género Candida, sobretudo C. albicans. No
entanto, pesquisas com a mesma tematica em biofilmes do Complexo Cryptococcus
neoformans/C. gattii séo escassas (RAMAGE et al., 2012).

A matriz extracelular do biofilme, que pode corresponder até cerca de 85% de seu
volume total, desempenha papel fundamental na protecdo das células fingicas contra a
resposta imunoldgica do hospedeiro além de ser considerada um dos principais mecanismos
de resisténcia aos antifungicos. A matriz possui constituicdo quimica complexa, a qual pode
funcionar como barreira fisico-quimica, reduzindo a penetracdo do antiflngico. Acredita-se
que os constituintes da matriz atuem também como quelantes das drogas, fazendo com que
sejam necessarias concentracbes mais elevadas dos farmacos para exercer efeito.
Compreender os mecanismos envolvidos na sintese da matriz dos biofilmes é o ponto chave
para o desenvolvimento de estratégicas antifingicas (RAMAGE et al., 2012).

A utilizacdo de substancias e drogas ndo convencionais antifungicas como medida
de controle in vitro de biofilmes produzido pelo Complexo Cryptococcus neoformans/C.
gattii tem sido proposta por alguns autores. Cordeiro et al. (2013) demonstraram que as
combinacGes das drogas inibidoras da sintese do folato, sulfametoxazol-trimetropim e
sulfadiazina-pirimetamina inibiu o crescimento de células planct6nicas, bem como biofilmes
formados por Cryptococcus. Martinez et al. (2010) investigaram o uso da quitosana contra
biofilmes de C. neoformans, demonstrando resultados satisfatorios. Nesse contexto, a busca
de novas estratégias antifungicas contra biofilmes do Complexo Cryptococcus neoformans/C.

gattii é importante para o desenvolvimento de novas medidas terapéuticas.
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2.3 CRIPTOCOCOSE: PATOGENIA, PRINCIPAIS FORMAS CLINICAS, DIAGNOSTICO
LABORATORIAL E EPIDEMIOLOGIA

A criptococose, anteriormente denominada tolurose, blastomicose europeia ou
doenca de Busse-Buschke, € uma micose sistémica, oportunista e cosmopolita, causada
predominantemente pelo Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii sendo considerada a
mais incidente, dentre as micoses sistémicas, em pacientes com aids (GULLO et al., 2013).
Compreende duas entidades divergentes do ponto de vista clinico-epidemioldgico:
criptococose oportunista, causada preferencialmente por C. neoformans e a criptococose
primaria, a qual o agente etioldgico é a espécie C. gattii, acometendo predominantemente,
individuos aparentemente com sistema imune competente (KON et al., 2008).

A patogenia da infeccdo ocorre pela inalagdo de propagulos fungicos, que se
depositam nos alvéolos pulmonares, geralmente provenientes de fontes ambientais como fezes
de pombos e madeira em decomposi¢do. O contato entre as leveduras e as células de defesa,
tais como ceélulas natural killer, linfocitos TCD4 e TCDS8 e, sobretudo os macréfagos
alveolares — considerados as principais células de defesa contra Cryptococcus spp. — deflagra
uma resposta do tipo Thl com intensa producgédo de fator de necrose tumoral, interferon-y e
interleucinas. Em individuos imunocompetentes, a infeccdo geralmente é autolimitada ou
pode tornar-se latente. Porém, em individuos imunocomprometidos, pode ocorrer lesdo
pulmonar e a infeccdo pode se disseminar para focos secundarios como pele, 0ssos, rins e,
sobretudo, para o sistema nervoso central. Acredita-se que a disseminagdo ocorra por um
mecanismo do tipo “Cavalo de Troia”, no qual a levedura é carreada no interior dos
macrofagos que conseguem ultrapassar a barreira hematoencefalica, causando
meningoencefalite, geralmente de evolugéo grave e de curso fatal se ndo tratada (GULLO et
al., 2013; KON et al., 2008). A figura 5 ilustra de forma esquematica as principais etapas da

patogénese da criptococose.
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Figura 5. Principais etapas da patogénese da criptococose. SNC = sistema nervoso central. Baseado em Lin;
Heitman (2006) e Kronstad et al., (2011).

Em 80% dos casos sintomaticos, a meningoencefalite € a forma clinica mais
diagnosticada dos casos de criptococose independentemente se ha concomitantemente
acometimento pulmonar ou apenas a forma isolada. Pode apresentar-se sob a forma de lesdes
focais Unicas ou mudltiplas no sistema nervoso central, acarretando em meningite ou
meningoencefalite aguda ou subaguda. Os sinais clinicos mais frequentes séo cefaleia (76%
dos casos) e febre (65% dos casos), seguidos de nauseas, vémitos, rigidez de nuca para
comprometimento meningeo e alteracdo de consciéncia, déficit de memdria, linguagem e
cognicdo para os casos de meningoencefalite. O padrdo ouro para o diagnéstico da
neurocriptococose € a cultura fingica que geralmente é positiva em 89% dos pacientes ndo
infectados pelo HIV e de 95 a 100% dos pacientes com aids. O exame direto a partir do
liquido cefalorraquidiano — LCR corado com Tinta da China também auxilia no diagnéstico,
mostrando-se positivo em até 50% dos casos nos pacientes HIV negativos e em até 80% de

positividade nos pacientes com aids. Além desses exames, a pesquisa imunologica do
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antigeno criptococico no LCR é positiva em 90% dos casos de pacientes com aids (KON et
al., 2008).

O comprometimento pulmonar na criptococose é a segunda forma clinica mais
frequente apds o envolvimento com o sistema nervoso central e acomete cerca de 30% dos
individuos com aids. Geralmente apresenta-se como uma lesdo nodular localizada, podendo
ser assintomatica em 1/3 dos casos ou levar a faléncia respiratéria. Febre (26% dos casos) e
tosse com expectoracdo mucoide (54% dos casos), ou com hemoptise (18% dos casos) sdo
manifestacdes clinicas frequentes. Para o diagnostico da criptococose pulmonar pode ser feita
bidpsia ou retirada cirdrgica do ndédulo e exame histopatoldgico, exame direto corado pela
Tinta da China, cultura do escarro, exame imunologico com pesquisa de antigeno criptocécico
e exames radioldgicos (KON et al., 2008).

A letalidade da neurocriptococose é estimada em 10% em paises desenvolvidos
chegando até 43% em paises em desenvolvimento em um tempo médio de sobrevida de 14
dias (KON et al., 2008). Uma pesquisa desenvolvida por Park et al. (2009) teve o intuito de
realizar a primeira estimativa mundial de casos de meningite criptocécica, a forma mais grave
da doenca, associada com pacientes HIV positivo. Estimou-se que ocorrem anualmente cerca
de 957.900 casos de neurocriptococose em todo o mundo — desses, 720.000 encontram-se na

Africa Subsariana — com aproximadamente 624.700 mortes (Fig. 6).
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Figura 6. Estimativa anual de casos de meningite criptococica em individuos HIV positivos ao redor do mundo.
Baseado em Park et al., (2009).

No Brasil, acredita-se que a meningite criptocécica representa cerca de 6% das
infecgBes oportunistas em pacientes com aids (LAZERA, 2004; LUGARINE et al., 2008;
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PEREIRA; BARROS, 2012). Nas regides sul, sudeste e centro-oeste, hd uma predominéncia
de criptococose por C. neoformans, enquanto a criptococose por C. gattii possui distribuicdo
geografica mais restrita as areas de clima tropical e subtropical, notadamente nas regiGes norte
e nordeste. Vale ressaltar que, no Brasil, a criptococose por C. gattii possui uma das maiores
taxas de prevaléncia da América do Sul, levando a crer que essa espécie parece ser endémica
na regido nordeste do pais (NISHIKAWA et al., 2003). Em estudo de Prado et al. (2009), que
investigaram micoses sistémicas como causa primaria de morte em individuos com aids, a
criptococose foi atribuida como causa mortis em 50,9% dos pacientes com aids cujo 6bito foi
associado a micoses sistémicas. No entanto, dados epidemioldgicos sobre a criptococose na

regido nordeste, em especial no Estado do Cear4, ainda sdo escassos.
2.4 TRATAMENTO E RESISTENCIA AOS ANTIFUNGICOS

O tratamento de escolha para a criptococose, assim como a maioria das micoses
sistémicas, faz uso da anfotericina B, um derivado poliénico fungicida. Inicia-se com uma
fase de inducdo de curta duragdo, em média até duas semanas, com doses que variam de 0,5 —
1 mg/kg/dia. Por se tratar de uma droga altamente nefrotoxica, a anfotericina B € utilizada
como uma dose de carga, a fim de garantir uma rapida eliminacdo das leveduras do LCR, e
logo é substituida pelos derivados azolicos. Como alternativa, a anfotericina B pode ainda ser
utilizada em associacdo com a fluocitosina, apresentando sinergismo farmacoldgico com
doses entre 0,7 — 1 mg/kg/dia de anfotericina B + 100 mg/kg/dia de fluocitosina. No entanto,
a fluocitosina apresenta elevado potencial mielotdxico e hepatotdxico. Dessa maneira, inicia-
se uma fase de consolidacdo, na qual, sdo utilizados os derivados azolicos, fluconazol,
itraconazol ou voriconazol, que sdo mais toleraveis pelos pacientes. Ambos possuem acdo
fungistatica e sdo administrados nas doses entre 200 — 400 mg/kg/dia com duragdo de dois a
trés meses. Por fim, estabelece-se uma fase de manutencdo com fluconazol com doses de 200
mg/kg/dia. A manutencdo aplica-se para individuos assintométicos ou com contagem de
linfocitos CD4 > 200 células/mm? por até seis meses (GULLO et al., 2013; KON et al., 2008).

Todavia, podem ocorrer casos de faléncia terapéutica, que é caracterizada pela
deterioracdo do estado clinico do paciente com manutencdo de cultura positiva, seguido de
manutencdo de pressdo intracraniana elevada, sinais e sintomas clinicos sem melhora, apos
duas semanas do inicio do tratamento ou ainda, recaida depois da terapia inicial (KON et al.,
2008). Nesses casos, alguns autores sugerem o aumento da dose de fluconazol (800 até 2000
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mg/dia) associado ou ndo com 5-fluocitosina. Em caso de insucesso terapéutico, €
recomendado tratar novamente com anfotericina B, isolada ou em combinacdo com 5-
fluocitosina e manutencdo com 50 mg de anfotericina B trés vezes por semana. No entanto,
estudos indicam o desenvolvimento do fendmeno resisténcia fungica a esses farmacos, o que
justifica o interesse em desenvolver novas alternativas para o tratamento das micoses
sistémicas, sobretudo a criptococose (GULLO et al., 2013; KON et al., 2008).

Devido a importancia do ergosterol como um dos alvos de azélicos e poliénicos —
principais antifungicos de uso clinico —, sabe-se que alteragdes nesse alvo acarretam em
aumento na resisténcia aos antifangicos, principalmente aos azélicos (PARKER et al., 2014).

Os azolicos atuam por meio da inibigdo da enzima 14 « -demetilase, codificada pelo gene

ERG11, que tem por fungdo converter o precursor lanosterol em ergosterol, um esterol de
membrana que proporciona estruturacdo a célula fingica. Uma vez bloqueada a enzima,
ocorre 0 acumulo de esterdis toxicos dentro da célula e deplecdo do ergosterol, inibindo o
crescimento do fungo. Dessa maneira, a super-expressdo ou mutacao do gene ERG11 culmina
na alteragdo do ergosterol da membrana resultando no aumento da resisténcia aos azolicos e
poliénicos (RAMAGE et al., 2012; XIE et al., 2014).

No tocante aos mecanismos de resisténcia mediados por bombas de efluxo,
principalmente para os antifingicos azolicos, pouco se sabe no género Cryptococcus. Em C.
albicans, sabe-se que esse fendmeno ocorre basicamente por dois mecanismos principais:
pelas bombas do tipo ABC (ATP-binding cassete) que sdo codificadas pelos genes CDR1,
CDR2, CDR3 e CDR4, sendo os dois primeiros, quando super-expressos, 0s principais
responsaveis pela resisténcia a diversos azélicos e, as bombas do tipo MFS (major facilitators
superfamily), codificadas pelo gene MDR1, as quais conferem resisténcia ao fluconazol.
Bombas de efluxo sdo proteinas de membrana que atuam ativamente transportando
substancias pela membrana para fora da célula. Um aumento da expressdo dos genes CDR1,
CDR2 e MDR1 com respectivo aumento da atividade das bombas ABC e MFS acarretam na
diminuicdo da concentragdo dos azolicos no interior celular, implicando no aumento da
resisténcia a esses antifingicos (KANAFANI; PERFECT, 2008; RAMAGE et al., 2012).
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2.5 MODELOS EXPERIMENTAIS DE ESTUDO in vivo

A analise in vivo dos mecanismos celulares e moleculares envolvidos na interacao
de patégenos fungicos com o hospedeiro é geralmente realizada com modelos de infeccdo
experimental. Os principais modelos incluem rato, camundongo, coelho e porquinho da india.
Embora cada recurso citado seja considerado robusto, fornecendo informacdes valiosas acerca
da interacdo parasita-hospedeiro, ha muita divergéncia e particularidade em cada modelo
(MA; MAY, 2009).

