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RESUMO

O Cryptococcus neoformans, levedura capsulada, acomete geralmente de forma disseminada
imunossuprimidos, com predilecdo pelo sistema nervoso central. Os glicoconjugados da capsula
podem ser evidenciados por marcacdo com lectinas, que possuem especificidade a diversos
carboidratos distintos. As lectinas desempenham atividades bioldgicas, e desta forma podem
reconhecer padrdes de expressdo de glicoproteinas relacionadas a processos patoldgicos e
maturacao celular. Ainda nos processos patologicos, a capacidade desta levedura na formacéo do
biofilme indica maior possibilidade de dano ao hospedeiro. Assim, essa pesquisa objetivou definir o
perfil de viruléncia de C. neoformans quanto aos carboidratos da parede celular, capacidade de
formacéo de biofilme e avaliagcdo do tratamento da criptococose experimental. Foram avaliados 30
isolados utilizando as lectinas ConA, WGA, UEA-I e PNA conjugadas a flurosceina. Para formacéo
do biofilme foi utilizado meio minimo para o crescimento do fungo e os resultados foram avaliados
visualmente. A criptococose experimental foi reproduzida com uma cepa capaz de produzir
biofilme, segundo perfil in vitro, sendo tratado com anfotericina B. A lectina wheat germ agglutinin
(WGA) foi aquela mais reconhecida pelos carboidratos. Todos os isolados formaram biofilme sem
variacao de intensidade. Apds o tratamento, foi demonstrada a resisténcia a terapéutica antifungica.
Portanto, verifica-se que a composicdo da superficie com maior expressdo de N-acetil-glicosamina
em Cryptococcus contribui para formacdo do biofilme, proporcionando maior resisténcia a

anfotericina B no tratamento experimental.

Palavras-chave: Cryptococcus neoformans. Lectinas. Biofilme. Criptococose experimental.



ABSTRACT

Cryptococcus neoformans encapsulated yeast, usually affects immunosuppressed disseminated
form, with a predilection for the central nervous system. The glycoconjugates of the capsule may be
evidenced by staining with lectins that have specificity to several different carbohydrates. The
lectins play biological activities, and therefore can recognize the expression patterns of pathological
processes related to the glycoproteins and cell maturation. Even in pathological processes, the
ability of this strain in biofilm formation indicates a higher possibility of damage to the host. Thus,
this research aimed to establish the profile of virulence of C. neoformans as the cell wall
carbohydrates, the ability of biofilm formation and evaluation of the treatment of experimental
cryptococcosis. 30 isolates were evaluated using ConA, WGA, UEA - | and PNA lectins conjugated
to fluorescein. For biofilm formation was minimal medium used for growth of the fungus and the
results were evaluated visually. The experimental cryptococcosis was reproduced with a strain able
to produce biofilm, second profile in vitro, and treatment with amphotericin B. The lectin wheat
germ agglutinin (WGA) was the most recognized by carbohydrates. All isolates formed biofilm
with no intensity variation. After treatment was demonstrated resistance to antifungal therapy.
Therefore, it is seen that the surface composition with increased expression of N-acetyl-
glucosamine on Cryptococcus contributes to biofilm formation, providing greater resistance to

amphotericin B in the experimental treatment.

Key-words: Cryptococcus neoformans. Lectin. Biofilm. Experimental cryptococcosis.
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1. INTRODUCAO

As leveduras sdo fungos que se apresentam geralmente na forma de células Unicas e
possuem a capacidade de se reproduzir por brotacdo ou fissdo (Alexopoulos; Mims; Blackwell,
1996). Os blastosporos podem formar pseudo-hifas, que sdo caracterizadas por cadeias de células
alongadas apresentando constricdes no local dos septos (Kwon-Chung; Bennet, 1992). O
Cryptococcus neoformans é uma levedura que se reproduz assexuadamente por brotamento,
podendo apresentar uma fase sexuada, neste caso passa a ser denominada Filobasidiella
neoformans (Birchard; Sherding, 1998).

Esta levedura apresenta carater oportunista, produz capsula mucopolissacaridica e apresenta
tropismo pelo sistema nervoso central, sobretudo de imunossuprimidos, causando especialmente
meningoencefalite de alto risco (Vecchiarelli, 2000). A cépsula deste fungo apresenta como
principal componente polissacaridico a glucuronaxilomanana (GXM), considerado um dos
principais fatores de viruléncia, por se acumular nos tecidos durante a infeccdo (Casadevall; Perfect,
1998). Outro importante fator de viruléncia é a formacdo de biofilme e tem sido associada a
liberacdo de GXM (Martinez; Casadevall, 2005).

Biofilme criptocdcico consiste no enredamento de células de levedura em uma quantidade
essencial de matriz de polissacarideo (Martinez; Casadevall, 2006). A formacdo desta estrutura
pode estd associada a infeccdo flngica, tornando esta, persistente e resistentes a tratamento
antifangico e a mecanismos imunologicos do hospedeiro (Hall-Stoodley; Costerton; Stoodley,
2004; Ramage et al., 2012).

