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RESUMO: Criptococose ¢ uma doenca grave que afeta tanto imunocomprometidos quanto imunocompetentes, com isso analisar a viruléncia
¢ fundamental para novas terapéuticas. Objetivo: Analisar a capacidade de viruléncia e susceptibilidade aos antifungicos de Cryptococcus
spp. isolados de liquor de pacientes de hospital do norte do Parana. Métodos: A partir de dois isolados clinicos C. neoformans e C. gattii,
realizou-se a confirmacgdo da identificacdo. Para a viruléncia, avaliou-se o tamanho da capsula, capacidade de sobrevivéncia apds exposicao
aneutroéfilos, producdo de melanina e urease. No antifungigrama por difusdo em disco utilizou-se: anfotericina B, cetoconazol, voriconazol,
itraconazol e miconazol. Resultados: C. gattii destaca-se por maior desenvolvimento da cépsula além da melhor capacidade de sobreviver
a fagocitose em relagdo ao C. neoformans. No antifungigrama, ambos os isolados se apresentam sensiveis as drogas estudadas. Concluséo:
Esses achados contribuem para a compreensao das diferentes patogéneses entre C. gattii e C. neoformans.

PALAVRAS-CHAVE: Capsula. Fagocitose. Levedura.

VIRULENCE FACTORS AND SUSCEPTIBILITY TO Cryptococcus spp. ANTIFUNGALS

ABSTRACT: Cryptococcosis is a serious disease that can affect both immunocompromised and immunocompetent individuals, thus
the virulence analysis is fundamental for the development of new treatments. Objective: To analyze the virulence and susceptibility of
Cryptococcus spp. isolated from cerebrospinal fluid of patients from a hospital in the north of Parana. Methods: From two clinical isolates,
C. neoformans and C. gattii were confirmed and identified. For virulence, capsule size, survival capacity after exposure to neutrophils,
melanin production and urease were evaluated. In the disc-diffusion method, the following antifungals were used: amphotericin B,
ketoconazole, voriconazole, itraconazole and miconazole Results: It was observed that C. gattii presents greater results for development
of the capsule beside presenting the best ability to survive phagocytosis in relation to C. neoformans. In the disc-diffusion method, both
isolates presented sensitivity to the studied drugs. Conclusion: These findings contribute to the understanding of the different pathogens

between C. gattii and C. neoformans.
KEYWORDS: Yeast. Capsule. Phagocytosis.

Introducao

A criptococose ¢ considerada uma doenga grave que
afeta principalmente pacientes imunocomprometidos. Con-
tudo, surtos de criptococose na América do Norte e Canada,
envolvendo individuos saudaveis, tem chamado a atengao de
pesquisadores, pois trata-se de linhagens que possuem ca-
pacidade para atuar como patégenos primarios (MAY et al.,
2016). Os principais agentes etioldgicos responsaveis pela
criptococose sdo as leveduras Cryptococcus neoformans e
Cryptococcus gattii (KWON-CHUNG et al., 2014).

A infeccdo geralmente resulta da inalagdo das par-
ticulas infecciosas transportadas pelo ar. Essas leveduras po-
dem ser encontrados na natureza em ocos de arvores, vege-
tais, frutas em decomposi¢do e principalmente em fezes de
aves (LACAZ et al., 2002). Devido ao seu tamanho, pode ser
transportado para pulmao, e entrar em contato com células
dendriticas ou macréfagos. Se a resposta imune gerada nao
for suficiente para controlar a infecgdo, as leveduras podem
migrar pela corrente sanguinea e atravessar a barreira hema-
toencefalica, chegando ao sistema nervoso central, podendo
levar ao desenvolvimento de pneumonia e meningoencefali-
te (COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 2014). Além dis-
so, estudos ja relataram a capacidade de Cryptococcus spp.
de sobreviver dentro de macrofagos (ROSSI; ZARAGOZA,
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2017).

Como patdgenos essas leveduras possuem uma
caracteristica marcante, uma capsula de polissacarideo que
pode causar danos ao hospedeiro. Esta pode mudar sua estru-
tura, densidade e acumular melanina suficiente para aumen-
tar sua viruléncia. Uma vez dentro de um hospedeiro o fungo
pode levar ao crescimento de células, formando “células ti-
tanicas”, que facilitam sua invasdao (ROSSI; ZARAGOZA,
2017).