Dados da literatura mostram que 0s camundongos sdo mais susceptiveis a
infeccdo experimental com Cryptococcus spp. quando comparados a ratos. 1sso se deve ao
fato das duas espécies apresentarem diferencas entre a funcdo dos macrofagos alveolares. Em
ratos, os macrofagos alveolares apresenta maior capacidade fagocitica, aumento da secrecdo
de lisozima e maior resisténcia a lise na infeccdo intracelular (SHAO et al., 2005). Assim, 0s
experimentos utilizando camundongos sdo mais frequentes. Dentre varias linhagens de
camundongos existentes, cinco sdo mais empregados na pesquisa com Cryptococcus spp., Sao
elas: BALB/c, C57B/6J, A/J, CBA/J e DBA/J. Variacbes consideraveis quanto a
suscetibilidade frente a Cryptococcus spp. sdo observadas entre as linhagens (MA; MAY
2009). De maneira geral, a linhagem BALB/c, a mais estudada em modelo murino,
demonstra-se mais resistente a C. neoformans e a evolucdo da doenca é diretamente
relacionada com a via de infec¢do. Quando infectados por via intranasal, a linhagem BALB/c
é mais resistente comparada a infecgdo por via intravenosa. Essa resisténcia foi associada com
uma resposta do tipo Thl, com aumento de IL-12, maior acumulo de células CD4+ e CD8+
nos pulmdes e producdo de anticorpos elevada no estagio inicial da infeccdo (ZARAGOZA et
al., 2007). Em contrapartida, as linhagens C57B/6J, A/J e CBA/J sdo as mais susceptiveis.

Devido as diferencas na susceptibilidade em murinos e as questbes éticas
subjacentes a experimentacdo com mamiferos, modelos experimentais alternativos utilizando
invertebrados tém sido propostos. Neste cenario, destacam-se o nematddeo C. elegans
(MYLONAKIS et al, 2002; TANG et al, 2005), a ameba Dictyostelium discoideum
(STEENBERGEN et al., 2003) e os insetos Drosophila melanogaster (APIDIANAKIS et al.,
2004) e Galleria mellonella (MYLONAKIS et al., 2005). Os experimentos utilizando C.
elegans merecem destaque e tém sido amplamente utilizados em éarea médica. O
silenciamento de genes especificos e de todo o genoma sé sdo possiveis por meio do uso de

interferéncia por RNA, uma técnica descoberta utilizando C. elegans como modelo. Ademais,
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0s prémios Nobel de Medicina de 2002 e 2006 e o Nobel de Quimica em 2008 foram
atribuidos a estudos realizados com esse nematodeo (PUKKILA-WORLEY et al., 2009).

Os estudos utilizando invertebrados tém se demonstrado promissores por varios
motivos. As principais vantagens do uso desses organismos em detrimento aos modelos com
mamiferos referem-se as desobrigacGes das questdes éticas que balizam os experimentos com
vertebrados, além da reducdo dos custos nas pesquisas. Além do mais, esses modelos
permitem realizar diversas condi¢cdes experimentais simultaneas acerca de novos mecanismos
relacionados a génese da doenca. Além disso, sabe-se que varios genes de viruléncia
envolvidos na infeccdo em mamiferos também desempenham papel fundamental na interacdo
com esses organismos invertebrados (MA; MAY, 2009). Ademais, a interacdo entre C.
neoformans e esses modelos sugere que os fatores de viruléncia importantes na patogénese da
criptococose evoluem por meio de interagdes com organismos mais simples, como foi
proposto por Steenbergen, Shuman e Casadevall (2001), em pesquisa envolvendo

Acanthamoeba castellanii.

2.6 Hsp90 COMO UM POTENCIAL ALVO MOLECULAR TERAPEUTICO

As proteinas Hsp sdo chaperoninas amplamente distribuidas nos seres vivos, tanto
em organismos procariotos quanto nos eucariotos (BURNIE et al., 2006). Sua principal
funcéo é auxiliar outras proteinas a alcancarem sua conformagdo tridimensional, tornando-as
ativas. Essas moléculas também sdo chamadas de proteinas de choque térmico (do inglés heat
shock proteins), pois sua descoberta foi relacionada ao aumento de sua expressdo durante o
estresse térmico em experimentos realizados em D. melanogaster (FERRUCIO, 1962). No
entanto, diversas situagcbes podem induzir o seu aumento de expressdo, como estresse
nutricional, alteracGes de pH, desidratacéo, luz ultravioleta, angiogénese, carcinogénese, entre
outros (BURNIE et al., 2006). Existem diversas classes de proteinas Hsp que sdo nomeadas
de acordo com o seu peso molecular (por exemplo, a Hsp90 possui peso molecular de
aproximadamente 90 kDa) e cada uma desempenha diferentes funcdes importantes nos
mecanismos de sinalizacdo celular (BURNIE et al., 2006; FIORI et al., 2012; LAMOTH et
al., 2012; MAYER et al., 2012; TAMAYO et al., 2012).

Ultimamente, as proteinas Hsp tém sido cada vez mais estudadas na area médica.
Diversos estudos comprovam que a Hsp90 é um alvo molecular promissor para o tratamento
de varias formas de cancer e aterosclerose (LEE et al., 2012; MADRIGAL-MATUTE et al.,
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2012; MIYATA et al.,, 2013; SCHMID; MULTHOFF, 2012; TAIPALE et al.,, 2010;
WHITESELL et al., 2012). Tais estudos se baseiam no bloqueio das proteinas Hsp90 por
meio de diferentes estratégias, tais como a utilizagdo de anticorpos monoclonais, producéo de
mutantes para o gene responsavel pela expressao de Hsp90 ou pelo emprego de farmacos que
sdo capazes de inibir a acdo ATPasica dessas proteinas, tais como a geldamicina e o radicicol,
(BURNIE et al., 2006; FIORI et al., 2012; LAMOTH et al., 2012; MATTHEWS; BURNIE,
2005;MAYER et al., 2012; TAMAYO et al., 2012).

O radicicol (Fig. 7A) também conhecido como monorden, KF9-A, KF58332 e
NSC294404, é um produto natural, de peso molecular de 364,77, formula quimica
C18H17ClOg, descoberto em 1953 e € isolado do fungo Diheterospora chlamydosporia
(COOKSON et al., 2014). Possui propriedades antifungicas, antiparasitarias, antitumorais e €
conhecidamente capaz de inibir a agdo ATPasica das Hsp90 (Fig. 7B), ligando-se ao dominio
N-terminal da proteina com afinidade nanomolar. E comercializado sob a forma de um p6
cristalino, solavel em diluentes organicos e em DMSO, com solubilidade de
aproximadamente 20 mg/mL e estabilidade de até dois anos se estocado a - 20°C (COOKSON
et al., 2014). O potencial antifingico do radicicol ja foi investigado nos patégenos fangicos C.
albicans (COWEN et al., 2006), Aspergillus spp. (CHEN; LEWIS; KONTOYIANNIS, 2011)
e P. brasiliensis (NICOLA et al., 2008). No entanto, ndo ha relatos na literatura sobre o

radicicol frente a Cryptococcus spp.

Radicicol

OH O

Figura 7. Estrutura quimica do radicicol e sitio alvo de ligagdo a Hsp90. (A) estrutura quimica do radicicol. (B)
estrutura cristalografica do sitio de ligacdo de ATP das Hsp90 — alvo do radicicol. Adaptado de Ali et al., (2006)
e Winssinger e Barluenga (2006).
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Diversos estudos comprovam a importancia das Hsp também em patégenos
fangicos. Sabe-se que ocorre um aumento da expressdo de proteinas Hsp em células de
Candida albicans submetidas a diferentes tipos de estresse. Ao longo do tempo, 0s cientistas
tém acumulado evidéncias de que a expressao dessas proteinas é necessaria a morfogénese,
transicdo micélio-levedura, conidiogénese, integridade da parede celular e sinalizacéo celular
em geral em diversos patogenos fungicos, tais como C. albicans, C. parapsilosis, C. krusei, C.
neoformans, Aspergillus fumigatus, Fusarium oxysporum, Trichophyton rubrum, Histoplasma
capsulatum, Coccidioides immitis e Paracoccidioides brasiliensis (BURNIE et al., 2006;
LAMOTH et al., 2012; TAMAYO et al., 2012).

Estudos comprovam a importancia das proteinas Hsp fungicas durante o processo
infeccioso (DAI et al., 2012; SHAPIRO; COWEN, 2012; SHAPIRO; COWEN, 2010;
SHAPIRO et al., 2009). Embora a maioria das pesquisas seja conduzida com espécies de
Candida, sabe-se que em C. neoformans as proteinas Hspl2, Hsp60, Hsp70 e Hsp90
desempenham funcdo fundamental na instalacdo e desenvolvimento da infeccdo (BURNIE et
al., 2006). Acredita-se que em C. neoformans a Hsp90 atue na regulacdo dos receptores de
ferormonio, especulando-se ainda que a Hsp90 produzida pelo C. neoformans esta envolvida
na transducdo de sinal via Rasl que controla o acasalamento, a diferenciacao das hifas durante
a fase filamentosa e a capacidade de crescer a 37°C (BURNIE et al., 2006). A via de
sinalizacdo celular Rasl é necessaria para a inducdo da transcri¢do de elementos mediada pelo
ferormonio, ativando a cascata de sinalizacdo MAP quinase e regulagdo da producdo de
AMPc, que resulta no controleda reproducdo e fendmeno de termotolerancia contribuindo
para viruléncia fangica (BURNIE et al., 2006; VERI; COWEN, 2014). J& foi comprovado que
em C. albicans, as proteinas Hsp90 potencializam uma rapida evolucdo da resisténcia aos
antifungicos, sobretudo aos azolicos, bem como a equinocandinas, em células planctdnicas e,
também participam na dispersdo e resisténcia aos antifungicos em biofilme (COWEN et al.,
2009; COWEN; LINDQUIST, 2005; ROBBINS et al., 2011; SINGH et al., 2009). Assim,
tendo em vista a importancia das Hsp, sobretudo a Hsp90, para a homeostase celular, seu
papel como alvo molecular terapéutico é fundamental para o desenvolvimento de estratégias

antifungicas.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

v Investigar o efeito do blogueio das proteinas Hsp90 do Complexo Cryptococcus
neoformans/C. gattii frente a sensibilidade a antifungicos in vitro, producao de fatores

de viruléncia in vitro e viruléncia in vivo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Investigar o efeito do bloqueio das proteinas Hsp90 do Complexo C. neoformans/C.

gattii sobre a sensibilidade a antiflngicos in vitro em células plancténicas e sésseis;

v’ Caracterizar as cepas do Complexo C. neoformans/C. gattii mantidas na colecdo de
culturas do CEMM quanto a producdo dos fatores de viruléncia capsula, melanina e

proteases;

v Analisar o efeito da inibicdo das proteinas Hsp90 do Complexo C. neoformans/C.

gattii sobre a producdo dos fatores de viruléncia supracitados; e

v Avaliar o efeito da inativacdo das proteinas Hsp90 do Complexo C. neoformans/C.
gattii frente & viruléncia in vivo em modelo de infecgdo experimental utilizando C.

elegans.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL DE ESTUDO

Esse estudo foi conduzido no Centro Especializado em Micologia Médica
(CEMM), Departamento de Patologia e Medicina Legal da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal do Ceara (UFC).

4.2 MICRO-ORGANISMOS UTILIZADOS

Nesse estudo, foram empregados isolados clinicos e ambietais de C. neoformans
(n=18) e C. gattii (n=12). Todas as cepas pertencem a Micoteca do CEMM, onde estdo
mantidas a 4°C em solucdo salina a 0,9%. As cepas foram repicadas em Agar Semente de
Niger, e armazenadas em estufa por 48 horas a 35°C para verificacdo da auséncia de
contaminacdo. A manutencdo das cepas foi realizada com repiques em tubos de ensaio
contendo Agar Batata (Himedia®), as quais eram incubadas por 48 horas a 35°C antes de cada
experimentacdo. O quadro 1 apresenta a relagdo das cepas empregadas na pesquisa, bem

como suas caracteristicas de identificacdo e origem de isolamento.
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Quadro 1: Identificacdo, espécie, sorotipo, genétipo e origem de isolamento das cepas do Complexo
Cryptococcus neoformans/C. gattii utilizadas no estudo.

