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YOSHIZAWA, Natalia de Sousa Botelho. Analise do potencial de viruléncia de
iIsolados de Cryptococcus gattii sensu lato. 2015. 58 f. Tese (Doutorado em
Microbiologia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2015.

RESUMO

A criptococose € uma doenga fungica que atinge mais de um milhdo de pessoas no
mundo todo, sendo os principais agentes causadores Cryptococus neoformans e
C.gattii, que estdo amplamente distribuidos pelos mais diversos ambientes. Esse
trabalho teve como objetivo analisar os fatores de viruléncia (produgcéo de capsula,
melanina, crescimento a 370C e produgdo de enzimas), determinar o perfil de
sensibilidade a anfotericina B e a nanoparticulas de prata biolégicas de isolados
ambientais e clinicos de Cryptococcus gattii. Além disso, também foi realizada
infeccdo experimental em camundongos BALB/c e analises histolégicas dos érgéos
infectados. Todos isolados apresentaram capsula, apenas dois ndao apresentaram
producdo de melanina. Todos isolados cresceram a 370C, porém, nenhum isolado
estudado apresentou elevada producdo das enzimas analisadas (proteases e
fosfolipases). A concentragdo inibitoria de anfotericina B variou de 0,25 a 8 ug/mL,
sendo um isolado de origem ambiental classificado como resistente a este
antifungico (CIM > 16 ug/mL). As CIMs das nanoparticulas de prata variaram de 0,39
a 200 uM . Para a infecgao experimental foi utilizada a via nasal para inoculacao das
leveduras nos camundongos. Os animais infectados apresentaram sintomas como
pelo ericado, dificuldade em abrir os olhos, movimentos repetitivos de cogcar e andar
em circulos, indicando alteragcdes no sistema nervoso central. Durante o periodo de
observacgéao (60 dias) 12,8% dos animais foram a ébito. Em conclusao, os diferentes
isolados de C. gattii, independente da origem, expressam fatores de viruléncia e sao
capazes de desenvolver infecgdo em camundongo imunocompetente. Outras
analises devem ser conduzidas para esclarecer os mecanismos envolvidos na
patogénese de C. gattii e dessa forma desenvolver novas estratégias de controle da
criptococose.

Palavras-chave: Cryptococcus gattii. Viruléncia. Infecgdo experimental.



YOSHIZAWA, Natalia de Sousa Botelho. Analysis of the virulence potential of
Cryptococcus gattii sensu lato isolates. 2015. 58 p. Thesis (Doctoral degree in
Microbiology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2015.

ABSTRACT

Cryptococosis is a fungal disease that afflicts more than one million people in the
world. Its etiological agents are Cryptococcus neoformans and C.gattii, which are
widely distributed over diverse environment. The aim of this study was to analyze
virulence factors (capsule and melanin production, growth at 370C, enzyme
production) of environmental and clinical samples of C.gattii, and their susceptibility
to Amphotericin B and to silver nanoparticles. Besides that, we performed an
experimental infection in Balb/c mice and histological analyzes of infected organs. All
isolates presented capsule and only 2 did not presented melanin pigment. All
samples grew at 370C, but there was no significant proteases or phospholipases
production. Minimum inhibitory concentration (MIC) of Amphotericin B varied from
0.25 to 8.0 uyg/mL and one isolate presented resistance to this substance. Silver
nanoparticles MIC varied from 0.39 a 200 uM. Mice were infected through the nose.
Mice infected with C.gattii isolates presented symptoms as rough fur, difficult in open
their eyes, repetitive movements of scratching and walking in circles. These
symptoms are related to anomalies at the Central Nervous System. Some mice
(12.8%) died during 60 days of observation. In conclusion, regardless of their origins
(environmental or clinical), C.gattii isolates express virulence factors and are capable
to induce infection in healthy mice. More analyses must be conducted to clarify the
mechanisms involved in the pathogenesis of C.gattii and develop new strategies to
control criptococosis.

Keywords: Cryptococcus gattii. Virulence. Experimental infection.
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1. INTRODUCAO

A criptococose € uma doenca fungica que atinge mais de um milhdo de
pessoas no mundo todo, causando aproximadamente 625.000 mortes/ano. A
mortalidade por criptococose é estimada em 10% nos paises desenvolvidos chegando
a 43% nos paises em desenvolvimento, em um tempo médio de sobrevida de 14 dias.
Os principais agentes etioldgicos sdo Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii,
que estdo amplamente distribuidos pelos mais diversos ambientes (Antinori, 2013;
Cogliati, 2013; Pappas, 2013).

C. neoformans e C. gattii possuem ciclos de vida saproéfitos (no ambiente, no
solo, arvores...) e parasitarios (hospedeiros humanos e animais). Esses fungos
produzem propagulos (esporos ou as proéprias leveduras secas) que se espalham no
ambiente e entram no hospedeiro através do sistema respiratério. A partir dai, se
propagam pelo interior do organismo. C neoformans atinge preferencialmente o
sistema nervoso central, causando meningoencefalite, muitas vezes fatal (Bahn, Jung,
2013).

Cryptococcus spp. apresentam diversos fatores de viruléncia, como a cépsula
polissacaridica (Omeara, 2012), capacidade de produzir melanina (Liu, 2009),
habilidade para crescer a 37°C, e expressdo de enzimas, como fosfolipase e urease
(Vecchiarelli, 2013).

O modelo animal é uma ferramenta extremamente importante, ja que permite
estudar a patogénese, a resposta imunolégica e o avanco terapéutico, o que ndo pode
ser realizado em humanos. Os mais utilizados sdo modelos murinos (ratos e
camundongos) e possuem numerosas vantagens, como a disponibilidade de
reagentes imunoldgicos, animais geneticamente definidos, facilidade de manipulacéo e
custo relativamente baixo. Dessa forma, sdo necessarios nos primeiros estagios do
desenvolvimento de substancias antifungicas (Clemons, Stevens, 2012).

Existem diversos relatos na literatura sobre infeccdo experimental em
camundongos com isolados de C. neoformans e C. gattii, com o principal objetivo de
diferenciar o0s processos infecciosos entre as duas espécies. Varios autores
concordam que a viruléncia de C. gattii em infeccbes experimentais € relativamente
maior do que C. neoformans. Porém hé discordancia com relacdo ao desenvolvimento
da infeccdo e os 6rgdos afetados. Thompson e colaboradores (2012) realizaram a
inoculacédo intracraniana de C. neoformans e C. gatti, observando que o0s
camundongos infectados com C. gattii morreram mais rapidamente. As analises

histopatol6gicas mostraram grande quantidade de leveduras no cérebro dos animais, e
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maiores danos teciduais nos que foram infectados com C. gattii. Ja no trabalho
descrito por Okubo e colaboradores (2013b), onde a via de infec¢éo foi a respiratoria,
0s 6rgdos mais lesados pelas amostras de C. gattii foram os pulmdes. Assim como no
trabalho realizado por Ngamskulrungroj e colaboradores (2012), usando a via
intraperitoneal. Os autores ainda sugerem que C. gattii possui algum mecanismo
desconhecido para evadir do reconhecimento dos macréfagos, o que contribui para
sua viruléncia.

A criptococose vem sendo alvo de estudos por todo o mundo. Interessante
notar que tanto isolados clinicos quanto ambientais apresentam potencial virulento
(Hagen, 2015), dessa forma, o conhecimento sobre formas de contagio e patogenia
sdo importantes para evitar a propagacgéo da doenca.

C. neoformans e C. gattii apresentam um mecanismo adaptativo de tolerancia
aos antifungicos, sendo naturalmente resistentes aos azois (Sionov, 2013). Dessa
forma, o tratamento recomendado para doenga pulmonar severa, doenca do sistema
nervoso central ou criptococemia é Anfotericina B e 5p-fluocitosina. Mesmo sendo o
antifingico de escolha, o uso de Anfotericina B é complicado, devido aos efeitos
adversos e nefrotoxicidade, que podem aumentar a mortalidade. Assim, em casos
menos severos, podem ser usados fluconazol, em associagdo com itraconazol e
posaconazol (Smith, 2014; Antinori, 2013; Bajwa; Kulshrestha, 2013).

O diagnostico diferencial € importante tanto para a epidemiologia da doenca
guanto para melhorar as condi¢des de tratamento dos pacientes. Além dos testes
bioquimicos e moleculares, a analise dos tecidos infectados por técnicas
histopatolégicas é essencial para que possam ser obtidos mais detalhes sobre a
interacdo entre as leveduras e as células do hospedeiro. E, dessa forma, conhecer
melhor o desenvolvimento da doenca e sugerir novas formas de tratamento (Okubo,
2013a).

Em uma publicacdo recente, Hagen e colaboradores (2015) utilizando analises
filogenéticas, propuseram uma nova classificacdo do complexo C. neoformans/C.
gattii, reconhecendo C. neoformans var.grubii e C. neoformans var. neoformans como
duas espécies distintas e ainda cinco novas espécies além de C. gattii. De acordo com
0s autores, as novas espécies diferem com relacdo a patogenicidade, prevaléncia e
caracteristicas bioquimicas e fisiologicas. Dessa forma, sdo necesséarios mais estudos
para se caracterizar de forma adequada essas diferentes espécies.

