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Carmo FN. Caracterizacdo genotipica de amostras clinicas de Cryptococcus spp. e
avaliacdo do perfil de viruléncia in vitro e em modelo de Galleria mellonella
[dissertacdo]. S&o José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2021.

RESUMO

A criptococose € uma infeccdo oportunista comum em pacientes HIV positivos, mas
também pode afetar pacientes com outras comorbidades imunologicas ou
imunocompetentes. Neste trabalho, cepas clinicas de Cryptococcus spp.
provenientes de hospitais de Sdo José dos Campos (SP) foram identificadas pela
amplificagdo do gene SRT. A seguir, foi avaliada a sensibilidades das cepas a
fluconazol e anfotericina B (AMB) pela técnica de microdiluicdo conforme EUCAST.
Também foi analisada a capacidade de formacédo de biofilme por cristal violeta
(formacdo da biomassa) e XTT (viabilidade celular). Foram analisadas in vivo a
formacdo da cépsula durante a infec¢do, a curva de sobrevivéncia e do indice de
salude em modelo invertebrado de Galleria mellonella. Seis cepas foram
identificadas como C. neoformans var. grubbii e uma como C. gattii. Todas as cepas
clinicas foram sensiveis a AMB e a concentracao inibitéria minima para fluconazol
variou entre 2 e 32 pg/mL. Todos os isolados de Cryptococcus spp. foram capazes
de produzir biofilme. A sobrevida de G. mellonella infectada variou entre 6 e 7 dias
para C. neoformans, e a cepa clinica 6 se mostrou menos virulenta, com 24% das
larvas vivas no ultimo dia de experimento. Para cepa de C. gattii, 20,8% das larvas
infectadas permaneceram vivas ao final da analise. Em relacdo a analise do
tamanho da cépsula apds inoculacéo in vivo, as cepas clinicas de ambas espécies
apresentaram aumento no tamanho, sendo observado o maior percentual de
capsulas = 30um na cepa 6. O indice de saude foi capaz de agregar informacdes ao
resultado da curva de sobrevivéncia de G. mellonella, uma vez que ele mostrou
diferencas de salude das larvas entre os grupos que apresentaram mesmo perfil de
sobrevida. A associacdo do indice de saude a curva de sobrevivéncia amplia a viséo
da vitalidade das larvas durante os dias de experimento e, ainda, auxilia na
comparacdo de resultados entre laboratérios. O conhecimento das caracteristicas
genotipicas e fenotipicas de Cryptococcus spp. em uma determinada regido pode
ser ferramenta importante para implementacdo de politicas publicas de saude
eficazes.

Palavras-chave: Galleria mellonella. Cryptococcus. Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). Susceptibilidade antifungica.



Carmo FN. Genotypic characterization of clinical samples of Cryptococcus spp. and
evaluation of the virulence profile in vitro and in a Galleria mellonella model
[dissertation]: S&o Paulo State University (Unesp), Institute of Science and
Technology; 2021.

ABSTRACT

Cryptococcosis is a common opportunistic infection in HIV-positive patients, but it
can also affect patients with other immunological comorbidities or immunocompetent.
In this work, clinical strains of Cryptococcus spp. from hospitals in Sdo José dos
Campos (SP) were identified by amplification of the SRT gene. Next, the sensitivities
of the strains to fluconazole and amphotericin B (AMB) were evaluated by the
microdilution technique according to EUCAST. Biofilm formation capacity by crystal
violet (biomass formation) and XTT (cellular viability) was also analyzed. Capsule
formation during infection, survival curve and health index in an invertebrate model of
Galleria mellonella were analyzed in vivo. Six strains were identified as C.
neoformans var. grubbii and one as C. gattii. All clinical strains were sensitive to AMB
and the minimum inhibitory concentration for fluconazole ranged between 2 and 32
ug/mL. All Cryptococcus spp. were able to produce biofilm. The survival of infected
G. mellonella ranged between 6 and 7 days for C. neoformans, and the clinical strain
6 was less virulent, with 24% of larvae alive on the last day of the experiment. For the
C. gattii strain, 20.8% of the infected larvae remained alive at the end of the analysis.
Regarding the analysis of capsule size after in vivo inoculation, the clinical strains of
both species showed an increase in size, with the highest percentage of capsules =
30um being observed in strain 6. The health index was able to add information to the
result of the survival curve of G. mellonella, since it showed differences in the health
of larvae between the groups that presented the same survival profile. The
association of the health index to the survival curve broadens the vision of the
larvae's vitality during the days of the experiment and also helps in comparing the
results between laboratories. The knowledge of the genotypic and phenotypic
characteristics of Cryptococcus spp. in a given region, it can be an important tool for
the implementation of effective public health policies.

Keywords: Galleria mellonella. Cryptococcus. Polymerase Chain Reaction (PCR).
Antifungal susceptibility



1 INTRODUCAO

A criptococose € uma doenca fungica sistémica, mundialmente
disseminada, que acomete humanos, sendo causada por um complexo de
fungos do género Cryptococcus. Estima-se que a cada ano a criptococose
acometa quase 220.000 individuos, dos quais 181.000 casos resultam em
morte (Rajasingham et al., 2017). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude,
dentre as doengas infecciosas com maiores nimeros absolutos de morte, a
criptococose apresenta-se em quinto lugar, ficando atras da tuberculose, AIDS,
malaria e diarreia (World Health Organization, 2018). Na América Latina, o
estudo da criptococose e seus agentes etioldgicos tém se tornado cada vez
mais importante, devido a significativa morbidade e mortalidade causada por
esta micose nesta regido. Mais de 5.000 individuos sédo afetados com
meningite criptococica a cada ano e 2.400 mortes anuais sdo computadas
somente na América Latina (Firacative et al., 2018).

O Fundo Global de Inovacgéo para Doencas Negligenciadas (G-Finder)
incluiu a meningite criptocécica no grupo de doencas negligenciadas para
investimento global em pesquisa e desenvolvimento (P&D) somente em 2018,
sendo os investimentos voltados exclusivamente para area de medicamento. A
organizacdo brasileira Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o
Paulo (Fapesp) participou pela primeira vez do investimento em P&D para
meningite criptococica nesse ano, com menos de < 0,1% do total patrocinado
por outras 6 organizacdes internacionais. Destas Ultimas, o maior financiador
de pesquisas em estagio inicial foi o National Institutes of Health (NIH) dos
Estados Unidos (Chapman et al., 2020). Apesar das alarmantes taxas de
mortalidade, em anos anteriores a 2017, a criptococose havia recebido menos
de 0,5% do financiamento global de P&D (Molloy et al., 2017), o que
comprometeu o estabelecimento de programas governamentais e institucionais
de financiamento de pesquisa (Rodrigues, 2016). Até esse momento, a
criptococose nao é doenca de notificacdo compulsoria no Brasil, o que dificulta
levantamentos estatisticos e epidemioldgicos mais precisos sobre sua
ocorréncia neste pais.

A criptococose ocorre por inalacao de leveduras ou esporos, causando
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inicialmente infeccdo pulmonar, com possibilidade de progressdo para o
sistema nervoso central, podendo causar meningite fatal (Herkert et al., 2018).
Em menor proporcéo, afeta os pulmdes, pele (Christianson et al., 2003), olhos,
entre outros orgaos (Firacative et al., 2018; May et al., 2016).

Cinco principais tipos moleculares sdo reconhecidos dentro do
complexo de espécies de C. neoformans: VNI, VNII e VNB, todos apresentando
o antigeno capsular A (sorotipo A) e classificados como C. neoformans var.
grubii; VNIV apresentando o antigeno capsular D (sorotipo D) e classificado
como C. neoformans var. neoformans; e VNIIl que representa hibridos
diploides e aneuploides entre as duas variedades (hibridos AD). Ja o complexo
de espécies de Cryptococcus gattii inclui pelo menos quatro tipos moleculares:
VGI (sorotipo B), VGII (sorotipo B), VGIII (sorotipo B ou C) e VGIV (maioria do
sorotipo C) (Ngamskulrungroj et al., 2009). O quadro 1 traz a correlacdo dos
sorotipos e tipos moleculares do complexo de espécies patogénicas C.

neoformans /C. gattii.

Quadro 1 - Classificacdo de espécies patogénicas de Cryptococcus

Sorotipo Espécie e variantes Tipos moleculares
A C. neoformans var. grubbi VNI, VNIl e VNB
B C. gattii VGI, VGII, VGIII, VGIV
C C. gattii VGIII, VGIV
D C. neoformans var. neoformans VNIV
AD C. neoformans VNI

Fonte: Adaptado de Hagen et al., 2015.

Em 2013, Cogliati constatou que cerca de 10% dos mais de 68.000
isolados de Cryptococcus relatados em literatura haviam sido tipificados
molecularmente. E muito provavel que linhagens adicionais sejam encontradas
a medida que mais cepas forem analisadas e seus relacionamentos com
linhagens ja existentes estabelecidos. Em fung¢do disso, os nomes “complexo

de espécies C. neoformans” e “complexo de espécies C. gattii” foi proposto
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para indicar que ambas as espécies contém linhagens geneticamente diversas,
mas é prematuro tragar limites entre as linhagens para garantir cada uma delas
como espécies separadas. O status de “complexo de espécies” foi provisorio
por causa da estabilidade de nomenclatura até que a grande maioria das
populacdes criptocicicas seja analisada e o carater de cada linhagem se torne
prontamente identificavel (Hagen et al., 2017; Kwon-Chung et al., 2017)

Firacative et al. (2018) avaliaram a combinacdo de estudos dos
principais tipos moleculares de Cryptococcus na América latina e o resultado
pode ser visto na figura 1.

No Brasil, Almeida e Lacaz (1941) relataram o primeiro caso de
criptococose. Oliveira-Netto et al. (1993), em um dos primeiros estudos
retrospectivos neste pais, observaram que, de 308 casos ocorridos entre 1941
e 1992, mais da metade deles (179 - 59,3%) haviam acontecido nos ultimos 10
anos do estudo, periodo que coincidiu com o avanco mundial da infec¢ao pelo
Virus da Imunodeficiéncia Humana — HIV.

Um conjunto de estudos realizados entre 2004 e 2020 no Brasil,
consideraram a tipagem molecular em amostras clinicas de 1204 pacientes,
entre eles individuos imunodeprimidos (pacientes com AIDS, transplantados ou
em uso prolongado de corticdide) e imunocompetentes. A prevaléncia de
genaotipos em amostras clinicas provenientes de doze estados brasileiros foi de
80,07% de C. neoformans VNI; 5,73% de C. neoformans VNII; 0,17% de C.
neoformans VNIV e 0,33% para C. neoformans VNB. Para C. gatti, a
prevaléncia encontrada foi de 0,42% para VGI; 12,79% para VGII e 0,50% para
VGIII (Aguiar et al., 2017; Andrade-Silva et al., 2018; Favalessa et al., 2014;
Figueiredo et al., 2016; Firacative et al., 2018; Freire et al., 2012; Herkert et al.,
2018; Igreja et al., 2004; Khell Da Silva et al., 2012; Martins et al., 2011; Matos
et al.,, 2012; Matsumoto et al., 2007; Mora et al., 2010; Nunes et al., 2018;
Ponzio et al., 2019; Dos Santos et al., 2008; de Sousa Tsujisaki et al., 2013;
Souto et al., 2016; Vilas-boas et al., 2020; Villena et al., 2008; Wirth et al.,
2018). Apenas um dos autores relatou a presenca do tipo molecular VNB
(Ponzio et al., 2019) em pacientes submetido a transplante renal. O quadro 2

mostra os tipos moleculares encontrados em cada estudo.
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Figura 1 — Distribuicdo geografica das variantes de Cryptococcus neoformans e

Cryptococcus gatti na América Latina
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Nota: Os dados moleculares foram combinados a partir de estudos relatados na Argentina,
Brasil, Chile, Colédmbia, Cuba, Equador, Guatemala, Honduras, México, Paraguai, Peru,
Uruguai e Venezuela. Dados da Bolivia, Costa Rica, Republica Dominicana, El Salvador, Haiti,

Nicardgua e Panama em relacdo a tipagem molecular de cepas criptocdcicas ndo foram
relatados.

