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RESUMO

Cryptococcus neoformans/Cryptococcus gattii sdo patdégenos flngicos oportunistas que
acometem o sistema nervoso central principalmente de individuos imunocomprometidos. A
resisténcia em Cryptococcus spp. tem sido relatado em alguns estudos, apontando a
necessidade de buscar novos produtos com potencial antimicrobiano. Dessa forma o trabalho
teve como objetivo avaliar o efeito inibitério das fenotiazinas (prometazina e clorpromazina)
sobre as células plancténicas e biofilmes de C. neoformans/ C. gattii (n=20). A sensibilidade
planctdnica in vitro, foi realizada de acordo com o documento M27-A3 do CLSI. As leituras
para prometazina e clorpromazina foram avaliadas para 100% de inibi¢&o. Os biofilmes foram
analisados durante a etapa de adesdo, formacdo e a etapa de maturacdo. Foram avaliadas,
ainda a atividade metabdlica e a biomassa, bem como a morfologia e a ultraestrutura do
biofilme, por microscopia eletronica de varredura. A prometazina e clorpromazina mostraram
atividade antifungica contra células plancténicas com CIMs de 8-32 pg/ml e 4-16 pg/ml,
respectivamente. A adesdo celular foi reduzida em até 70% para a prometazina e 75% para a
clorpromazina nas concentragdes de 64ug/mL. Nas etapas de formacdo do biofilme, as
fenotiazinas reduziram em 60% a biomassa e em 90% a atividade metabolica dos biofilmes na
concentracdo 64 ug/mL, enquanto que em biofilmes formados essa reducdo passou para 80%
e 90% da biomassa e atividade metabolica, na concentragdo 1024pug/mL. Ademais os biofilmes
pré-expostos com as fenotiazinas, a capacidade de formar biofilme foi prejudicada. As
fenotiazinas reduziram em 80% a atividade metabdlica do biofilme melanizado de Cryptococcus
spp., com concentragdes de 512 e 1024pg/mL. Observou-se também que prometazina e
clorpromazina foram capazes de desestruturar e fragmentar os biofilmes. Em conclusdo, a
prometazina e clorpromazina apresentam propriedades antifangicas frente as ceélulas
planctonicas e nas diferentes etapas de desenvolvimento do biofilme de Cryptococcus spp.
Estes dados mostram o potencial das fenotiazinas prometazina e clorpromazina como

farmacos antibiofilme.

Palavras Chave: Cryptococcus spp. Planctonico, Biofilme; Prometazina; Clorpromazina.



ABSTRACT

Cryptococcus neoformans / Cryptococcus gattii are opportunistic fungal pathogens that affect
the central nervous system, mainly of immunocompromised individuals. Resistance in
Cryptococcus spp. has been reported in some studies, pointing out the need to search for new
products with antimicrobial potential. Thus, the work aimed to evaluate the inhibitory effect
of phenothiazines (promethazine and chlorpromazine) on planktonic cells and biofilms of C.
neoformans / C. gattii (n = 20). Planktonic sensitivity in vitro was performed according to
CLSI document M27-A3. The readings for promethazine and chlorpromazine were evaluated
for 100% inhibition. Biofilms were analyzed during the formation stage and the maturation
stage. Metabolic activity and biomass, as well as biofilm morphology and ultrastructure, were
also evaluated by scanning electron microscopy. Promethazine and chlorpromazine showed
antifungal activity against planktonic cells with MICs of 8-32 pg/mL and 4-16 pg/mL,
respectively. Cell adhesion was reduced by up to 70% for promethazine and 75% for
chlorpromazine at concentrations of 64 ug/mL. In the stages of biofilm formation,
phenothiazines reduced biomass by 60% and biofilm metabolic activity by 64 pg/mL, while
in biofilms formed this reduction increased to 80% and 90% of biomass and metabolic
activity, at a concentration of 1024 pg/mL. In addition to biofilms pre-exposed to
phenothiazines, the ability to form biofilm has been impaired. Phenothiazines reduced the
metabolic activity of Cryptococcus spp. Melanized biofilm by 80%, with concentrations of
512 and 1024 pg/mL. It was also observed that promethazine and chlorpromazine were able
to break down and fragment biofilms. In conclusion, promethazine and chlorpromazine have
antifungal properties against planktonic cells and in the different stages of development of the
Cryptococcus spp. These data show the potential of phenothiazines promethazine and

chlorpromazine as antibiofilm drugs.

Keywords: Cryptococcus spp. Planktonic, biofilm; Promethazine; Chlorpromazine.
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1 INTRODUCAO

O género Cryptococcus engloba 38 espécies, entre elas, as espécies do complexo
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii, que sdo leveduras patogénicas que podem
causar criptococose tanto em pacientes imunocompetentes como em imunocomprometidos
(MARTINEZ; CASADEVALL, 2006).

Estas leveduras apresentam diferencas importantes na sua ecologia epidemiologica. C.
neoformans esta encontrado em todo o mundo e tem preferéncia por regides temperadas e
solos contaminado com fezes de aves. C. gattii se associa a regides tropicais e subtropicais e é
isolado de diferentes espécies de arvores de eucalipto (KWON-CHUNG et al., 2002;
LAGROU et al., 2005). Os fatores de viruléncia apresentados por Cryptococcus neoformans e
Cryptococcus gattii sdo importantes na patogenicidade deste microrganismo, tais fatores de
viruléncia incluem a cépsula de polissacarideo assim como toleréncia térmica a 37°C
(CASADEVALL; PERFECT, 1998; PESSOA; SILVA; GOMES, 2012). A capsula é
constituida pelos polissacarideos glucuronoxilomanano (GXM) 90% e galactoxilomanano
GalGXM 8% (DOERING, 2009; MA; MAY, 2009). Que facilitam a adesdo a superficies
bidticas e abidticas e assim formar biofilme (MARTINEZ; CASADEVALL, 2015). Acredita-
se que aproximadamente 65% das infeccbes nosocomiais e 80% de todas as infeccdes
microbianas sdo causadas por biofilmes (ROMLING; BALSALOBRE, 2012). Estudos
relatam que a formacdo de biofilme de dispositivos médicos por Cryptococcus neoformans e
Cryptococcus gatti confere resiliéncia, conferindo tolerancia ao sistema imunoldgico do
hospedeiro e a acdo de agentes antifingicos (AL-FATTANI; DOUGLAS, 2004;
MARTINEZ; CASADEVALL, 2015b; RAMAGE et al., 2012).

A criptococose, causada por o complexo Cryptococcus neoformans/gattii ocorre
principalmente em individuos com imunossupressao, acometendo pulmdes e sistema nervoso
central (SNC) simultaneamente (PERFECT et al., 2010). Ainda, podem ser observadas lesdes
cutaneas, formacéo de criptococomas e sequelas neurologicas (BALLESTERO et al., 2004;
LACOMIS et al., 2001).

O tratamento das formas clinicas invasivas da criptococose geralmente ocorre com uso
de anfotericina B e fluconazol ou combinacdes de anfotericina B com 5-fluorocitosina, esta
ultima para o tratamento da neurocriptococose (BOYER-CHAMMARD et al.,, 2019;
GRANADOS; CASTANEDA, 2005; PERFECT et al., 2010). Diante dos graves problemas
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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 (ORSI et al., 2009).

As fenotiazinas prometazina e clorpromazina sdo aminas aromaticas, estes compostos
sdo capazes de inibir efetivamente a dopamina, histamina, serotonina, acetilcolina e
receptores a-adrenérgicos. Além de sua atividade antipsicoética, as fenotiazinas também tém
um efeito antimicrobiano significativo e podem inibir as bombas de efluxo. (OHLOW,;
MOOSMANN, 2011; VARGA et al.,, 2017). A escassez de estudos com o Complexo
Cryptococcus neoformans/C.gattii acerca desse assunto, fundamenta a necessidade de mais
pesquisas para uma melhor compreensdo do papel dos mecanismos de inibicdo microbiana
das fenotiazinas. Dessa forma, o presente estudo objetivou investigar o efeito das fenotiazinas
prometazina e clorpromazina sobre a sensibilidade planctdnica e biofilme in vitro, de cepas do

Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii na forma plancténicas e biofilme.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Panorama historico

A primeira descri¢do da criptococose foi feita por Otto Busse e Abraham Buschke,
qguando em 1894, na cidade de Greifswald na Alemanha, acompanhavam uma paciente de 31
anos com lesdo na tibia, denominando a doenga de saccharomycosis hominis e 0 agente
etiolégico de Saccharomyces hominis. Quase que simultaneamente, na Italia, 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
inoculagéo experimental em coelhos (PERFECT; CASADEVALL, 2011).

Um ano apo6s o isolamento da levedura, Ferdinand Curtis, na Franca, 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, 0 que viria a ser o primeiro relato de meningite causada por
Cryptococcus spp. No entanto, aquela época, os termos Cryptococcus e criptococose ainda
ndo estavam consolidados, o0 que causava divergéncia na denominagdo do fungo e da doenca
provocada (DIAZ PAUL; CARDONA CASTRO, 2008; RODRIGUES; ALVIANO;
TRAVASSOS, 1999).

No inicio do século em 1901, Jean Paul Vuillemin estudou as leveduras isoladas por
Busse e Sanfelice. Ele ndo foi capaz de observar os ascosporos tipicos que sdo formados por o
género Saccharomyces. Portanto, ele classificou estas leveduras no género Cryptococcus,
denominando-as respectivamente como Cryptococcus hominis e Cryptococcus neoformans
(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, 0 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 (BARNETT, 2010).
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No ano de 1955, Emmons foi o primeiro a isolar Cryptococcus spp. das fezes de
pombos e determinou que elas sd&o o principal reservatorio desse fungo (ROSARIO;
ACOSTA; COLOM, 2008). A heterogeneidade antigénica de Cryptococcus foi confirmada no
ano de 1956 por Evans, que identificou trés sorotipos: A, B e C (KWON-CHUNG et al.,
2014).

Em 1970, Gattii e Eeckels descreveram um caso de meningoencefalite em uma crianca
de sete anos no Zaire, atual Republica Democratica do Congo, na Africa. Na ocasido, 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 (RIMEK et al., 2004).

A partir de 1980, ocorreu um aumento consideravel dos casos de criptococose em todo
0 mundo. Esse fato se deu em decorréncia do surgimento e pandemia da aids, uma das
principais condicdes predisponentes para 0 estabelecimento da infecgdo. Com isso,
Cryptococcus spp. emergiu como um importante agente infeccioso acometendo 10% dos
individuos com aids. Os proximos anos foram marcados pela rapida expansdo nas pesquisas
acerca do assunto (ABERG; MUNDY; POWDERLY, 1999).

Em 2005, Kwon-Chung KJ classificacou as duas espécies patogénicas. C. neoformans
e C. gattii como espécies separadas (KWON-CHUNG et al., 2014).

2.2 O complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii

De acordo com a clasificacdo taxonémica do Centro Nacional para Informacéo
Biotecnoldgica dos Estados Unidos, o género Cryptococcus faz parte do Reino Fungi, Filo
Basidiomycota, Classe Tremellomycetes, Ordem Tremallales, Familia Cryptococcaceae. As
leveduras pertencentes ao complexo Cryptococcus neoformans/gattii vivem como saproéfitos
no meio ambiente e dispdem de numerosos fatores de viruléncia, como a presenca da capsula
de polissacarideo, a habilidade de produzir melanina, a capacidade de crescimento a 37° C,
além de outros fatores, como a produgédo de exoenzimas, podendo contribuir para viruléncia
do microrganismo (CASADEVALL, 2006).

Cryptococcus neoformans/gattii pode estar presente até dois anos em amostras fecais
de pombo e outras aves, sendo o principal reservatorio deste fungo. A sobrevivéncia do
microrganismo ocorre devido a altas concentracbes de sais e nitrogénio (ROSARIO;
ACOSTA; COLOM, 2008). O género Cryptococcus pertencente ao Filo Basidiomycota é
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caracterizado por leveduras, ovais e encapsuladas. Pertencem a este género pertencem as
espécies C. neoformans e C. gattii, definidas como patégenos humanos, que foram
caracterizados por fenotipos fisiologicos e morfoldgicos (LIN, 2009).

A Familia Cryptococcaceae e 0 género Cryptococcus passaram por uma atualizacao
taxondmica no ano de 2015, com base na classificagdo filogenética. Dentro do género
Cryptococcus foi descrito o complexo C. neoformans/C. gatti, mas, atualmente, diferencas
consideraveis foram documentadas entre o complexo de C. neoformans e o complexo C. gattii
(HAGEN et al., 2016).

C. neoformans € um dos principais patdégenos causador de infec¢fes oportunistas em
pacientes imunocomprometidos com aids, também causa infeccGes frequentes em pacientes
com cancer. Contrario a isto, C. gattii afeta principalmente a individuos imunocompetentes
(CHAYAKULKEEREE; PERFECT, 2008; VOELZ; MAY, 2010).

