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RESUMO

O uso de nanoparticulas metalicas esta entre as estratégias mais promissoras para superar a
resisténcia a antimicrobianos, visto que, diferente dos antiflngicos convencionais essas NPs
atuam nos micro-organismos através de multiplos alvos, tornando minima ou improvavel a
chance de ocorrer resisténcia antimicrobiana. As capsulas microbianas sdo consideradas como
um fator importante para a viruléncia de Cryptococcus spp., mas sua arquitetura e propriedades
fisicas sdo pouco compreendidas. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho é avaliar o potencial
antifungico de Ag/AgCI- NPs, analisando o efeito da interacdo entre as Ag/AgCI-NPs e
leveduras do género Cryptococcus spp. Leveduras da espécie C. gattii, C. liquefaciens e C.
neoformans foram tratadas com concentracdes entre 0 e 125 pg/mL de Ag/AgCI-NPs, em meio
minimo e em meio Sabouraud. O ensaio antiproliferativo mostrou que os tratamentos com as
Ag/AgCI-NPs foram dose-dependentes, possuindo efeito inibitério significativo a partir de 1
pg/mL em meio minimo para as espécies em 3 dias. Em meio sabouraud, a inibigdo do
crescimento ocorreu a partir de 10 ug/mL para C. liquefaciens, 5 pg/mL C. gattii, e a partir de
25 pg/mL para C. neoformans. A diminuicdo da viabilidade celular em meio minimo ocorreu
em todas as concentracOes para as 3 espécies. Ja em meio sabouraud, a viabilidade foi afetada
a partir de 75 pg/mL para C. liquefaciens, a partir de 5 pg/mL para C. gattii, e a partir de 50
pug/mL para C. neoformans. Analises de Microscopia de campo claro com células contrastadas
com Nanquim mostraram um aumento de 19,15% na cépsula de C. gattii e uma reducgdo de
28,07 e 28,43% para C. liquefaciens e C. neformans, respectivamente, em meio minimo; de
modo oposto, em meio Sabouraud observamos uma aparente reducdo de 53,1% da capsula de
C. gattii, enquanto as espécies C. liquefaciens e C. neoformans apresentaram o aumento de
19,78 e 19,55% da capsula polissacaridica. As imagens de Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV) revelaram que as NPs ndo estavam presentes na capsula das leveduras, e nem todas as
superficies das células estavam marcadas. Por fim, as imagens de Microscopia Eletrdnica de
Transmissao (MET) mostraram que uma grande quantidade de aglomerados de NPs atingiram
tanto o interior como a parte exterior das leveduras. Os dados obtidos neste trabalho confirmam
0 excelente desempenho antifungico de NPs a base de prata, que podem ser explorados para
novos tratamentos de infeccBes fungicas, necessitando dessa forma de mais estudos para

compreender o0 mecanismo pelo qual as NPs conseguem interagir com Cryptococcus spp.

Palavras-chave: nanomedicina, nanoparticulas, efeito antimicrobiano, criptococose, capsula

polissacaridica, microscopia.



ABSTRACT

The use of metallic nanoparticles is among the most promising strategies to overcome resistance
to antimicrobials. Unlike conventional antifungals these NPs act on microorganisms through
multiple targets making the chance of antimicrobial resistance minimal or unlikely. Microbial
capsules are considered an important factor for the virulence of Cryptococcus spp. but their
architecture and physical properties are poorly understood. In this context, the purpose of this
work is to evaluate the antifungal potential of Ag/AgCI-NPs analyzing the effect of the
interaction between Ag/AgCI-NPs and yeasts of the genus Cryptococcus spp. Yeasts of the
species C. gattii, C. liquefaciens and C. neoformans were treated with concentrations between
0 and 125 pg/mL of Ag/AgCI-NPs in minimal medium and in Sabouraud medium. The
antiproliferative assay showed that the treatments with Ag/AgCI-NPs were dose-dependent
with a significant inhibitory effect from 1 pg/mL in minimum medium for the species in 3 days.
In sabouraud medium growth inhibition occurred from 5 pg/mL for C. liquefaciens and C.
gattii, and from 25 pug/mL for C. neoformans. The decrease in cell viability in minimal medium
occurred in all concentrations for the 3 species. In a sabouraud environment viability was
affected from 75 pg/mL for C. liquefaciens from 5 pg / mL for C. gattii, and from 50 pg / mL
for C. neoformans. Optical microscopy analysis with cells stained with India ink showed an
increase of 19.15% in the C. gattii capsule and a reduction of 28.07 and 28.43% for C.
liquefaciens and C. neformans respectively in minimal means; in Sabouraud medium we
observed an apparent reduction of 53.1% in the C. gattii capsule, while the species C.
liquefaciens and C. neoformans showed an increase of 19.78 and 19.55% in the polysaccharide
capsule. Scanning Electron Microscopy (SEM) images revealed that nanoparticles were not
present in the yeast capsule, and not all cell surfaces were marked. Finally, Transmission
Electron Microscopy (TEM) images showed that a large number of NPs clusters reached both
the inside and the outside of the yeasts. The data obtained in this work confirm the excellent
antifungal performance of silver-based nanoparticles which can be explored for new treatments
for fungal infections thus requiring further studies to understand the mechanism by which NPs

can interact with Cryptococcus spp.

Keywords: nanomedicine, nanoparticles, antimicrobial effect, cryptococcosis, polysaccharide

capsule, microscopy.



1. Introducgéo

1.1 Nanotecnologia

A nanotecnologia € a ciéncia que estuda o controle da matéria em escala molecular e
atdbmica. Geralmente, a nanotecnologia esta relacionada com estruturas de tamanho entre 1-100
nandmetros com pelo menos uma dimensé&o e envolve a modificagéo ou o desenvolvimento de
materiais dentro desse tamanho (KAUR et.al, 2016). De acordo com a National Science
Foundation, a nanotecnologia é a capacidade de compreender, controlar e manipular a matéria
ao nivel de atomos e moléculas individuais. Em 1959, o fisico Richard Feynman sugeriu a
manipulacdo dos &tomos como forma de construir novos materiais, em uma palestra intitulada
“There’s a Plenty of Room at the Bottom”, no Encontro Anual da American Physical Society,
California Institute of Technology — Caltech; essa palestra € considerada como o ponto inicial
da nanociéncia ou nanotecnologia (FEYNMAN, 1960). Extrapolando as leis fisicas conhecidas,
Feynman visualizou uma tecnologia capaz de construir nano-objetos 4tomo por &tomo,
molécula por molécula. A partir dos anos 80, varias invencgdes e descobertas na fabricacdo de
nano-objetos provaram que a visdo de Feynman fazia algum sentido (BASTOS, 2006).

O primeiro grande marco tecnoldgico da histéria da nanotecnologia ocorreu em 1981,
com a criacdo do microscopio eletrénico de tunelamento com varredura; concebido e
desenvolvido por Gerd Binnig e Heinrich Rohrer, pesquisadores da filial suica da IBM. Tal
invencéo levou Binning e Rohrer a ganharem o Prémio Nobel de Fisica, em 1986, e possibilitou
novos avancos significativos na area da nanotecnologia (CASTRO, 2012). Desde entdo, a
nanotecnologia vem emergindo como a proxima revolucdo tecnoldgica, com eventuais efeitos
sobre todos os aspectos da vida, sendo a ciéncia e a engenharia os principais operadores da
competicdo tecnologica global. Unificar a ciéncia com base nas caracteristicas unificadoras da
natureza na nanoescala fornece uma nova base para o conhecimento, inovagéo e integracéo de
tecnologia (TAYLOR E FRANCIS, 2007)

1.1.1 Nanobiotecnologia

A nanobiotecnologia é considerada a fusdo entre as areas de nanotecnologia e a
biotecnologia e inclui a aplicagdo da nanotecnologia nas ciéncias da vida (ALSHORA et al.,
2016). Para ser considerado nanobiotecnologia pelo menos um componente funcional deve

possuir além do tamanho nanomeétrico, funcdes e propriedades na nanoescala que apresentam
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efeitos diferentes com aplicacOes na area de satde, bioquimica, biologia ou medicina (DURAN
et al., 2010). Portando, a nanobiotecnologia possui diversas aplicacbes, por exemplo, 0s
nanossistemas tém capacidade de localizacdo seletiva em tecidos inflamados, podendo atuar
como biomarcadores de doencas (ALLEN E CULLIS, 2004); O carregamento de farmaco em
NPs modifica a distribuicdo celular e tecidular e leva a uma entrega mais seletiva de compostos
biologicamente ativos por aumentar a eficacia da droga e reduzir sua toxicidade (ZHOU et al.,
2018). Além disso, as NPs superam a presenca de barreira hematoencefalica, podendo ser

efetivamente usadas para entregar e transportar drogas para o cérebro (ZHANG et al., 2019).

1.2 Nanoparticulas

As nanoparticulas (NPs) pertencem a uma ampla classe de materiais que incluem
substancias particuladas e possuem uma dimensdo menor que 100 nm (LAURENT et al., 2010).
O prefixo “nano” esta relacionado a uma escala de medida em que um nanémetro representa
um bilionésimo do metro ou um milionésimo do milimetro. Uma NP é uma particula com
dimensao inferior a 100 nm (THAKKAR et al., 2010). Estruturas nessa escala apresentam
propriedades Opticas, quimicas e elétricas Unicas ndo encontradas na escala macro, devido a sua
aumentada area de superficie (CHAU et al., 2007; KRUMOV et al., 2009; VITHIYA e SEN,
2011).