Fonte: Firacative et al., 2018.

Na cidade de Porto Alegre — RS, uma prevaléncia distinta da do
restante do Brasil foi observada para o tipo molecular VNII, com predominio de



69,2% em pacientes portadores de HIV (Wirth et al., 2018). O nimero pequeno
de amostras avaliadas (n = 15) pode ser um fator contribuinte para esta
prevaléncia discrepante.

Um outro estudo que considerou 356 isolados de fontes anteriores
(Boekhout et al., 2001; Igreja et al., 2004; Meyer et al., 2003; Ribeiro et al.,
2006; Trilles et al., 2003), somados a 87 novos isolados, demonstrou
prevaléncias genotipicas semelhantes as observadas no quadro 2 (Trilles et al.,
2008).

Cryptococcus neoformans é o patdégeno oportunista causador de
meningite fungica mais importante no mundo, e, na Africa subsariana, a
meningite criptocdcica é o tipo mais comum de meningite em adultos infectados
pelo HIV (Rajasingham et al., 2017). Ja o C. gattii € um patdégeno primario
responsavel por 70 a 80% das infec¢cdes em pacientes imunocompetentes
(Herkert et al., 2017). A fisiopatologia e as manifestacdes clinicas de C. gattii e
C. neoformans diferem entre si, uma vez que C. neoformans tem sido
frequentemente associado com envolvimento do sistema nervoso central e C.
gattii com doenca pulmonar grave (Hansakon et al., 2019).

Estudos que avaliaram a criptococose em pacientes imunocompetentes
relataram que a presenca de autoanticorpos contra fator estimulador de
colénias de granulécitos e macréfagos € fator de risco para infeccdo do sistema
nervoso central por C. gattii (Saijo et al., 2014; Stevenson et al., 2019). Bielska,
May (2016), relataram que uma falha de C. gattii em induzir resposta imune
eficaz entre os individuos saudaveis também podem predispor a infeccao por
esse patdgeno. Estudos relacionados sugeriram que C. gattii provoca uma
imunidade menos protetora do que C. neoformans, uma vez que cepas de C.
gattii induzem resposta inflamatdria menos expressiva em camundongos,
inibindo ou ndo provocando a migracdo de neutrdfilos para os locais de
infeccdo. A producgao de citocinas protetoras, como o fator de necrose tumoral
alfa, também se mostrou reduzida em comparacdo com a capacidade das

cepas de C. neoformans (Cheng et al., 2009).
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Primeiramente, considerava-se que a distribuicdo global de C.
neoformans ocorria em solo contaminado por fezes de pombos, enquanto C.
gattii seria um micro-organismo presente em locais de clima tropical e
subtropical, particularmente em areas colonizadas por eucaliptos. No entanto,
infec¢des causadas por C. gattii fora de areas tropicais e subtropicais, incluindo
a Europa e Austrdlia, tem sido relatada desde a década de 1980. A partir do
surto criptococico na llha de Vancouver, que afetou animais terrestres,
mamiferos marinhos e seres humanos (Stephen et al., 2002), a ocorréncia de
C. gattii em locais de climas diversos, como o temperado de Vancouver, foi
trazida para o centro das atencdes. Desde entdo, outros estudos esclareceram
essa questdo, mostrando uma distribuicdo mais ampla dos nichos ecoldgicos
de Cryptococcus (Spina-Tensini et al., 2017).

O conhecimento sobre taxonomia, epidemiologia e distribuicdo global
do complexo de espécies C. neoformans/C. gattii expandiu-se nos ultimos
anos. O Brasil € um dos paises onde o meio ambiente tem sido mais
pesquisado depois dos EUA. Desta forma, muitos pesquisadores destacaram
sua ocorréncia em meio urbano, mas poucos deles estudaram a correlacéo
entre os nichos do complexo de espécie C. neoformans/C. gattii e casos de
meningite criptocdcica ha mesma regido (Spina-Tensini et al., 2017).

Cryptococcus spp. € capaz de se adaptar rapida e efetivamente a
condicbes variadas, favorecendo sua sobrevivéncia no ambiente e no
hospedeiro infectado. O estabelecimento da infeccdo e disseminacdo de
Cryptococcus spp. no hospedeiro humano (principalmente no cérebro) é
favorecido por diferentes fatores de viruléncia flngica associados a
suscetibilidade do hospedeiro (Del Poeta, 2004). Dentre essas caracteristicas,
a capsula polissacaridica constitui um importante fator de viruléncia que
confere maior resisténcia aos mecanismos de defesa do hospedeiro (Monari et
al., 2006), aos agentes antifiungicos e tem participacdo ativa na formacéo de
biofilmes (Martinez, Casadevall, 2006).

Cryptococcus spp. possui multiplos fatores de viruléncia que séo
responsaveis por sua invasao tecidual como capsula, producdo de melanina,
capacidade de sobrevivéncia a 37°C e producdo de enzimas, cujas principais
sao lacase, fosfolipase e urease. A secrecdo de enzimas € crucial para a

degradacédo das proteinas do hospedeiro (Alspaugh, 2015; Barcellos et al.,
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2018; Casadevall et al.,, 2000; Oliveira et al., 2010). Embora as espécies
patogénicas de Cryptococcus apresentem esses recursos, existem diferencas
importantes entre elas que podem influenciar em sua viruléncia (Barcellos et
al., 2018; Bielska, May, 2016; O’Meara, Andrew Alspaugh, 2012).

A capsula polissacaridica que envolve a espessa parede celular € um
importante fator de viruléncia. Essa estrutura é composta por dois polimeros,
glucuronoxilomanano (GXM) e glucuronoxilomanogalactano (GXMGal),
juntamente com manoproteinas. O principal polissacarideo capsular é o
glucuronoxilomanano (GXM), que € composto de uma estrutura de manose
com substituicdes de xilose e acido glucurénico (Cherniak, Sundstrom, 1994). A
GXM é abundantemente secretada em fluidos de cultura e tecidos infectados
(Barcellos et al., 2018; Buchanan, Murphy, 1998). Acredita-se que as formas
secretadas e associadas a superficie de GXM modulam a resposta imune
durante a criptococose por meio de mdultiplos mecanismos. O GXM é
reconhecido por diversas células efetoras naturais como neutrofilos, mondcitos,
macrofagos e células dendriticas, influenciando a resposta imune contra C.
neoformans. O polissacarideo capsular é secretado para a matrix extracelular,
onde induz paralisia imunoldgica por meio de diferentes mecanismos
(Ellerbroek et al., 2002; Murphy, Cozad, 1972). Além disso, a administracéo de
anticorpos monoclonais (MAbs) contra GXM pode modificar o curso da
criptococose experimental, prolongando a sobrevivéncia do hospedeiro (Monari
et al., 2006).

O tamanho da capsula pode variar de indetectavel a 30 uym de
espessura, dependendo de condicbes ambientais como alta concentracdo de
CO; e baixo teor de ferro (Zaragoza, Casadevall, 2004). Quando as cepas séo
recuperadas do meio ambiente, as capsulas sdo pequenas, com tamanhos
entre 2 a 4um. Durante a infeccdo em mamiferos, o tamanho da capsula
aumenta dramaticamente e acredita-se que esse fendmeno seja necessario
para a patogénese criptococica. Provavelmente, a alteracdo na espessura da
capsula € mediada no nivel de sintese das moléculas de polissacarideos
(Reese et al., 2007).

A acidificagdo fagossGmica € um mecanismo celular critico para a
inibicdo e morte de micro-organismos durante a fagocitose. A acidez associada

as proteinas microbicidas cria um ambiente desfavoravel para o crescimento de
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muitos  micro-organismos. Consequentemente, numerosos patdégenos
desenvolveram estratégias para combater a acidificacdo fagossémica através
de varios mecanismos que incluem a interferéncia na maturacdo dos
fagossomos. Cryptococcus neoformans resiste a fagossomos acidos apés a
ingestado por macrofagos, o que propicia um ambiente favoravel a replicacao,
uma vez que o fungo possui a capacidade de se replicar em pH &cido. Os
residuos de acido glucurdnico presentes no polissacarideo capsular de C.
neoformans podem tamponar a acidificagéo fagossomica. A interferéncia com a
acidificacdo fagossbmica representa uma nova funcdo para a capsula
criptocdcica na viruléncia (De Leon-Rodriguez et al., 2018).

Outro fator importante em relacdo a viruléncia do Criptococcus € a
producdo de melanina a partir da atividade da enzima lacase. A lacase é uma
enzima que oxida substratos difendlicos (poliaminobenzenos oxidantes e
compostos mono ou polifendlicos) para formar polimeros longos de melanina
(Firacative et al., 2018; Sabiiti et al., 2014). A atividade difenil oxidase é
encontrada em cepas produtoras de melanina e estd ausente em cepas
deficientes em melanina de C. neoformans. O gene LACL1 codifica a enzima
lacase (Pukkila-Worley et al., 2005; Williamson, 1994).

A melanina € composta por um grupo de pigmentos escuros e
antioxidantes presentes em algumas espécies de fungos. Sua importancia em
infeccbes por Cryptococcus spp. tem sido extensivamente estudada e sua
correlagdo com a viruléncia estabelecida (Pukkila-Worley et al., 2005). A
capacidade de formacdo de melanina na presenca de compostos difendlicos
tem desempenhado um papel fundamental na patogenicidade do
Cryptococcus, que inclui a eliminacdo de radicais livres (efeito antioxidante),
termo-tolerancia (protecdo contra estresse térmico e frio), sequestro de ions
metélicos, desenvolvimento celular e for¢a celular mecanico-quimica. Essas
propriedades protegem a levedura de uma variedade de condi¢cdes ambientais
e mecanismos efetores do hospedeiro, aléem de influenciar a suscetibilidade a
agentes antifiungicos (Cordero, Casadevall, 2017; Eisenman et al.,, 2014;
Grossman, Casadevall, 2017; Thammasit et al., 2018).

Cryptococcus sdo ainda capazes de formar biofilmes, que séo
comunidades de micro-organismos envolvidas em uma matriz extracelular por

eles produzida e aderidas a uma superficie abidtica ou bidtica, cujo
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desenvolvimento proporciona beneficios importantes para os micro-organismos
(Donlan, 2002). O componente polissacaridico GXM da capsula de
Cryptococcus spp. € muito importante para a fase inicial de adeséo do biofilme,
constituindo o principal componente da matriz extracelular (Martinez,
Casadevall, 2007).

Os biofilmes geram barreiras fisicas que proporcionam protegdo contra
fatores externos (Donlan, 2002). A matriz polimérica promove a adsor¢cédo de
moléculas de nutrientes e fornece protecao contra agressdes ambientais como
alteracbes de pH, concentracdo de sal, desidratacdo, produtos quimicos
agressivos, bactericidas, antibioticos, predadores, bactérias liticas e metais
pesados. Assim, 0s micro-organismos do biofilme diferem profundamente das
células plancténicas (Tavares et al., 2019). Células de C. neoformans e C. gattii
se mostraram mais virulentas nas formas de biofime do que as células
planctonicas quando estudadas em modelo de Galleria mellonella. Isso sugere
que as condi¢cdes do biofilme podem contribuir para o perfil de viruléncia
nessas larvas (Benaducci et al., 2016).