Cepas Espécie fungica éoe?g,lippoé Origem de isolamento
CEMM 05-2-075 C. neoformans var. grubii A/VNI Clinica
CEMM 05-2-076 C. neoformans var. grubii A/VNI Clinica
CEMM 05-2-077 C. neoformans var. grubii AD /VNIII Clinica
CEMM 05-2-078 C. neoformans var. neoformans D/VNIV Clinica
CEMM 05-1-050 C. neoformansvar. Grubii A/Nd Clinica
CEMM 03-2-060 C. neoformans var. grubii A/Nd Ambiental - excretas de pombos
CEMM 03-2-063 C. neoformans var. grubii A/ Nd Ambiental - excretas de pombos
CEMM 03-2-064 C. neoformans var. grubii A/Nd Ambiental - excretas de pombos
CEMM 03-3-017 C. neoformans Nd / Nd Clinica
CEMM 05-1-071 C. neoformans Nd / Nd Nd
CEMM 05-1-068 C. neoformans Nd / Nd Nd
CEMM 02-2-141 C. neoformans Nd / Nd Nd
CEMM 03-2-075 C. neoformans Nd / Nd Ambiental
CEMM 03-2-085 C. neoformans Nd / Nd Nd
CEMM 03-6-028 C. neoformans Nd / Nd Clinica
CEMM 03-2-068 C. neoformans var. grubii A/ Nd Clinica— LCR
CEMM 05-1-067 C. neoformans Nd / Nd Nd
CEMM 05-1-074 C. neoformans Nd / Nd Nd
CEMM 05-2-079 C. gattii B/ VGI Clinica
CEMM 05-2-080 C. gattii B/VGII Clinica
CEMM 05-2-081 C. gattii B/VGIV Ambiental
CEMM 05-2-082 C. gattii B/ VGl Clinica
CEMM 03-2-062 C. gattii B/Nd Clinica— LCR
CEMM 03-2-069 C. gattii B/Nd Clinica — Pele
CEMM 03-2-070 C. gattii B/Nd Clinica— LCR
CEMM 03-2-073 C. gattii B/Nd Clinica— LCR
CEMM 03-2-074 C. gattii B/Nd Ambiental - excretas de pombos
CEMM 05-3-028 C. gattii Nd / Nd Nd
CEMM 05-3-029 C. gattii B/Nd Clinica
CEMM 05-3-031 C. gattii B/Nd Clinica

Nd: ndo determinado; LCR: Liquido cefalorraquidiano.
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4.3 DESENHO DO ESTUDO

No presente estudo, o bloqueio das proteinas Hsp90 foi realizado com o
farmaco radicicol. A solucédo estoque foi diluida em solucdo de DMSO a 50% em agua
destilada estéril, com concentragdo final de 250 ug/mL. Aliquotas da solucdo estoque
foram armazenadas a - 20°C até o momento do experimento. Analisou-se o efeito do
radicicol isolado e combinado a antifingicos frente a células planctonicas de C.
neofomans e C. gattii, bem como ante a biofilmes de ambas as espécies. Para tanto,
foram triadas as cepas que mostravam méaxima producao de biofilme in vitro por meio
dos testes do cristal violeta e XTT, descritos no item 4.4.2.1 (pagina 45).

A fim de investigar o efeito da inibicdo das Hsp90 sobre os fatores de
viruléncia in vitro, inicialmente foi realizada uma triagem das cepas produtoras de
capsula, melanina e proteases, conforme descrito nos itens 4.5 (pagina 47), 4.6 (pagina
48) e 4.7 (pagina 49), respectivamente. Além disso, também foi investigada a viruléncia
in vivo das cepas de Cryptococcus spp. em modelo de infeccdo experimental utilizando
C. elegans. A figura 8 ilustra as principais etapas experimentais empregadas no estudo e
a tabela 4 (Anexo A — péagina 90) contém a relacdo das cepas utilizadas nos

experimentos frente a inibicdo das Hsp90.

[ Inibigio HspS0 J

[ Sensibilidade i vitre ] [ Viruléncia i vitre ] [ Viruléncia i vive J

Células Biofilme Cipsula Melanina Proteases C. elegans
plancténicas

(n=12) (n=12) (n=4) (n=4) (n=4) (n=2)
Figura 8. Organograma das principais etapas experimentais do estudo. Os nimeros entre parénteses
representam a quantidade de cepas utilizadas em cada experimento na presenca do radicicol.
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4.4 BLOQUEIO DAS Hsp90 SOBRE A SENSIBILIDADE A ANTIFUNGICOS DO
COMPLEXO C. neoformans/C. gattii

4.4.1 Células planctbnicas

O teste de sensibilidade das cepas do Complexo C. neoformans/C.gattii em
crescimento plancténico foi realizado pela técnica de microdiluicdo em caldo, conforme
0 documento M27-A3 (CLSI, 2008). As drogas utilizadas foram anfotericina B (AMB),
fluconazol (FLU), itraconazol (ITC) e voriconazol (VOR), bem como o radicicol
(RAD). Os antifungicos (ATF) foram testados nas concentracGes preconizadas pelo
documento citado anteriormente, com intervalos que variaram de 0,125 — 64 pg/mL
para FLU e 0,0313 — 16 pg/mL para os demais antifingicos. O RAD foi testado em
concentragdes que variaram de 0,0156 — 8 ug/mL (COWEN et al.; 2009). Os isolados
foram previamente semeados em Agar Batata e incubados a 35°C por 48 horas. Foi
preparado um inéculo fangico em solugdo salina estéril (0,9 % NaCl) ajustando a
turbidez da suspensdo a escala 0,5 de McFarland. A suspensao fungica foi submetida a
diluicdo de 1:50 e posteriormente 1:20 em meio RPMI-1640 tamponado com 0,165 M
de MOPS a pH 7,0. Aliquotas de 100 pL do inéculo final foram adicionadas as placas ja
contendo 100 uL de RPMI-1640 suplementado das drogas, distribuidas em diluicdes
seriadas. As placas foram incubadas a 35°C por 48 horas. As leituras dos pontos de
corte das drogas foram determinadas de acordo com documento M27-A3. Para 0 RAD,
0 ponto de corte foi definido como a menor concentra¢do capaz de inibir 100% do
crescimento visivel (COWEN et al., 2009).

Para a andlise da interacdo entre os ATF e o RAD, foi adotada a
metodologia de Checkerboard (tabuleiro de xadrez), com adaptacdes (JOHNSON et al.,
2004; ODDS, 2003). Para cada cepa testada, foram combinadas as CIM
correspondentes de todos os ATF e o RAD. Para a interpretacdo do teste, a concentracdo
inibitéria minima de cada combinacdo (CIMsin) foi definida como as menores
concentragdes de cada droga em combinagdo capazes de causar uma redugdo
proeminente do crescimento fingico (>50%) para os azolicos e 100% para AMB
(NOONEY; MATTHEWS; BURNIE, 2005). A partir de entdo, a interacdo entre 0s
compostos foi analisada por meio do céalculo do indice da Concentragio Inibitoria

Fracionéaria (FICI), definido pela soma das Concentragdes Inibitdrias Fracionadas (FIC)
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para cada ATF, o qual corresponde a relacdo entre a CIM de cada ATF combinado com
0 RAD pela CIM do mesmo ATF testado isoladamente, como mostrado na formula a

sequir:

. |:CIM RAD em combina-:;io:| CIM ATF em combinacio
= +
CIM RAD isolado CIM ATF isolado

Foram considerados os seguintes parametros: FICI < 0,5: Sinergismo, FICI
> 4,0: Antagonismo e 0,5 < FICI > 4,0: Sem interacdo (ODDS, 2003).

4.4.2 Células associadas em biofilme

Inicialmente, foi realizada uma triagem por meio de ensaio de viabilidade e
de coloracdo de biomassa a fim de detectar as melhores cepas produtoras de biofilme
para serem empregadas nos testes com o0 RAD e os ATF, como descrito no item 4.4.2.1.
O efeito do blogqueio das proteinas Hsp90 foi avaliado sobre a capacidade de formacao

de biofilme e sobre o biofilme formado pelas cepas de Cryptococcus spp.
4.4.2.1 Bloqueio das Hsp90 frente a formacéo do biofilme

Para a avaliacdo frente a formacdo do biofilme adotou-se a metodologia
estabelecida por Martinez e Casadevall (2006), com adaptagdes. Inicialmente, foi
realizada uma triagem para deteccdo das melhores cepas a serem utilizadas no teste com
0 RAD e os ATF. Para tanto, as estirpes fungicas foram cultivadas em Agar Batata por
48 horas a 35°C. Decorrido esse tempo, as células foram suspendidas em meio RPMI-
1640 tamponado com MOPS, previamente ajustado o pH para 7,0, até atingir a turbidez
correspondente a escala 4 de McFarland. Aliquotas de 200 uL dos inoculos foram
incubadas nos pocos das microplacas de 96 pogos de fundo chato e incubadas por 48
horas a 35°C. Em seguida, foram feitas analises de viabilidade e producdo de biomassa
dos biofilmes.

A viabilidade dos biofilmes formados foi avaliada pela técnica colorimétrica
de reducdo do XTT (2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-[(fenilamino)carbonil]-

2H- hidroxido de tetrazolio), segundo Martinez e Casadevall (2006), com modificagdes.
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O XTT (Sigma®) foi previamente preparado em uma solugéo com concentracdo final de
1 mg/mL. A solucdo foi esterilizada por filtracdo e estocada a - 20°C até 0 momento do
uso. Adicionalmente, foi preparada uma solucdo de Menadiona (Sigma®) a 1 mM em
acetona imediatamente antes de cada ensaio. Depois de 48 horas de incubacdo a 35°C
sob agitacdo de 80 rpm, as placas contendo os biofilmes foram lavadas por duas vezes
com PBS contendo Tween 20 (0,05% v/v) para a remocdo de residuos de células ndo
aderidas. Em seguida, os pocos das placas contendo os biofilmes foram preenchidos
com uma solugdo contendo 50 uL de PBS estéril, 75 pL da solucdo de XTT e 6 pL da
solucdo de Menadiona. Todo o processo foi realizado ao abrigo da luz direta. As placas
foram incubadas a 35°C por 5 horas, também ao abrigo da luz. Apés o periodo de
incubacdo, a solucdo foi transferida para novas placas de microdiluicdo estéreis e
realizada leitura em espectrofotdmetro a 492 nm.

Para quantificacdo da biomassa dos biofilmes produzidos, utilizou-se a
técnica colorimétrica com o Cristal Violeta (CV) segundo Peeters, Nelis e Coenye
(2008), com adaptacdes. Decorrido o periodo de incubagdo, as placas foram lavadas
como mencionado anteriormente e os biofilmes foram desidratados com metanol puro e
as placas mantidas em temperatura ambiente. Os pocos das placas foram preenchidos
com 0,03% de CV por 20 minutos. Em seguida, as placas foram lavadas com agua
destilada e os biofilmes descoloridos pela adicdo de 200 uL de &cido acético a 33%. A
absorbancia foi mensurada em espectrofotdmetro a 590 nm. Essa andlise foi realizada
apenas para a triagem das cepas a serem testadas frente ao RAD e os ATF.

As cepas selecionadas foram analizadas frente a formacéo dos biofilmes em
presenca do RAD e dos ATF. Para tanto, aliquotas de 100 pL de RPMI contendo os
ATF e 0 RAD em concentragfes duplicadas foi adicionado junto a 100 uL dos indculos,
como descrito anteriormente. Os ATF foram avaliados isoladamente nos valores de
CIM ATF, 10 X CIM ATF e 50 X CIM ATF e combinados com 0 RAD nos valores de
CIM RAD + CIM ATF e CIM RAD + 10 X CIM ATF, bem como o RAD isolado no
valor de CIM. As placas foram incubadas por 48 horas a 35°C sob agitacdo de 80 rpm.
A capacidade de inibicdo da formacdo dos biofilmes frente ao RAD e os ATF foi
analisada apenas pelo ensaio do XTT e o resultado expresso em porcentagem de

viabilidade em relagéo aos controles sem nenhum tratamento.
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4.4.2.2 Blogueio das Hsp90 frente ao biofilme formado

A avaliagéo da atividade dos ATF combinados ou ndo com RAD sobre o
biofilme formado também foi avaliada frente as mesmas cepas utilizadas no
experimento ante a formacdo dos biofilmes, segundo Martinez e Casadevall (2006),
com modificacdes. Os biofilmes foram formados a partir de indculos previamente
descritos no item 4.4.2.1. A partir dos inoculos feitos em RPMI-1640, 100 pL desses
foram incubados nos pocos de microplacas de 96 cavidades de fundo chato. Foram
adicionados aos inoculos, 100 pL de meio RPMI-1640 puro e, as placas foram
incubadas por 48 horas a 35°C sob agitacdo de 80 rpm. Depois da incubacdo, 0s
sobrenadantes foram descartados, as placas foram lavadas por duas vezes com PBS
contendo Tween 20 (0,05% v/v) para a remocdo de residuos de células ndo aderidas, e
os pogos foram novamente preenchidos com 200 pL de RPMI-1640 contendo os ATF
e/ou RAD nas mesmas concentracfes citadas no item 4.4.2.1. Depois de 48 horas de
cultivo a 35°C sob agitagdo de 80 rpm, as placas foram lavadas e analisadas pela técnica
de reducédo do XTT, conforme previamente descrito no item 4.4.2.1.