Estudos ja identificaram a presenca de C. neofor-
mans em criangas imunocompetentes, levantando um fator
essencial para o estudo do fungo, a capacidade de laténcia
dos mesmos nas células hospedeiras, supondo que a maioria
dos casos clinicos encontrados possam representar uma re-
ativagdo da infeccdo quando o sistema imune do individuo
encontra-se debilitado (GOLDMAN et al., 2001). Almeida,
Wolf'e Casadevall (2015) listaram como fatores de viruléncia
para leveduras do género Cryptococcus, a capsula polissaca-
ridica, melanina, fosfolipase, urease, proteinase e crescimen-
to a temperatura corporal de mamiferos (37 °C). A melanina
apresenta a funcdo de protecdo contra situacdes de estresse
e 80 ¢ produzida na presenga de substratos especificos como
3.,4-dihidroxifenilalanina (DOPA) ou outros compostos di/
polifenolicos. Tanto a urease, quanto a fosfolipase B sdo en-
zimas de degradacdo que desempenham um papel importante
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na patogenicidade do Cryptococcus spp., auxiliando na sua
sobrevivéncia intracelular e migragdo do fungo do pulméo
para o cérebro (KWON-CHUNG et al., 2014).

A taxa global de pacientes com criptococose € es-
timada em 1 milh2o de casos por ano, ¢ aproximadamente
70% de mortes por ano (KWON-CHUNG et al., 2014). Em
todo o Brasil, C. neoformans é a maior causa da doenga, en-
quanto C. gattii ¢ crescente ¢ endémica para os estados do
Norte e Nordeste, com letalidade de 30 a 40%. Entretanto, é
importante ressaltar que C. neoformans acomete mais imuno-
comprometidos, principalmente pacientes com sindrome de
imunodeficiéncia adquirida (SIDA) (MARTINS et al.,2011).
Assim, este estudo teve como objetivo identificar espécies de
Cryptococcus isoladas de liquor de pacientes atendidos em
um hospital da regido norte do Parana, analisar e comparar a
capacidade de viruléncia e susceptibilidade desses isolados a
antifingicos convencionais.

Metodologia

Reativaciio e confirmacio da identidade dos isolados

Foram utilizados neste estudo dois isolados clinicos
identificados como Cryptococcus gattii e Cryptococcus neo-
formans, ambos isolados do liquor de pacientes internados no
Hospital Universitario de Maringd (HUM) com criptococose.
Os fungos foram recuperados do espécime clinico e manti-
dos em Sabouraud Dextrose agar (SDA, Difco™, EUA) a 35
°C, e, posteriormente a recuperacdo ¢ confirmagao da iden-
tificagdo, os isolados foram semeados em caldo Sabouraud
Dextrose (SDB; Merck, Darmstadt, Alemanha) acrescido de
15% de glicerol e congelados a -80 °C, compondo atualmente
parte da micoteca do Laboratorio de Micologia da Médica da
Universidade Estadual de Maringa. A confirmagao da identi-
ficagdo dos isolados foi segundo métodos classicos de iden-
tificagdo de leveduras, utilizando tinta da China (Trident®,
BR) para observagdo de caracteres morfologicos especificos
de Cryptococcus spp.. A diferenciacdo das espécies foi reali-
zada semeando o fungo em agar L-canavanina; glicina; azul
de bromotimol (CGB) (DE HOOG et al., 2018).

Avaliacio dos fatores de viruléncia

Para visualizar a formacdo e mensurar a capsula
criptococoécica foi utilizado o método descrito por Lacaz et
al., (2002) com algumas modificagdes. As leveduras foram
semeadas em agar chocolate, base Miieller-Hinton (Difco™,
EUA), e incubadas a 35 °C por 24 horas. Uma coldnia isola-
da foi colocada sobre uma lamina com tinta da China segui-
da da analise em microscopio ZEISS® (software AxioVision
4.6™) acoplado a uma camera utilizando o software Axio-
Vision 4.6™.