2.2.1 Taxonomia e distribuicao dos sorotipos

Segundo Taxonomy Browser, do Centro Nacional para Informacdo Biotecnoldgica dos
Estados Unidos, o género Cryptococcus forma parte do Reino Fungi, Filo Basidiomycota. A
tabela 1 ilustra a classificacdo taxondmica do género Cryptococcus. Recentemente 0 género
Cryptococcus passou por uma revisdo em sua taxonomia, na qual os foram sugeridas novas
espécies aos Complexos de espécies Cryptococcus neoformanse Cryptococcus gattii
(HAGEN et al., 2016).

Tabela 1 — Classificagdo Taxondmica do género Cryptococcus

Dominio  Eukarya

Reino Fungi

Filo Basidiomycota;
Subfilo Agaricomycotina
Ordem Tremellales
Familia Cryptococcaceae
Género Cryptococcus

FONTE: Adaptado por (Gotay) de Taxonomy Browser NCBI USA, (2019).
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No entanto, nos ultimos anos, a taxonomia de C. neoformans sofreu grandes mudangas
devido ao rapido desenvolvimento de técnicas de biologia molecular, que mostraram que esta
especie é, de fato, um "complexo de espécies cripticas” (BOEKHOUT et al., 2001).
Caracteristicas epidemiologica, ecoldgica, fenotipica, fisiolégica e genética mostraram
divergéncias significativas entre os sorotipos, agrupando-se em variedades (BARCHIESI et
al., 2005; XU; MITCHELL, 2003).

Dentro do género Cryptococcus, foi descrito o complexo C. neoformans/C. gatti, mas,
atualmente, diferencas consideraveis foram documentadas entre o complexo de C.
neoformans e o complexo C. gattii (HAGEN et al., 2015). Com base na diversidade fenotipica
e genotipica entre C. gattii/C. neoformans, o complexo foi dividido em sete gendtipos
haploides e quatro hibridos. Dessa forma, o Cryptococcus gattii lato sensu foi separado em
cinco espécies; C. gattii stricto sensu (sorotipo B, genotipo AFLP4 / VGI), C. bacillisporus
(sorotipo C, genotipo AFLP5 / VGIII), C. deuterogattii (sorotipo B, genétipo AFLP6 / VGII),
C. tetragattii (sorotipo C, genotipo AFLP7 / VGIV) e C. decagattii (sorotipo B, gendtipo
AFLP10). Cryptococcus neoformans lato sensu, por sua vez, atualmente compreende as
espécies C. neoformans stricto sensu (antiga var. grubii; AFLP1 / VNI, AFLP1A/VNB /
VNII) e C. deneoformans (antiga var. neoformans; AFLP2 / VNIV) (KWON-CHUNG et al.,
2017).

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
MLST (Multilocus Sequence Typing) o complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii €
classificado em nove gen6tipos(HAGEN et al., 2016; KWON-CHUNG et al., 2017).

A taxonomia das espécies C. gattii e C. neoformans complexas foi revisada devido
as diferencas entre as duas espécies em termos de genética, fisiologia, patogenicidade e
ecologia. As variedades de C. neoformans foram convertidas para as espécies (HAGEN et al.,

2016). A representacdo esquematica das caracteristicas do complexo esta presente na Figura 1



22

Figura 1 - Reconhecimento de sete espécies no complexo Cryptococcus gattii/Cryptococcus

neoformans.

Sorotipo A;
genotipo AFLP1
Var VNI C. neoformans x
b C. neoformans Sorotipo A; C. deneoformans
gendtipo AFLP1A /f—— sorotipo AD;
VNB/ VNI genotipo
Sorotipo A: AFLP3/VNIII)
_|C. neoformans lat| genotipo ‘ml B
sensu i
. C. gattiiss. x C.
var. cd Sorotipo D; deneoformans
neoformans [ | - eneoformans |— gen’ot%)f) , sorotipo BD;
i b genotipo AFLPS
-; Sorotipo B; C.ngea;}ngs.s.xc.
s C. gattii stricto sensu |—|  gendtipo : 'l'm'l s
& AFLP4VGI BOTONDO 21
o genoripo AFLP9
Sorotipo C;
C. bacillisporus genotipo
AFLP5/VGII
- C_ neojromans x
- Sorotipo B; C. deuterogattii
s s
| [ ¢ garti latu AFLP6/VGI rotipo AD,
Sensu Sorotipo C;
- genodtipo
Sorotipo B;
AFLP10
Género/complexo Taxonomia Taxonomia Sorotipos e | Tipos
de espécies antiga revisada genotipos hibridos

Fonte: Adaptado de Hagen et al, (2016). Composicdo atual do Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii

dividido em espécies, variedades, sorotipos e genétipos.



23

2.3 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 pum de didmetro com a capsula. Produzem urease,
assimilam inositol e ndo fermentam carboidratos. As celulas sdo hapldides, se reproduzem por
brotamento simples (CASADEVALL; PERFECT, 1998; MA; MAY, 2009). 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
mucdide (Fig. 2B) em meios rotineiramente usados em laboratorio de micologia, como Agar
Batata e Agar Sabouraud Dextrose. O agar I-DOPA e &gar cafeico sio muito importantes na
identificacdo do género Cryptococcus, ja que, em base aos compostos fenolicos presentes
nestes meios, se criam as condigdes ideais para a producdo de melanina a partir da enzima
lacase. As cepas de Cryptococcus spp., semeadas em NSA, tém aspecto mucoide, de cor
castanho, dado pela producdo de melanina (Figura 2C). Essa mudanca de tonalidade ocorre
devido a producdo de melanina, em decorréncia da acdo de uma enzima lacase que oxida

compostos difendlicos presentes no meio.

O meio I-canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB) existe, além dos meios para
estimular a producdo de melanina, com a finalidade de ajudar na diferenciacdo entre
Cryptococcus gatti latu sensu, que usa a glicina como Unica fonte de carbono, e nitrogénio.
Enquanto que I-canavanina atua como um farmaco inibindo o crescimento de C. neoformans.
Destes, 60% das cepas de C. neoformans sorotipo A so resistentes a L-canavanina, mas nao
conseguem assimilar glicina presente no meio (KWON-CHUNG et al., 2017). Assim, o
crescimento de 100% das cepas pertencentes ao C. neoformans € inibida e, finalmente, as

cepas de Cryptococcus gattii apresentam cor azul no meio CGB (Figura 2D).
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Figura 2- Aspectos morfofisiologicos do género Cryptococcus

FONTE: Centro Especializado em Micologia Médica — CEMM/UFC (2019). (A) Célula de Cryptococcus spp.
encapsulada observada por microscopia Optica com utilizacdo de Tinta da China em aumento de 400 vezes. (B)
Cultivo de 48 horas a 35°C em Agar Batata evidenciando cultura de coloragdo branca/creme, de aspecto
brilhante e textura mucéide de Cryptococcus spp. (C) Producdo de melanina por Cryptococcus spp. em meio
Agar Semente de Niger apresentando coloragdo marrom ap6s 48 horas de incubagfo a 35°C. (D) Diferenciacio
das espécies C. neoformans a esquerda e C. gattii & direita, em meio Canavanina-Glicina-Azul de Bromotimol-

CGB ap6s 48 horas de crescimento a 35°C.
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2.3.1 Diagnostico da criptococose

O diagnostico da Criptococose é feito a partir de um estudo do quadro do paciente, no
qual séo realizados exames em amostras de material suspeito, como em exsudatos de lesdes,
sangue, liquor, aspirado de medula dssea, lavado broncoalveolar, aspirados teciduais, além de
fragmentos obtidos atraves de bidpsia. O aspecto macroscopico das colbnias cultivadas em
Agar Batata e Sabouraud incubado em torno de 35°C apresenta uma coloracdo de
esbranquicada a creme, porém, podem atingir uma coloragdo marrom claro, até mesmo
acastanhada (BAVA et al., 2010).

O padrdo ouro para o diagndstico da neurocriptococose € a cultura fungica que
geralmente € positiva em 89% dos pacientes ndo infectados pelo HIV e de 95 a 100% dos
pacientes com AIDS. Os testes soroldgicos sdo sensiveis, especificos, rapidos e seguros. O
teste por aglutinacdo das particulas do latex através da deteccdo do antigeno capsular é o mais
empregado. Aglutinacdo positiva em titulacBes de 1:4 sdo altamente sugestivas de infeccao
criptococica. Titulos maiores ou iguais a 8 sugerem doenca em atividade. Altos titulos de

antigeno sao geralmente encontrados em pacientes com aids (KON et al., 2008).

No caso de possivel criptococose do SNC, especialmente em pacientes que apresentam
deficits neuroldgicos focais ou historia compativel com meningite lentamente progressiva,
considere a obtencdo de uma tomografia computadorizada ou ressonancia magnética do
cérebro antes de realizar uma puncdo lombar. Se uma lesdo em massa € identificada, ndo
realize uma puncdo lombar para obter fluido espinhal. Neste caso, é recomendavel consultar
um neurocirurgido para um procedimento alternativo por conta da presséo intracraniana muito
elevada e o risco de hérnia cerebral. Na criptococose pulmonar, os achados radiograficos em
pacientes assintomaticos e imunocompetentes podem incluir o seguinte: pneumonia com
lesbes focalizadas e granulomas variando de 2cm a 7cm, muito semelhantes a tuberculose
(BAVA; ZULIANI, 2009). A deteccdo do antigeno capsular é realizada por meio de técnicas
soroldgicas de aglutinacéo e elas tém uma sensibilidade de 90% (CASTILLA; GILER, 2016).
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2.4 Ciclo de reproducéo das espécies do complexo Cryptococcus neoformans

O ciclo biolégico do Cryptococcus € constituido pela reproducdo assexuada ou
anamorfica, realizada através de brotamento produzindo leveduras haploides, representando a
maioria dos isolados ambientais (LIN; HULL; HEITMAN, 2005), e pela reproducéo sexuada
ou teleomorfica, formando basidiosporos a partir do qual a espécie C. neoformans €
denominada Filobasidiella neoformans e C. gattii recebe a denominacdo F. bacillispora (LIN,
2009). O estagio sexual (perfeito ou teleomdrfico) € caracterizado pela presenca de
basididsporo e é observado somente durante o cruzamento (Mating). Existem dois mating
types para Cryptococcus neoformans o e a, determinado por um unico locus, sendo mating
type a prevalente em isolados dos ambientes subtropicais (BOVERS et al., 2007).

O processo de reproducdo mating type a e o e a produgdo de esporos sdo observados
em todos os sorotipos das espécies do complexo, apresentando um importante papel na
epidemiologia e viruléncia do fungo, sendo que Cryptococcus mating type o mostra-se mais
virulento do que as cepas mating type do Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii
(KWON-CHUNG et al., 2014). Na auséncia de mating e baixas condi¢cbes com reducgéo de
fontes de nitrogénio, as células haploides de Cryptococcus neoformans podem sofrer uma
modificacdo morfoldgica e produzir hifas com bases terminais. Este fenémeno é produzido
com frutificacdo monocariética haploide (LIN et al., 2006 B). A Figura 3 ilustra o esquema do
Ciclo de reproducdo sexual de Cryptococcus spp.

Estudos realizados com PCR demonstraram que os genes CNA1, CLA4 e GPA1 estéo
presentes no tipo moléculas de AD hibrido de Cryptococcus neoformans e sdo heterozigotas
para o acasalamento MAT a ou MAT o (LENGELER; COX; HEITMAN, 2001).
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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
clamidésporo ou novos blastosporos. Depois da dicariotizacdo, dois nlcleos parentais migram coordenadamente
nas hifas para formacdo do basidio. Em seguida, ocorre a fusdo nuclear entre os blastosporos haploides,
posteriormente quatro produtos meioticos sdo produzidos em decorréncia de meiose, esses esporulam em cadeia,
por mitose e brotamento, a partir da base do basidio. Na parte inferior, durante a frutificagdo monocariética, as
células de um mesmo tipo MAT, por exemplo, células a originam células a/a diploides, por duplicacdo ou fuséo
nuclear entre duas células a. A célula diploide forma hifas monocariéticas, podendo também formar
clamidésporo ou leveduras diploides. Em seguida, ocorre a formagdo do basidio, meiose e esporulacdo em
cadeia. Em ambos os casos, ap6s o crescimento filamentoso, 0s esporos sdo dispersos e germinam dando origem

a fase leveduriforme.
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2.5 Criptococose: patogenia, principais formas clinicas e epidemiologia

De forma geral, a criptococose inicia-se pela inalagédo de leveduras dessecadas ou de
basidiosporos, os quais atingem os pulmdes do hospedeiro. Os propagulos sdo pequenos,
contendo de 1,5 a 3,5 um de tamanho, facilitando sua chegada aos alvéolos pulmonares. Uma
vez nos pulmdes, as células da levedura entram em contato com macrofagos alveolares,
podendo ser fagocitados por estas células, conforme ilustrado na Figura 4.(LIN; HEITMAN,
2006; PERFECT et al., 2010). De forma geral, a criptococose inicia-se pela inalacdo de
leveduras dessecadas ou de propagulos fungicos, os quais atingem os pulmdes do hospedeiro.
Os propagulos séo pequenos, contendo de 1,5 a 3,5 um de tamanho, facilitando sua chegada
aos alvéolos pulmonares. Uma vez nos pulmdes, as células da levedura entram em contato
com macrofagos alveolares, podendo ser fagocitados por estas células (LIN; HEITMAN,
2006; PERFECT et al., 2010).