4.5 BLOQUEIO DAS Hsp90 FRENTE A PRODUGCAO DE CAPSULA

A avaliacdo da producdo de capsula de Cryptococcus foi realizada segundo
Frases et al. (2008) e Zaragoza e Casadevall (2004), com adaptacGes. Inicialmente, foi
realizada uma triagem para deteccdo das melhores cepas a serem utilizadas no teste
frente & inibicdo das Hsp90. Para tanto, as cepas foram repicadas em Agar Batata por 48
horas a 35°C. Em seguida, as células foram ressuspendidas em solucdo salina (0,9%
NaCl) até a escala 4 de McFarland. Aliquotas de 100 pL do inoculo foram transferidas
para tubo de ensaio contendo 1 mL de meio indutor de capsula (glicose 15 mM, MgSQO,
10 mM, KH,PO4 29,4 mM, glicina 13 mM, tiamina-HCI 3 uM, pH 5.,5) e os cultivos
foram incubados por 48 horas a 35°C. Decorrido esse periodo, foram montadas Iaminas
com Tinta da China e observadas no microscépio 6tico Olympus® BX53 em aumento de
400 X.

Para a triagem, as cepas foram consideradas como nao produtoras (-) se ndo
fosse envidenciada presenca de capsula em 10 células por campo de 10 campos

aleatdrios; fraca produtora (+) se > 1 e < 3 cepas apresentassem capsula em 10 células
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por campo de 10 campos aleatorios; moderada produtora (+ +) se > 3 e < 6 cepas
apresentassem capsula em 10 células por campo de 10 campos aleatérios; e forte
produtora (+ + +) se > 6 a 10 cepas apresentassem capsula em 10 células por campo de
10 campos aleatdrios.

Para andlise do bloqueio das Hsp90 frente a producdo de capsula foram
escolhidas as cepas consideradas como fortes produtoras. Para tanto, as cepas foram
estimuladas a producgdo de cépsula, como descrito anteriormente. Foram acrescidos 100
pL de RAD no valor de CIM isolado e em combinacdo com FLU, também no valor de
CIM, junto ao meio indutor para cada cepa testada. O controle do experimento foi
realizado sem a presenca das drogas. Em seguida, ldminas foram preparadas com Tinta
da China e observadas em microscopia 6tica, com descrito previamente.

Com o auxilio do software Cellsens® 2011, foram mensurados os diametros
das cépsulas de 50 células num total de 10 campos para cada amostra. O volume das

capsulas produzidas foi calculado pela formula a seguir:

Volume da capsula = [(4n/3)(D1/2)3]- [(47/3)(D2/2)?]
| ' J A , |
A B

Sendo “A” considerado o didmetro total da célula com a capsula; “B”, o
diametro do blastoconidio; “D;”, o diametro total da célula com a cépsula e “D,”, o

didmetro do blastoconidio (ZARAGOZA; CASADEVALL, 2004).

4.6 BLOQUEIO DAS Hsp90 FRENTE A PRODUCAO DE MELANINA

Inicialmente foi realizada uma triagem para deteccdo das cepas produtoras
de melanina a serem empregadas na analise do bloqueio das Hsp90, segundo Nardelli et
al., (2005). As cepas foram repicadas em Agar Batata por 48 horas a 35°C e em sequida,
foi feito repique em meio Agar Semente de Niger e as placas incubadas por 48 horas a
30°C. As cepas foram classificadas como produtoras de melanina se fosse evidenciada
pigmentacdo de colora¢do castanho-marrom apos o periodo de incubacdo, ou ndo
produtoras, se obevesse auséncia de pigmentagdo. Controle de qualidade do meio

utilizado foi realizado com cepa de C. albicans.
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Para andlise do bloqueio das Hsp90 frente a capacidade de producdo de
melanina foi adotada a metodologia proposta por Pukkila-Worley et al. (2005), descrita
em estudo de Ngamskulrungroj e Meyer (2009), com modificagdes. Foram incluidas no
teste, cepas consideradas produtoras de melanina no experimento de triagem.
Inicialmente, as cepas foram repicadas em Agar Batata por 48 horas a 35°C. Em
seguida, as células foram inoculadas em meio YEPD (glicose a 2%, peptona a 2% e de
extrato de levedura a 1%) e reincubadas a 35°C por 24 h. Apds a incubacéo, as células
foram ressuspendidas em solucdo salina (0,9% NaCl) até a escala 4 de McFarland.
Desse in6culo, 100 pL. foram semeados em 1700 pL. de meio de indugdo de melanina
(1% de glicose YNB — Yeast Nitrogen Base — sem aminoacidos e sem sulfato de
amonio) contento a CIM do RAD. Para inducdo da producdo de melanina foi utilizado
200 pL de L-DOPA a 10 mM. Os tubos foram incubados por 48 horas a 30°C.
Decorrido o tempo de incubacédo, os cultivos foram centrifugados a 3500 rpm por 5
minutos, e 0s sobrenadantes foram lidos em espectrofotdmetro a 475 nm. Os controles
do experimento foram constituidos pela auséncia da L-DOPA (controle negativo) e
presenca de L-DOPA (controle positivo).

4.7 BLOQUEIO DAS Hsp90 FRENTE A PRODUCAO DE PROTEASES

A deteccdo da producdo de enzimas proteoliticas foi realizada conforme
Charney e Tomarelli (1947), com modifica¢cdes. Inicialmente, foi realizada uma triagem
de deteccdo da producdo de proteases a fim de determinar quais as cepas a serem
utilizadas no experimento do bloqueio das Hsp90. Para tanto, as cepas foram repicadas
em Agar Batata por 48 horas a 35°C. Em seguida, as células foram ressuspendidas em
solucdo salina (0,9% NaCl) até a escala 0,5 de McFarland. Desse in6culo, 2 mL foram
semeados em 20 mL de meio RPMI-1640 tamponado com MOPS (acido
morfolinopropanosulfénico a 0,165 M). Os tubos foram incubados durante cinco dias a
35°C sob agitacao de 80 rpm. Passado esse periodo, aliquotas de 100 uL foram retiradas
para semeio em placas contendo Agar Batata para posterior contagem de Unidades
Formadoras de Coldnia (UFC) depois da incubacdo a 35°C durante 48 horas. Em
sequida 1,5 mL dos cultivos foram centrifugados a 10.000 rpm durante 10 minutos.
Aliquota de 1 mL de cada sobrenadante foi coletado e adicionado a 1 mL de uma

solucéo de azoalbumina (0,3% diluida em uma solugdo de bicarbonato de sédio a 1%,
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pH 8,3) e, em seguida, o volume final de 2 mL foi incubado em banho-maria a 37°C por
3 horas. Decorrido esse tempo, a reacdo enzimatica foi parada com a adi¢cdo de 8 mL de
acido tricloroacético a 5%. Aliquotas de 2 mL foram centrifugadas a 10000 rpm por 10
minutos e 1 mL do sobrenadante foi retirado e adicionado a 1 mL de uma solucéo de
NaOH a 0,5 M. Apoés agitacdo em vortex por 30 segundos, a solucdo foi lida em
espectrofotbmetro a 440 nm. Para a andalise do bloqueio das proteinas Hsp90 frente a
producdo de proteases, foram selecionadas as cepas cuja atividade proteolitica
apresentasse os maiores valores de Densidade Otica (DO).

Para averiguar o efeito do blogueio das Hsp90 ante a atividade proteolitica o
RAD foi acrescido ao meio no valor de CIM isolado e em combinacdo com a CIM do
FLU ou VOR para cada cepa testada. O branco da leitura do experimento foi realizado
sem a inoculacdo dos micro-organismos e 0 controle negativo do teste foi feito na

presenca dos micro-organismos e auséncia das drogas.

4.8 BLOQUEIO DAS Hsp90 FRENTE A VIRULENCIA EM Caenorhabditis elegans

A avaliacdo in vivo sobre o efeito do blogueio das proteinas Hsp90 foi
investigada por meio de infeccdo experimental utilizando o nematddeo C. elegans,
segundo os protocolos propostos por Breger et al. (2007) e Okoli et al. (2009), com
adaptacGes. Nematodeos em estadio L4 foram previamente cultivados em meio NGM
(Nematode Growth Medium) com Escherichia coli OP50. As cepas fungicas de C.
neoformans e C. gattii foram previamente cultivadas em meio Agar BHI (Brain Heart
Infusion — Himedia®) suplementado de 100 pg/mL de ciprofloxacina durante 48 horas a
35°C. Assim como cepa de E. coli OP50, também foi previamente crescida por 24 horas
a 30°C em meio BHI sem antibidtico para servir de controle do experimento. Em
seguida, os vermes foram transferidos, por lavagem com tampdo M9, para as placas
contendo os micro-organismos. Em seguida, as placas foram mantidas em temperatura
de 25°C por 2 horas para que 0s nematodeos se alimentassem dos micro-organismos.
Decorrido esse periodo, os nematddeos foram submetidos a trés lavagens consecutivas
em caldo BHI para retirada dos micro-organismos aderidos a cuticula. Passado esse
processo, aproximadamente 50 vermes/pogco foram transferidos para placas de
microtitulacdo de seis pogos contendo 1,5 mL de meio liquido composto por 79% de
tampéo M9, 20% de BHI, 10 pg/mL de colesterol diluido em etanol, 50 pg/mL de
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ciprofloxacina. O RAD no valor de CIM isolado e em combina¢do com FLU, também
no valor de CIM, foi adicionado aos pocos. As placas foram incubadas por cinco dias a
25°C, sendo feita andlise da viabilidade dos nemat6deos nos tempos 0, 24, 48, 72 e 96
horas. Foram considerados mortos os animais que apresentavam estruturas fungicas
exteriorizando-se do pseudoceloma do nematddeo e/ou que ndo respondessem a
estimulos mecanicos. Cada verme considerado morto era retirado do po¢o da placa ao
longo do experimento, sendo estabelecida uma curva de sobrevivéncia ao final do teste
(BREGER et al., 2007).

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram avaliados por ANOVA e as médias foram comparadas
pelo pds-teste de Tukey. Para a curva de sobrevivéncia foi adotado o teste Kaplan-
Meier, e os testes log-rank e Wilcoxon utilizados para deteccdo de diferenca entre os
grupos. O valor de p<0,05 foi considerado significante para todas as avaliacGes. As
analises estatisticas foram realizadas por meio do software GraphPad Prism® 5.0
(GraphPadSoftware, San Diego, CA, USA).
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5 RESULTADOS

51 EFEITO DO BLOQUEIO DAS HSP90 SOBRE A SENSIBILIDADE A
ANTIFUNGICOS DO COMPLEXO C. neoformans/C. gattii

5.1.1 Células planctdnicas

A sensibilidade das células plancténicas do Complexo Cryptococcus
neoformans/C. gattii frente a0 RAD, a AMB e aos derivados azdlicos esta descrita na
tabela 1, e a ocorréncia de sinergismo entre as drogas esta mostrada na tabela 2.

Observou-se que o RAD inibiu o crescimento das cepas do Complexo
Cryptococcus neoformans/C. gattii, com valores de CIM que variaram de 0,5 a 2
pg/mL. Para AMB, um isolado apresentou resisténcia, com CIM de 2 pug/mL. Para ITC
e VOR, néo observou-se resisténcia em nenhum dos isolados. Entretanto, cinco de doze
(5/12) isolados foram resistentes ao FLU, sendo quatro cepas (4/12) sensiveis-dose-
dependentes, de acordo com a norma técnica M27-A3 (CLSI, 2008).

Tabela 1. Concentragfes inibitérias minimas (pg/mL) de radicicol, anfotericina B, itraconazol,
voriconazol e fluconazol isolados, frente a células planctdnicas do Complexo Cryptococcus
neoformans/C. gattii.