A produgdo de melanina foi avaliada diluindo uma
coldnia da levedura em salina (0,85% NaCl; pH 7,2), em se-
guida semeado em agar Niger, agar semente de niger ¢ um
meio seletivo e diferencial para Cryptococcus spp., método
descrito por Lacaz et al., (2002) e incubado a 30 °C por sete
dias. Apos este periodo foi verificado se houve o aparecimen-
to de pigmentagao nas coldnias. Para o teste de urease uma
colonia foi semeada em tubo contendo meio de ureia (BDO,
USA) e incubado a 25 °C por um periodo de 3 a 7 dias. A
capacidade de crescimento a 37 °C foi avaliada cultivando as
leveduras em SDA em incubando a 37 °C por sete dias.
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Foram avaliados a capacidade de sobrevivéncia dos
isolados apds exposi¢do a neutrdfilos em diferentes tempos
(0, 30, 60 e 120 minutos) com modificagdes de Bomfim-
-Mendonga et al., (2014). Os neutrofilos totais foram obtidos
de voluntarios saudaveis e submetidos a centrifugacdo sobre
um gradiente de Ficoll-Hypaque. Os neutrofilos (2 x 10¢ Cé-
lulas/mL) foram ressuspensos em RPMI Medium 1640 (Gi-
bco®, EUA). O indculo dos isolados foi ajustado para 2 x
107 células/mL, ¢ colocado em contato com os neutrofilos.
As amostras foram incubadas a 37 °C sob agitacdo lenta por
diferentes tempos (0, 30, 60 ¢ 120 minutos). Apo6s cada pe-
riodo, as amostras foram diluidas na proporgdo de 1:2 em
agua destilada estéril, e passadas em vortex para lise dos neu-
trofilos, em seguida diluidas de forma seriada até 1:100 em
soro fisioldgico estéril e semeadas cada diluigdo em SDA e
incubadas a 37 °C por 24 horas para contagem das unidades
formadoras de colonias (UFC).

Atividade antifingica contra Cryptococcus spp.

O teste de sensibilidade aos antifingicos foi reali-
zado por meio do teste de difusdo em disco (DD), de acordo
com Pfaller et al., (2004) e o documento M44-A do Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2009). Foram uti-
lizados discos de anfotericina B (100 pg), cetoconazol (50
ug), itraconazol (100 pg), miconazol (50 pg), obtidos do
Centro de Controle e Produtos para Diagnostico (CECON,
LTDA Sao Paulo, Brasil) e voriconazol da Oxoid and Remel
Microbiology Products (OXOID, LTDA Cambridge, Ingla-
terra). Foi preparado um inéculo em solugdo salina a 0,8%
a partir de uma coldnia isolada do meio SDA e semeado em
placas de agar Mueller-Hinton (Difco™, USA) suplementa-
do com 2% de glucose e azul de metileno (0,5 pg/ml) e incu-
badas a 35 °C por 48 horas com os devidos discos contendo
antifungicos. Ap6s o periodo de incubagdo, o diametro da
zona inibitoria (dz) foi mensurado com uma régua. O critério
interpretativo utilizado para o teste do disco dos antifingicos
segundo Pfaller et al., (2004) e o CLSI M44-A, sendo R:
resistente; DD: dose dependente e; S: sensivel. Os valores
foram: itraconazol, dz > 20 mm—S, 12 < dz < 19 mm—S-
-DD, dz < 11 mm—R; anfotericina B, dz < 10 mm—R; vo-
riconazol, dz > 17 mm—S, dz < 14-16 mm—S-DD, dz < 13
mm—R; cetoconazol, dz > 20 mm—S, dz < 10-20 mm—S-
-DD, dz < 10 mm—R; miconazol, dz > 20 mm—S, dz < 10-
20 mm—S-DD, dz < 10 mm—R.

Resultados

No teste de tinta da China foi observada a presenga
de capsulas ao redor da levedura, sugestivo de Cryptococ-
cus spp. Nesses isolados reativados foi confirmada a iden-
tificagdo por meio do método classico de identificagdo de
leveduras. A distingdo entre espécies foi auxiliada através do
agar CGB. As amostras foram confirmadas como uma sendo
Cryptococcus gattii e a outra Cryptococcus neoformans.

A cépsula mensurada (Figura 1) demonstrou que C.
gattii possui uma capsula de maior didmetro (com valor mé-
dio de 3,48 um), se comparado ao isolado de C. neoformans
que apresentou didmetro menor (com valor médio de 2,73

um).
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Figura 1: Imagem ilustrativa para mostrar a mensuragao das
capsulas como fator de viruléncia. A) Cryptococcus gattii
apresentou diametro de 3,48+1,13 um. B) Cryptococcus ne-
oformans com diametro de 2,73+0,8 pm.