No interior do macréfago, o fungo é capaz de proliferar, sendo esta capacidade
diretamente correlacionada a viruléncia deste. Apds atingir a via hematogénica, as leveduras
podem, ent&o, invadir o sistema nervoso central (TAYLOR-SMITH; MAY, 2016).

Trabalhos pioneiros de Emmo, em 1955, ja faziam referéncia a relacdo saprofitica do
fungo com fezes secas de pombos, bem como solos contaminados com excrementos em
ambientes urbanos (ROSARIO; ACOSTA; COLOM, 2008). No entanto, a micose sistémica é
mais comum em gatos e cdes. C. neoformans € o agente etiolégico mais frequentemente
isolado nesses casos animais (CABANES, 2008; LIN; HEITMAN, 2006).

E descrito que a infeccdo pulmonar por C. gattii é mais comum do que por C.
neoformans e que ambas as espécies possuem capacidade de atravessar a barreira
hematoenceféalica, entretanto, C. neoformans consegue se desenvolver cerca de 10-100 vezes
mais rapido que C. gattii no sangue de camundongos e soro. Tal fato sugere que, apesar da
significativa similaridade de genomas e caracteristicas de viruléncia, existe diferenca na
especificidade de 6rgdo alvo entre as espécies, apesar de ndo estarem bem elucidados ainda os
mecanismos que governam estas diferencas (KWON-CHUNG et al., 2014; LEOPOLD
WAGER et al., 2016). A figura 4 ilustra de forma esquematica as principais etapas da

patogénese da criptococose.
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Figura 4 - Ciclo biologico de Cryptococcus spp. penetracdo e disseminac¢do no organismo

Propagulos fungicos

FONTE: Adaptado por GOTAY, 2019, baseado em Taylor-smith; MAY ( 2016).

Patogénese da infeccdo por Cryptococcus spp. 1) Propagulos fangicos ou leveduras dessecadas sdo inaladas
pelo hospedeiro e atingem os pulmdes. 2) A levedura sofre fagocitose por macrofagos alveolares e pode se
disseminar pelo organismo hospedeiro quando no interior das células fagociticas. 3) A levedura se dissemina
pela corrente sanguinea do hospedeiro tanto como células isoladas como no interior de macréfagos, mecanismo
conhecido como “cavalo de Troia”. 4) Invasdo do SNC ocorre quando a levedura atravessa a BHE (Barreira

hematoenceféalica).

A forma de vida saprofito e ubiqua do Cryptococcus spp. intriga 0s pesquisadores a
respeito de como esse patdgeno humano se associa a plantas e de que forma o ambiente
influencia no seu ciclo de vida. Acredita-se que o fungo, principalmente o C. gattii, estabeleca
esse tipo de relagdo para completar seu ciclo bioldgico pelo processo de mating type, pois foi
observado que componentes como inositol e acido indol-acético, existentes em plantas do
género Arabidopsis e Eucalyptus, estimulam a reproducdo sexuada do fungo (XUE et al.,
2007).

A criptococose € uma micose sistémica de distribuicdo global, causada por
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii. Atualmente, o paradigma de infecéo,



30

unicamente oportunista, tem sido modificado pela ocorréncia da doenca em pacientes
imunocompetentes (FISHER; VALENCIA-REY; DAVIS, 2016; SAIJO et al., 2014; TELLO
et al., 2013). Normalmente a porta de entrada é por via respiratoria e depois se espalha para
outras regides do corpo, principalmente o sistema nervoso central. A criptococose pode ter
varias formas clinicas: criptococose pulmonar, SNC e cutanea (MA; MAY, 2009; TELLO et
al., 2013).

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 mdltiplas no sistema nervoso central, acarretando em meningite ou
meningoencefalite aguda ou subaguda. Os sinais clinicos mais frequentes sdo cefaleia (76%
dos casos) e febre (65% dos casos), seguidos de nauseas, vomitos, rigidez de nuca para
comprometimento meningeo e alteracdo de consciéncia, déficit de memdria, linguagem e
cognigdo para os casos de meningoencefalite. (LIN; HEITMAN, 2006). No que se refere a
criptococose do sistema nervoso central, estudos feitos em camundongos mostram que o
Cryptococcus neoformans atravessa a barreira hematoencefalica pela migracdo transecular
através do endotélio do cérebro e, subsequentemente, prolifera no espago subaracndideo
(CHANG et al.,, 2004; MA; MAY, 2009). Os pacientes podem ter meningite ou
neurocriptococose, que pode ocorrer de forma aguda, subaguda ou cronica (ECEVIT et al.,
2006).

Na criptococose pulmonar, o trato respiratério é a porta de entrada mais comum e as
manifestacdes pulmonares cobrem um amplo espectro que vai desde os achados radiograficos
assintomético até disturbios respiratérios agudos. As manifestacdes radiograficas da
criptococose pulmonar tém sido descritas em trés grandes padrdes: ndédulo ou massa pulmonar
solitaria, consolidacdo segmentar ou lobar e pequeno padrdo nodular. A forma pulmonar
localizada pode afetar pessoas incompetentes ou imunossuprimidas (LACOMIS et al., 2001;
TELLO etal., 2013).

A criptococose cutanea pode ser primaria ou secundaria, a criptococose cutanea
primaria (CCP) foi definida na literatura como a identificacdo do Cryptococcus na biopsia ou
cultivo da pele (BALLESTERO et al., 2004; FORRESTEL et al., 2016; TELLO et al., 2013).
A criptococose cutanea secundaria (CCS) ocorre por disseminacdo hematogénica do fungo
para a pele, que ocorre entre 10-20% dos casos (PASA; CHANG; HANS-FILHO, 2012).
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Estudo realizado no Brasil também comprovou que, na maior porcentagem de pacientes com
CCP, a espécie mais isolada foi C. gattii (MARQUES et al., 2012).

A letalidade da neurocriptococose € 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 Rajasingham et al. (2017) teve o
intuito de realizar a primeira estimativa mundial de casos de meningite criptocécica, a forma
mais grave da doenga, associada com pacientes HIV positivo. Estimou-se que ocorrem
anualmente cerca de 242.200 casos de neurocriptococose em todo 0 mundo — desses, 162.500
encontram-se na Africa Subsariana — com aproximadamente 624.700 mortes. A figura 5

ilustra a estimativa anual de casos de meningite criptocécica ao redor do mundo.
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Figura 5 - Epidemiologia global da neurocriptococose em individuos HIV positivos no mundo. Adaptado por
GOTAY, 2019, Rajasingham et al.(2017).
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2.5.1 Epidemiologia da criptococose no Ceara

No Brasil, a criptococose ndo é uma doenca de notificacdo compulséria, o que
dificulta o conhecimento da real magnitude da morbidade e da mortalidade da doenca no pais.
O conhecimento existente é obtido principalmente a partir de estudos de séries de caso,
realizados em sua maioria nas regides Sul e Sudeste, sendo poucos estudos realizados no
Nordeste do pais, inclusive no estado do Ceara (MORA et al., 2012).

As regides Norte e Nordeste do Brasil se configuram como areas endémicas para
criptococose. Neste cendrio, a doenca é caracterizada por infeccdo primaria de hospedeiros
imunocompetentes, afetando sobretudo criancas e adultos jovens. Ha predominio de infec¢des
causadas pelo complexo de espécies C. gattii e tipo molecular VGII, comumente observadas
nos estados do Amazonas, Roraima, Pernambuco, Piaui e Bahia. A figura 6 mostra a
distribuicdo temporal dos casos de criptococose diagnosticados no periodo de estudo. E
possivel observar que os diagnosticos duplicaram de 2008 a 2009, sendo verificada uma
tendéncia de crescimento durante todo o periodo ( OLIVEIRA, 2018).

Numero de Casos

2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

=== 3 s0s diagnosticados Casos analisados

Figura 6- Distribuicdo temporal dos casos analisados e casos diagnosticados de criptococose.

Hospital Sdo José, Fortaleza —Ceard, 2005 a 2016.
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2.6 Fatores de viruléncia

A capacidade das espécies do Complexo Cryptococcus neoformans/C.gattii em
infectar humanos e animais esta intimamente relacionada com a sensibilidade 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
Orgdos e tecidos, ocasionando a criptococose. Sdo varios os fatores de viruléncia produzidos
pelo Complexo, sendo os principais a expressao de capsula, sintese de melanina, formacéo de
biofilme, termotolerancia a 37°C, producdo de enzimas (protease, urease e fosfolipase),
sobrevivéncia intracelular, aquisicdo de nutrientes e biofilme que contribui para, resisténcia
aos antifungicos de uso terapéutico (CAMPOS; BARONI, 2010; PESSOA; SILVA; GOMES,
2012).

Estudos realizados por Perfect, et al., (2005) sobre a producdo de capsulas, sintese de
melanina, crescimento a altas temperaturas levaram ao entendimento de que estes sdo oS
principais fatores de viruléncia. A tabela 2 ilustra os diferentes fatores de patogenicidade do

complexo Cryptococcus neoformans.

Tabela 2 - Mecanismos de patogenicidade do Cryptococcus neoformans / Cryptococcus gattii

Fator de viruléncia Hospedeiro Meio ambiente
Cépsula Antifagocitica Protecdo a dessecacdo
Melanina Resisténcia aos antifingicos  Protecdo contra radiacdo UV
Temperatura 37°C Infecgéo Sobrevivéncia em condigdes

hostis
Enzimas Funcéo nutricional
1. Uréase Sobrevivéncia no hospedeiro  Protegéo contra predadores
2. Fosfolipase
3. Proteinase Invaséo tecidual Crescimento
intracelular
Formac&o de biofilme Resisténcia aos antifungicos Remoc&o de matéria organica

carbonacea e nitrogenada

Fonte: Adaptado por GOTAY, 2019, baseado em Ma and May et al., (2009). Principais fatores de viruléncia de

C. neoformans relacionados ao hospedeiro e ao meio ambiente.
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2.6.1. Capsula

Dentre todos os fungos patogénicos, Cryptococcus spp. € 0 Unico que possui uma
capsula polissacaridica. Essa capsula é composta primariamente por dois polissacarideos,
sendo a glucoronoxilomanana (GXM) o fator de viruléncia mais estudado (DOERING, 2009;
TURNER; CHERNIAK; REISS, 1984). A capsula se compde em 90-95% de
glucuronoxilomanano (GXM), 5-8% de galactoxilomanano (GalXM) e mananoproteinas
(<1%). (DOERING, 2009; MA; MAY, 2009).

O sequenciamento genético de Cryptococcus spp. através de PCR. identificou quatro
genes: CAP59, CAP60, CAP64 e CAP10 responsaveis pelas sinteses da capsula (CHANG;
KWON-CHUNG, 1998). Componentes de superficie de C. neoformans, incluindo a cépsula,
seriam  sintetizados no citoplasma e exportados para o exterior da célula por vesiculas
secretoras que atravessariam a parede celular (RODRIGUES; ALVIANO; TRAVASSOS,
1999).

H& 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
séo avirulentas (MARTINEZ; CASADEVALL, 2005; ROSSATO et al., 2016). Ao serem
inalados, os propagulos fangicos de maneira geral ndo apresentam capsula, mas ao serem
depositados nos alvéolos, ocorre rapidamente a sintese capsular (VELAGAPUDI et al., 2009).

A figura 7 ilustra os aclcares que compdem a capsula de Cryptococcus spp.
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Figura 7— Principais polissacarideos da capsula de cryptococcus spp.
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FONTE: Adaptado por GOTAY, 2019, baseado em (DOERING, 2009). Estrutura dos polissacarideos
componentes da cédpsula, (A) GXM (B) GalGXM, compostas por aglcares simples, manose, glucose, &cido

glucurdnico, xilose.

A expressdo da capsula por Cryptococcus spp. pode variar dependendo da cepa e das
condigdes de crescimento em meios de cultura. O tamanho da cépsula é normalmente
pequeno, embora possa ser estimulado por diversos fatores que incluem altas concentracfes
de CO, e baixas concentracdes de ferro (ZARAGOZA; CASADEVALL, 2004). Estudos
realizados demonstram que o CO; é transformado em NAHCO; e favorece a biossintese da
capsula e o crescimento de Cryptococcus spp. no pulmédo do hospedeiro através de duas
enzimas denominadas anidrases carbbnicas Canl e Can2. (GRANGER; PERFECT,;
DURACK, 1985; MOGENSEN et al., 2006). Ao mesmo tempo, a capsula também possui
funcbes importantes, como dar ao fungo a capacidade de escapar das defesas do hospedeiro,
reduzindo a capacidade fagocitica das células do sistema imune (MCFADDEN,;
ZARAGOZA; CASADEVALL, 2006; RODRIGUES; ALVIANO; TRAVASSOS, 1999).
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2.6.2 Melanina e lacase

A melanina é um pigmento carregado negativamente, hidrofébico, de alto peso
molecular que é formado pela polimerizacdo oxidativa de compostos fendlicos (MA; MAY,
2009). A lacasse, que é codificada por dois genes, LAC1 e LAC2, é um importante fator de
viruléncia para C. neoformans /C.gattii no entanto, a LAC1 é a responsavel pela viruléncia
(QIU et al., 2012). Cryptococcus spp. € capaz de produzir melanina a partir de substratos
como LDOPA, Agar Semente de Girassol, Agar Cenoura, Agar Acido Cafeico ou dopamina
em decorréncia da oxidacdo destes substratos pela lacasse. A enzima fenoloxidase pode
ainda atuar em diferentes substratos dopaminérgicos, como as catecolaminas, que estdo
presentes no cérebro dos mamiferos (DOS SANTOS PEDROSO et al., 2007; QIU et al.,
2012).