No presente trabalho, analisamos C.gattii isolados do meio ambiente e
provenientes de pacientes com criptococose. Realizamos testes para caracterizar o
potencial virulento dessas leveduras, como producdo de melanina e cpsula, sua

sensibilidade frente a Anfotericina B e nanoparticulas de prata. Além disso, através de
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infeccdo experimental em camundongos, comparamos 0 desenvolvimento da

criptococose causada por C. neoformans e C. gattii.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Analisar o potencial virulento de isolados clinicos e ambientais de Cryptococcus

gattii sensu lato

2.2. Objetivos especificos
Analisar fatores de viruléncia como: producdo de cipsula e melanina, producéo

de enzimas hidroliticas e crescimento a 37°C;

Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) dos isolados clinicos e
ambientais frente ao antifiingico Anfotericina B e Nanoparticulas de prata;

Realizar infeccdo experimental em camundongos pela via intraperitoneal, de
forma a observar a progressao da doenca e os sintomas relacionados a criptococose

Analisar altera¢@es histoldgicas dos 6rgaos afetados.

16



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. 0 género Cryptococcus

As leveduras deste género apresentam formas globosas ou ovais, medindo
cerca de 3 a 8 um de didmetro, com brotamento Unico ou multiplo, de colo estreito, e
envolvidas por uma capsula mucopolissacaridica (Figura 1A). Em meio de cultura
Sabouraud Dextrose, apresenta-se como colbnia de cor branca a creme, brilhante, de
textura mucoide, margem lisa e inteira, crescendo a temperatura de 25 a 37°C
(Consenso em Criptococose, 2008) (Figura 1B). As espécies consideradas como
patégenos humanos sdo C. neoformans e C. gattii, que correspondem a forma
assexuada de basidiomicetos zoopatégenos.

Devido a ocorréncia de vérios casos, de acordo com o Consenso em
criptococose (2008), passaram a ser considerados como patégenos emergentes em
pacientes imunocomprometidos as seguintes espécies: Cryptococcus laurentii,
Cryptococcus albidus, Cryptococcus humicola e Cryptococcus curvatus. As
manifestacdes clinicas variam de lesdes cutaneas a fungemia. Estas infec¢des sdo,

em muitas vezes, hospitalares e associadas ao uso de cateter venoso e neutropenia.

A

Figura 1: Caracteristicas morfolégicas de Cryptococcus spp. A: Prepara¢cdo de C. neoformans
com tinta nanquim, evidenciando a presenca de capsula (Duin, 2004). B: Colénias de C.

neoformans em meio Sabouraud (Nasser, 2011).

C. neoformans foi descrito pela primeira vez em 1894, por Otto Busse, que
isolou 0 microrganismo a partir de uma paciente com lesao na tibia.

Essa levedura pode ser encontrada em todo mundo, em diversos locais, como
solo, &rvores, animais e, principalmente em fezes de aves em ambientes urbanos.
Cerca de 80% das criancas que residem em cidades ja entraram em contato com C.

neoformans e ndo apresentaram nenhuma manifestagéo clinica (Coelho, 2014).
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No passado, C. gattii era considerado um subtipo de C. neoformans, porém as
duas espécies foram separadas baseando-se em diferengas como distribuicdo
geografica, nichos ecoldgicos, epidemiologia, patofisiologia, sintomas clinicos e
caracteristicas moleculares. Com a utilizagdo de técnicas modernas de biologia
molecular, a taxonomia e filogenia de C. gattii vém se modificando ao longo dos anos.
Muitos fatores de viruléncia sdo comuns entre C. gattii e C.neoformans, porém, alguns
estudos revelaram que, apesar de terem o0 genoma semelhante, possuem
transcriptomas diversos e apresentam fenoétipos de viruléncia diferentes. C. gattii VGII,
por exemplo, causa doenga pulmonar severa, enquanto C. neoformans se dissemina
pelo SNC (Chen, 2014).

A espécie C. neoformans é classificada em duas variantes, C. neoformans var.
grubii (sorotipo A) e C.neoformans var. neoformans (sorotipo D), que podem se
recombinar formando a variedade hibrida AD. C. gattii é classificada em 2 sorotipos, B
e C. A maioria das infec¢gbes (95%) € causada por microrganismos mais virulentos,
pertencentes ao sorotipo A. O sorotipo D é considerado menos virulento, e em
algumas areas do continente africano 20% dos isolados sao classificados como esse
sorotipo (Feretzaki, 2014; Park, 2014).

Hagen colaboradores (2015) questionaram esse modelo anterior de
classificagdo das leveduras em um complexo C.neoformans/C.gattii, baseados nas
diferencas genotipicas e fenotipicas dos subtipos (ou espécies) pertencentes a esse
complexo. Os autores reorganizaram o complexo em sete espécies, sendo cinco delas
pertencentes ao antigo grupo de C. gattii. A Tabela 1 expde a nova nomenclatura e
algumas caracteristicas das novas espécies.

C. neoformans é altamente incidente em paises europeus e na América do
Norte, enquanto que C. gatti tem maior prevaléncia em regibes tropicais e
subtropicais. No ambiente, essas leveduras podem ser encontradas no solo,
juntamente com plantas e fezes de passaros em decomposicao. No Brasil, ja foram
isoladas amostras tanto de areas rurais quanto urbanas, inclusive do interior de
bibliotecas (Teodoro, 2013; Leite, 2012).

No Brasil, alguns estudos descreveram o isolamento de Cryptococcus spp. em
amostras ambientais, tais como de excretas de aves (Silva; Capuano, 2008, Machado,
1993). Takahara e colaboradores (2013) encontraram uma positividade de 17% em
amostras recolhidas do solo de residéncias e 25% em amostras provenientes de
igrejas. De acordo com Bulmer (1990) um dos problemas é a longa viabilidade,
aproximadamente 2 anos, de C. neoformans em excretas secos de aves.

Além de igrejas e residéncias, as pragas, muito comuns em todas as cidades

brasileiras, também se tornaram um ambiente propicio & presenca de Cryptococcus
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sp. Reolon e colaboradores (2004) analisaram 88 amostras ambientais de pracas na

cidade de Porto Alegre, e obtiveram 100% de positividade para a presenca de

Cryptococcus sp. Em Cuiab4, Takahara e colaboradores (2013) também isolaram

Cryptococcus sp, mostrando que essa espécie se adaptou aos diferentes ambientes e

climas do nosso pais.

Tabela 1: Nova nomenclatura proposta por Hagen e colaboradores (2015).

Nomenclatura atual

PCR-fingerprinting/

Nova nomenclatura proposta por Hagen

(2015)
RFLP-genotype®
(Meyer, 2003)
Cryptococcus neoformans var. VNI Cryptococcus neoformans
grubii®
VNII
Cryptococcus neoformans var. VNIV Cryptococcus deneoformans
neoformansb
Cryptococcus neoformans VNIII Cryptococcus neoformans X Cryptococcus
intervariety hybrid
deneoformans hybrid
Cryptococcus gattii© VGl Cryptococcus gattii
VGl Cryptococcus bacillisporus
VGll Cryptococcus deuterogattii
VGIV Cryptococcus tetragattii
VGIV'/VGIIIcE Cryptococcus decagattii

®Apresentado por Franzot e cols. (1999) para isolados tipo A.

b Apresentado por Franzot e cols. (1999) para isolados tipo D.

“ Apresentado por Kwon-Chung e cols. (2002) para elevar C. neoformans var. gattii ao nivel de espécie.

9 Descrito por Bovers e cols. (2006).

¢ Nomenclatura baseada em PCR-fingerprinting e RFLP-genotipagem, apresentada por Meyer et al.

(2003).

Trilles e cols. (2014) baseado em URA5-RFLP.
& Springer e cols. (2014) baseado em MLST.
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3.1.1 Cryptococcus gattii

C. gattii foi isolado pela primeira vez de uma planta, Eucalyptus camaldulensis,
na Australia e desde entdo tem sido de outras espécies de plantas em diferentes
paises (Teodoro, 2013). Até o surto ocorrido em Vancouver, Canada a partir de 1999,
C. gattii era encontrado exclusivamente em ambientes de clima tropical e subtropical.
Esse surto resultou em 200 casos e 8 mortes até 2006.

A criptococose por C. gattii ja foi registrada no Peru, Colédmbia, Argentina,
Venezuela, Brasil, Australia, Nova Guiné, paises da Africa Central, sudeste da Asia,
México e algumas regides dos Estados Unidos (Figura 2). No Brasil, existem registros
de criptococose por C. gattii do sistema nervoso central em adultos jovens e criancas
das regibes norte e nordeste, com letalidade de 35 a 40%, sendo considerada
endémica em regides da Amazonia (Hagan, 2014; Nascimento, 2014; Marques, 2012;
Chaturvedi Chaturvedi, 2011; Consenso em Criptococose, 2008).