Drogas isoladas

Cepas Espécie

RAD AMB ITC VOR FLU
CEMM 05-1-071 C. neoformans 2 1 0,062 0,25 4
CEMM 05-2-076 C. neoformans 1,375 0,015 0,007 0,125 16
CEMM 03-2-063 C. neoformans 1 0,125 0,5 0,25 32
CEMM 05-2-077 C. neoformans 1,375 0,125 0,5 0,25 8
CEMM 05-1-050 C. neoformans 1,375 0,5 1 0,25 128
CEMM 03-2-060 C. neoformans 1,375 0,25 1 0,25 16
CEMM 05-2-079 C. gattii 0,5 0,062 0,007 0,25 64
CEMM 03-2-070 C. gattii 1,375 0,5 0,125 0,5 32
CEMM 03-2-074 C. gattii 1,375 1 1 0,5 64
CEMM 05-2-082 C. gattii 1,375 1 1 0,5 64
CEMM 03-2-069 C. gattii 2 1 0,25 0,5 8
CEMM 03-2-073 C. gattii 1,375 2 0,5 0,25 128

RAD: radicicol; AMB: anfotericina B; ITC: itraconazol; VOR: voriconazol; FLU: fluconazol.

Quanto ao teste de interagcdo farmacologica, observou-se sinergismo em
quatro cepas (4/12) para a combinagdo do RAD com a AMB, com diminuigédo de quatro

vezes os valores de CIM para ambas as drogas.
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Para ITC, a combinacdo com o RAD foi sinérgica em nove das doze (9/12)
cepas testadas, sendo capaz de diminuir de oito até 64 vezes as CIM de ambas as
drogas.

Ja para FLU e VOR, foi observado sinergismo em onze das doze (11/12)
cepas testadas, combinados com o RAD. Para FLU, também houve uma diminuicdo de
oito até 64 vezes das CIM tanto do antifungico quanto do RAD, modificando o perfil de
sensibilidade de cepas resistentes ao FLU para sensiveis a esse antifingico. Para VOR,

foram observadas diminuic¢des de oito a 32 vezes dos valores de CIM.
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Tabela 2. Concentrages inibitdrias minimas (ug/mL) do radicicol e antifingicos em combinagdo, frente as células planctonicas do Complexo Cryptococcus neoformans/C.
gattii.

Combinados Combinados Combinados Combinados
Cepas Espécie ——— FICI Resultado ——————————— FICI Resultado ——  FIClI  Resultado ———— FICI  Resultado
RAD AMB RAD ITC RAD VOR RAD FLU
CEMM 05-1-071 C.neoformans >0,5 >0,25 >0,5 Sem interagdo >0,5 >0,015 >05 Seminteragdio >05 >0,062 >0,5 Seminteragio >0,5 >1 >0,5 Sem interagdo
CEMM 05-2-076 C. neoformans >0,343 >0,003 >0,5 Seminteracdo >0,343 >0,001 >05 Seminteragdo 0,171 0,015 0,249  Sinergismo 0,021 0,25 0,031  Sinergismo
CEMM 03-2-063 C.neoformans >0,25 >0, >0,5 Seminteracdo 0,125 0,062 0,25 Sinergismo 0,125 0,031 0,249  Sinergismo 0,031 1 0,062  Sinergismo
CEMM 05-2-077 C. neoformans >0,343 >0,031 >05 Seminteragdo 0,085 0,003 0,068  Sinergismo 0,085 0,015 0,124  Sinergismo 0,042 0,25 0,062  Sinergismo
CEMM 05-1-050 C.neoformans >0,343 >0,125 >0,5 Seminteragdo 0,171 0,125 0,25 Sinergismo 0,171 0,031 025 Sinergismo 0,085 8 0,124  Sinergismo
CEMM 03-2-060 C. neoformans 0,343 0,062 0,499 Sinergismo 0,343 0,25 0,499  Sinergismo 0,171 0,031 0,25 Sinergismo 0,085 1 0,124  Sinergismo
CEMM 05-2-079 C. gattii >0,125 >0,25 >0,5 Seminteracdo >0,125 >0,001 >0,5 Seminteracdo 0,031 0,015 0,124  Sinergismo 0,007 1 0,031  Sinergismo
CEMM 03-2-070 C. gattii >0,343 >0,5 >0,5 Seminteracdo 0,343 0,031 0,499  Sinergismo 0,171 0,062 025 Sinergismo 0,171 4 0,25 Sinergismo
CEMM 03-2-074 C. gattii >0,343 >0,25 >0,5 Seminteracdo 0,042 0,062 0,092  Sinergismo 0,042 0,015 0,062 Sinergismo 0,021 1 0,031  Sinergismo
CEMM 05-2-082 C. gattii 0,343 0,25 0,499 Sinergismo 0,085 0,062 0,124  Sinergismo 0,171 0,062 0,249  Sinergismo 0,042 2 0,062  Sinergismo
CEMM 03-2-069 C. gattii 0,5 0,25 0,499 Sinergismo 0,031 0,003 0,031  Sinergismo 0,125 0,031 0,124  Sinergismo 0,25 1 0,25 Sinergismo

CEMM 03-2-073 C. gattii 0,343 0,5 0,499 Sinergismo 0,171 0,062 0,25 Sinergismo 0,171 0,031 0,25 Sinergismo 0,085 8 0,124  Sinergismo

RAD: radicicol: AMB: anfotericina B; ITC: itraconazol; VOR: voriconazol; FLU: fluconazol: FICI: Indice da Concentragdo Inibitoria Fracionaria (< 0,5: Sinergismo; > 4,0:
Antagonismo e 0,5 < FICI > 4,0: Sem interacgdo).
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5.1.2 Células associadas em biofilme

5.1.2.1 Efeito do blogueio das Hsp90 frente a formacéo do biofilme

O efeito do bloqueio das Hsp90 sobre a capacidade de formacéo de biofilme pelo
Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii, bem como a sensibilidade a diferentes
concentracdes de AMB, ITR, VOR e FLU e, a interacdo entre antifungicos e 0 RAD estédo
mostrados nas figuras 9, 10, 11 e 12, respectivamente. De um modo geral, a combinacao entre
0 RAD e todos os antifingicos testados foi mais efetiva na inibicdo da formacao de biofilme
de C. gattii (média total: 57%) quando comparado a C. neoformans (média total: 73%). Para a
espécie C. neoformans, a melhor combinacdo foi entre a CIM do RAD e 10 X CIM do FLU.
Ja para espécie C. gattii, as melhores combinacdes foram entre CIM RAD + 10 X CIM do
VOR e 10 X CIM FLU.

O bloqueio das Hps90 ndo inibiu a formacdo de biofilme pelo Complexo
Cryptococcus neoformans/C. gattii (Fig. 9). Observou-se que a AMB isolada, nos valores de
10 X CIM e 50 X CIM, reduziu a formacéo de biofilme para 51% e 23% para C. neoformans
e para C. gattii 45% e 15%, respectivamente, quando comparada ao controle sem tratamento.
N&do observou-se diferenca significativa entre essas duas concentracbes de AMB isolada
(p>0,05). A combina¢do formada por CIM RAD e 10 X CIM AMB reduziu a formacéo de
biofilme da espécie C. gattii para 18% (p<0,05) comparada ao controle sem tratamento,
entretanto, ndo apresentou diferenca significativa com a mesma concentracdo de AMB isolada
(p>0,05).
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Figura 9. Efeito do blogueio das Hsp90 pelo radicicol isolado e em combinacdo com anfotericina B sob a
formacdo de biofilme pelo Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii. Barras azul claro — C. neoformans
(n=6). Barras azul escuro — C. gattii (n=6). Os asteriscos representam diferenca significativa em relacdo ao
controle sem tratamento (p<0,05).
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A combinagdo formada por CIM RAD e CIM e 10 X CIM ITC reduziu
significativamente a formacdo de biofilme da espécie C. gattii para 47% e 42%,
respectivamente, quando comparada ao controle sem tratamento (p<0,05) (Fig.10). Néo
observou-se diminuicdo significativa da formacdo de biofilme pelo ITC isolado (p>0,05).
Assim, a CIM do RAD potencializou o efeito inibitério do ITC, em ambas as concentragdes

combinadas com o0 RAD, sobre a formacao de biofilme de C. gattii (p<0,05).
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Figura 10. Efeito do bloqueio das Hsp90 pelo radicicol e em combinac¢do com itraconazol sob a formacao de
biofilme pelo Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii. Barras verde claro — C. neoformans (n=6). Barras
verde escuro — C. gattii (n=6). Os asteriscos representam diferenca significativa em relacdo ao controle sem
tratamento (p<0,05).

A figura 11 mostra que o VOR testado isoladamente nos valores de 50 X CIM
diminuiu para 62% a formacdo de biofilme em ambas as espécies, quando comparada ao
controle sem antifangico (p<0,05). No valor de 10 X CIM isolada, o VOR reduziu a formacéo
de biofilme de C. neoformans para 58% (p<0,05), mas ndo reduziu a formacao de biofilme de
C. gattii (p>0,05). A combinagdo formada por CIM RAD e 10 X CIM VOR reduziu a
formagéo de biofilme de C. gattii para 61%, quando comparada ao controle sem tratamento
(p<0,05) mostrando que a inibi¢do das Hsp90 potencializou o efeito do VOR sobre a inibic¢do

da formacdao dos biofilmes produzidos por C. gattii.
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Figura 11. Efeito do bloqueio das Hsp90 pelo radicicol e em combina¢do com voriconazol sob a formacao de
biofilme pelo Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii. Barras marrom claro — C. neoformans (n=6). Barras
marrom escuro — C. gattii (n=6). Os asteriscos representam diferenca significativa em relacdo ao controle sem
tratamento (p<0,05).

A combinagdo formada por CIM RAD e CIM e 10 X CIM FLU reduziu
significativamente a formacdo de biofilme da espécie C. gattii para 46% e 50%,
respectivamente, quando comparados ao controle sem tratamento (p<0,05) (Fig. 12). Como
observado para ITC, o RAD também potencializou o efeito inibitério do FLU sobre a
formacédo de biofilme de C. gattii (p<0,05). Ainda, observou-se também que o tratamento com
10 X CIM e 50 X CIM do FLU isolado apresentou significancia estatistica frente a inibicdo da
formagéo de biofilmes de C. neoformans, quando comparados ao controle, sem tratamento
(p<0,05).

1251
=2
= 1007
z - % - T
s 75 T T T T =«
3 T I *
= T T
5, 50 T
5
S 25
l]- T T T T T T T T T T T T
Controle - - " — -
CIM FL I0XCIMFLT SDpXCIMFLU CIMEBEAD CIMEAD CIMEAD
+ +
CIMFLU 10X CIMFLT

Figura 12. Efeito do bloqueio das Hsp90 pelo radicicol e em combinagdo com fluconazol sob a formacdo de
biofilme pelo Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii. Barras laranja claro — C. neoformans (n=6). Barras
laranja escuro — C. gattii (n=6). Os asteriscos representam diferenga significativa em relacdo ao controle sem
tratamento (p<0,05).
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5.1.2.2 Efeito do bloqueio das Hsp90 frente ao biofilme formado

O efeito do bloqueio das Hsp90 sobre a reducdo da viabilidade dos biofilmes
produzidos pelo Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii, bem como a sensibilidade dos
biofilmes formados a diferentes concentraces de AMB, ITC, VOR e FLU e a interagéo entre
os antifungicos e 0 RAD estdo mostrados nas figuras 13,14, 15 e 16, respectivamente.

O bloqueio das Hps90 ndo diminuiu a viabilidade dos biofilmes formados por
cepas do Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii (p<0,05) (Fig.13). Observou-se que a
AMB isolada nos valores de 10 X CIM e 50 X CIM diminuiu a viabilidade dos biofilmes
formados por C. gattii para 54% e 13%, respectivamente, quando comparados ao controle
sem tratamento (p<0,05). A combinacdo da CIM do RAD com a CIM e com 10 X CIM de
AMB reduziu significativamente a viabilidade dos biofilmes formados por C. gattii, em
comparacdo com o controle sem tratamento (p<0,05). Isoladamente, a CIM AMB né&o
diminuiu a viabilidade dos biofilmes de C. gattii (p>0,05). Entretanto, constatou-se que a
CIM do RAD potencializou o efeito da CIM da AMB diminuindo em 34% a viabilidade dos

biofilmes formados por C. gattii, em relagdo ao controle sem tratamento (p>0,05).
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Figura 13. Efeito do bloqueio das Hsp90 pelo radicicol e em combinagdo com anfotericina B sobre a viabilidade
dos biofilmes formados pelo Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii. Barras azul claro — C. neoformans
(n=6). Barras azul escuro — C. gattii (n=6). Os asteriscos representam diferenca significativa em relacdo ao
controle sem tratamento (p<0,05).