O processo de caracterizacdo de polissacarideos ou glicoconjugados pode ser realizado com
o auxilio de lectinas, que possuem especificidades aos diferentes tipos de carboidratos (Matsui et
al., 2001). As lectinas sdo utilizadas como marcadores celulares especificos, e se destacam por
proporcionarem diversas atividades biol6gicas, podendo reconhecer variacfes nos padrbes de
expressdo de glicoproteinas relacionadas a processos patoldgicos e maturagdo celular (Ambrosi et
al., 2005).

A criptococose meningea mantém-se como uma das principais doencgas oportunistas nos
paises em desenvolvimento e nos paises desenvolvidos nos quais se constata uma elevada
incidéncia de infeccdo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) (Jarvis; Harrison, 2007).
Desta forma, torna-se necessario o desenvolvimento de pesquisas que definam o perfil de viruléncia

do C. neoformans, para que tratamentos mais eficazes sejam futuramente propostos.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 HISTORICO

A primeira descricdo de Cryptococcus neoformans ocorreu em 1894, pelos médicos alemées
Otto Busse e Abraham Buschke, que relataram a presenca de corpusculos arredondados em uma
lesdo na tibia de uma mulher de 31 anos, o qual foi cultivado e denominado de Saccharomyces
hominis (Buschke, 1895). Ainda em 1894, foi isolado na Itdlia por Sanfelice, uma levedura
encapsulada em suco de péssego fermentado (Sanfelice, 1894), sendo avaliada sua patogenicidade
em 1895, apos estudos in vivo com animais de laboratério, denominando-o de Saccharomyces
neoformans (Sanfelice, 1895).

Na Franca, em 1896, Curtis isolou uma levedura semelhante a descrita por Sanfelice, de
pacientes com abscesso na regido lombar e de tumor subcutdneo na base do tridngulo de Scarpa,
sendo entdo nomeado de Saccharomyces subcutaneus tumefasciens (Drouhet, 1997).

O micologista Vuillemin, em 1901, demonstrou ser mais adequado a denominagéo
Cryptococcus, para este género de levedura, pois estas ndo possuiam a capacidade de fermentar
carboidratos e ndo havia formacdo de ascosporos como estruturas de reproducdo, caracteristicas
fisioldgicas e morfoldgicas observadas no género Saccharomyces (Lazéra; Igreja; Wanke, 2004).

Em 1905, Hansemann isolou a levedura em necropsia de cérebro humano e no mesmo ano
dois casos de meningoencefalite pela mesma levedura foram descritos por Stoddard e Cutler, nos
Estados Unidos, e denominaram o fungo de Torula histolytica (Kwon-Chung; Bennett, 1992).

Benham ao revisar os géneros Saccharomyces, Cryptococcus e Torula, em 1935, concluiu
que se tratava de um Unico género. Estabeleceu entdo, em 1950, o termo criptococose para a doenga
causada pelo agente etioldgico Cryptococcus neoformans (Kwon-Chung; Bennett, 1992).

Alguns casos de infeccdo por C. neoformans foram relatados até o ano de 1950, porém
apenas em 1952, foi observado um caso em gato, e no ano seguinte, 0 primeiro caso em cées
(Jungerman; Schwartzman, 1972). Em 1955, Emmons observou a relacdo saprobidtica de C.
neoformans com matéria organica, particularmente em fezes de pombos secas. Porem, também
foram evidenciadas em ninhos e solos (Lazéra et al., 2000).

Em 1962, Staib observou a produgéo de colénias marrons, com producéo de melanina por C.
neoformans, ao ser cultivado em meios de cultura contendo extrato de fezes de aves (Kwon-Chung;
Bennett, 1992).

O ciclo de vida deste fungo foi descrito em 1975 por Kwon-Chung, observando dois tipos

sexuais de C. neoformans, MATo e MATa. Quando cruzadas sob determinadas condic¢des
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laboratoriais, reproduziam a fase teleomofica basidiomicética Filobasidiella, que produzia hifas
verdadeiras e basidiosporos férteis (Kwon-Chung; Bennett, 1975).

A sorotipagem desta espécie de levedura foi baseada em reacdo imunoldgica, sendo dividida
em cinco sorotipos, A, B, C, D e AD (lkeda et al., 1982). Apds anélises morfoldgicas, bioquimicas,
epidemioldgicas, ecoldgicas, fisioldgicas e genéticas, a espécie ainda foi dividida em trés
variedades: C. neoformans var. grubii (sorotipo A), C. neoformans var. gattii (sorotipos B e C) e C.
neoformans var. neoformans (sorotipo D) (Kwon-Chung; Bennett, 1992). No ano de 2002, foi
descrito formalmente com base em dados de analise molecular e filogenética de isolados clinicos e
ambientais, as variedades que atualmente compreendem espécies distintas, sendo entdo classificadas
como: C. neoformans e C. gattii (Kwon-Chung et al., 2002). Recentemente foi realizado o
sequenciamento do genoma de duas cepas de C. neoformans sorotipo D (JEC21 e B3501-A). Foi
sequenciado um genoma de 20 Mb, contendo 6500 genes estruturais ricos em introns e transposons,
verificando ainda que o mesmo codifica genes Unicos para o processo de viruléncia (Loftus et al.,
2005).