{ o &
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. &\ <(;5'\, 2 & *°° o
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@ serotype C > vain genotypo
OBom sorotypes @Vctvgmotwo
B C. gattii (serotypo B)-C. neoformans hybrid OAN genotypes

Figura 2: Distribuicdo global de C.gattii, de acordo com CDC, Janeiro de 2010. (Springer,
Chatuverdi, 2010).

Além dos casos em humanos, o nimero de animais domésticos infectados por
C. gattii aumentou significativamente apés o primeiro relato de criptococose (Gullo,
2013; Cheng, 2009). Um laboratério veterindrio em Columbia Britanica relatou 313

casos de animais infectados por C. gattii, principalmente cées e gatos, mas também

20



cavalos, furbes e passaros, no periodo de 2004 a 2006 e 218 casos humanos de 1997
a 2007 (Lester, 2001). De acordo com Hagen (2013) foram contabilizadas 19 mortes
de seres humanos até a data de seu estudo devido a infec¢édo por C. gattii na ilha de
Vancouver. A partir desse evento, médicos e pesquisadores do mundo todo passaram
a estudar formas de diagnéstico diferenciado para C. gattii e a desenvolver novos

esquemas de tratamento.

3.1.2. Fatores de viruléncia

As duas espécies de Cryptococcus descritas neste trabalho possuem diversos
fatores de viruléncia que permitem a invasdo, sua sobrevivéncia e replicacdo no
organismo hospedeiro. Alguns estudos apontam que essa viruléncia originou-se
inicialmente a partir da pressao seletiva do ambiente, ja que ambas as espécies sédo
saprofitos ambientais, sendo o ser humano um hospedeiro acidental e ndo seu nicho
ecoldgico primério (Casadevall, 2013). Os principais fatores sao:
- a) Capsula: a capsula presente nas células de C. neoformans é composta por
polissacarideos complexos, transportados por meio de vesiculas e, por ligacdes nao
covalentes, aderem-se a superficie celular, formando longos polimeros. A figura 3A
mostra uma representacdo esquematica da capsula, proposta por Frases e
colaboradores (2009). Andlises bioquimicas mostraram que a capsula é composta
principalmente por glucuronoxilomanana e glucuronoxilomananogalactana (Fonseca,
2010). De acordo com os autores, na por¢cao mais radial, a capsula apresenta uma
formacdao difusa (Fig.3B), que interage com a tinta nanquim, levando a visualizagdo de
bordas ndo definidas (Fig. 3C) no microscopio 6ptico. A principal funcdo dessa
estrutura est4 relacionada a sobrevivéncia no ambiente, protegendo contra
dessecacdo. Durante o processo infeccioso, a cépsula evita a fagocitose pelos
macrofagos. Além disso, a presenca da capsula € essencial para a formacdo de
biofilme, pois contribui na adesdo da levedura sobre as mais diversas superficies

(Vecchiarelli, 2013).
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Figura 3: A: Representagdo esquematica da estrutura capsular de Cryptococcus neoformans.
Nesse modelo posposto por Fases e colaboradores (2009), a capsula divide-se em 3 zonas,
formadas por fibras polissacarideas glucuronoxilomananas e glucuronoxilomananogalactanas.
As fibras se ligam a parede celular por interagbes ndo covalentes. Para explicar porque a
densidade capsular diminui de acordo com o raio da célula, os autores prop8e a existéncia de 2
populacdes diferentes de moléculas GMX: as maiores, que percorrem toda a extensdo da
cépsula e moléculas menores que se ligam a essas maiores e sdo mais frequentes e proximas
a parede celular, contribuindo para a maior densidade dessa regido, denominada no esquema
como regido |. B: Microscopia eletrdnica de uma célula de C. neoformans, onde as zonas | e Il
da capsula séo evidenciadas pela densidade das fibrilas. C: C. neoformans em tinta nanquim.
De acordo com o modelo proposto em A, a zona Il termina em contato com o corante. Existe

uma regido mais difusa, no final da capsula, que representa a zona lll (Frases, 2009).

- b) Capacidade de crescimento a 37°C: a habilidade de crescimento a 35-37°C esta

diretamente relacionada ao potencial de disseminacdo do fungo no organismo do
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hospedeiro. No género Cryptococcus, varias espécies produzem fatores de viruléncia,
como cépsula e melanina, porém apenas as espécies C. neoformans e C. gattii séo
capazes de sobreviver e proliferar em temperaturas acima de 30°C (Glazier, Panepino,
2014).

- ¢) Producdo de melanina: A producdo de melanina que se deposita na parede do
fungo ocorre a partir de substratos contendo dopamina e da acdo de enzimas
catalisadoras como a fenoloxidase. O cérebro é rico em substratos para a fenoloxidase
tais como a dopamina e essa poderia ser a razdo da propensao destes organismos em
infectarem o sistema nervoso (Consenso em Criptococose, 2008). C. neoformans
produtores de melanina sdo mais invasivos e sobrevivem ao sistema imunoldgico,
resistindo a fagocitose. Experimentos in vitro mostraram que a melanina também
interfere na acéo e eficacia de agentes antifingicos. O pigmento, de carga negativa,
neutraliza a atividade de neutréfilos e peptideos catibnicos, além de se ligar
avidamente a anfotericina B e caspofungina. A producdo de melanina pode ser
evidenciada a partir de semeadura em meio Agar Niger (Figura 4), que contém
tirosina e acido clorogénico como substratos para acdo da enzima fenoloxidase

(Gomes, 2010; Liu, Nizet, 2009).

Figura 4: Pigmento castanho produzido em meio Agar Niger, devido a atividade de

fenoloxidase de isolados de Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii (Gomes, 2010).

- d) Switching fenotipico: o termo switching fenotipico refere-se a um mecanismo
adaptativo caracterizado por mudancas estruturais da capsula e parede celular. A
modificacdo para uma forma mais mucoide esta associada a maior viruléncia em C.
neoformans (Figura 5). Também ja foi relatado o switching fenotipico reversivel em C.
gattii. Logo apés a infeccdo, a forma mucoide é a mais predominante, entretanto,
rapidamente ocorre uma modificacdo para a forma lisa, caracterizada por diminuicédo

do polissacarideo capsular, o que facilita a passagem pela barreira hematoencefalica e
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disseminacdo no cérebro (Dixit, 2009). As colbnias podem se apresentar
morfologicamente como (Figura 5): tipo W (wrinkled), tipo S (smooth) e tipo C
(serrated). Camundongos infectados com o tipo W morreram mais rapidamente, e a
resposta inflamatéria em ratos infectados foi na ordem de C>S>W, indo de uma
intensa inflamag&o granulomatosa com necrose caseosa, quando presente o tipo C

até uma inflamacao minima, quando presente o tipo W (Goldman, 1998).

Figura 5: Tipos de coldnias obtidas a partir do isolado SB4 de Cryptococcus neoformans. A:
colénias tipo W (wrinkled). B: colbnias tipo S (smooth) revertentes das colbnias tipo C
(serrated). C: col6nias do tipo W revertentes das colbnias tipo C (aumento de 4x), (Goldman,
1998).

- e) Producdo de enzimas: alguns estudos mostraram que C. neoformans e C. gattii
secretam proteases e urease que alteram a integridade da barreira hematoencefalica,
facilitando a invasdo do sistema nervosa central (Feder, 2015; Xu, 2014; Pessoa,
2012).

Fosfolipases sdo enzimas que degradam glicerofosfolipideos, resultando em
desestabilizacdo das membranas e lise celular. Estudos ultraestruturais mostraram
que as fosfolipases desempenham papel tanto extracelular (degradando tecidos) e
intracelular (rompendo compartimentos intracelulares de células fagociticas, onde as

leveduras sao internalizadas) (Cox, 2001; Chen, 1997).

- f) Biofilme (Figura 6): biofilmes flngicos sdo formados por comunidades microbianas
associadas a uma matriz extracelular e seu desenvolvimento é controlado por
moléculas de sinalizacdo. Essas estruturas estdo associadas a infec¢gdes com alto
indice de resisténcia aos medicamentos e alta mortalidade (Cordeiro, 2013). Martinez
e Casadevall (2006) avaliaram a acdo de anfotericina B, caspofungina, voriconazol e
fluconazol e relataram que as células fangicas planctdnicas eram mais sensiveis do
gue o biofilme a todos os medicamentos. Biofilmes formados por Cryptococcus sp. ja
foram encontrados colonizando equipamentos médicos e em casos de criptococose

humana (Robertson, Casadevall, 2009).
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Figura 6: Microscopia oOptica de biofilme in vitro de Cryptococcus neoformans. A: fase de
adeséo (2h). Nessa fase, o biofilme é composto de células sem brotamento ou crescimento em
uma camada Unica; B: Fase intermediaria (8h). ApGs a adeséo, as células comegam a formar
microcolénias de células unidas. C e D: fase de maturacdo (24 a 48h), forma-se uma densa
rede de células ligadas a uma matriz polimérica extracelular. Nesta fase, o biofilme consiste em

vérias camadas de células (Martinez, Casadevall, 2006).

3.2. Criptococose
Em 1970, a criptococose foi descrita como “o gigante adormecido” entre as

micoses sistémicas. Oito anos depois, cientistas concluiram que essa micose nao
estaria “adormecida” e seria, na verdade, o “gigante acordado”, gragas a sua alta
mortalidade e morbidade. Desde 1987, permanece como a micose sistémica com
maiores taxas de mortalidade (Negroni, 2012).