Nenhuma das concentracbes de ITC testadas isoladamente diminuiram
significativamente a viabilidade dos biofilmes formados pelo Complexo Cryptococcus
neoformans/C. gattii, quando comparado ao controle sem tratamento (p<0,05). Entretanto, a
combinacdo da CIM do RAD com a CIM e 10 X CIM do ITC reduziu a viabilidade dos
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biofilmes formados por C. gattii para 53% e 51%, respectivamente, quando comparada ao
controle sem tratamento (p<0,05) (Fig.14) mostrando que a inibicdo das Hsp90 potencializa o

efeito inibitdrio do ITC em biofilmes formados dessa espécie.
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Figura 14. Efeito do bloqueio das Hsp90 pelo radicicol e em combinagdo com itraconazol sobre a viabilidade
dos biofilmes formados pelo Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii. Barras verde claro — C. neoformans
(n=6). Barras verde escuro — C. gattii (n=6). Os asteriscos representam diferenca significativa em relacdo ao
controle sem tratamento (p<0,05).

A combinacdo da CIM do RAD com a CIM e com 10 X CIM de VOR reduziu
significativamente a viabilidade dos biofilmes formados por C. gattii para 61% e 57%,
respectivamente, quando comparados ao controle sem tratamento (p<0,05) (Fig.15).
Constatou-se que a CIM do RAD potencializou o efeito inibitério do VOR nas concentracdes
supracitadas (p<0,05), uma vez que os biofilmes tratados com o VOR isoladamente néo
apresentaram diferenca significativa em relacdo ao controle nas concentracGes testadas
(p>0,05).
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Figura 15. Efeito do blogueio das Hsp90 pelo radicicol e em combina¢do com voriconazol sobre a viabilidade
dos biofilmes formados pelo Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii. Barras marrom claro — C.
neoformans (n=6). Barras marrom escuro — C. gattii (n=6). Os asteriscos representam diferenga significativa em
relacdo ao controle sem tratamento (p<0,05).
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A combinacdo da CIM do RAD com 10 X CIM de FLU reduziu
significativamente a viabilidade dos biofilmes formados pelo Complexo Cryptococcus
neoformans/C. gattii para 54% e 40%, respectivamente, quando comparada ao controle sem
tratamento (p<0,05) (Fig.16). Constatou-se que a CIM do RAD potencializou o efeito do FLU
no valor de 10 X CIM (p<0,05), uma vez que, quando testado isoladamente, o FLU néo
diminuiu significativamente a viabilidade dos biofilmes formados em comparacéo ao controle

(p>0,05).
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Figura 16. Efeito do bloqueio das Hsp90 pelo radicicol e em combinacdo com fluconazol sobre a viabilidade
dos biofilmes formados pelo Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii. Barras laranja claro — C. neoformans
(n=6). Barras laranja escuro — C. gattii (n=6). Os asteriscos representam diferenca significativa em relagdo ao
controle sem tratamento (p<0,05).

5.2 PRODUCAO DE FATORES DE VIRULENCIA

Os resultados da deteccdo dos fatores de viruléncia — biofilme, capsula, melanina,
proteases — produzidos por cepas do Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii estdo
descritos na tabela 3.

A analise da producdo de biofilme pelas cepas do Complexo Cryptococcus
neoformans/C. gattii revelou que todas as cepas testadas produziram biofilmes. Na avaliacdo
da viabilidade dos biofilmes utilizando ensaio com XTT, observou-se valores de densidade
oOtica (492 nm) que variaram de 0,053 a 1,737. Ja para a quantificacdo de biomassa utilizando
ensaio colorimétrico com CV, observou-se valores de densidade otica (590 nm) que variaram
de 0,253 a 0,969.
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Quanto a producdo de cépsula, as cepas foram classificadas como: N&o produtora
— duas de 30 cepas (2/30); Fraca produtora — 13 de 30 cepas (13/30); Moderada produtora —
seis de 30 cepas (6/30); Forte produtora — nove de 30 cepas (9/30).

Referente a producdo de proteases, as absorbancias variaram de 0,000 a 0,044.
Apenas uma entre 30 cepas (1/30) foi considerada ndo produtora de proteases, pois ndo foi
possivel detectar componentes capazes de absorver a luz em comprimento de onda de 440nm.

No tocante a producdo de melanina, todas as cepas experimentadas produziram

melanina em meio de cultura Agar Niger apos 48 horas de incubag&o a 30°C.



Tabela 3. Producéo de fatores de viruléncia por cepas do Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattiit.

Biofilmes*
Cepas Espécie fangica Viabilidade Biomassa Capsula Proteases*
XTT CV

CEMM 05-2-075 C. neoformans var. grubii Nt Nt - 0,012
CEMM 05-2-076 C. neoformans var. grubii 1,276 0,369 ++ 0,022
CEMM 05-2-077 C. neoformans var. grubii 1,410 Nt ++ 0,013
CEMM 05-2-078 C. neoformans var. neoformans Nt Nt + 0,001
CEMM 05-1-050 C. neoformans var. grubii 0,931 Nt + 0,007
CEMM 03-2-060 C. neoformans var. grubii 1,399 0,765 + 0,001
CEMM 03-2-063 C. neoformans var. grubii 1,737 0,344 +++ 0.001
CEMM 03-2-064 C. neoformans var. grubii Nt Nt +++ 0,001
CEMM 03-3-017 C. neoformans Nt Nt + 0,003
CEMM 05-1-071 C. neoformans 1,155 0,969 ++ 0,001
CEMM 05-1-068 C. neoformans 0,173 0,384 + 0,001
CEMM 02-2-141 C. neoformans Nt Nt ++ 0,002
CEMM 03-2-075 C. neoformans 0,189 0,313 + 0,001
CEMM 03-2-085 C. neoformans 0,462 0,254 + 0,001
CEMM 03-6-028 C. neoformans 0,120 0,569 + 0,003
CEMM 03-2-068 C. neoformans var. grubii 0,078 0,378 + 0,001
CEMM 05-1-067 C. neoformans 0,263 0,382 + 0,002
CEMM 05-1-074 C. neoformans 0,053 0,333 + 0,002
CEMM 05-2-079 C. gattii 1,668 1,066 +++ 0,044
CEMM 05-2-080 C. gattii Nt Nt ++ 0

CEMM 05-2-081 C. gattii Nt Nt +++ 0,001
CEMM 05-2-082 C. gattii 1,806 Nt +++ 0,038
CEMM 03-2-062 C. gattii 0,376 0,306 +++ 0,001
CEMM 03-2-069 C. gattii 1,537 0,520 +++ 0,001
CEMM 03-2-070 C. gattii 1,372 0,591 +++ 0,006
CEMM 03-2-073 C. gattii 1,716 0,573 - 0,003
CEMM 03-2-074 C. gattii 1,345 0,734 +++ 0,002
CEMM 05-3-028 C. gattii 0,803 1,166 ++ 0,01
CEMM 05-3-029 C. gattii 0,586 1,236 + 0,001
CEMM 05-3-031 C. gattii 0,789 1,194 + 0,001

XTT — metodologia de quantificacdo de viabilidade dos biofilmes (Absorbancia a 492 nm); CV —
metodologia de quantificacdo de biomassa dos biofilmes por Cristal Violeta (Absorbancia a 590 nm). Nt:
ndo testado. - N&o produtora; + Fraca produtora; + + Moderada produtora; + + + Forte produtora; * valor
de densidade Optica.

! Nota: todas as cepas testadas produziram melanina em meio Agar Semente de Niger ap6s 48 horas de

incubacéo a 30°C.
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5.3 EFEITO DO BLOQUEIO DAS Hsp90 FRENTE A PRODUGAO DE CAPSULA

Os resultados obtidos quanto ao efeito do bloqueio das Hsp90 sob a producéo de
capsula por cepas do Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii estdo demonstrados na
figura 17.

A analise dos resultados revela que ambas as condicGes testadas reduziram
significativamente o volume da cépsula das cepas do Complexo Cryptococcus neoformans/C.
gattii (p<0,05). Vale salientar que para os isolados da espécie C. neoformans, o RAD no valor
de CIM foi mais eficiente do que a CIM do FLU testado isoladamente ou combinado com a
CIM do RAD (p<0,05). Assim como a combinacdo entre CIM do FLU com a CIM do RAD
foi mais efetiva quando comparado ao FLU testado isoladamente, mostrando que a inibicéo
da Hsp90 potencializa o efeito do FLU (p<0,05).

Constatou-se também que para as cepas da espécie C. gattii tanto a CIM do FLU
isolado quanto a CIM do RAD testado isoladamente, reduziram significativamente o volume
capsular quando comparado ao controle (p<0,05). Porém, ndo houve diferenca estatistica
quando comparados, entre si, a CIM do FLU e a CIM do RAD isoladas (p>0,05). Cabe
ressaltar que o bloqueio das Hsp90 pela CIM do RAD potencializou o efeito da CIM do FLU
guando combinados, uma vez que apresentou significancia estatistica comparada a CIM do
FLU testada isoladamente (p<0,05).
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Figura 17. Produgdo de capsula do Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii frente ao radicicol e ao
fluconazol, isolados e em combinagdo. (A) Barras cinza claro — C. neoformans (n=2). (B) Barras cinza escuro —
C. gattii (n=2). Os asteriscos representam diferencga significativa entre as condi¢des testadas comparadas ao
controle e comparadas entre si (p<0,05).
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5.4 EFEITO DO BLOQUEIO DAS Hsp90 FRENTE A PRODUCAO DE MELANINA

Todas as cepas do Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii testadas
produziram melanina em presenca de L-DOPA a 10 mM, quando comparada & produgdo em
auséncia de L-DOPA, conforme mostrado na figura 18 (p<0,05). O bloqueio das Hsp90 pela
CIM RAD néo apresentou diferenca significativa em relacdo a producdo de melanina quando

comparada a auséncia de tratamento com a CIM do RAD (p>0,05).
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Figura 18. Producdo de melanina por cepas do Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii (n=4) em presenca
de radicicol. Barras cinza claro — C. neoformans (n=2). Barras cinza escuro — C. gattii (n=2). L-DOPA = 10 mM.
Os asteriscos representam diferenca estatistica comparada ao controle negativo (p<0,05), mas ndo comparados
entre si (p>0,05).

5.5 EFEITO DO BLOQUEIO DAS Hsp90 FRENTE A PRODUCAO DE PROTEASES

Os dados obtidos para producdo de proteases pelo Complexo Cryptococcus
neoformans/C. gattii estdo expressos na figura 19. Ndo houve diferenca na producdo de
proteases por células tratadas com a CIM do RAD isolada ou combinada com os antifingicos

tambpem nos valores de CIM (p>0,05).
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Figura 19. Producdo de proteases e Unidades Formadoras de Coldnia — UFC/mL do Complexo Cryptococcus
neoformans/C. gattii frente ao radicicol e aos antifiingicos, isolados e em combinacdo. Barras cinza claro — C.
neoformans (n=2). Barras cinza escuro — C. gattii (n=2).

5.6 EFEITO DO BLOQUEIO DAS Hsp90 FRENTE A VIRULENCIA EM Caenorhabditis

elegans

Os resultados referentes ao efeito da inibicdo das proteinas Hsp90 ante a
viruléncia in vivo, em modelo de infeccdo experimental utilizando C. elegans, por cepas do
Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii estdo expressos na figura 20 para C.
neoformans e figura 21 para C. gattii.

Para ambas as espécies, todos os tratamentos testados — CIM do RAD e CIM do
FLU, isolados e em combinacdo, também no valor de CIM — foram capazes de reduzir
significativamente (p<0,0001 a p<0,05) a viruléncia in vivo quando comparados ao controle
sem tratamento.

Para C. neoformans, a analise dos dados demonstra que a viruléncia foi diminuida
significativamente por ambos 0s tratamentos (p<0,0001). A CIM do RAD isolada, por si s0,
atenuou a viruléncia da levedura. No entanto, ndo observou-se diferenca estatistica entre as
condigdes experimentais entre si (p>0,05), ou seja, utilizar o RAD isolado ou em combinacao

com o FLU, surtiu o mesmo efeito.
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Figura 20: Efeito do bloqueio das Hsp90 frente & viruléncia de C. neoformans em modelo de infecgdo
experimental utilizando C. elegans (n=1). Os asteriscos representam diferenca significativa entre os tratamentos
comparados ao controle sem tratamento (p<0,0001).