2.2 ASPECTOS TAXONOMICOS E CICLO DE VIDA

C. neoformans é um fungo basidiomiceto, na fase assexuada ou anamorfa apresenta células
medindo aproximadamente 2-8 um, esféricas ou globosas, isoladas ou com brotamento a partir de
qualquer ponto da parede celular, os quais podem permanecer unidos, porém ndo ha formacédo de
pseudomicélio (Fell et al., 1998).

As células sdo envolvidas por uma capsula mucopolissacaridica, com tamanho variando de
1-30 um (Janbon, 2004). Em meios de cultura tradicionais como &gar Sabouraud, ap6s 48 horas
incubados a temperaturas de 25 a 37°C, apresentam col6nias de coloragdo branca a creme, textura
mucdide e aspecto brilhante (Lazéra; Igreja; Wanke, 2004).

A fase sexuada ou teleomorfica ainda ndo foi observada na natureza, porém em condicGes
laboratoriais foi bem demonstrada, sendo denominada de Filobasidiella neoformans (Kwon-Chung;
Bennet, 1992). Nessa fase apresenta hifas dicaridticas e a reproducdo sexuada a qual ocorre na
presenca de dois alelos opostos no locus sexual MATa e MATa (Marra et al., 2004). Apos a
plasmogamia, apresentam hifas dicaridticas hialinas e ramificagdes regulares com ligagdes em ansa
a partir de conjugantes. Em seguida ocorre o desenvolvimento de basidios longos, delgados,
hialinos e sem septos, na porcdo terminal ou em ramificacdo lateral da hifa. Os basidios também
apresentam uma dilatacdo no apice em forma de clava, onde ocorre a cariogamia. Ap0s a meiose, 0

nucleo zigotico origina quatro nicleos hapléides, que se dividem mitoticamente formando quatro
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cadeias de até 20 basidiosporos cada, os quais podem apresentar o formato ovalado, eliptico ou
globoso, com parede lisa ou levemente rugosa (Lazéra et al., 2004). Ha possibilidade de realizacao
de mating entre as variedades sorotipo A x sorotipo D, sorotipo B x sorotipo D e sorotipo C X
sorotipo D, entretanto é reduzida a viabilidade dos basidiosporos, além de apresentar muitas
progénies dipldides e aneuploides, o que demonstra que a divergéncia gendmica diminui a taxa de

meiose (Legenler; Cox; Hetman, 2001).

2.3 HABITAT

A levedura C. neoformans é cosmopolita, podendo ocorrer em varios nichos ecoldgicos
como substratos organicos e habitat relacionados, como estabulos, construcBes antigas, pordes,
barracfes, torres de igreja, cavernas, além de excretas de aves, fezes de morcegos e baratas, solo,
buracos de tatus, recintos de coelhos, ninhos de vespa, leite, suco de frutas e varias espécies
vegetais. Porém, é observada principalmente em excretas de pombos urbanos, ocos de arvores vivas
e material vegetal em decomposicdo (Lazéra et al., 2000; Trilles et al., 2003; Rosario; Acosta;
Colom, 2008).

O desenvolvimento de C. neoformans em excretas envelhecidos de aves esta relacionado
com a presenca de um ambiente favoravel para o fungo, por apresentar menor quantidade de
bactéria, diminuindo desta forma, a competicdo na assimilacdo dos nutrientes. Além disso, o fungo
possui a capacidade de assimilar creatina, uma amina nitrogenada, composta de dois aminoacidos
(arginina e glicina), que é uma importante fonte de nitrogénio para producdo de proteinas; como
também &cido urico, purinas e xantinas (Reolon et al., 2004; Nardelli et al, 2005).

Apesar deste fungo ser isolado com frequéncia em excretas, dificilmente o mesmo é
encontrado no aparelho digestorio de aves (Rosario et al., 2008). Essa dificuldade de isolamento
ocorre provavelmente pela alta concentracdo de amonia presente nas fezes frescas, que alcaliniza o

meio e pela elevada temperatura corporal destas aves (41,5 °C) (Lin; Heitman, 2006).

2.4 FATORES DE VIRULENCIA

O C. neoformans possui uma capsula mucopolissacaridica constituida em média por 90% de
glucuronoxilomanana (GXM), 7% de galactoxilomanana (GalXM) e 3% de manoproteinas (MP). A
capsula facilita a adaptacdo da levedura tanto no ambiente, protegendo de predadores (nematdides e

amebas) e da desidratacdo, como no hospedeiro, dificultando a fagocitose pelos macrofagos ou
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permitindo a sua sobrevivéncia no interior dos mesmos, sendo por isso considerada o principal fator
de viruléncia deste fungo (Feldmesser; Novikoff; Casadevall, 2000; Steenbergen; Shuman;
Casadevall, 2001; Moyrand et al., 2002).