Ocorrem aproximadamente 1 milhdo de casos de criptococose pelo mundo,
sendo estimadas 650 mil mortes anualmente. E considerada a infeccdo fungica
sistémica mais comum e a terceira complicacdo mais frequente em pacientes com
AIDS (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida). A maioria das pessoas afetadas pela
doenca é soropositiva, em estado avancado de imunodeficiéncia, mas ha um nimero
cada vez maior de criptococose entre pacientes transplantados (ou que recebem
imunossupressores), pacientes com imunodeficiéncia inata ou até mesmo pessoas

imunologicamente saudaveis (Marukitira, 2014; Cogliati, 213; Pappas, 2013). De fato,
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existem cada vez mais relatos de criptococose em pacientes imunocompetentes
(Bothra, 2014; Goldman, 2010). Brizendine e colaboradores (2013) em uma anélise
dos pacientes diagnosticados com criptococose entre 1996 e 2010 relataram que
dentre esses, 36% eram soropositivos, 28% eram transplantados e 36% eram

considerados imunologicamente saudaveis.

3.2.1. Sintomas e diagnéstico

Cryptococcus sp. encontra-se distribuido por todo o mundo e existe em altas
concentracdes nas fezes secas de passaros, principalmente pombos e galinhas.
Porém, a infec¢@o pode ocorrer, mesmo sem haver o contato direto com as aves. A
infeccdo por Cryptococcus sp. inicia-se usualmente pela inalacdo dos esporos
presentes no ambiente. Os esporos depositados nos alvéolos ativam a resposta
imunologica levando a uma infeccdo assintomatica e a formagdo de granulomas
pulmonares ou nos linfonodos (Coelho, 2014; Patel, 2013, Warkentien, Crum-
Cianflone, 2010).

Em individuos imunocomprometidos, o fungo se espalha a partir dos pulmdes
para o sistema nervoso central (SNC), causando meningoencefalite, que pode ser fatal
(Figura 7). A passagem pela barreira hematoencefalica provavelmente ocorre por
transcitose, ou seja, penetracdo transcelular através de células endoteliais
microvasculares, sendo essa uma das possiveis funcfes da capsula. Alguns estudos
mostraram que a severidade da infeccdo esta relacionada a falta de resposta imune do
hospedeiro, resultando em baixos niveis de citocinas pro-inflamatérias que sao
cruciais para controlar a dispersdo do fungo pelo organismo (Srikanta, 2014; Dixit,
2009).

51
Time:1(

Figura 7: Leséo cerebral devido a infec¢do por Cryptococcus gattii (Goldman, 2010).

As manifestagfes clinicas mais comuns da criptococose envolvem os pulmdes

e 0 SNC, porém a infeccdo pode comprometer também outros érgédos. O local da
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infeccdo varia de acordo com o sorotipo de Cryptococcus spp. € a imunocompeténcia
do hospedeiro. Os sintomas pulmonares sdo pneumonia aguda ou granulomas néo
calcificados. Alguns pacientes podem desenvolver tosse persistente ou dispnéia,
devido a pneumonia crénica (Warkentien, Crum-Cianflone, 2010).

Pacientes imunologicamente saudaveis tendem a apresentar achados mais
localizados, como granulomas com infiltragdo de mondcitos. Os individuos
imunossuprimidos tém propensdo a desenvolver uma infeccdo multifocal ou difusa,
com auséncia de inflamacdo mononuclear ou granulomas (Pappas, 2013).

Sintomas oculares (edemas, perda parcial ou total da viséo, paralisia do nervo
ocular) sdo detectados em mais de um terco dos pacientes com criptococose do SNC.
Infecc@o cuténea é rara, e aparece como um tubérculo, nédulo ou abscesso no local
da penetragdo do fungo (quando a infeccdo se inicia por um trauma na pele), como
mostrado na Figura 8. Lesdes na pele sédo observadas em 6% dos pacientes com

AIDS e criptococose disseminada (Negroni, 2012).

Figura 8: Lesdes de pele em paciente com HIV e criptococose disseminada (Negroni, 2012).

Colombo e colaboradores (2012) analisaram 4824 autopsias, realizadas entre
2000 e 2009, em Sao José do Rio Preto, SP. Criptococose foi a infecgédo fungica mais
prevalente entre as causas de morte relatadas, sendo o pulm&o a regido anatdbmica
mais afetada.

O diagndstico é feito a partir de uma variedade de materiais biol6égicos, como
liquor, urina, lavado broncoalveolar, raspados de lesGes cutaneas ou fragmentos de
tecidos. O exame direto com tinta da China evidencia a capsula, confirmando a
infeccdo por C. neoformans. O isolamento da levedura em cultura é feito em meios
isentos de ciclo-heximida, incubados a 30-32°C. A identificacdo é feita mediante
provas morfologicas, producdo de urease e fenoloxidase em meios diferenciais (L-
dopa, sementes de girassol ou alpiste), assimilacdo de fontes de carbono e de
nitrogénio (Lester, 2011; Pedroso, Candido, 2006).
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O meio canavanina-glicina-azul de bromotimol (Agar CGB) pode ser usado para
diferenciar entre C. neoformans e C. gattii de forma eficaz, para fins epidemiolégicos e
especificidade de tratamento, como mostrado na figura 9 (Lester, 2011; Gomes, 2010).
A cor azul é resultado de mudanca para o pH alcalino, quando a creatina é degradada

em amoOnia, 0 que ocorre somente na presenca de C. gattii.

Figura 9: Crescimento de Cryptococcus gatti em meio CGB (canavanina-glicina-azul de
bromotimol). A degradacdo enzimatica de creatina em aménia promove a alteracdo de cor do

meio de cultura de amarelo para azul, indicando uma reacdo positiva para esta espécie.

O diagnastico laboratorial de criptococose € feito, na maioria das vezes, a partir
do teste de aglutinacdo em latex por antigenos capsulares. Esse teste apresenta 90%
de sensibilidade e especificidade para o diagnéstico de meningite criptocécica. O
antigeno-teste pode ser obtido tanto do fluido cérebro-espinhal quanto do soro
(Badiee, Hashemizadeh, 2014; Warkentien, Crum-Cianflone, 2010).

A identificacdo da criptococose por ensaios histopatolégicos é baseada na
micromorfologia e nas caracteristicas das células de Cryptococcus spp. Podem ser
usados diversos corantes, como hematoxilina-eosina ou prata de Grocott. Existem
também algumas técnicas especiais, como método mucicarmina de Mayer, que cora a
capsula, e o procedimento Fontana-Masson, que evidencia a melanina presente no
fungo (Gazzoni, 2010).

C. gattii é considerado mais virulento do que C. neoformans, causando lesdes
multiplas nos pulmdes e cérebro dos pacientes. Meningoencefalite causada por C.
gattii responde devagar a terapia padrdo, dessa forma, a diferenciacdo entre os dois
microrganismos deve ser feita de forma cuidadosa, para potencializar o tratamento
(Chaturvedi, Chaturvedi, 2011).

A resposta protetora contra C. neoformans € a do tipo Th1l, mediada por células
CD4, NK e T helper, além de TNF-a e citocinas IL-12, IFN-y. Os neutrofilos

desempenham atividade fungicida pela oxidacdo direta das células criptocécicas ou
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pela producdo de peptideos antimicrobianos, como defensinas (Okubo, 2013b;
Nogueira, 2012).

Um perfil de produgéo de citocinas Th1-Th17 esti associado com aumento da
atividade fagocitica e inibicdo da proliferacdo de Cryptococcus spp., enquanto que
uma resposta Th2 esta associada com diminuicdo do controle da infeccdo pelo
hospedeiro. Entretanto, uma resposta Thl exagerada pode levar a inflamagé&o intensa
e danos no organismo (Antachopoulos; Walsh, 2012).

Ja foi mostrado que C. neoformans ativa uma via alternativa do sistema
complemento, enquanto que a via classica desempenha papel importante no controle
da infecgcéo por C. gattii. A capsula, muito evidente em C. neoformans bloqueia a via
classica, que ocorre na parede celular das cepas ndo capsuladas. Também na capsula
de C. neoformans ocorre a deposi¢cdo de fragmentos de C3, principalmente iC3b, o
que leva a fagocitose da levedura. Esse € um dos motivos pelos quais C. gattii
consegue escapar da fagocitose (Mershon, 2009).

Apoés ser fagocitado (Figuras 10 e 11), C. neoformans pode sobreviver e se
replicar dentro dos fagolisossomos, mantendo um estado de infecgdo latente. Apos
algum tempo, as leveduras podem sair dos macréfagos e permanecer no ambiente
extracelular, causando, por exemplo, fungemia, ou podem ser transferidas de um
macrofago para outro, permanecendo na fase latente (Antachopoulos; Walsh, 2012).