A melanina € um importante fator de viruléncia para Cryptococcus spp, colaborando
para a protecdo do fungo contra danos oxidativos causados pelos fagocitos e radiacdes
ionizantes (IKEDA et al., 2003; VAN DUIN; CASADEVALL; NOSANCHUK, 2002). Além
disso, as células melanizadas sdo menos sensiveis aos efeitos de determinados antifungicos,
como os azélicos e caspofungina (VAN DUIN; CASADEVALL; NOSANCHUK, 2002). Qiu
et al. (2012) realizaram estudos experimentais com camundongos investigando se a presenca
ou auséncia de lacasse modificava a resposta imune local no pulméo nas cepas altamente
virulentas, H99 (expressando lacasse) e a cepa mutante de H99 deficiente do gene produtor de
melanina. O experimento com as cepas com auséncia da enzima o sistema imune reduziu a
carga fungica pulmonar e aboliu a disseminacdo do SNC.

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 (EISENMAN et al., 2005; MANDAL et al., 2007). Dessa forma,
0 pigmento possui capacidade de absorver radiacdo eletromagnética proveniente da luz
ultravioleta ou até mesmo de reatores nucleares, conferindo radioprotecdo para o fungo no
meio ambiente (DOS SANTOS PEDROSO et al., 2007; URAN; CANO, 2011). A melanina
pode ainda atuar na interferéncia da fagocitose, defesa contra radicais livres tdxicos
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
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fangica, contribuindo para uma melhor estruturacdo da parede celular conferindo rigidez.
(MA; MAY, 2009; URAN; CANO, 2011).

A sintese de melanina de Cryptococcus spp. ocorre apenas na presenca de compostos
fenolicos, tais como L-3, 4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA), metildopa, epinefrina e
norepinefrina, catalisada por uma fenoloxidase. O fungo capta precursores dopaminicos do
ambiente extracelular que podem ocorrer tanto no meio ambiente como durante a infecgao
(URAN; CANO, 2011; VAN DUIN; CASADEVALL; NOSANCHUK, 2002). A enzima
fenoloxidase ou lacase, presente na levedura, atua sobre esses substratos, gerando quinonas
como produtos, que sofrem um processo de autopolimerizacdo, transformando-se em
melanina. (CASADEVALL; ROSAS; NOSANCHUK, 2000; DOS SANTOS PEDROSO et
al., 2007).

2.6.3 Termotolerancia a 37 °C

A capacidade do Cryptococcus spp. de sobreviver e proliferar a 37 °© C dentro do
hospedeiro é um atributo da viruléncia essencial dos microrganismos patogénicos
(CASADEVALL,; PERFECT, 1998). Durante o crescimento a 37° C, em resposta ao estresse
causado pela temperatura, Cryptococcus neoformans expressa genes como Mga2 a 37° C,
considerado importante para o crescimento a alta temperatura. O gene Mga2 regula genes que
codificam as enzimas Biosintética da membrana celular e &cidos graxos para adaptacao a altas
temperaturas de crescimento (KRAUS et al., 2004; MA; MAY, 2009). Da mesma forma,
estudos realizados através da utilizacdo do método alternativo analise de diferencas
representacionais (RDA) revelaram 100 genes no complexo Cryptococcus neoformans que
séo regulados quando o fungo cresce a 37 ° C (E SILVA et al., 2008).

Assim, as enzimas requeridas para a manutencdo 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. A termotolerdncia apresentada pelo Complexo Cryptococcus
neoformans/C. gattii pode destacar-se como relativamente mais importante frente aos demais
fatores de viruléncia (CORDEIRO et al., 2016).
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2.6.4 Producéo de enzimas

A producdo de enzimas por cepas do Complexo Cryptococcus neoformanas/C. gattii
também € considerada um importante fator de viruléncia. As principais enzimas produzidas
pelo Complexo sé@o proteases, fosfolipase e urease. Proteases sdo enzimas que catalisam a
clivagem de ligaces peptidicas resultando na digestdo de proteinas, possibilitando uma maior
aquisicdo de nutrientes. Também contribuem para a invasdo de tecidos do hospedeiro,
colonizacdo e, por conseguinte, estabelecimento da infeccdo (CAMPOS; BARONI, 2010;
MA; MAY, 2009).

As proteases participam na viruléncia dos microrganismos degradando proteinas,
como colageno, elastina e fibrinogénio, e outras proteinas imunologicamente importantes,
como imunoglobulinas e fatores do complemento, levando ao comprometimento
dos mecanismos de defesa do hospedeiro. A degradacdo destas proteinas causa danos
teciduais ou vasodilatagdo, fazendo com que ocorra a invasdo e disseminagdo dos fungos nos
tecidos do hospedeiro (CASADEVALL; STEENBERGEN; NOSANCHUK, 2003; MA;
MAY, 2009).

A Fosfolipase B é conhecida por seu papel na patogenicidade do fungo, aumentando a
sobrevivéncia e disseminagéo intracelular da levedura e disseminagdo desta no pulméo e no
cérebro (KWON-CHUNG et al., 2014). Cepas de Cryptococcus spp. produtoras de fosfolipase
possuem normalmente uma maior capacidade de aderéncia ao tecido do hospedeiro
(CAMPOS; BARONI, 2010). Outras enzimas, como a urease, possuem papel importante na
propagacao do fungo por causar acimulo de células dendriticas imaturas e uma resposta Th2
ndo protetora (OSTERHOLZER et al., 2009). A urease catalisa a hidrolise da ureia em
amonia NHj3 e acido carbbnico CO, (MA; MAY, 2009).

2.6.5 Biofilme

Biofilmes sdo comunidades microbianas complexas dinamicas, de estrutura
tridimensional aderida a uma superficie bidtica ou abidtica, cujas células encontram-se
circundadas por uma matriz extracelular polimérica (BRAUNSDORF; LEIBUNDGUT-
LANDMANN, 2018; REICHHARDT; STEVENS; CEGELSKI, 2016). Cryptococcus
neoformans/gattii exibe predilecdo por superficies artificiais e forma biofilmes em

dispositivos médicos, como derivagdes do liquido cefalorraquidiano, cateteres vasculares e
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fistulas de dialise protética (MARTINEZ; CASADEVALL, 2007). A Figura 8A mostra

comunidades agregadas envolvidas em uma matriz extracelular protetora.

A capacidade que os microrganismos tém para formacdo de biofilme pode ser
considerada como um fator de viruléncia essencial para a sobrevivéncia microbiana em
praticamente todos os ambientes (DONLAN; COSTERTON, 2002; MARSH, 2004). Estima-
se que infec¢des por biofilme compreendem de 65% a 80% das infeccBes que afetam os seres
humanos no mundo desenvolvido (COSTERTON, 2004; KERNIEN et al., 2018). As
infeccdes causadas por Cryptococcus spp. podem estar associadas a formacéo de biofilme em
valvulas cerebrais e dispositivos médicos (LOPES, 2015; MARTINEZ; CHRISTAKI,
CASADEVALL, 2006). Além da atividade imunomoduladora da matriz extracelular,
os biofilmes de Cryptococcus spp. também resistem ao sistema fagossoma do hospedeiro
(RAMAGE et al., 2012). A Figura 8B mostra a matriz de exopolissacarideos do biofilme de
Cryptococcus gattii. Os biofilmes sdo capazes de tolerar altas concentracbes de
antimicrobianos (Lopes et al.,2015). Além das defesas do hospedeiro, PG-1, B-defensina-1 e
B-defensina-3 (MARTINEZ; CHRISTAKI; CASADEVALL, 2006).

O fungo C. neoformans ja foi relatado como um patdgeno capaz de formar biofilme
ativamente em diversos dispositivos protéticos, inclusive em valvulas e derivacbes cardiacas e
fistulas de dialise (WALSH et al., 1986). A capacidade que tém Cryptococcus spp. de aderir a
cateteres e produzir fungemia foi demonstrada por (TAKEMURA et al., 2015). Existem
genes transcricionais que regulam a formacdo de biofilme em Cryptococcus neoformans,
como CRZ1 e SP1, que estdo envolvidos na formacdo de biofilmes (MORANOVA et al.,
2014). Gyawali et al., (2017), demonstranou que a proteina Cfl1 é uma adesina que permite a

adesdo célula-célula e regula a formacdo de biofilme.
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Figura 8— Biofilme maduro de Cryptococcus gattii.
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Figura 8- Imagem de microscopia eletrénica de varredura de um biofilme produzido por Cryptococcus gattii.
Aumento de 2,500 vezes. A seta laranja evidencia a matriz extracelular. Fonte: proprio autor — CEMM/UFC
(2019).

C. neoformans e Cryptococcus gattii tém uma céapsula de polissacarideo (GXM)
glucuronoxilomanana, um importante fator de viruléncia, necessario para a adesdo ao suporte
solido e formacdo de biofilme (CAMACHO; CASADEVALL, 2018; MARTINEZ,
CASADEVALL, 2007). Martinez e Casadevall (2006) identificaram GXM como o principal
polissacarideo da matriz de biofilme de C. neoformans. Esse polissacarideo tem recebido mais
atencdo devido as suas propriedades imunomoduladoras e alta abundancia na matriz do
biofilme (CAMACHO e CASADEVALL, 2018). Os mecanismos moleculares que conferem
resisténcia as drogas em biofilmes fungicos ndo foram completamente elucidados. Todavia,
de maneira geral, os mecanismos envolvidos no fenbmeno de resisténcia aos antifungicos em
biofilme sdo: aumento da densidade celular; estado fisiologico 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 sdo escassas (RAMAGE et al., 2012;
ROMLING; BALSALOBRE, 2012). A figura 9 ilustra de forma esquematica as principais

etapas de formacao do biofilme.
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Figura 9 —Etapas de formacéo de biofilme de Cryptococcus spp.

FONTE: Baseado em LOPES et al., (2017). (1,2) Adeséo de células planctdnicas (3) Quérum sensing. (4)

Biofilme formado. (5) Dispersdo

Estudos relatam que a formacdo de biofilme por Cryptococcus neoformans e
Cryptococcus gattii oferta resiliéncia, conferindo tolerancia ao sistema imunolégico do
hospedeiro e a acdo de agentes antifungicos (AL-FATTANI; DOUGLAS, 2004,
MARTINEZ; CASADEVALL, 2015b; RAMAGE et al., 2012). A representacdo grafica dos
diferentes mecanismos de resisténcia do biofilme estd presente na Figura 10. Uma das
caracteristicas definidoras dos biofilmes é o aumento da resisténcia a agentes antimicrobianos.
Os fungos tém até 1000 vezes mais resisténcia a agentes antifungicos do que as células
planctonicas livres (RAMAGE et al., 2012; RIVERA; RAMOS; DESGARENNES, 2013). A
composicdo da MEC desses biofilmes em Cryptococcus spp. € complexa, compreendendo
proteinas, hexosamina, fosforo, acido urénico e carboidrato (MARTINEZ; CASADEVALL,
2015b). Estudos realizados por Martinez et al., (2015) relataram que os biofilmes de
Cryptococcus neoformans melanizados mostram menor sensibilidade aos diferentes azolicos

que os biofilmes ndo melanizados.
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Moranova et al., (2014) relataram que existem genes transcricionais que regulam a
formagéo de biofilme, como CRZ1 e SP1, que estdo envolvidos na formagéo de biofilmes em
Cryptococcus neoformans. Gyawali et al., (2017) demonstraram que a proteina Cfl1 é uma
adesina que regula morfologia, formacéo de biofilme e comunicacéo intercelular. A figura 10

ilustra o biofilme maduro de Cryptococcus neoformas.

Figura 10— Estrutura do biofilme de Cryptococcus neoformans.

FONTE: Baseado em LOPES etal., (2017). Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura. (A) O
quadrado pontilhado indica células criptocécicas ligadas a superficie. (B) Biofilmes com estrutura amorfa e

assimétrica (setas vermelhas) (C, D) Biofilme maduro em forma de flor (setas rosas).

Acredita-se que os constituintes da matriz atuem também como quelantes das drogas,
fazendo com que sejam necessarias concentracdes 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 estratégias antifingicas (RAMAGE et al., 2012).

A utilizacdo de substéncias e drogas ndo convencionais antifangicas, como medida de
controle in vitro de biofilmes produzido pelo Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii,

tem sido proposta por alguns autores. Rossato et al., (2016) demonstraram que as drogas
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fenotiazinas Clorpromazina inibidora da bomba de efluxo inibiu o crescimento de células
planctonicas de Cryptococcus spp. Cordeiro et al. (2016) demonstraram que as combinagdes
das drogas inibidoras farmaco radicicol (RAD) inibiram o crescimento de células

planctdnicas, bem como biofilmes formados por Cryptococcus spp.

