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RESUMO

A criptococose é uma micose sistémica de caradter oportunista causada
principalmente pela inalagdo de propagulos fungicos das espécies Cryptococcus gattii e
C. neoformans em suas duas variedades, var. grubbi e var. neoformans, cuja
patogenicidade se baseia na expressao de fatores de viruléncia, diretamente envolvidos no
estabelecimento e manutencgdo da infecgdo, estando relacionados & producéo de cépsula,
melanina, lipases, proteases e urease, além da formacdo de biofilme. O arsenal
antifangico disponivel para o tratamento da criptococose atualmente é limitado e restrito
a poucas classes de drogas, o que gera a necessidade da realizagdo de estudos de
prospeccdo de novas drogas antifungicas e a descoberta de novos alvos moleculares em
Cryptococcus. Nos ultimos anos, diversos estudos tém mostrado o potencial antifungico
de drogas inibidoras da sintese do acido félico em fungos patogénicos, e diante disso,
propomos investigar, in vitro, os efeitos de inibidores de folato em C. neoformans e C.
gattii, avaliando a acéo dessas drogas sobre a sensibilidade, sensibilidade antifungica e
producéo de fatores de viruléncia. Para tanto, foi analisado o perfil de sensibilidade
antifingica de cepas de C. gattii (n=15) e C. neoformans (n=15) frente & combinagdes de
Sulfametoxazol-Trimetoprim e Sulfadiazina-Pirimetamina, bem como seu perfil de
resisténcia a drogas antiflngicas. Adicionalmente, investigamos o efeito dos inibidores de
folato sobre a producéo de fatores de viruléncia e formagéo de biofilme nas cepas de C.
gattii (n=7) e C. neoformans (n=7) estudadas. Foram realizadas também coletas
ambientais visando investigar possiveis nichos ecoldgicos preferenciais de cepas de
Cryptococcus na cidade de Fortaleza e regido metropolitana. Todas as cepas testadas
foram sensiveis a acdo inibitdria das drogas testadas, porém ndo demonstraram efeitos
significantes sobre os fatores de viruléncia, exceto a formacdo de biofilme. Assim,
acreditamos que o0s resultados desse estudo podem contribuir para uma maior
compreensdo acerca do potencial antifangico dos inibidores de folato sobre espécies de

Cryptococcus.

Palavras-chave: Antifolatos, Biofilme, Cryptococcus, Resisténcia Antiflngica.



ABSTRACT

Cryptococcosis is an opportunistic systemic mycosis caused mainly by inhalation
of fungal propagules of the species Cryptococcus gattii and C. neoformans in its two
varieties, var. grubbiand var. neoformans, whose pathogenicity is based on the expression
of virulence factors directly involved in the establishment and maintenance of infection,
and is related to the production of capsule, melanin, lipases, proteases and urease, in
addition to biofilm formation.The antifungal drugs available for the treatment of
cryptococcosis is currently limited and restricted to a few classes of drugs, which
generates the need to carry out research studies of new antifungal drugs and the discovery
of new molecular targets in Cryptococcus. In recent years, several studies have shown the
potential antifungal the drug inhibiting synthesis of folic acid in pathogenic fungi, and
before that, we propose to investigate in vitro effects of folate inhibitors in C. gattii and
C. neoformans, evaluating the action of these drugs on the sensitivity, antifungal
resistance and production of virulence factors. To this end, we analyzed the antifungal
susceptibility profile of strains of C. gattii (n=15) and C. neoformans (n=15) compared
the combination of SMT-TMP and SDZ-PIR, and profile of resistance to antifungal
drugs. Additionally, we investigated the effect of folate inhibitors on the production of
virulence factors and biofilm formation in strains of C. gattii (n=7) and C. neoformans (n
=7) studied. Was collected from in order to investigate possible environmental niches
preferred strains of Cryptococcus in the city and metropolitan region of Fortaleza, Cearé.
All strains tested were sensitive to the inhibitory action of the drugs tested, but showed no
significant effects on the virulence factors, except for biofilm formation. Thus, we believe
that the results of this study may contribute to greater understanding of the antifungal

potential of folate inhibitors on species of Cryptococcus.

Key words: Antifolates, Antifungal Resistance, Biofilm, Cryptococcus.
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1 REVISAO DE LITERATURA
1.1 Historico

As leveduras patogénicas Cryptococcus neoformans e C. gattii sdo os principais
agentes causadores da criptococose, uma micose sistémica de carater oportunista que
acomete homens e animais. O género, que apenas em 1901 foi denominado como
Cryptococcus, é conhecido desde 1894. Naquele ano, o microrganismo foi descrito de
maneira quase simultdnea por pesquisadores distintos. Primeiramente, Francesco
Sanfelice (figura 1A), na ltalia, isolou o fungo a partir de suco fermentado de péssego,
enquanto Otto Busse (figura 1B) e Abraham Buschke, em Greifswald, Alemanha,
isolaram o patdgeno a partir de material coletado de leséo de tibia em uma paciente de 31
anos (BARNETT, 2010).

Sanfelice prop6s a denominagéo do agente de Saccharomyces hominis, enquanto
Busse e Buschke denominaram a doenga de “Saccharomycosis hominis” (BARNETT,
2010). Um ano ap06s isolamento da levedura em seu laboratério, Sanfelice demonstrou a
patogenicidade do fungo por meio de infeccdo em coelhos (Oryctolagus cuniculus) e
porcos da india (Cavia porcellus), quando verificou lesdes semelhantes a tumores
cancerigenos. A presenca de uma capsula celular nas amostras observadas pelo
pesquisador, ndo observada em S. hominis, o levou a propor a denominacéo do agente a
época para S. neoformans (CASADEVALL; PERFECT, 1998; BARNETT, 2010). No
mesmo ano, Sanfelice publicou a descri¢do do primeiro isolamento de Cryptococcus spp.
em linfonodos de bovino (Bos taurus), denominando o microrganismo encontrado de S.
litogenes (BARNETT, 2010).

Em 1895, Ferdinand Curtis (figura 1D) relatou na Franga o segundo caso de
criptococose humana. Apos isolar o fungo de uma lesdo de quadril, propds sua
denominagdo de Saccharomyces subcutaneous tumefaciens. No mesmo ano, o autor
descreveu 0 caso de um paciente com meningite, isolando o microrganismo e
denominando-o como Megelococcus myxoides. Em 1901, Jean-Paul Vuillemin (figura
1C) isolou o fungo a partir de lesdo pulmonar em um suino, bem como em amostras de
leite de gado. Um ano depois, seu grupo descreveu o primeiro relato da infeccdo em
equinos, isolando o patdgeno em lesdo pulmonar (JUNGERMAN; SCHWARTZMAN,
1972; LAZERA et al., 2005; CASADEVALL; PERFECT, 1998; BARNETT, 2010).

Apos diversos relatos em animais e alguns casos em humanos, Vuillemin reviu 0s
achados até a época e, em 1901, transferiu os microrganismos descritos para o género

Cryptococcus, diferenciando-os do género Saccharomyces por ndo fermentarem agtcares
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nem produzirem ascosporos (JUNGERMAN; SCHWARTZMAN, 1972; LAZERA et al.,
2005; CASADEVALL; PERFECT, 1998).

Figura 1. Principais pesquisadores envolvidos na descoberta e descricdo do género Cryptococcus. A:
Francesco Sanfelice; B: Otto Busse (1867-1922); C: Jean-Paul Vuillemin (1861-1932); D: Ferdinand
Curtis (1858-1937). Fonte: BARNETT, 2010.

A primeira descricdo de meningite associada a Cryptococcus spp. data de 1895
com os trabalhos de Ferdinand Curtis. Dez anos depois, Von Hanseman, em 1905,
descreveu um provavel caso de meningite criptococcica que daria inicio a uma série de
outros relatos em humanos. No quadro descrito por Von Hanseman, cistos gelatinosos
presentes no tecido analisado o levaram a descrever a infeccdo como um tuberculoma
cerebral. Entretanto, dois casos subseqlientes da mesma doenca foram determinantes para
a conclusdo de que o quadro clinico descrito era condizente com meningoencefalite e ndo
com tuberculose cerebral, gerando com isso um melhor conhecimento acerca do seu
agente etioldgico (CASADEVALL; PERFECT, 1998; BARNETT, 2010).

Em 1916, apds observacdo de pacientes com meningite, Scotdart e Cutler
identificaram areas claras ao redor dos tecidos parasitados como sugestivas de lise
celular. Sem fazer referéncias aos casos relatados até aquela data, os pesquisadores
propuseram entdo uma nova espécie patogénica, denominando-a Torula histolytica.
Entretanto, tais areas claras nada mais eram do que agrupamentos de leveduras dotadas
de cépsula, considerada até os dias atuais o fator de viruléncia estrutural mais importante
do fungo (CASADEVALL; PERFECT, 1998; SOUZA et al., 2009).
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O ano de 1935 foi decisivo para consolidar Cryptococcus como uma levedura
patogénica. Apesar de Sanfelice ter relatado infeccdo experimental em animais de
laboratério, além dos casos de doengas em animais e humanos, ndo havia um consenso
sobre a existéncia de um agente Unico causando as enfermidades descritas
(CASADEVALL; PERFECT, 1998, SOUZA et al.,, 2009; BARNETT, 2010). Rhoda
Benham reviu todos os casos e, a partir de estudos morfoldgicos, de patogenia e
reatividade a fatores séricos, concluiu que os isolados eram semelhantes. Até entdo, S.
neoformans, Blastomyces neoformans, C. hominis e T. histolytica haviam sido
denominagdes dadas para a levedura, e 0s termos sacaromicose, blastomicose,
oidiomicose e torulose fizeram referéncia & infeccdo causada pelo fungo em homens e
animais (JUNGERMAN; SCHWARTZMAN, 1972; CASADEVALL,; PERFECT, 1998;
LAZERA et al., 2005; BARNETT, 2010).

Os estudos antigénicos de Benham foram expandidos por Edward Evans e seus
colaboradores, em 1949. A partir de testes de aglutinagdo em tubo, foram descritos os trés
primeiros sorotipos conhecidos para Cryptococcus sp., baseados em respostas antigénicas
diferentes geradas pelo polissacarideo capsular do fungo. Tais estudos permitiram a
descricdo dos sorotipos A, B e C, estabelecendo assim uma heterogeneidade taxondmica
para a espécie C. neoformans. O sorotipo D, o quarto a ser descrito, foi definido somente
em 1964, a partir de estudos com anticorpos e estudos sorolégicos em pacientes com
criptococose (BARNETT, 2010).

Chester Emmons em 1951 demonstrou a existéncia de Cryptococcus em material
ambiental. Apesar de Sanfelice ter sido o primeiro autor a relatar Cryptococcus em uma
fonte ambiental, Emmons € reconhecido por investigar e definir a presenca do
microrganismo no ambiente. Seus trabalhos propuseram a associacdo do fungo com
habitats de aves e solos ricos em excretas destas, além de ninhos de aves e madeira em
decomposicéo. Outro dado importante evidenciado em seus estudos foi uma predilecdo
da levedura por fezes de pombos (Columba livia) e outras aves, como passariformes
(EMMONS, 1955; LAZERA et al., 2000).

Em um trabalho realizado em 1955, Emmons investigou 127 amostras ambientais,
obtendo positividade para C. neoformans em 14 delas. Destas, dez eram oriundas de areas
freqlientadas por pombos. Oito anos ap6s, Alejo corroborou os achados de Emmons,
quando isolou o fungo em 71% das amostras de solos ricos em excretas de pombos
(EMMONS, 1955; LAZERA et al., 2000).
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Friedrich Staib, em 1962, descreveu caracteristicas importantes do fungo
relacionadas ao seu crescimento em meios complexos, bem como & producdo de
melanina. Em seus estudos, empregou meios de cultura suplementados com excrementos
de aves ou com sementes de niger (Guizotia abyssinica), o que Ihe permitiu observar que
as colonias de C. neoformans crescidas naqueles meios apresentavam cor marrom. Carol
Shaw e L. Kapica, em 1972, identificaram esse pigmento como melanina, uma vez que
também havia tal pigmentacdo quando o fungo era submetido a crescimento em meios
contendo extrato de batatas. Eles inferiram que a tirosina, aminoécido precursor da
melanina, era utilizada pelo fungo para produzir a pigmentagéo acastanhada, uma vez que
a tirosina, reconhecidamente, é a substancia responsavel pelo escurecimento da batata. O
meio de Staib, contendo extrato de semente de G. abyssinica, ainda hoje € utilizado como
um dos métodos de identificacdo de Cryptococcus sp. (CASADEVALL; PERFECT,
1998; LAZERA et al., 2005; BARNETT, 2010).

Em 1970 foi relatado na Africa por Gatti e Eeckels um caso de meningite causada
por leveduras capsuladas de formas alongadas, sendo descrito o agente como uma
variedade da espécie C. neoformans, que passaria a ser chamada de variedade gattii. Na
mesma década, Kwon-Chung (1975) descreveram dois tipos sexuais para C. neoformans:
MAT a e MAT a (SORREL et al., 2001; LAZERA et al., 2005; LIN, 2009)

Duas décadas ap0s ter sido descrito como agente patogéncio, em 1990 foi relatado
0 isolamento da variedade gattii na natureza, em associagdo com troncos de eucalipto
(Eucalyptus camaldulensis) em decomposi¢do na Austrélia (ELLIS; PFEIFFER, 1990)
sendo a partir de entéo relacionados com madeira em decomposigdo, inclusive no Brasil.
Diversas plantas como eucalipto (Eucalyptus sp.), oitizeiro (Moquilea tomentosa) e
céssia-rosa (Cassia grandis) foram descritas como provaveis fontes ambientais do
microrganismo (LAZERA et al., 1996). Anos mais tarde, varios autores isolaram C.
neoformans var. gattii em outras espécies de eucalipto, ndo s6 na Australia, mas também
na América Central (PFEIFFER; ELLIS, 1992; LICEA et al., 1996). Os achados do
microrganismo em &rvores e madeira em decomposi¢do levaram a alguns autores
proporem a possibilidade destes nichos serem fontes naturais do fungo (LAZERA et al.,
1993, 1998 e 2000; RANDHAWA et al., 2001). Aproximadamente trés décadas ap0s sua
descricdo, estudos de filogenética e de nichos ecoldgicos permitiram a reclassificagdo da
entdo variedade gattii como uma nova espécie, sendo denominada como C. gattii
(KWON-CHUNG et al., 2002; LIN, 2009).
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1.2 Taxonomia

Os membros do género Cryptococcus sdo basidiomicetos e encontram-se
atualmente classificados de acordo com o estado teleomorfo (figura 2). Apresentam
reproducdo sexuada e assexuada, sendo as formas sexuadas das espécies descritas em
1975 (Filobasidiella neoformans, teleomorfo de C. neoformans) e 1976 (Filobasidiella
bacillispora, teleomorfo de C. gattii) por Kwon-Chung (BARNETT, 2010).

REINO Fungi ——I DIVISAQ Basidiomycota I
|

I ORDEM Filobasidiales l

I FAMILIA Filobasidiaceae '

| GENERO Filobasidiella l

]
I I

—| Filobasidiella neoformans I [ Filobasidiella bacillispora I—

Teleomorfos

Anamorfos

—| Cryptococcus neoformans ' [ Cryptococcus gattii l—

Figura 2. Representacdo esquemdtica da atual classificagdo taxondmica de C. neoformans e C. gattii.
Baseada nas informagdes contidas em CASADEVALL; PERFECT (1998). Fonte das imagens: Kwon-
Chung; Varma (2006).

Antigenos capsulares de reatividade soroldgicas diferentes sdo considerados a
base para a identificacdo dos fungos do complexo Cryptococcus neoformans. Até 1999,
C. neoformans era classificado em duas variedades, de acordo com seus antigenos

capsulares, sendo C. neoformans var. neoformans correspondente aos sorotipos A, D e



20

AD, e C. neoformans var. gattii correspondente aos sorotipos B e C (NAKAMURA et al.,
1998).

A partir de 1999, autores sugeriram que, devido a caracteristicas genéticas, as
espécies deveriam ser reagrupadas em trés variedades, mantendo-se a variedade gattii e
passando a existir a variedade grubii, correspondente ao sorotipo A. O sorotipo D e 0
hibrido AD foram mantidos como variedade neoformans (CHERNIAK; NEILL; SHENG,
1998; LIN; HEITMAN, 2006).

Apos estudos de nichos ecoldgicos e filogenéticos, por meio de diversas técnicas
baseadas em PCR e outras como RAPD, RFLP, AFLP e MLST, as espécies do complexo
Cryptococcus foram novamente reorganizadas taxonomicamente. Atualmente, sdo
conhecidas duas variedades para a espécie C. neoformans: neoformans e grubii. O fungo
C. gattii foi elevado ao nivel de espécie, uma vez que ndo ha evidéncias de recombinagdo
genética entre C. neoformans e C. gattii, apesar do fato de haver diferengas pontuais na
fisiologia, patogénese, epidemiologia e sensibilidade as drogas antifingicas entre esses
organismos. De acordo com a literatura, as duas espécies e suas variedades sdo agrupadas
em um complexo, denominado complexo Cryptococcus neoformans (CHERNIAK;
NEILL; SHENG, 1998; FRANZOT; SALKIN; CASADEVALL, 1999; IKEDA et al.,
2002; GATES; THORKILDSON; KOZEL, 2004; DAMBROS, 2005; LIN; HEITMAN,
2006; RIBEIRO; NGAMSKULRUNGROJ, 2008). Porém, nos dois Gltimos anos, a
denominagdo para esse complexo vem mudando. Alguns autores usam a denominagdo
Complexo C. neoformans-C. gattii (GAGO et al., 2011; ESPINEL-INGROFF et al.,
2012), Complexo C. neoformans/gattii (GRAHAM et al., 2011) ou ainda Complexo
Cryptococcus (FENG et al., 2011).

N&o obstante a divisdo das espécies em sorotipos, o complexo Cryptococcus
neoformans é ainda dividido em genotipos ou tipos moleculares. Atualmente sdo
conhecidos nove tipos moleculares para as espécies do complexo (BOVERS et al., 2008).
A composicdo atual detalhada do complexo Cryptococcus neoformans esta representada

esquematicamente na figura 3.
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Figura 3. Atual composicdo do Complexo Cryptococcus neoformans a partir de estudos moleculares.
Baseado em MA; MAY (2009).

Além da classificacdo dos fungos do Complexo em cinco sorotipos, baseados na
reatividade capsular de cada um, bem como em tipos moleculares, sdo conhecidos dois
tipos conjugantes (ou Mating-type) relacionados ao complexo Cryptococcus: a e a.
Destes, 0 mais prevalente no meio ambiente e nos achados clinicos corresponde ao tipo a,
ou MAT o. Dados da literatura apontam que cerca de 95% dos isolados de origem
ambiental e clinica sdo do sorotipo A, Mating-type a. Essa prevaléncia pode ser explicada
pelo fato dos basidiésporosdos, principalmente MAT a, serem mais facilmente dispersos
no ambiente do que as leveduras na forma vegetativa. (BOEKHOUT et al., 2001,
MARTINEZ et al, 2001; KWON-CHUNG et al, 2002; RIBEIRO;
NGAMSKULRUNGROQOJ, 2008).

1.3 Aspectos morfofisiol6gicos

Apesar da distribuicdo geografica, nichos ecolégicos e perfil de patogenicidade in
vivo, que possibilitam distinguir as espéecies C. neoformans e C. gattii (MORA et al.,
2010; SPRINGER; CHATURVEDI, 2010), h& muitas semelhancas nas suas
caracteristicas morfofisiolégicas. De um modo geral, as espécies do complexo
Cryptococcus neoformans se apresentam como leveduras haploides capsuladas, de forma
esférica a ovalada, uni ou bibrotante, com tamanho variando entre 4 a 10 um de diametro

(figura 4), sem hifas ou pseudo-hifas (CASADEVALL; PERFECT, 1998).



22

Figura 4. Microscopia éptica de diferentes células de Cryptococcus sp., em coloragdo com nigrosina, com

presenca de capsula polissacaridica. Fonte: CEMM, 2011.