Em relacdo aos fatores de viruléncia analisados,
ambas cepas mostraram-se positivas quando expostas a meio
Niger para avaliacdo da produ¢do de melanina, onde as co-
lonias apresentaram coloragdo amarronzada. Ainda, ambos
os isolados foram capazes de metabolizar a uréia, dentro do
periodo de tempo estipulado (3 a 7 dias), conferindo ao meio
uma coloracao rosacea. Outro importante fator de viruléncia,
a capacidade de crescimento a 37°C, apresentou resultados
positivos para as duas espécies.

Os resultados da avaliagdo da capacidade de so-
brevivéncia de Cryptococcus spp. apds diferentes tempos
de exposicao a neutrofilos estdo apresentados na Figura 2.
Apbs cada tempo (0, 30, 60 e 120 minutos) foram realizados
o plaqueamento das amostras, em triplicata. Em 30 minutos,
observa-se uma queda brusca na contagem de células via-
veis de C. neoformans (67% de sobrevivéncia) quando com-

parado ao indculo inicial, o que ndo ocorreu de forma tdo
acentuada no caso de C. gattii (91% de sobrevivéncia). Em
60 minutos houve um aumento das unidades formadoras de
colonia demonstrando a capacidade de sobrevivéncia e re-
producdo dos isolados na presenca de neutrofilos saudaveis.
Nesse tempo, a sobrevivéncia C. gattii foi superior ao tempo
0 ¢ C. neoformans de 86%. Apds 120 minutos, a espécie C.
gattii obteve 100% de sobrevivéncia, enquanto a espécie C.
neoformans obteve 73% de sobrevivéncia.

900+
- C neoformans
- C gafli
500 T T 1
0 50 100 150

Tempo (Minutos)

Figura 2: Sobrevida de Cryptococcus spp. apds exposi¢do
aos polimorfonucleares nos tempos de 0, 30, 60 e 120 mi-
nutos.

Na avaliacdo da susceptibilidade aos antifingicos,
avaliados através do antifungigrama, ambos os isolados de-
monstram-se sensiveis as drogas testadas. (Tabela 1).

Tabela 1: Susceptibilidade aos antifiingicos por difusdo em disco de Cryptococcus spp. isolados de pacientes com meningite

fangica, sendo medido o halo de inibi¢do em milimetros (mm).

Antiflingicos C. neoformans
(concentraciio)

Anfotericina B (100 pg) 34,5 mm
Cetoconazol (50 pg) 45 mm
Itraconazol (100 pg) 22,5 mm

Voriconazol (1 pg) 40 mm
Miconazol (50 ug) 35 mm

C. gattii Valores de referéncia
25,5 mm S>10 mm

46 mm S >20 mm
20,5 mm S>20 mm

34 mm S>17 mm

30 mm S>20 mm

*Valores de referéncia de acordo com Pfaller ef al. 2004 e o documento M44-A do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).

S= sensivel.

Discussao

Este estudo avaliou o perfil de susceptibilidade e
fatores de viruléncia de culturas de Cryptococcus spp. iso-
ladas do liquor de pacientes internados no Hospital Univer-
sitario de Maringda (HUM). Cryptococcus spp. sdo fungos
cosmopolitas e responsaveis por infeccdes que se iniciam no
sistema respiratorio e podem se disseminar para outros lo-
cais, sobretudo para o sistema nervoso central, sendo a causa
principal de meningoencefalite subaguda, onde a alta pressao
intracraniana desempenha um papel especialmente deletério
e quando ndo tratada, ¢ letal (WILLIAMSON et al., 2017;
SULLIVAN; MORAN; COLEMAN, 2017).