2.7 Resposta imunoldgica do hospedeiro frente a Cryptococcus spp.

A defesa do hospedeiro contra Cryptococcus spp. € criticamente regulada por
mediacdo celular, especialmente linfdcitos T, macréfagos que desempenham um papel central
na erradicagdo desta infeccdo (OSTERHOLZER et al., 2009). Em geral, pensa-se que a
eliminacdo de Cryptococcus spp. € através da producdo de citocinas e efeito antifingico dos
macrofagos ativados. Quando uma resposta imune € mediada pelas células T, a maioria das
leveduras de Cryptococcus intracelulares séo erradicadas durante a infeccéo pelas células Thl
/ Th2 ativadas (GARRO et al., 2011; LINDELL et al., 2005).

Os macréfagos tém uma variedade de mecanismos microbicidas que séo
potencialmente ativos contra C. neoformans, incluindo mecanismos oxidativos e nao
oxidativos. Assim como a formacdo de granuloma, a producao de radicais hidroxilo é gerada
como resultado da reducdo incompleta de oxigénio (GARRO et al., 2011).

2.8 Tratamento e resisténcia aos antifungicos

O tratamento consiste em 3 fases: indugdo, consolidagdo e manutengéo ou profilaxia
secundaria (CASTANEDA; LIZARAZO, 2012). A meningite por Cryptococcus spp. ndo
tratado sempre é fatal. Todos os pacientes com meningite devem receber tratamento
antifangico. Nas formas leves de criptococose sem comprometimento do SNC, geralmente é
utilizado fluconazol, por via oral, 400 mg por dia, durante 6 a 12 semanas. Nos casos mais
graves da doenca com Comprometimento do SNC é indicado uma primeira Fase de inducdo
com anfotericina B intravenosa (IV) em doses de 0,7 mg / kg diarias, combinadas com 5-
fluocitosina ou fluconazol (PERFECT et al., 2010; TELLO et al., 2013).

Atualmente, a terapia anticriptocococica recomendada inclui anfotericina B
desoxicolato isolada ou combinada com 5-flucitosina, seguida de fluconazol para manutencgéo
da terapia. (PODZAMCZER; SIDA, 2008). Para a maioria dos pacientes, as preparagoes

lisossémicas de anfotericina B sdo preferidas para minimizar o risco de toxicidade renal e
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melhorar a capacidade de dar um periodo ininterrupto de inducdo do tratamento (TELLO et
al., 2013). Normalmente, cepas humanas e ambientais de C. neoformans e C. gattii s&o
sensiveis, in vitro, a Anfotericina B (KOBAYASHI et al., 2005; TAY et al., 2006).
Pappalardo et al. (2003) relataram sensibilidade reduzida de Cryptococcus spp. a AMB in
vitro em cepas de origens clinicas e ambientais. Sanglard et al. (2002) descreveram a
resisténcia de Cryptococcus spp. ao fluconazol de cepas de origens clinicas e ambientais.
Estudos mostraram que a regulacao positiva do gene AFR1, que codifica para o transportador
de tipo ABC em Cryptococcus neoformans, estd envolvida na resisténcia in vitro ao
fluconazol. (POSTERARO et al., 2003; SANGUINETTI et al., 2006).

A 5-FC é um fungicida para leveduras pertencentes a classe de pirimidinas e ndo é
usado para infec¢6es fangicas pelos fungos filamentosos. Uma alta variabilidade das CIMs é
observada da 5-FC contra o género Candida spp. e C. neoforman. Devido ao surgimento de
resisténcia intrinseca, 5-FC geralmente ndo é administrada como monoterapia, ja que oferece
resisténcia rapidamente, de modo que € geralmente combinada com outros agentes, em
particular com AMB (RUIZ-CAMPS; CUENCA-ESTRELLA, 2009; SANGLARD, 2002b).
Investigagdes detalhadas dos mecanismos moleculares de resisténcia a 5-FC mostraram que a
resisténcia intrinseca dos fungos a este farmaco pode ser devido a um defeito na citosina
permease observada na C. albicans (PONTON; QUINDOS, 2006).

Estudos realizados na América do Sul relataram a resisténcia a fluconazol em cepas
clinicas de Cryptococcus spp., (CATTANA et al., 2013). Dentre os métodos mais utilizados,
in vitro, para avaliar a sensibilidade de Cryptococcus spp. ante os diferentes antiflngicos,
destacam-se o teste de microdiluicdo em caldo, de acordo com o documento M27-A3 CLSI
(2008). Bosco-borgeat et al. (2016) relataram duas mutacdes envolvidas na resisténcia de
Cryptococcus neoformans ao fluconazol por sequenciamento do gene ERG11 em isolados
clinicos. Revelaram também que a mutacdo Y145F, que resulta da substituicdo dos
aminoacidos G484S (G1855A), aumenta a sintese das enzimas 14-a-desmetilase de
lanosterol.

Sionov et al. (2011) caracterizaram cepas de C. neoformans sorotipo A resistentes a
altas concentracgdes de fluconazol (FLC) de isolados clinicos. Eles fizeram sequenciamento do
gene ERG11 pela técnica de PCR que revelou a mutacdo do aminoacido tirosina pela
fenilalanina no aminoacido 145. E importante notar que esta nova mutacdo pontual

identificada no gene ERG11 de C. neoformans também esta associada a resisténcia ao
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Voriconazol (VRC). As metodologias utilizadas para a sensibilidade in vitro incluem disco-
difusdo, macro e microdiluicdo em caldo. Recomenda-se 0 uso da microdiluicdo em caldo
porque essa técnica ajuda a obter a concentracdo minima inibitoria de crescimento (CIM),
sendo a concentracdo minima de droga que consegue inibir o crescimento do microrganismo

em condigdes padronizadas de meio, temperatura, tempo, entre outros CLSI (2008).

2.9 Drogas fenotiazinas com atividade antifungica

Existem compostos medicinais que s&o utilizados para a terapia de patologia nédo
infecciosa e que possuem propriedades antifungicas. As fenotiazinas como a Clorpromazina e
Prometazina sdo aminas triciclicas que tém atividade fungicida e podem inibir os
transportadores da bomba de efluxo de tipo ABC de algumas leveduras do género Candida
spp. e Cryptococcus (ELLS et al., 2013; VARGA et al., 2017). As fenotiazinas foram
sintetizadas pela primeira vez por Bernthsen, em 1883. O uso classico delas pode ser na forma
de anti-histaminicos, sedativos e antipsicéticos (OHLOW; MOOSMANN, 2011; VARGA et
al., 2017). As substancias fenotiazina prometazina e clorpromazina tém a capacidade de inibir
0 substrato competitivo, evitando a ligacdo de ATP na célula, causando assim uma
perturbacdo no gradiente de préton (BRILHANTE et al., 2018; CHAN; ONG; CHUA, 2007).
Alguns derivados de fenotiazina também mostraram atividade inseticida, antibacteriana, anti-
helmintica, antipridnica, antitumoral, antiviral, anti-inflamatéria e antimalarica (OHLOW,
MOOSMANN, 2011; VARGA et al., 2017).

Varga et al. (2017) relataram a capacidade das fenotiazinas prometazina e
clorpromazina de inibir a calmodulina, proteina essencial para o transporte de célcio na célula
fangica e bacteriana, alterando o ciclo celular da levedura e de fungos filamentosos. O Ca 2+
estd envolvido em vérias funcBes e pode desempenhar um papel importante na regulacdo do
crescimento e metabolismo celular. E elemento essencial para o crescimento de varios fungos
(ELLS et al., 2013).

Afeltra et al (2003) e Galgdczy et al. (2011) realizaram estudos com cepas de Candida
spp., com o objetivo de investigar os efeitos de interagcdo das fenotiazinas clorpromazina e
terbinafina com agentes antifungicos classicos (AMB), clinicamente usado contra infeccbes
invasivas e formas graves da doencga, demonstrando em seu estudo que tém sinergismo.
Estudos realizados por Brilhante et al. (2017) com cepas de Candida tropicalis encontraram a

acdo antifingica da prometazina alterando a membrana plasméatica ou também inibindo
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aspectos do metabolismo das células fangicas (AFELTRA; VERWELJ, 2003; VITALE et al.,
2007). Aneke et al. (2020) realizaram estudos com o0 objetivo de reverter 0 mecanismos de
resisténcia em cepas de Microsporum canis mediados por bomba de efluxo, demostrando que
a prometazina foi capaz de alterar o fenotipo resisténcia aos antifungicos, sobretudo aos
azolicos. A prometazina ¢ um derivado da fenotiazina, portanto, € classificada como
antagonista dos receptores H1 de primeira geracdo e atuam blogueando competitivamente a
histamina, além da atividade bloqueadora dos receptores a, que pode causar hipotensido

ortostatica nos individuos suscetiveis (OHLOW; MOOSMANN, 2011; VARGA et al., 2017).

O efeito psicotico da clorpromazina esta relacionado com a sua capacidade de inibir a
fosforilacdo oxidativa e a excitabilidade das membranas neuronais. Por outro lado, bloqueia
0s receptores de dopamina D1, D2 alfa adrenérgicos, histaminérgicos (H1), serotoninérgicos
(5-HT2) (KURAUCHI et al, 2018; VARGA et al., 2017; VENEGAS; MILLAN;
MIRANDA, 2003). Diante deste fato, pensou-se nas fenotiazinas, as quais alteram fenétipo de
resisténcia de cepas fangicas e que tém em sua estrutura o triplo anel de benzeno junto a um
atomo de nitrogénio. Este atomo é responsavel por suas propriedades especificas e sua
eficiéncia (OHLOW; MOOSMANN, 2011; VARGA et al., 2017). A figura 11 mostra a

estrutura quimica das fenotiazinas e suas moléculas antagonicas.
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Figura 11— Estrutura quimica das fenotiazinas e suas moléculas antag6nicas.

Prometazina

</ / HO g

HN NH2 o w B

Histamina

FONTE: Adaptado de OHLOW; MOOSMANN, 2011. (A) Estrutura quimica da prometazina. (B) Molécula da

clorpromazina. (C) Histamina. (D) Estrutura quimica da dopamina.

Dentre as fenotiazinas, a prometazina ¢ quem possui a estrutura semelhante a da
histamina, portanto, seu efeito antagonista da histamina pode ser derivado dela, uma vez que
inibe os receptores H1 da histamina. A estrutura da clorpromazina é muito semelhante a da
dopamina, desse modo, € capaz de efetivamente inibir os receptores de dopamina e exerce
efeitos antipsicéticos (CANTISANI et al., 2013; VARGA et al., 2017). Dados na literatura
demonstram o efeito antimicrobiano da prometazina, tendo efeito inibitério para Burkholderia
pseudomallei, Candida albicans e Candida tropicalis (CASTELO-BRANCO et al., 2013;
SIDRIM, et al., 2016; BRILHANTE et al., 2017). Essa atividade se deve ao efeito inibitorio
na bomba de efluxo, importante fator de viruléncia presente nos microrganismos que

ocasionam maior tolerancia aos farmacos (RAMAGE et al., 2012).

A prometazina também foi capaz de ocasionar perda a funcdo mitocondrial e dano a
integralidade da membrana celular fangica. Ademais, também foi constatado sua atividade
inibitéria nos biofilmes de Burkholderia pseudomallei e Candida tropicalis (SIDRIM, et al.,
2016; BRILHANTE et al., 2017).
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3HIPOTESES

1)

2)

3)

4)

A prometazina e clorpromazina apresentam acdo inibitoria frente ao crescimento

planctonico de Cryptococcus spp.

Cryptococcus neoformans/gattii, seja de origem humana ou animal, apresenta 0 mesmo

perfil de producéo de biofilme como fator de viruléncia e resisténcia in vitro.

A prometazina e clorpromazina apresentam acdo inibitoria na formacdo e no biofilme

maduro de Cryptococcus spp.

A prometazina e clorpromazina sdo capazes de reduzir a biomassa e a atividade

metabolica dos biofilmes de Cryptococcus spp.
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4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL
Investigar o efeito das fenotiazinas prometazina e clorpromazina sobre células plancténicas e

biofilmes de Cryptococcus neoformans/Cryptococcus gattii de origem humana e animal.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Avaliar a sensibilidade das células planctonicas e dos biofilmes de Cryptococcus

neoformans/Cryptococcus gattii frente a prometazina e clorpromazina.

2) Investigar o efeito da prometazina e clorpromazina sobre a formag&o e maturagio dos

biofilmes de Cryptococcus neoformans/Cryptococcus gattii.

3) Avaliar a estrutura do biofilme maduro de Cryptococcus neoformans apds o uso de

prometazina e clorpromazina em diferentes concentragoes.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Local do estudo

O presente estudo foi desenvolvido no Centro Especializado em Micologia Médica
(CEMM), pertencente ao Departamento de Patologia e Medicina Legal da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal do Ceara (UFC). A andlise morfologica dos biofilmes por
meio de microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi realizada na Central Analitica,

pertencente ao Departamento de Fisica da UFC.