Em meios de cultura micoldgicos, como Agar Batata, Agar Extrato de Malte e
Levedura e Agar Sabouraud Dextrose a 2% (figura 5A), Cryptococcus apresenta colonias
em tons marfim, com aspecto brilhante, textura mucoOide e bordas. Em meios
diferenciais, como o Agar ASN (Agar Semente de Niger) e Agar Caféico, indutores da
producdo de melanina, as colonias podem se apresentar com cores variando entre
castanho a marrom (figura 5B) (LAZERA; IGREJA; WANKE, 2004; COSTA, 2009).
Hidrolisam amido, produzem urease (figura 5C), assimilam inositol e ndo fermentam
aclcares (CASADEVALL; PERFECT, 1998).

A espécie C. neoformans pode ser diferenciada de C. gattii por meio da prova de
utilizacdo do meio CGB (Canavanina-Glicina-Azul de Bromotimol). Essa diferenciagao,
de um modo geral, se baseia em diferengas no metabolismo de nitrogénio de ambas as
espécies, bem como na capacidade que C. gattii possui de assimilar glicina como unica
fonte de carbono e nitrogénio, além da sua resisténcia a acdo da L-canavanina, um
analogo da arginina. (CASADEVALL; PERFECT, 1998; CASADEVALL et al., 2000,
ESCANDON et al., 2006).

A termotoleréncia é fator caracteristico das espécies, que permite crescimento em
temperaturas préximas de 37 °C, sendo inibido em temperaturas mais elevadas quando
incubado por periodos maiores do que 48 horas. (CASADEVALL; PERFECT, 1998;
AMARO, 2006). O potencial hidrogenionico (pH) do meio de cultura também apresenta
influéncia direta no crescimento de Cryptococcus, que tolera valores de pH entre 4,0 e
7,5. Em meios alcalinos, h4 reducdo da capacidade de crescimento do fungo
(CASADEVALL; PERFECT, 1998).
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Figura 5. Aspectos morfofisioldgicos das leveduras do Complexo Cryptococcus neoformans. A — Cultura

de Cryptococcus com 48 horas de crescimento em Agar Sabouraud Dextrose 2%. B — Colbnias
acastanhadas de Cryptococcus neoformans em Agar Semente de Niger, apds 72 horas de crescimento a 25
°C. C - Prova de produgdo de urease em caldo uréia de Christensen. O tubo que contém meio na coloragéo
amarelada (URE-), mostra a auséncia de produ¢do da enzima urease. O tubo que contém meio com
coloracdo résea (URE+) indica producdo da enzima urease por Cryptococcus. Fonte: CEMM, 2011.

1.3.1 Patogenicidade
O género Cryptococcus possui 39 espécies, porém as Unicas que apresentam

interesse médico e sdo reconhecidamente patogénicas sdo as aquelas agrupadas no
Complexo Cryptococcus neoformans. Relatos de criptococose causadas por outras
espécies como C. laurentii, C. curvatus e C. albidus sdo raros, provavelmente devido a
dificuldade de sobreviverem em temperaturas proximas de 37 °C (CASADEVALL,;
PERFECT, 1998; LEE et al., 2004).

A patogenicidade dos fungos do Complexo C. neoformans é baseada na expressao
de fatores de viruléncia, que sdo componentes estruturais e/ou moleculares diretamente
envolvidos no estabelecimento e manutengdo da infeccdo, e que possibilitam a invaséo e
permanéncia do fungo nos tecidos e células, bem como a modulacdo do sistema imune do
hospedeiro. A expressdo de fatores de viruléncia é um fendbmeno cepa-dependente,
variando em frequéncia e intensidade em ambas as espécies do Complexo
(BUCHANAN; MURPHY, 1998; BOVERS et al., 2008; MA; MAY, 2009).

1.3.2 Fatores de viruléncia
Os fatores de viruléncia desempenham um papel importante na patogénese da

criptococose, e estdo relacionados a producdo de capsula, producdo de melanina,
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producéo de exoenzimas como lipases, proteases e urease e mudancas fenotipicas visando
escape imune, bem como o sistema Mating type e sinalizagdo de adenosina monofosfato
ciclico (cAMP), que atuam como fatores reguladores de viruléncia (COX et al., 2001;
STEENBERGEN et al.,, 2001; VAN DUIN et al, 2002; CASADEVALL;
STEENBERGEN; NOSANCHUK, 2003; COX et al., 2003; DAMBROS, 2005).

A cépsula é o fator de viruléncia mais importante e tem sido estudada de maneira
intensa. In vivo, possui agdo antifagocitica e imunossupressora, comprometendo a
apresentacdo de antigenos as células T e afetando a producdo de citocinas e agdo do
complemento (CASADEVALL; PERFECT, 1998; LACAZ et al, 2002; MA; MODY,
2002). Experimentos classicos em modelos murinos demonstraram a importancia vital da
cépsula na patogénese fungica de tal forma que, quando infectados com cepas mutantes
acapsulares, os animais ndo desenvolveram a doenca (FROMTLING; SHADOMY;
JACOBSON, 1982; CHANG; KWON-CHUNG, 1994).

No meio ambiente, quando presente, a capsula atua protegendo as células fungicas
contra desidratacdo em ambientes de baixa umidade (GATES; THORKILDSON;
KOZEL, 2004; ZARAGOZA; CASADEVALL, 2004). De maneira geral, os isolados de
origem ambiental possuem capsula com didmetro relativamente pequeno. Tais isolados,
inclusive quando mantidos em condi¢des normais de cultivo, mantém cépsula reduzida
(ZARAGOZA; CASADEVALL, 2004). Entretanto, in vivo ou em condigdes in vitro que
simulem tecidos parasitados de algum hospedeiro, hd um consideravel aumento no
tamanho da capsula. Diversos fatores parecem estar relacionados com esse processo
(figura 6), tais como a presenca de amino&cidos, vitaminas, diferentes fontes de carbono,
auséncia ou baixas concentracdes de minerais, concentracdo de O, e CO,, pH alcalino e
baixa osmolaridade (FELDMESSER; KRESS; CASADEVALL, 2004; ZARAGOZA;
CASADEVALL, 2004; ZARAGOZA; CASADEVALL, 2006; ZARAGOZA et al.,
2010).
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Figura 6. Principais condi¢cdes que afetam o desenvolvimento da capsula de Cryptococcus. Adaptado de
ZARAGOZA; CASADEVAL (2004).

Bioquimicamente, a capsula é constituida por dois polissacarideos principais: a
glucuronoxilomanana (GXM), que é seu principal constituinte e responsavel por
aproximadamente 90 a 95% de toda sua a composicdo, e galactoxilomanana (GalXM),
que corresponde a aproximadamente 5 a 8% da estrutura. O percentual restante (1 a 3%)
é formado por mananoproteinas, cujo papel bioldgico ainda ndo foi completamente
elucidado (MITCHELL; PERFECT, 1995; CASADEVALL; PERFECT, 1998;
ZARAGOZA et al, 2010). Diversas ferramentas podem ser utilizadas para estudar a
capsula e sua composi¢do bioquimica, como microscopia Optica, microscopia eletrdnica
de varredura e imunofluorescéncia. A representagdo da estrutura capsular feita a partir de
tais ferramentas é mostrada na figura 7 (MAXSON et al., 2007). Sabe-se também que a
estrutura capsular é extremamente varidvel, sendo considerada cepa-dependente
(CHERNIAK et al., 1995).
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Figura 7. Diferentes micrografias evidenciando o polissacarideo capsular de Cryptococcus. A) Célula
visualizada por microscopia 6tica em tinta da India. Aumento: 1000X. B) Microscopia eletrénica de
varredura. C) Imunofluorescéncia usando anticorpos monoclonais especificos para deteccdo da capsula. D)
Célula de C. neoformans marcada com dois anticorpos monoclonais diferentes para a capsula. A parede
celular esta representada em azul. Adaptado de ZARAGOZA et al. (2009).

A melanina, um pigmento hidrofébico de alto peso molecular, é fundamental na
sobrevivéncia do fungo no meio ambiente, na patogénese da criptococose e na
disseminagdo do fungo para sitios extrapulmonares, principalmente o sistema nervoso
central (SNC) (COX et al., 2001; CASADEVALL; STEENBERGEN; NOSANCHUK,
2003; REOLON et al., 2004; EISENMAN et al., 2009). A predilecéo do fungo pelo SNC
parece estar associada com sua capacidade de converter catecolaminas em melanina, uma
vez que em areas do cérebro ricas nesses compostos ha infeccdo frequente por
Cryptococcus (REOLON et al., 2004; PEDROSO et al., 2007).

A melanina possui papel protetor contra alguns agentes antifingicos, bem como
contra danos oxidativos causados por células do sistema imune e radiagdes ionizantes,
devido a sua capacidade de reter enzimas hidroliticas fungicas proximo & parede celular.
(IKEDA et al., 2003; REOLON et al., 2004; PEDROSO et al., 2007). Além disso,
protege as células fungicas da fagocitose pelos macréfagos, que é uma das etapas mais
importantes na defesa do hospedeiro frente ao fungo (WANG; AISEN; CASADEVALL,
1995; EISENMAN et al., 2009).

A capacidade de Cryptococcus em produzir melanina esta associada & presenca de
substratos adequados, como a L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) e catecolaminas,
bem como a expressédo de fenoloxidase pelo fungo (GARCIA-RIVERA et al., 2005).
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Apesar dos conhecimentos acerca dos mecanismos envolvidos no processo de
melanizacdo de Cryptococcus ainda serem incipientes, sabe-se que tal fendmeno parece
ser responsdvel pela resisténcia do fungo a derivados poliénicos e equinocandinas
(NOSANCHUK; CASADEVALL, 2006).

A producéo de exoenzimas como fosfolipase, proteases e urease também esta
diretamente ligada & sobrevivéncia no ambiente, bem como a patogénese flngica. A
producéo de cépsula e termotolerancia tém relacéo direta com a producgdo de fosfolipases,
permitindo elevacdo da atividade enzimatica. A fosfolipase atua digerindo membranas
celulares e causando lise celular, além de degradar o liquido surfactante pulmonar,
facilitando sua adesdo nesse sitio (VIDOTTO et al., 1996; SANTAGELO et al., 1999;
KARKOWSKA-KULETA et al., 2009). Apesar da baixa atividade proteolitica de
Cryptococcus durante o processo infeccioso, as proteases secretadas pelo fungo
ocasionam degradacdo aos tecidos do hospedeiro e destroem enzimas e proteinas
importantes na resposta imune, tais como imunoglobulinas e parte do sistema
complemento no sitio da infeccdo (KARKOWSKA-KULETA et al., 2009; CAMPOS;
BARONI, 2010).

A urease é uma metaloenzima considerada um importante fator de viruléncia em
diversos microrganismos (TORRES-RODRIGUEZ et al., 2008). No meio ambiente, a
urease, assim como as proteases, atua na fungéo nutricional. E uma enzima importante na
captagdo de nitrogénio, mas que ndo apresenta ainda fungdes bem definidas na
patogénese da criptococose. Até 0 momento, assume-se que a producgdo de urease esteja
relacionada com a disseminacdo do microrganismo para diversos 6rgédos, inclusive
facilitando a invasdo ao SNC via danos na barreira hemato-encefédlica (KARKOWSKA-
KULETA et al., 2009; CAMPOS; BARONI, 2010).

Torres-Rodriguez et al. (2008) demonstraram que C. neoformans produz mais
urease do que C. gattii. Anteriormente, seu grupo de pesquisa j& havia demonstrado em
modelo experimental murino de criptococose que cepas de C. gattii apresentavam baixos
niveis de producdo de urease quando comparadas a cepas de C. neoformans (TORRES-
RODRIGUEZ et al., 2002). A partir dos resultados descritos, os autores sugerem que C.
gattii possui um conjunto enzimatico mais complexo do que C. neoformans, com
participagdo de outras enzimas, como lacase e fosfolipase produzidas em maior
quantidade, atuando em conjunto durante a infeccdo, o que poderia explicar a maior

patogenicidade de C. gattii quando comparado a C. neoformans (CASADEVALL,;
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STEENBERGEN; NOSANCHUK, 2003; KARKOWSKA-KULETA et al., 2009;
CAMPOS; BARONI, 2010).

Adicionalmente, alguns autores tém demonstrado a capacidade de Cryptococcus
produzir biofilme em materiais sintéticos como placas de poliestireno e itens prostéticos
invasivos, além de cateteres de derivacdo ventriculoatrial, relacionando esse fato ao
surgimento de infeccdes crénicas (MARTINEZ; CASADEVALL, 2005; MARTINEZ;
FRIES; 2010). Biofilmes s&o comunidades microbianas que crescem aderidos a alguma
superficie solida, envolvidos por uma matriz exopolimérica secretada pelos
microorganismos em associacdo (MARTINEZ; CASADEVALL; 2005; MARTINEZ;
CASADEVALL,; 2006).

Especificamente acerca de Cryptococcus sp., a produgdo de biofilme pelas
espécies (figura 8) envolve a adeséo das células em uma dada superficie, a formacédo de
microcolbnias e a produgdo de uma matriz polissacaridica rica em glucuronoxilomanana
(GXM) (MARTINEZ; CASADEVALL,; 2005). De fato, a formagdo de biofilme é
considerada uma importante estratégia de sobrevivéncia de alguns microrganismos,
inclusive outras leveduras como Candida sp., tanto na natureza quanto nos tecidos do
hospedeiro, estando a cronicidade da doenca diretamente ligada a falha terapéutica
(RAMAGE et al., 2002; RAMAGE; WICKES; LOPEZ-RIBOT; 2007; HALL-
STOODLEY; COSTERTON; STOODLEY, 2004).

Em estudo realizado por Martinez e Casadevall (2006), foi evidenciado que
Cryptococcus, na forma de biofilme, apresentava resisténcia aos derivados azolicos
fluconazol e voriconazol, quando comparado & forma plancténica. No mesmo estudo, foi
demonstrada ainda a necessidade de altas concentragdes de anfotericina B — cerca de 20
vezes maiores, considerando o ponto de corte proposto pelo CLSI (2008) — para inibir o
crescimento de Cryptococcus na forma de biofilme em comparagdo as células
planctonicas. Desse modo, a falha terapéutica pode estar relacionada com o fato de que os
biofilmes séo verdadeiras barreiras fisicas que impedem a penetracdo das drogas no meio,
aumentando a resisténcia de Cryptococcus aos agentes antifungicos enquanto biofilme
quando comparado a sua forma planctonica (AL-FATTANI; DOUGLAS; 2004;
MARTINEZ; CASADEVALL; 2006).
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Figura 8. Formacéo de biofilme de Cryptococcus sp. A-D: Imagens de microscopia 6ptica mostrando as
fases de formagdo e desenvolvimento de biofilme por C. neoformans. (A) Fase de adesdo apds 2 horas de
contato do fungo com a placa de poliestireno. (B) Fase intermedidria, apos 8 horas de adesdo, revelando o
crescimento celular e formagdo de microcoldnias. (C) Fase madura do biofilme, apds 24 horas de
crescimento. (D) Fase madura do biofilme, apds 48 horas de crescimento. Assim como em (C), hd uma
densa rede de células unidas em uma camada de matriz extracelular. (E) Microscopia eletronica de biofilme
de C. neoformans durante a fase madura, apds 48 horas de adesdo. (F) Microscopia confocal de biofilme de
C. neoformans durante a fase madura, ap6s 48 horas de adesdo. As células metabolicamente ativas séo
vistas em vermelho. Fonte das imagens: A-D: MARTINEZ; CASADEVALL (2006); E: MARTINEZ;
FRIES (2010); F: RAVI et al., (2009).

1.4 Ecologia e Distribuicdo geogréafica

Os fungos do Complexo Cryptococcus neoformans sdo seres ubiquos e que
possuem ampla distribuicdo na natureza. C. neoformans tem sido associado a excretas de
aves e madeira em decomposicdo, enquanto C. gattii € observado em regibes tropicais e
subtropicais, associado as plantas como Eucalyptus sp. (eucalipto), Cassia grandis (cassia
rosa) e Ficus microcarpa (ficus) (figura 9) (CASADEVALL; PERFECT, 1998; LAZERA
et al., 2000; IKEDA et al., 2003; ESCANDON et al., 2006; LIN; HEITMAN, 2006;
RIBEIRO; NGAMSKULRUNGROJ, 2008).
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Figura 9: Principais nichos ecologicos do Complexo Cryptococcus neoformans descritos na literatura
mundial. A - tronco de arvore em decomposi¢do. B - Pombos (Columba livia) aglomerados em espaco
publico. C - Ficus sp. Fonte prépria.

Em um extenso estudo de levantamento bibliografico acerca da ocorréncia
mundial de Cryptococcus, Springer; Chaturvedi (2010) conseguiram mapear 0s principais
nichos ecoldgicos de C. gattii e relaciond-los com C. neoformans. Especificamente sobre
C. gattii, neste trabalho os autores reuniram informag6es de ocorréncia da espécie em 48
paises, associado a 54 espécies diferentes de arvores tanto nativas quanto exéticas. Além
das espécies vegetais mais comumente descritas na literatura, alguns arbustos nativos da
Australia ocidental e do oeste dos Estados Unidos, como Alnus rubra e Angophora
costata, espécies do continente europeu como alguns pinheiros (Pinus spp.) e ulmeiros
(Ulmus campestris), e do continente africano como o tamarindeiro (Tamarindus indica) e
o amendoim-acécia (Tipuana tipu) também foram associados ao fungo (SPRINGER;
CHATURVEDI, 2010). Um quadro de ocorréncia mundial baseado nestas informacoes €
mostrado na figura 10.

Em outro estudo acerca da relagdo de Cryptococcus com espécies vegetais, Xue e
colaboradores (2007) corroboram os dados presentes na literatura que tratam da
associacdo de C. gattii e Eucalyptus sp., além da relacdo de C. neoformans e diversas
outras espécies arbdreas. Os autores sugerem ainda que a producdo de hormdnios
vegetais, tais como o 4cido indol-3-acético (AlA), um hormonio da classe das auxinas,
parece estimular, em C. gattii, o acasalamento entre diferentes tipos sexuais e sua
filamentacdo na natureza. Desse modo, infere-se ainda que a interacdo de ambas as
espécies do complexo Cryptococcus neoformans com diferentes espécies vegetais parece

ser vital para o fungo completar o seu ciclo sexual (XUE et al., 2007).
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Ocorréncia global de C. neoformans e C. gattii

America do Norte

- Estados Unidos
- Canada

America Latina

e,
Africa “
- Africa do Sul s

- Argentina
; E;ar?lile - Congo - Australia .
- Costa Rica - Egito. - Indonésia
Cub: - Etiopia - Nova Zelandia
gvesn - Nova Guiné
- México
- Peru

UF Achados Tipos moleculares

AM 12 VNI, VGII

BA VGII

MG VNI, VNII, VGII

M5 VNI, VGII

PE VGII, VGIII

PI VNI, VNIV, VGII
VGI, VG

i

LVGII
VNI, VNI, VNIIL, VGI, VGII, VGIII
VGI

]
=

2

VNI, VNI, VNIC, VGIII
VNI, VNI, VGII

Figura 10: Mapa de ocorréncias global e nacional de C. neoformans e C. gattii. Unidades da Federagdo do
Brasil (UF) - AM: Amazonas, BA: Bahia; MG: Minas Gerais; MS: Mato Grosso do Sul; PE: Pernambuco;
Pl: Piaui; PR: Parana; RJ: Rio de Janeiro; RR: Roraima; RS: Rio Grande do Sul; SP: Sdo Paulo. Mapa
baseado em informagdes contidas em TRILLES et al. (2008) e SPRINGER; CHATURVEDI (2010), com

adaptacdes.