1.2.1 Nanoparticulas Metalicas

As nanoparticulas metalicas (NPMs) sdo sistemas nanoestruturados que apresentam
caracteristicas fisico-quimico-bioldgicas dependentes da sua composi¢do, tamanho e forma. Em
nanoescala, alguns metais possuem uma acentuada absor¢do de luz na regido visivel do
espectro, exibindo coloracdo distinta dos materiais em grande escala, como a cor amarela para
a prata e o bordb para NPs esféricas de ouro (ZHANG e NOGUEZ, 2008). Essa absorcéo é
atribuida ao fendmeno denominado Ressonancia Plasmonica de Superficie Localizada (RPSL),
que consiste na oscilacdo coletiva dos elétrons livres na superficie das NPs, criando uma
densidade de carga na sua superficie (ELUMALAI e DEVIKA, 2014). A absor¢éo e a dispersao
nas regides visiveis e no infravermelho estimularam a aplicacdo de materiais contendo NPMs

nos campos de deteccdo e diagndstico (RAMOS et al., 2017).
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1.2.2 Nanoparticulas de Prata

Entre os diferentes tipos de MNPs, as Nanoparticulas de Prata (AgNPs) sdo amplamente
estudas e tém sido usadas em escala muito maior que as demais NPs. A acdo mais estudada das
AgNPs é com relagdo a sua atividade antimicrobiana, porém as AgNPs possuem uma variedade
de aplicagdes. O impacto da nanotecnologia em véarios ramos da industria e na medicina
aumentou nos ultimos anos, o que é refletido pelo uso das AgNPs em mais de 100 produtos do
cotidiano (LI et al., 2008), principalmente devido a sua capacidade de fornecer acao bioestatica
e biocida contra diferentes espécies; sendo exploradas em industria téxtil (DASTJERDI E
MONTAZER, 2010), indlstria de embalagens e processamento de alimentos (DUNCAN,
2011), produtos agricolas e seguranca de cultivos (KHOT et al., 2012), tratamento de agua (LI
et al., 2008) e inddstria da construcdo (LEE et al., 2010), evitando danos relacionados ao
crescimento microbiano.

Embora j& seja demonstrado o efeito antimicrobiano das AgNPs, 0 mecanismo preciso
por tréas de sua atividade microbicida até agora ndo € bem compreendido (BEYTH et al., 2015).
No entanto, alguns mecanismos de acdo antimicrobiana sdo bem aceitos, principalmente a
liberacdo de ions Ag +, ocasionando danos na membrana celular ou parede celular; interrup¢édo
do transporte de elétrons e vias de transducdo de sinal; e danos ao DNA celular e proteinas,
devido a espécies reativas de oxigénio (DAKAL et al., 2016; QAYYUM et al., 2017).

)
’ (vi)
NSMsS ——s . + Danos na adesdo da membrana
. celular Geragdo de ROS e estresse
. > oxidativo
ii 3 wcind
& = e CITOPLASMA . .
Perda de estabilidade 3 ‘

proteica

Alteracdo na
sinalizacdo celular |

Penetragdo e acumulo na
célula e niicleo

Disfun¢io mitocondrial e danos no
reticulo endoplasmatico

ENDOPLASMATICO _
———
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Figura 1. llustracdo mostrando os mecanismos de toxicidade gerados pelas NPs na célula:
(1) danos na ades@o da membrana celular, (ii) perda da estabilidade proteica), (iii) penetracdo e
acumulo na célula e nucleo, (iv) disfuncdo mitocondrial e danos no reticulo endoplasmatico,
(v) alteracdo na sinalizacdo celular, (vi) geracdo de ROS e estresse oxidativo. (Adaptado de
BARANWAL et al., 2018).

1.2.3 Nanoparticulas de Prata/Cloreto de Prata

As nanoparticulas de prata/cloreto de prata (Ag/AgCI-NPs) tiveram os seus primeiros
registros hd pouco mais de uma década (VIGNESHWARAN et al., 2007) e vem sendo
estudadas como mais uma alternativa para o uso biomédico (DURAN et al., 2014). Essas NPs
surgiram com a proposta de ampliar e aumentar a eficiéncia do uso das AgNPs, visto que as
Ag/AgCI-NPs compartilham muitas caracteristicas fisico-quimicas das AgNPs, possuindo
portando aplicacfes semelhantes, incluindo aplicagdes biomédicas e cataliticas (DEVI et al.,
2016; EUGENIO et al., 2016).

As Ag/AgCI-NPs podem se apresentar de duas formas diferentes, de acordo com o seu
comportamento e estrutura em solu¢do. Uma possibilidade é produzir NPs hibridas formadas
por prata e cloreto de prata, ou uma solugdo onde coexistem as NPs de prata e as de cloreto de
prata (DURAN et al., 2016). Esse tipo de NP pode ser sintetizada por métodos quimicos (CHEN
et al., 2012; SONG et al.,, 2013) ou biolégicamente através de fungos filamentosos e
leveduriformes, bactérias, plantas, algas e enzimas (DURAN et al., 2016)

Diferente das AgNPs, que sdo amplamente estudadas, as Ag/AgCI-NPs ainda néo
tiveram suas potenciais aplicacbes biomédicas extensamente exploradas e também estéo
limitados a avaliagBes dos efeitos antibacterianos e antifungicos (BOONTO et al., 2016;
DURAN et al., 2016). As Ag/AgCI-NPs biossintetizadas pelo nosso grupo a partir de culturas
da levedura Candida lusitaniae demonstraram forte efeito antiproliferativo contra a bactéria
Gram-positiva Staphylococcus aureus e a Gram-negativa Klebsiella pneumoniae (EUGENIO
et al., 2016) e antifangico contra C. albicans e C. lusitaniae (EUGENIO 2017).

De acordo com DURAN et al. (2016) diversos trabalhos publicados sobre a
caracterizacdo e avaliacdo de potenciais aplicacdes de AgNPs e AgCI-NPs fizeram uma
interpretacdo incorreta de dados de difracdo de raios-X de nanoparticulas, o que leva a erros na
determinacdo da composicdo de NPs a base de prata. Deste modo, estes trabalhos foram na
verdade feitos utilizando Ag/AgCI-NPs.
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1.2.4 Sintese de Nanoparticulas

Duas abordagens séo utilizadas para a sintese de MNPs, conhecidas como “top-down”
(de cima para baixo) ¢ “bottom-up” (de baixo para cima). A estratégia top-down consiste na
desconstrucdo do material macroestruturado até atingir a nanoescala, podendo ocorrer por
sintese quimica ou fisica. Enquanto a abordagem bottom-up, que pode ser feita por sintese
qguimica ou biologica, ocorre por interacfes entre atomos e/ou moléculas individuais para a
formag&o das nanoestruturas. Essa abordagem permite controlar diversos parametros, como a
distribuicéo de forma e tamanho das NPs, sendo a mais utilizada na producéo de NPMs (SILVA
etal., 2017).

TOP-DOWN BOTTOM-UP

— ~9o
X7, QoY X
= <
Material Aglomerados Atomos

macroestruturado

Figura 2. Desenho esquematico das abordagens Top-down e Bottom-up para a sintese de
nanomateriais (Adaptado. Fonte: https://nanografi.com/blog/metallic-nanoparticles-part-ii-

top-down-and-bottomup/).

A sintese de NPMs pode ocorrer por métodos quimicos, fisicos ou biologicos
(VITHIYA e SEN, 2011). A sintese quimica é de baixo custo e apresenta boa produtividade,
sendo geralmente feita em meio liquido contendo agentes redutores e estabilizantes. No entanto,
as suas desvantagens incluem a contaminacao das NPs com precursores quimicos e geracao de
sub-produtos téxicos (THAKKAR et al., 2010). Para a sintese fisica podem ser utilizados
métodos como atrito e pir6lise. No método de atrito, particulas sdo moidas até serem reduzidas
de tamanho, enquanto o método de pirdlise utiliza um precursor organico que é queimado em
alta pressdo. Esses métodos apresentam baixa produtividade e alto custo, além de apresentarem
grande consumo de energia (THAKKAR et al., 2010).

Sintese verde ¢é a designacdo comum dada as rotas de sintese que utilizam produtos
guimicos relativamente atdxicos, biodegradaveis e de custo baixo para sintetizar nanomateriais,
tendo como fonte primaria ou iniciador da rota um organismo ou partes dele (6rgéos, tecidos,
células, biomoléculas ou metabolitos) (SHARMA et al., 2009). Dentre os recursos bioldgicos
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disponiveis, os produtos vegetais e animais, algas, fungos e bactérias sdo exemplos de
organismos que possuem potencial para utilizacdo durante a sintese verde de NPMs, por meio
de processos de oxirreducdo em meio aquoso (FARAMARZI et al., 2013). Métodos bioldgicos
de sintese de NPs podem ser interessantes, pois sdo conduzidos em pH, temperatura e pressoes
fisioldgicos, possuem baixo custo e ndo produzem residuos toxicos (VITHIYA e SEN, 2011).
Além disso, as grandes quantidades de proteinas secretadas naturalmente e metabodlitos
secundarios produzidos ao usar fungos como agentes redutores produzem rapidamente grandes
guantidades de NPs (KATAS et al., 2018). Em certos casos, especialmente na aplicacdo
biomédica invasiva de NPMs, as abordagens bioldgicas tornam-se um método de escolha em
relacdo a outras abordagens convencionais porque essas abordagens biolégicas ndo provocam
toxicidade celular (AHMED et al., 2016; BARANWAL et al., 2016).