A comunicacao celular no biofilme se da por meio de sinalizacdes
denominadas quorum sensing (Donlan, 2002). Em densidades populacionais
suficientes, esses sinais atingem as concentracdes necessarias para a ativacao
dos genes envolvidos na diferenciacdo do biofilme (Romling, Balsalobre, 2012).
Benaducci et al. (2016) verificaram significativo aumento na expressédo dos
genes LAC1, URE1 e CAP59 quando comparados os biofiimes e células
planctonicas de Cryptococcus spp. Diferencas no transcriptoma de biofilme de
C. gattii em superficie abiética também ja foram relatadas (Tavares et al.,
2019).

O diagndstico precoce da criptococose e instituicdo de terapia
adequada sdo imperativos para minimizar a severidade da infecgdo. A
meningite criptocdcica pode ser tratada com eficacia com medicamentos como
a anfotericina B e a flucitosina, mas eles séo pouco adequados para uso em
paises em desenvolvimento. A anfotericina B tem alto custo e requer
administracdo hospitalar, e a flucitosina requer monitoramento sanguineo
cuidadoso. Desta forma, a meningite criptocécica em paises em
desenvolvimento tem sido geralmente tratada com fluconazol, que é

parcialmente eficaz (Mourad, Perfect, 2018). Os isolados clinicos de C.
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neoformans foram relatados como menos suscetiveis a drogas antifingicas do
gue os isolados ambientais (Matos et al., 2012). Embora a contribuicdo desses
estudos seja de grande importancia, mais trabalhos precisam ser feitos para ter
dados suficientes para uma analise especialmente de correlacédo entre a fonte
dos isolados, clinica ou ambiental, e seus perfis de susceptibilidade antifingica
(Firacative et al., 2018).

Existem diferentes métodos usados para o diagnostico de criptococose
sendo eles baseados na demonstracdo direta do patdégeno, na cultura e
identificacdo microbioldgica, na histopatologia de tecidos infectados e nos
meétodos soroldgicos e moleculares. A deteccédo do antigeno do polissacarideo
capsular de Cryptococcus spp. no soro, urina e no liquor tem sido bastante
utilizada, sendo um dos principais testes sorolégicos realizados na rotina
micolégica. A deteccdo desse antigeno envolve diferentes técnicas como
Imunoensaio Enzimatico (EIA), Aglutinagcdo de particulas de Latex e
Imunocromatografia por Lateral-Flow-Assay (CrAg LFA). Métodos moleculares,
embora disponiveis e amplamente utilizados para fins de pesquisa, ndo séo
utilizados em larga escala na rotina clinica (Maziars, Perfect, 2016).

Métodos microscopicos e de cultura microbioldégica, embora
especificos, mostram uma sensibilidade de 50-80%. Somado a esse fator
limitante, a cultura leva tempo e requer mais trabalho do que as outras
metodologias, além de grandes volumes de amostras. A metodologia de
aglutinacdo em latex utiliza particulas de latex revestidas com anticorpos
policlonais para a capsula criptococica. Ela € mais sensivel do que os métodos
anteriores, mas sofre com a limitagdo da falsa positividade bem como altas
taxas de falsa negatividade. A subjetividade da leitura e graduacéo das reacoes
de latex sdo problemas adicionais, especialmente em casos limitrofes. A
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) oferece uma excelente alternativa ao
diagnostico precoce da criptococose se comparada aos metodos tradicionais,
sendo rapida e especifica, detectando baixa carga fungica e utilizando pequena
guantidade de amostra (Saha et al., 2009).

O tipo da amostra biolégica a ser utilizada para o diagndstico clinico
deve ser adequado a metodologia adotada. Saha et al. (2009) demonstraram
que para pacientes pré-tratamento, com meétodos microbiologicos

convencionais de diagnostico, o liquor (LCR) foi a melhor amostra para o
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diagnoéstico laboratorial de criptococose e a urina ndo demonstrou ser um
material muito bom. No entanto, a urina provou ser uma amostra de boa
qualidade para deteccdo por metodologias de latex, EIA e PCR, com altas
sensibilidades dos ensaios. A urina, por ser obtida de forma néo invasiva e de
facil coleta, € uma amostra biolégica interessante para a deteccdo de
Cryptococcus por esses métodos. Nesse estudo ainda, amostras de soro de
pacientes pré-tratamento apresentaram positividade de 100% quando
diagnosticadas pelas metodologias de microscopia, cultura microbioldgica,
latex, EIA e PCR, mas isso decaiu para 94% em amostras de soro de pacientes
apos o inicio da terapia, quando se utilizou as metodologias de latex, EIA e
PCR (Saha et al., 2009).

Diferentes técnicas moleculares tém sido utilizadas para determinar o
genatipo de isolados individuais, e comparar grupos de isolados entre espécies
de C. neoformans e C. gatti, e ainda realizar estudos de epidemiologia
molecular e genética de populacdes. Metodologias como PCR e Nested-PCR
(Tanaka et al., 1996), PCR Multiplex (Luo, Mitchell, 2002), PCR Singleplex
(Feng et al., 2013), AFLP Fingerprinting (Bovers et al., 2006; Herkert et al.,
2018), RFLP (Andrade-Silva et al., 2018), PCR com imunocromatografia de
fluxo lateral (Ma et al., 2012), MALDI-TOF MS (Siqueira et al., 2019), dentre
outras, tem sido utilizadas para deteccdo de alvos de Cryptococcus spp. como
os genes URA5, Laccase, RUM1, CAP59, STR e ITS - Internal transcribed
space (regido espaco interno transcrito). A tipagem molecular baseada na
diferenca de introns do gene STR1 de Cryptococcus mostrou que as perdas e
consequentes diferencas de tamanhos desses introns possibilitam a
diferenciacdo do complexo de espécies de Cryptococcus neoformans e
Cryptococcus gattii (Feng et al., 2013).

Desde a introducdo do conceito dos 3Rs (do inglés Replacement,
Reduction e Refinement), formulado por William Russell e Rex Burch em 1959,
principios éticos para uso de animais com fins de pesquisas tem sido cada vez
mais considerados (Hubrecht, Carter, 2019). Nessa 6tica, a crescente utilizacdo
de modelos invertebrados tem contribuido com a substituicdo de animais
superiores vivos e conscientes (Replacement); a reducdo do numero de
animais utilizados para obter informagbes em determinada quantidade e

precisado (Reduction); e o refinamento da pesquisa, diminuindo a severidade de
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procedimentos aplicados em animais sencientes, que ainda precisem ser
usados (Refinement) (Hubrecht, Carter, 2019).

Diferentes modelos de animais alternativos tém sido propostos para o
estudo da patogenicidade de Cryptococcus e para o desenvolvimento de novas
opcOes de tratamento (Sabiiti et al., 2012). Modelos de invertebrados, como
Galleria mellonella, Acantamoeba castellanii, Dictyostelium discoideum,
Caenorhabditis elegans e Drosophila melanogaster, tem sido largamente
utilizado por apresentarem algumas vantagens em infecgdo experimental
quando comparados aos mamiferos. As principais vantagens sédo o baixo custo
para manutencéo, o trabalho sem necessidade de aprovacdo por comité de
ética, o rapido tempo de reproducdo dos invertebrados, a possibilidade de
estudos em larga escala e principalmente de estudos envolvendo imunidade
inata, uma vez que o0s invertebrados possuem apenas o0 sistema inato
(Arvanitis et al., 2013; Junqueira, 2012).

Mylonakis et al. (2010) avaliaram a sobrevida de Galleria mellonella
apos inoculacdo de sua hemolinfa com diferentes cepas de Cryptococcus
neoformans e mostraram que esta levedura é capaz de causar infec¢cdo nas
larvas tanto a 30°C quanto a 37°C. Observaram ainda que os genes CAP59,
GPAl, RAS1 e PKA1l, envolvidos na viruléncia de C. neoformans em
mamiferos, também eram expressos em Galleria mellonella e, desta forma, a
correlagdo positiva entre o modelo invertebrado e vertebrado poderia ser
estabelecida (Arvanitis et al., 2013; Fuchs et al., 2010). O modelo de Galleria
mellonella também se mostrou apropriado para o estudo de suscetibilidade aos
antifangicos. A droga administrada na hemolinfa das larvas, apés a inoculagéo
com C. neoformans, foi eficaz para prolongar a sobrevida e diminuir a carga
fungica (Fuchs et al.,, 2010). Além disso, alteraces morfoldégicas como
aumento capsular e formacdo de células gigantes, descritos em modelos de
camundongos, também foram observadas em G. mellonella infectada por C.
neoformans (Garcia-Rodas et al.,, 2011; Zaragoza et al., 2010; Zaragoza,
Nielsen, 2013).

Apesar da disseminacdo mundial da criptococose, poucos dados
epidemioldgicos estéo disponiveis a respeito dessa micose no Brasil. Até esse
momento, estudos sobre a caracterizacdo genotipica de seu agente etiologico

nao foram relatados na regidao do Vale do Paraiba, Sdo Paulo. Desta forma,
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esse estudo tem por finalidade caracterizar amostras clinicas de Cryptococcus
spp. provenientes de hospitais da cidade de S&o José dos Campos - SP por

técnicas de biologia molecular e por ensaios in vitro e in vivo em modelo de

Galleria mellonella.
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2 PROPOSICAO

Esta pesquisa se propde a caracterizar genotipicamente e avaliar o
perfil de viruléncia in vitro e em modelo de Galleria mellonella de amostras
clinicas de pacientes com criptococose, tratados em hospitais na cidade de

Séo José dos Campos.

2.1 Objetivos especificos

a. identificar as espécies de cepas clinicas do género Cryptococcus
através da Reacao em Cadeia da Polimerase;

b. determinar a sensibilidade in vitro das cepas clinicas de
Cryptococcus spp. aos antifiungicos anfotericina B e fluconazol;

c. avaliar a capacidade de formacdo de biofilme in vitro pelas cepas
clinicas estudadas;

d. avaliar o perfil de viruléncia das cepas clinicas de Cryptococcus spp.

em modelo in vivo de Galleria mellonella.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Origem das cepas e condi¢cdes de cultivo

Nesse estudo foram avaliadas sete cepas clinicas isoladas de
pacientes com culturas positivas para Cryptococcus spp., cedidas pelo
Laboratorio de Analises Clinicas LabviValle Ltda, Laboratério ValeClin e
Hospital de Clinica Sul Dr. Ivan da Silva, localizados no municipio de Séo José
dos Campos. As amostras foram coletadas no periodo de julho de 2019 a
margo de 2020 e o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisa em
humanos (CEPh), sob o parecer 3.641.351 (Anexo A).

Foram também incluidas cepas de referéncia ATCC (American Type
Culture Collection) para a validacdo de todos os ensaios, quais sejam: ATCC
208821, caracterisada como Cryptococcus neoformans var. grubbi, sorotipo A
(H99) e ATCC 56990, caracterizada como Cryptococcus gattii, sorotipo BC, tipo
molecular VGIIIl. A cepa ATCC 6258, Candida krusei, foi utilizada como cepa
controle nos testes de microdiluicdo em caldo. Estas cepas sdo mantidas
congeladas no Laboratério de Microbiologia e Imunologia Bucal do Instituto de
Ciéncia e Tecnologia da Universidade Estadual Paulista (ICT/UNESP) de Sé&o
José dos Campos-SP.

Os micro-organismos foram cultivados em cado de agar Sabouraud
dextrose (Becton Dickinson), com agitacdo (150 rpm), previamente aos
ensaios. C. neoformans e C. gattii foram incubados por 48 h a 30 °C e C. krusei
por 24 h a 37°C. Durante os ensaios, as incubacgfes foram realizadas a 37 °C

para todos 0s micro-organismos.