Alguns aspectos bioquimicos da associacdo de Cryptococcus sp. com excretas de
aves tem sido investigados. Kwon-Chung (1991) demonstrou que adaptacfes bioquimicas
facilitam essa relacdo, uma vez que altos niveis de creatinina parecem criar uma pressao
seletiva contra bactérias e outras leveduras, favorecendo o desenvolvimento de
Cryptococcus. Além disso, Nielsen e colaboradores (2007) relataram que, quando
submetida a crescimento em meios de cultura suplementados com guano de pombos, a
levedura produz uma pigmentacdo acastanhada correspondente a producdo de melanina,
sendo mais pigmentado a medida que a concentracdo de guano no meio aumenta. Neste

mesmo trabalho, os autores inferem que parece haver um maior crescimento de C.
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neoformans de ambas as variedades em excretas de pombos, ao passo que C. gattii ndo é
bem adaptado para sobreviver neste ambiente em periodos maiores do que duas semanas
(NIELSEN et al., 2007);

Mais recentemente, em trabalho realizado por Costa e colaboradores (2009), 322
amostras coletadas em cloacas de pombos (C. livia) e 47 amostras de excretas secas das
mesmas aves foram investigadas quando & presenca do fungo. Cryptococcus spp. foi
isolado em aproximadamente 27% das amostras de excretas, porém ndo houve
isolamento do fungo nas amostras veterinarias. Outros estudos também demonstraram a
presenca do fungo em excrementos de outras aves, como galiniceos, psitacideos e
passeriformes (CASADEVALL et al., 1992; GRISEO et al., 1995; LOPEZ-MARTINEZ
et al., 1995; ABEGG et al., 2006).

Apesar de a literatura evidenciar que excretas de aves ou solos contaminados por
esse material sejam as fontes ambientais nas quais Cryptococcus é isolado com maior
frequéncia, o fungo também tem sido isolado de ambientes ndo-avicolas, do ar e
principalmente de arvores, tanto saudaveis quanto em decomposi¢do (LAZERA et al.,
2000; LAZERA et al., 2004; LIN; HEITMAN, 2006; BOVERS; HAGEN; BOEKHOUT,
2008). Em diversos relatos, ha isolamento tanto de C. neoformans quanto de C. gattii
nessas fontes, o0 que sugere que ambas as espécies podem compartilhar o mesmo nicho
ecologico, mesmo que de maneira restrita. Em relacdo as duas variedades de C.
neoformans, ndo ha ainda relatos de associacdes especificas com &rvores, sendo
frequentemente isoladas de madeira em diversas areas, inclusive em regides onde a flora
é bastante diversificada (LIN; HEITMAN, 2006).

Especificamente sobre C. gattii, este tem sido isolado de fontes ambientais com
maior frequéncia em amostras de eucalipto (Eucalyptus sp.), seja da planta integra ou em
decomposicao. Isto sugere que pode haver uma associagdo preferencial do fungo com a
espécie vegetal (LAZERA et al;, 2000; LIN; HEITMAN, 2006). Na ilha de Vancouver,
no Canadd, onde a criptococose foi considerada como uma epidemia em 2004, C. gattii
foi isolado em varias espécies de plantas nativas, como diversas coniferas, carvalho
(Quercus sp.) e cedro (Cedrela fissilis). Curiosamente, o isolamento da espécie em
eucalipto, planta considerada exotica na regido, foi considerado nulo ou quase inexistente
(LAZERA et al., 2004; BARTLETT, 2004; LIN; HEITMAN, 2006; DATTA et al.,
2009). No Brasil, além de eucalipto, C. gattii tem sido isolado com frequéncia em ocos e
troncos de diversas arvores, como Mangifera indica, Marlierea tomentosa e Guettarda
acreana (LAZERA et al., 2004; BARTLETT, 2004).



33

1.5 Criptococose

1.5.1 Patogenia e epidemiologia

Fungos do Complexo Cryptococcus neoformans sdo agentes etiologicos da
criptococose, uma micose sistémica potencialmente fatal adquirida principalmente pela
inalacdo de propagulos fangicos. De carater oportunista, esta frequentemente associada a
imunossupressdo, sendo que sua maior incidéncia é relacionada com pacientes com
leucemia ou infecgdo pelo virus HIV, além daqueles submetidos & corticoterapia
(KAWAKAMI, 2004; LIN; HEITMAN, 2006). Dependendo do status imune do paciente,
pode manifestar-se como infecgdo pulmonar, lesdo granulomatosa ou ainda doenga
disseminada em sitios extrapulmonares, com maior frequéncia no SNC, onde causa
quadro de meningoencefalite com altas taxas de mortalidade (BICANIC; HARRISON,
2004; GATES; THORKILDSON; KOZEL, 2004; KAWAKAMI, 2004; DUNCAN et al.,
2006; LIN; HEITMAN, 2006).

A criptococose acomete homens e animais, porém ndo hé relatos na literatura de
transmissdo horizontal entre nenhuma das espécies atingidas. Acredita-se que a infec¢do
tenha inicio pela inalacdo de propégulos fungicos de tamanho variando de trés a cinco
micrémetros (basididsporos ou blastoconidios pouco capsulados) presentes no ar (LIN;
HEITMAN, 2006; CONSENSO, 2008).

Apos inalagdo, Cryptococcus pode colonizar o trato respiratério do hospedeiro
sem produzir doenca. Em pacientes higidos, a infeccdo geralmente é assintomatica e
normalmente tende a cura. Pode ocorrer também infeccdo sintomatica na &rea subpleural
dos pulmdes. Em alguns quadros, o fungo pode permanecer latente. Neste caso, havendo
queda considerdvel na imunidade do hospedeiro, ou entdo quando 0 mesmo ja e portador
de alguma doenca imunossupressora, a forma latente pode ser reativada, sendo o fungo
disseminado via corrente sanguinea e causando infecgdo sistémica, a depender ainda da
densidade do inéculo inalado e da viruléncia do microorganismo (LIN; HEITMAN,
2006).

Apos alcangar a corrente sanguinea, o fungo pode causar infeccdes localizadas na
pele, ossos e articulagBes, pulmdes, trato genitourinario, dentre outros. Dependendo da
condi¢cdo imunoldgica do paciente, Cryptococcus pode apresentar uma importante
condicdo neurotrdpica, culminando em casos de meningite com elevada taxa de
mortalidade (BICANIC; HARRISON, 2004; LIN; HEITMAN, 2006). O ciclo infeccioso

de Cryptococcus estd esquematicamente representado na figura 11.
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Figura 11: Ciclo infeccioso de Cryptococcus. O fungo pode sobreviver no solo, associado a fezes de aves
ou outros animais, bem como pode estar associado a insetos, aracnideos, bactérias ou amebas. Passaros, em
especial pombos, podem ser responsaveis pela dispersdo de particulas fungicas, assim como animais
terrestres como gatos e cabras podem contribuir para essa dispersdo. Outro nicho possivel para o
estabelecimento de Cryptococcus sdo as arvores. Depois de inalados, propagulos flngicos podem causar
uma infecgdo pulmonar restrita, ou podem se disseminar pela corrente sanguinea, atingindo outros 6rgaos
como o cérebro. Adaptado de LIN; HEITMAN (2006).

Mundialmente, grande parte das infecgdes que afetam pacientes imunodeprimidos
é causada por C. neoformans de ambas as variedades. C. gattii também apresenta uma
elevada morbidade nesse grupo de pacientes, e ndo ha distingdo no quadro clinico da
criptococose originada por uma das espécies em particular. C. gattii é ainda o agente que
mais causa criptococose em individuos imunocompetentes, tendo propensdo a causar
criptococomas e lesdes focais no Sistema Nervoso Central, com alta morbidade
neuroldgica e ainda apresentando moderada resisténcia a terapia com antifingicos usuais
(CASADEVALL; PERFECT, 1998; SORRELL, 2001; BICANIC; HARRISON, 2004;
IQBAL et al., 2010).

Estudos e relatos clinicos demonstram que as duas espécies mostram
comportamentos diferentes na sua patogénese, porém causam sintomas semelhantes. A
imunossupressao, principalmente causada por HIV, ainda é o principal fator de risco para
0 aparecimento da micose, mesmo ap6s a introducdo da terapéutica antiretroviral
altamente eficaz (highly active antiretroviral therapy — HAART) (MAZUELOS;
GARCIA, 2010; OLSZEWSKI et al., 2010).
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Estudos globais demonstram que 6 a 8% dos pacientes acometidos de aids irdo
desenvolver em algum momento criptococose. Estima-se que a taxa de mortalidade €
cerca de 45 a 65% nos primeiros 12 meses apds o inicio da terapia antiretroviral
(TINTELNOT et al., 2004; MAZUELOS; GARCIA, 2010; OLSZEWSKI et al., 2010).
Em um importante estudo publicado por Park e colaboradores (2009), os autores
estimaram ocorreram no ano de 2006 quase um milhdo de casos de meningite
criptocdcica em todo o mundo, sendo que aproximadamente 720 mil casos da doenga
foram atribuidos ao continente africano. A América Latina respondeu por cerca de 10%
dos casos e, de acordo com estimativas da Organizacdo Mundial da Saude, a criptococose
foi mais letal do que a soma dos casos de tuberculose e hepatite B e C (UNAIDS, 2006;
2007; PARK et al., 2009).

No Brasil, a criptococose é a segunda doenga neuroldgica mais prevalente em
individuos com aids, tendo ainda um alto indice de mortalidade, mesmo ap6s o inicio da
terapia antifingica. Dados da década passada revelam que a taxa de mortalidade média
nesses pacientes varia de 15 a 30% (PAPPALARDO et al., 2007; CHARLIER et al.,
2008).

Outros dados epidemioldgicos revelam que a doenga é mais prevalente em
homens com idade entre 30 e 39 anos, dos quais 90% dos acometidos sdo portadores do
virus HIV. Contudo, verifica-se que a espécie C. neoformans var. grubii € a mais
prevalente no mundo, seguido por C. gattii, sorotipo B (TRILLES et al., 2008; BYRNES
Il et al., 2010). Sobre os dados relacionados ao Brasil, diversos autores relatam os
mesmos achados, exceto nos estados da regido Nordeste, onde a prevaléncia é de C. gattii
(LEAL et al., 2008; SANTOS et al., 2008; TRILLES et al., 2008). Entretanto, um recente
estudo realizado na Bahia por Matos e colaboradores (2012) evidencia que C. neoformans
também pode ser mais prevalente no Nordeste do que C. gattii. Investigando 62 cepas de
Cryptococcus isoladas de pacientes com meningite, 48 amostras foram identicadas como
C. neoformans genétipo VNI, uma amostra do gendtipo VNII e as 13 cepas restantes
foram identificadas como C. gattii genotipo VGII (MATOS et al., 2012).

Nos estados da regido Sul, Sudeste e Centro-Oeste, C. neoformans var.
neoformans é predominante e tem sido encontrado com maior freqiiéncia, principalmente
nos estados do Rio Grande do Sul, Minas Gerais e Mato Grosso, respectivamente
(ALDEIDA et al., 2007; MATSUMOTO et al., 2007; LEAL et al., 2008; SANTOS et al.,
2008; TRILLES et al., 2008; FAVALESSA et al., 2009). J& na regido Norte do pais,

Santos e colaboradores (2008) analisaram o perfil epidemioldgico de 56 amostras
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isoladas de pacientes com meningite no estado do Para, obtendo uma frequéncia de
35,7% (n=20) de C. gattii (SANTOS et al., 2008).

1.5.2 Diagnéstico laboratorial da criptococose

O diagndstico laboratorial da criptococose é baseado principalmente no achado
microscopico de blastoconidios encapsulados em amostras bioldgicas, principalmente
liquido cefalorraquidiano (LCR) visualizados em coloragéo negativa com tinta da China.
Além da pesquisa do fungo nos materiais supracitados, o cultivo e isolamento do fungo
em meios de cultura é outro método comprobatorio de criptococose, principalmente em
amostras de liquor, e ainda de sangue, escarro, lavado brénquico e aspirado de medula
6ssea (OHKUSU et al., 2002; CONSENSO, 2008).

Outro método também realizado para diagnostico da criptococose é 0 exame
histopatolégico. A presenca do microrganismo no tecido analisado é indicativa e/ou
confirmatéria da doenga. Em tecidos corados por hematoxilina-eosina (HE),
Cryptococcus pode se apresentar de forma esférica a ovalada, com didmetro varidvel (2 a
20 um) e cora-Se em tons de rosa ou azul claro. Nessa coloragdo, a capsula ndo se cora
devido aos seus componentes mucopolissacaridicos, gerando um halo ao redor de
levedura (PEDROSO et al., 2006; CONSENSO, 2008). Outras técnicas de coloracéo
como mucicarmim de Mayer, Fontana-Masson, impregnacdo com prata atraves do
método de Gomori-Grocott e a coloracdo por acido periédico de Schiff (PAS) séo
também realizadas em muitas rotinas laboratoriais, sendo as duas Ultimas as mais
utilizadas para detectar Cryptococcus nos tecidos do paciente (LAZERA; IGREJA;
WANKE, 2004; CONSENSO, 2008).

Métodos de diagnostico imunoldgicos sdo também empregados na rotina
diagndstica, sendo a deteccdo do antigeno capsular em fluidos bioldgicos uma técnica
extremamente sensivel e rapida, realizada principalmente em liquido cefalorraquidiano e
soro. A técnica de deteccdo de antigeno capsular por aglutinagdo em latex apresenta
positividade superior a 90% dos casos em pacientes com meningite criptocdcica, e
também pode ser realizada em outras amostras bioldgicas, tais como sangue, soro, urina e
lavado bronquico alveolar (BROUWER et al., 2004; CONSENSO, 2008).

Ferramentas moleculares e métodos automatizados e semiautomatizados estdo
sendo cada vez mais utilizados como auxilio ao diagnostico laboratorial da criptococose.
Técnicas baseadas na reacdo em cadeia da polimerase (PCR), tais como PCR-REA e

nested PCR tém sido usadas para detecgdo e sequenciamento de regiGes especificas do
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genoma de Cryptococcus, contribuindo para o diagnéstico da doenca. Outras ferramentas
moleculares também baseadas em PCR, como PCR fingerprint, PCR-RFLP, AFLP e
MLST tem se mostrado bastante eficazes na diferenciagdo dos sorotipos e tipos
moleculares dos fungos do complexo. Embora os métodos semiautomatizados e
automatizados, como APl 20C AUX (BioMérieux), BacT/ALERT 3D (BioMérieux), e
VITEK 2 (BioMérieux) sejam usados com frequéncia na rotina laboratorial (HATA et al.,
2007; SIDRIM et al., 2010) sua capacidade discriminatoria é bastante limitada
(CORDEIRO et al., 2011).

1.6 Drogas antifangicas

Nas Ultimas décadas, a descoberta e 0 uso de novas drogas antibacterianas e
imunossupressoras foram capazes de aumentar consideravelmente a sobrevida dos
pacientes, principalmente aqueles que apresentam deficiéncia no sistema imunoldgico.
Entretanto, o uso constante e/ou inadequado desses farmacos ocasionou um aumento na
incidéncia de micoses nestes pacientes, sejam estas superficiais ou sistémicas. A lista de
substancias quimicas que possuem acdo antifingica ainda é restrita quando comparada a
variedade de drogas antibacterianas disponiveis. As drogas antifingicas possuem
mecanismos de acdo bem definidos, podendo ter acdo fungicida ou fungistatica, agindo
de maneira direta ou indireta sobre o microrganismo. (LACAZ; NEGRO, 1991; POLAK,
1999; NOBRE et al., 2002).

O arsenal antifangico disponivel para o tratamento da criptococose atualmente €
limitado e restrito a poucas classes de drogas. Dentre estas, anfotericina B (AMB) tem
sido a droga de escolha frente a infeccbes fungicas sistémicas, apesar de apresentar
consideraveis efeitos colaterais. Derivados azélicos podem ser utilizados em substitui¢do
ao tratamento com AMB, ou ainda administrados em conjunto com a mesma
(CASADEVALL,; PERFECT, 1998; ZARAGOZA et al., 2005).

A anfotericina B éum poliénico derivado de Streptomyces nodosus e, desde sua
primeira utilizacdo em 1956, propiciou uma nova perspectiva no tratamento de micoses
sisttmicas, aumentando a taxa de cura dos pacientes em mais de 45% dos casos. Possui
um amplo espectro de acgdo, e atua por meio da ligacdo ao ergosterol na membrana
plasmética e criacdo devarios microporos na estrutura, ocasionando, assim, a morte do
fungo devido & saida de metabdlitos essenciais, nucleotideos e proteinas. No hospedeiro,
pode estimular a producdo de citocinas inflamatoérias pelas células da imunidade inata
(SAU et al., 2003;MA; MAY, 2009). Apesar da atividade antifingica, apresenta diversos
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efeitos colaterais no hospedeiro, dentre eles nefrotoxidade em mais de 50% dos pacientes
(CASADEVALL; PERFECT, 1998; BARQUIST et al., 1999; ZARAGOZA et al., 2005;
VARMA; KWON-CHUNG, 2010).

Derivados azélicos, principalmente fluconazol (FLC), também tém sido
amplamente utilizados no combate & criptococose, independentemente do agente
etiologico envolvido (VARMA; KWON-CHUNG, 2010). Os azdlicos sdo compostos
fungistaticos que agem inibindo a via de sintese do ergosterol (figura 12), vital para a
integridade e manutencdo da membrana celular fangica, através da inibicdo da enzima
lanosterol 14a-demetilase. Tal inibicéo leva a conseqiiente ma formagdo da membrana,
alterando sua fluidez, permeabilidade e captacdo de nutrientes (SAU et al., 2003;
JARVIS; HARRISON, 2007).

O itraconazol (ITR), um derivado triazolico sintético, apresenta boa acéo
inibitéria contra Cryptococcus sp., e tem sido considerado como uma opg¢éo ao
tratamento da criptococose quando o paciente ndo for responsivo ao tratamento com
fluconazol, ou entdo como droga de manutencéo e/ou terapia profilatica, principalmente
em individuos infectados com o virus HIV (NGUYEN; YU, 1998;TRILLES et al., 2004;
PFALLER et al., 2005; SILVA et al., 2008).

A fluocitocina (5-Fc) é uma droga sintética comumente utilizada para o
tratamento da criptococose, mas ndo se encontra disponivel para uso no Brasil.
Normalmente € administrada em associacdo com anfotericina B devido a um aumento na
efichcia do tratamento, mas por causar no paciente graves efeitos mielotdxico e
hepatotdxico deve ser administrada com cautela (DISMUKES et al., 1987; BICANIC;
HARRISON, 2004;BROUWER et al., 2004).
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Figura 12: Via metabodlica da sintese do ergosterol. A seta em destaque mostra o local de agdo dos
derivados azolicos. Adaptado de WHITTE et al. (1998).

As equinocandinas, classe de drogas antifingicas que agem interferindo a
formacéo da parece celular, através da inibi¢do da 1,3p-glucana sintase, ndo apresentam
acéo frente aos fungos do complexo Cryptococcus neoformans, embora a caspofungina
possua atividade antifangica in vitro frente a um amplo espectro de fungos filamentosos e
leveduras clinicamente importantes, como Candida sp. Apesar de a caspofungina ser
eficaz e bem tolerada in vivo, Cryptococcus sp. é resistente & sua acdo antimicrobiana
tanto in vitro quanto in vivo, mesmo possuindo em sua parede celular o alvo de agdo da
droga. Esse fato pode ser devido a degradacdo da droga antes de atingir seu alvo
molecular, ou entdo por alguma modificagdo na molécula de 1,3p-glucana sintase
presente na parede celular do fungo (PERFECT et al., 2010).

A ocorréncia de isolados de Cryptococcus com resisténcia primaria ou secundaria
a anfotericina B ou fluconazol é relativamente baixa, embora existam relatos descritos na
literatura (PERKINS et al., 2005; SOUZA et al., 2005; SILVA et al., 2008). Entretanto,
alguns estudos demonstraram que o uso de concentragfes subinibitérias de derivados
azoblicos tem levado ao aparecimento de isolados resistentes in vivo, contribuindo para a
manutencdo da infecgdo no hospedeiro (GRAYBILL et al., 1998; PERKINS et al., 2005;
PFALLER et at., 2005; VARMA; KWON-CHUNG, 2010). Além disso, ha relatos de que
a terapia de longa duragdo com fluconazol durante a criptococose pode contribuir para o
aparecimento de isolados resistentes (PFALLER et at., 2005; TRILLES et al., 2011).