5.2 Micro-organismos

Neste estudo foram utilizados isolados clinicos e animais de C. neoformans latu sensu
(n=14) e C. gattii latu sensu (n=6). Todas as cepas pertencem a micoteca do CEMM, onde
estdo mantidas a 4 °C em solugdo salina a 0,9%. Foram repicadas em Agar Batata e
armazenadas em estufa por 48 horas a 35°C para verificacdo da auséncia de contaminacéo.
Uma cepa C. parapsilosis ATCC 22019 foi utilizada como controle nos experimentos de
sensibilidade antifungica. Para a producao de biofilme foi utilizada como controle C. albicans
ATCC 10231. A manutencdo das cepas foi realizada com repiques em tubos de ensaio
contendo Agar Batata (Himedia®). As cepas eram incubadas por 48 horas a 35°C antes de
cada experimentacdo. As cepas empregadas na pesquisa, bem como suas caracteristicas de

identificacdo e origem de isolamento, estdo expostas na Tabela 3.



Tabela 3 - Identificacdo, espécie, gendtipo e origem de isolamento das cepas de Cryptococcus spp. utilizadas

neste estudo.
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Cod. CEMM Isolamento Espécie Gendtipo
03-1-104 Humano - LCR C. deuterogattii VGI
03-1-105 Humano - LCR C. neoformans VNI
03-1-108 Humano - Escarro C. neoformans VNI
03-1-109 Humano- Escarro C. gattii s. s. VGI
03-1-110 Humano- LCR C. deuterogattii VGl
03-1-112 Humano-LCR C. deuterogattii VGl
03-1-113 Humano - LCR C. neoformans VNI
03-1-114 Humano - LCR C. neoformans VNI
03-1-115 Humano - LCR C. neoformans VNI
03-1-116 Humano - LCR C. deuterogattii VGII
03-1-117 Humano - LCR C. deuterogattii VGII
03-1-118 Humano - LCR C. neoformans VNI
03-1-119 Humano - Urina C. neoformans VNI
03-1-120 Humano - LCR C. neoformans VNI
03-1-121 Humano - LCR C. neoformans VNI
03-1-123 Humano - LCR C. neoformans VNI
04-6-188 Animal C. neoformans Nd / Nd
04-6-189 Animal C. neoformans Nd / Nd
04-6-190 Animal C. neoformans Nd / Nd

Total: 20

Nd Nao determinado; LCR: Liquido cefalorraquidiano.

5.3 Desenho experimental

No presente estudo, Foi avaliado o efeito das fenotiazinas prometazina e
clorpromazina diante da forma plancténica e do biofilme de Cryptococcus neoformans/gattii.
Aliguotas da PMZ e CLOR foram estocadas a -20 °C e diluidas no momento de uso em meio
RPMI 1640 com L-glutamina e sem bicarbonato de sédio (Sigma Chemical Co., EUA),
tamponado a pH 7,0 com 0,165 M de acido morfolinopropanosulfénico (MOPS, Sigma
Chemical Co., EUA). Até 0 momento do experimento analisou-se o efeito das fenotiazinas

isoladas frente a células planctdnicas de C. neofomans e C. gattii, bem como ante os biofilmes



52

de ambas as espécies. Para tanto, foram triadas as cepas que mostravam maxima producéo de

biofilme in vitro por meio dos testes do cristal violeta e XTT, descritos no item 5.4.2.2

Finalmente, foi analisado o efeito da prometazina e clorpromazina sobre os biofilmes
de Cryptococcus spp. pela microscopia eletrénica de varredura. A figura 12 ilustra as
principais etapas experimentais empregadas no estudo. A Tabela 4 ilustra as diferentes

concentragdes das drogas utilizadas na fase experimental (pagina 53).

I Cryptococcus spp. I

PARTE 1. |
| | PARTE 2. |

sensibilidade | ‘l

I Células em biofilme I

Microscopia eletronica
de varredura (1)

1
Biofilme na adesdo (4) I

Células planctonicas (20) l I

I Biofilme em formacdo (14) I

[ Biofilme maduro (14) I

I Biofilme pre- exposto (4) I
¥

Células melanizadas em
biofilme (4)
v
I Atividade metabdlica I
v
| Quantificagdo da biomassa I

Figura 12 - Organograma das principais etapas experimentais do estudo. Os nlmeros entre parénteses
representam a quantidade de cepas utilizadas em cada experimento na presenca das fenotiazinas prometazina e

clorpromazina.
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Drogas isoladas Plancténico Adesao e Biofilme em Biofilme maduro
formacéo

Prometazina 0.5-256 (ug/mL) 8-64 (ug/mL) 1281024 (ug/mL)

Clorpromazina 0.125-64 (ug/mL) 8—64 (ug/mL) 128—1024 (png/mL)

Anfotericina B 0.0322—16 (ug/mL) 8-64 (ug/mL)

Fluconazol 0.125-64 (ug/mL) 32-256 (png/mL)

5 —Flurocitosina 0.0625—-16 (pg/mL)

Tabela 4 — Concentragdes das drogas prometazina e clorpromazina (mg/mL) AMB: Anfotericina B. FLC:

Fluconazol. 5— FC: Flurocitosina (pug/mL) testadas frente a forma planctonica e biofilme de Cryptococcus spp.

5.4 Efeito das fenotiazinas prometazina e clorpromazina frente a forma planctoénica e ao

biofilme de Cryptococcus neoformans/gattii.

5.4.1 Células planctdnicas

O teste de sensibilidade das cepas do Complexo C. neoformans/C. gattii em
crescimento plancténico foi realizado pela técnica de microdiluicdo em caldo, conforme o
documento M27-A3 (CLSI, 2008). As drogas utilizadas foram anfotericina B (AMB),
fluconazol (FLU) e a 5-fluorocitosina (5 —FC) bem como as fenotiazinas prometazina (PMZ)
e clorpromazina (CLOR). Os antifungicos (ATF) foram testados nas concentracBes
preconizadas pelo documento citado anteriormente, com intervalos que variaram de 0,125 —
64 pg/mL para FLU e 0,0313 — 16 ug/mL para os demais antifingicos. A prometazina foi
testado em concentragBes que variaram de 0,5 — 256pg/mL (Brilhante et al., 2017) e 0,125 —
64 pg/mL para clorpromazina. (ROSATTO et al., 2016). Os isolados foram previamente
semeados em Agar Batata e incubados a 35°C por 48 horas. Foi preparado um indculo
fangico em solucéo salina estéril (0,9 % NaCl) ajustando a turbidez da suspensdo a escala 0,5
de McFarland. A suspensdo 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 uL do
inoculo 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
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documento M27-A3. Para a prometazina e clorpromazina, o ponto de corte foi definido como

a menor concentracao capaz de inibir 100% do crescimento visivel.

5.4.2 Células associadas em biofilme

Inicialmente, foi realizada uma triagem por meio de ensaio de viabilidade e de
coloracéo de biomassa a fim de detectar as melhores cepas produtoras de biofilme para serem
empregadas nos testes com prometazina e clorpromazina, conforme descrito a seguir no item
5.4.2.2. O efeito das fenotiazinas foi avaliado sobre a adesdo, capacidade de formagéo de

biofilme e sobre o biofilme formado pelas cepas de Cryptococcus spp.

5.4.2.1 Efeito das fenotiazinas sobre células ndo aderidas

Apos o contato inicial da PMZ e CLOR na adesdo celular de Cryptococcus spp., foram
utilizadas 4 cepas representativas (03-1-105, 03-1-115, 03-1-118 e 03-1-121) e avaliado o
efeito das fenotiazinas nas células ndo aderidas. Os sobrenadantes foram centrifugados por 1
minuto a 10.000 rpm para obten¢do do pellet, as células foram lavadas com 200 ul de PBS
para remocdao dos resquicios de PMZ e CLOR. Posteriormente, ocorreu uma nova etapa de
centrifugacdo por 1 minuto a 10.000 rpm, o sobrenadante contendo PBS foi desprezado e
avaliado a atividade metabodlica foi avaliada pelo ensaio de reducdo do XTT segundo
Martinez e Casadevall (2006), com alteracfes. As células foram ressuspendidas em agitador
automatico e incubadas por 180 minutos a 35 °C. Todo o processo foi realizado ao abrigo da
luz direta. Passado o periodo de incubacdo, as solu¢des foram transferidas para placa de 96

cavidades de fundo chato e realizado leitura em espectrofotémetro a 492 nm.

5.4.2.2 Efeito das fenotiazinas prometazina e clorpromazina frente a formagéo do biofilme de

Cryptococcus spp.

Para a avaliagdo frente a formacdo e ao biofilme formado de Cryptococcus spp. (n=14)
adotou-se a metodologia estabelecida por Cordeiro et al. (2016). Inicialmente, foi realizada
uma triagem para deteccdo das melhores cepas a serem utilizadas no teste com prometazina e
clorpromazina. Para tanto, as estirpes fingicas foram cultivadas em Agar Batata por 48 horas

a 35°C. Decorrido esse tempo, as células foram suspendidas em meio RPMI-1640 tamponado
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com MOPS, previamente ajustado o pH para 7,0, até atingir a turbidez correspondente a
escala 4 de McFarland. Aliquotas de 200 uL dos indculos foram incubadas nos pogos das
microplacas de 96 pocos de fundo chato e incubadas por 72 horas a 35°C. Em seguida, foram

feitas analises de viabilidade e producdo de biomassa dos biofilmes.

A viabilidade dos biofilmes em formacdo e formados foi avaliada pela técnica
colorimétrica de reducdo do XTT (2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-[(fenilamino)
carbonil]-2H- hidréxido de tetrazolio), segundo Martinez e Casadevall (2006), com
modificagdes. O XTT (Sigma®) foi previamente preparado em uma solu¢do com
concentracdo final de 1 mg/mL. A solucgdo 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 incubacgédo a
35°C, as placas contendo os biofilmes foram lavadas por duas vezes com PBS para a remogao
de residuos de células ndo aderidas. Em seguida, 0s pogos das placas contendo os biofilmes
foram preenchidos com uma solucéo contendo 50 puL de PBS estéril, 75 pL da solugdo de
XTT e 6 pL da solugdo de Menadiona. Todo o processo foi realizado ao abrigo da luz direta.
As placas foram incubadas a 35°C por 3 horas, também ao abrigo da luz. Apos o periodo de
incubacdo, a solucdo foi transferida para novas placas de microdiluicdo estéreis e realizada

leitura em espectrofotbmetro 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 incubacdo, as placas foram lavadas como mencionado
anteriormente, os biofilmes foram desidratados com metanol puro e as placas mantidas em
temperatura ambiente. Os pogos das placas foram preenchidos com 0,03% de CV por 20
minutos. Em seguida, as placas foram lavadas com &gua destilada e os biofilmes descoloridos
pela adicdo de 200 pL de 4cido acético a 33%. A absorbancia foi mensurada em

espectrofotdbmetro a 590 nm.

As cepas selecionadas foram analisadas frente a formagéo dos biofilmes em presenca
da prometazina e clorpromazina para tanto, aliquotas de 100 pL de RPMI contendo a
prometazina e clorpromazina em concentragdes duplicadas foi adicionado junto a 100 puL dos
indculos, como descrito anteriormente. As placas foram incubadas por 72 horas a 35° C. A
capacidade de inibicdo da formacéo dos biofilmes frente a prometazina e clorpromazina foi
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analisada apenas pelo ensaio do XTT e o resultado expresso em porcentagem de viabilidade

em relagdo aos controles sem nenhum tratamento.

5.4.2.3 Efeito das fenotiazinas clorpromazina e prometazina frente ao biofilme formado de

Cryptococcus spp.

A avaliagéo da atividade da fenotiazina prometazina e clorpromazina sobre o biofilme
formado também foi avaliada frente as mesmas cepas utilizadas no experimento ante a
formacgdo dos biofilmes (Cordeiro et al. 2016). Os biofilmes foram formados a partir de
indculos previamente descritos no item 5.4.2.2. A partir dos in6culos feitos em RPMI-1640,
200 pL desses foram incubados nos pogos de microplacas de 96 cavidades de fundo chato e as
placas foram incubadas por 72 horas, a 35°C. Depois da incubacgdo, os sobrenadantes foram
descartados, as placas foram lavadas por duas vezes com PBS para a remocdo de residuos de
células ndo aderidas e os pocos foram novamente preenchidos com 200 uL de RPMI-1640
contendo as fenotiazinas prometazina e clorpromazina, nas mesmas concentracfes descritas
na tabela 4. Depois de 72 horas de cultivo a 35°C, as placas foram lavadas e analisadas pela

técnica de reducdo do XTT, conforme descrito no item 5.4.2.2

5.4.2.4 Formacdo de biofilme de Cryptococcus spp. pré-expostos com as fenotiazinas

Para verificar a capacidade de formacdo do biofilme de Cryptococcus spp., apos
contato com as fenotiazinas PMZ e CLOR, foram utilizadas 4 cepas representativas (03-1-
105, 03-1-115, 03-1-118 e 03-1-121). Apds o periodo de maduracdo com PMZ e CLOR, as
células foram lavadas com 200 pl de PBS, adicionado 200 pul RPMI1640 e a placa foi
incubada por 48 horas a 35 °C. Ap6s o periodo de incubagdo, os sobrenadantes foram
removidos e os biofilmes lavados com 200 pul de PBS. A capacidade de formagao do biofilme
foi avaliada pelo ensaio de reducdo do XTT, como descrito no item 5.4.2.2 (MARTINEZ e
CASADEVALL, 2006).
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5.4.2.5 Efeito das fenotiazinas clorpromazina e prometazina frente ao biofilme melanizado de

Cryptococcus spp.