3.2. ldentificacdo de Cryptococcus spp. por métodos microbiolégicos

classicos

As cepas foram semeadas em agar Sabouraud (Becton Dickinson) e
incubadas a 37 °C por 48 h. Para avaliacdo da producdo de melanina, os
isolados foram simultaneamente cultivados em agar semente de niger, Guizotia
abyssinic, (sementes de niger 10g, glicose 0,1g, agar bacteriolégico 2g e agua
gsp 100mL). A producédo de melanina foi avaliada através da reacdo da fenol-
oxidase de C. neoformans e C. gattii com o acido cafeico das sementes de
niger, produzindo um pigmento castanho escuro nas colénias 48 h apos a
incubacédo a 37 °C (Klein et al., 2009).

A avaliacdo da presenca de capsula para diferenciacao preliminar de
Cryptococcus spp. de outras leveduras foi feita a partir de coloracao por tinta
da China (Nanquim Acrilex). Uma colbnia foi coletada a partir do &agar
Sabouraud e corada com 5uL do corante e observada ao microscopio 6ptico
entre [Amina e laminula. A capsula foi identificada como um halo transparente

ao redor dos micro-organismos contra um fundo preto.

3.3 Caracterizacao dos isolados por biologia molecular

Os isolados foram caracterizados molecularmente por PCR singleplex

conforme metodologia proposta por Feng et al. (2013) .

3.3.1 Extracédo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada com kit comercial Wizard® Genomic
DNA Purification kit (Promega Corporation, Madison, WI), conforme orientagdes
do fabricante. O protocolo de extracdo de DNA deste estudo considerou o pré

tratamento das amostras com a enzima liticase (Sigma Cat.3 12524), que
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catalisa a lise da célula fungica por uma atividade especifica de protease
alcalina sobre o beta glucano B -1,3-glucanase da parede celular.

Inicialmente, as amostras foram cultivadas em caldo agar Sabouraud
dextrose, conforme descrito no item 3.1. O tubo foi centrifugado a 13.000 x g
por 2 minutos para precipitacdo das células e o sobrenadante foi removido. O
precipitado foi lavado por duas vezes com PBS sob centrifugacdo. A seguir, 1
mL de cada crescimento foi coletado e transferido para um microtubo de 1,5
mL. As células foram ressuspensas em 293 puL de 50 mM EDTA e adicionados
7,5 UL de liticase, em concentracédo de 75 U/uL. O conjunto foi incubado a 37 °
C por 3 h para digestédo da parede celular. Em seguida, o tubo foi centrifugado
a 13.000 x g por 2 minutos e o sobrenadante removido. Adicionou-se 300 uL da
solucédo de lise ao precipitado, 100 pL da solucdo de precipitacdo de proteinas
e o tubo foi homogeneizado vigorosamente em vortex por 20 segundos. As
amostras foram colocadas em banho de gelo por 5 minutos e centrifugadas
novamente a 13.000 x g por 3 minutos. O sobrenadante foi coletado,
transferido para um novo microtubo de 1,5 mL contendo 300 pL de isopropanol
em TA (temperatura ambiente) e homogeneizado gentilmente por inverséo. A
amostra foi centrifugada a 13.000 x g por 2 minutos e o0 sobrenadante
removido. Adicionou-se 300 pL de etanol a 70% e o tubo foi homogeneizado
por inversdo para lavar o sedimento de DNA. A amostra foi centrifugada a
13.000 x g por 2 minutos e o sobrenadante removido. Os microtubos foram
colocados abertos e invertidos sobre papel absorvente por 15 minutos. O DNA
foi ressuspenso em 25 puL de solugdo de eluicdo, incubado a 65 °C por 10
minutos e estocado a — 80 °C.

3.3.2 Quantificagcdo do DNA extraido

Apbs o procedimento de extracdo, as concentracdes das amostras de
DNA foram quantificadas em ng/pL por espectrofotometria no comprimento de
onda de 260 nm para DNA e 280 nm para proteinas, e a pureza do material
extraido foi observada usando a relacédo densidade ¢6tica (DO) 260/280, em
equipamento NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, EUA). Para
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uma amostra de DNA ser considerada pura, a razdo 260/280 deve variar entre
1,8 e 2,0. Se essa razdo for < 1,8, possivelmente ha contaminacdo com
proteinas, fenol ou outros compostos que absorvem fortemente em 280 nm
(Palma et al., 2004; Lehninger, 2018).

3.3.3 Identificacéao molecular por PCR singleplex

O método de PCR singleplex utilizado para a identificacdo das
espécies de Cryptococcus spp. foi baseado em protocolo descrito por Feng et
al. (2013). Os iniciadores utilizados foram construidos para flanquear a regiédo
do gene transportador de acucar STR1. Diferentes perdas de introns nessa
regido ocorrem entre as espécies de Cryptococcus, 0 que possibilita o seu uso
como marcador genético para tipagem molecular. Os iniciadores utilizados
foram: STR1-F (5 GAGATTCGGCAGGAAGAAGC 3) e STR1-R (5
CGTAAGGGATGACGAAAAGGTA 3). A dtllizagdo destes iniciadores
possibilita a formacdo de produtos de amplificacdo de 274 pb para C.
neoformans var. grubii, 224 pb para C. neoformans var. neoformans e 170 pb
para C gattii. Amplificacbes simultdneas de dois fragmentos também sé&o
possiveis para identificacdo dos hibridos AD (274 e 224 pb), AB (274 pb e 170
pb) e BD (224 e 170 pb).

A reacao de amplificacdo foi realizada em um volume final de 25 pL
contendo 20 ng de DNA, 10mM Tris HCI pH 8,3/50mM KCI, 1,5mM MgCI2, 0,8
mM de desoxirribonucleotideos (ANTPs), 0,2 uL de cada iniciador (10 uM) e 1U
de Tag DNA platinum (Invitrogen, Carlsbad, CA) em um termociclador
Mastercycler® gradient (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). As condi¢cdes para
a realizacao deste PCR foram: desnaturacao inicial de 94 °C por 5 minutos, 40
ciclos de desnaturagédo a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 55 °C por 30
segundos, extensao a 72 °C por 30 segundos e extensao final de 72 °C por 10
minutos. Os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose a 1,5%
em TBE, corados com 0,5 pg/mL de brometo de etidio e visualizados em um
transiluminador UV (DyNA Light, LABNET, EUA).



Em todas as reagOes foram utilizados DNA molde das cepas
referéncias ATCC 56990 e ATCC 208821 (H99) como controles positivos da
reacao e um controle negativo (sem adicao de DNA molde).

3.4. Caracterizacdo das amostras clinicas in vitro

3.4.1 Avaliacédo da atividade antifungica e determinacdo da Concentracéo
Inibitéria Minima (CIM)

O teste de sensibilidade foi realizado pela técnica de microdiluicdo de
acordo com European Committe for Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) (Arendrup et al., 2017). Os ensaios foram realizados em placas de
poliestireno de 96 pocos com utilizacdo do meio de cultura RPMI-1640
suplementado com 2% de glicose. Foram avaliadas as sensibilidades dos
isolados clinicos para os antifungicos anfotericina B (AMB) e fluconazol. A
levedura Candida krusei ATTC 6258 foi utillizada como controle do
experimento, conforme protocolo do EUCAST (Committee et al., 2020). A figura
2 traz a representacdo esquematica do teste de microdiluicio em caldo para
leveduras.

Os farmacos foram reconstituidos com o solvente dimetilsulféxido
(DMSO) e posteriormente diluidos em meio de cultura RPMI suplementado
com 2% de glicose. As concentracdes avaliadas foram de 0,0625 pg/mL - 32
pg/mL para fluconazol e de 0,0313 pg/mL - 16 pg/mL para AMB. O volume de
100 pL de cada concentracao dos farmacos foi adicionado a um pogo da placa.

As concentragdes finais podem ser observadas no quadro 3.



Quadro 3 - Faixas de concentra¢gfes de antifungicos (ug/mL) apropriadas para
teste de microdiluicdo em caldo (EUCAST)

Antifingicos Diluicbes seriadas dos Antifungicos (ug/mL)
Fluconazol 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 | 0,125 | 0,0625
AMB 16 8 4 2 1 0,5 0,25 | 0,125 | 0,0625 | 0,0313

Fonte: Elaborado pelo autor.

Apés as diluicdes dos farmacos, as suspensdes de leveduras
cultivadas em caldo agar Sabouraud dextrose, conforme descrito no item 3.1,
foram coletadas por centrifugacdo a 5.000 rpm por 10 minutos, lavadas trés
vezes com tampéo fosfato-salino (PBS), padronizadas em 2,5x10° células/mL
com auxilio de camara de Neubauer e preparadas em RPMI 1640 (com L-
gluatamina, sem bicarbonato de sédio e acrescido de 2% de glicose)
tamponado com MOPS 0,165 M, pH 7,0. Foram acrescentados 100 uL de
inoculo 2,5x10° células/mL nos pocos da placa de 96 pocos, a qual foi incubada
em a 37 °C sob agitacdo (60 rpm) por 48 horas. A diluicdo 1:1 com a
suspensdo do indculo fornece concentracdes finais dos principios ativos
estudados que séo a metade das indicadas. Um po¢o com 100 pL de in6culo e
100 pL de RPMI foi utilizada como controle livre de drogas e o controle

negativo do ensaio foi feito em outro poco com 200 puL de RPMI.



Figura 2 - Etapas do teste de micro-diluicdo em caldo segundo metodologia
padronizada para leveduras pelo EUCAST (2017)

100uL de antifingico em concentracdes seriadas em

1218000100000

oo e | |2 | @O0 OO0 OO0
nseio | | © 1@ QOO0 U

o0 B @I O[O
em cada E \JOOOOOOOOOOJ
e || F @O OO OO0 OO0

L eesceeeceer
wsei T O o
ATCC 6258 * *

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os resultados foram analisados por leitura visual e espectrométrica a
530 nandmetros (nm) apos o periodo de incubacdo. A concentragdo inibitéria
minima (CIM) da anfotericina B foi determinada pela menor concentracao
capaz de inibir o crescimento dos fungos em = 90% quando comparado ao
controle de crescimento fungico. Ja a CIM do fluconazol foi considerada a
concentragdo mais baixa da droga que inibiu o crescimento = 50% (Arendrup et
al., 2017).0s experimentos foram realizados em duplicata.

De acordo com as normas do EUCAST, versédo 1.0, atualizadas em
2020, o valor de corte epidemioldgico (ECOFF) proposto para C. neoformans,
em relacdo a AMB é 1 ug/mL (sensivel < 1 ug/mL e resistente > 1 ug/mL). Ja
para o C. gattii, o valor do ECOFF, considerando o mesmo antifingico, é 0,5

ug/mL. Nao ha valor de corte epidemioldgico estabelecido para fluconazol.
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3.4.2 Andlise da formacao do biofilme

Os biofilmes foram formados de acordo com Martinez, Casadevall,
2006, com algumas modificacdes (Martinez, Casadevall, 2006). A suspensé&o
fungica foi preparada conforme descrito no item 3.1 e, apds o periodo de
incubacédo, as células foram coletadas por centrifugacdo de 5000 rpm por 10
minutos e lavadas trés vezes com PBS. A concentracéo de 1 X 10® células/mL
foi padronizada com o auxilio da caAmara de Neubauer e preparada em meio
RPMI 1640 acrescido de 2% de glicose e tamponado com MOPS 0,165 M, pH
7,0. Para cada cepa, 100 pyL da suspensao foram adicionadas a 8 pocos de
poliestireno individuais em placas de 96 pocos e foram incubadas a 37 °C sem
agitacdo por 4 horas para o estégio inicial de adesao. Em seguida o meio RPMI
dos pocos foi trocado e as placas foram incubadas novamente por 48 horas. A
cada 24 horas ocorreu troca do meio de cultura para manter os nutrientes
necessarios para as células. Pogcos sem células de Cryptococcus spp. foram
utilizados como controle.

Apbs a incubacédo, os pocos foram lavados trés vezes com PBS para a
remocdo de leveduras ndo aderentes. As células fungicas que permaneceram
aderidas a superficie plastica foram consideradas componentes dos biofilmes
(Martinez, Casadevall, 2006).