1.3 Aplicagdes Biomédicas de Nanoparticulas

NPs de metais nobres, como 0 ouro e prata ja séo bem conhecidas e contribuem para avan¢os
importantes na area da Biomedicina (MELO, 2011). Uma de suas vantagens é que as NPs se
encontram na mesma escala de tamanho de células, cadeias de DNA, virus e bactérias,
possibilitando que as NPs interajam individualmente com esses organismos, aumentando a
eficiéncia e a especificidade de tratamentos (GARCIA, 2011). Devido as suas propriedades
Opticas oriundas da ressonancia dos plasmons (LINK et al., 1999), ¢é possivel encontrar estudos
com as AgNPs em aplicacBes biomédicas como biossensores, terapia fototérmica e como
agentes teurapéuticos (MCNAMARA e TOFAIL, 2016). Na nanotecnologia farmacéutica,
estudos demonstram a formulagdo de medicamentos em nanoformas biocompativeis, que traz
beneficios na administracdo de medicamentos, aumentando a eficiéncia e a seguranga dos
medicamentos, por exemplo, melhorando a biodisponibilidade, fornecendo entrega direcionada
de medicamentos, aumentando a estabilidade do medicamento e estendendo o efeito do
medicamento no tecido alvo (MOGHINI et al. 2001). Na terapia contra o cancer, nanoparticulas
metalicas bioconjugadas vém sendo propostas ndo so para o diagnéstico, mas também para seu
tratamento (HIRSCH et al., 2003). Estudos recentes identificaram as propriedades antivirais
de amplo espectro das AgNPs contra patdgenos respiratorios, como adenovirus (JACKSON et
al., 2020), parainfluenza (GAIKWAD et al., 2013) e influenza (ALGHRAIR et al., 2019; LI et
al., 2018; LIN et al., 2017). Além de possuir efeito antibacteriano (GURUNATHAN et al.,
2014), as AgNPs também possuem atividade antifungica, como relatado em estudos feitos por
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XUE et al. (2016) demonstrando que nanoparticulas de prata sintetizadas pelo fungo
Arthroderma fulvum possui acdo antifingica contra dez espécies testadas sendo quatro do
género Candida spp., trés do género Aspergillus spp. e outras trés do género Fusarium spp.
Além disso, AgNPs foram demonstradas como capazes nao so de inibir a formacao de biofilme,
mas também sao eficazes contra biofilmes j& formados por Candida albicans (LARA et al.,
2015).

1.4 O género Cryptococcus spp.

Cryptococcus spp. inclui mais de 50 espécies, sendo as espécies C. neoformans e C.
gattii, considerados as duas principais espécies patogénicas deste grupo e compartilham uma
série de propriedades; como a alta viruléncia, estagios ambientais de vida longa e potencial para
ampla dispersédo e rapida mudanca evolutiva (REOLON et al., 2004; FISHER et al., 2012).
Fungos do género Cryptococcus sao importantes micro-organismos oportunistas que levam ao
desenvolvimento de uma micose primariamente pulmonar, e que apresentam tropismo para
sistema nervoso central. S&o fungos leveduriformes com col6nias de cor branca a creme,
brilhantes, com textura mucoide e margem lisa (KON et al., 2008).

C. neoformans possui distribuicdo mundial, tendo principalmente como habitat natural
as excretas de aves, especialmente de Columba livia (pombos domeésticos), podendo também
ser encontrado em solos, animais e nematoides; C. neoformans acomete grupos de individuos
imunocomprometidos (FARIA et al., 2010). Em contraste, C. gattii é capaz de infectar
individuos imunocompetentes, e possui prevaléncia em regifes tropicais e subtropicais, tendo
como habitat natural os eucaliptos e material vegetal em decomposi¢do. No Brasil, j& foi
relatado o isolamento desta espécie em arvores nativas, como as arvores da regido de Floresta
Atlantica do estado de Espirito Santo (ELLIS; PFEIFFER, 1990; BALTAZAR et al., 2008;
GIACOMAZZI et al., 2016). C. liquifaciens é uma levedura ambiental, associada a ambientes
marinhos (MINEGISHI et al., 2006) e presente em caracois da espécie Achatina fulica
(ARAUJO et al., 2012). C. liquifaciens ndo ¢é patogénica para mamiferos e sua incapacidade de
causar doencas tem sido atribuida a falta de termotolerancia em temperaturas de mamiferos
(ARAUJO et al., 2012). Apesar disso, recentemente foram descritos os primeiros casos de
fungemia humana causado por C. liquefaciens em pacientes imunocomprometidos
(TAKEMURA et al., 2015).
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1.5 Criptococose

A criptococose é uma micose primariamente pulmonar, sendo adquirida por inalagéo,
mas pode também disseminar-se, provavelmente em muitos casos apos um periodo latente de
contencdo nos ganglios linfaticos do pulméo (ALANIO et al., 2015). Estudos brasileiros
colocaram a criptococose como primeira causa de mortalidade entre todas as micoses sistémicas
associadas a AIDS e a segunda causa de mortalidade entre as micoses sistémicas em geral
(SOARES et al., 2019). Os quadros clinicos mais comuns desta micose sdo meningoencefalite
(neurocriptococose) e infecgdo pulmonar (criptococose pulmonar) (DARZE et al., 2000;
MOREIRA et al., 2006). O neurotropismo de Cryptococcus tem sido associado a varios fatores
de viruléncia que facilitam a sua penetracéo na barreira hematoencefalica, como a producéo de
metaloproteinases e ureases especificas; enzimas que causam neuroimunomodulacdo; e
mecanismos que facilitam a sobrevivéncia dentro do ambiente desprovido de nutrientes do
cérebro, como a autofagia e os transportadores de acucar de alta afinidade (COELHO et al.,
2014). Apesar da grande predilecao de C. neoformans e C. gattii por estabelecer doencas nos
pulmdes e no SNC, outros locais menos frequentes de infeccdo no corpo incluem pele, olhos,
préstata e 0ssos / articulagdes. No entanto, deve-se enfatizar que essa levedura pode disseminar
e infectar amplamente a maioria dos 6rgdos em pacientes gravemente imunossuprimidos e,
portanto, tem a capacidade de infectar qualquer local do corpo humano (MARIARZ e
PERFECT, 2016).

No Brasil, um levantamento realizado por SOARES et al., 2019 sobre a taxa de
mortalidade causada por criptococose entre o periodo de 2000 a 2012 mostrou que entre 0s
casos de mortalidade 19,5% registraram a criptococose como causa basica da morte, com uma
taxa de 6,19 / milhdo de habitantes; e 80,5% registraram a criptococose associada a fatores de
risco, principalmente AIDS (75%), seguidos por outros riscos do hospedeiro (5,5%), com uma
taxa de mortalidade de 25,19 / milhdo de habitantes. A meningite foi a forma clinica
predominante (80%), tendo acometido 69% de individuos do sexo masculino com idade media
de 39,5 anos. As taxas de mortalidade por criptococose como causa associada foram maiores
nos estados de Santa Catarina (70,41 / milhdo de habitantes) e Rio Grande do Sul (64,40 /
milh&o de habitantes), enquanto a maior taxa de mortalidade por criptococose como causa
béasica ocorreu no estado de Mato Grosso (10,96 / milhdo de habitantes); ambos na regido sul
(SOARES et al., 2019).
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1.6 Fatores de Viruléncia

De acordo com Kozel (1995), fatores de viruléncia podem ser definidos como o0s
produtos moleculares que permitem a sobrevivéncia da levedura dentro do hospedeiro,
causando doencas. A patogénese da criptococose é multifatorial e envolve a acdo conjunta de
muitos fatores de viruléncia. Ao contrario das potentes toxinas produzidas por muitos patdgenos
bacterianos, C. neoformans ndo parece produzir produtos abertamente toxicos que contribuem
diretamente para os sinais e sintomas da criptococose. As contribuicdes dos fatores de
viruléncia mais conhecidos para 0 processo da doenca s&o sutis e, em muitos casos, estdo
relacionadas a melhoria da sobrevivéncia da levedura no hospedeiro (KOZEL, 1995).

O patdgeno fangico humano C. neoformans é capaz de se adaptar rapida e eficazmente
a condicGes variaveis, favorecendo sua sobrevivéncia no ambiente e no hospedeiro infectado
(COELHO et al., 2014). Muitos fenétipos microbianos sdo correlacionados com a viruléncia
neste patdgeno oportunista, como a producdo de capsulas, a formacdo de melanina e a secrecéo
de varias proteinas (KOZEL, 1995). A capacidade de sobrevivéncia a temperatura corporal do
hospedeiro também é um fator importante. Além disso, as caracteristicas celulares, como a
parede celular e a morfogénese, desempenham papéis importantes na interacdo desse fungo
com as vias de resposta e reconhecimento imunoldgico do hospedeiro. Sobrevivéncia diante do
estresse do hospedeiro também requer a manutencao da integridade do RNA/DNA. Além disso,
o envelhecimento e a senescéncia das células fungicas determinam resisténcia a estresses
derivados do hospedeiro (ALSPAUGH, 2014).