Coelho e colaboradores (2014) utilizando infecgdo experimental de
camundongos, observaram que uma diminui¢cdo das citocinas relacionadas a resposta
Thl, como interferon e IL12, diminui a sobrevivéncia dos animais. E uma diminuicdo
das citocinas de resposta Th2 aumenta a sobrevivéncia dos camundongos. Também
relataram que a reducdo quantitativa de macrofagos e células dendriticas do

hospedeiro reduz drasticamente a sobrevivéncia apos a infecgcdo com C. neoformans.

Figura 10: Micrografia confocal de sangue periférico humano, evidenciando mondcitos
(corados em vermelho) contendo Cryptococcus neoformans fagocitados (corados em verde)
(Srikanta, 2014).
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Figura 11: Micrografia eletrénica mostrando Cryptococcus neoformans sendo fagocitado por

dois macréfagos (Coelho, 2014).

3.2.2. Tratamento e resisténcia

Existem poucos antifiingicos disponiveis, quando comparado ao namero de
agentes antibacterianos. Isso ocorre devido a algumas semelhancas entre as células
fungicas e as humanas. Além disso, o tratamento contra a criptococose é ainda mais
limitado, apesar de sua importancia clinica e na saude publica (Bahn, Jung, 2013).

A forma e a duragdo do tratamento da criptococose dependem do local da
infeccdo e do estado imune do paciente. Em casos de criptococose cutanea, o
tratamento pode ser feito com fluconazol e debridamento das les6es (Wang, 2015).

O tratamento da meningite ou outras formas invasivas de criptococose é
dividido em: duas semanas iniciais (fase de inducéo), seguidas por oito semanas (fase
de consolidacédo) e uma fase final prolongada (fase de manutencédo). Para pacientes
com HIV é indicado um tratamento com anfotericina B (0,7 a 1 mg/kg/dia) mais
fluocitosina (100 mg/dia), sendo a fase de manutencéo prolongada por toda a vida do
paciente. Pode ser usada a formulacéo lipidica da anfotericina B, de forma a reduzir os
efeitos prejudiciais nos rins. Em casos de infeccdo branda, a recomendacdo €
fluconazol, sendo itraconazol e posaconazol agentes usados como segunda opcao de
tratamento. (Smith, 2014, Perfect, 2010, Warkentien, Crum-Cianflone , 2010).

As equinocandinas sao uma nova classe de antifingicos, sendo que existem
trés atualmente aprovadas e utlizadas para tratamento de infeccdes fungicas
invasivas caspofungina, micafungina e anidulafungina. As equinocandinas inibem a
B(1-3)- glucano sintase, uma enzima que catalisa a polimeriza¢do de uridina difosfato-
glucose em B(1-3) glucana, um dos componentes responsaveis pela integridade e
rigidez da parede celular (Vandeputte, 2012). Porém, essa classe de antifungico ndo é
eficaz contra espécies do género Cryptococcus. Maligie e Selitrennikoff (2005)

mostraram que a baixa eficacia da caspofungina ndo esté relacionada a auséncia da
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enzima, deve portanto, ser resultado de algum outro mecanismo de resisténcia ainda
desconhecido (Robert, 2015; Feldmeser, 2000).

Em um trabalho publicado por Ferreira e colaboradores (2015) foi observada
resisténcia intrinseca ao itraconazol em todas os isolados de C. gattii analisados. Os
mecanismos observados foram: reducdo tanto no tamanho da cépsula quanto no
tamanho total da célula, reducdo da quantidade de ergosterol, alteragdo na carga
negativa da célula e melhoramento do sistema antioxidativo. Além disso, a
heterorresisténcia ao itraconazol também é responsavel pelo aumento na fagocitose
de C. gattii e elevada proliferacéo das leveduras dentro dos macréfagos.

O tratamento da criptococose permanece um desafio, principalmente com
relacdo aos pacientes imunocomprometidos. A combinagéo de altas doses de terapia
antirretroviral e antifiingicos reduziu a mortalidade em aproximadamente 25% no
periodo de 12 meses e 34% em 24 meses. Porém, a taxa de mortalidade da
criptococose aguda em pacientes soropositivos (que ocorre em trés meses apés a
infeccdo) permanece em 20%. Assim como a taxa de mortalidade em transplantados
com criptococose aguda, que também permanece em 28,6% (Antachopoulos, Walsh,
2011).

A infeccdo por C. gattii requer uma terapia antifungica mais prolongada e, na
maioria das vezes, remocgao cirdrgica dos criptococomas. Existem poucos dados
referentes a sensibilidade aos antifingicos de isolados de C. gattii tanto in vitro quanto
in vivo. Além disso, a falta de fatores de risco aparentes (ou seja, hospedeiro
imunologicamente saudavel) dificulta e atrasa o diagnostico por longos periodos. No
Brasil, a taxa de mortalidade de infeccdo por C.gattii esta em torno de 12,5 a 55,5%,
apesar do longo periodo de tratamento somente com anfotericina B ou mesmo aliada
a outros antifingicos (Cicora, 2015; Thompson, 2012; Byrnes, 2011; Perfect, 2010,
Soares, 2008).

O teste de sensibilidade aos antifungicos ndo é uma técnica de rotina no inicio
do tratamento, isso porque os testes in vitro para espécies de Cryptococcus ainda nédo
estdo perfeitamente padronizados e os resultados ndo condizem com o resultado do
tratamento. Os testes de sensibilidade devem ser realizados em casos em que a
terapia inicial falha ou pacientes que j& foram expostos a terapias antifingicas antes
do desenvolvimento da criptococose (Perfect, 2010).

Muitos autores mostram a sensibilidade das espécies do género Cryptococcus
aos mais diversos antifingicos. Porém, nos ultimos anos houve um aumento no
namero de leveduras resistentes tanto a anfotericina B quanto aos azéis. Na literatura
ha relatos de C. gattii com resisténcia moderada ao fluconazol, itraconazol e 5-

fluorocitosina, além de C. neoformans resistente a anfotericina B, fluconazol e
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voriconazol (Basso, 2015; Cordeiro, 2013; Teodoro, 2013). Isolados resistentes ao
fluconazol sdo encontrados com relativa frequéncia em algumas partes do mundo,
principalmente na Africa, onde ha o uso profilatico do farmaco, geralmente em
monoterapia, como tratamento de escolha para a criptococose (Perfect, 2010). Além
disso, Espinel-Ingroff e colaboradores (2012) mostraram que as CIMs (Concentracdo
Inibitéria Minima) dos agentes itraconazol, posaconazol e voriconazol frente a C. gattii
eram maiores do que o encontrado para C. neoformans.

Segundo Ernst e colaboradores (2010) existem quatro mecanismos principais
pelos quais uma célula pode resistir & acdo de um antifungico. S&o eles: 1) alteracao
do alvo do agente; 2) inativacdo do agente; 3) redugcdo na captacao; 4) expulsdo do
agente, que ocorre devido a acdo de transportadores de membrana. Nos fungos, os
transportadores pertencem a dois tipos: proteinas de superfamilia ABC (ATP-cassete
binding) e MFS (major-facilitator superfamily). O papel dos transportadores ABC em
fungos ja foi descrito na ultima década. Entretanto, pouca atengdo foi dada ao
antiporter DrugH+ (DHA), pertencente ao grupo MFS. Porém, a alta concentragédo
dessa proteina em espécies de Cryptococcus, Candida e Aspergillus, sugere que
esses transportadores desempenhem um papel importante no funcionamento e
sobrevivéncia desses fungos (Costa, 2014).

Existem algumas alternativas para o tratamento de criptococose em estudos.
Coelho e colaboradores (2013) mostraram que uma pré-exposicdo a doses sub-CIM
de antifolato aumentou a sensibilidade de isolados de Cryptococcus spp. a anfotericina
B. O estudo mostrou que o antifolato causa uma redugéo na quantidade de ergosterol
dos fungos, evitando também a formacéao de biofilme, além de inibir o biofilme maduro.
Derivados de aminopiperidina exibiram atividade in vitro contra diversas espécies de
leveduras, incluido C. neoformans (Hata, 2010). Martinez e Casadevall (2006)
mostraram a atividade da caspofungina contra biofiime de C. neoformans. entretanto,
ndo houve efeito quando testada in vivo, provavelmente devido a presenca de
melanina, o que protege o fungo contra a agdo do medicamento.

O uso de imunoterapia também ja estad sendo discutido. Em modelo murino de
criptococose pulmonar e disseminada, o uso de IL-12 resultou em aumento das
células inflamatédrias, redugcdo do numero de leveduras viaveis no pulmdo e no
cérebro, melhorou o efeito antifungico do fluconazol e aumentou a taxa de
sobrevivéncia dos camundongos. A atualizagdo de 2010 do manual de préticas
clinicas da Sociedade Americana de Doencas Infecciosas diz que deve ser
acrescentado IFN-c ao tratamento padrdo, quando ha criptococose persistente
(Antachopoulos; Walsh, 2012).
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Existem diversos estudos que mostram como Cryptococcus sp. pode ser
eliminado pelas células do sistema imune, porém, ainda ndo estd claro qual o
mecanismo exato pelo qual o organismo consegue conter a infecgdo, e tentativas de
demonstrar esse processo in vitro ndo sdo conclusivas. Provavelmente, é uma
combinacdo de mecanismos e barreiras naturais, que néo estdo presentes em casos
de imunodepressdo. Entretanto, se a terapia imune vem como uma alternativa para
auxiliar o tratamento, mais estudos devem ser conduzidos de forma a elucidar
precisamente todo esse processo (Gibson, Johnston, 2015).