3.4.2.1 Avaliacédo da formacéo da biomassa total por cristal violeta

A gquantificagdo dos biofilmes por cristal violeta foi realizada de acordo
com Peeters et al. (2008). Apos a formacéo do biofilme, 100 uL de metanol
absoluto foi adicionado a cada poco para fixacdo dos biofilmes e o conjunto
incubado por 15 minutos. Em seguida, o metanol foi removido e a placa
incubada em temperatura ambiente para secar por aproximadamente 16 horas.
Cem microlitros de solucéo de cristal violeta a 0,5% foram adicionados em

cada poco e, apos 20 minutos, o corante foi removido e os pocos lavados com
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PBS. Em seguida, 150 pL de acido acético 33% (v/v) foi adicionado para a

solubilizac&o do corante. As placas foram lidas a 570 nm.

3.4.2.2 Avaliacdo da viabilidade celular por 2,3-Bis- (2-Metoxi-4-Nitro-5-
Sulfofenil) -2H-Tetrazolium-5-Carboxanilida (XTT)

A atividade metabdlica dos biofilmes foi avaliada de acordo com
Martinez, Casadevall (2006). Medidas semi-quantitativas das atividades dos
biofilmes foram obtidas a partir do ensaio de reducdo de XTT. A atividade
celular é demonstrada quando a enzima mitocondrial desidrogenase reduz o
sal XTT tetrazdOlio a sal formazan, com alteracdo colorimétrica. O ensaio foi
realizado com adigdo em cada pogo de 50 pL de solugao de XTT (1 mg / mL
em PBS) e 4 yL de uma solugédo de menadiona (1 mM em acetona, Sigma
Chemical Co). As microplacas foram incubadas a 37 °C por 5 horas e medidas
as absorbancias em 590 nm. Em todas os testes, o RPMI foi incluido como

controle negativo.

3.5. Caracterizacdo dos isolados clinicos in vivo em modelo de Galleria

mellonella

3.5.1 Cultura das larvas de Galleria mellonella e condigcbes experimentais

As larvas de Galleria mellonella utilizadas neste estudo foram obtidas
apos a oviposicdo de mariposas adultas criadas e mantidas a 25 °C no
Laboratério de Microbiologia e Imunologia Bucal do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia da Universidade Estadual Paulista (ICT/UNESP) de S&o José dos
Campos-SP (Jorjao et al., 2018). No dia anterior ao experimento, vinte larvas

por grupo avaliado, com tamanhos semelhantes (250 a 300 mg), foram
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selecionadas e armazenadas em placas plasticas de Petri de 90 mm, a 37 °C,

protegidas da luz e sem alimento.

3.5.2 Determinacdo da viruléncia por curva de sobrevivéncia

As cepas clinicas foram previamente cultivadas em caldo Sabouraud
dextrose conforme descrito no item 3.1. Com auxilio de camara de Neubauer,
indculos de 2 X 108 células/mL de cada grupo avaliado foram preparados em
PBS.

Vinte larvas por grupo foram infectadas com 10 pL de indculos
injetados no ultimo proleg com seringa de Hamilton (Hamilton, EUA) (Mylonakis
et al., 2005). Os grupos de G. mellonella foram incubados a 37 °C, e sua
sobrevida foi monitorada cada 24 horas por 7 dias. A morte das larvas foi
avaliada pela falta de movimento apds tocé-las com uma pinca. Os resultados
foram expressos em porcentagem de sobrevivéncia de larvas. O procedimento
foi feito em duplicata.

Um grupo de 20 larvas foi inoculado com PBS para monitorar os efeitos
potenciais na sobrevida devido a lesdo fisica, enquanto outro grupo de 20
larvas ndo inoculadas funcionaram como controle néo tratado (Firacative et al.,
2014).

3.5.3 Avaliacédo do indice de saude em Galleria mellonella

O indice de saude de Galleria mellonella foi avaliado conforme padrbes
estabelecidos por Loh et al. (2013). Ap6s a infeccdo, as larvas foram
monitoradas, a cada 24 horas por 7 dias, quanto aos seguintes atributos de
saude: mobilidade, extensdo da producdo de seda (formacdo de casulos),
melanizacdo e sobrevivéncia. A melanizacdo progressiva das larvas depende
do patdgeno infectante (Fuchs et al., 2010). Alguns patégenos causam

melanizagdo profunda e uniforme, enquanto outros causam mudangas de cor



mais sutis. A melanizacdo € uma resposta imune primaria a infeccdo em larvas
de G. mellonella e d4 uma indicacdo da gravidade da infeccdo (Kavanagh,
Reeves, 2004). A incapacidade das larvas em estagio de pupa de formar um
casulo, bem como a alteracdo da motilidade, indica problemas de saude. Foi
fornecida uma pontuacdo para cada atributo que contribuiu para um indice
geral de saude de uma larva individual. Uma larva saudavel e nédo infectada
costuma pontuar entre 9 e 10, enquanto a morta e infectada costuma pontuar O
(Loh et al., 2013). Os critérios de avaliacdo e suas respectivas pontuacdes sédo

expostos no quadro 4.

Quadro 4 — Escala de pontuacédo de indice de saude de Galleria mellonella

Categoria Descricao Pontuacao
Imével 0
Mobilidade Minima mobilidade ao estimulo 1
Mobilidade quando estimulado 2
Casulo ausente 0

Formacéao de
casulo

o
[

Formacéo parcial
Formacdo completa
Melanizacdo completa (preta)
Manchas marrons

Melanizacéao > 3 manchas beges
< 3 manchas beges
Sem melanizacdo
Vivo
Morto

Sobrevida

OINIAR|WIN|F,|O(W

Fonte: Loh et al., 2013.

3.5.4. Avaliacdo dos tamanhos da capsula e corpo de Cryptococcus spp.

apos inoculacdo em Galleria mellonella

As cepas de Cryptococcus spp. foram cultivadas conforme descrito no
item 3.1 para avaliagdo do didmetro do corpo celular e da cdpsula. A capsula

foi identificada como um halo ao redor das células e o tamanho das células



cultivadas em Sabouraud foi considerado o tempo zero para a infeccdo. Dez
microlitros de uma suspensédo saturada de células foram corados por 5 uL de
tinta da China (Nanquim Acrilex) e observados ao microscopio éptico entre
lamina e laminula.

Para a analise dos tamanhos do corpo celular e da capsula de
Cryptococcus spp apods inoculacdo em G. mellonella, foram isoladas células
fungicas em macerados de larvas 72 horas apos infec¢do. Cada larva foi morta
e macerada com bisturi estéril em placa de Petri, homogeneizada em 1 ml de
PBS. Dez microlitros do macerado foram corados com 5 uL de tinta da China
(Nanquim Acrilex) e observados ao microscopio optico. A partir dai, os
tamanhos das cdpsulas foram medidos conforme segue.

As laminas foram fotografadas em aumento de 40X com auxilio do
microscépio (Zeiss, Germany) e do software ISCapture Imaging. Usando o
software ImageJ (National Institutes of Health), foram medidos o diametro total
da levedura (DT), incluindo capsula e corpo, e o diametro do corpo (DC),
limitado pela parede celular, para 25 células por tratamento (Figura 3)
(Firacative et al., 2014; Zaragoza, Casadevall, 2004). Uma lamina padrdo, com
régua de 1mm, foi utilizada para configurar o software ImageJ previamente as
medidas. O tamanho da capsula foi considerado a partir do célculo (DT — DC) /
2 (Hansakon et al., 2019). As medidas foram realizadas em cepas clinicas pré
e pos inoculacdo em Galleria mellonella e seus resultados comparados

estatisticamente.
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Figura 3 — Desenho esquematico de medidas do didametro da capsula de cepas

de Cryptococcus spp.

Legenda: DT - didmetro total da célula de Cryptococcus spp., DC - didmetro do corpo de
Cryptococcus spp.
Fonte: Elaborada pelo autor.

3.6 Andlise estatistica

Y

Os resultados dos ensaios foram submetidos & andlise estatistica
utilizando o software GraphPad Prism verson 8.4.1 (GraphPad Software Inc.,
La Jolla, CA). O tipo de analise estatistica foi determinado apés a avaliacao da
normalidade dos dados. Para as amostras com distribuicdo normal, foram
utilizados o Teste T e ANOVA. Ja para os dados que ndo passaram pelo teste
de normalidade, foram adotados o teste de Kruskal wallis suplementado pelo
teste de Dunn. As curvas de sobrevivéncia em Galleria mellonella foram
representadas graficamente, os tempos médios de sobrevida foram calculados
e a estimativa das diferencas de sobrevida foi analisada pelo teste de Log-rank
(Mantel-Cox) (Firacative et al., 2014). Para validagéo das analises foi adotado o

intervalo de confianga de 95% (p < 0,05).
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4 RESULTADO

4.1 ldentificacdo de Cryptococcus por métodos microbioldgicos classicos

Todas as cepas consideradas neste estudo apresentaram formagéo de
pigmento castanho escuro (melanina) em &gar niger. A coloragdo por tinta da
china permitiu a visualizagdo de halo ao redor das células, indicando a

presenca de capsula em todas as amostras avaliadas (Figura 4).

Figura 4 - Coloracdo de amostra clinica por tinta da china mostrando leveduras

com presenca de capsulas

Corpo celular

Cépsula

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2 Caracterizagéo dos isolados por biologia molecular

4.2.1 Quantificacdo do DNA extraido

A quantidade de DNA obtida e a pureza das amostras foram

satisfatorias para a amplificacdo por PCR singleplex (Palma et al., 2004,



Lehninger, 2018). O quadro 5 resume as concentracdes de DNA obtidas e

raz&o de pureza das extragdes.

Quadro 5 — Quantificacdo de DNA extraido e razdo de pureza

Cepa Concentragéo (ng/ul) Razdo 260/280
ATCC 56990 (C.gattii) 80,60 1,97
ATCC 208821 (C. neoformans) 134,2 2,02
Clinica 1 (C. neoformans) 10,60 2,18
Clinica 2 (C. neoformans) 8,00 1,88
Clinica 3 (C. neoformans) 90,8 1,95
Clinica 4 (C. neoformans) 23,7 1,98
Clinica 5 (C.gattii) 272,7 1,95
Clinica 6 (C. neoformans) 47,8 1,98
Clinica 7 (C. neoformans) 54,6 1,56

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2.2 Identificacdo molecular por PCR singleplex

A identificacdo molecular por PCR singleplex, utilizando os primers
propostos por Feng et al. (2013), gerou amplificaces com produtos de 274 pb
coerentes com C. neoformans var. grubii e 170 pb com C. gattii. Dentre as
amostras testadas, ndo foram evidenciadas amplificacbes de 224 pb,
compativeis com o padréo para C. neoformans var. neoformans, tdo pouco
amplificacBes simultaneas de dois fragmentos para os hibridos AD (274 e 224
pb), hibrido AB (274 pb e 170 pb) e hibrido BD (224 e 170 pb). Os tamanhos
dos fragmentos de DNA amplificados e revelados por eletroforese em gel de

agarose a 1,5% séao demonstrados na figura 5.
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Figura 5 — Eletroforese em gel de agarose para produtos de PCR singleplex de

Cryptococcus spp.

600 pb
300 pb 274 pb

170 pb

Legenda: Gel de agarose a 1,5% em 0,5xTBE, corado por brometo de etidio e visualizado no
transluminador. Isolados clinicos foram identificados como C. neoformans var. grubbii e C.gattii
e apresentaram os fragmentos esperados de 274 e 170 pb, respectivamente. M - marcador de
peso molecular 100pb (Sigma-Aldrich); 1 — cepa clinica 1 C. neoformans var. grubii; 2 - cepa
clinica 2 C. neoformans var. grubii; 3 - cepa clinica 3 C. neoformans var. grubii; 4 - cepa clinica
4 C. neoformans var. grubii; 5 - cepa clinica 5 C.gattii; 6 - cepa clinica 6 C. neoformans var.
grubii; 7 - cepa clinica 7 C. neoformans var. grubii; 8 - C. gattii ATCC 56990; 9 - C. neoformans
ATCC 208821 e 10 - controle negativo.