40

Devido aos riscos e aos problemas causados por cepas com resisténcia primaria as
principais drogas antifungicas, ha necessidade da realizacéo de estudos de prospecc¢do de

novas drogas antiflngicas e a descoberta de novos alvos moleculares em Cryptococcus.

1.7 Inibidores de folato

Nos ultimos anos, diversos estudos tém mostrado o potencial antifingico de
drogas inibidoras da sintese do é&cido félico em Candida albicans (NAVARRO-
MARTINEZ et al., 2006), Paracoccidioides brasiliensis (HAHN et al. 2003; SCAVONE;
BURGER, 2004), Histoplasma capsulatum (BRILHANTE et al., 2010) e Aspergillus spp.
(HANAFY et al., 2007, HIDA et al., 2005, AFELTRA et al., 2002).

As sulfonamidas, derivados da para-aminobenzenossulfonamida, foram os
primeiros antimicrobianos utilizados na histéria da medicina, tendo seu uso clinico
relatado a partir de 1933. Possuem amplo espectro antimicrobiano contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, exercendo, em geral, efeito bacteriostatico (PETRI, 2006). O
mecanismo de acdo das sulfonamidas esta representado de modo resumido na figura 13.
Esse mecanismo de agdo parece estar relacionado com a via biossintética do ergosterol,
uma vez que sdo drogas inibidoras competitivas da DHP (dihidropteroato) sintase,
enzima envolvida diretamente na sintese do acido félico nos microrganismos, incluindo
os fungos, bem como um dos participantes do inicio da via sintética do ergosterol
(HUGHES, 1991; HIDA et al., 2005). As combinagbes de sulfametoxazol (SMX) e
trimetoprim (TMP), bem como sulfadiazina (SDZ) e pirimetamina (PIR) s&o
antimicrobianos que tem sido utilizado frequentemente como profilaxia para quadros de
pneumonia causada por Pneumocystis jiroveci (PCP) em pacientes imunocomprometidos
(HIDA et al., 2005; HANAFY et al., 2007). O trimetoprim apresenta efeito sinérgico
quando em combinagdo com sulfametoxazol, sendo capaz de inibir seletivamente a
diidrofolato redutase, uma enzima que reduz diidrofolato a tetraidrofolato (HANAFY et
al., 2007).



41

TS i
d-URIDILATO d-TIMIDILATO —3f&> S[;g %%Sf
NS,Nj-metileno-THF \v MTHFR
PABA —» (dihidropteroato) —» DHF —I_> THF N?-metil-THF
sintase DHFR
Alvo das Alvo da
Sulfonamidas Pirimetamina MS
Metionina Homocisteina
l T SAH hidrolase
SAM ‘/'\ SAH
©

Esterol C24 metiltransferase

+—-— Zimosterol
T Fecosterol

Y

4,4-dimetil-8,14,24-trienol i

Esterol [4o—demetilase ERGOSTEROL
Principal alvo dos azolicos

Lanosterol

—»=—»—»  Esqualeno

PABA: Acido Para-aminobenzéico THF: tetra-hidrofolato
MTHFR: Metilenotetrahidrofolato Redutase SAM: S-adenosilmetionina
DHFR: Dihidrofolato Redutase SAH: S-adenosil homocisteina
DHF: Dihidrofolato

Figura 13: Conexao molecular entre os ciclos biossintéticos do acido folico e do ergosterol. Adaptado de
Navarro-Martinez et al. (2006).

Embora utilizada principalmente para tratamento de infec¢bes bacterianas, tais
combinagdes tem apresentado inibigdo in vitro de Aspergillus spp. (HANAFY et al.,
2007), Paracoccidioides brasiliensis, Histoplasma capsulatum (BADDLEY et al., 2008;
BRILHANTE et al., 2010) e Coccidioides posadasii (CORDEIRO et al., 2011).

Navarro-Martinez et al. (2006) sugerem que os inibidores de folato podem estar
envolvidos na sintese do ergosterol fangico, por meio da inibi¢éo de S-adenosilmetionina
(SAM), um cofator enziméatico do qual depende a esterol-C24-metiltransferase e que atua

na via biossintética do ergosterol. Eles observaram que inibidores de folato provocaram
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uma reducdo na produgdo de ergosterol por Candida sp., tanto quando testados
isoladamente, quanto em combinag¢éo com derivados azolicos.

Contudo, os dados acerca do efeito in vitro e in vivo das sulfonamidas frente a
Cryptococcus spp. ainda sdo incipientes, havendo poucos estudos relacionados. Hanafy e
colaboradores (2007) foram os primeiros a investigar a sensibilidade de Cryptococcus
quando exposto, in vitro, as sulfonamidas. Para tanto, os autores avaliaram cepas de C.
neoformans var. grubbii (n=5) frente a nove sulfonamidas diferentes, dentre elas SDZ e
SMX, com concentra¢do inibitoria minima de 256 pg/mL e 32 ug/mL, respectivamente
(HANAFY et al., 2007). Apesar do estudo pioneiro, ndo ha dados na literatura mais atual
acerca dos efeitos das sulfonamidas em Cryptococcus, fazendo-se necessério investigar o
seu efeito inibitorio, bem como sua acéo sobre a producéo e sintese dos principais fatores

de viruléncia relacionados aos fungos do complexo Cryptococcus neoformans.
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2 JUSTIFICATIVA

Fungos do Complexo Cryptococcus neoformans sdo agentes etiologicos da
criptococose, uma micose sisttmica de carater oportunista potencialmente fatal e
queacomete homens e animais. O arsenal antifingico disponivel para o tratamento da
criptococose atualmente é limitado e restrito a poucas classes de drogas. Tal fato gera a
necessidade da realizacdo de estudos de prospeccdo de novas drogas antifungicas e a
descoberta de novos alvos moleculares em Cryptococcus.

Ha também uma crescente preocupacgdo com o aumento da resisténcia intrinseca
de biofilmes fungicos aos antimicrobianos, bem como da refratariedade terapéutica em
infeccdes a eles relacionadas. Ademais, tém sido destacados estudos que visam apontar
diferencas na sensibilidade antifingica de diferentes espécies de Cryptococcus, bem
como entre cepas da mesma especie.

Na ultima década, varios estudos tém mostrado o potencial antimicrobiano de
drogas inibidoras da sintese do &cido folico em varias espécies e, embora seja
essencialmente uma classe de drogas antibacterianas, os inibidores de folato tém
apresentado, in vitro e in vivo, eficaAcia no combate a diversas espécies fungicas.

Diante do exposto, propomos realizar uma busca por possiveis nichos ambientais
dos fungos do Complexo Cryptococcus neoformans, visando contribuir para um melhor
entendimento dos focos naturais desses microorganismos em nosso meio. Além disso,
propomos investigar, in vitro, os efeitos de inibidores de folato em C. neoformans e C.
gattii, avaliando a agdo dessas drogas sobre o crescimento fangico, a sensibilidade a

antifangicos e a producéo de fatores de viruléncia.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

- Avaliar o efeito das combinacdes de sulfametoxazol-trimetoprim (SMX-TMP) e
sulfadiazina-pirimetamina (SDZ-PIR) sobre o crescimento, sensibilidade antifiingica e
producéo de fatores de viruléncia de cepas do Complexo Cryptococcus neoformans, bem

como investigar sua presenca no ambiente.

3.2 Objetivos especificos
1. Investigar os nichos ecoldgicos preferenciais de cepas de Cryptococcus de
origem ambiental na cidade de Fortaleza e regido metropolitana;
2. Determinar o perfil de sensibilidade de cepas ambientais e clinicas de
Cryptococcus frente a combinagdes de SMX-TMP e SDZ-PIR;
3. Investigar o efeito das combinagbes de SMX-TMP e SDZ-PIR sobre a
sensibilidade as drogas antifingicas;
4. Investigar o efeito das combinacdes de SMX-TMP e SDZ-PIR sobre a
producéo de fosfolipase e protease;
5. Determinar o efeito das combinacbes de SMX-TMP e SDZ-PIR sobre a
producéo de ergosterol celular;
7. Avaliar o efeito das combinacdes de SMX-TMP e SDZ-PIR sobre a formagao
de biofilme de Cryptococcus sp. €;
8. Avaliar o efeito das combinagfes de SMX-TMP e SDZ-PIR sobre biofilme

maduro de Cryptococcus sp.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coletas, isolamento e identificacdo de amostras de origem ambiental

Foram realizadas coletas de amostras de troncos, ocos e cascas de arvores, além
de excrementos secos de pombos (Columba livia) presentes em areas urbanas da cidade
de Fortaleza e Regido Metropolitana, Ceard, Brasil, visando ao isolamento de fungos do
Complexo C. neoformans. A coleta em espécimes vegetais foi realizada conforme
metodologia proposta por Granados e Castafieda (2005). Para tanto, swabs estéreis foram
friccionados nas superficies e ocos das arvores e transferidos para tubos contendo solucéo
salina estéril e levados imediatamente ao laboratorio, onde foram semeados em placas
contendo Agar Semente de Niger (ASN) e posterior incubacdo a 28 °C por até sete dias.
Excretas de pombos foram coletadas e processadas segundo metodologia proposta por
Reolon (2004). Amostras de fezes secas foram raspadas com espatulas e acondicionadas
em frascos plasticos estéreis. Em cabine de fluxo laminar, as amostras foram maceradas e
homogeneizadas em gral com pistilo de porcelana. Todos os procedimentos foram
realizados com materiais previamente esterilizados em autoclave. Aproximadamente 1 g
do homogenato foi pesado e suspenso em 30 mL de solugéo salina com cloranfenicol (50
pg/mL) e homogeneizado em agitador tipo Vortex® por trés minutos e mantido em
repouso por 30 minutos a temperatura de 25 °C. Apods esse periodo, 100 pL do
sobrenadante foram semeados em placas de Petri contendo ASN e incubados em estufa a
33 °C por até sete dias. Posteriormente, as col6nias de coloracdo variando de creme a
marrom foram repicadas para placas de Petri contendo Agar Sabouraud Dextrose 2% e
posteriormente identificadas seguindo critérios morfologicos e fisioldgicos descritos por
De Hoog et al. (2000), que incluiram: prova da urease, assimilacdo de inositol e

crescimento em meio CGB (Canavanina-Glicina-Azul de bromotimol).

4.2 Obtencdo de amostras de origem clinica

Cepas de Cryptococcus spp. (n=10) isoladas a partir de amostras de liquido
cefalorraquidiano (LCR) de pacientes com meningoencefalite foram devidamente
identificadas conforme metodologia descrita no item 4.1. Todas as cepas pertencem a
Micoteca do Centro Especializado em Micologia Médica (Faculdade de Medicina —
UFC), onde sdo mantidas em estoque a -80 °C. O emprego desses isolados para fins
académicos foi autorizado Comité de Etica em Pesquisa do Hospital S&o José de Doengas
Infecciosas (Processo 007-2009).
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4.3 Testes de sensibilidade antifungica
4.3.1 Preparo do in6culo

Para preparo do indculo de Cryptococcus spp., as cepas foram cultivadas em Agar
Batata Dextrose e incubadas & 35 °C por 48 h. ApoOs crescimento, as células foram
suspendidas em 5 mL de solucéo salina 0,9% estéril e homogeneizadas em agitador tipo
Voértex® por até 15 segundos. A concentracdo do inoculo foi ajustada ao tubo 0,5 da
escala de MacFarland. Em seguida, foram realizadas duas dilui¢gbes consecutivas (1:100 e
1:20) em meio Yeast Nitrogen Base (YNB) (HANAFY et al. 2007) de modo a se obter

uma concentragdo final variando entre 0,25 e 1 x 10° células/mL (CLSI, 2008).

4.3.2 Testes de sensibilidade in vitro frente a sulfametoxazol-trimetoprim e
sulfadiazina-pirimetamina

A sensibilidade de cepas Cryptococcus spp. (n=30) frente & sulfametoxazol-
trimetoprim (SMX-TMP) e sulfadiazina-pirimetamina (SDZ-PIR) foi investigado
utilizando o protocolo M27-A3 de microdiluigdo em caldo (CLSI, 2008), com pequenas
alteragdes. Para tanto, solugdes-estoque de SMX-TMP e SDZ-PIR foram preparadas em
dimetil sulféxido (DMSO) a 10% e armazenadas a-20 °C até o momento do uso. Os
ensaios de microdiluicdo foram realizados em microplacas estéreis de 96 pogos,
utilizando o meio de cultura YNB. A concentragdo das drogas testadas variou de 7,61
pg/mL a 1000 pg/mL para SMX e SDZ, 0,39 pg/mL a 200 pg/mL para TMP e de 0,097
ug/mL a 50 ug/mL para PIR. A concentrac¢do inibitdria minima (CIM) foi arbitrariamente
definida como aquela capaz de inibir 80% do crescimento fangico visivel quando
comparado ao crescimento do controle, livre de quaisquer drogas, apds 48 horas de
incubagdo. Os ensaios de sensibilidade antifungica foram realizados em duplicata. Foram
incluidos controles de qualidade do experimento em cada placa utilizada, sendo: controle
de esterilidade da droga e do meio de cultura utilizado, além do controle de crescimento
fungico em meio sem droga. Além disso, cepas padrdo ATCC de Candida krusei (ATCC
6258) e C. parapsilosis (ATCC 22019), foram incluidas no experimento e testadas frente
aos antifungicos Anfotericina B (AMB) e Fluconazol (FLC), tendo seus resultados
analisados de acordo com os pontos de corte definidos pelo CLSI. (CLSI, 2008).
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4.3.3 Testes de sensibilidade in vitro frente a antifingicos

Visando investigar o efeito das drogas antifolato sobre o seu fendtipo de
resisténcia antifingica, a determinacdo do perfil de sensibilidade de cepas de
Cryptococcus spp. (n=30) frente a antiflngicos foi realizada utilizando o protocolo M27-
A3 de microdiluicdo em caldo, de acordo com o recomendado pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI). Para tanto, solugdes-estoque de anfotericina B
(AMB), caspofungina (CAS), itraconazol (ITR) e fluconazol (FLC) foram preparadas em
dimetil sulféxido (DMSO) a 10% e armazenadas & -20 °C até o momento do uso. Os
ensaios de microdiluicdo foram realizados em microplacas estéreis de 96 pogos,
utilizando o meio de cultura RPMI 1640.

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada segundo critérios
estabelecidos pelo documento M27-A3, sendo para AMB aquela capaz de inibir 100% do
crescimento flngico visivel quando comparado ao crescimento fungico do controle, livre
de quaisquer drogas, apdés 48 horas de incubagdo. Para ITR e FLC, a concentragdo
inibitéria minima foi definida com aquela capaz de inibir 80% do crescimento fungico
visivel comparado ao seu controle ap6s 48 horas de incubacéo. Para CAS, a concentracdo
inibitéria minima foi definida como aquela capaz de inibir de 80% do crescimento
fungico, em comparagdo ao tubo-controle apds 24 horas de incubagdo. Os ensaios de
sensibilidade antifingica foram realizados em duplicata, bem como foram incluidos
controles de qualidade do experimento em cada placa utilizada, tais como controle de
esterilidade da droga, do meio de cultura utilizado e do crescimento flngico sem droga.
Além disso, foram utilizadas ainda cepas padrdo ATCC de Candida krusei (ATCC 6258)
e Candida parapsilosis (ATCC 22019) (CLSI, 2008).

4.4 Efeito das combinacgdes SMX-TMP e SDZ-PIR sobre a resisténcia antifungica
Foi avaliado o efeito das combinagbes SMX-TMP e SDZ-PIR sobre a
sensibilidade antifungica de cepas de Cryptococcus. Para tanto, cepas de C. gattii (n=7) e
C. neoformans (n=7) com sensibilidade reduzida frente as drogas antifingicas
anfotericina B (AMB), caspofungina (CAS), itraconazol (ITR) e fluconazol (FLC), foram
selecionadas baseado em critérios de resisténcia estabelecidos na literatura, a saber: AMB
(CIM > 1 pg/mL), CAS (CIM > 2 pg/mL), ITR (CIM > lpg/mL) e FLC (CIM > 64
png/mL) (PFALLER et al., 2007; CLSI, 2008). As cepas escolhidas fazem parte da

Micoteca do CEMM e o seu perfil de sensibilidade a antifingicos foi previamente
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mostrado por Costa et al. (2010) e confirmado de acordo com o item 4.3.3 desta
metodologia.

Para tanto, as culturas foram mantidas sob agita¢do (150 rpm) por 24 horas em
meio YNB suplementado com SMX-TMP e SDZ-PIR em concentragbes sub-CIM
estabelecidas de acordo com os resultados obtidos a partir da metodologia descrita no
item 4.3.2. Controles do experimento foram mantidos em meio YNB sem adicdo de
drogas. Apos incubacéo, todas as amostras foram centrifugadas (2000 rpm) por cinco
minutos para obtencdo de pellet celular. Os ensaios de sensibilidade com drogas

antifangicas foram realizados de acordo com o descrito no item 4.3.3.

4.5 Efeito das combinacbes SMX-TMP e SDZ-PIR sobre o ergosterol celular

Para determinar o efeito das combinacbes SMX-TMP e SDZ-PIR sobre a
concentracdo de ergosterol, foi empregado o protocolo descrito por MORAN et al.
(2007), no qual cepas de C. gattii (n=7) e C. neoformans (n=7) foram repicadas em Agar
Batata Dextrose e mantidas por 48 horas a 37 °C. Em seguida, as células foram incubadas
a 37 °C por 48 horas em 1 mL de YNB suplementado com as combinacdes de drogas na
concentragdo referente & CIM, CIM/2 e CIM/4 de cada cepa na fase planctonica, bem
como seus respectivos controles livres de drogas. Como droga controle para diminuicdo
da concentragdo de ergosterol, foi utilizada ITC nas mesmas concentragdes testadas para
SMX-TMP e SDZ-PIR (CIM, CIM/2 e CIM/4). Ap6s o periodo de incubacéo, o contetido
de cada tubo foi transferido para microtubos estéreis e centrifugado por trés minutos a
12000 rpm para formagéo de pellet. Apos a centrifugacéo e retirada do sobrenadante, as
células foram ressuspendidas em 0,5 mL de solucdo de hidréxido de potéssio alcodlico
(3,945 g KOH em 100 mL de alcool 60%) e procedeu-se incubacdo e banho-maria a 95
°C por uma hora. Apds incubagdo, foram adicionados aos tubos 600 pL. de hexano P.A.,
seguido de agitacdo moderada por 5 segundos. Posteriormente, os tubos foram
centrifugados (10000 g / 1 minuto) e toda a camada superior de hexano foi removida e
transferida para microtubos estéreis, aos quais 1 mL de hexano P.A. foi adicionado. A
quantificacdo do ergosterol foi realizada por meio de analise espectrofotométrica a uma

absorbancia de 295 nm.

4.6 Efeito das combinacbes SMX-TMP e SDZ-PIR sobre a producédo de protease
Foram escolhidas aleatoriamente cepas de C. gattii (n=7) e C. neoformans (n=7)

para investigacdo do efeito das combinagbes de SMX-TMP e SDZ-PIR sobre a produgéo



49

de protease. Para tanto, foi utilizada metodologia ja descrita na literatura com pequenas
modificacbes (CHARNEY; TOMARELLI, 1947; CENCI et al., 2008).

A partir de culturas crescidas em &gar batata por 48 horas, o indculo fangico foi
preparado em solucdo salina estéril, com turvacdo semelhante ao tubo 4 da escala de
McFarland. O microrganismo foi cultivado em meio YNB, adicionando-se 2 mL de cada
suspensdo fangica em novo meio YNB (2 mL) suplementado com as combinagdes de
SMX-TMP e SDZ-PIR nas concentracdes referentes a 2X, 1X e 0,5X a CIM de cada
cepa, estabelecidas de acordo com os resultados obtidos a partir da metodologia descrita
no item 4.3.2, bem como seus respectivos controles, sem adi¢do de droga.