1.6.1 Capsula

A producéo de capsulas de polissacarideos € comum entre patdgenos bacterianos, mas
relativamente rara em micro-organismos eucarioticos. Em fungos, o género Cryptococcus é
conhecido pela producédo de capsulas, que sdo consideradas como 0s principais determinantes
da viruléncia em espécies patogénicas desse género (ARAUJO et al., 2012). A céapsula de C.
neoformans é composta de polissacarideos complexos que sdo sintetizados dentro da celula,
transportados atraves da parede celular por vesiculas e entéo fixados de forma néo covalente a

superficie celular, onde podem ser montados em polimeros longos. Estudos demonstram que a
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capsula é composta principalmente pelos polissacarideos glucuronoxilomanano (GXM) e
glucuronoxilomannogalactano (GXMGal) (OMEARA E ALSPAUGH, 2012).

Tanto no ambiente como no hospedeiro infectado, Cryptococcus spp. produz uma
capsula polissacaridica caracteristica. Especula-se que esta capsula traz protecdo ao fungo com
relacdo a dessecacdo ambiental e/ou de predadores naturais, como nematdides ou amebas
(OMEARA e ALSPAUGH, 2012). Estudos realizados por ARAUJO et al. (2012)
demonstraram semelhancas na composicéo e estrutura entre a capsula da espécie patogénica C.
neoformans, e C. liquefaciens (ndo patogénica). No hospedeiro, a capsula atende a muitas
funcbes de protecdo, incluindo a reducdo da resposta imune do hospedeiro pela regulagéo
negativa de citocinas inflamatorias, deplecdo de componentes do complemento e inibi¢do da
capacidade de apresentacdo de antigenos de mondcitos (PFEIFFR e ELLIS, 1992; POETA et
al., 1999.). A cépsula também pode atuar como um escudo na parede celular para regular a
fagocitose por macréfagos (MYLONAKIS et al., 2002). Uma vez dentro dos macrofagos, a
capsula serve como um depoésito para espécies reativas de oxigénio geradas pelo hospedeiro,
proporcionando assim defesas antioxidantes efetivas (OMEARA e ALSPAUGH, 2012).

O tamanho da cépsula é variavel, podendo ter de 5 a 30 um (FELDMESSER et al.,
2001; RIVERA, et al., 1998), variando entre as linhagens (NEILSON et al., 1977), e
dependendo das condi¢bes ambientais em que estdo submetidos (FRASES et al., 2009). Em
solos e em condi¢cdes de laboratério, o tamanho da cépsula da maioria das cepas de
Cryptococcus spp. € relativamente pequeno, mas pode sofrer modificagdo, aumentando de
tamanho durante a infeccdo de mamiferos (BERGMAN, 1965; CRUICKSHANK et al., 1973;
LOVE et al., 1985). Durante a infec¢do in vivo, o tamanho da capsula varia dependendo do
orgao estudado. O ambiente pulmonar, por exemplo, € um poderoso indutor do crescimento da
capsula (RIVERA et al., 1998). Outro compartimento que induz o crescimento da capsula,
embora ndo tdo eficientemente quanto o pulmado, é o cérebro (FARHI et al., 1970; RIVERA et
al., 1998).

1.7 Ciclo de infeccéo de Cryptococcus

Em forma de levedura, Cryptococcus sobrevive no ambiente estando presente no solo
normalmente contaminado com excretas de aves e em arvores. Aves, especialmente os pombos,
estdo associados com a dispersdo mundial de Cryptococcus. O fungo pode sobreviver a

predadores ambientais, como vermes, amebas e insetos e pode interagir com outros micro-
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organismos, como fungos e bactérias. Além disso, varios animais, como gatos, coala e cabras
podem ser infectados. Através da inalacdo de seus esporos ou pequenas células de levedura
dessecadas de fontes ambientais, o fungo estabelece uma infeccdo pulmonar primaria no
hospedeiro (LIN E HEITMAN, 2006). Estudos soroepidemiologicos indicam que a maioria das
pessoas em areas onde o fungo é endémico é exposta a ele em uma idade jovem; no entanto,
em hospedeiros imunocompetentes, as infecgfes por C. neoformans sdo minimamente
sintomaticas e rapidamente eliminadas (GOLDMAN, et al. 2001). A doenca grave ocorre na
auséncia de imunidade mediada por células inatas, como em pacientes com AIDS avancada ou
receptores de transplantes de 6rgdos que recebem terapias imunossupressoras (OMEARA E
ALPAUGH, 2012). Nesses hospedeiros imunocomprometidos, o C. neoformans pode se
reativar a partir de formas latentes e adormecidas, se disseminando a partir dos pulmdes e
atravessar a barreira hematoencefalica, frequentemente resultando em meningoencefalite, uma
infeccdo do SNC, representando a forma mais grave de criptococose humana e que é fatal se
ndo for tratada (LIN E HEITMAN, 2006).
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Figura 3. Desenho esquematico do ciclo de infeccdo de Cryptoccus spp. Em forma de
levedura, Cryptococcus sobrevive no ambiente estando presente no solo normalmente
contaminado com excretas de aves, e em arvores. Os pombos sdo responsaveis pela dispersédo
mundial de Cryptococcus, podendo infectar animais, como gatos, coala e cabras. Além disso, o
fungo pode sobreviver a predadores ambientais, como vermes, amebas e insetos, e interagir

com outros micro-organismos, como fungos e bactérias. Através da inalacdo de seus esporos

ou pequenas células de levedura dessecadas de fontes ambientais, o fungo estabelece uma
20



infecgdo pulmonar priméria no hospedeiro, podendo levar a uma disseminacdo hematogénica e
meningite criptocécica (Adaptado de LIN E HEITMAN, 2006).

1.8 Tratamento e Resisténcia a drogas

A anfotericina B, um metabdlito secundario de Streptomyces nodosus, tem sido o
principal agente terapéutico da meningoencefalite criptocdcica desde o final da década de 1960
(SAROSI et al., 1969). Embora as vezes usado sozinho, tornou-se comum no inicio dos anos
80 o uso deste polieno em combinacdo com flucitosina, um analogo de pirimidina fluorada
(BENNETT et al., 1979). Apo6s a liberacdo do fluconazol em 1990, a combinacdo entre
anfotericina B e flucitosina para terapia de inducdo foi expandido para ser seguido por
manutencdo com fluconazol (YAO et al., 2014). Além disso, a estratégia de tratamento para a
criptococose pode variar dependendo das diferentes categorias de grupos de risco: pacientes
infectados pelo HIV, receptores de transplantes de 6rgaos, pacientes ndo infectados pelo HIV e
ndo transplantes. Recomendacdes especificas também existem para outros grupos de risco,
como mulheres gravidas, pacientes em ambientes com recursos limitados e aqueles com
infeccdo por C. gattii (PERFECT et al., 2010).

Ha relatos de resisténcia criptocdcica a drogas antifingicas, sendo as cepas resistentes
ao fluconazol as mais comuns, decorrentes de pacientes com AIDS submetidos a terapia de
manutencdo com azais de longo prazo (SMITH et al., 2015; MPOZA et al., 2018; MANFREDI
et al., 2006; PAUGAM et al., 1994; RODERO et al., 2003; PFALLER et al., 2011; SIONOV
et al., 2012). Fatores como monoterapia com doses inadequadas de fluconazol para meningite
criptococica, assim como uma ndo adesao ao medicamento e interrupcdes no fluconazol durante
as fases de consolidagdo e manutencdo de terapia também podem estar associados com a
resisténcia (MPOZA et al., 2018)
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2. Justificativa

Segundo a OMS (2014), infeccBes fangicas sdo relativamente negligenciadas em
algumas regides do mundo, gerado pela falta de recursos apropriados. Como consequéncia, vem
crescendo consideravelmente a prevaléncia de resisténcia de drogas antifingicas (ROSSI et al.,
2011). Além disso, os recursos alocados para estudar, monitorar e reduzir a resisténcia aos
medicamentos antifungicos sdo bastante limitados, principalmente em comparacdo aos
antibacterianos (OMS, 2014). A multirresisténcia em micro-organismos € uma questdo de
grande preocupacéo, sendo relatado como a principal causa de morte mundial (CABALLERO,
2014). E devido a ineficacia dos tratamentos atuais, é necessaria a busca de novas alternativas
para o tratamento dessas doencas (RODRIGUES e SOUZA, 2008).

Nesse contexto, as NPMs vém mostrando resultados promissores in vitro como
eficientes agentes antimicrobianos inclusive contra alguns micro-organismos resistentes e até o
momento ha rarissimos relatos de micro-organismos resistentes a nanoparticulas metalicas
(LEMIRE et al., 2013). NPMs sintetizadas biologicamente tém sido cada vez mais utilizadas
nas pesquisas devido as suas vantagens, incluindo alta estabilidade e capacidade de carga, além
de serem sintetizadas usando um método econdmico, ndo tdxico e ecoldgico (KATAS et al.,
2018). Apesar das AgNPs serem bastante estudadas por terem efeito bactericida e antifingico
comprovado, as NPs a base de prata, incluindo as Ag/AgCI-NPs, recebem pouco destaque na
pesquisa cientifica e aplicacdes industriais. Porém, por possuirem em sua composi¢do a prata,
esses tipos de nanoparticulas compartilham de muitas caracteristicas observadas nas AgNPs
(PAULKUMAR et al., 2013).