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.3 Caracterizacdo das amostras clinicas in vitro

4.3.1 Avaliacdo da atividade antifungica e determinacdo da Concentracao
Inibitéria Minima (CIM)

As cepas do complexo de espécies C. neformans/C. gattii consideradas
nesse estudo foram sensiveis a AMB, com concentragdes inibitérias minimas
(CIM) variando entre 0,015 e 0,031 ug/mL. As CIM para cada grupo
considerado sado demonstradas no quadro 6. As CIM para o fluconazol
variaram entre 2 e 32 ug/mL para as cepas de C. neoformans e foi de 2 ug/mL

para cepa de C. gattii.
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Quadro 6 — Suscetibilidade antifungica in vitro de C. neoformans var. grubii (n =

6) e C. gattii (n = 1) pelo método de micro diluicdo em caldo (EUCAST)

Microdiluicdo em caldo CIM (ug/mL)

Antifuingico C. neoformans var.

Cepas clinicas grubii C. gattii
Faixa todas as cepas 2-32 N3o aplicavel
cepa Clinica 1 2
cepa Clinica 2 2
cepa Clinica 3 1
Fluconazol
cepa Clinica 4 2
cepa Clinica 5 )
cepa Clinica 6 32
cepa Clinica 7 32
Antifuingico Microdiluigdo em caldo CIM (ug/mL)

C. neoformans var.

Cepas clinicas .
P grubii

C. gattii

Faixa todas ascepas (915 .0,031 N3o aplicavel

cepa Clinica 1 0,015
cepa Clinica 2 0,015
Anfotericina B Fepa cinica? PO
cepa Clinica 4 0,031
cepa Clinica 5 0,015
cepa Clinica 6 0,015
cepa Clinica 7 0,015

Legenda: Perfil de suscetibilidade de isolados clinicos de Cryptococcus spp aos antifingicos
anfotericina B e fluconazol. CIM: concentragdo inibitéria minima, conforme determinado pelas
diretrizes do EUCAST.

Fonte: Elaborado pelo autor.



A levedura C. krusei é intrinsicamente resistente ao fluconazol e o valor
de MIC esta no intervalo de 16-64 pg/mL (Arendrup et al., 2017) e em relagéo a
AMB o intervalo de MIC varia entre 0,25 —1,0 pg/mL (Committee et al., 2020).
A figura 6 demonstra, dentre outras observacoes, o perfil de resisténcia de C.

krusei ao fluconazol.

Figura 6 — Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) para cepas Cryptococcus

neoformans e Cryptococcus gattii frente ao fluconazol em placa de 96 pocos

CM 32 16 8 4 2 1 050,250,1250,0625 CCF

Clinica 1

Clinica 2

Clinica 3
Clinica 4
Clinica 5

NA

C. krusei

Legenda: Na horizontal, as concentracdes testadas de fluconazol (ug/mL). Na vertical, as
amostras testadas: Clinica 1 — 4 C. neoformans e Clinica 5 C. gatti. CM — Controle do meio;
CCF — controle de crescimento flngico; NA — amostra ndo participante desse estudo; Candida
krusei — cepa controle da andlise.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.3.2. Analise da formacgéo do biofilme

4.3.2.1. Avaliagéo da biomassa do biofilme por cristal violeta

A capacidade dos isolados clinicos e cepas ATCC 208821 e ATCC
56990 para formar biofilme em superficie de poliestireno foi primeiramente
analisada. A biomassa de biofiimes com 48 horas de formacédo, corados por
cristal violeta, foi determinada com leitura de densidade 6tica em 570 nm (DO
570 nm). As leituras minimas, maximas, médias e desvio padrdo de cada
amostra sdo demonstradas no quadro 7. Todas as cepas inclusas no presente

estudo foram capazes de formar biofilmes in vitro.

Quadro 7 — Leituras de DO 570 nm de biofilme corados por cristal violeta

Densidades 6pticas 570nm Cristal Violeta

Cryptococcus neoformans Cryptococcus gattii

Clinica 1 Clinica 2 Clinica 3 Clinica 4 Clinica 6 Clinica7  ATCC 208821| Clinicas ATCC 56990
Minima 3,33 3,56 3,47 3,73 3,71 3,55 3,74 3,75 2,63
Maxima 3,84 3,85 3,87 3,90 3,88 3,82 3,90 3,92 3,93
Média 3,71 3,79 3,73 3,82 3,80 3,75 3,82 3,83 3,67
Desvio padrdo 0,16 0,09 0,13 0,05 0,05 0,09 0,05 0,07 0,42

Fonte: Elaborado pelo autor.

N&o houve diferenca estatistica na quantificacdo de biomassa total entre
as cepas clinicas de C. neoformans quando comparadas entre si e com a cepa
padrdao ATCC 208821 (Figura 7A). Da mesma forma, néo foi notada diferenca
estatistica entre a cepa clinica 5 (C. gattii), e a cepa padrdo ATCC 56990
(Figura 7B).
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Figura 7 — Avaliacao da biomassa do biofilme de Cryptococcus spp. por cristal

violeta
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Legenda: Formacdo de biofilme por isolados clinicos de Cryptococcus spp. e cepas de
referéncia ATCC 208821 e ATCC 56990 em superficie de poliestireno. A biomassa do biofilme
foi medida ap6s coloragdo com cristal violeta (DO 570nm); os valores representam a média +
desvio padrdo. A - Isolados clinicos de Cryptococcus neoformans; B — Isolados clinicos de
Cryptococcus gattii.

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.3.2.2. Avaliacao da atividade metabdlica do biofilme por XTT

Os biofilmes de todas as cepas consideradas nesse estudo
demonstraram atividade metabdlica. O quadro 8 mostra as leituras minimas,
maximas, médias e desvio padrdo de cada cepa.

Para as amostras de Cryptococcus neoformans, foi possivel verificar
perfil semelhante entre todas as cepas desta espécie (Figura 8A). Além disso,
a atividade metabdlica entre cepa clinica C. gattii e a cepa padrao ATCC 56990

também foi semelhante (Figura 8B).
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Quadro 8 — Leituras de DO 590 nm de biofilme corados por XTT

Densidades 6pticas 590nm XTT
Cryptococcus neoformans Cryptococcus gattii
Clinica 1 Clinica 2 Clinica 3 Clinica 4 Clinica 6 Clinica 7 ATCC 208821| Clinica5 ATCC 56990
Minima 0,145 0,129 0,149 0,107 0,107 0,132 0,213 0,064 0,122
Méxima 0,20 0,18 0,22 0,19 0,20 0,20 0,26 0,20 0,24
Média 0,179 0,155 0,177 0,149 0,148 0,162 0,238 0,114 0,157
Desvio padrdo 0,02 0,02 0,02 0,03 0,03 0,03 0,02 0,04 0,04

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 8 - Atividade metabdlica de biofilme de Cryptococcus spp. avaliada pelo

ensaio de XTT
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Legenda: Formacdo de biofilme em superficie de poliestireno avaliada pela atividade
metabdlica das células através do ensaio de reducdo de XTT. A — Atividade metabdlica de
biofilme em amostras de C. neoformans. B - Atividade metabdlica de biofiime em amostras de
C. gattii.

Fonte: Elaborada pelo autor.



4.4 Caracterizagdo dos isolados clinicos in vivo em modelo Galleria

mellonella

4.4.1 Determinacdao da viruléncia por curva de sobrevivéncia

O aumento da mortalidade das larvas nos grupos clinicos foi observado
de forma mais expressiva a partir do quarto dia de monitoramento (Figura 9). O
tempo médio de morte das larvas infectadas com isolados clinicos de C.
neoformans variou entre 6 e 7 dias. A morte total das larvas ocorreu no sexto
dia apds a inoculacdo para 33,33% dos grupos (2/6) e no sétimo dia para
16,66% dos grupos (1/6). Para as larvas infectadas com as cepas clinicas 2, 3
e 6 cerca de 8,33%, 12,5% e 24,0% das larvas permaneceram vivas no ultimo
dia do estudo, respectivamente A morte total das larvas do grupo controle
ATCC 208821 (H99) ocorreu apés 4 dias de infec¢do (Figura 9A).

Em relacdo ao isolado clinico da espécie C. gattii, o tempo médio de
morte das larvas infectadas foi de 6 dias. No sétimo dia apds a inoculacao,
20,8% das larvas permaneceram vivas quando infectadas com amostra clinica
5 e 33,33% com grupo ATCC 56990 (Figura 9B). A cepa de C. gattii mostrou-se
menos virulenta do que a maioria das cepas de C. neoformans (p < 0,05),
excecdo feita as cepas 3 (p = 0.1999) e 6 (p = 0.0946).

Os grupos controles de Galleria mellonella inoculados com PBS e sem

manuseio mantiveram 100% das larvas vivas ao final do experimento.
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Figura 9 — Ensaio de sobrevivéncia de Galleria mellonella infectada com cepas
de Cryptococcus spp.
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Legenda: A — Curva de sobrevivéncia de G. mellonella inoculadas com cepas de C.
neoformans. B - Curva de sobrevivéncia G. mellonella inoculadas com cepas de C. gattii.
Fonte: Elaborada pelo autor.



4.4.2 Avaliacdo do indice de saude em Galleria mellonella
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O indice de saude de Galleria mellonella mostrou que todos os isolados

clinicos de Cryptococcus spp. foram capazes de reduzir diariamente a saude

das larvas quando comparados ao grupo nao infectado PBS (p < 0,05). O

grupo controle negativo exibiu maiores pontuacoes de motilidade, formacéo de

casulo, melanizagéo e sobrevida (Figuras 10 e 11).

Figura 10 — Atributos do indice

Cryptococcus neoformans
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 11 - Atributos do indice de Galleria mellonella infectada por

Cryptococcus gattii
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Fonte: Elaborada pelo autor.

ApoOs 72 horas da inoculacdo, houve declinio expressivo no indice geral
de saude das larvas infectadas por C. neoformans (Figura 10D). Excecdo a
esse perfil foi observado para cepa clinica 6, que apresentou declive mais
acentuado da curva entre o intervalo de 96 horas a 120 horas apés a
inoculag&o. Cinquenta por cento das larvas do isolado clinico 6 apresentaram
algum grau de motilidade apds 120 horas de inoculacédo, enquanto nas demais
cepas de C. neoformans o maximo de larvas com graduacdo positiva de
motilidade foi de 13% no mesmo periodo (Figura 10A). Aléem disso, 35% das
larvas do grupo clinico 6 ndo apresentaram melanizacdo apos 96 horas de
observacdo, em contraste com os demais grupos de C. neoformans cuja
melanizagdo ocorreu em 62,5% e 100,0% das larvas (Figura 10C). A
melanizacdo das larvas € demonstrada na figura 12. O grupo controle ATCC
208821 (H99) apresentou declinio da escala de saude de 62,75% em 48 horas

e de 100% apos 72 horas de observagéo.
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Figura 12 — Perfil de melanizacdo de larvas de G. mellonella inoculadas por

Cryptococcus spp.