Quanto a C. gattii, os resultados mostraram-se mais promissores. Assim como
para a especie C. neoformans, todas as condigdes experimentadas diminuiram a viruléncia da
levedura. Embora a CIM do RAD (p<0,05) tenha apresentado um p valor maior que e a CIM
do FLU (p<0,0002), quando comparadas entre si, ndo ha diferenca estatistica (p>0,05). Isso
significa que o tratamento com a CIM do RAD ou com a CIM do FLU surtiram o mesmo
efeito. Porém, quando combinadas as CIM do RAD e CIM do FLU, o efeito inibitorio do
FLU foi potencializado e a viruléncia ainda mais diminuida (p<0,0001).
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Figura 21: Efeito do blogueio das Hsp90 frente a viruléncia de C. gattii em modelo de infec¢do experimental
utilizando C. elegans (n=1). Os asteriscos representam diferenca significativa entre os tratamentos entre si e
comparados ao controle sem tratamento (p<0,0001, p<0,0002 e p<0,05).
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6 DISCUSSAO

A criptococose € um sério problema de saude publica mundial, acometendo,
sobretudo, os individuos imunocomprometidos. Estima-se que ocorrem quase um milhdo de
casos anuais de meningite por Cryptococcus spp. associados a aids em todo o mundo. Desses,
mais de 600.000 pessoas vém a Obito em decorréncia dessa doenca (PARK et al., 2009).
Embora a maioria das cepas de Cryptococcus spp. seja sensivel aos antifingicos de uso
terapéutico, diversos estudos tém reportado isolados resistentes in vitro, além de falhas
terapéuticas entre os pacientes com as formas graves da criptococose (CHEONG;
MCCORMACK, 2013; GULLO et al., 2013; VARMA; KWON-CHUNG, 2010). Assim, a
busca de novas alternativas de tratamento se faz necessario. Nessa perspectiva, esse € 0
primeiro estudo que investigou o efeito do bloqueio das proteinas Hsp90 frente a
sensibilidade a antifngicos, producdo de fatores de viruléncia in vitro e viruléncia in vivo em
cepas do Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii.

A primeira etapa desse estudo foi investigar a influéncia do bloqueio das Hsp90
sobre a sensibilidade in vitro de células planctonicas de Cryptococcus spp. Para tanto, foi
determinada a CIM do RAD frente a Cryptococcus spp. constatando-se que o bloqueio das
Hsp90 por meio do RAD inibiu em 100% o crescimento visivel de Cryptococcus spp. com
CIM que variaram de 0,5 — 2 pg/mL. Vale ressaltar que o RAD e a geldamicina possuem
estruturas quimicas distintas, porém inibem especificamente a funcdo ATPasica das Hsp90
mimetizando a estrutura do difosfato de adenosina (ADP), se ligando ao sitio de ligacdo do
ATP as Hsp90 com maior especificidade do que mesmo o ATP ou ADP (COWEN, 2008;
ROE; PRODROMOU et al., 1999).

Embora ndo existam estudos sobre a atividade antifingica do RAD frente a
sensibilidade de Cryptococcus spp., sabe-se que esse farmaco possui ampla atividade
antifangica frente a diversos fungos. Os pesquisadores Ayer et al., (1980), Fujita et al.,
(1999), Cowen et al., (2006), Nicola et al., (2008), Chen, Lewis e Kontoyiannis, (2011) e
Kang, Lee e Lee (2014) comprovaram o potencial antifingico do RAD frente aos seguintes
fungos: C. albicans, P. brasiliensis, A. fumigatus, Fusarium avenaceum, Mucor flavus,
Phycomyces blakesleeanus, Alternaria brassicae, A. panax, Colletotrichum graminicola,
Ceratocystis minor, C. montia, C. ulmi, Leptosphaeria maculans, Endocronartium harknessii,
Pythium debaryanum, Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum, Coniophora puteana,

Fomes pini, Merulius ambiguus, Schizophyllum commune, Botrytis cinérea e Rhizoctonia
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solani. Os autores constataram que além de inibir o crescimento flngico, com concentracdo
de até 50 pg/mL, o RAD é capaz de alterar a morfologia dos micélios, além de inibir a sintese
de quitina prejudicando a biossintese da parede celular. No entanto, as comparacfes devem
ser feitas com cautela, uma vez que foram empregadas metodologias divergentes em todos os
estudos supracitados.

Nooney, Matthews e Burnie (2005) investigaram o efeito do bloqueio in vitro das
Hsp90 apenas na espécie C. neoformans. A inativacdo das Hsp90 foi realizada com o
Mycograb®, um anticorpo monoclonal recombinante. Apesar de utilizar recurso diferente do
empregado em nossa pesquisa, também observou-se inibicdo de crescimento de C.
neoformans. No entanto, as CIM do Mycograb® foram bem mais elevadas, comparadas as
CIM do RAD evidenciadas em nosso estudo, variando de 16 — 128 pg/mL, capazes de inibir
apenas 50% do crescimento fungico.

Sabe-se que em C. albicans (SHAPIRO et al., 2012) e A. fumigatus (LAMOTH et
al., 2012), a inativacdo das Hsp90 também inibe o crescimento dessas espécies, além disso,
modula a morfogénese fungica, a viruléncia, o desenvolvimento de biofilmes e o fendmeno de
resisténcia aos antiflingicos, sobretudo aos azélicos e equinocandinas, corroborando com os
resultados da nossa pesquisa. Nesse contexto, a segunda etapa do presente estudo foi avaliar o
papel das Hsp90 sobre a sensibilidade in vitro aos principais farmacos antifangicos
empregados no tratamento da criptococose: AMB, ITC, FLU e VOR. Para tanto, foi
empregada a metodologia do Checkerboard ou tabuleiro de xadrez proposta por Odds et al.,
(2003).

Os resultados evidenciam que o bloqueio das Hsp90 potencializa o efeito dos
antifangicos, sendo os resultados mais promissores para os derivados azoélicos, embora que
para a AMB também tenha ocorrido sinergismo. Os farmacos que melhor interagiram com o
RAD foram o FLU e 0 VOR. Além disso, para as combinagdes entre 0o RAD e 0 FLU ou ITC,
observou-se reducdo de até 64 vezes nos valores de CIM de ambas as drogas antifingicas
apos a combinacdo. Vale destacar que a combinacao entre 0 RAD e o0 VOR, reduziu em até 32
vezes as CIM dessas drogas. Cabe salientar ainda que o blogueio das Hsp90 aliado ao uso do
FLU modificou o perfil de sensibilidade de cepas outrora resistentes, ou sensiveis-dose-
dependente a esse farmaco, para sensiveis.

Nooney, Matthews e Burnie (2005) também exploraram a influéncia do bloqueio
das Hsp90 frente a sensibilidade de C. neoformans a AMB e FLU pela técnica do tabuleiro de

xadrez. Em seus resultados, também constatou-se sinergismo com os antifngicos em questdo



69

e 0 Mycograb®. No entanto a combinacio entre o Mycograb® e a AMB foi melhor, do que
guando combinado ao FLU, diferindo de nossos achados. Porém, vale ressaltar que a
interpretacdo adotada por esses autores foi a proposta por Barchiesi et al., (2000) que
classifica as interacfes farmacoldgicas em: sinérgica se o FICI for de 0,5, aditivo quando o
FICI >0,5 a 1,0, indiferente se 0 FICI >1 a 2, e antagbnica se o FICI >2. Assim, é importante
destacar que essa interpretacdo difere da que foi empregada em nossa pesquisa estando a
comparacao entre os resultados sujeita a viés.

Ja foi constatado em S. cerevisiae e em C. albicans que as proteinas Hsp90
potencializam a rapida evolugdo da resisténcia a antifingicos, sobretudo as drogas azdlicas,
em especial ao FLU (COWEN; LINDQUIST, 2005). O mediador da resisténcia aos azolicos
Hsp90-dependente é a calcineurina. Em fungos, a calcineurina regula a progressdo do ciclo
celular, morfogénese e viruléncia. A Hsp90 se liga a subunidade catalitica da calcineurina e a
mantém ativa e estavel. A ativacdo da calcineurina é necesséria para a adaptacdo a varias
pressdes ambientais, incluindo o estresse exercido na membrana celular pelos azélicos.
Ademais, a Hsp90 também regula respostas ao estresse ha membrana que sdo fundamentais
para a sobrevivéncia do fungo na presenca de azélicos, favorecendo que as consequéncias
fenotipicas de novas mutaces de resisténcia ocorram (SHAPIRO et al., 2012).

Desse modo, a inibi¢do das Hsp90 pelo RAD, potencializa o efeito dos azolicos,
sobretudo 0 FLU em Cryptococcus spp. E provavel que, assim como em C. albicans e A.
fumigatus, em Cryptococcus spp. esse fendmeno também seja mediado via Hsp90-
calcineurina, uma vez que cepas mutantes do Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii
para a calcineurina exibem morfologia alterada a 37°C além de ocorrer ruptura da membrana,
o que favorece a acdo dos antiflingicos, em especial os azdlicos (O’MEARA; COWEN,
2014).

Assim como em ceélulas planctonicas, as Hsp90 também desempenham papel
fundamental em biofilmes fangicos. Biofilmes microbianos sdo uma das principais causas de
persisténcia em infeccdes humanas, pois sd0 menos sensiveis & maioria dos medicamentos
atualmente disponiveis. O que culmina em elevados indices de mortalidade (ROBBINS et al.,
2011). Nessa perspectiva, a etapa subsequente do presente estudo foi investigar a influéncia
do bloqueio das Hsp90 frente a sensibilidade in vitro de biofilmes produzidos por cepas do
Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii ante ao RAD. Além disso, o efeito do bloqueio

das Hsp90 sobre a sensibilidade aos antifungicos em células sésseis, também foi investigado.
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Poucos trabalhos investigaram estratégias de controle de biofilmes produzidos por
Cryptococcus spp. incluindo a espécie C. gattii, de amostras clinicas e ambientais.
Recentemente, nosso grupo investigou o papel da combinacdo das drogas inibidoras da
sintese do folato, sulfametoxazol-trimetropim e sulfadiazina-pirimetamina frente a células
planctonicas e biofilmes de estirpes do Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii, com
resultados promissores (CORDEIRO et al., 2013). Constatou-se que os inativadores da sintese
do folato inibiram o crescimento in vitro de células plancténicas, bem como impediram a
formagdo do biofilme e biofilme formado por cepas do Complexo Cryptococcus
neoformans/C. gattii. Martinez (2010) e Robertson, Wolf e Casadevall (2012), também
investigaram estratégias de controle de biofilmes produzidos por Cryptococcus spp. utilizando
quitosana e edta, respectivamente.

A presente pesquisa mostrou que apesar do bloqueio das Hsp90 pelo RAD isolado
ndo ter impedido a formacdo de biofilmes de Cryptococcus spp. bem como ndo ter diminuido
a atividade metabolica dos biofilmes formados, a inibicdo das Hsp90 potencializou o efeito
dos antiflngicos, sobretudo, ante a C. gattii. Os resultados mostraram-se promissores frente a
formagéo de biofilme e biofilme formado. Com excecdo da combinacdo de RAD com AMB
ante a formacdo do biofilme, todas as condi¢cOes testadas reduziram significativamente a
viabilidade dos biofilmes, dependendo da concentracdo utilizada em cada experimento.

Da mesma forma que o teste de interacdo farmacoldgica em células planctonicas,
frente aos biofilmes os resultados mostraram-se mais promissores com os derivados azélicos,
uma vez que a acdo do ITC, FLU e VOR foi potencializada pela inibicdo das Hsp90,
sobretudo para espécie C. gattii, em ambas as condicGes testadas do biofilme. Cabe enfatizar
que o FLU foi a Unica droga antifungica gque teve seu efeito potencializado pelo bloqueio das
Hsp90 frente a C. neoformans.

Robbis et al., (2011) investigaram o papel das Hsp90 frente a biofilmes
produzidos por C. albicans e A. fumigatus. Os autores chegaram a conclusdo de que as Hsp90
sdo reguladoras chave na dispersdo do biofilme e no fen6tipo de resisténcia aos antifingicos
em células sésseis. A deplecdo genetica das Hsp90 reduz a formacéo e maturacdo in vitro dos
biofilmes produzidos por C. albicans e a etapa de dispersao das celulas apds a maturacdo dos
biofilmes é prejudicada. Além disso, o comprometimento da acdo das Hsp90 revoga a
resisténcia, in vitro e in vivo em modelo de infeccéo de catéter venoso em ratos, dos biofilmes

de C. albicans frente aos azolicos, e dos biofilmes de A. fumigatus frente a equinocandinas.
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De maneira geral, dados disponiveis na literatura evidenciam que C. neoformans é
mais sensivel aos antifingicos comparado a espécie C. gattii (CHONG et al., 2010;
CHOWDHARY et al., 2011; TRILLES et al., 2004). No entanto, alguns trabalhos relatam que
a sensibilidade aos antifingicos nessas espécies é contraditoria. Gomez-Lopez et al., (2008)
analisaram a atividade de oito agentes antifungicos frente a 23 isolados clinicos de C. gattii e
compararam os perfis de sensibilidade com os de C. neoformans. A analise relevou que as
estirpes de C. gattii foram mais sensiveis a anfotericina B e fluocitosina comparadas as cepas
de C. neoformans. Os resultados de Trilles et al., (2004) que investigaram a sensibilidade de
57 isolados de C. gattii a nove agentes antifingicos e, do mesmo modo, compararam com C.
neoformans, também corroboram com esses achados. Chowdhary et al., (2011) também néo
encontraram diferencas na sensibilidade de 308 amostras clinicas e ambientais de ambas as
espécies de Cryptococcus spp. frente a anfotericina B e flucitosina.