Em trabalhos experimentais foi observado que mutantes acapsulados ndo sdo capazes de
causar infeccdo (Fromtling et al. 1982), por outro lado as leveduras encapsuladas sdo bastante
virulentas e possuem a capacidade de escapar do sistema imune e se desenvolver no hospedeiro
(Vechiarelli et al. 2000; Monari et al. 2006). O Cryptococcus se destaca por ser até 0 momento o0
unico fungo encapsulado patogénico (Mcclelland et al. 2006). A producdo da cépsula envolve
alguns genes, ja identificados e caracterizados: CAP59, CAP64, CAP60 e CAP10 (Kwon-Chung,
1998; Steenbergen; Casadevall, 2003). Algumas condic¢des influenciam o crescimento da capsula,
como pH, temperatura, disponibilidade de COz, concentra¢bes de nutrientes e de ferro livre,
osmolaridade do meio e soro (Zaragoza et al., 2009).

Ao contrario dos polissacarideos microbianos, os polissacarideos que constituem a céapsula
do Cryptococcus sdo produzidos no citoplasma e transferidos para o espaco extracelular atravées de
vesiculas. Ocorre o rompimento das vesiculas e 0os componentes capsulares sdo liberados, sendo
entdo associados a parede celular causando um aumento da capsula (Yoneda; Doering, 2006;
Rodrigues et al., 2007; Oliveira et al., 2009).

A GXM, componente majoritario da capsula do C. neoformans, é um polimero de alto peso
molecular, com massa molecular entre 1700-7000 kDa, é constituida por uma cadeia linear de
manose com ligagdes a (1,3) com substituigdes de xilose B (1,2) ¢ p (1,4) e residuos de acido
glucurdnico (GlcA) B (1,2) (Rodrigues; Fonseca, 2009).

A GalXM, é o segundo polissacarideo capsular mais abundante, possuindo massa molecular
de aproximadamente 100 Kda, constituida por um core central de galactose contendo ligagdes a
(1,6) e ramificacdes de galactose B (1,3), manose a (1,4) e o (1,3) e de xilose B (1,3) ¢ B (1,2)
(Zaragoza et al., 2009).

As MP, proteinas de uma classe heterogénea de glicoproteinas, sdo consideradas as
moléculas que compdem a capsula em menor nimero. Varias manoproteinas ja foram identificadas
com base na massa molecular, dentre elas MP-1, MP-2, MP-4, MP-88, MP-98 e MP-105
(Vartivarian et al., 1989; Pitzurra et al., 1997; Walenkamp et al., 1999; Huang et al., 2002).

Apesar da capsula ser o principal fator de viruléncia deste fungo, outras caracteristicas
também sdo consideradas importantes para a sua patogenicidade, como a capacidade de produzir
enzimas, dentre elas a fenoloxidase que possui o potencial de oxidar substancias fendlicas, como
por exemplo a tirosina, ocorrendo a producdo de um pigmento, denominado melanina o qual se

acumula na parede, tornando as col6nias escuras. Esse pigmento pode explicar o neurotropismo do
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fungo, por ser rico em catecolaminas como a L-DOPA (Datta; Bartlett; Marr, 2009). A proteinase
permite a degradacdo do colageno, da elastina, do fibrinogénio, das imunoglobulinas e de fatores do
Complemento, causando lesdo tecidual. Com isso o Cryptococcus obsorve nutrientes e se proteje da
resposta imunoldgica do hospedeiro (Steenbergen; Casadevall, 2003). As fosfolipases hidrolisam
ésteres de glicerolfosfolipideos, degradando as membranas das células e provocando a lise celular
no hospedeiro (Ma, May, 2009). Outro fator importante é a capacidade de produzir manitol, que
protege o fungo do ataque oxidativo dos fagocitos, além do stress osmotico e extracelular,
acarretando no aumento da pressdo intracraniana (Harrison, 2000). O Cryptococcus tambeém
consegue se sobreviver e se desenvolver em condigdes fisioldgicas, mantendo sua curva de
crescimento a 37-39 °C, perdendo sua viabilidade apenas a 40 °C ap6s 24 h (LAZERA; IGREJA;
WANKE, 2004).

2.5 CAPACIDADE DE FORMACAO DE BIOFILME

Outro aspecto relativo a viruléncia das células de C. neoformans é a capacidade de varios
isolados se aderirem a superficies, inertes ou vivas, e se organizarem em comunidades microbianas
com metabolismo particular e circundado por uma matriz extracelular compondo um biofilme.
Nesta organizacdo as células flngicas se apresentam mais resistentes a farmacos e podem produzir
fontes persistentes de infeccdo (Martinez; Casadevall, 2006).

Os biofilmes microbianos sdo descritos como comunidades de micro-organismos aderidas
irreversivelmente a uma superficie, produzindo uma substancia polimérica extracelular e que
apresentam um estado metabdlico diferente ao do crescimento planctdnico correspondente,
principalmente com relagdo a transcricao e interacdes entre as células (Lindsay; Holy, 2008). As
vantagens dos micro-organismos se estruturarem em comunidades constituem na maior capacidade
de absorcdo de nutrientes, auxiliando no crescimento mais ordenado da comunidade e maior
protecdo contra desidratacdo, radiagdes UV, fagocitose, e resisténcia a antimicrobianos (Suzuki,
2009).