Legenda: A — grupo controle negativo apés 96 horas de inoculagdo; B — Cepa clinica de C.
neoformans com menor melanizacao ap6s 96 horas de inoculacdo; C — melanizagdo de grupo
controle ATCC 208821/H99 (C. neoformans) apds 96 horas de inoculagdo; D — melanizagéo de
cepa clinica de C. gattii ap6s 96 horas de inoculacdo; E - melanizacdo de grupo controle ATCC
56990 (C. gattii) apds 96 horas de inoculacao.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Considerando as larvas inoculadas por C. gattii, a pontuacdo do indice
de saude apresentou declinio expressivo entre 96 horas e 120 horas de
observagdo (Figura 11D). Nesse mesmo intervalo, 6,67% das larvas
apresentaram motilidade ao estimulo (Figura 11A), 70% apresentavam
melanizacdo (Figuras 11C e 12) e 100% auséncia de formacdo de casulo
(Figura 11B). A cepa clinica 5 apresentou 20,8% das larvas vivas no ultimo dia

do experimento.



4.4.3 Avaliacdo dos diametros do corpo e capsula de Cryptococcus spp.

Houve diferenca estatistica entre os diametros do corpo e da capsula
de Cryptococcus spp. antes e apoés inoculacdo em Galleria mellonella para
todos as amostras clinicas avaliadas (p < 0,05).

O diametro da capsula de Cryptococcus neoformans cultivado em
Sabouraund variou entre 3,5 e 12um (Figura 13A). Apo¢s infecgdo em G.
mellonella, foram observadas capsulas com didmetros variando entre 8 e 43um
(Figura 13B). Capsulas com didametro = 20um estiveram presente em 42,57%
das medidas em C. neofromans. A amostra clinica 6 apresentou 48% dos
diametros de capsula = 30um pods infecgdo. Ja as amostras clinicas 3 e 4
tiveram medidas 2 30um em 28% e 8% das vezes, respectivamente. O
diametro do corpo de Cryptococcus neoformans cultivado em Sabouraund
variou entre 9 e 26um (Figura 13A). Apoés infeccdo em G. mellonella, o
didmetro dos corpos variou entre 15 e 51um (Figura 13B).

O didmetro da cépsula de Cryptococcus gattii cultivado em Sabouraund
variou entre 3,5 e 12um. Apos infec¢cdo em G. mellonella, foram observadas
capsulas com diametros variando entre 8 e 43um. O diametro do corpo de
Cryptococcus gattii cultivado em Sabouraund variou entre 9 e 28um. Apds
infeccdo em G. mellonella, o diametro do corpo variou entre 22 e 44um.

Para a cepa clinica de Cryptococcus gattii, o diametro médio da
capsula foi 5,78 um quando cultivada em Sabouraund e 28,12 um apos
inoculagéo em G. mellonella. Os didmetros da capsula foram = 30um em 40%

das medidas. O aumento da capsula da cepa clinicas de Cryptococcus gattii
apos infeccdo foi estatisticamente maior quando comparado ao da cepa
controle ATCC 56990 (p < 0,05).
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Figura 13 — Aumento capsular de isolado clinico de Criptococcus neoformans

apos infeccdo de Galleria mellonella

Legenda: A — cepa clinica 1 (C. neoformans) cultivada em &gar Sabouraund; B — cepa clinica 1
(C. neoformans) apds inoculagdo em G. mellonella.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Os diametros do corpo e da capsula de cepas de Cryptococcus spp.
cultivados em Sabouraund e apds infeccdo de G. mellonella sdo demonstrados

na figura 14.



Figura 14 — Medidas dos tamanhos do corpo e capsula de cepas de

Cryptococcus spp.
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Legenda: A) Analise do tamanho do corpo de C. neoformans cultivado em agar Sabouraund e
apo6s inoculagdo em G. mellonlla. B) Analise do tamanho do corpo de C. gattii cultivado em
agar Sabouraund e apds inoculacdo em G. mellonlla. C) Analise do tamanho das capsulas de
C. neoformans cultivado em &gar Sabouraund e apoés inoculacdo em G. mellonlla. D) Andlise
do tamanho das cépsulas de C. gattii cultivado em agar Sabouraund e apds inoculagcdo em G.
mellonlla. * indicam as diferencas estatisticamente significante (teste de Kruskal-Wallis e como
pos teste, Mann-Wthitney, p < 0,05).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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5 DISCUSSAO

A infeccdo por Cryptococcus spp. € uma doenca com alta morbidade e
mortalidade (Rajasingham et al., 2017). No Brasil, a criptococose foi
identificada como uma das infec¢des fungicas mais letais entre pacientes com
HIV (Nunes et al., 2018), porém, estimativas precisas de incidéncia nesse pais
néo estdo disponiveis.

Em particular, uma incidéncia média anual de 0,45 casos de
criptococose meningea por 100 mil habitantes foi relatada na populacdo geral
do estado do Rio de Janeiro - RJ (Leimann, Koifman, 2008). Porém, na maioria
dos estados brasileiros ndo ha estimativa de prevaléncia e a observacdo de
correlagdo entre isolados ambientais e clinicos também é limitada, o que
diminui o poder de associacdo estatistica (Andrade-Silva et al., 2018; Spina-
Tensini et al., 2017; Trilles et al., 2008).

Que seja de nosso conhecimento, estudos fenotipicos e genotipicos de
Cryptococcus spp. nao foram conduzidos em amostras clinicas na cidade de
Sao José dos Campos — SP até esse momento, tdo pouco em outras cidades
da regido do Vale do Paraiba. A visdo das correlacdes entre nichos ecoldgicos,
variabilidade genética, susceptibilidade aos antifingicos, fatores de viruléncia e
desfecho clinico é ferramenta de suma importancia para estabelecimento de
politicas publicas de salude que contribuam para controle da doenca na regiao.

Quando pensamos na alta mortalidade das infecgbes criptocdcicas
(Rajasingham et al., 2017), metodologias diagnésticas rapidas e precisas
tornam-se importantes aliadas para condutas clinicas eficazes. A técnica de
PCR singleplex avaliada no presente trabalho se mostrou uma ferramenta
diagnoéstica atraente, uma vez que foi capaz de diferenciar rapidamente as
espécies Cryptococcus neoformans var. grubbii e Cryptococcus gattii em
amostras bioldgicas de pacientes tratados em hospitais publicos na cidade de
Sédo José dos Campos. Dentre as cepas estudadas, ndo foram evidenciadas
amplificagbes compativeis com o padrdo de C. neoformans var. neoformans,
apesar da abrangéncia dos iniciadores moleculares utilizados incluirem a

diferenciacdo dessa espécie.
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A tipificacdo molecular baseada na perda de intron e na personalizagédo
de seu de tamanho foi utilizada nesse trabalho para diferenciagdo do complexo
de espécies C. neoformans/C. gattii. Os iniciadores moleculares desenhados
para a reacdo de PCR singleplex flanquearam dois introns adjacentes dentro
do suposto gene transportador de acucar (STR1) e geraram diferentes
tamanhos de amplicons, os quais foram assemelhados aos tamanhos
observados por Feng et al. (2013) para as diferentes espécies e variedades.

A prevaléncia de espécies de Cryptococcos spp. nha cidade de Sdo José
dos Campos reproduziu as caracteristicas encontradas na maioria das regioes
do Brasil. Considerando os estudos brasileiros referenciados no quadro 2,
86,13% das amostras clinicas foram identificadas como espécie C. neoformans
var. grubbii (VNI, VNIl e VNB) e 13,71% como C. gattii (VGI, VGII e VGIII).
Embora ndo tenhamos trabalhado com a diferenciacdo genotipica das cepas
nesse momento, 85,72% de nossas amostras apresentaram perfil molecular de
espécie semelhante a C. neoformans var. grubbii e 14,28% semelhante a C.
gattii pela amplificacdo do gene STR1.

Atualmente, vivemos uma era de grande resisténcia microbiana aos
antibioticos e antifungicos e, com isso, uma busca incessante por novos
tratamentos tem sido empreendida para novas doencas e para aquelas que
nos acompanham ao longo dos séculos. Com a criptococose ndo € diferente.
Sabe-se que o tratamento convencional para essa doenca gravissima tem sido
cada vez menos eficaz, mas a literatura cientifica tem demonstrado o empenho
de grupos em pesquisar alternativas terapéuticas para seu tratamento (Henao-
Martinez et al., 2018; Rolfes et al., 2014).

As propostas terapéuticas atuais para tratamento da criptococose séo
limitadas. A terapia padrdo recomendada pela Organizacdo Mundial da Saude
consiste em AMB combinada a 5-fluorocitosina, seguida por triazois, como
fluconazol, para consolidacao da terapia (WHO, 2018).

Os azolicos bloqueiam a via de sintese do ergosterol através da inibicéo
da enzima 14-lanosterol desmetilase, que é codificada pelo gene ERG11 em C.
neoformans (Revankar et al., 2004). Resisténcia in vitro aos antifingicos
triazolicos tém sido descritas para Cryptococcus spp., mais para fluconazol do
gue para 0s mais novos triazéis voriconazol e posaconazol (Espinel-Ingroff et

al., 2012) e seus mecanismos ja foram identificados em C. neoformans (Lamb
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et al., 1995; Venkateswarlu et al., 1997). Também ha relato em literatura de
cepas resistentes a anfotericina B que foram associadas a falha do tratamento
(Lozano-Chiu et al., 1998; Pharkjaksu et al., 2020).

Valores de corte epidemiolégicos (ECOFF) tém sido propostos para
identificar cepas resistentes de Cryptococcus spp. em fungdo da
indisponibilidade de pontos de corte clinicos (PCC) para alguns antifingicos,
(Espinel-Ingroff et al., 2012; Espinel-Ingroff, Turnidge, 2016; Pharkjaksu et al.,
2020).

Pontos de corte clinicos sado usados para indicar micro-organismos que
sdo capazes de responder (suscetiveis) ou ndo (resistentes) ao tratamento com
um determinado agente antimicrobiano administrado no regime de dosagem
aprovado para um determinado periodo. Eles sdo estabelecidos usando uma
combinacdo de dados clinicos in vitro e in vivo, incluindo a distribuicdo das
CIM, farmacocinética e farmacodindmica em modelo animal e resultados
clinicos (http://www.eucast.org/clinical breakpoints/). Ja o ECOFF é a CIM que
separa uma populacéo de isolados com resisténcia adquirida ou mutacional
(tipo ndo selvagem) de outra populacdo sem resisténcia (tipo selvagem) com
base em seu valor de CIM fenotipico (Espinel-Ingroff, Turnidge, 2016).

Uma linha ténue é tracada, com divergéncia entre os dados, quando se
avaliam estudos que buscaram correlacionar suscetibilidades antifingicas aos
diferentes gendtipos de Cryptococcus spp. Alguns estudos, por exemplo,
relatam que C. neoformans VNI é menos suscetivel a anfotericina B,
fluconazol, itraconazol e flucitosina quando comparado a C. deneoformans
VNIV e o hibrido interespécie VNIV (Barido et al.,, 2020; Chowdhary et al.,
2011; Guinea et al.,, 2010; Hagen et al., 2012). Em contrapartida, outros
pesquisadores ndo relatam diferencas de suscetibilidade relacionadas ao
gendtipo (Favalessa et al., 2014; Herkert et al., 2018). O ECOFF foi proposto

para C. neoformans VNI como sendo = 8 ug/mL. Para outras cepas de

Cryptococcus, o ECOFF foi considerado como < 16 pg/mL (Espinel-Ingroff et
al., 2012).

O presente trabalho avaliou as CIM de cepas clinicas de Crypococcus

spp. para os antifungicos AMB e fluconazol. Todas as cepas clinicas foram

sensiveis a AMB e apresentaram baixas CIM (< 0,031 pg/mL), o que
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corroborara com outros relatos de sensibilidade in vitro de C. neoformans/C.
gattii (Arendrup et al., 2017; Favalessa et al., 2014; Grizante Bariao et al., 2020;

Martinez, Casadevall, 2006; Spadari et al., 2020). Referente ao fluconazol, as

CIM foram < 2 pg/mL, exceto para duas cepas de C. neoformans (28,57%) que
apresentaram CIM de 32 pg/mL e instigam estudos complementares

posteriores.