Como a frequéncia de infecgbes fungicas nas Ultimas décadas vem
aumentando, a necessidade do desenvolvimento de novos agentes antifingicos leva
0s pesquisadores a buscar fontes alternativas de potenciais substancias. Baixa
toxicidade, melhores taxas de aproveitamento e contengdo da resisténcia s&o
caracteristicas desejadas para aumentar a eficicia do tratamento (Turel, 2011).

Extratos de plantas ou outros organismos vivos sao alternativas cada vez mais
viaveis para o tratamento da criptococose e a cada dia, novas opg¢des sdo descobertas
e estudadas. Pereira e colaboradores (2015) relataram uma excelente atividade
anticriptocécica, tanto contra C. neoformans quanto C. gattii, do extrato de um fungo
endofitico Mycosphaerella sp. Estudos recentes também mostram a eficacia de extrato
de folhas de salvia, da aroeira e outras plantas encontradas no cerrado brasileiro
contra espécies de Cryptococcus (Pereira, 2015; Gehrke, 2013; Funari, 2012; Violante,
2012).

O estudo das nanoparticulas é algo novo e vem se mostrando promissor para
tratamento de varios tipos de doencas infecciosas. Ishida e colaboradores (2014)
testaram nanoparticulas de prata obtidas a partir do fungo Fusarium oxysporum e
observaram alteracdes estruturais em C. neoformans como rompimento da parede
celular e membrana plasmatica. Além disso, as nanoparticulas de prata sdo obtidas

facilmente, com baixo custo e baixo impacto ambiental.
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6. Anexo I
Artigo

Andlise do potencial de viruléncia de isolados de Cryptococcus gattii
sensu lato

A criptococose é uma doenca flngica que atinge mais de um milhdo de
pessoas no mundo todo, causando aproximadamente 625.000 mortes/ano. Os
principais agentes etiologicos sao Cryptococcus neoformans sensu lato e
Cryptococcus gattii sensu lato (HAGEN et al.,, 2015), que estdo amplamente
distribuidos pelos mais diversos ambientes (BYRNES 3rd et al., 2011; ANTINORI,
2013; COGLIATI, 2013; PAPPAS, 2013).

C. gattii s. |. possuem ciclos de vida sapréfitos no ambiente, e parasitarios em
hospedeiros mamiferos (BYRNES 3rd et al., 2011). A distribuicdo desta espécie no
ambiente era considerada como restrito a regibes tropicais e subtropicais, porém o
isolamento de C. gattii s. I. tem sido reportado em diferentes regides do mundo
(GULLO et al., 2013). Estudos utilizando modelo murino de infeccdo experimental tém
mostrado que C. gattii € mais virulento que C. neoformans (THOMPSON 3rd et al.,
2012). Além disso podem causar infecc6es também em pacientes imunocompetentes
(PAPPAS, 2013; CHATUVERDI & CHATUVERDI, 2011). A infeccdo por C. gattii pode
ter inicio pelo trato respiratério causando um quadro de doencas que varia desde
infeccbes assintomaticas a doenca grave, incluindo pneumonia e infecgéo
disseminada em varios sitios, como sistema nervoso central, olhos e pele (GOLDMAN
et al., 2010; BAHN, 2013). A presenca de fatores de viruléncia como a céapsula
polissacaridica (O’'MEARA, 2012), produc¢do de melanina (LIU, 2009), habilidade para
crescer a 37 °C, producdo de enzimas hidroliticas como fosfolipase e urease
(VECCHIARELLI, 2013) contribui para a viruléncia de espécies de Cryptococcus.
Embora as duas espécies possam compartilhar fatores de viruléncia em comum,
varios importantes processos celulares, tais como atividade antioxidante da superoxido
dismutase, via biossintética da trealose e via de regulacdo de mating-type influenciam
a expresséo desses fatores somente em C. gattii (NGAMSKULRUNGROJ et al., 2011,
BARTLETT et al., 2012).

O tratamento recomendado para as infec¢bes causadas por C. gattii s. |., assim
como para C. neoformans s. |, é baseado na utilizacdo de anfotericina B e 5-

flucitosina, sendo mais prolongado para a primeira espécie (PERFECT et al., 2010;
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CHEN et al., 2013). Assim, anfotericina B pode provocar efeitos adversos que podem
contribuir para o aumento da mortalidade dos pacientes infectados. Em casos menos
severos, podem ser usados fluconazol, em associagdo com itraconazol e posaconazol
(SMITH, 2014; ANTINORI, 2013; BAJWA & KULSHRESTHA, 2013). Entretanto,
infeccbes causadas por C. gatti s.. vem se mostrando mais resistentes aos
tratamentos convencionais (PAPPAS, 2013; CHATUVERDI & CHATUVERDI, 2011).
Este trabalho teve como objetivo analisar o potencial de viruléncia de isolados
ambientais e clinicos de C. gattii s.l. in vitro e em modelo murino de infec¢do. Além
disso, o perfil de sensibilidade a anfotericina B e nanoparticulas de prata produzidas
biologicamente por metabdlito extracelular de Fusarium oxysporum também foi

determinado.

Material e Métodos

Microrganismos

Para o presente trabalho, foram utilizadas 3 isolados ambientais (1a2, 3c5 e
3al) e 3 isolados clinicos (840244, cg03 e LCF312) de Cryptococcus gattii da colegcéo
de fungos do Laboratério de Biologia Molecular de Microrganismos, Departamento de
Microbiologia da Universidade Estadual de Londrina. Cryptococcus gattii ATCC 24066
foi utilizada como controle. As leveduras foram incubadas em caldo Sabouraud

dextrose, a 37°C, por 24 horas antes da realizacdo dos testes.

Crescimento a 37 °C e deteccdo de capsula

Para avaliacédo do crescimento a 37°C, os isolados de Cryptococcus spp. foram
semeados em Agar Sabouraud Dextrose 2% e mantidos a 37° C por até sete dias.
Procedeu-se 0 ensaio de inducdo de capsula, como descrito por Zaragoza e
Casadevall (2004), para minimizar a interferéncia do armazenamento e viabilizar a
recuperacao do principal fator de viruléncia de Cryptococcus sp. As leveduras foram
mantidas em 10 mL de caldo Sabouraud acido (2% dextrose, 1% peptona, pH 5,7) por
24 h sob leve agitacdo (150 rpm). Posteriormente, foram lavadas com PBS pH 7,2,
inoculadas em caldo Sabouraud diluido dez vezes em agua destilada e incubadas a
30° C por pelo menos 18 h. Ao final do ensaio, uma lamina de microscopia
convencional foi preparada com uma aliquota de 10 mL deste cultivo e uma gota de
tinta da China, visualizando-se em microscépio Optico (Carl Zeiss) sob aumento de
40x.

42


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bajwa%20S%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kulshrestha%20A%5Bauth%5D

Producéo de melanina

A producdo de melanina foi observada a partir da atividade fenoloxidase dos
isolados frente ao extrato de sementes de Niger (Guizotia abyssinica) (sementes de
Niger 5%, KH,PO 0,1%, dextrose 0,1%, creatinina 0,1%, agar 1,5%), que contém
tirosina e &cido clorogénico como substratos, seguindo-se a técnica descrita por
Paliwal e Randhawa (1978).

Determinacédo da atividade de protease e fosfolipase

Todos os isolados de C. gattii s.l. foram analisados quanto a capacidade de
crescer e produzir uma zona de degradacdo em meios de cultura contendo 0,5%
albumina bovina sérica (BSA) e 4,0% de gema de ovo como substratos para protease

e fosfolipase, respectivamente.

Para o ensaio de protease (Pontecorvo, 1953) as leveduras foram previamente
incubadas por 24 horas sob agitagdo constante (160 rpm) em meio de indug&o (meio
minimo suplementado com 0,6% de caseina de leite e ampicilina 100 uyg/mL), apds o
periodo de incubacdo o numero de células foi avaliado pela contagem direta
utilizando-se uma camara hematimétrica (Improved Neubauer Chamber). Foram
transferidos 10 pL (aproximadamente 1,0x10° células) das culturas em meio de
inducdo para as placas de Petri contendo meio minimo para fungos pH 6,8
suplementado com BSA. O in6culo foi realizado em orificios de aproximadamente 3
mm de didmetro perfurados no agar (indculo de “ponto”). As placas foram incubadas a
37 °C por um tempo méximo de 72 horas, sendo analisadas a cada 24 horas. Os
isolados que apresentaram um halo de degradacdo ao redor da colénia, apés o

periodo incubado foram consideradas positivas para producao de proteases.