Dada a importancia das Hsp90 para manutencdo da viruléncia em patégenos
fangicos (SHAPIRO et al., 2012), nosso proximo passo foi investigar o efeito do bloqueio das
Hsp90 frente a producao de fatores de viruléncia in vitro de cepas do Complexo Cryptococcus
neoformans/C. gattii. Para tanto, trés fatores de viruléncia foram escolhidos para realizar os
experimentos, entre eles: a capsula, notoriamente o principal fator de viruléncia produzido por
Cryptococcus spp., a sintese de melanina e a producéo de proteases.

A producdo dos fatores de viruléncia supracitados também ja foi investigada por
outros pesquisadores e mostram que a sintese desses fatores in vitro é bastante variavel, assim
como foi evidenciado no presente estudo. Por isso, um nimero mais reduzido de cepas foi
utilizado nos experimentos com o radicicol frente a viruléncia in vitro e in vivo. Zaragoza e
Casadevall (2004) e Frases et al. (2008), exploraram a producéo de capsula de C. neoformans.
Pukkila-Worley et al. (2005), Ngamskulrungroj e Meyer (2009) e Eisenman et al., (2011)
avaliaram a sintese de melanina em Cryptococcus spp. E recentemente um estudo de nosso
grupo realizado por Sidrim et al., (2012) averiguou a producdo de cépsula, proteases e
fosfolipases por cepas de C. neoformans. As pesquisas de Campos e Baroni (2010), Pessoa,
Da Silva e Gomes (2012) e Barbosa Junior et al., (2013), assim como o presente estudo séo
um dos Unicos trabalhos que investigaram a atividade proteolitica na espécie C. gattii. Além
disso, cabe ressaltar que esse é um dos trabalhos pioneiros, seguido do recente trabalho de
Santos et al., (2014), que explorou a producgéo de capsula por C. gattii.

O presente estudo relevou o papel das Hsp90 ante a producdo de fatores de
viruléncia por cepas de Cryptococcus spp. Constatou-se que o bloqueio das Hsp90 reduziu
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significativamente o volume capsular de ambas as espécies. Embora a inibi¢do das proteinas
ndo tenha diminuido a producao de melanina e proteases.

Com base nos achados de interacdo sinérgica in vitro entre 0 RAD e o FLU, esse
antifungico foi escolhido para investigar a influéncia do bloqueio das Hsp90, frente a
producdo de capsula. Notoriamente, a acdo do FLU foi potencializada pela inibi¢do das Hsp90
por meio do RAD. Pois ao se comparar o FLU testado isoladamente com o0 mesmo
antifangico testado em combinacdo com o RAD, o volume capsular foi significativamente
diminuido em ambas as espécies de Cryptococcus spp. Curiosamente, para a espécie C.
neoformans, o RAD testado isoladamente foi melhor do que quando combinado com o FLU.

Recentemente, um estudo de nosso grupo realizado por Sidrim et al., (2012)
explorou o efeito das drogas inibidoras de protease, saquinavir, darunavir, ritonavir e
indinavir sobre a espessura da cépsula produzida por C. neoformans, assim como nho
crescimento, atividade proteolitica e fosfolipasica. Em seus resultados, os autores constataram
que os inibidores de protease nao reduziram o crescimento de C. neoformans. No entanto, as
drogas diminuiram significativamente a espessura das capsulas e producao de proteases por C.
neoformans. Esses achados corroboram com nossos resultados, embora a inibi¢cdo das Hsp90
néo tenha reduzido a producéo de proteases por Cryptococcus spp.

Um dos primeiros estudos que investigou a influéncia do FLU sobre a capsula de
C. gattii foi publicado recentemente por Santos et al., (2014). Os autores evidenciaram que a
reducdo da sensibilidade ao FLU prejudica a sintese de GXM, o principal constituinte
capsular de Cryptococcus spp., mas ndo impede a montagem do polissacarideo. Além disso,
o0s principais genes relacionados com a capsula, CAP59 e CAP64, foram significativamente
mais expressos em uma estirpe previamente cultivada em altas concentracdes de FLU e que
desenvolveu sensibilidade reduzida. Curiosamente, essa cepa que passou a apresentar esse
fendtipo foi menos sensivel ao tratamento e menos virulenta in vivo em modelo murino de
infeccdo, além de reduzir a produgdo de lacase e urease. Do mesmo modo, a redugdo da
sensibilidade ao FLU fez com que a cepa fosse mais fagocitada por macréfagos e prejudicou a
disseminacgdo para o sistema nervoso central em modelo murino. Por fim, a redugdo da
sensibilidade ao FLU levou a diminuicdo da espessura da capsula além de alterar suas
propriedades fisicas e estruturais.

Nesse contexto, dada a importancia das Hsp90 para a resisténcia ao FLU em
patogenos fungicos (COWEN; LINDQUIST, 2005), a influéncia do FLU frente a sintese de
capsula em C. gattii (SANTOS et al., 2014), bem como a acdo do FLU potencializada pela
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inibicdo das Hsp90 evidenciada em nosso estudo ante a capsula de Cryptococcus spp.,
conclui-se que as Hsp90 também sdo envolvidas na producdo de capsula do Complexo
Cryptococcus neoformans/C. gattii.

Ainda sobre o papel das Hsp90 frente a viruléncia de cepas do Complexo
Cryptococcus neoformans/C. gattii, exploramos o efeito do bloqueio das proteinas em modelo
de infeccdo experimental utilizando C. elegans. Como evidenciado nos demais experimentos,
a inibicdo das Hsp90 também reduziu a viruléncia in vivo de ambas as especies de
Cryptococcus spp. Testada isoladamente, a CIM do RAD aumentou a sobrevivéncia dos
nematodeos em 18,67% frente & viruléncia de C. neoformans e 4,66% frente a C. gattii,
comparados ao controle sem tratamento. Os resultados foram ainda melhores quando a
inativacdo das Hsp90 foi aliada a utilizacdo da CIM do FLU. Na ocasido, a viabilidade dos
nematodeos passou para 31,39% (aumento de 21,94% da viabilidade) ante a infeccéo por C.
neoformans e para 69,16% (aumento de 54,52% da viabilidade) quando infectados por C.
gattii.

As Hsp90 sdo produzidas de maneira constitutiva a niveis basais e tém sua sintese
aumentada em diversas condigcdes de estresse. Além disso, sdo altamente conservadas em
procariotos e eucariotos. Assim, os inibidores da acdo ATPA&sica dessas proteinas possuem
efeito inibitdrio contra diversos organismos. Bactérias como Brucella suis, Campylobacter
jejuni, Salmonella enterica, Helycobacter pylori e Listeria monocytogenes, fungos como C.
albicans, A. fumigatus, H. capsulatum, C. immitis e P. brasiliensis e 0s parasitas
Trypanossoma cruzi, Toxloplasma gondi, Plasmodium falciparum, Leishimania major, L.
brasiliensis e Brugia pahangi tém seu crescimento inibido pela inativacdo das Hsp90
(NECKERS, 2008). Diferentemente, as Hsp90 de C. elegans ndo sdo afetadas pela inibicao
com geldamicina (DAVID et al., 2003). Dessa maneira, € provavel que 0 mesmo ocorra com
o radicicol frente a C. elegans, justificando a metodologia empregada no presente estudo.
Cabe salientar que sdo escassos 0s trabalhos que investigaram a viruléncia de Cryptococcus
spp., sobretudo a espécie C. gattii em modelo de infeccdo experimental utilizando C. elegans,
sendo o presente trabalho um dos pioneiros, sobretudo tendo as Hsp90 como alvo molecular.

Estudos utilizando C. elegans como modelo permitem a identificacdo de
compostos que modulam as respostas imunitarias ou afetam fatores de viruléncia de fungos
que sdo apenas expressos durante a infecgdo. Além disso, os compostos podem ser

simultaneamente rastreados para eficacia antifungica e toxicidade, além de fornecer
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informacdes importantes da relagdo parasita-hospedeiro, inclusive, da resposta do sistema
imune inato (PUKKILA-WORLEY et al., 2009).

O estudo de Mylonakis et al., (2002), um dos pioneiros que investigou a
viruléncia de C. neoformans em C. elegans, evidenciou alta letalidade da levedura frente ao
nematddeo. Além disso, a capsula da levedura, bem como varios genes envolvidos na
viruléncia em modelos utilizando mamiferos também contribuem para o aumento da
viruléncia de C. neoformans em C. elegans. Esses genes foram associados a diversas vias de
transducdo de sinal (GP1, PKA1, PKR1 e RAS1), além de aumento da producdo de lacase
(LACL) e mating type a, que é sabidamente mais virulento do que o mating type a produzido
por Cryptococcus spp. Assim, dada a importancia das Hsp90 para a viruléncia em patdégenos
fangicos, nossos achados corroboram com os resultados de Mylonakis et al., (2002), pois a
inibicdo das Hsp90 reduziu a viruléncia das cepas do Complexo Cryptococcus neoformans/C.
gattii in vitro e in vivo potencializando o efeito do FLU, configurando um dos principais
resultados do nosso estudo.

Nesse contexto, o presente estudo mostrou que a inibicdo das Hsp90 por si s0,
utilizando o RAD, é capaz de inibir in vitro o crescimento planctonico de Cryptococcus spp.
Adicionalmente, o bloqueio destas proteinas potencializa o efeito in vitro das principais
drogas antifangicas empregadas no tratamento da criptococose, sobretudo os azélicos, em
especial o FLU. Assim como em células isoladas, a inibicdo das Hsp90 potencializa o efeito
in vitro dos antifangicos frente & formacdo de biofilmes e biofilmes formados de
Cryptococcus spp., sobretudo para C. gattii. Cepas clinicas e ambientais de Cryptococus spp.
produzem cépsula, melanina e proteases in vitro e a inativacdo das Hsp90 diminui a
viruléncia, além de potencializar o efeito do FLU in vitro e in vivo frente a isolados do
Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii. Portanto, as Hsp90 sdo um importante alvo
para o desenvolvimento de estratégias antiflngicas. Todavia, estudos mais aprofundados séo
necessarios para melhor compreender o papel destas proteinas para 0 Complexo Cryptococcus

neoformans/C. gattii.
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7 CONCLUSOES

v" A inativacdo das Hsp90 inibe o crescimento plancténico in vitro de cepas do Complexo

Cryptococcus neoformans/C.gattii.

v" Anfotericina B, itraconazol, voriconazol e, sobretudo, fluconazol tém seu efeito
inibitorio in vitro potencializado pela inativacdo das Hsp90 em células plancténicas do

Complexo Cryptococcus neoformans/C.gattii.

v" O bloqueio das Hsp90 potencializa a inibicdo in vitro por antifingicos frente a
formacgé@o de biofilmes e biofilmes formados de cepas do Complexo Cryptococcus

neoformans/C.gattii, sobretudo, para espécie C. gattii.

v A viruléncia in vitro de isolados do Complexo Cryptococcus neoformans/C.gattii é

diminuida pela inativacdo das Hsp90 que potencializa a a¢do do fluconazol.

v' A inibicdo das Hsp90 diminui a viruléncia in vivo em modelo de infeccdo
experimental utilizando C. elegans e potencializa a acdo do fluconazol frente a estirpes

do Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii.

v" As Hsp90 sdo um alvo molecular promissor para o desenvolvimento de estratégias

antifangicas frente o Complexo Cryptococcus neoformans/C.qgattii.
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ANEXO A - CEPAS UTILIZADAS NOS TESTES FRENTE A INIBICAO DAS Hsp90

Tabela 4. Relacgéo das cepas utilizadas nos testes de sensibilidade e viruléncia frente a inibicdo das Hsp90.

Sensibilidade Viruléncia
Cepas Espécie fungica
Plancténica  Biofilmes Céapsula Melanina  Proteases C. elegans
CEMM 05-2-076  C. neoformans X X X
CEMM 05-2-077  C. neoformans X X X X
CEMM 05-1-050  C. neoformans X X X X
CEMM 03-2-060  C. neoformans X X
CEMM 03-2-063  C. neoformans X X
CEMM 05-1-071  C. neoformans X X X
CEMM 05-2-079 C. gattii X X X X X X
CEMM 05-2-082 C. gattii X X X
CEMM 03-2-069 C. gattii X X
CEMM 03-2-070 C. gattii X X X X
CEMM 03-2-073 C. gattii X X X
CEMM 03-2-074 C. gattii X X

O “X” representa a escolha das cepas que foram utilizadas para cada experimento frente a inibicdo das Hsp90.