Apbs 48 horas de incubagdo sob agitagdo a 150 rpm, as amostras foram
centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos, e 1 mL do sobrenadante foi transferido para
trés tubos distintos. O conteddo de um dos tubos foi considerado a substancia de
referéncia (branco) e o contetdo dos outros dois tubos foi usado para testes em duplicata.
Ao conteudo do tubo de referéncia (branco), foi adicionado 1 mL de &cido tricloroacético
e 1 mL de azoalbumina. Aos outros dois tubos, somente azoalbumina foi adicionada, em
um volume de 1 mL em cada tubo. Todas as amostras foram incubadas em banho-maria a
37 ° C por 48 horas, e a reacao interrompida pela adicéo de 1 mL de &cido tricloroacético
em cada tubo testado. Em seguida, os tubos foram centrifugados por 30 minutos a 3000
rpm, e em 2 mL do sobrenadante de cada amostra foram adicionados 2 mL de NaOH 5%
para posterior analise espectrofotométrica a 530 nm. Os resultados foram expressos em

unidades de enzima por mililitro (U/mL) de sobrenadante, de acordo com a seguinte

__ (absteste—absbranco)-0,01)
1,44

formula; U

x 1000, onde “abs teste” representa a

absorbancia obtida no tubo teste e “abs branco” a absorbancia medida no tubo de

referéncia.

4.7 Efeito das combinacbes SMX-TMP e SDZ-PIR sobre a producéo de fosfolipase
O efeito das combinagdes de SMX-TMP e SDZ-PIR sobre a producdo de
fosfolipase foi avaliado de acordo com metodologia preconizada por Price et al. (1982),
Vidotto et al. (2005) e Brilhante et al. (2011) com modificagdes. Para tanto, do grupo de
microrganismos investigados neste trabalho, foram escolhidas aleatoriamente cepas de C.
gattii (n=10) e C. neoformans (n=10).
Inéculos fungicos foram preparados em solugdo salina estéril 0,9% (5 mL) e 900

pL foram adicionados em tubos contendo 3100 pL de meio de cultura YNB
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suplementado com SMX-TMP e SDZ-PIR em 2X, 1X e 0,5X a concentracdo inibitéria
minima de cada cepa estabelecidas de acordo com os resultados obtidos a partir da
metodologia descrita no item 4.3.2, bem como seus respectivos controles, sem adic¢éo de
droga.

Apoés incubacdo por 48 horas a 37 °C, os tubos foram centrifugados e o
sobrenadante descartado. Indculo de cada cepa foi novamente preparado em solucéo
salina estéril com uma turvacgdo correspondente ao tubo 4 na escala de McFarland. Em
seguida, 5 pL de cada in6culo foram colocados em um disco de 5 mm de papel-filtro
estéril, o qual foi depositado sobre placas contendo Agar Sabouraud Dextrose 2%,
suplementado com cloreto de s6dio 1 mol/L, cloreto de calcio 0,05 mol/L e 8% de
emulsdo de gema de ovo estéril. As placas foramincubadas a 35°C, durante sete dias
(BRILHANTE et al., 2011).

A atividade de fosfolipase (Pz) foi determinada pelo calculo da razéo entre o
didmetro da coloniade fungos e o diametro total ,incluindo a col6nia e a zona de
precipitacdo. Assim, quando Pz = 1, o isolado possui atividade de fosfolipase negativa,
quando 1 > Pz > 0,64 o isolado apresenta atividade de fosfolipase positiva, e quando
Pz<0,64, o isolado possui atividade fortemente positiva para esta enzima (VIDOTTO et
al, 2005; BRILHANTE et al., 2011).

4.8 Efeito das combinagdes SMX-TMP e SDZ-PIR sobre biofilme maduro de
Cryptococcus spp.

Para investigar o efeito das combinacbes de SMX-TMP e SDZ-PIR sobre o
biofilme de Cryptococcus spp. foi empregado 0 modelo proposto por Martinez et al.
(2010), com adaptacdes. Do conjunto de microrganismos utilizados neste trabalho, cepas
de C. gattii (n=7) e C. neoformans (n=7) escolhidas aleatoriamente foram cultivadas em
Agar Sabouraud Dextrose a 30 °C por 48 horas e transferidas para caldo Sabouraud
Dextrose, sendo incubadas na mesma temperatura por 24 horas, sob agitagdo constante
(150 rpm). Apos esse periodo, as células foram coletadas por centrifugacdo (3000 rpm,
10 minutos), lavadas duas vezes com tampdo PBS estéril e, em seguida, ressuspendidas
em 1 mL de meio mineral (20 mg/mL de tiamina, 30 mM de glicose, 26 mM de glicina,
20 mM MgS04.7H0, 58,8 mM KHyPO4). Aliquotas de 100 pL da suspensdo fingica
foram transferidas para pogos de placa de polipropileno de fundo chato, sendo incubado a
37 °C por 48 horas. Apo6s incubagdo, o sobrenadante foi aspirado cuidadosamente e a

camada de células lavadas trés vezes com TBS (0,05% Tween 20 em tampdo Tris). A
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viabilidade do biofilme foi monitorada pela mudanga na coloragdo do indicador
resazurina (0,1 mg/mL diluida em meio RPMI), adicionado aos pocos, seguindo-se
incubagdo por até seis horas a 37 °C. Posteriormente, a solucéo foi retirada e a camada de
células lavadas trés vezes com TBS. Em seguida, aos pogos foram adicionados 200 uL de
cada combinacdo de antimicrobianos diluidos em meio mineral nas concentracfes de 2 e
5 mg/mL, a fim de determinar a concentra¢do fungicida minima para o biofilme formado.
Apos incubacédo por 48 horas a 37 °C, o sobrenadante dos pogos foi aspirado e adicionou-
se 100 pL de metanol 100%, removido em seguida. A placa foi deixada em cabine de
fluxo laminar por aproximadamente 10 minutos para secagem total de quaisquer liquidos
presentes nos pogos. Apds secagem, foram adicionados aos pogos 100 plL de solugdo
aquosa de cristal violeta 0,3%. Passados 20 minutos, os pogos foram lavados com &gua
destilada estéril por duas vezes. Apés o sobrenadante ser aspirado, foram adicionados aos
pocos 150 pL de solugdo de acido acético 33% e apds 30 segundos o contetido dos pogos
foi transferido para outra placa, seguido de leitura em espectrofotdmetro a 550 nm
(PEETERS et al., 2008).

4.9 Inibicdo da formac&o de biofilme de Cryptococcus spp.

Foi investigada também a capacidade de inibicdo da formagéo do biofilme de
Cryptococcus spp. pelas combinacdes de SMX-TMP e SDZ-PIR. A formag&o do biofilme
seguiu o descrito no item anterior, com a utilizagdo das mesmas cepas, exceto pela adi¢éo
dos antimicrobianos SMX-TMP, SDZ-PIR ou AMB ao meio mineral em concentragdes
referentes a 1, 10 e 25 vezes a CIM de cada cepa na fase planctonica. Controles foram
formados em meio minimo livre de drogas. A viabilidade do biofilme foi monitorada pela
mudanca na coloracdo do indicador resazurina (0,1 mg/mL diluida em meio RPMI) ap6s
incubagdo a 37 °C por seis horas, além de coloragdo com cristal violeta, descrita no item
4.8 (PEETERS et al., 2008).

4.10 Analise estatistica

Os dados de sensibilidade antifingica foram comparados por ANOVA e teste de
Tukey. Diferencas de tratamento foram avaliadas usando o teste de Wilcoxon. Foram
considerados significantes resultados cujo p-valor seja menor que 0,05. As analises
estatisticas foram realizadas com uso do software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA).
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5 RESULTADOS
5.1 Coletas, isolamento e identificacdo de amostras de origem ambiental

Foram realizadas 22 coletas ambientais, sendo 19 coletas em amostras vegetais e
trés coletas de excrementos de pombos (Columba livia) em diversas areas urbanas da
cidade de Fortaleza e Regido Metropolitana, bem como em uma &rea serrana da zona
Norte do Estado do Ceara, no periodo de margo de 2010 a margo de 2011. Ao total,
foram colhidas e processadas 489 amostras vegetais de diferentes sitios, tais como ocos,
troncos e raizes de plantas em decomposicdo e/ou higidas, além de 40 amostras de
excrementos secos de pombos. O detalhamento de todas as coletas esté descrito na tabela
1.

Do total de amostras oriundas de vegetais (n=489), quatro amostras (0,81%)
foram positivas para Cryptococcus sp., sendo os isolados obtidos a partir de ocos de
mangueira (Mangifera indica) (n=2) localizadas no pélo de lazer da Lagoa de
Maraponga, bairro da regido sul de Fortaleza, e troncos de eucalipto (Eucalyptus sp.) em
decomposicdo (n=2), presentes na area periférica do Centro de Triagem de Animais
Silvestres (CETAS) localizado no bairro de Messejana, regido sudeste de Fortaleza. A
tabela 1 mostra detalhes sobre as coletas realizadas.

Em relagdo as coletas de excrementos de pombos, do total de 40 amostras, trés
(7,5%) foram positivas para Cryptococcus sp. Todas as amostras foram coletadas nas
imedia¢Bes do Campus do Porangabussu, &rea em que esti situada a Faculdade de

Medicina da Universidade Federal do Ceara.



Tabela 1 — Detalhamento das coletas realizadas durante o periodo de marco de 2010 a marco de 2011.
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Periodo Municipio Local Georreferenciamento Principais fontes coletadas Amostras  Isolamento
Amostras vegetais
Troncos, raizes e solo superficial (<10
Maio/10 Fortaleza  Parque Rio Branco 3°45'8.06"S  38°31'7.59"W cm) 10 0
Jun/10 Fortaleza Faculdade de Medicina UFC ~ 3°44'55.80"S  38°33'6.54"W  Troncos de arvores 23 0
Jun/10 Fortaleza Faculdade de Medicina UFC ~ 3°44'55.80"S  38°33'6.54"W  Troncos de arvores 26 0
Jun/10 Fortaleza  Messejana 3°49'43.38"S  38°28'44.55"W Troncos e ocos de Eucalyptus sp. 26 0
Jul/10 Fortaleza  Campus do Pici UFC 3°44'21.07"S  38°34'16.30"W M. indica e Eucalyptus sp. 25 0
Jul/10 Fortaleza  Campus do Pici UFC 3°44'27.16"S  38°34'30.56"W M. indica e A. occidentale 25 0
Ago/10 Fortaleza Polo de Lazer de Maraponga  3°47'25.20"S  38°34'3.85"W M. indica e D. lutescens 28 2
Ago/10 Caucaia Manguezal do Rio Ceara 3°42'1.96"S  38°37'58.64"W Troncos e ocos de plantas nativas 31 0
Ago/10 Fortaleza  Messejana 3°49'43.38"S  38°28'44.55"W Eucalyptus sp. 25 2
Ago/10 Meruoca  Serra da Meruoca 3°35'9.40"S  40°27'11.65"W Troncos e ocos de plantas nativas 25 0
Ago/10 Caucaia Parque Botanico do Ceara 3°42'49.45"S  38°38'28.93"W Troncos e ocos de plantas nativas 32 0
Set/10 Fortaleza  Parque do Coco 3°45'8.41"S  38°29'2.68"W  Troncos e ocos de plantas nativas 47 0
Set/10 Fortaleza Messejana 3°49'52.94"S  38°30'3.84"W A. occidentale 28 0
Out/10 Fortaleza Messejana 3°49'43.38"S  38°28'44.55"W Eucalyptus sp. 25 0
Nov/10 Caucaia Parque Botanico do Ceara 3°42'49.45"S  38°38'28.93"W Troncos e ocos de plantas nativas 32 0
Jan/11 Fortaleza Casteldo 3°48'19.87"S  38°31'33.45"W Eucalyptus sp. e C. limon 11 0
Fev/11l Fortaleza Faculdade de Medicina UFC  3°44'55.80"S 38°33'6.54"W M. indica, C.echinata e T. catappa 25 0
Fev/11 Fortaleza Campus do Pici UFC 3°44'37.45"S  38°34'48.71"W M. indica e Eucalyptus sp. 25 0
Mar/11 Fortaleza Po6lo de Lazer de Maraponga  3°47'25.20"S  38°34'3.85"W M. indica e D. lutescens 20 0
Amostras veterinarias

Mar/10 Fortaleza Faculdade de Medicina UFC ~ 3°44'55.80"S  38°33'6.54"W  Fezes secas de C. livia 18 1
Mar/10 Fortaleza Faculdade de Medicina UFC ~ 3°44'55.80"S  38°33'6.54"W  Fezes secas de C. livia 13 2
Abr/10 Fortaleza Faculdade de Medicina UFC ~ 3°44'55.80"S  38°33'6.54"W  Fezes secas de C. livia 9 0

Espécies vegetais: mangueira (Mangifera indica); cajueiro (Anacardium occidentale); palmeira (Dypsis lutescens); limoeiro (Citrus limon); pau-Brasil
(Caesalpinia echinata); castanhola (Terminalia catappa).
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5.2 Sensibilidade in vitro frente a SMX-TMP e SDZ-PIR

As concentragdes inibitdrias minimas (CIM) das drogas testadas frente as cepas de
Cryptococcus sp. encontram-se dispostas na tabela 2. Para a espécie C. gattii, os valores de
CIM para a combinagdo de SMX-TMP variaram de 62,5 pg/mL a 250 pg/mL (média
geométrica: 119,4 pg/mL) para SMX e 12,5 pg/mL a 50 pg/mL (média geométrica: 22,79
pug/mL) para TMP. Em relagdo a combina¢do SDZ-PIR, os valores de CIM para C. gattii
variaram de 125 pg/mL a 500 pg/mL (média geométrica: 238,7 pg/mL) para SDZ e 6,25
pg/mL a 25 pg/mL (média geométrica: 10,39 pg/mL) para PIR.

Considerando os testes realizados com a espécie C. neoformans, os valores de CIM
para a combinacdo de SMX-TMP variaram de 7,81 pg/mL a 62,5 pg/mL (média geométrica:
23,68 pg/mL) para SMX e 1,56 pg/mL a 6,25 ng/mL (média geométrica: 4,52 pg/mL) para
TMP. Em relagdo a combinacdo SDZ-PIR, os valores de CIM para C. gattii variaram de
15,625 pg/mL a 500 pg/mL (média geométrica: 75,19 pg/mL) para SDZ e 0,781 ng/mL a 25
pg/mL (média geométrica: 5,96 pg/mL) para PIR.

Desse modo, todas as cepas avaliadas foram inibidas pelas combina¢des antibidticas
testadas. Os valores de CIM agrupados para espécies demonstraram que, para C. gattii, h
necessidade de concentragbes maiores de cada droga em combinagdo para inibir seu

crescimento (p<0,001) (figura 14).
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Tabela 2. Perfil de sensibilidade de Cryptococcus na forma plancténica frente as combinacdes de
sulfametoxazol-trimetoprim e sulfadiazina-pirimetamina e drogas antiflngicas.

. . : CIM (pg/mL)

Cepa Especie  Sorotipo  Origem  —gyrmvie SDZ/PIR AMB FLC TR
03-02-062 C. gattii B Clinica 125/25 500/25 05 128 05
03-02-069 C. gattii B Clinica 125/25 250/12,5 1 8 0,25
03-02-070 C. gattii B Clinica 62,5/12,5 125/6,25 05 32 0,125
03-02-071 C. gattii B Clinica 62,5/12,5 250/12,5 1 64 05
03-02-073 C. gattii B Clinica 250/50 500/25 2 128 05
05-03-028 C. gattii B Clinica 125/25 250/12,5 0,125 64 1
05-03-029 C. gattii B Clinica 125/25 250/12,5 05 64 0,25
05-03-030 C. gattii B Clinica 62,5/12,5 125/6,25 1 32 1
05-03-031 C. gattii B Clinica 125/25 125/6,25 1 64 1
05-03-032 C. gattii B Clinica 125/25 250/12,5 05 64 05
05-03-033 C. gattii B Clinica 125/25 125/6,25 05 32 0,25
03-02-074 C. gattii B Clinica 125/25 250/6,25 05 32 0,25
05-02-080 C. gattii B Clinica 125/25 250/12,5 05 64 1
05-03-037 C. gattii B Clinica 250/25 500/6,25 0,25 64 0,25
05-02-082 C. gattii C Clinica 125/25 250/12,5 1 64 1

Média Geométrica 119,4/22,79 238,7/10,39 0,603 50,64 0,457
03-02-057  C. neoformans A Clinica 15,625/3,125 62,5/3,125 1 64 05
03-02-061  C. neoformans A Clinica 31,25/6,25 15,625/0,781 05 32 1,0
03-02-060  C. neoformans A Ambiental 31,25/6,25 62,5/3,125 0,25 16 1,0
03-02-063  C. neoformans A Ambiental 62,5/12,5 125/6,25 0,125 32 05
03-02-064  C. neoformans A Ambiental 15,625/3,125 125/6,25 0,25 2 0,5
03-02-065 C. neoformans A Ambiental 31,25/6,25 62,5/3,125 1 8 0,5
03-02-066  C. neoformans A Ambiental 7,81/1,56 500/25,0 0,25 8 0,25
03-02-067  C. neoformans A Ambiental 15,625/3,12 62,5/3,125 1 32 05
03-02-068 C. neoformans A Clinica 62,5/12,5 125,0/6,25 1 64 0,5
03-02-072  C. neoformans A Clinica 31,25/6,25 15,625/0,781 0,5 64 0,25
03-02-075  C. neoformans A Ambiental 15,625/3,12 62,5/3,125 05 16 0,5
03-02-078  C. neoformans A Ambiental 31,25/6,25 125/6,25 0,125 8 0,5
03-02-080 C. neoformans A Ambiental 15,625/3,12 125/6,25 0,25 8 0,5
03-02-084  C. neoformans A Ambiental 15,625/1,56 62,5/3,125 0,5 8 0,5
05-01-050 C. neoformans A Clinica 31,25/6,25 62,5/3,125 05 32 05

Média Geométrica  23,68/4,52 75,19/5,96 0,42 17,55 0,5

Cepas Padrao

WM148 C. neoformans A Clinica 3,906/0,78 31,25/1562 0,25 2 0,25
WM626 C. neoformans A Clinica 3,906/0,78 31,25/1562 05 16 0,5
WM628 C. neoformans AD Clinica 3,906/0,78  15,625/0,78 0,125 8 0,5
WM629 C. neoformans D Clinica 7,81/1,56 31,25/1,562 0,25 8 0,25
WM179 C. gattii B Clinica 250/50 250/12,5 1 32 0,25
WM178 C. gattii B Clinica 125/25 250/12,5 05 64 1
WM161 C. gattii B Ambiental 125/25 250/12,5 05 32 05
WM779 C. gattii C Clinica 125/25 250/12,5 1 64 1

Média Geométrica 26,28/5,25 81,05/22,78 0,42 17,45 0,46

Controle de Qualidade
ATCC 6258 Candida krusei - Clinica NT NT 1 64 NT
ATCC 22019 C. parapsilosis - Clinica NT NT 1 1 NT

SMX: Sulfametoxazol; TMP: Trimetoprim; SDZ: Sulfadiazina; PIR: Pirimetamina; AMB: Anfotericina B
; FLC: Fluconazol. ITR: Itraconazol. Para Caspofungina (CAS), todas as cepas apresentaram CIM > 16
pg/mL. NT: ndo testado
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Figura 14 - Média geométrica dos valores de CIM de SMX-TMP (sulfametoxazol-trimetoprim) e SDZ-PIR
(sulfadiazina-pirimetamina) para as espécies C. gattii e C. neoformans. *Resultados estatisticamente diferentes

guando comparados entre as duas espécies (p<0,05).