Para atividade de fosfolipase, as leveduras foram incubadas por 24 horas sob
agitacdo constante (200 rpm) em meio Sabouraud. Foram transferidos 10 puL
(aproximadamente 1,0x10° células) das culturas para as placas de Petri contendo
meio minimo pH 4,5 suplementado com emulsdo de gema de ovo na concentracao
final de 4%, NaCl 20g/L e CaCl, 2 H,0 1g/L. O in6culo foi realizado na superficie do
agar. Para a observacéao do crescimento celular e atividade de fosfolipase extracelular,
as placas foram incubadas a 37 °C por 96 horas, sendo analisadas a cada 24 horas.
As amostras que apresentaram um halo de precipitacdo ao redor da coldnia, apos o
periodo de incubacdo foram consideradas positivas para atividade de fosfolipase. A
atividade enzimatica foi estimada pela razdo entre o diametro da zona de
degradacao/precipitacdo ao redor da colénia e o diametro da colbénia (PZ), como

descrito em Price et al. (1982).
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Determinacédo do perfil de sensibilidade aos antifingicos
Biossintese de nanoparticulas de prata

Nanoparticulas de prata AgNP,, foram obtidas a partir da reducao de AgNO;
por metabdlitos extracelulares de Fusarium oxysporum, e caracterizadas por
microscopia eletrbnica de varredura e métodos espectroscépicos como descrito por
Duréan et al., (2005).

Determinacao da concentragdo inibitoria minima

Foram testados anfotericina B (Sigma, 16,0 — 0,015 pug/mL) e nanopatrticulas de
prata (200 — 0.097 uM). A concentracao inibitéria minima (CIM) para os compostos foi
obtida pela técnica de microdiluicgdo em caldo, segundo normas preconizadas pelo
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008). C. parapsilosis ATCC 22019
(FIOCRUZ, RJ) foi incluida como controle de qualidade da reagdo. A CIM foi obtida
pela menor concentragdo que inibiu 50% do crescimento das leveduras e estas foram

classificadas de acordo com os critérios descritos no CLSI (2008).

Infeccdo experimental em camundongos

Camundongos BALB/c fémeas de 8 a 12 semanas foram obtidos do Biotério
Central da Universidade Estadual de Maringa. Os animais foram supridos com ragao
(C21, autoclavavel, Nuvital) e agua ad libitum. 2 grupos de 5 animais foram utilizados
para cada isolado. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com o0s
principios regidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal e o presente
projeto foi aprovado pelo ao Comité de Etica em Experimentacédo Animal CEEA no.
81/10, processo no. 32070.2010.32. Os animais teste foram anestesiados com uma
solugdo de ketamina (10 mg/mL) e xilazina (1 mg/mL), para procedimento de
inoculacdo nasal de 1 x 10° leveduras em 50 pyL de PBS. O grupo controle foi
inoculado com 50 pyL de PBS. Os animais foram observados diariamente para
determinacdo da taxa de sobrevida até o 60° dia. No 30° dia pés-inoculacdo, dois
animais de cada grupo foram sacrificados e os 6rgdos (pulmédo e cérebro) foram
retirados. Os 6rgdos foram divididos em duas partes, uma metade foi utilizada para
determinagdo do numero de unidades formadoras de colbénias (UFC, 6rgdos foram
macerados em PBS esterilizado e 100 pL dos homogenatos foram inoculados na
superficie do meio SDA, e as placas foram incubadas a 37°C/72 h), e a outra metade
foi preparada para anélises moleculares.

O segundo animal foi submetido ao processo de perfusdo sanguinea com
solucdo salina 0,9%. O pulm&o e o cérebro foram retirados e fixados em solugcéo

paraformaldeido 4% e apoOs desidratacdo em concentracfes crescentes de etanol

44



foram incluidos em parafina. Cortes histologicos foram corados com hematoxilina-

eosina e Grocott.

Resultados e discusséo

Os resultados associados a expressdo de fatores de viruléncia estao
mostrados na Tabela 1. Os fatores de viruléncia expressos pelos microrganismos
propiciam a colonizacdo do hospedeiro e o desenvolvimento de infeccdo. Todos
isolados estudados neste trabalho foram capazes de crescer a 37°C, in vitro. Uma
caracteristica comum a todos 0os microrganismos que causam infecgfes invasivas em
seres humanos é a capacidade de crescer a 37°C, que se relaciona a disseminagéo
pelo organismo e o potencial de formar biofiime (GOMES, 2010). Dentro do género
Cryptococcus, apenas duas espécies possuem essa caracteristica, C. neoformans e
C. gatti (GLAZIER & PANEPINTO, 2014).

A presenca de capsula € um dos fatores mais estudados e é utilizada como
teste inicial para identificagcdo de leveduras do género Cryptococcus. A funcdo dessa
estrutura é auxiliar na sobrevivéncia dos microrganismos a condigdes adversas do
ambiente, como dessecacdo e falta de nutrientes. A presenca da capsula também
evita a fagocitose por macréfagos e € essencial para a formacao do biofilme, dada a
sua capacidade de aderéncia a superficies solidas (VECCHIARELLI, 2013). Como
esperado, todos os isolados apresentaram capsula ap6s a inducéo.

A melanina é um importante fator de viruléncia para leveduras do género
Cryptococcus, relacionada principalmente ao mecanismo de evasdo ao sistema
imunoldgico do hospedeiro, dificultando a fagocitose das leveduras por células
efetoras deste sistema (CHASKES, 2014; MENEZES, 2011). Além disso, a melanina
também interfere na eficacia de antifiingicos contra C. neoformans, e isolados que nao
produzem melanina s&o menos invasivos e com menor taxa de sobrevivéncia no
figado, baco ou cérebro de animais infectados (LIU & NIZET, 2009). Em nosso
trabalho, apenas um isolado (1a2), de origem ambiental, apresentou deficiéncia na
producdo de melanina. Thompson e colaboradores (2014) estudaram alguns fatores
de viruléncia relacionados a infeccdo experimental em modelo invertebrado
(Drosophila melanogaster). Os autores mostraram que a producdo de melanina varia
entre diferentes tipos moleculares de C. gattii.

A producdo de enzimas como proteases e fosfolipases, vem sendo
amplamente estudada em leveduras do género Candida e suas fungBes foram
descritas por diversos autores, sendo: 1) digestdo de moléculas para fins nutricionais

(KVAAL et al., 1999); 2) participagdo no processo de adesdo ao tecido do hospedeiro
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(BORG-VON ZEPELIN et al., 1999); 3) invasdo e degradacdo de tecidos e oOrgaos
(Schaller et al., 1999; 2000; 2003; VILLAR et al., 2007); 4) evasdo das defesas do
hospedeiro pela destruicdo de células e moléculas do sistema imune (MEILLER et al.
2009) ou resisténcia a fagocitose pelos macrofagos (BORG-VON ZEPELIN et al.
1998). Entretanto, existem poucos trabalhos que descrevem a producdo de proteases
e fosfolipases por Cryptococcus sp. Xu e colaboradores (2014) mostraram que a
secrecdo de proteases por Cryptococcus spp. altera a integridade da barreira hemato-
encefélica. Alguns estudos mostram que as fosfolipases tém funcdo extracelular
(ruptura de tecidos e surfactante) e intracelular (ruptura de compartimentos
intracelulares das células fagocitérias) (CHEN, 1997; COX, 2001).

Pessoa e colaboradores (2012) detectaram uma elevada producdo dessas
enzimas na maioria dos isolados de C. neoformans e C. gattii de origem clinica. Chan
e Tay (2010) também observaram atividade de protease e fosfolipase em isolados
ambientais e clinicos de C. neoformans e C. gattii. Em nosso trabalho, sete (87,5%)
isolados foram considerados como moderadamente produtores de proteases e um
(12,5%) moderadamente produtor de fosfolipase. Essas diferencas podem ocorrer
devido a variagfes nas condi¢bes de cultivo. Além disso, a produgdo desses fatores
de viruléncia esta associada a estimulos exdgenos que influenciam a ativacdo da
expressao génica durante o curso da infeccdo e favorecem o estabelecimento dos

patégenos no organismo do hospedeiro.

Tabela 1: Fatores de viruléncia em Cryptococcus gattii de origem ambiental e clinica.

Fungo Origem  Melanina Presenca Crescimento Protease® Fosfolipase®

de a 37°C
capsula

la2 Ambiental N S S ++ -

3c5 Ambiental S S S ++ +

3al Ambiental S S S ++ -

840244 Clinica S S S ++ -
Cg03 Clinica S S S ++ ++

LCF312 Clinica S S S + -

ATCC - S S S ++ +

24066
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% A atividade de protease e fosfolipase foi classificada como: Pz = 1 (-); 0.64 < Pz < 1 (+); 0.30 <
Pz < 0.64 (++); Pz < 0.30(+++), onde Pz refere-se a razdo entre o di@metro da zona de
degradacao/precipitacdo ao redor da coldnia e o didmetro da col6nia (Price et al., 1982). S: sim, fator de

viruléncia detectado; N: ndo, fator de viruléncia ndo detectado.