Os fungos do género Cryptococcus spp. levam ao desencadeamento de uma micose
primariamente pulmonar e que apresentam tropismo para o sistema nervoso central (LIMA et
al., 2015). C. neoformans é uma das principais causas de meningoencefalite fungica em
pacientes imunocomprometidos (HEITMAN, 2006). Os fatores de viruléncia fungica sao
essenciais para a sobrevivéncia das leveduras no ambiente, pelo fato de que os fungos
tradicionalmente considerados como nao patogénicos para humanos tém fatores de viruléncia
semelhantes aos patogénicos do mesmo género (ZARAGOZA, 2019). Dessa forma, estudos
comparando cepas diferentes sdo importantes para um melhor entendimento sobre a interacdo

entre Cryptococcus spp. e 0 hospedeiro.
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Com base no exposto, este trabalho visa a utilizacdo de Ag/AgCI-NPs de origem bioldgica
para anélises sobre seus efeitos antifungicos, analisando a interagdo entre as Ag/AgCl- NPs e
levuradas do género Cryptococcus observando alteraces envolvendo a capsula polissacaridica

que compde estas leveduras.

3. Objetivos
3.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial antifingico de Ag/AgCl- NPs, analisando a interagdo entre as Ag/AgCl-
NPs e as leveduras C. liquefaciens, C. gattii e C. neoformans e alteracbes morfoldgicas

envolvendo a capsula polissacaridica que compde estas leveduras.

3.2 Objetivos Especificos

=

Avaliar o efeito de Ag/AgCI-NPs na proliferacio em Cryptococcus spp. (C.

liquefaciens, C. gattii e C. neoformans) em meio minimo e em meio enriquecido;

2. Analisar se o tratamento com as Ag/AgCI-NPs afeta a viabilidade das leveduras C.

liquefaciens, C. gattii e C. neoformans;

3. Analisar se ha diferenca na espessura da capsula apds o tratamento com Ag/AgCI-NPs;

4. Investigar alteracGes ultraestruturais na capsula polissaridica de Cryptococcus spp. apos

a interagcdo com Ag/AgCI-NPs.
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4. Materiais e Métodos
4.1 Cepas utilizadas e condicdes de cultivo das Leveduras

Para a realizacdo dos experimentos deste trabalho foram utilizadas as seguintes cepas
de Cryptococcus spp.: C. neoformans var. grubii H99; C. liquefaciens isolada do caramujo
Achatina fulica; e C. gattii L25/01. Todas as cepas foram gentilmente cedidas pela Dra. Susana
Frases (Laboratorio de Ultraestrutura Celular Hertha Meyer, Instituto de Biofisica Carlos
Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro). As cepas foram cultivadas a 30 °C em
meio de cultura liquido Sabouraud (Himedia M033-500g/ Lot: 0000112861), em placas de Agar
Sabouraud Dextrose (Himedia M063-500g) e em estoques contendo 20% de glicerol na

temperatura de -80 °C.

4.2 Nanoparticulas de Prata/Cloreto de Prata (Ag/AgCI-NPs)

A biossintese das nanoparticulas foi realizada de acordo com EUGENIO et al., 2016.
Em resumo, leveduras da espécie Candida lusitaniae foram cultivadas por 24h a 30°C em meio
rico (4% de glicose, 1% de peptona bacterioldgica e 1% de extrato de levedura, pH 6,5). Apds
24h de crescimento, foi adicionado nitrato de prata (Merck) para ficar a uma concentracao final
de 3,5 mM. As células foram, entdo, cultivadas por 7 dias a 30°C, ao abrigo da luz e sob agitacédo
a 150 rpm. Posteriormente, o cultivo foi centrifugado a 2720g por 15 min visando a separacao
das leveduras do meio de cultivo contendo nanoparticulas. Em seguida, o sobrenadante foi
centrifugado a 383609 por 20 min. O pellet, contendo Ag/AgCI-NPs foi ressuspenso em citrato
de sodio 1%.

4.3 Avaliacéo do efeito antiproliferativo de Ag/AgCI-NPs em Cryptococcus spp.

Para avaliar a atividade antifungica das Ag/AgCI-NPs produzidas por sintese bioldgica
utilizando C. intermedia (EUGENIO, 2016), as leveduras C. gattii, C. liquefaciens e C.
neoformans foram cultivadas em meio minimo (15 mM glicose, 10 mM MgSO47H20, 29 mM
KH2POs, 13 mM glicina e 3 uM) ou meio Sabouraud como condicéo controle (ndo tratado) e
em meio minimo ou meio Sabouraud contendo 0 a 125 pug/mL de NPs. Foram realizados
controles do meio de cultura puro e meio de cultura com a adi¢cdo de Ag/AgCI-NPs. O meio de
cultura puro foi usado como branco, enquanto os valores obtidos dos tubos contendo meio com

Ag/AgCI-NPs foram subtraidos dos valores obtidos pelos tubos contendo as leveduras, para
24



garantir que a densidade dptica (DO) considerada fosse apenas dos micro-organismos, sem
influéncia da absorbancia das Ag/AgCI-NPs. Todos os experimentos foram realizados em
triplicata utilizando tubos tipo Falcon com capacidade para 15 mL e mantidos por 5 dias a 30°
C, sob agitacdo de 150 RPM em incubadoras. Em seguida, as densidades celulares foram
acompanhadas por medi¢do da DO a 540 nm, utilizando um espectrofotdmetro de UV-Visivel
Molecular Devices Spectra Max 190 (Sunnyvale, EUA). Foram obtidos valores de DO por UV-
Vis em 3 e 5 dias apds o indculo e adicdo dos tratamentos, para 0 acompanhamento da curva

de crescimento.

4.4.Determinacéo do 1Cso

Com os resultados de proliferacdo celular foi calculado o valor de ICso (concentracdo
que inibe 50% da proliferacdo celular) das culturas tratadas, nos tempos de 3 e 5 dias, através
do software Graphpad Prism 5.

4.5 Ensaio de viabilidade celular

O numero de unidades formadoras de col6nias (UFC) foi utilizado como método para
avaliar a viabilidade de C. liquefaciens, C. gattii e C. neoformans tratadas com nanoparticulas.
Apbs os 5 dias de tratamento com as Ag/AgCI-NPs com meio liquido em tubos do tipo falcon,
como descrito anteriormente, foram realizadas dilui¢des de 1:1000 e aliquotas de 10 uL foram
espalhadas em placas de petri contendo meio Sabouraud Agar. As placas de petri foram
incubadas a 30 °C por 48 horas e o0 nimero de col6nias foi contado. Células néo tratadas foram

usadas como controle e todos os experimentos foram realizados em triplicatas.

4.6 Contrastacio com tinta Nanquim — Microscopia Optica de Campo Claro

Para essa andlise, leveduras tratadas na concentragdo de 1Cso de Ag/AgCI-NPs por 5
dias foram centrifugadas a 3200g por 5 minutos, lavadas com PBS, e coradas com tinta
Nanquim em uma proporcéo de 1:1. Posteriormente, as imagens foram analisadas utilizando

Microscopio Optico de Campo Claro.

4.7 Microscopia Eletronica de Varredura
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Para investigar alteracOes ultraestruturais, as leveduras foram tratadas por 72 h na
concentragdo de ICso de Ag/AgCI-NP e em seguida foram submetidas ao protocolo de fixagdo
para amostras bioldgicas, utilizando 2,5 % gluteraldeido e 4% formaldeido em tampéo
cacodilato de sédio 0,1 M e pH 7,2. Apds fixadas as amostras passaram por etapas de
desidratacéo, sendo submetidas a solugdes concentradas crescentes de etanol (30, 50, 70, 90 e
100%) permanecendo por 20 minutos em cada. Posteriormente, as amostras foram secas pelo
método de ponto critico (LEICA CPD 030), e revestidas no metalizador (LEICA SCD 500 )
com 10 nm de platina para anélises utilizando elétrons secundérios; e metalizadas com carbono
para analises com elétrons retroespelhados. Por fim, as amostras foram observadas no

microscopio eletrénico de varredura FEI Quanta 450F (5 kV).

4.8 Microscopia Eletronica de Transmisséo

Apds o tratamento das leveduras com a concentracdo de ICso das Ag/AgCI-NPs em 72
h, todas as amostras preparadas foram submetidas ao protocolo de fixacdo para amostras
bioldgicas utilizando 2,5 % gluteraldeido e 4% formaldeido em tamp&o cacodilato de sédio 0,1
M e pH 7,2, como mencionado anteriormente. As amostras fixadas foram lavadas 3x com
tampdo cacodilato 0,1 M, e expostas a tetréxido de 6smio 1% e ferrocianeto 0,8% por 1h sem
contato com a luz. Ap6s 1h as amostras foram lavadas 3x e posteriormente foram iniciadas as
etapas de desidratacdo com etanol (30, 50, 70, 90 e 3x de 100%), por 20 minutos em cada etapa.
Em seguida, as amostras foram infiltradas em séries de etanol:resina Spurr nas proporc¢des de
2:1, 1:1, 1:2, por 24 h em cada etapa e com 100% de resina pura por 6h. Apds as etapas de
infiltracGes, as amostras foram emblocadas em 100% de Spurr + catalizador para polimerizagéo
a 60 ° C por 48 horas. Apés o resfriamento, foram realizados cortes ultrafinos (60 nm) das
amostras, que passaram pela etapa de contrastacdo com acetato de uranila e citrato de chumbo
e finalmente observadas em Microscopio Eletronico de Transmissdo FEI Tecnai Spirit Biotwin,
operando a 80 KV.
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4.9 Analises estatisticas

A andlise estatistica dos resultados foi realizada através do teste ANOVA, utilizando o
intervalo de confianga de 95%, a fim de verificar as diferencas entre os grupos. Para a realizacéo

dos testes utilizou-se o software GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., San Diego, EUA).