Inicialmente foi realizada uma triagem para deteccdo das cepas produtoras de
melanina a serem empregadas na sensibilidade no biofilme. As cepas foram repicadas em
Agar Batata por 48 horas a 35°C e em seguida, foi feito repique em meio a Agar Semente de
Niger e as placas incubadas por 72 horas a 30°C. As cepas foram classificadas como
produtoras de melanina se fosse evidenciada pigmentacdo de coloracdo castanho-marrom
apos o periodo de incubacédo, ou ndo produtoras, se fosse observado auséncia de pigmentacéo.
Controle de crescimento do meio utilizado foi realizado com cepa de C. albicans.
Posteriormente, as cepas de Cryptococcus spp. foram semeadas por 7 dias em meio minimo
qguimicamente definido (6.0mM. tiamina, 30 mM de glucose, 13 mM de glicina, 10 mM de
MgSO 7H20 e 29,8 mM de KH2PO4, |-DOPA: 10 mM). Adotou-se a metodologia
estabelecida por Martinez et al., (2010), com adaptac6es. Os biofilmes formados foram feitos

conforme previamente descrito no item 5.4.2.2.

5.4.2.6 Microscopia eletronica de varredura

Os biofilmes de Cryptococcus neoformans. (n =1) ap6s exposicdo a PMZ e CLOR
foram analisados por MEV, de acordo com protocolo descrito por Brilhante et al.( 2017), os
biofilmes foram preparados como descrito no item anterior 5.4.2.2. Apds a incubacdo, o
sobrenadante foi retirado e as laminulas Thermanox™ contendo os biofilmes foram lavadas
com tampéo cacodilato 0,15 M com azul de alcian (0,1%) duas vezes. Biofilmes foram, ent&o,
recobertos com glutaraldeido (2,5% em tampao cacodilato 0,15 M) e incubados overnight a 4
°C. Posteriormente, os biofilmes foram lavados duas vezes com tampédo cocodilato por 5
minutos cada lavagem e as laminulas foram submetidas a desidratacdo por lavagens seriadas
com alcool em concentragfes ascendentes (30% 50%, 70%, 80%, 95% e 100%) duas vezes
por 10 minutos cada concentracdo. As laminulas foram secadas a temperatura ambiente e,
entdo, recobertas com hezametildisilazano (Polysciences Europe, Alemanha) por 30 minutos.
Apbs esse periodo, o hexametildisilazano foi retirado e as laminulas foram secas em
dessecador por 24 h. As laminulas foram recobertas com 10 nm de ouro (Emitech Q150T) e

observadas em Microscopio Eletronico FEI.
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5.5 Analises estatisticas

Os resultados da primeira parte experimental foram analisados através de ANOVA e
as médias foram comparadas utilizando o teste post hoc de Tukey. Para comparar as CIMs das
drogas antifangicas frente a células planctonicas e biofilme. Todas as analises estatisticas
foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, San Diego,
EUA).
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6 RESULTADOS

6.1 Atividade antifungica da prometazina e clorpromazina contra células plancténicas e

biofilmes de espécies do complexo cryptococcus neoformans / cryptococcus gattii.

6.1.1 Sensibilidade das células planctbnicas

A sensibilidade das células plancténicas do Complexo Cryptococcus neoformans/C.
gattii frente a PRM, CLOR a AMB, FLUC E 5- FC esta descrita na Tabela 5.

No estudo realizado todas as cepas foram sensiveis as fenotiazinas. Para PRM, 0s
CIMs obtidos variaram de 8-32 pg/mL, enquanto para CLOR os CIMs de sensibilidade
variaram de 4-16 pg/mL Para os antifungicos testados, AMB, FLC ¢ 5— FC os CIMs variam
de 0,25-2 pg/mL, 1- 32 pg/mL e de 0,25-4 pg/mL, respectivamente.

Tabela 5 — Concentracéo inibitoria minima de anfotericina B, fluconazol, prometazina e clorpromazina frente

espécies de Cryptococcus spp.

Concentracao Inibitéria Minima (ug/mL)

Especies Cepas AMB FLC 5FC PRM CLOR

CEMM 03-1-104 2 2 4 32 8

Cryptococeus CEMM 03-1-112 0.5 4 2 32 16

deuterogatti CEMM 03-1-116 1 16 2 32 4

CEMM 03-1-110 0.5 8 4 16 8

CEMM 03-1-117 0.5 4 2 32 8

Cryptococcus gattilt— ~epivi034.909 025 1 025 32 8
stricto sensu

CEMM 03-1-105 2 2 4 16 16

CEMM 03-1-115 1 16 4 16 8

CEMM 03-1-118 0.5 4 4 32 16

CEMM 03-1-121 1 16 4 32 8

CEMM 03-1-123 0.5 32 4 32 16

Cryptococcus CEMM 03-1-113 0.5 32 4 32 16

neoformans stricto  CEMM 03-1-114 2 2 1 32 16

sensu CEMM 03-1-119 0.5 16 4 16 8

CEMM 03-1-120 1 2 2 32 16

CEMM 03-1-108 0.5 8 4 32 16

CEMM 04-6-188 0.5 4 2 8 8

CEMM 04-6-189 0.25 2 2 8 8

' CEMM 04-6-190 0.5 8 2 16 8

ATCC 90113 0.5 2 2 32 16

Notas: AMB: Anfotericina B. FLC: Fluconazol. 5— FC: Flurocitosina. PRM: Prometazina. CLOR:
Clorpromazina. ClMsy,: concentracdo inibitéria minima referente a 50%; CIMjqy: concentragdo inibitoria

minima referente a 100%. As CIMs sdo expressas em pg/mL.
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6.1.2 Células associadas em biofilme

6.1.2.1 Formacao de biofilme

Todas as cepas foram capazes de formar biofilme, in vitro, em placas de poliestireno,
sendo classificados como fortes produtoras de biofilme, com densidade 6ptica (DO) maior
que quatro vezes o ponto de corte (DOc), segundo Stepanovic et al. (2000). Os resultados

sobre a formacdao de biofilme estdo descritos na (Figura 13).
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Figura 13 — Capacidade de formacao de biofilme do complexo Cryptococcus neoformans/gattii. Metodologia de

quantificacdo de biomassa por cristal violeta, dados expressos em absorbancia a 540 nm.
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6.1.2.2 Efeito das fenotiazinas sobre células ndo aderidas

O efeito da PMZ e CLOR nas células ndo aderidas de Cryptococcus spp., foi descrito
na (Figura 14). As cepas evidenciaram uma reducdo na atividade metabdlica referente a 50%,

70% respectivamente, nas concentracdes de 16 e 64 pg/mL.
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Figura 14 — Efeito das fenotiazinas prometazina e clorpromazina sobre as células ndo aderidas durante a
formacdo do biofilme de Cryptococcus spp. (n = 4). Apbés 180 minutos de adesdo celular na presenga das
fenotiazinas em diferentes concentracdes, as células ndo aderidas foram coletadas e a viabilidade avaliada por
XTT. O controle de crescimento livre de droga estd mostrado nas barras pretas. Resultados expressos em
percentual (media = desvio padrdo). Asteriscos representam diferenca estatistica significativa quando
comparadas ao controle livre de drogas (p<0,05).

6.1.2.3 Efeito da prometazina e clorpromazina sobre a formacdo de biofilme de Cryptococcus
spp.

Os biofilmes de Cryptococcus spp. formados na presenca das fenotiazinas prometazina
e clorpromazina apresentaram reducfes gradativas na biomassa e na atividade metabdlica. A
biomassa foi reduzida em 60% na concentracdo de 64 pg/mL, enquanto a atividade
metabdlica foi reduzida em 90%. Como néo houve diferencgas entre C. neoformans e C. gattii,

os resultados de ambas as espécies foram expressos juntos (Figura 15).



62

-
==

100

= 100
5
= % g 80
g = * =
= * 3
B 60 1 = 60 *
5 —— * s T
E 40 —— o 40 w
2 5
= =
2 z I—_‘_—l * *
51
0 : : : : 2 : S I m  —
Controle Sugml 16 pg/ml. 32 pg/ml. 64 pg/ml, Controle Spgml 16 pg/mL 32 pg/ml 64 pg/mL
Prometazina Prometazina
c D
100 g 1001
= B0 * 5 s
& - * Z
P T * =R *
] T * b
£ 40 —_1— o 40 .
.2 2
faa] =
20 ':-’2 20 * *
h5
0 < 0 . . —L
Controle 8 pg/ml. 16 pgiml.  32pug/ml. 64 pg/ml. Controle  8pg/mL 16 pg/mL 32 pg/mL 64 pug/mL
Clorpromazina Clorpromazina

Figura 15 — Efeito da prometazina e clorpromazina na formacdo de biofilme de Cryptococcus spp. (n = 14). Ae
C: Biomassa. B e D: Atividade metabolica. Barras pretas representam controle de crescimento livre de drogas;
Barras cinzentas representam células expostas a fenotiazinas. Asteriscos representam diferencas estatisticamente
significantes quando comparados ao controle de crescimento sem drogas (p <0,05).

6.1.2.4 Efeito da prometazina e clorpromazina sobre os biofilmes formados de Cryptococcus
spp.

A exposicdo dos biofilmes formados de Cryptococcus spp. as fenotiazinas gerou uma
reducdo significativa da biomassa e da atividade metabdlica. As reducbes de biomassa
chegaram a 65% para prometazina e 80% para clorpromazina, enquanto as reducdes de
atividade metabdlica atingiram até 90% na concentracdo 1024 pg/mL com relagdo ao controle
n&o tratado (p <0.05) (Figura 16).
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Figura 16 — Efeito da prometazina e clorpromazina no biofilme formado por Cryptococcus spp. (n = 14).
A e C: Biomassa. B e D: Atividade metabdlica. Barras pretas representam controle de crescimento livre de
drogas; Barras cinzentas representam células expostas a fenotiazinas. Asteriscos representam diferencas

estatisticamente significantes quando comparados ao controle de crescimento sem drogas (p <0,05).

6.1.2.5 Efeito dos antifangicos classicos sobre os biofilmes formados de Cryptococcus spp.

Os biofilmes de Cryptococcus spp. expostos a anfotericina B e fluconazol
apresentaram reducdes na biomassa em 80% para a anfotericina B e 60% para o Fluconazol,
enguanto a atividade metabdlica foi reduzida em torno de 70% e 50% nas concentracdes 64
pg/mL e 256 pg/mL, respectivamente, quando comparados ao controle sem tratamento (p
<0.05) (Figura 17).
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Figura 17 — Efeito da anfotericina B e fluconazol no biofilme formado por Cryptococcus spp. (n = 14). Ae C:
Biomassa. B e D: Atividade metabolica. Barras pretas representam controle de crescimento livre de drogas;
Barras cinzentas representam células expostas a fenotiazinas. Asteriscos representam diferengas estatisticamente

significantes quando comparados ao controle de crescimento sem drogas (p <0,05).

6.1.2.6 Biofilme formados do Cryptococcus spp. pré expostos com as fenotiazinas

prometazina e Clorpromazina.

A formacdo do biofilme de Cryptococcus spp. pré - exposto as fenotiazinas
prometazina e clorpromazina apresentou recuperacdo na biomassa de 35% nos biofilmes
tratados com PMZ e de 20% nos biofilmes tratados com CLOR em relagcdo ao biofilme
maduro na concentracdo 1024 pg/mL. J& a atividade metabolica aumentou em 10% em

relacdo ao biofilme maduro (p <0.05) (Figura 18).
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Figura 18 — Biomassa e atividade metabdlica dos biofilmes de Cryptococcus spp. (n=4). Biofilme formado pré-

exposto as fenotiazinas. A e C: Biomassa B e D: Atividade metabdlica. As barras pretas representam o controle

do crescimento livre de drogas; As barras cinza representam células expostas a prometazina e clorpromazina.

Asteriscos representam diferencas estatisticamente significantes quando comparadas ao controle de crescimento

sem drogas (p <0,05).

6.1.2.7 Efeito das fenotiazinas sobre os biofilmes melanizados de Cryptococcus spp.

A exposicdo dos biofilmes melanizados de Cryptococcus spp. as fenotiazinas gerou

uma reducdo significativa da biomassa e da atividade metabolica. As reducdes de biomassa

chegaram a 65% para prometazina e 60% para clorpromazina, enquanto as reducdes de

atividade metabolica atingiram até 80% nas concentracdes 512 pg/mL e 1024 pg/mL com

relagdo ao controle ndo tratado (p <0,05) (Figura 19).
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Figura 19 — Efeito da prometazina e clorpromazina no biofilme maduro melanizados de Cryptococcus spp. (h =
4). A e C: Biomassa. B e D: Atividade metabolica. Barras pretas representam controle de crescimento livre de
drogas; as barras cinza representam células expostas a fenotiazinas. Asteriscos representam diferencas

estatisticamente significantes quando comparadas ao controle de crescimento sem drogas (p <0,05).