O crescimento desta estrutura pode ser observado em trés fases. Na fase inicial, as células
planctonicas associam-se ao substrato, formando uma interacdo hidrofobica e eletrostatica que em
companhia de outros fatores biolégicos geram uma aderéncia a superficie do substrato. Na fase
intermediaria a multiplicacdo das microcol6nias permitem o inicio da sintese da matriz extracelular.
Com a formacé&o do biofilme ocorre o desenvolvimento de mecanismos de comunicagéo intercelular

que resultam em uma expressao diferencial de genes. Na fase madura, o biofilme recém-formado é
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constituido de uma transicdo de estruturas fungicas, enredado pela matriz extracelular polimérica,
originando crescimento tridimensional (Mukherjee, et al., 2005).

Em um biofilme maduro, as células mais proximas da superficie se tornam inativas e na fase
posterior morrem por falta de nutrientes, diminuicdo do pH, diminuicdo da concentracdo de
oxigénio e aumento de produtos tdxicos resultantes no metabolismo celular (La Tourette Prosser B.
et al., 2003, Cardoso, 2004). Pesquisas atuais indicam que o crescimento primario, a maturacéo e o
envelhecimento de um biofilme sdo regulados através da expressdo de genes, que dependem da
transmissao de sinais entre as células (La Tourette Prosser B. et al., 2003; Cardoso, 2004). A matriz
do biofilme possue conexbes que possibilitam a circulacdo de nutrientes dentro do biofilme
(Dorlan; Costerton, 2002). A sinalizacédo célula a célula, especialmente o quorum sensing (sensor de
guorum) que equivale a um processo de comunicacao intra e interespécies microbianas € importante
para a formacédo de biofilmes microbianos. Esta ligagdo atraves de auto-reguladores impossibilita o
crescimento populacional desnecessario e controla a competicdo por nutrientes e tem implicagdes
fundamentais no processo infeccioso, principalmente para disseminacéo e estabelecimento de sitios
de infeccBes (Dorlan, 2002; Ramage, 2005).

A formacgdo de biofilme € um mecanismo comum, usado por microrganismos para
sobreviver em lugares hostis, colonizar e se estabelecer em um ambiente novo, proporcionando
protecdo. As condicdes ideais para a formacdo de biofilme criptocécico sdo: temperatura de 25-37
°C, pH neutro e tensdo de CO2 no ambiente. Contudo, sob condigdes de baixa tenséo de oxigénio,
observa-se a presenca de células planctonicas de C. neoformans (Ravi et al., 2009).

O desenvolvimento do biofilme por Cryptococcus spp. tem sido descrita com frequencia
como uma estratégia ligada a infeccdo crbnica, como um resultado de resisténcia adquirida aos
mecanismos do sistema imunoldgico do hospedeiro e a terapia antifungica (Martinez; Casadevall,
2006).

Os mecanismos responsaveis pela resisténcia a antifingicos também podem estar associados
a fatores como limitagdes difusionais dos antimicrobianos pela matriz extracelular, mudancas
fenotipicas das células no biofilme e ainda com a formacdo de mecanismos de resisténcia por

alteracdo do gendtipo das células (Chandra et al., 2001; Cardoso, 2004).

2.6 CRIPTOCOCOSE

A criptococose deixou de ser uma doenga rara, com o surgimento da pandemia da sindrome
da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) na decada de 80, ocupando o quarto lugar entre as doengas

infecciosas que acometem individuos portadores desta sindrome e a principal infeccdo fungica
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nestes pacientes, sendo responsavel pelo maior indice de morbidade e mortalidade (Casadevall,
Perfect, 1998). Assim como a AIDS, outros fatores colaboraram para o aumento da incidéncia da
doenca, como a realizacdo cada vez mais frequente de transplante de 6rgdos e terapia
imunosupressora (Indurm et al., 2005).

Esta doenga acomete principalmente individuos adultos, em média de 78% do sexo
masculino (Leal et al., 2008). No Brasil, de acordo com dados do Ministério da salde, entre o
periodo de 2000 a 2007, a criptococose ocorre como primeira manifestacdo oportunista em 4,4 %
dos casos de AIDS (Ministério da Saude, 2012).

A criptococose é uma micose sistémica, em pacientes imunossuprimidos se manifesta como
uma doenca oportunista, porém em pacientes imunocompetentes se caracteriza como uma doenca
primariamente patogénica. Essa relacdo depende da espécie que infecta o paciente, desta forma C.
neoformans var. neoformans e C. neoformans var. grubii sdo patégenos oportunistas e C. gattii é
um patoégeno primario (Indurm et al., 2005).

A infeccdo em humanos pode ocorrer pela inalacdo de propagulos infectantes,
provavelmente por células de leveduras e/ou pequenos basidiosporos (< 3 pum), que se depositam
facilmente nos alvéolos pulmonares, comprometendo, primariamente o pulmédo, porém podendo
disseminar-se para outros 6rgdos (Sorrel; Ellis, 1997; Perfect; Casadevall, 2002). Apesar de nao ser
a forma mais comum, a infec¢do também pode ocorrer por traumas, por meio de transplantes ou por
inoculacéo direta nos tecidos (Perfect; Casadevall, 2002).