5.3 Testes de sensibilidade in vitro frente a antifangicos

O perfil de sensibilidade de Cryptococcus spp. frente a antifingicos foi investigado
utilizando o protocolo M27-A3. Todos os resultados obtidos estéo dispostos na tabela 1. Parte
dos resultados dispostos na tabela 1 é oriunda da pesquisa realizada por Costa e colaboradores
(2010) em nosso laboratério, que foram confirmados pela repeticdo dos testes e expandidos
neste trabalho. Em relacéo a espécie C. gattii, para anfotericina B, a CIM variou de 0,125
pg/mL a 1 pg/mL (média geométrica: 0,603 pg/mL). Em relagdo aos derivados azdlicos
testados, os valores de CIM para fluconazol variaram de 8 pg/mL a 128 pg/mL (média
geométrica: 50,64 ug/mL) e para itraconazol, os valores variaram de 0,125 ug/mL a 1 pg/mL
(média geométrica: 0,457 pg/mL).

Para a espécie C. neoformans, os valores de CIM para anfotericina B variaram de
0,125 pg/mL a 1 pg/mL (média geométrica: 0,42 pg/mL). Para fluconazol, a CIM variou de 2
ug/mL a 64 pg/mL (média geométrica: 17,55ug/mL). Para itraconazol, os valores de CIM
obtidos variaram de 0,25 pg/mL a 1 ug/mL (média geométrica: 0,5ug/mL).

Para caspofungina, todas as cepas, de ambas as espécies, apresentaram valor de CIM >
16 pg/mL.
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5.4 Efeito das combinag¢des SMX-TMP e SDZ-PIR sobre a sensibilidade antifingica

As combinagdes dos inibidores de folato testadas foram capazes de aumentar a
sensibilidade antifingica das cepas de C. gattii e C. neoformans. Os resultados obtidos neste
estudo estéo presentes na tabela 3.

Ap0s pré-exposicao aos inibidores de folato em concentracfes subinibitorias, as cepas
de C. gattii e C. neoformans testadas apresentaram diminuicdo das concentracdes inibitdrias

minimas de anfotericina B, fluconazol e itraconazol (p<0,05).



Tabela 3. Sensibilidade antifungica de Cryptococcus ap0s pré-exposi¢ao a doses subinibitdrias de SMX-TMP e SDZ-PIR.
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, CIM (ug/mL)

03-02-062 C. gattii 0,5 0,3125 0,625 128,0 32,0 128,0 0,5 0,5 0,25
03-02-069 C. gattii 1,0 0,156 0,3125 8,0 2,0 4,0 0,25 0,125 0,0625
03-02-073 C. gattii 2,0 0,156 0,625 128,0 8,0 32,0 0,5 0,0625 0,5
05-03-029 C. gattii 0,5 0,125 0,125 64,0 8,0 16,0 0,25 0,0625 0,0625
05-03-030 C. gattii 1,0 0,125 0,25 32,0 8,0 32,0 1,0 0,125 0,25
05-03-031 C. gattii 1,0 0,5 0,125 64,0 16,0 16,0 1,0 0,125 0,125
05-03-032 C. gattii 0,5 0,125 0,25 64,0 32,0 16,0 0,5 0,0625 0,25
03-02-057 C. neoformans 1,0 0,3125 0,625 64,0 8,0 32,0 0,5 0,125 0,25
03-02-060 C. neoformans 0,25 0,125 0,125 16,0 8,0 8,0 1,0 0,5 0,5
03-02-063 C. neoformans 0,125 0,078 0,125 32,0 32,0 32,0 0,5 0,25 0,5
03-02-067 C. neoformans 1,0 0,3125 0,625 32,0 32,0 16,0 0,5 0,25 0,25
03-02-068 C. neoformans 1,0 0,156 0,3125 64,0 8,0 16,0 0,5 0,25 0,25
03-02-072 C. neoformans 0,5 0,0625 0,156 64,0 16,0 32,0 0,25 0,25 0,125
05-02-075 C. neoformans 1,0 0,03125 0,156 8,0 4,0 8,0 0,25 0,0625 0,03125

*Pré-exposicdo a drogas inibidoras de folato, seguido por ensaio de microdilui¢do para drogas antifingicas.
SMX: Sulfametoxazol ; TMP: Trimetoprim ; SDZ: Sulfadiazina ; PIR: Pirimetamina; AMB: Anfotericina B ; FLC: Fluconazol. ITR: Itraconazol.
Valores em pg/mL.
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5.5 Efeito das combinag¢des SMX-TMP e SDZ-PIR sobre o ergosterol celular

Apobs pré-exposicdo as concentragles inibitdrias e subinibitorias de sulfametoxazol-
trimetoprim e sulfadiazina-pirimetamina, foi verificada a producdo de ergosterol nas cepas de
C. gattii (n=7) e C. neoformans (n=7) investigadas (figura 15).

As combinacbes de SMX-TMP e SDZ-PIR em ambas as concentragdes testadas,
foram capazes de reduzir a produgdo de ergosterol quando comparada ao controle (p<0,05). A
tabela 4 mostra a média geométrica da concentracdo de ergosterol produzido por todas as
cepas do conjunto experimental. As combinagdes de SMX-TMP e SDZ-PIR, na concentragéo
referente & CIM, causaram diminui¢do de, no minimo, 21,5% na producéo de ergosterol de
Cryptococcus. Além disso, para concentragfes subinibitorias (CIM/2), houve reducéo da

producdo de ergosterol de no minimo 9,5%.

Tabela 4. Efeito das combinacdes de SMX-TMP e SDZ-PIR e itraconazol sobre a producao

de ergosterol celular de Cryptococcus sp.

. SMX-TMP SDZ-PIR ITR
Espécie Controle - - = = = =
CIM™  CIM/2 CIM CImM/2 CIM CImM/2
C. neoformans 5,053 2,921 3,838 2,537 3,348 1,429 2,367
C. gattii 6,908 3,625 5,011 3,454 3,795 1,684 2,942

Dados referentes a média geomeétrica dos valores obtidos de concentracéo de ergosterol
produzido, expressos em pM.
*Asteriscos indicam que os resultados séo estatisticamente diferentes dos controles (p<0,05).

Apesar de ndo haver diferencas estatisticamente significantes (p> 0,05) entre o efeito
causado por SMX-TMP e SDZ-PIR, ambas as combina¢des se mostraram eficazes quando
comparadas ao derivado azolico itraconazol (p<0,05), usado como controle positivo deste

experimento.
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Figura 15. Producdo de ergosterol celular de C. gattii (a) e C. neoformans (b). As células foram cultivadas em
meio YNB sem adi¢do de antimicrobianos como controle (I) ou expostas a concentragbes de SXM-TMP CIM
(1), SXM-TMP CIM/2 (lll), SDZ-PIR CIM (IV), SDZ-PIR CIM/2 (V), ITC CIM (VI) e ITC CIM/2 (VII).

Asteriscos indicam que os resultados sdo estatisticamente diferentes dos controles (p<0,05).

5.6 Efeito das combinac¢fes SMX-TMP e SDZ-PIR sobre a producgéo de proteases

As leituras de absorbancia medidas nos tubos teste em comparac¢do aos tubos controle
foram convertidas em unidades enzimaticas, cujos valores sdo mostrados na tabela 5. De
maneira geral, foi visto que as combinagOes testadas agem de maneira inversa sobre a
producéo de protease quando observados apenas os valores de absorbancia. SMX-TMP nédo
apresenta efeito significante sobre a produgéo de protease. Entretanto, concentra¢cdes maiores
das drogas geram ligeira diminuicdo da absorbancia quando comparada ao controle, cuja
tendéncia é se equiparar a do controle de acordo com a diminuicdo da concentracdo de droga
no meio. Em relagdo aos valores expressos em unidades enzimaticas, ndo houve significancia
estatistica.

Em relacéo ao efeito de SDZ-PIR, a absorbancia foi maior nos testes que empregaram
uma maior quantidade de droga, inclusive quando comparados aos controles. Apesar de 0s
resultados ndo apresentarem significAncia estatistica, pode-se inferir que maiores
concentracdes de droga provocam um leve aumento na produgéo de protease, tendendo a se

equiparar ao controle & medida que a concentracdo de droga diminui, se considerarmos apenas
os valores de absorbancia.
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Tabela 5. Efeito das combinacdes de SMX-TMP e SDZ-PIR sobre a producédo de protease por
cepas de Cryptococcus.

CEPA ESPECIE SMX-TMP SDZ-PIR

CT CIM CIM/2 CIM/4 CT CIM CIM/2 CIM/4
03-02-062 C. gattii 0,001 0,003 0,010 0,001 0,001 0 0 0
03-02-069 C. gattii 0,002 0 0 0,006 0,002 0 0 0
03-02-070 C. gattii 0 0 0 0,001 0 0 0 0,001
05-03-032 C. gattii 0,001 0 0 0 0 0 0 0
03-02-057 C. neoformans 0 0,008 0,020 0,008 0 0 0 0,001
03-02-060 C. neoformans 0,003 0 0 0 0,003 0,001 0,002 0
03-02-068 C. neoformans 0 0 0 0 0,006 0 0 0
03-02-072 C. neoformans 0 0,007 0,005 0 0 0 0 0

CT: Controle. Os valores representam o total de unidades de enzima produzidas por mililitro de
meio de cultura.
Aos valores negativos, foi atribuido o valor Zero, cujos resultados ndo sao mostrados nesta tabela.

5.7 Efeito das combinagdes SMX-TMP e SDZ-PIR sobre a producéo de fosfolipase

O efeito das combinagdes testadas sobre a produgdo de fosfolipase de cepas de
Cryptococcus spp. encontra-se detalhado na tabela 6. Os Valores negativos, sem alteragéo na
atividade de Fosfolipase em relagéo aos controles foram suprimidos da respectiva tabela. Os
resultados obtidos ndo mostraram significancia estatistica (p>0,05), apesar de algumas cepas
apresentarem diferengas nos valores de Pz.

Em relacéo ao efeito de SMX-TMP sobre C. gattii, foi observado que a combinagéo
ndo alterou a producdo de fosfolipase em trés das sete cepas testadas. Duas cepas mostraram
uma reducédo da atividade produtora e apenas uma das Sete cepas apresentaram aumento da
expressdo de fosfolipase. SDZ-PIR causou aumento da producdo de fosfolipase em trés das
sete cepas testadas, ao passo que reduziu tal atividade em uma cepa, bem como ndo causou
diferenca de expressdo em duas cepas.

Em relagdo a C. neoformans, verificamos que a combinagédo de SMX-TMP reduziu a
producéo de fosfolipase em duas cepas, ao passo que SDZ-PIR reduziu a expressdo em apenas
uma cepa. Houve aumento da produgéo de fosfolipase em uma cepa de C. neoformans quando
submetida a combinagdo de SMX-TMP na sua respectiva CIM, e em duas cepas quando
submetidas & combinacdo de SDZ-PIR. Trés das sete cepas de C. neoformans néo

apresentaram diferencgas na producdo de fosfolipase para ambas as combinagdes.
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Tabela 6. Efeito das combinacdes de SMX-TMP e SDZ-PIR sobre a producdo de
fosfolipase por cepas de Cryptococcus spp.

CEPA ESPECIE CONTROLE  CIM SMX-TMP__ CIM SDZ-PIR
03-02-062 C. gattii — + +
03-02-069 C. gattii i " +
03-02-070 C. gattii + + +
03-02-073 C. gattii " + ++
05-02-080 C. gattii i " +
05-02-081 C. gattii + " +
03-02-074 C. gattii i + +
05-03-028 C. gattii i " +
05-03-029 C. gattii — + +
03-02-061 C. neoformans " + +
03-02-060 C. neoformans — " +
03-02-063 C. neoformans + + ++
03-02-064 C. neoformans " " +
03-02-065 C. neoformans — " +
03-02-066 C. neoformans " + +
03-02-066 C. neoformans " " +
03-02-084 C. neoformans " _ _

03-02-068 C. neoformans " + +

(-) Atividade Negativa; (+) Atividade Positiva; (++) Atividade Muito Positiva.

CIM - Concentragao inibitoria minima.

5.8 Efeito das combinagbes de SMX-TMP e SDZ-PIR sobre biofilme maduro de
Cryptococcus spp.

Neste trabalho foi investigado efeito das combinagtes de SMX-TMP e SDZ-PIR sobre
biofilmes j& formados de C. gattii e C. neoformans. Observou-se que as drogas SMX-TMP,
SDZ-PIR e anfotericina B apresentaram capacidade de reduzir quantitativamente o biofilme
depois de formado (p<0,05) (figura 16). A exposicdo do biofilme a SMX-TMP gerou redugéo
media de 92%, ao passo que SDZ-PIR ocasionou reducdo de até 83%. Em relagdo & acdo
fungicida de anfotericina B frente ao biofilme formado, houve redugdo do biofilme de até
95% quando comparado ao biofilme formado ndo submetido a acdo de quaisquer drogas.
Apesar de anfotericina B aparentar uma maior reducdo no biofilme formado, ndo foi
observado diferencas significantes ao comparar o efeito inibitério de ambas as combinacdes

de sulfonamidas com a anfotericina B (p>0,05).
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Os graficos foram produzidos levando em consideracdo a porcentagem de reducgdo de
cada droga quando comparada a porcentagem do controle (100%), ndo exposto a acgdo de
quaisquer drogas. Observou-se ainda que a adicdo de resazurina as amostras testadas revelou
que, mesmo apds o contato com as drogas, as células do biofilme submetidas a todas as
concentragdes de drogas ainda se mantiveram vidveis, ainda que a superficie do biofilme

estivesse bastante reduzida.
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Figura 16. Reducdo do biofilme maduro de Cryptococcus ap6s submetido a acdo dos inibidores de folato e
anfotericina B. (a) Inibicdo de biofilme de C. gattii (n=7) e (b) C. neoformans (n=7) apds 48 horas de contato
com SMX-TMP, SDZ-PIR e AMB. Resultados da agdo das drogas sdo estatisticamente diferentes dos controles
(p<0,05). (I) Controle. (II) SMX-TMP 2000 pg/mL — 400 pg/mL. (II[) SMX-TMP 5000 pg/mL-1000 pg/mL.

(IV) SDZ-PIR 2000 pg/mL-100 pg/mL. (V) SDZ-PIR 2000 pg/mL-250 pg/mL. (VI) AMB 64 pg/mL. (VII)

AMB 150 pg/mL.

5.9 Inibicao da formacéo de biofilme de Cryptococcus spp.

A capacidade de SMX-TMP e SDZ-PIR inibir a formacdo de biofilme de
Cryptococcus sp. foi avaliada gquantitativamente. ApGs pré-exposicao das cepas as diversas
concentragbes das drogas testadas, a capacidade de tais cepas montarem biofilme foi
diminuida, porém nado foi inibida totalmente. Os resultados estdo dispostos na figura 17, e
revelam que ambos os inibidores de folato, assim como a anfotericina B agem de maneira
semelhante, reduzindo significativamente a capacidade das cepas produzirem biofilme.
Apesar desse fato, ndo foi observado diferencas significativas ao comparar o efeito inibidor de

ambas as combinagdes de sulfonamidas com o da anfotericina B (p>0,05).
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Os graficos foram produzidos levando em consideracdo o percentual de inibi¢do de

biofilme de cada droga comparado ao controle (100%), sem adigdo de drogas.
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Figura 17. Inibigdo da formac&o de biofilme de Cryptococcus sp. por SMX-TMP, SDZ-PIR e anfotericina B. (a)
Formacéo de biofilme por C. gattii (n=7) e (b) C. neoformans (n=7) ap6s pré-exposi¢do a SMX-TMP, SDZ-PIR
e AMB. Resultados da acdo das drogas sdo estatisticamente diferentes dos controles (p<0.05). (I) Controle. (11)
SMX-TMP 2000 pg/mL-400 pg/mL. (II) SMX-TMP 5000 pg/mL-1000 pg/mL. (IV) SDZ-PIR 2000 pg/mL-

100 pg/mL. (V) SDZ-PIR 2000 pg/mL-250 pg/mL. (VI) AMB 64 pg/mL. (VII) AMB 150 pg/mL.
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6 DISCUSSAO

A criptococose é uma doenga flngica que tem cada vez mais despertado o interesse
dos pesquisadores, principalmente pela sua associagdo com pacientes imunocomprometidos,
principalmente aos que apresentam aids, aumentando suas taxas de mortalidade. De acordo
com dados das Nagbes Unidas (http://www.unaids.og/en/), cerca de trés milhGes de pacientes
morrem anualmente vitimas de aids, sendo a meningite por Cryptococcus considerada um dos
fatores um dos critérios para o estabelecimento do diagnéstico da doenca — principalmente em
paises pobres ou com acesso restrito & terapia antiretroviral — uma vez que 5 a 10% dos

pacientes sdo acometidos pela micose antes de diagnosticada a sindrome.

Um dos objetivos desse trabalho foi verificar a existéncia de isolados de Cryptococcus
sp. em fontes ambientais da cidade de Fortaleza. O fato é que, determinando as reservarias do
fungo na natureza, é possivel tracar dados acerca de sua epidemiologia, contribuindo para o
conhecimento da patogénese da criptococose em pacientes que tem contato com essas fontes.
Nesse estudo foram coletadas 529 amostras ambientais de possiveis reservarias de
Cryptococcus conforme descrito na literatura (LAZERA et al., 1998; COSTA et al., 2010;
SPRINGER; CHATURVEDI, 2010). Desse total, obtivemos positividade de quatro amostras

em fontes vegetais e trés de fontes relacionadas a animais (Columba livia).

Apesar do baixo indice de isolamento (0,81% para amostras vegetais), nossos dados
estdo correlacionados com os da literatura mundial, que relatam baixos indices de isolamento
principalmente em madeira em decomposicédo (LAZERA et al., 1996; 2000; REOLON et al.,
2004; DUNCAN et al., 2006; CAMPOS; BARONI, 2010). Além disso, as espécies vegetais
investigadas apresentam relagdo com o microrganismo, sendo descritos relatos da associagdo
de Cryptococcus com M. indica e Eucalyptus sp. (LAZERA et al., 1996; 2000; REOLON et
al., 2004; GROVER et al., 2007). Em alguns destes relatos, entretanto, a taxa de isolamento
de Cryptococcus € maior do que 0s nossos resultados, mesmo com um menor nimero de
amostras investigadas. Grover et al. (2007) isolaram Cryptococcus em aproximadamente 15%
das amostras coletadas de M. indica, e em 20% das amostras de T. indica. Em trabalho
anterior, Nawange et al. (2006) também relata a positividade de Cryptococcus em
aproximadamente 13% e 21% para M. indica e T. indica, respectivamente. Esses resultados
nos sugerem que a técnica de maceramento da amostra parece facilitar o isolamento do fungo
em porcoes maiores de epiderme do vegetal (NAWANGE et al., 2006; GROVER et al.,

2007). Entretanto, apesar da técnica empregada por Granados e Castafieda (2005) ser
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satisfatoria, sdo esperados menores indices de positividade, uma vez que a area de tecido

vegetal investigada é menor.

Relativo aos nichos ecoldgicos e epidemiologia de Cryptococcus, apesar da literatura
citar prevaléncia de C. gattii nas espécies vegetais investigadas, nossos dados apontaram a
existéncia de C. neoformans nesses sitios ap6s identificacdo laboratorial por meio CGB.
Diante disso, faz-se necessério expandir o nimero de amostras a fim de determinar qual a
espécie prevalente de Cryptococcus em amostras vegetais, uma vez que o nimero de isolados
foi reduzido. Em relacdo as amostras de excrementos de pombos, o indice de positividade foi
superior (7,5%) quando comparado as amostras vegetais, o que pdde demonstrar uma maior
predilecdo do fungo a solos e matérias orgénicas ricas em compostos nitrogenados. Do
mesmo modo, nossos resultados condizem com os descritos na literatura, havendo prevaléncia
de C. neoformans nessas amostras (DUNCAN et al., 2006; CAMPOS; BARONI, 2010). Nao
observamos ainda relagéo direta entre a regido de coleta e a positividade da amostra, devido
ao numero reduzido de isolados e coletas. Assim, fazem-se necessérios estudos mais
ampliados no nimero de amostras e locais de coleta visando tracar um possivel mapa de

existéncia de Cryptococcus na cidade de Fortaleza e sua Regido Metropolitana.