5. Resultados

5.1 Avaliagéo do efeito antiproliferativo de Ag/AgCI-NPs em Cryptococcus spp.

As Ag/AgCI-NPs biossintetizadas pela levedura C. intermedia foram analisadas quanto
a sua atividade antiproliferativa contra as leveduras C. neoformans, C. gattii e C. liquefaciens,
nos tempos de 3 e 5 dias. Esse ensaio de proliferacdo foi realizado a partir do tratamento das
leveduras em concentracdes de 0 a 125 pg/mL de Ag/AgCI-NPs, em meio minimo e em meio
Sabouraud. Em meio minimo, observamos em 3 dias para C. liquefaciens (figura 4a), que desde
a menor concentracédo testada (1 pg/mL) houve uma evidente inibi¢do da proliferacéo celular
(81, 3%), que se manteve sem muitas alteracbes até a concentracdo de 125 pg/mL. A
concentracdo que levou a um maior efeito inibitério foi a de 3 pug/mL, com 85,79% de inibicéo.
Em 5 dias de tratamento de Ag/AgCI-NPs para C. liquefaciens (figura 4c), a concentracao de 1
pg/mL teve uma reducdo em seu efeito antiproliferativo, mostrando uma inibicéo de 69,14% e
observamos uma inibi¢do maxima de 91,17 % na concentra¢do de 75 pg/mL. Para C. gattii, em
meio minimo, apos 3 dias de tratamento (figura 4e) foi possivel observar uma reducgéo de apenas
25,19% da proliferagdo na concentra¢do de 1 pg/mL e uma inibicdo maxima de 90,85% na
concentracédo de 100 pg/mL. Apds os 5 dias de tratamento (figura 4g), os resultados estatisticos
mostraram que na concentracdo de 1 pg/mL ndo houve diferenca significativa comparado ao
grupo controle. Ja na concentracdo de 2 pg/mL, foi possivel observar uma reducéo de 78,34%
do crescimento celular, chegando a uma inibicdo maxima de 91,17% na concentracdo de 75
pg/mL. Para C. neoformans, o efeito antiproliferativo dos tratamentos de 5 a 125 pg/mL se
mantiveram sem alteracdes, inibindo = 85% da proliferacdo em 3 dias (figura 4l) e £ 90% em
5 dias (figura 4k).

Em meio Sabouraud, para C. liquefaciens, a analise estatistica mostrou que sé houve

diferenca significativa comparado com o grupo controle a partir de 10 pg/mL (figura 4b),
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atingindo inibicdo maxima de 85,93% em 75 pg/mL apds 3 dias de tratamentos, e 87,61% em
125 pg/mL apds os 5 dias de tratamentos (figura 4d). Para C. gattii, em 3 dias (figura 4f) foi
possivel observar uma inibicdo de 30% na concentracdo de 5 pg/m, que posteriormente se
manteve sem muitas alteracGes nas concentracdes de 10 a 125 pg/mL com 75% de inibicéo.
Em 5 dias de tratamento (figura 4h), o efeito antiproliferativo foi visto a partir de 25 pg/mL,
que se manteve sem muitas alteracdes até 125 pg/mL, com 77% de inibicdo. Para C.
neoformans, em 3 dias foi visto a partir de 25 pg/mL que a proliferacdo se manteve sem muitas
alteracdes até 75 pg/mL com 75% de inibicdo, em 100 pug/mL houve um pequeno aumento da
inibicdo do crescimento de 79%, atingindo 0 maximo de 88% em 125 pg/mL. Em 5 dias a partir
de 25 pg/mL a inibicdo é de 69%, atingindo ao méaximo de 83% em 125 pg/mL.

Os valores de ICso (Tabela 1) foram calculados ap6s 3 e 5 dias dos tratamentos com as
Ag/AgCI-NPs para C. neoformans, C. gattii e C. liquefaciens, em meio minimo e em meio
Sabouraud. Como o ICso representa a concentragdo necessaria para inibir 50% da proliferacéo
celular, quanto menor for o valor do ICso, mais sensivel € o micro-organismo para este
tratamento. Dessa forma, observou-se um padrdo de resposta parecido entre as espécies C.
liquefaciens e C. gattii. A espécie C. liquefaciens apresentou em meio Sabouraud como valores
de 1Cs0 4,55 pg/mL em 3 dias e 6,89 pg/mL em 5 dias; ja& em meio minimo os valores foram
1,01 pg/mL e 0,87 pg/mL em 3 e 5 dias, respectivamente. Em meio Sabouraud, C. gattii
apresentou 5,39 pg/mL em 3 dias e 4,53 pg/mL em 5 dias; ja em meio minimo os valores foram
1,24 pg/mL e 1,53 ug/mL em 3 e 5 dias. Ja a espécie C. neoformans apresentou 13,66 pg/mL
e 15,91 pg/mL em meio sabouraud em 3 e 5 dias, respectivamente e em meio minimo 2,88
pg/mL em 3 dias e 2,98 pg/mL em 5 dias. Esses resultados mostraram que entre as trés espécies
estudadas neste trabalho, C. neoformans foi a menos sensivel ao tratamento com as Ag/AgCl-

NPs e C. liquefaciens foi a espécie mais sensivel.
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Figura 4. Ensaio de proliferacdo em Cryptococcus spp. As espécies (a,b,c,d) C. liquefaciens,
(e,f,g,h) C. gattii, e (i,j,k,I) C. neoformans foram cultivadas por 3 e 5 dias com concentragdes
entre 0 a 125 pg/mL de Ag/AgCI-NPs, e posteriormente foi realizada leitura em
espectrofotbmetro para a analise da densidade optica. * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001

(Anova Two-way).

Tempo (dias) Espécie I1Cso0 (ug/mL)
Meio Sabouraud Meio Minimo
3 C. liquefaciens 4,55 1,01
5 C. liquefaciens 6,89 0,87
3 C. gattii 5,39 1,24
5 C. gattii 4,53 1,53
3 C. neoformans 13,66 2,88
5 C. neoformans 15,91 2,98

Tabela 1. Valores de 1Cso encontrados apds os tratamentos com Ag/AgCI-NPs em 3 e 5 dias.

5.2 Analise da Viabilidade Celular

As espécies C. liquefaciens, C. gattii e C. neoformans tiveram a viabilidade celular
avaliada ap6s os 5 dias de tratamentos com Ag/AgCI-NPs, em meio minimo e meio Sabouraud,
com concentragdes entre 0 a 125 pg/mL. Os resultados demonstraram que em meio minimo
todas as concentracOes de Ag/AgCI-NPs afetaram significativamente a viabilidade celular das
trés espécies, de modo que C. liquefaciens apresentou 73,4 % de reducdo de viabilidade em 1
ug/mL e 100% de perda da viabilidade foi observada nas concentra¢des de 4 ¢ 5 ug/mL. Em
meio minimo, 1 pg/mL de Ag/AgC1-NPs levou a 91% de perda da viabilidade em C. gattii e
99,2% de perda da viabilidade em 5 e 10 pg/mL. Para C. neoformans, observamos 73,5% de
perda de viabilidade em 5 pg/mL e 96%, 96%, 90,8%, 100%, 100% e 99% em 10, 25, 50, 75,
100 e 125 pg/mL, respectivamente. Por outro lado, em meio sabouraud, a espécie C.
liquefaciens quando tratada em concentragdes de 0 a 50 de pg/mL Ag/AgCI-NPs, manteve a
viabilidade celular igual ao grupo controle, porém em 75, 100 e 125 pg/mL apresentou reducdes
de 100%, 79,3% e 97,7% na viabilidade celular em relacdo ao grupo controle, respectivamente.
Para C. gattii, tratamentos de 5, 10, 25, 50, 75, 100 e 125 pg/mL de Ag/AgCI-NPs apresentaram
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redugdes de 69%, 57,5%, 96,6%, 96,8%,97,9%, 100% e 100% na viabilidade celular em relagéo
ao grupo controle, respectivamente. J& para C. neoformans, tratamentos em sabouraud em
concentracdes de 0 a 25 de pg/mL Ag/AgCI-NPs, mantiveram a viabilidade celular igual ao
grupo controle, porém nas concentracdes de 50, 75, 100 e 125 pg/mL observamos reducées de
94,9%, 99,3%, 100% e 99,8% na viabilidade celular em relacdo ao grupo controle,

respectivamente.
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Figura 5: Andlise de viabilidade em Cryptococcus spp. As especies (a, b) C. liquefaciens, (c,
d) C. gattii e (e, f) C. neoformans foram tratadas com concentracdes de 0 a 125 ug/mL
Ag/AgCI-NPs e apds 48h tiveram sua viabilidade analisada pela técnica de UFC.

* P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001 (Anova Two-way).
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Figura 6. Imagem representativa do ensaio de viabilidade pela técnica de UFC. Em (a) C.
neoformoans apds tratamento de 5 dias em meio minimo na concentracdo de 5 pg/mL de
Ag/AgCI-NPs e em (b) Apos tratamento de 5 dias em meio sabouraud na concentragdo de 5
pg/mL de Ag/AgCI-NPs.