Através da via respiratéria, o foco de infeccdo inicial é o pulmao e os primeiros sintomas sao
geralmente semelhantes aos de uma gripe. Entretanto, em individuos imunocompetentes pode
ocorrer uma colonizacdo de células do C. neoformans no trato respiratorio do hospedeiro, sem
causar sintomas clinicos significativos por meses ou anos (Garcia-Hermoso et al. 1999; Goldman et
al. 2001). A doenca quando ndo controlada no pulméo, podera se disseminar para a pele, 0sso0s, e
préstata, porém esse fungo possui uma predilecdo para o sistema nervoso central (SNC), causando
meningite e encefalite, que sdo os quadros clinicos mais graves da doenca, podendo culminar com o
6bito se ndo for realizado o tratamento adequado (Mitchell; Perfect, 1995; Indurm et al., 2005; Lin;
Heitman, 2006).

A preferéncia do C. neoformans pelo SNC, esta relacionada a presenca no liquido cefalo
raquidiano (LCR), de alta concentracdo de nutrientes assimilaveis (carboidratos, minerais, tiamina,
glutamina e &cido glutdmico), a auséncia de atividade do complemento e a diminuicéo ou falta de
resposta inflamatéria no tecido cerebral (Severo et al., 1998), bem como a capacidade das leveduras
em converter catecolaminas, que sdo abundantes no cérebro, em melanina, um antioxidante
importante para protecdo da levedura contra a agdo microbicida de leucocitos (Polacheck et al.,
1982; Mitchell; Perfect,1995).
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E possivel classificar a criptococose em trés formas clinicas: pulmonar regressiva, pulmonar
progressiva e disseminada. A pulmonar regressiva é geralmente assintomatica, sendo desta forma de
dificil diagnostico. A pulmonar progressiva apresenta sintomatologia inespecifica e por vezes
escassa, corresponde a 10% dos casos clinicos, pode-se observar tosse, escarro mucdide e dor
torécica pleuritica. Além de lesGes cisticas pulmonares formada por massa densa de células fungicas
e pouca reacao inflamatdria do parénguima. Em achado radiol6gico observa-se nodulo nos l6bulos
inferiores, que dificilmente calcificam, medindo geralmente mais de 3 cm de didmetro, Unico e
periférico. A forma disseminada é a mais comum, ocorrendo em 90% dos casos, sendo
caracterizada pela disseminagdo do C. neoformans por via hematogénica, atingindo qualquer 6rgao
ou sistema, porém este fungo possui tropismo pelo SNC. A principal manifestacdo clinica é a
subaguda ou crdnica. Ocorrendo em 5% dos casos lesdes hematogénicas osteoarticulares e em 10%
podem ser observadas lesdes cutaneas, acometimento dos rins, supra-renais e prostata (Silva et al.,
2003; Lazéra et al., 2004).

Em pacientes com AIDS as manifestacdes clinicas geralmente sdo, febre, cefaléia, mal-estar,
vomitos, podendo apresentar lesfes cutdneas em 7 a 8% dos pacientes, simulando moluscum
contagiosum (Lacaz et al., 2002). Também podem apresentar dispnéia e nauseas, entretanto o0s
sintomas pulmonares sdo decorrentes de outras manifestacfes clinicas, como a pneumonia. Um
nimero pequeno de pacientes apresentam sintomas de meningite como, pescogo rigido, visdo dupla
e fotofobia. Usualmente sintomas orais, perda de peso e linfadenopatia difusa podem ocorrer.
Apenas em 12 a 18% dos pacientes observa-se confusdao mental e sonoléncia (Kown-Chun; Bennett,
1992).

E necesséario estabelecer os estagios criticos da criptococose através da avaliacdo clinica em
experimentos com animais de laborat6rio inoculados com o agente etiolégico, bem como, as
alteracOes teciduais e eficacia do tratamento. Esses modelos sdo importantes para caminhos
positivos no trajeto de estudos in vitro até os pacientes (Graybill, 2000). As diferencas observadas
na correlacdo entre diferentes estudos in vitro e in vivo, demonstram a necessidade da inclusdo de
metodologias padronizadas com a utilizacdo de critérios interpretativos comuns, para 0 uso de
drogas antifingicas em doencas causadas por leveduras de interesse médico (Mukherjee et al.,
2005).

2.7 DIAGNOSTICO

O diagnostico laboratorial de C. neoformans consiste na demonstracdo desta levedura no

material clinico, que pode ser feito a partir do LCR, urina, fragmentos de tecido, aspirados de lesbes
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cuténeas, escarro, lavado bronquico, sangue, secrecdo prostatica e puncdo de medula Ossea.
Tambeém é realizado o isolamento do fungo em cultura, sucedido por provas bioguimicas e pesquisa
de antigenos circulantes (Menezes et al., 2002; Namiq et al., 2005; Chayakulkeeree; Perfect, 2006).