A determinacéo das espécies isoladas a partir das coletas deste trabalho, bem como das
cepas estocadas na Micoteca do Centro Especializado em Micologia Médica (CEMM / UFC)
foi realizada por identificacdo fenotipica, como cultivo em meio CGB. Tradicionalmente, a
diferenciacdo das espécies C. gattii e C. neoformans por esse método € considerada como
“padrdo-ouro”, uma vez que apenas a espécie C. gattii é resistente a L-canavanina e capaz de
assimilar glicina como unica fonte de carbono e nitrogénio, alcalinizando o meio e

promovendo mudanca de cor de amarelo para azul (SIDRIM; ROCHA, 2004).

Assim, o metodo de identificagdo por cultivo em meio CGB demonstrou-se uma
técnica valida, uma vez que confirmou os dados de identificacdo moleculares feitas
anteriormente nas cepas estocadas na micoteca do Centro Especializado em Micologia
Médica. Na presente pesquisa, a correlagdo positiva entre a identificagdo fenotipica e
molecular foi de 100%, corroborando com os achados de Matsumoto et al. (2007), ao
contrério de Leal et al. (2008) que obtiveram discordancia em aproximadamente 5% das
amostras identificadas fenotipicamente e molecularmente. Entretanto, faz-se ainda necessario
a identificagdo molecular das amostras ambientais isoladas, visando determinar o sorotipo das

mesmas, ampliando os dados epidemioldgicos deste estudo.
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Em relagdo aos testes de sensibilidade, nossos resultados demonstraram que as
combinagdes de sulfametoxazol-trimetoprim e sulfadiazina-pirimetamina foram capazes de
inibir o crescimento de Cryptococcus de ambas as espécies. Hanafy et al. (2007) encontraram
dados semelhantes ao testar sulfametoxazol e outros inibidores de folato frente & espécies de
Cryptococcus. Em relagdo ao sulfametoxazol, os valores encontrados pelos autores para C.
neoformans foi em média 31,3 ug/mL e para C. gattii foi de 250 ug/mL. Neste estudo, a CIM
media de sulfametoxazol para C. neoformans foi de 23,68 pug/mL e 119,4 pg/mL para C.
gattii. Verificamos também que para todas as outras drogas testadas, C. gattii apresentou
maiores valores de CIM, sendo necessérias concentragdes de drogas maiores para inibir seu

crescimento, o que foi encontrado também por Hanafy e colaboradores. (2007).

Uma hipdtese levantada por alguns autores € a de que cepas clinicas estdo sujeitas a
pressoes seletivas mais frequentemente do que as ambientais, e com isso poderiam apresentar
uma maior resisténcia as drogas (SOARES et al. 2005; PEDROSO et al., 2006; SOARES et
al., 2008; PEDROSO et al., 2009; COSTA et al., 2010). Tal fato ndo pode ser completamente
verificado no nosso estudo devido a auséncia de cepas de C. gattii de origem ambiental.
Entretanto, para C. neoformans, foi verificado que as cepas isoladas de pacientes
apresentaram menores valores de CIM das sulfonamidas testadas do que as isoladas do
ambiente. As concentragdes inibitorias médias obtidas para C. neoformans de origem clinica
foi de 12,04 pg/mL para sulfametoxazol, enquanto que para cepas de origem ambiental foi de

21,26 pg/mL, tendo esse padrdo se repetido para todas as outras drogas testadas.

O perfil de sensibilidade de Cryptococcus frente as drogas antifungicas de uso clinico
foi amplamente explorado neste trabalho. O efeito das drogas antiflngicas anfotericina B,
caspofungina, fluconazol e itraconazol isoladas foi investigado, bem como seus efeitos
sinérgicos ou antagdnicos (exceto para itraconazol) com os inibidores de folato foram
testados. Parte dos dados referentes aos testes de sensibilidade antiflngica que constam nesta
pesquisa foi retirada do trabalho realizado por Costa e colaboradores (2010) em nosso
laboratério, os quais foram confirmados e expandidos. A utilizagdo desses dados se deve ao
fato de haver semelhanca entre os resultados obtidos, bem como por se tratar das mesmas

cepas do presente estudo.

De maneira geral, a maioria das cepas mostrou-se sensivel a pelo menos uma droga
antifngica. Os resultados obtidos nesta pesquisa estdo de acordo com dados presentes na
literatura internacional (BORGHI et al., 2010; CHOWDHARY et al., 2011; GOMEZ-LOPEZ
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etal., 2011; MATOS et al., 2012). Foi evidenciada ainda a ocorréncia de cepas consideradas

resistentes (n=14) a pelo menos uma das drogas antiflngicas testadas.

N&o foi possivel inferir nesta pesquisa se a resisténcia das cepas possuia alguma
relagdo com suas respectivas origens. Entretanto, diferentes pesquisas tem evidenciado o
aparecimento de isolados clinicos resistentes in vitro aos derivados azélicos e anfotericina B
(PERKINS et al., 2005; SOUZA et al., 2005; SILVA et al., 2008; MDODOet al., 2011;
SILVA et al., 2011), o que nos leva a suspeitar que, apesar dos casos pontuais até o presente
momento, os fungos do Complexo Cryptococcus neoformans possam vir a apresentar nas

proximas décadas, resisténcia aos antifungicos utilizados rotineiramente na atualidade.

No presente trabalho, as cepas consideradas resistentes ou com sensibilidade reduzida
as drogas antifingicas (n=14) foram submetidas a pré-exposi¢do aos inibidores de folato por
24 horas. Em seguida, novo teste de sensibilidade antiflingica foi realizado, e pdde-se
comprovar que a pre-incubacdo com as sulfas causou efeitos deletérios capazes de favorecer o

efeito inibitorio dos antifungicos anfotericina B, fluconazol e itraconazol.

De uma maneira geral, o fendmeno de resisténcia a drogas antifingicas pode acontecer
em duas variantes: resisténcia clinica, que esta relacionada com fatores fisiol6gicos e
imunolégicos do hospedeiro, bem como a farmacocinética da(s) droga(s) em questdo; e a
resisténcia in vitro, que por sua vez se divide em resisténcia priméaria (ou intrinseca) e
resisténcia secundaria (ou adquirida) (SANGLARD; ODDS, 2002; PFALLER; DIEKEMA,
2007). O problema do aparecimento de resisténcia antifingica de fungica de Cryptococcus as
drogas usuais deve ser considerado, uma vez que, apesar do desenvolvimento e utilizagéo de
novas drogas, como albaconazol, posaconazol e ravuconazol, o numero de drogas
antifingicas existentes ainda € bastante reduzido (CHAPMAN; SULLIVAN; CLEARY,
2008).

Acreditamos que o efeito deletério causado pela pré-incubacdo das cepas com doses
sub-inibitérias das duas sulfas testadas neste trabalho deve-se aos danos causados pelas
drogas a membrana celular fungica, uma vez que, apesar de ndo completamente desvendado,
um dos alvos metabdlicos dessas drogas parece ser a biossintese do ergosterol, um dos seus
principais componentes (NAVARRO-MARTINEZ et al., 2006). Desse modo, sdo
necessarios maiores estudos para comprovar que o mecanismo de agdo das sulfonamidas em
Cryptococcus é baseado na reducéo da concentracdo de ergosterol fUngico, bem como na

inibicdo da biossintese dos &cidos nucléicos.
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Outro objetivo deste trabalho foi investigar se os inibidores de folato eram capazes de
causar danos estruturais e quiimicos & membrana flngica e, por conseguinte afetar a producéo
de ergosterol celular. Conforme citado em nossa reviséo de literatura, os inibidores de folato
parecem estar envolvidos na sintese do ergosterol flingico, por meio da inibicdo de S-
adenosilmetionina (SAM) (NAVARRO-MARTINEZ et al., 2006). De fato, pode-se perceber
que doses subinibitorias de sulfonamidas foram capazes de reduzir a produgdo de ergosterol
em Cryptococcus. Trabalho semelhante realizado por Navarro-Martinez et al. (2006) com
Candida spp. corrobora esse achado. Quando comparadas ao itraconazol, droga sabidamente
efetiva na reducdo de ergosterol celular, as sulfonamidas testadas apresentaram efeito

semelhante aos azélicos.

Em relacdo ao efeito das drogas testadas sobre a producdo de protease e fosfolipase, 0s
resultados desse estudo ndo foram conclusivos. A exposigao a concentragdes inibitdrias e sub-
inibitorias de sulfametoxazol-trimetoprim e sulfadiazina-pirimetamina ndo alteraram de modo
significativo (p>0,05) a atividade proteésica e fosfolipdsica das cepas de Cryptococcus
testadas. Sabe-se que a producdo e expressdo dessas exoenzimas é um fendmeno cepa-
dependente, podendo variar tanto em freqiiéncia como em intensidade, fenémeno este visto
tanto em isolados de C. neoformans como em C. gattii (MA; MAY, 2009). De maneira geral,
Cryptococcus apresenta uma baixa atividade proteolitica e fosfolipasica em condicGes viaveis
de crescimento (CASADEVALL,; PERFECT, 1998). Nossos resultados, utilizando a mesma
metodologia, foram semelhantes aos resultados obtidos por Teixeira (2010) e Nogueira
(2011), que testaram os efeitos do farnesol sobre a produgéo de exoenzimas frente a Candida
spp. e Cryptococcus sp., respectivamente, sem entretanto obterem dados com significancia

estatistica.

Outro item investigado nesta pesquisa foi a producdo de biofilme por cepas de
Cryptococcus e como as sulfonamidas testadas agiriam sobre a formacdo e delegéo de
biofilme maduro. A capacidade de Cryptococcus formar e manter biofilme tem sido
progressivamente estudada por diversos autores nos Gltimos anos (MORANOVA,;
KAWAMOTO; RACLAVSKY; 2009; RAMAGE et al., 2009; RAVI et al., 2009;
MARTINEZ et al., 2010), e parece ser fator importante na manutengdo do fungo em infecgdes
cronicas e para protecdo frente a drogas antifingicas (MARTINEZ et al., 2010).

Dois ensaios foram realizados nessa pesquisa visando investigar a acdo das

sulfonamidas sobre o biofilme de Cryptococcus. Inicialmente, foi investigada a acdo das
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drogas sobre a capacidade do fungo formar biofilme. A pré-incubacdo com doses inibitdrias e
subinibitorias de ambas as drogas, em ensaios diferentes, permitiu-nos concluir que ha
reducdo na capacidade de Cryptococcus de ambas as espécies de formar biofilme em relagdo
ao experimento controle. Houve redugdo de aproximadamente 80% da superficie formada
quando comparada ao método controle, e observou-se ainda eficicia das drogas quando
comparadas a acdo causada por anfotericina B, droga que vem sendo testada por diversos
autores como redutora de biofilme (RAMAGE et al., 2009; RAVI et al., 2009). Nossos
resultados foram corroborados com os da literatura para a mesma metodologia testada com
anfotericina B, mostrando a eficacia do método e comprovando a acéo deletéria da droga em
questdo (RAVI et al., 2009). Entretanto, apesar dos estudos realizados até 0 momento, ndo ha
na literatura relatos de como o biofilme é combatido a partir de drogas antifingicas. Uma vez
que as células estdo envolvidas por uma densa matriz polissacaridica rica em
glucuronoxilomanana — cuja presenca dificulta a agcdo de diversas drogas — pode-se inferir que
possivelmente a anfotericina B interfira na montagem do exopolissacarideo ou na estrutura da
exopolissacarideo (MARTINEZ; FRIES, 2010).

Em um segundo momento, foi testada a capacidade das sulfonamidas de reduzir
biofilme de Cryptococcus j& formado, em estagio maduro. A acdo das drogas se mostrou mais
efetiva neste ensaio, uma vez que se obteve reducdo de até 92% do biofilme quantitativamente
formado quando comparado ao controle. Ademais, as drogas antifolato testadas néo
apresentaram diferencas estatisticas entre si nem quando comparadas a anfotericina B. Até o
presente momento, ndo ha na literatura estudos que investiguem a acdo de sulfonamidas ou
outros inibidores de folato sobre biofilmes de Cryptococcus. Sabe-se, entretanto, que os
biofilmes constituem-se numa barreira que impede a penetracdo de diversas drogas
antifangicas. Alguns estudos mostram que, na forma de biofilme, Cryptococcus pode ser até
dez vezes mais resistente a acdo de anfotericina do que na fase planctonica, provavelmente
pela incapacidade da droga se difundir para dentro do biofilme (MARTINEZ;
CASADEVALL, 2006; MARTINEZ; FRIES, 2010). Apesar disso, neste estudo, ambas as
sulfonamidas testadas provocaram reducdo consideravel no biofilme formado, o que pode
indicar uma futura aplicacdo desses compostos em materiais prostéticos invasivos, como

cateteres de derivagdo ventriculoatrial.
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7 CONCLUSOES

Diante do exposto, conclui-se que ndo foi possivel definir, baseado no nimero de
isolados de origem ambiental, os possiveis habitats preferenciais de Cryptococcus no Estado
do Ceara. Desse modo, propdem-se expandir o0 nimero de coletas e ampliando a &rea de busca

em trabalhos futuros.

Referente aos diversos ensaios de sensibilidade executados neste trabalho, conclui-se
que as sulfonamidas foram eficientes, in vitro, contra os isolados de Cryptococcus de ambas
as espécies na forma planctonica, tendo C. neoformans se mostrado mais sensivel a agdo da

combinagéo de Sulfametoxazol-Trimetoprim e Sulfadiazina-Pirimetamina do que C. gattii.

Ademais, a pré-incubacdo de Cryptococcus em concentracBes subinibitorias de
Sulfametoxazol-Trimetoprim e Sulfadiazina-Pirimetamina foi capaz de aumentar a
sensibilidade antifingica, in vitro, das cepas testadas frente a anfotericina B e derivados

azolicos.

As sulfonamidas testadas também foram capazes de reduzir a producéo de ergosterol
celular em cepas do Complexo C. neoformans na forma planctonica, entretanto sem alterar a
expressdo de protease e fosfolipase nas condigdes testadas. Concentraces subinibitorias de
Sulfametoxazol-Trimetoprim e Sulfadiazina-Pirimetamina também foram capazes de reduzir

a capacidade de formag&o e manutencéo de biofilme de cepas do Complexo C. neoformans.
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Abstract The Cryptococcus neoformans species complex
contains the most important agents of fungal meningoenceph-
alitis. Therapeutic choices are limited and issues related to
toxicity and resistance to antifungals have been described. The
present study evaluated the inhibitory effect of the antifolate
combinations sulfamethoxazole-trimethoprim (SMX/TMP)
and sulfadiazine—pyrimethamine (SDZ/PYR) against plank-
tonic cells and biofilms of C. neoformans and C. gattii. The
influence of the antifolate combinations on the amphotericin
minimum inhibitory concentration (MIC) of planktonic cells
was also investigated. In addition, the effect of these combi-
nations on the cellular ergosterol content of planktonic cells
was studied. Strains of C. neoformans (n=15) and C. gattii
(n=15) obtained from environmental or clinical sources were
evaluated by the broth microdilution method. SMX/TMP and
SDZ/PYR showed antifungal activity against free living cells
and sessile cells of Cryptococcus spp. Moreover, planktonic
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cells showed increased susceptibility to amphotericin B after
pre-incubation with sub-inhibitory concentrations of SMX/
TMP or SDZ/PYR. The drug combinations SMX/TMP and
SDZ/PYR were able to prevent the biofilm formation and
showed inhibitory effect against mature biofilms of both spe-
cies. Additionally, the study showed that antifolate drugs
reduced the ergosterol content in C. neoformans and C. gattii
planktonic cells. Our results highlight the antifungal potential
of antifolate drugs.

Introduction

Cryptococcosis is a life-threatening disease caused by the
Cryptococcus neoformans species complex, which is
formed by C. neoformans (serotypes A, D, and A/D) and
C. gattii (serotypes B and C), commonly acquired by inha-
lation of conidia from the air and bird droppings [1]. Prima-
ry infection usually results in pneumonia or dissemination to
the central nervous system [2]. Cryptococcal meningitis is
considered to be one of the most important human immu-
nodeficiency virus (HIV)-related opportunistic infections,
and it is estimated that around 1 million cases occur globally
per year in acquired immunodeficiency syndrome (AIDS)
patients [2, 3].

The treatment of cryptococcal meningoencephalitis relies
mainly on amphotericin B, alone or associated with 5-
fluorocytosine [2, 4]. However, nephrotoxicity and renal
dysfunction have often been reported among patients under
therapeutic regimens with this antifungal [4]. In order to
overcome these issues, fluconazole is considered as an al-
ternative for induction and consolidation, maintenance, or
prophylactic therapy [2, 5]. Although antifungal resistance
in Cryptococeus is not considered to be a main problem
worldwide [6], some studies have shown that resistance can
be a problem in developing countries [5, 7]. Moreover, the
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heteroresistance to fluconazole and its linkage to virulence
among clinical Cryptococcus strains have gained attention
in recent years [5, 8]. To address these problems, much
effort has been devoted to searching for new antifungals
against Cryptococcus [9-11].

Additionally, many studies have shown that Cryptococcus
spp. have the ability to colonize and form biofilms in medical
devices [12-15]. Fungal biofilms are formed by microbial
communities associated with an extracellular matrix and their
development is controlled by complex molecular events [13].
These structures have been associated with infection with high
levels of therapeutic refractoriness—due to their intrinsic an-
tifungal resistance—as well as being associated with signifi-
cant mortality [13]. However, despite the great importance of
the topic, few studies have investigated strategies to control
and eradicate Cryptococcus biofilms [14-16]. The insertion of
medical devices, such as ventriculoatrial shunt catheters [17,
18], prosthetic valves [19], and prosthesis [20], are related to
Cryptococcus biofilm formation.

The present study aimed to evaluate the inhibitory effect of
the antimicrobial combinations sulfamethoxazole—trimetho-
prim (SMX/TMP) and sulfadiazine—pyrimethamine (SDZ/
PYR) against planktonic cells and biofilms of C. neoformans
and C. gartii. The effect of these drugs on the cellular ergos-
terol content and on the antifungal susceptibility of planktonic
cells to amphotericin B was also investigated.

Materials and methods
Microorganisms

Strains of C. neoformans (n=15) and C. gartii (n=15) were
obtained from environmental or clinical sources. The use of
clinical strains was approved by the Ethics Committee of
Sé@o José Hospital of Infectious Diseases (Fortaleza, Ceara,
Brazil; Process 007-2009). The identification of C. neofor-
mans and C. gatrii was based on the following phenotypical
characteristics: urease test on Christensen’s urea agar (Difco
Laboratories, England); phenoloxidase activity on birdseed
agar (Guizotia abyssinica) supplemented with biphenyl
(0.1 %): and chemotyping on CGB medium (L-canavanine,
glycine, bromothymol blue), as previously described [21].
In addition, molecular characterization of each serotype was
performed as described by Enache-Angoulvant et al. [22],
through enzymatic restriction of the CAP59 gene. Eight
reference strains, obtained from Evandro Chagas Clinical
Research Institute, Brazil (IPEC/FIOCRUZ), were used as
controls: C. neoformans var. grubii WM 148 (serotype A,
VNI/AFLPI), C. neoformans var. grubit WM 626 (serotype
A, VNIVAFLP1A), C. neoformans WM 628 (serotype AD,
VNII/AFLP2), C. neoformans var. neoformans WM 629
(serotype D, VNIV/AFLP3), C. gattii WM 179 (serotype B,

@ Springer

VGI/AFLP4), C. gattii WM 178 (serotype B, VGII/AFLP6),
C. gattii WM 175 (serotype B, VGIII/AFLPS), and C. gattii
WM 779 (serotype C, VGIV/AFLP7) [23].

Antimicrobial drugs

Stock solutions of SMX/TMP and SDZ/PYR were prepared
in 10 % dimethyl sulfoxide (DMSO) and amphotericin B
(AMB) was diluted in 100 % DMSO. Serial two-fold dilu-
tions of SMX/TMP and SDZ/PYR were prepared with yeast
nitrogen base (YNB) medium [22]. AMB was diluted in
RPMI 1640 medium with L-glutamine and without sodium
bicarbonate (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA),
buffered to pH7.0 with 0.165 M morpholinepropanesulfonic
acid (MOPS) (Sigma Chemical Co.).