5.3 Contrastacédo com tinta Nanquim — Microscopia de Campo Claro

As leveduras foram contrastadas com coloracdo Nanquim, e posteriormente observadas
em microscopio optico de campo claro, possibilitando a visualizagdo da capsula das leveduras.
Observando as imagens, notamos que o tamanho da capsula se comportou de modo oposto apds
0s tratamentos em meio minimo e em meio Sabouraud. Em meio minimo, ao serem tratadas na
concentracdo de 1Cso de Ag/AgCI-NPs a especie C. gattii teve um aumento de 19,15% da sua
capsula, ja as espeécies C. liquefaciens e C. neformans tiverem uma reducdo de 28,07 e 28,43%,
respectivamente. De modo oposto, em meio Sabouraud observamos uma reducdo de 53,1% da
capsula de C. gattii, enquanto as espécies C. liquefaciens e C. neoformans apresentaram o

aumento de 19,78 e 19,55% da cdpsula polissacaridica, respectivamente.
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C. gattii - Controle Tratado

C. liquefaciens- Controle Tratado

-\
)

Tratado

Figura 7. Imagens representativas de células de Cryptococcus spp. em meio minimo
contrastadas com tinta nanquim. Imagens realizadas com objetiva de 100x, em Microscopio

oOptico de campo claro.

34



C. gattii - Controle Tratado

C. liquefaciens- Controle Tratado

C. neoformans - Controle Tratado

Figura 8. Imagens representativas de células de Cryptococcus spp. em meio Sabouraud
contrastadas com tinta nanquim. Imagens realizadas com objetiva de 100x, em Microscéopio

oOptico de campo claro.
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Espécies Controle (um) Tratado (um)

C. gattii 1,321 + 0,288 1,574 £ 0,682***
C. liquefaciens 1,297 + 0,418 0,933 £ 0,190***
C. neoformans 1,400 £ 0,585 1,002 + 0,249***

Tabela 2. Tabela contendo o tamanho da capsula apds os tratamentos em meio minimo.
Valores obtidos através da medicdo de pelo menos 100 células por grupo. Os simbolos *P<0,05

** P <0,01, e *** P <0,001 representam diferenca estatistica em relacdo ao controle.

Espécies Controle (upm) Tratado (um)

C. gattii 2,132+ 0,709 1,039 + 0,227***
C. liquefaciens 0,915 + 0,288 1,096 + 0,607*
C. neoformans 1,043 + 0,355 1,247 + 0,570**

Tabela 3. Tabela contendo o tamanho da cépsula apds os tratamentos em meio
Sabouraud. Valores obtidos através da medicdo de pelo menos 100 células por grupo. Os
simbolos *P<0,05 ** P <0,01, e *** P <0,001 representam diferenca estatistica em relacao ao

controle.

5.4 Microscopia Eletronica de Varredura

As leveduras em meio Sabouraud foram tratadas com Ag/AgCIl- NPs na concentragéo
de 1Cso de cada espécie, e apos 72 h foram analisadas por Microscopia Eletrénica de Varredura.
Através da andlise ultraestrutural utilizando MEV, foi possivel observar que as leveduras C.
liquefaciens e C. gattii exibiram céapsulas ramificadas, caracteristicas do género Cryptococcus.
Ja a espécie C. neoformans, exibiu uma cdpsula com tamanho menor que as demais espécies.
As ramificagcdes encontradas em Cryptococcus spp. eram compostas por fibras de diferentes

comprimentos, que interagiam com as fibras das demais leveduras que estavam proximas.
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Ao serem tratadas com as Ag/AgCI-NPs, foi possivel observar que além de
apresentarem uma reducdo do numero de células, as leveduras tratadas mostraram uma
tendéncia de perda da capsula polissacaridica que envolve a célula. A capsula polissacaridica
quando presente nas leveduras tratadas com Ag/AgCI-NPs, apresentaram-se em comprimento
e quantidade reduzidos.

Utilizando a difracdo de elétrons retroespalhados, foi possivel observar a localizacéo
das NPs nas culturas tratadas. Observamos auséncia de NPs na capsula polissacaridica nas trés
espécies estudadas neste trabalho. As NPs foram encontradas apenas na superficie das
leveduras. Além disso, apesar das leveduras estarem em contato fisico, as NPs ndo foram
encontradas em todas as leveduras das culturas tratadas.
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C. liguefaciens - Controle Tratado

Figura 9. Imagens representativas de C. liquefaciens em MEV. (a),(b) e (e) representam C.
liquefaciens na condigdo controle e (c), (d) e (f) representam C. liquefaciens apo6s 72 h de

tratamento com Ag/AgCI-NPs na contracao de ICso.
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Figura 10. Imagens representativas em MEV de C. liquefaciens tratadas com Ag/AgClI-

NP na concentracdo de ICso em 3 dias. Em (a) elétrons secundéarios, e em (b) elétrons
retroespalhados. Os pontos brilhantes representam as NPs observadas utilizando elétrons
retroespalhados.
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C. neoformans - Controle Tratado

(b)

= (d)

Figura 11. Imagens representativas em MEV de C. neoformans. Em (a) e (c) observamos
C. neoformans na condicéo controle e em (b) e (d) observamos C. neoformans tratadas com
Ag/AgCI-NP na concentracdo de ICso em 3 dias. Os pontos brilhantes representam as NPs

observadas utilizando elétrons retroespalhados.
5.5 Microscopia Eletronica de Transmissio

Apbs 72 h de tratamento das leveduras em meio Sabouraud com Ag/AgCI-NP na
concentracdo de ICso, 0bservamos através da microscopia eletronica de transmissdo uma grande

quantidade de aglomerados de NPs tanto no interior das leveduras como na parte exterior, fato

que pode ser responsavel por causar danos graves ou morte de células criptocdcicas.
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Figura 12. Imagens representativas em MET de C. liquefaciens apds 3 dias de tratamento
com Ag/AgCI-NPs.

6. Discussao

A prata (Ag+) vem sendo estudada durante muitas décadas, principalmente pelos seus
notaveis efeitos biocidas. Sabe-se que a prata e seus compostos possuem forte atividade
inibitoria, assim como um amplo espectro de atividades antimicrobianas para bactérias, fungos
e virus (SILVER, 2003; LOK et al., 2006; CHO et al., 2005). Em comparagdo com outros
metais, a prata apresenta maior toxicidade para micro-organismos, enquanto exibe menor
toxicidade para células de mamiferos (ZHAO e STEVENS, 1998). Atualmente, muitos
produtos do cotidiano utilizam as nanoparticulas de prata (AgNPs) devido a sua acdo
antimicrobiana. Dentre esses produtos, podem ser citados os refrigeradores, celulares, roupas,
curativos, cremes dentais e cosméticos (CHERNOUSOVA e EPPLE, 2013). Cabe destacar que
as nanoparticulas metalicas vém se mostrando uma alternativa promissora na area biomédica,
pois seu amplo espectro biocida vem como uma possivel solugdo para a resisténcia dos micro-
organismos aos ions metalicos e aos antibidticos (RAI et al., 2009).

Nanoparticulas a base de prata, como as de cloreto de prata (AgCI-NPs) e a de
prata/cloreto de prata (Ag/AgCI-NPs) sdo menos exploradas e necessitam de mais estudos, pois
possuem grande potencial biomédico por possuirem a prata como componente, compartilhando
dessa forma as caracteristicas antimicrobianas das AgNPs. Para a realizacdo deste trabalho
foram utilizadas nanoparticulas de Ag/AgCI-NPs de origem bioldgica, previamente descritas
pelo grupo (EUGENIO et al., 2016). O presente estudo investigou a resposta da interacao entre
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AQ/AgCI-NPs e leveduras do género Cryptococcus spp. Inicialmente, as Ag/AgCI-NPs
biossintetizadas pela levedura C. intermedia foram analisadas quanto a sua atividade
antiproliferativa contra as leveduras C. neoformans, C. gattii e C. liquefaciens (Figura 4). O
ensaio antiproliferativo nos revelou que os tratamentos com as Ag/AgCI-NPs foram dose-
dependentes, possuindo efeito inibitdrio significativo a partir de 1 pg/mL em meio minimo para
as trés espécies em 3 dias, a partir de 5 pug/mL em meio sabouraud para C. liquefaciens e C.
gattii, e a partir de 25 ug/mL para C. neoformans. Foi investigado se o tratamento com as
Ag/AgCI-NPs afetariam a viabilidade das culturas das leveduras (Figura 5). Os resultados
mostraram que em meio minimo todas as concentracfes de AgQ/AgCI-NPs afetaram
significativamente a viabilidade celular das trés espécies. J& em meio sabouraud, a viabilidade
foi afetada a partir de 75 pg/mL para C. liquefaciens, a partir de 5 pg/mL para C. gattii, e a
partir de 50 pg/mL para C. neoformans. Nossos resultados mostraram que C. neoformans foi
menos suscetivel ao tratamento com as Ag/AgCI-NPs. Semelhante aos nossos resultados,
estudos de RONAVARI et al., 2006 demonstraram que tratamentos com AgNPs para C.
neoformans, utilizando o método de UFC em concentracdes de 17,5; 70; 175; 350; e 1750
pug/mL por 24 h, resultaram em um efeito antiproliferativo dose-dependente; além disso, 0s
tratamentos com AgNP resultaram em completa perda de viabilidade, mesmo na menor
concentracdo testada. ISHIDA et al., 2013 demonstraram que as espécies C. gattii e C.
neoformans eram ligeiramente mais suscetiveis ao tratamento com AgNPs (MICs de 0,42-0,84
pug/mL) do que leveduras do género Candida spp. (MICs de 0,84-1,68 ug/mL). TANG et al.,
2018 apds um screening com concentragdes de 0 a 400 pg/mL de PLGA-NPs encontraram um
MIC de 10 pg/mL para C. neoformans. Em estudo de WANG et al., os MICs de nanoparticulas
peptidicas (CG3ResTAT) contra C. neoformans foram testados, variando de 1,0 a 8,1 mmol/L.
RONAVARI et al., 2017 avaliaram o efeito de AgNPs e AuNP contra os fungos dermatéfitos
C. neoformans, Microsporum gypseum, Candida spp. e Trichophyton spp; e os resultados
mostraram que AgNPs na concentracdo de 30 ug/mL inibiram cerca de 80% do crescimento
celular desses fungos, porém quando expostos a AuNPs apenas C. neoformans foi suscetivel.
A viabilidade celular para C. neoformans foi determinada usando o ensaio de UFC, e
tratamentos com 1 pg/mL de AgNPs ou AuNPs ja resultaram em uma perda significativa da
viabilidade celular, semelhante aos resultados do presente trabalho.