Quando o material a ser analisado é liquido, como o LCR e o escarro, sdo realizadas
preparacfes com tinta da China ou com nigrosina. Porém, quando a pesquisa é realizada em tecidos,
séo utilizados corantes especificos como prata e mucicarmim (Lacaz et al., 2002). O diagnostico é
rapido e barato, quando se realiza 0 exame microscépico direto com tinta da China, pois permite a
visualizagdo de leveduras capsuladas. O fundamento desta técnica esta relacionado com o fato de
que a cépsula afasta as particulas da tinta, formando um halo claro em volta da mesma, tornando
mais dificil a visualizacdo de linhagens acapsuladas. Sendo eficiente em 80% dos casos de
pacientes infectados com AIDS e em 50% dos casos de pacientes ndo-portadores de AIDS (Lazéra
et al., 2004). Nos tecidos, a impregnacdo com prata pelo método de Gomori-Grocott é a mais
utilizada, pois evidencia a parede celular das leveduras, apesar de ndo demonstrar a capsula. A
coloracdo com mucicarmim de Meyer, evidencia a capsula em vermelho e é util para diferenciar C.
neoformans de outros fungos. Outra técnica utilizada € a coloragdo Fontana Masson, utilizada para
demonstrar na parede da levedura o depdsito de melanina, porém a hematoxilina-eosina pode ser
utilizada para evidenciar a capsula do fungo e para avaliar o padrdo das lesdes (Lacaz et al., 2002;
Perfect; Casadevall, 2002; Lazéra et al., 2004; Pedroso; Candido, 2006; Consenso em Criptococose,
2008).

O exame comprobatério da espécie € a cultura, pois o cultivo do Cryptococcus em meio de
cultura é simples, pela facilidade deste fungo se desenvolver em varios meios de cultura sem adicao
de ciclo-heximida, como Sabouraud, extrato de malte, sangue e infusdo de cérebro-coracdo (BHI).
Nesses meios o0 fungo cresce formando colénias mucoides de coloracdo creme, em 48 horas entre
25°C e 37°C, sendo a temperatura ideal 30°C, porém essa levedura possui uma tolerancia térmica
de até 40°C. Quando cultivadas em tubo, apds cerca de um més as coldnias fluem da superficie
(Fries et al., 1999; Fries et al., 2001; Fisher; Cook, 2001; Consenso em Criptococose, 2008).

Provas bioquimicas como a urease sao utilizadas para identificacdo do género, diferenciando
assim do género Candida, pois as espécies de Cryptococcus possuem a capacidade de hidrolisar a
uréia em amonia, através da enzima urease, mudando a cor do indicador vermelho de fenol para um
rosa escuro. As espécies podem ser diferenciadas com a adi¢do de EDTA, pois desta forma ocorre
uma inibicdo da urease em C. gattii, 0 que ndo € observado no C. neoformans. (Casadevall; Perfect,
1998; De Hoog et al., 2000; Cox et al., 2000; Casali et al., 2003). As espécies de Cryptococcus nao
séo capazes de fermentar carboidratos, porém assimilam acgucares por metabolismo oxidativo, como

glicose, maltose, sacarose e galactose (De Hoog et al., 2000). A habilidade de assimilar inositol
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como Unica fonte de carbono é Util na diferenciagdo das espécies de Rhodotorula (Winn et al.,
2008).

A prova da fenoloxidase € outra prova bioguimica importante para a diferenciacdo de C.
neoformans das outras espécies do género e consiste na producdo de um pigmento marrom
(melanina), quando cultivadas em meios de cultura contendo substratos fenolicos (Carfachia et al.,
2006; Pinto Junior et al., 2006; Capoor et al., 2007). Entretanto, ha pesquisas que demonstram a
producdo de melanina por isolados de C. albidus, C. laurentii e C. uniguttulatus, porém de maneira
menos pronunciada do que C. neoformans e C. gattii (Ikeda et al., 2002; Pedroso et al., 2009).

O meio L-CGB (L-canavanina, glicina e azul de bromotimol) separa bioquimicamente C.
neoformans de C. gattii. Nesse meio, a espécie C. neoformans ndo cresce, pois é sensivel a
canavanina. Porem, C. gatti consegue se desenvolver, por ser resistente a canavanina e pela
capacidade de utilizar a glicina como unica fonte de carbono e nitrogénio, produzindo aménia e
elevando o pH. Consequentemente ocorre uma mudanca na coloracdo do meio para azul-cobalto,
pela presenca do azul de bromotimol (Nakamura et al., 1998; Khan et al., 2003).

Os polissacarideos capsulares de C. neoformans e C. gattii se solubilizam nos fluidos
corporais durante a infecgdo, podendo ser detectados e quantificados com anticorpos de coelho,
anti-Cryptococcus. O teste soroldgico mais comumente utilizado para deteccdo de antigeno é o da
aglutinacdo em latex. Uma aglutinacdo positiva com titulo 1:4 sugere uma infeccdo por
Cryptococcus, titulos > 8 indicam doenca em atividade, titulos 1:1.024 indicam alta carga fingica,
deficiéncia imunolodgica. Se persistir por mais de 2 semanas de tratamento (1:512) apontam uma
dificuldade na resposta terapéutica (Mitchell; Perfect,1995; Casadevall; Perfect, 1998; Consenso em
Criptococose, 2008). O teste de ELISA também pode ser utilizado no diagnostico imunolégico,
sendo Util tanto na deteccdo de antigenos, em titulos mais baixos e no inicio da infec¢do, como de
anticorpos, que ndo sdo encontrados precocemente, mas podem ser detectados durante o tratamento
e com a recuperacao do paciente (Consenso em Criptococose, 2008).