O arsenal de caracteristicas vantajosas para 0S micro-organismos
mostra que a producao de biofilme € um mecanismo de viruléncia notoério pois
estas estruturas séo resistentes aos antibiéticos e, portanto, dificeis de tratar
(Martinez, Casadevall, 2006; Tavares et al., 2019).

No presente estudo foi possivel verificar a formacédo de biomassa nos
biofilmes em todos os grupos avaliados, entretanto, ndo houve diferencas
estatisticas entre as cepas clinicas de mesma espécie ou entre espécies. Em
relacdo a atividade metabdlica, dados semelhantes foram observados.
Entretanto foi possivel verificar que a cepa clinicas de C. gattii apresentou
menores valores de densidade optica quando comparadas com as cepas de C.
neoformans.

Benaducci et al. (2016) ndo evidenciaram diferencas entre a cinética de
formacdo do biofilme nas espécies de C. neoformans e C. gattii, apesar das
leituras de densidades 6Oticas serem menores para a espécie de C. gattii.

O pequeno numero de cepas de C. gattii presente em nosso estudo (n
= 1) é um fator que dificulta a robustez de analises estatisticas e abre a visdo
para estudos posteriores maiores em numero de amostras.

Apesar de ndo estudarmos nesse trabalho os componentes capsulares
em diferentes gendtipos, € conhecido que a composicao da capsula pode variar
entre os sorotipos de Cryptococcus spp (McFadden et al., 2007) e que a
concentracdo de GXM tém importante papel para a formacdo dos biofilmes
(Camacho, Casadevall, 2018). A capsula do sorotipo B, por exemplo, apresenta
mais grupos xilosil quando comparada ao sorotipo D, o que pode afetar a
capacidade de adesdo em superficies plasticas. Martinez, Casadevall (2005)
mostraram que o GXM de espécies de Cryptococcus do sorotipo D aderiram
mais fortemente ao poliestireno em comparacdo com os tipos capsulares dos

sorotipos A e B. Assim, a capacidade relativa do GXM de se ligar a poliestireno
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esta correlacionada com a capacidade de formacéo de biofilme por diferentes
cepas nesse suporte.

Consideramos em nosso estudo o aumento do tamanho da cépsula
apos inoculacdo no modelo invertebrado de G. mellonella, porém ndo houve
correlacdo estatistica entre o aumento da capsula e a quantificacdo do biofilme
total em placa de poliestireno. Igualmente, Spadari et al. (2020) nao
observaram essa correlacdo em estudo semelhante, o que pode sugerir que
outros fatores estejam contribuindo para o aumento capsular em G. mellonella
(Hommel et al., 2017).

Cryptococcus spp. é capaz de produzir células com diferencas no
tamanho do corpo celular, particularmente durante a infeccdo pulmonar inicial
(Feldmesser et al., 2001), e pode modular o tamanho e a estrutura de sua
capsula durante a infeccéo in vivo e in vitro (Hommel et al., 2017; Trevijano-
Contador, Zaragoza, 2018; Garcia-Rodas et al., 2011; Zaragoza et al., 2010).
Uma vez dentro do hospedeiro, Cryptococcus spp. passa por uma variedade de
processos adaptativos, incluindo secrecéao de fatores de viruléncia e expanséo
da capsula polissacaridica.

No presente trabalho foram avaliados os tamanhos da capsula e corpo
celular de Cryptococcus pré e pos infeccdo em modelo invertebrado de G.
mellonella. Aumentos significativos de capsulas e células foram observados em
todas as cepas clinicas apdés a passagem pelas larvas, o que também foi
observado em outros estudos semelhantes (Firacative et al., 2020; Velez et al.,
2018).

Garcia-Rodas et al. (2011), ao investigarem a interacdo entre C.
neoformans e G. mellonella, perceberam que a infeccdo criptocécica neste
hospedeiro também estd associada a alteracdes morfoldgicas significativas,
como o0 aumento significativo no tamanho do corpo celular e da capsula e o
aparecimento de células titan. Além disso, também constataram aumento da
densidade da cépsula durante a infecdo. Em funcdo desse tipo de resposta
também estar presente em modelos vertebrados, as larvas de G. melonella
mostram-se modelos interessantes para o estudo de interagbes com o
hospedeiro e de patogenicidade do Cryptococcus spp.

No presente estudo, o maior percentual de didmetros de capsulas

acima de 30um apods infeccdo foi observado na cepa clinica 6. Essa
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observacédo é coerente com o fato de que o aumento e a densidade da capsula
parecem estar relacionados ao tempo de infeccado (Garcia-Rodas et al., 2011;
Maxson et al.,, 2007), uma vez que larvas infectadas com a clinica 6
apresentaram a maior sobrevida e indice de saude entre as amostras de C.
neformans quando estudadas em modelo in vivo.

Galleria melonella foi escolhida como modelo invertebrado no presente
estudo em funcdo do beneficio de sobrevivéncia das larvas em varias
condicbes de temperatura (entre 25 e 37 °C) (Mylonakis et al., 2005). A
capacidade de estudar patdogenos a 37 °C permite a correlacdo entre
caracteristicas de viruléncia e temperatura. Outros fatores que também
influenciaram a escolha foram a facilidade de inoculacdo e a possibilidade de
infeccdo com uma quantidade precisa de células fungicas.

Nesse estudo, C. neoformans foi capaz de causar infec¢ao letal no
modelo de G. mellonella em 37 °C. A morte de 100% das larvas ocorreu entre 6
e 7 dias. Esse resultado concorda com o observado em estudo com inoculo
semelhante (5 X 10° células/mL) (Spadari et al., 2020). Grizante Barido et al.
(2020) encontraram morte total das larvas entre 5 e 7 dias com in6culos de C.
neoformans padronizados em 10° células/mL. Fuchs et al. (2010)
demonstraram morte total das larvas em 4 dias apds utilizacdo de inéculos de
10° células/mL. E sabido que morte de G. mellonella infectada por C.
neoformans depende da concentracdo do inéculo e da temperatura de
incubacédo (Garcia-Rodas et al., 2011). Mylonakis et al. (2005), observaram que
a sobrevida média de larvas inoculadas com 2X10* células/mL e incubadas a
37 °C foi de 5 dias e que inéculos menos concentrados permitiram sobrevidas
médias maiores das larvas (Mylonakis, et al., 2005).

Em nosso estudo, a sobrevida média do grupo controle H99 foi de 3
dias. Esta cepa apresentou perfil semelhante (sobrevida média entre 3 a 4
dias) em estudos conduzidos por Grizante Barido et al. (2020) e Spadari et al.
(2020). Em outro estudo, a cepa ATCC 208821 de C. neoformans (H99) foi
capaz de matar G. mellonella com inéculos de 20 leveduras por larva (Fuchs et
al., 2010).

Os resultados do presente trabalho mostraram que as primeiras mortes
para cepa clinica 5 (C. gattii) ocorreram 96 horas apoés inoculagéo e 20,8% das

larvas sobreviveram até o final do experimento. A utilizacdo de G. mellonella
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para estudos de viruléncia de C. gattii ja foi relatada anteriormente, adotando
indculos com grandeza de 102 células/mL (Firacative et al., 2020). Firacative et
al. (2020) n&do observaram diferenca estatistica entre as curvas de
sobrevivéncia de cepas de C. gatti de alta (CDCR265) e de baixa
(DMST20767) viruléncia, apesar da diferenca nos tempos de inicio de mortes
entre elas (96 e 72 horas, respectivamente).

As condicbes de criacdo e armazenamento de G. mellonella, como
dieta, umidade, temperatura e requisitos antibacterianos podem resultar em
diminuicao ou alteracdo de sua imunidade (Cook, McArthur, 2013; Firacative et
al., 2020; Junqueira, 2012). A alteracdo da imunidade pode afetar a resposta
das larvas a infecgdo, diminuindo assim a reprodutibilidade dos experimentos
de viruléncia fangica. A comparacdo de resultados experimentais entre
laboratérios ndo pode excluir os padrdes de criacdo e selecdo de G. mellonella
por eles adotados, os quais devem produzir larvas ndo estressadas e com o
minimo de variabilidade genética.

Grande parte dos estudos usando G. mellonella como um modelo de
infeccéo classifica a morte larval como o ponto final. Uma modificacdo desta
abordagem, no entanto, € avaliar o indice de saude, considerando atributos
como melanizacdo, formacdo de casulo, motilidade, e expressa-lo como um
valor logaritmico (Loh et al., 2013). A estimativa numérica do indice de saude
pode auxiliar na comparacdo de dados entre laboratérios, minimizando
interferentes que podem impactar na vitalidade das larvas como tipo de
alimentacao e forma de cultivo.

Em nosso estudo, a determinagéo visual de melanizac&o foi um ponto
limitante para maior precisdo da estimativa do indice de salude, uma vez que as
larvas j& apresentavam algum grau de formacgdo de pigmentos previamente a
inoculacdo com Cryptococcus spp. Outros estudos que estimaram o indice de
saude partiram da escolha de larvas sem manchas para inoculacdo (Fuchs et
al., 2010).

Para criadouros de G. mellonella impossibilitados de observar
condicbes antimicrobianas de cultivo, a quantificacdo da melanizacdo e
comparagao com grupo controle negativo pode ser uma alternativa que forneca
maior precisdo ao indice de saude uma vez que parte da resposta imune inata

em insetos depende do aprisionamento de patégenos na melanina (Cerenius et

61



al., 2008).

Embora se saiba que a producdo da cépsula esta relacionada a
formacao do biofilme e que esses fatores de viruléncia s&o importantes para a
patogénese da criptococose, néo foi observada correlagéo entre a formagéo da
capsula / biofilme e a viruléncia em G. mellonella. Vale ressaltar que outros
fatores de viruléncia expressos por isolados clinicos podem ter influenciado os
resultados encontrados nos ensaios de viruléncia, e que o sinergismo entre
eles também deve ser levado em consideragdo (Spadari et al., 2020; Martinez,
Casadevall, 2007; Liu et al., 2008).

Os resultados deste estudo destacam a importancia de se caracterizar
sistematicamente a tipagem molecular, suscetibilidade antifingica e viruléncia
do complexo de espécies C. neoformans/C. gattii isolados de casos de
criptococose de uma regido, pois a avaliacdo da disseminacdo de espécies e
tipos moleculares, bem como o padrdo de suscetibilidade antifungica e
viruléncia correspondentes, auxiliardo o manejo mais preciso da infecgéo

criptocadcica.
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6 CONCLUSAO

a)

b)

d)

Nesse estudo, a partir da amplificacdo do gene STR1 por PCR, foi
possivel identificar seis cepas clinicas como C. neoformans var. grubbii
e uma como C. gattii;

Independentemente da espécie, todas as cepas foram sensiveis a AMB
e a CIM para o fluconazol foi < 2 ug/mL, exceto para duas cepas de C.
neoformans que apresentaram CIM de 32 ug/mL;

Todas as cepas clinicas de Cryptococcus foram capazes de formar
biofilmes em placa de poliestireno e a quantificagdo da biomassa e
atividade mitocondrial foi semelhante entre todas as cepas das duas
espécies;

Houve aumento significativo dos diametros da cdpsula de Cryptococcus
spp. antes e apos inoculacdo em Galleria mellonella para todas as cepas
clinicas, sendo estatisticamente maior na espécie C. gattii. O aumento

da cépsula nao foi correlacionado com a formacéao de biofilme;

e) As cepas de C. neoformans e C. gattii foram capazes de causar infeccao

em G. mellonella. Além disso, o indice de saude das larvas de G.
mellonella inoculadas com cepas de C. neoformans mostrou diferencas

sutis de pontuacgao entre 0s grupos com mesma sobrevida.
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