As leveduras foram cultivadas nas mesmas condicdes, e apds 5 dias de tratamento com
as Ag/AgCI-NPs na concentracdo de ICso foram analisadas em microscopia de campo claro
(figuras 7 e 8) e microscopia eletronica de varredura (figuras 9, 10 e 11); a fim de investigar
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mudancas estruturais em Cryptococcus spp. apés o tratamento com as NPs, incluindo possiveis
mudangas na cdpsula polissacaridica. A maioria dos estudos sobre a capsula foram realizados
em C. neoformans, devido ao potencial patogénico relativamente baixo de outras espécies do
género (ARAUJO et al., 2017). A cépsula de Cryptococcus spp. é considerada o fator mais
importante associado a viruléncia desse micro-organismo (OMEARA e ALSPAUGH, 2012).
Estudos sobre cepas ndo patogénicas sdo importantes, visto que estas podem emergir como
novos agentes causadores da doenca devido a aquisicdo da termotolerancia as temperaturas dos
mamiferos, o que pode ser facilitado pela problematica do aquecimento global. Além disso, 0s
patdégenos emergentes podem ndo ser sensiveis aos antifungicos disponiveis, potencializando a
ameagca de novas doencas fungicas (ARAUJO et al., 2017).

A técnica de contrastacdo com Nanquim é um método de facil visualizacdo da capsula
de leveduras do género Cryptococcus, que se tornam mais evidentes contra o fundo preto
proporcionado pela tinta. Ap6s contrastar as leveduras com coloracdo Nanquim e observar as
imagens em microscopia Optica de campo claro, notamos que o tamanho da céapsula se
comportou de modo oposto apOs 0s tratamentos em meio minimo e em meio Sabouraud. Em
meio minimo, ao serem tratadas na concentracéo de 1Cso de Ag/AgCI- NPs a espécie C. gattii
teve um aumento de 19,15% de sua capsula, ja as espécies C. liquefaciens e C. neformans
tiverem uma reducédo de 28,07 e 28,43%, respectivamente, COMO pode ser observado na tabela 2.
De modo oposto, em meio Sabouraud observamos uma aparente reducao da capsula de C. gattii
(53,1%), enquanto as espécies C. liquefaciens e C. neoformans apresentaram um aumento de
19,78 e 19,55% da capsula polissacaridica (tabela 3). Quando observadas por MEV, ambas as
células de levedura C. liquefaciens, e C. gattii apresentaram cépsulas ramificadas, mostrando
fibras polissacaridicas ramificadas com diferentes comprimentos. ARAUJO et al., 2017
descreveram as ramificacdes fibrilares como uma rede heterogénea semelhante a microgel;
assimétrica de alta complexidade estrutural, de forma que as fibras interagem umas com as
outras; tal interacdo pode ser observado na Figura 9f. Ja a espécie C. neoformans apresentou
uma cépsula polissacaridica de tamanho pequeno. De acordo com CASADEVALL et al., 2019
a relagdo entre o tamanho da capsula da cepa e a viruléncia, se houver, permanece incerta, pois
diferentes estudos produziram resultados conflitantes.

Ap0s o tratamento de 3 dias com as Ag/AgCI- NPs, observamos atraves de MEV uma
notavel reducdo do numero de células, além de uma tendéncia de perda da capsula
polissacaridica que envolve as células (figuras 9, 10 e 11). A capsula polissacaridica quando
presente nas leveduras tratadas com AgQ/AgCI-NPs, apresentaram-se em comprimento e
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quantidade reduzidos. Utilizando a difracdo de elétrons retroespalhados, foi possivel observar
a localizacdo das nanoparticulas nas culturas tratadas. Observamos auséncia de NPs na capsula
polissacaridica (Figura 11d) das trés espécies estudadas neste trabalho, e as NPs foram
encontradas apenas na superficie das leveduras. Além disso, apesar das leveduras estarem em
contato direto umas com as outras, as NPs ndo estavam presentes em todas as leveduras das
culturas tratadas (Figura 10b). ARAUJO et al., 2017 demonstraram semelhancas notaveis na
ultraestrutura e viruléncia da capsula, entre isolados de C. neoformans e C. liquefaciens, além
de encontrarem semelhancas na composicao e estrutura entre as moléculas de PS (capsular e
secretada). Em nosso trabalho encontramos semelhangas entre as espécies C. liquefaciens e C.
gattii, que apresentaram respostas similares quanto ao efeito antiproliferativo, resultando em
um ICsp muito préximo.

As imagens de MET mostram que as NPs conseguem chegar no interior das leveduras,
como pode ser observado na figura 12. Encontramos aglomerados de NPs tanto no interior,
como no exterior das leveduras, semelhante aos trabalhos encontrados na literatura. Em estudos
de VAZQUEZ-MUNOZ et al., 2014 ap6s tratar C. albicans com AgNPs foi encontrado
agregacdo de NPs fora das células fungicas, sugerindo a liberacdo de ions de prata que seriam
responsaveis por induzir a morte celular através do processo de reducao resultante da interacéo
dos componentes celulares com a prata ibnica. ZHANG et al., 2016 trataram C. neoformans
com Pd-AgNPs e observaram que a maioria das células tratadas parecia altamente deformadas
e era cercada por NPs aglomeradas, indicando danos graves ou morte de células criptocécicas
causadas por Pd-AgNPs. Além disso, foi observado alteracdes na estrutura da parede celular,
possuindo um arranjo frouxo e desordenado; e em algumas células foi evidente a separacdo da
parede celular da membrana interna e da capsula externa. ZHANG et al., 2016 observaram um
aumento pronunciado no nimero de vactolos e mitocondrias, além da redugéo da densidade do
ribossomo livre e do citoplasma, e sugeriram um desequilibrio na sintese e transporte de
proteinas, além de interrupcdo do metabolismo energético. WANG et al., 2009 também
observaram quebra da parede celular, alteracfes vacuolares e liberacdo do citoplasma em C.
neoformans, apos tratamento de 2 h com NPs peptiticas (CG3RsTAT). GUERRA et al., 2012
mostraram que tratamentos com antifangicos incluindo Fluconazol e Anfotericina B causaram
danos celulares em C. neoformans, incluindo um aumento no numero de vacuolos
citoplasmaticos, descolamento da membrana da parede celular, inchago mitocondrial, e ruptura
da parede celular. Em estudo de KASEMETS et al., 2019 a levedura Saccharomyces cerevisia
foi exposta a AgNPs e a analise de MET revelou a adsorcdo de grénulos densos de NPs na
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superficie das células e a sua localizagdo intracelular. Além disso, pequenas vesiculas foram
vistas nas células de leveduras expostas a AgNPs; de acordo com LI e KANE (2009) o aumento
de vacuolos é uma caracteristica de resposta celular das leveduras ao estresse idnico.

Em resumo, nossos resultados confirmam o excelente desempenho antifdngico in vitro
de Ag/AgCI-NPs produzidas biologicamente, uma vez que afetam viabilidade e proliferacéo
das espécies C. liquefaciens, C. gattii e C. neoformans, podendo no futuro serem exploradas
para novos tratamentos de infec¢des flngicas, necessitando dessa forma de mais estudos para
mostrar a citotoxicidade em células de mamiferos para garantir o seu uso seguro e compreender

0 mecanismo pelo qual as NPs conseguem interagir com Cryptococcus spp.

7. Conclusoes

Ag/AgCI-NPs produzidas biologicamente possuem forte efeito antifungico contra
Cryptococcus spp., possuindo resposta dose-dependente e sendo mais pronunciado em meio

minimo;

Em meio minimo a viabilidade foi afetada em todas as concentracfes de Ag/AgCI-NPs para
as trés espécies, ja em meio sabouraud, a viabilidade foi afetada a partir de 75 pg/mL para C.

liquefaciens, a partir de 5 pg/mL para C. gattii, e a partir de 50 pg/mL para C. neoformans.

A espécie mais sensivel ao tratamento foi C. liquefaciens e a menos sensivel foi C.

neoformans;

Em meio enriquecido, C. gattii exibiu uma capsula de maior espessura que as demais espécies;

As NPs marcaram intensamente algumas células, e ndo encontramos marcacdo de NPs na

capsula de nenhuma das espécies neste trabalho;

Além disso, essas NPs sdo capazes de chegar no interior das leveduras apesar da agregacao
encontrada, que pode estar associada com a liberacdo de ions de prata e, assim, induzindo a
morte celular através do processo de reducdo resultante da interacdo dos componentes

celulares com a prata ionica.
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