A patogenicidade pode ser caracterizada como a
capacidade do micro-organismo em causar danos ao hospe-
deiro. Os fatores que contribuem para a patogenicidade dos
Cryptococcus spp. sao: capacidade de crescimento a 37 °C,
producao de melanina, urease e desenvolvimento de capsula
polissacaridica (TAKAHARA, 2011).
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A melanina da parede celular desempenha fungdes
essenciais ao fungo, protegendo a célula fingica do estresse
oxidativo e outras a¢des quimicas (PACELLI ef al., 2017).
A urease ¢ uma enzima que catalisa a hidrdlise da uréia em
amonia, aumentando o pH do local infectado, interferindo na
comunicag@o com cé¢lulas endoteliais e favorecendo a adesdo
e toxicidade do fungo. Estudos demonstram que isolados de
C. neoformans urease-negativas raramente causam infecgoes
em humanos, embora a grande maioria dos isolados clinicos
produzam grandes quantidades de urease, sendo uma im-
portante e rapida prova de identificagdo para C. neoformans
(KONG et al., 2017). No presente estudo, os dois isolados
apresentaram resultados positivos para os fatores de virulén-
cia citados acima. Estes resultados corroboram com os obti-
dos por Matos et al., (2011), durante a avaliagao dos fatores
de viruléncia de 62 isolados de Cryptococcus spp. oriundos
de casos de meningite na Bahia, onde todos os isolados apre-
sentaram a habilidade de crescimento a 37 °C ¢ producédo de
melanina, sendo detectada a auséncia da enzima urease em
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apenas um dos isolados de C. gattii. Um estudo realizado
no Pard com amostras do liquido cefalorraquidiano prove-
nientes da rotina do Laboratorio de Micologia da Segao de
Bacteriologia e Micologia (SABMI) do Instituto Evandro
Chagas (IEC) obteve resultados positivos ao avaliar a ativi-
dade de urease, melanina e produgdo da capsula (GOMES et
al., 2010).

Neste estudo a maior capsula criptocdcica foi en-
contrada na espécie C. gattii, em comparagio a capsula for-
mada por C. neoformans. Corroborando a esses resultados,
quando avaliada a capacidade de sobrevivéncia frente a ex-
posicao aos neutréfilos, encontramos maior resisténcia sobre
a espécie de C. gattii, demonstrando assim maior viruléncia
em relagdo a outra espécie estudada. A capsula polissacari-
dica é composta por glucurono ¢ galactoxilomanana, e po-
dem bloquear a agdo das células fagocitarias (SULLIVAN;
MORAN; COLEMAN, 2017), como neutrdfilos, acarretando
na diminuigdo da resposta imunologica, em decorréncia do
potencial zeta negativo dos constituintes da capsula, que pro-
vocam a repulsdo eletrostatica, diminuindo a apresentago
dos antigenos a células T (BUCHANAN, 1998). Portanto, a
capsula influencia significativamente o processo de dissemi-
nag¢do ou eliminagdo do fungo pelo hospedeiro. Uma céapsula
grande compromete significativamente a fagocitose, sendo
neste caso, os fragmentos C3 da cadeia do complemento, que
proporcionam a opsoniza¢ao, encontradas em menor quanti-
dade do que na presenca de uma capsula pequena (RABELO,
1999).

Para o antifungigrama, ambos os isolados se apre-
sentaram sensiveis a todos os antifungicos estudados, dado
este observado também observado por Martins et al., (2011).
Contudo, ¢ importante ressaltar que apesar de sensiveis aos
antiflingicos, estes isolados mostraram capazes de produ-
zir melanina e resistir a fagocitose. Estudos mais recentes
relatam isolados clinicos resistentes clinicamente aos anti-
fungicos de escolha para o tratamento, como o fluconazol,
anfotericina B ¢ as equinocandinas em geral (COELHO; CA-
SADEVALL, 2016; NASRI et al.,2016; ROSSI et al., 2016).
A possivel explicagdo para esta resisténcia antifiingica pode
estar ligada a melanizag@o fingica no cérebro do hospedei-
ro, pois a melanina associada a parede celular pode impedir
que a droga atinja seu alvo enzimatico no fungo, sendo de-
monstrada por estudos que a melanina ¢ capaz de absorver
equinocandinas e reduzir a permeabilidade da parede celular
(ALTHAUS et al., 2015; SCEMLA et al., 2015).

Conclusao

Deste modo, concluimos que C. gattii utilizado nes-
te estudo, destaca-se por grande desenvolvimento da capsula
além de uma maior capacidade de sobrevivéncia a fagocitose
em relacdo ao C. neoformans, apresentando assim maior vi-
ruléncia e provavelmente dificuldade no tratamento do indi-
viduo infectado por este agente.
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