Inoculum preparation for susceptibility testing

Inocula of all tested isolates were prepared from 48-h-old
cultures previously grown on potato dextrose agar at 35 °C.
The colonies were suspended in 5 mL of sterile 0.9 % saline
and the turbidity was adjusted to 0.5 on the McFarland
scale. Afterwards, the suspension was diluted 1:100 and
then 1:20 with YNB medium to obtain an inoculum of
planktonic cells containing 0.5-2.5x 10 cells/mL [24].

Antifungal susceptibility of Cryptococcus planktonic cells
Effect of SMX/TMP and SDZ/PYR on Cryptococcus growth

The effect of the combinations of SMX/TMP and SDZ/PYR
against C. neoformans and C. gattii strains was investigated
by broth microdilution, according to the Clinical and Labo-
ratory Standards Institute (CLSI) document M27-A3 [25],
except for the substitution of RPMI 1640 medium for YNB
without PABA in this composition, because this component
can interfere with the antifungal activity of sulpha drugs
[24]. The final concentrations of each antimicrobial combi-
nation ranged as follows: 1.953 to 1,000 pg/mL for SMX
and SDZ; 0.39 to 200 ug/mL for TMP; 0.098 to 50 pg/mL
for PYR; and 0.015 to 8 ug/mL for AMB.

Susceptibility testing for planktonic cells was performed
in 96-well microdilution plates at 37 °C for 48 h. All the
isolates were tested in duplicate. For SMX/TMP and SDZ/
PYR, the minimum inhibitory concentrations (MICs) were
defined as the lowest drug concentration inhibiting growth
by 80 % when compared to the control well [24, 26].

Effect of sub-inhibitory concentrations of SMX/TMP
and SDZ/PYR on susceptibility to amphotericin B

The effect of SMX/TMP and SDZ/PYR on the susceptibility
of Cryptococcus to AMB was also investigated. For this
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purpose, strains of C. neoformans (n=7) and C. gattii (n=7)
with previously known susceptibility patterns to AMB [27]
were chosen.

A standardized inocula prepared as described above was
incubated in YNB medium supplemented with SMX/TMP
or SDZ/PYR at sub-inhibitory MIC (MIC/2) for 24 h at
37 °C in an orbital shaker at 150 rpm. Controls were grown
in YNB medium without antimicrobials. After incubation,
cultures were centrifuged at 2,000 rpm for 5 min. From the
resulting pellet, an inoculum of 0.5-2.5x 107 cells/mL was
prepared in 5 mL of sterile 0.9 % saline and AMB MIC was
determined by the CLSI M27-A3 broth microdilution
method, using RPMI 1640 medium buffered to pH7.0 with
0.165 M MOPS [25]. The MIC for AMB was defined as the
lowest concentration at which no growth was observed [25].
C. parapsilosis ATCC 22019 and C. krusei ATCC 6528
were used as quality control strains.

Effect of SMX/TMP and SDZ/PYR on ergosterol content
of planktonic cells

Total sterols were extracted as described by Moran et al.
[28], with modifications. Strains of C. neoformans (n=7)
and C. gattii (n=7) were grown in potato dextrose agar for
48 h at 37 °C and, after this period, a loopful of inoculum
was transferred to YNB supplemented with SMX/TMP or
SDZ/PYR at sub-MIC (MIC/2) for each drug combination.
The tubes were incubated for 48 h at 37 °C and then
centrifuged at 12,000 rpm for 3 min. Cellular pellets were
suspended in 0.5 mL of alcoholic KOH (3.945 g of KOH
and 40 ml of sterile distilled water, brought to 100 ml with
100 % ethanol) and incubated for 1 h at 95 °C. Following
incubation, the tubes were allowed to cool and total sterols
were extracted by the addition of 600 uL of n-hexan and
vigorous vortexing for 5 min. The tubes were centrifuged at
10,443 rpm for 1 min and the entire organic top layer was
transferred to a new tube and mixed with 1 mL of n-hexane.
Absorbance readings were performed at 295 nm. Ergosterol
quantification was performed by comparison to the standard
curve with ergosterol P.A. (Sigma-Aldrich, Germany). The
experiments were performed in duplicate. The results were
compared with the ergosterol content of cells grown in YNB
without antifolate drugs; itraconazole (MIC/2) was used as a
positive control.

Biofilm formation

For biofilm testing, inocula were prepared as described by
Martinez et al. [9]. In brief, strains of C. neoformans (n=7)
and C. gattii (n=7), randomly chosen from the set of clinical
and environmental isolates, were grown in Sabouraud dex-
trose broth for 24 h at 30 °C in a rotary shaker at 150 rpm.
After this period, the cells were collected by centrifugation

and the pellet was washed two times with PBS. Suspensions
were adjusted to 107 cells/mL in chemical medium (20 mg/
mL thiamine, 30 mM glucose, 26 mM glycine, 20 mM
MgS0,.7H,0, 58.8 mM KH,PO,) and then 100-ul inocu-
lum aliquots were transferred to flat wells of 96-well poly-
styrene plates. The plates were incubated at 37 °C for 48 h
and then the wells were washed three times with 0.05 %
Tween 20 in Tris-buffered solution to remove non-adhered
cells. Biofilm viability was monitored by the color change
of resazurin solution (0.1 mg/mL in RPMI) after incubation
at 37 °C for at least 6 h [29].

Effect of SMX/TMP and SDZ/PYR against mature
Cryptococcus biofilms

The inhibitory activity of SMX/TMP and SDZ/PYR against
Cryptococcus biofilms was evaluated according to Martinez et
al. [9], with slight modifications. Aliquots of 200 uL of each
antimicrobial combination at two different concentrations
were added to viable 48-h biofilms as follows: SMX/SDZ at
5,000 mg/L—-1,000 mg/L and 2,000 mg/L—400 mg/L; SDZ/
TMP at 5,000 mg/L-250 mg/L and 2,000 mg/L~100 mg/L.

Following incubation at 37 °C for 48 h, the supernatant
was aspirated and an aliquot of 100 pL of 0.3 % crystal
violet was added to each well. After 5 min at 25 °C, the dye
solution was aspirated and the wells were washed twice with
sterile distilled water. The wells were filled with 200 pL of
100 % ethanol and, after 5 min at 25 °C, the mixture was
aspirated and read in a spectrophotometer at 550 nm [29].
The tests were conducted in duplicate; controls were grown
in medium without antimicrobials. The effect of antifolate
drugs was compared with AMB, which is considered to be a
strong inhibitor of Cryptococcus biofilms [14].

Effect of SMX/TMP and SDZ/PYR in preventing C.
neoformans biofilm formation

In addition, the biofilm inhibition ability of SMX/TMP and
SDZ/PYR were evaluated. Biofilm formation was con-
ducted as previously described except for the addition of
antifolates to the chemical medium at the following drug
combinations: SMX/TMP at 5,000 mg/L-1,000 mg/L and
2,000 mg/L-400 mg/L; SDZ/PYR at 5,000 mg/L-250 mg/L
and 2,000 mg/L-100 mg/L. Controls were grown in mini-
mum medium without antimicrobials. Biofilm viability was
monitored by resazurin metabolism and crystal violet dying
[29], as described above.

Statistical analysis
The antimicrobial susceptibilities were compared using one-
way analysis of variance (ANOVA) and Tukey’s multiple

comparison post-test. Differences between treatments were
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evaluated for significance using the Wilcoxon signed-rank
test. A p-value < 0.05 was considered to be significant. The
statistical analyses were performed with GraphPad Prism
5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

Results

Effect of antifolate drug combinations on Cryptococcus
planktonic cells

The susceptibility profile of Cryptococcus planktonic cells
to antifolate drugs are shown in Table 1. For C. neoformans,
the MIC values ranged from 7.81 to 62.5 ug/mL for SMX
and 1.56 to 12.5 ug/mL for TMP; 15.63 to 500 pg/mL for
SDZ and 0.781 to 25 pg/mL for PYR. For C. gattii, the MIC
values were higher (p<0.001) and ranged as follows: 62.5 to
250 pg/mL for SMX and 12.5 to 50 ug/mL for TMP; 125 to
500 pg/mL for SDZ and 6.25 to 25 ug/mL for PYR.

After pre-exposure to sub-MIC concentrations of SMX/
TMP and SDZ/PYR, strains of C. neoformans and C. gattii
showed a decrease in MIC values of AMB (p<0.05)
(Table 2).

Effect of antifolate drug combinations on ergosterol content
of planktonic cells

Sub-inhibitory concentrations of SMX/TMP and SDZ/PYR
were also able to decrease the ergosterol content of Crypto-
coccus isolates (p<0.05) (Fig. 1). No significant differences
in the mean amount of total ergosterol between C. neofor-
mans and C. gattii grown in SMX/TMP or SDZ/PYR were
observed.

Effect of antifolate drug combinations against Cryptococcus
biofilms

The antifolate drugs were able to inhibit mature Cryprococ-
cus biofilms by up to 90 % (Fig. 2). In addition, SMX/TMP
and SDZ/PYR caused a reduction of approximately 80 % in
the biofilm formation (Fig. 3) of both C. neoformans and C.
gattii. There were no further statistically significant differ-
ences between antifolate drugs and AMB at any concentra-
tion (p=>0.05) in both experiments.

Discussion

In recent years, several studies have shown the potential of
antifungal drugs to inhibit folic acid synthesis in Candida
albicans [30], Paracoccidioides brasiliensis [31], Histo-
plasma capsulatum [32], Coccidioides posadasii [26], and
Aspergillus spp. [24]. Additionally, the combination SMX/
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Table 1 Susceptibility profile of Cryptococcus planktonic cells to
antifolate drugs

Strain Species MIC (pg/mL)

SMX/TMP SDZPYR
03-02-062 C. gartii 125.0/25.0 500.0/25.0
03-02-069 C. gartii 125.0/25.0 250.0/12.5
03-02-070 C. gattii 62.5/12.5 125.0/6.25
03-02-071 C. gartii 62.5/12.5 250.0/12.5
03-02-073 C. gartii 250.0/50.0 500.0/25.0
05-03-028 C. gattii 125.0/25.0 250.0/12.5
05-03-029 C. gaitii 125.0/25.0 250.0/12.5
05-03-030 C. gaitii 62.5/12.5 125.0/6.25
05-03-031 C. gaitii 125.0/25.0 125.0/6.25
05-03-032 C. gaitii 125.0/25.0 250.0/12.5
05-03-033 C. gaitii 125.0/25.0 125.0/6.25
03-02-074 C. gaitii 125.0/25.0 250.0/6.25
05-02-080 C. gaitii 125.0/25.0 250.0/12.5
05-03-037 C. gattii 250.0/25.0 500.0/6.25
05-02-082 C. gartii 125.0/25.0 250.0/12.5
Geometric mean 119.4/22.79 238.7/10.39
03-02-057 C. neaformans 15.625/3.125 62.5/3.125
03-02-061 C. neaformans 31.25/6.25 15.625/0.781
03-02-068 C. neaformans 62.5/12.5 125.0/6.25
03-02-072 C. neoformans 31.25/6.25 15.625/0.781
05-01-050 C. neoformans 31.25/6.25 62.5/3.125
03-02-060 C. neoformans 31.25/6.25 62.5/3.125
03-02-063 C. neoformans 62.5/12.5 125.0/6.25
03-02-064 C. neoformans 15.625/3.125 125.0/6.25
03-02-065 C. neoformans 31.25/6.25 62.5/3.125
03-02-066 C. neoformans 7.81/1.56 500.0/25.0
03-02-067 C. neoformans 15.625/3.12 62.5/3.125
03-02-075 C. neaformans 15.625/3.12 62.5/3.125
03-02-078 C. neaformans 31.25/6.25 125.0/6.25
03-02-080 C. neaformans 15.625/3.12 125.0/6.25
03-02-084 C. neaformans 15.625/1.56 62.5/3.125
Geometric mean 23.68/4.52 75.19/5.96
Reference strains
WMI48 C. neoformans 3.906/0.78 31.25/1.562
WM626 C. neoformans 3.906/0.78 31.25/1.562
WM628 C. neoformans 3.906/0.78 15.625/0.78
WM629 C. neoformans 7.81/1.56 31.25/1.562
WMI179 C. gartii 250.0/50.0 250.0/12.5
WMI78 C. gattii 125.0/25.0 250.0/12.5
WMI6l C. gaitii 125.0/25.0 250.0/12.5
WM779 C. gaitii 125.0/25.0 250.0/12.5
Geometric mean 26.28/5.25 81.05/22.78

SMX sulfamethoxazole, TMP trimethoprim, SDZ sulfadiazine, PYR
pyrimethamine
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Table 2 Effect of pre-exposure

to folate inhibitors on the anti- Strain Species MIC (ng/mL)

fungal susceptibility of Crypto-

coceus planktonic cells AMB SMX/TMP AMB* SDZ/PYR AMB*
03-02-057 C. neaformans 1.25 03125 0.625
03-02-060 C. neoformans 0.25 0.125 0.125
03-02-063 C. neoformans 0.156 0.078 0.078
03-02-067 C. neaformans 1.25 03125 0.625
03-02-068 C. neaformans 1.25 0.156 0.3125
03-02-072 C. neoformans 0.5 0.0625 0.125
05-02-075 C. neoformans 1.25 03125 0.156
03-02-062 C. gattii 0.625 0.3125 0.312
03-02-069 C. garrii 1.25 0.156 0.3125

SMX sulfamethoxazole, TMP 03-02-073 €. gattii 25 0.156 0.623

trimethoprim, SDZ sulfadiazine, - . ~

PYR pyrimethamine, AMB 05-03-029 C. gattii 0.5 0.125 0.125

amphotericin B 05-03-030 C. gattii 1.0 0.125 0.25

“Pre-exposure to folate inhibi- 05-03-031 C. gattii 1.0 0.125 0.125

tors, followed by microdilution 05-03-032 C. gattii 0.5 0.125 025

test to AMB

TMP has been used for years to treat paracoccidioidomyco-
sis in Latin America [31], as well as for the treatment and
prevention of Preumocystis jiroveci pneumonia (PCP) in
AIDS patients [33].

The present study shows that the combinations SMX/
TMP and SDZ/PYR—in the same ratio in which they are
administered in vivo (1:5)—have antifungal activity against
C. neoformans and C. gattii planktonic cells and are also
able to enhance AMB activity. The antifungal activity of
sulfa drugs on Cryptococcus was previously demonstrated
by Hanafy et al. [24], who investigated the inhibitory effect
of nine different sulfa drugs against a small number of
Cryptococcus strains and concluded that SMX showed
promising results.

In this study, SMX was able to inhibit the growth of C.
neoformans and C. gattii at concentrations of 6.23 pg/mL
and 119.3 pg/mL, respectively, while Hanafy et al. [24]
showed MIC values of up to 64 ug/mL for C. neoformans
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Fig. 1 Ergosterol content of C. neaformans (a) and C, gaini (b). Cells
were cultured in YNB medium without antimicrobials as control (/) or
supplemented with SMX/TMP MIC/2 (i), SDZ/PYR MIC/?2 (i), or

and >250 ug/mL for C. gatrii. Possibly, this reduction in the
MIC value is due to the synergistic effect of the drug with
TMP. This study also shows that the SMX/TMP combina-
tion was more effective than SDZ/PYR.

Although the great majority of clinical and environmental
isolates of Cryptococcus are sensitive to antifungals, the
past decade has seen the emergence of resistant isolates in
vitro to AMB and azoles [3, 6, 27]. In addition, the literature
has reported the occurrence of strains of C. gatfii with
moderate resistance to FLC, ITC, and 5-fluorocytosine, as
well as strains of C. neoformans with primary resistance to
AMB, FLC, and voriconazole [5, 6, 34]. Given this scenar-
io, researchers have attempted to find new antifungal drugs
and to formulate strategies to increase the microbial sensi-
tivity to antifungal agents for therapeutic use. This study
demonstrates that pre-exposure to sub-MIC doses of anti-
folate drugs was able to increase the sensitivity of Crypto-
coccus to AMB. Discrete reduction (albeit statistically
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ITC MIC/2 (/). The experiments were conducted in duplicate and the
data are expressed as mean £ SEM (n=7). The asterisks indicate
statistically significant differences from controls (p<0.05)
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Fig. 2 Metabolic activity of C. neoformans (a) and C. gattii (b)
biofilms when treated with different concentrations of antifolate drugs.
Biofilms were grown in defined chemical medium without antimicro-
bials as controls (/) and, after 48 h, were tested against SMX/TMP at
2,000 mg/L—-400 mg/L (I), SMX/TMP at 5,000 mg/L—1,000 mg/L
(Il), SDZ/PYR at 2,000 mg/L—100 mg/L (/), SDZ/PYR at 5,000 mg/

relevant) of itraconazole and fluconazole MICs was also
detected after pre-exposure to sub-MIC doses of SMX/
TMP and SDZ/PYR (data not shown).

The data from this study show that the antifolate drugs
cause a reduction in the cellular content of ergosterol in C.
neoformans and C. gattii equivalent to that promoted by
ITC, a drug that damages the synthesis of ergosterol.
Navarro-Martinez et al. [30] suggested that, in C. albicans,
folate inhibitors can inhibit S-adenosylmethionine (SAM),
an enzyme cofactor which depends on sterol-C24-
methyltransferase and that acts on the ergosterol biosyn-
thetic pathway. It is possible that the reduction of ergosterol
content in Cryptococcus oceurs by a similar mechanism.

In this study, two important aspects of the anti-biofilm
potential of folate inhibitor drugs were evaluated: the ability
to prevent biofilm formation and the action of the mature
biofilm. By employing an in vitro model with high repro-
ducibility, as recommended by Martinez et al. [9], it was
possible to demonstrate that SMX/TMP and SDZ/PYR have

Biofilm formation (%)

1 n m v v vivi

Fig. 3 Inhibition of biofilm formation in C. neoformans (a) and C.
gartii (b). Biofilms were grown in defined chemical medium without
antimicrobials as controls (/) or supplemented with SMX/TMP at
2,000 mg/L-400 mg/L (/7), SMX/TMP at 5,000 mg/L-1,000 mg/L
(111, SDZ/PYR at 2,000 mg/L-100 mg/L (/F), SDZ/PYR at 5,000 mg/
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L-250 mg/L (V), AMB at 64 mg/L (V). or AMB at 150 mg/L (VII).
The results are represented as the percentage of reduction in compar-
ison with controls. The experiments were conducted in duplicate and
the data are expressed as mean = SEM (n=7). The asterisks indicate
statistically significant differences from controls (p<0.05)

an anti-biofilm effect, acting on the two mechanisms inves-
tigated. Under the conditions tested, SMX/TMP and SDZ/
PYR showed inhibitory activity similar to that of AMB at
64 mg/L, whose action on Cryptococcus biofilms has been
previously described [14]. The results presented here are of
great importance, given the high resistance of Cryptococcus
biofilms to antifungal drugs for therapeutic use, such as FLC
and voriconazole [14].

Although the antifolate combinations had shown a con-
siderable anti-biofilm activity, we are aware that the con-
centrations tested in this study were above the therapeutic
doses of each drug. However, it is possible that these con-
centrations may be attainable in catheters by way of intra-
luminal lock therapy.

Our results allow us to conclude that the combinations
SMX/TMP and SDZ/PYR inhibit the growth of planktonic
cells of C. neoformans and C. gattii, reduce their content of
ergosterol, and increase their susceptibility to AMB. The
drugs tested were able to prevent biofilm formation and also

Biofilm formation (%)

1 ] m w v vivi

L-250 mg/L (¥), AMB at 64 mg/L (V). or AMB at 150 mg/L (VII).
The results are represented as the percentage of reduction in compar-
ison with controls. The experiments were conducted in duplicate and
the data are expressed as mean = SEM (n=7). The asterisks indicate
statistically significant differences from controls (p<0.05)
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to significantly reduce the survival of cells in biofilm. Fur-
ther studies in vivo are needed to confirm the usefulness of
these results.
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