O perfil de sensibilidade ao antifingico anfotericina B, que é utilizado como
tratamento de escolha em casos de infec¢do sistémica por Cryptococcus sp., foi
determinado pelo método de microdiluicio Também foi analisada a atividade
antifingica de nanoparticulas de prata obtidas de F. oxysporum, para avaliar o seu
potencial para o desenvolvimento de novas alternativas para o tratamento de
infecgbes por C. gattii. Para anfotericina B, a maior concentragao testada foi de 16
pug/mL, como preconizado pelo CLSI (2008) e das nanoparticulas de prata
estabelecemos a concentragédo de 200 UM como inicial. Os resultados estdo expressos
na tabela 2.

Tabela 2: Concentracdo inibitéria minima de anfotericina B e nanoparticulas de prata

produzidas por metabdlitos de Fusarium oxysporum para Cryptococcus gattii.

Fungo Anfotericina B (ug/mL) NP de prata (uUM)
la2 0,0312 0,39
3c5 >16 200
3al 0,0312 0,39
840244 0,0312 0,39
Cg03 8 100
Lcf312 0,25 50
ATCC 24066 0,5 200

Apenas o isolado 3c5 apresentou resisténcia a anfotericina B (CIM > 16 pg/mL).
Em varios trabalhos, a maioria dos isolados de Cryptococcus sp. de origem ambiental
mostrou-se sensivel aos mais diversos antifungicos. Pfaller e colaboradores (1999)

testaram posaconazol, itraconazol e fluconazol frente a isolados ambientais, n&o
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detectando nenhum isolado resistente. Theodoro e colaboradores (2013) incluiram a
anfotericina B, além dos antifungicos j& citados acima e relataram que nenhum isolado
apresentou resisténcia. Souza e colaboradores (2013) testaram isolados clinicos de
Cryptococcus sp. e também ndo relataram resisténcia. Entretanto, no estudo de
Andrade-Silva e colaboradores (2013), 10,5% dos isolados de C. neoformans e 6,2%
dos isolados de C.gattii apresentaram resisténcia a anfotericina B e ao fluconazol,
respectivamente. No Brasil, Silva e colaboradores (2008) detectaram dois isolados
clinicos resistentes a anfotericina B, sendo um C. gattii e outro, C. neoformans em um
hospital universitario.

Alguns autores também encontraram diferengas entre as duas espécies com
relacé@o a resisténcia aos antifungicos, sendo C. gattii relativamente mais resistente do
que C. neoformans (BYRNES, 2011; TRILLES, 2004; ALVES, 2001). O que corrobora
os estudos clinicos, de que a infeccdo por C. gattii apresenta um pior progndstico e
maior dificuldade de tratamento (SPEED & DUNT, 1995; CHEN, 2000; WALRAVEN,
2011; NGAMSKULRUNGROJ, 2012).

Muitos trabalhos mostram atividade antifingica de nanoparticulas de prata
sobre Candida sp. e sua baixa toxicidade para células humanas (MONTEIRO, 2013;
AHMED, 2010; CHALOUPKA, 2010; PANACEK, 2009). Recentemente, Ishida e
colaboradores (2014) mostraram a acgdo das nanoparticulas de prata sobre C.
neoformans. Foram observadas alteracbes na parede celular e membrana
citoplasmatica. Em nosso estudo, observamos que as nanoparticulas nao inibiram o
crescimento do isolado 3c5 e da cepa de referéncia ATCC 24066 mesmo na maior
concentracao testada.

Por fim, realizamos a infeccdo em camundongos BALB/c fémeas através de
inoculac@o nasal. O gréfico 1 mostra a curva de morte dos animais no periodo de 60
dias. Apenas os isolados Lcf312, 840244 e ATCC 24066 levaram os animais a 6bito
no periodo analisado (60 dias).
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Gréfico 1: Curva de morte de animais infectados por C. gattii.

Alguns autores (CHENG, 2009; OKUBO, 2013; THOMPSON, 2012)
descreveram que a infeccdo por C.gattii foi mais fatal, diferente do que encontramos,
porém nesses trabalhos foram utlizadas vias diferentes de infecgdo, como
intracraniana e traqueal, e condi¢cdes diferentes, como animais em estado de
imunossupressdo. Os animais sobreviventes apresentaram alguns sintomas como:
pelo ericado, dificuldade em abrir os olhos, movimentos repetitivos de cogar e andar
em circulos. Essas caracteristicas indicam anomalias no sistema nervoso central.

Confirmando dados ja estabelecidos por diversos autores (OKUBO, 2013;
MENDES, 2009; NGAMSKULRUNGROI, 2012) C. gattii causa uma infeccdo pulmonar
grave (Fig.1) e ndo parece ser neurotrépico, diferente de C. neoformans, que se
dissemina com relativa rapidez no cérebro. A presenca de leveduras dentro dos
alvéolos, na infec¢do por C. gattii, diminuiu a capacidade pulmonar dos animais. Os
isolados estudados apresentaram-se predominantemente extracelulares (nao
fagocitadas) e ndo associadas a necrose tecidual.

Em nosso estudo, notamos a presencga de C. gattii no tecido cerebral, porém, a
resposta inflamatoria local é bem reduzida, quando comparada com C. neoformans
(Fig.2). Os isolados de C.neoformans levaram a uma resposta inflamatoria intensa,
com grande quantidade de células microgliais e, nos pulmdes, presenca de células
gigantes multinucleadas. Estudos in vitro sobre a fungdo das células microgliais na
infeccao criptocdcica cerebral indicaram que tais células sdo capazes de internalizar e
conter inicialmente as leveduras dentro de fagolisossomas (MENDES, 2009).

Esses dados sugerem que a patofisiologia das infec¢des causadas por C. gattii

e C. neoformans sao diferentes.
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Figura 1: Detalhes das laminas referentes ao pulmé&o de camundongo infectado com a amostra
clinica de C.gattii. A: Coloragdo HE, aumento 400x, mostrando grande quantidade de células
inflamatérias ao redor da estrutura bronquivascular. B: Coloragdo de grocott, aumento 400X,

evidenciando, em preto, as estruturas flingicas no interior de um alvéolo pulmonar.

A B
Figura 2: A: Presenca de C.neoformans no tecido cerebral de camundongos. Coloracdo de
Grocott, 400x. B: reacédo inflamatoria intensa no tecido cerebral, em resposta a infec¢éo por

C.neoformans; presenca de celulas microgliais. Coloracdo HE, 400x.

Em 1995, Dunt e Speed descreveram as diferengas clinicas entre as duas
espécies de Cryptococcus que causam meningoencefalite em seres humanos. Os
autores mostraram que a mortalidade relacionada a C. neoformans foi mais elevada,
porém os pacientes infectados com C. gattii apresentaram sequelas neuroldgicas que
necessitaram de cirurgia ou terapia prolongada. Outra preocupacdo dos clinicos é a
capacidade de C. gatti de causar infeccdo em pacientes imunocompetentes
(GOLDMAN, 2010), que se inicia nos pulmdes e leva geralmente a formacdo de um
abscesso cerebral (O'MEARA, 2012).

Dessa forma, podemos concluir que ha diferencas na viruléncia e isso reflete
na patogenia da infeccdo causada por C. gattii quando comparado a C. neoformans.
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Além disso, como ja discutido na literatura, isolados ambientais de C.gattii apresentam

também potencial virulento.
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4, CONSIDERAC()ES FINAIS
A criptococose € uma doenca causada pelas leveduras que compde o

complexo C. neoformans/C. gattii. Com o passar dos anos, foram se evidenciando
caracteristicas cada vez mais diversas dentro desse grupo. Além de diferencas
genotipicas e fenotipicas, diferencas no desenvolvimento da doenca e na resposta ao
tratamento (RODRIGUES, 2015).

Na 92 Conferéncia em Cryptococcus e Criptococose, foi-se discutido uma
revisdo na taxonomia e a subdivisdo de C. neoformans e C. gattii em sete novas
espécies de Cryptococcus. O estudo dessas novas espécies se faz necessario para
refinar o conhecimento e melhorar o tratamento da criptococose (IDNUM, LIN, 2015).

Em nosso trabalho, analisamos diferentes isolados de C. gattii, de fontes
ambientais e clinicas e observamos diferencas nos fatores de viruléncia e no
desenvolvimento da infecgdo. Além disso, um dos isolados de origem ambiental se
mostrou resistente a Anfotericina B.

Modelos animais sdo necessarios para estudar a criptococose e o0
comportamento do sistema imune frente a infecgdo, ou seja, o que leva a contencao
da doenca e quais fatores predisp6e ao desenvolvimento de sintomas e ao Obito.
Dados clinicos sdo importantes, porém h& ainda muito a ser descoberto,
principalmente com relacdo as diferentes espécies dentro do complexo
C.neoformans/C.gattii (GIBSON, JOHNSTON, 2015).

Utilizando um modelo de infeccdo em camundongos, observamos diferencas
com relacdo aos 6rgados afetados e a gravidade dos sintomas. Em nosso trabalho,
utilizamos animais saudaveis, sem nenhum tipo de deficiéncia no sistema imunoldgico.
E ainda assim, todas as leveduras conseguiram se estabelecer nos hospedeiros,
colonizando os 6rgdos estudados. Assim, mais analises devem ser conduzidas para
esclarecer os mecanismos envolvidos na patogénese de C. gattii e dessa forma

desenvolver novas estratégias de controle da criptococose.
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