6.1.2.8 Efeito das fenotiazinas na estrutura do biofilme

Através da microscopia eletronica de varredura foi possivel observar a estrutura do
biofilme de C. neoformans CEMM 03-1-113. O biofilme maduro livre de drogas revelou um
biofilme de microarquitetura, consistindo em aglomerados de células compactas, conectadas
por matriz extracelular de polissacarideo (Figura 20 A, D). Os biofilmes tratados com 32
pg/mL de prometazina e clorpromazina (Figura 20 B, E) mostraram uma deplecdo no nimero
de células e uma diminui¢do no material extracelular. Biofilmes tratados com 512 pg/mL
(Figura 20 C, F) apresentaram perda de organizacao estrutural e reducdo no nimero de células
quando comparados ao controle ndo tratado, além de alteragcbes morfologicas nas células que

foram colapsadas.
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Figura 20— Imagens obtidas por microscopia eletrdnica de varredura de Cryptococcus sp. ap6s 72h de incubagéo
com diferentes concentracdes de prometazina e clorpromazina. (A) Biofilme maduro ndo tratado (controle). (B)
Observe a alteracdo na estrutura do biofilme e a diminuicdo no nimero de células. (C) Redugdo do nimero de
células, perda da estrutura do biofilme. (D) Blastoconidios de biofilme maduros embebidos e conectados pela
matriz extracelular de polissacarideo (setas) (controle). (E) Observe a ruptura completa da estrutura do biofilme,
onde sdo observadas células morfologicamente alteradas (setas). (F) Observe a estrutura desorganizada e

fragmentada do biofilme. Ampliagdo: 2500x. Escala: 50 um.
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7 DISCUSSAO

A criptococose € um sério problema de satde pablica 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 900.000
pessoas Vém a Obito em decorréncia dessa doenca (PONZIO et al., 2018; SPEC; POWDERLY,
2018). Apesar do fato de que as drogas utilizadas para o tratamento da criptococose tém uma boa
atividade e a maioria das cepas de Cryptococcus spp. € sensivel aos antifngicos de uso
terapéutico, diversos estudos tém reportado isolados resistentes in vitro, aléem de falhas
terapéuticas entre os pacientes com as formas graves da criptococose (ORSI et al., 2009;
SANGUINETTI et al., 2006). Essa resisténcia associada a acdo terapéutica limitada estimula a
busca de compostos com antiflngicos, estudos realizados com prometazina e clorpromazina
demonstraram atividade do efeito antiflngico destas drogas em outros fungos, como Candida
spp.(CASTELO-BRANCO et al., 2013; GALGOCZY et al., 2011). Assim, a busca de novas
alternativas de tratamento faz-se necessaria. Nessa perspectiva, esse € o primeiro estudo que
investigou o efeito das fenotiazinas prometazina e clorpromazina frente a sensibilidade no
biofilme in vitro em cepas do Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii.

A primeira etapa desse estudo foi investigar a influéncia das fenotiazinas prometazina e
clorpromazina sobre a sensibilidade in vitro de células plancténicas de Cryptococcus spp. Para
tanto, foi determinada a CIM das fenotiazinas frente a Cryptococcus spp. constatando-se que as
fenotiazinas inibiram em 100% o crescimento visivel de Cryptococcus spp. Ambas, fenotiazinas
prometazina e clorpromazina, apresentaram efeito inibitério contra as células planctbnicas do
complexo Cryptococcus neoformans /Cryptococcus gattii, a clorpromazina apresentou CIMs
mais baixos em comparacdo a prometazina. Os CIMs obtidos na sensibilidade planctonica para
prometazina neste trabalho foram de 8 a 32 pg/mL, vale destacar que em outros trabalhos
realizados por nosso grupo foi observado que a prometazina foi capaz de inibir Candida
tropicalis, inclusive alterar o perfil de resisténcia destas leveduras (BRILHANTE et al., 2018). A
clorpromazina, por sua vez, apresentou CIMs de 4-16 pg/ml, frente a Cryptococcus spp. Esses
resultados corroboram com os obtidos por Rossato et al. (2016) para C. neoformans stricto
sensu, e com os obtidos por Galgdczy et al. (2011) para o género Candida spp., que também
encontraram CIMs para a clorpromazina de 2-16 pg/mL.

No presente estudo, foi demonstrado que as fenotiazinas prometazina e clorpromazina

possuem atividade antifungica frente a células planctonicas de Cryptococcus spp. A alta
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eficiéncia das fenotiazinas indica uma possivel alteragdo na integridade da membrana
citoplasmatica e fungdo mitocondrial da célula de levedura (BRILHANTE et al., 2018).
Vale ressaltar que a prometazina e clorpromazina possuem estruturas quimicas semelhantes,
com atomos de nitrogénio que dao estabilidade a molécula, o qual € responsavel pela sua
acdo antimicrobiana, alterando o gradiente de protons e inibindo as sinteses de ATP
(VARGAS et al., 2017). Diante disso, além de avaliar as fenotiazinas, nosso estudo de
sensibilidade foi conduzido com AMB e FLUC. Os testes planctonicos mostraram CIM para
AMB condizente com a literatura, com concentracdes variando entre 0,5 a 2 pg/mL

(Cordeiro et al., 2016).

Embora ndo existam estudos sobre a atividade antifungica das fenotiazinas prometazina e
clorpromazina frente a sensibilidade no biofilme de Cryptococcus spp., sabe-se que esse
farmaco possui ampla atividade antifingica na forma plancténica frente a diversos fungos. Os
pesquisadores Rosato et al., (2016), Galgoczy et al. (2011), Brilhante et al., (2018), Al-fattani
et al.,(2004) demonstraram seu efeito frente aos seguintes fungos: C. albicans, C. tropicalis
Pythium debaryanum, Rhizoctonia solani, Sclerotinia , sclerotiorum, Coniophora puteana.
Assim como em células plancténicas, as fenotiazinas também desempenham papel
fundamental em biofilmes fangicos e biofilmes microbianos sdo uma das principais causas de
persisténcia em infeccdes humanas, pois sdo0 menos sensiveis a maioria dos medicamentos
atualmente disponiveis (Ramage et al., 2012). Nessa perspectiva, a etapa subsequente do
presente estudo foi investigar a influéncia das fenotiazinas frente a sensibilidade in vitro de
biofilmes produzidos por cepas do Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii. Poucos
trabalhos investigaram estratégias de controle de biofilmes produzidos por Cryptococcus spp.
de amostras clinicas e animais. Nosso grupo investigou o papel da combinacdo das drogas
inibidoras da sintese de proteinas Hsp90 frente as células plancténicas e biofilmes de estirpes
do Complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii, com resultados promissores (CORDEIRO
et al., 2016).

Quanto a producéo de biofilme, todas as cepas do complexo Cryptococcus neoformas
/gattii foram capazes de aderir firmemente em placas de poliestireno e formar biofilmes
fortes. Esse atributo pode representar um fator agravante nas infec¢des por Cryptococcus spp.,
uma vez que as celulas sésseis no biofilme podem apresentar baixa sensibilidade aos
antifangicos (RAMAGE et al., 2012). A principio, foi analisada a capacidade das fenotiazinas

em inibir a adesdo celular de Cryptococcus spp., principal etapa considerada como pré-
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requisito para formacdo de biofilmes (RAMAGE et al., 2012). Os resultados observados
mostraram que as fenotiazinas reduziram significativamente o processo de adesdo celular,
com inibicdo de até 70% na atividade metabdlica com apenas 180 minutos em contato com
PMZ e CLOR. Por isso, foi analisado o efeito da PMZ e CLOR sobre as células ndo aderidas.
Os resultados demonstraram uma reducdo na atividade metabolica, quando comparado ao
controle de crescimento, sugerindo que a PMZ e CLOR ocasionou a morte celular com apenas
180 minutos. Esses achados corroboram com o estudo realizado por Brilhante e colaboradores
(2017).

As fenotiazinas, prometazina e clorpromazina apresentaram uma potente atividade
antibiofilme, reduzindo a biomassa e a atividade metabdlica destes, com concentracGes
variando de 8 - 64pg/mL no biofilme em formacdo e de 128 - 1024 pg/mL no biofilme
maduro. Outros autores observaram essa potente atividade antibiofilme em espécies de
bactérias e fungos. Estudo realizado com klebsiella pneumoniae mostra que a prometazina,
em concentragdo de 100 pg/mL, inibe a adesdo e consequente formagdo de biofilme (EL-
BANNA et al., 2016). Assim como Brilhante et al. (2017) mostraram que a prometazina é
capaz de inibir o biofilme maduro de Candida tropicalis em concentracdo de 128 pg/mL. Essa
inibicdo pode ocorrer pela capacidade dessas fenotiazinas perturbarem algumas funcdes
fisiol6gicas importantes das células sésseis, como o gradiente de concentracdo de prétons, a
producdo de ATP e as funcbes da calmodulina (EL-BANNA et al., 2016; PRASAD;
GOFFEAU, 2012).

Além disso, demonstramos que as fenotiazinas foram eficazes contra biofilme
melanizado de Cryptococcus spp., a producdo de melanina ndo forneceu resisténcia
significativa a atividade antifungica da prometazina e clorpromazina a CIMB90, foi obtido
na concentracdo de 512 pg/mL e 1024 pg/mL para a prometazina e clorpromazina. Os
resultados mostraram-se promissores frente a formacdo de biofilme e biofilme formado.
Diante disso, além de avaliar a PMZ e CLOR, nosso estudo de sensibilidade no biofilme foi
conduzido com AMB e FLUC, representando os dois principais farmacos usados no
tratamento da criptococose as drogas que mais se mostrou efetiva contra as células sésseis foi
a AMB, CIMB50% nas concentragdes de 32 pg/mL. Esse resultado mostrou que a AMB foi
mais eficiente contra biofilmes de Cryptococcus spp. Por outro lado, a anfotericina B
apresentou uma melhor inibicdo da atividade metabdlica do biofilme quando comparada aos

azélicos semelhante aos resultados encontrados por Tavares et al. (2019).
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Todas as condicdes testadas reduziram significativamente a viabilidade dos biofilmes,
os efeitos antibiofilme da prometazina e clorpromazina podem se apresentar como interesse
para a terapéutica, uma vez que biofilmes sdo comumente associados a infec¢bes por
Cryptococcus spp. e sdo inerentemente dificeis de tratar (RAMAGE et al., 2012).

Portanto, esses achados ratificam que a prometazina e clorpromazina apresentam
propriedades antimicrobianas nas diferentes etapas de desenvolvimento do biofilme.

Analises utilizando MEV dos biofilmes de cepas de Cryptococcus spp. apresentaram
uma MEC envolvendo as células dentro da estrutura do biofilme. Essa matriz € um importante
fator responsavel pela resisténcia do biofilme ao estresse ambiental e a agressdo quimica e
fisica (RAMAGE et al., 2012). A partir da analises das imagens da MEV foi possivel
observar a estrutura do biofilme de Cryptococcus spp. como um conjunto de células
compactas, conectadas por matriz extracelular de polissacarideos (CAMACHO;
CASADEVALL, 2018; TAVARES et al, 2019). As fenotiazinas prometazina e
clorpromazina foram capazes de fragmentar e desestruturar o biofilme, causando perda da
estrutura. Baugh et al. (2012) descreveram que a clorpromazina inibe a matriz do biofilme em
bactérias como Salmonella Typhimurium, afetando a arquitetura do biofilme, mostrando uma
efetiva atividade antibiofilme com consequente desagregacdo das células. Além de alterar a
morfologia do biofilme, foi observada uma redugdo no tamanho das células de Cryptococcus
spp. Embora ndo sejam conhecidos os mecanismos que levam a essa redu¢do, BRILHANTE

et al., (2018) também descreveram esse efeito em células sésseis de C.tropicalis.
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8 CONCLUSOES

« As fenotiazinas prometazina e clorpromazina inibem o crescimento planctdnico in vitro de
cepas do Complexo Cryptococcus neoformans/C.gattii.

% As fenotiazinas prometazina e clorpromazina apresentam efeito antifingicos frente a
formacdo de biofilmes e biofilmes formados de cepas do complexo Cryptococcus
neoformans/C.qgattii.

0,
%

As fenotiazinas causam destruicao e alteracdo do biofilme, apesar de possuirem a matriz
exapolimérica.

R
>

As fenotiazinas inibem a formacdo de biofilme e a adesdo das células de leveduras.

2
°o

A prometazina e a clorpromazina, mesmo em baixas concentragdes, mostram a
capacidade de estruturar biofilmes.

<,

» As fenotiazinas prometazina e clorpromazina sdo drogas promissoras para O
desenvolvimento de estratégias antifungicas frente o complexo Cryptococcus
neoformans/C.gattii.
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