Apesar de ndo ser utilizado no diagndstico de rotina, atualmente existem técnicas
moleculares, que em amostras clinicas ou em culturas detectam sequéncias génicas especificas de
Cryptococcus (Paschoal et al., 2004; Bovers et al., 2007). A reagcdo em cadeia da polimerase (PCR)
promoveu avangos no diagnostico da criptococose, principalmente pela amplificacdo de regides
génicas do rDNA, bem como genes para producdo de céapsula (CAP59) e oritidina monofosfato
pirofosforilase (URAS) (Paschoal et al., 2004; Rappelli et al., 1998; Bialek et al., 2002).
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2.8 LECTINAS

Nos ultimos anos, estudos vém demonstrando a utilizacdo de lectinas como reagentes Uteis
nas pesquisas sobre a superficie da célula fangica, com perspectivas amplas de desempenhar
também papel de valor na classificacdo desses microrganismos (Potts et al., 2001). No estudo do C.
neoformans, agente da criptococose, 0 interesse estd relacionado aos novos métodos de
sorotipagem, que podem reconhecer as propriedades bioquimicas e antigénicas da capsula
polissacaridica do fungo, possibilitando a identificagdo correta de cada sorogrupo. Deste modo,
marcadores bioldgicos ndo imunoldgicos podem ser usados para a identificagdo de sorotipos de C.
neoformans e C. gattii. Dentre as varias classes de moléculas com essas caracteristicas, as lectinas
se sobressaem por possuirem a capacidade de reconhecer e se ligar especificamente, porém
reversivel, a residuos de acucares (Ambrosi et al., 2005; Komath et al., 2006).

As lectinas caracterizam um grupo heterogéneo de proteinas ou glicoproteinas ubiquas,
observadas em varias espécies de vegetais, algas, animais e micro-organismos (Komath et al.,
2006). Dependendo da origem, podem apresentar padrdes distintos de ligacdo a carboidratos.
Geralmente, as lectinas de algas possuem massa molecular menor que a maioria das lectinas de
plantas e ndo demonstram afinidade por acucares simples, ligando-se mais especificamente a
oligossacarideos, especialmente glicoproteinas.

Tanto as lectinas de origem animal quanto as de origem vegetais tém sido bastante utilizadas
como ferramentas bioquimicas em pesquisas biotecnoldgicas e biomédicas (Lis; Sharon, 1998;
Teixeira et al., 2007). Essas moléculas apresentam varias atividades bioldgicas e sdo utilizadas
amplamente como marcadores celulares especificos, reconhecendo inclusive alteracées nos padrdes
de expressdo de glicoproteinas associadas a maturacdo celular e processos patologicos (Ambrosi et
al., 2005).

A ligac&o lectina-carboidrato ocorre através de uma porcdo limitada da molécula protéica. E
0 segmento chamado de Dominio de Reconhecimento de Carboidrato ou CRD (Carbohydrate-
Recognition Domain) que compreende um dominio globular com uma elevada conservacdo de
residuos de aminoéacidos. Os carboidratos interagem com lectinas através de pontes de hidrogénio,
devido o elevado nimero de hidroxilas nos agucares disponiveis, que atuam como doadores ou
receptores de hidrogénio. Também participam da interagdo lectina-carboidrato, interacfes
hidrofdbicas e forcas de Van Der Walls (Elgavish; Shannan, 1997; Loris et al., 1998; Santos, 2001).
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2.9 MECANISMOS DE DEFESA DO SISTEMA IMUNOLOGICO

Para que a criptococose se desenvolva, o fungo precisa sobreviver nos alvéolos pulmonares
antes de se disseminar para outros tecidos, isso depende da interacdo efetiva do Cryptococcus com
celulas epiteliais e macrdfagos alveolares (Barbosa et al., 2006). Apesar desta levedura ter a
expressao capsular reduzida ao infectar os alvéolos, em algumas horas a capsula se torna compacta,
com capacidade de interferir nos mecanismos de defesa do hospedeiro, protegendo da fagocitose e
secretando o material presente na cdpsula, modulando desta forma as atividades celulares. Caso o
fungo consiga se estabelecer no pulmédo, desenvolvera uma lesdo, que poderd ser contida por
granulomas (Barbosa et al., 2007).

A adesdo a células epiteliais alveolares ocorre devido a acdo de alguns componentes
fangicos, como adesinas, que permite a adesao e a penetracao pelo tecido infectado; a fosfolipase B,
que permite o acesso da levedura para o citoplasma dos macrofagos, devido a hidrolise dos
componentes lipidicos da membrana; e a GXM, que dificulta a fagocitose, auxiliando na fuga do
sistema imune (Feldmesser; Tucker; Casadevall, 2001; Bicanic; Harrison, 2005; Rodrigues et al.,
2009).

Quando o mecanismo de fagocitose pelos macrdfagos € eficiente, ocorre um englobamento
das células fangicas inaladas, evitando a exposicdo e a acdo completa do sistema imunoldgico
(Chang et al., 2006; Ma et al., 2006). Contudo, o C. neoformans € um patdgeno tanto extracelular
como intracelular, possuindo a capacidade de se desenvolver no interior dos macréfagos (Bicanic;
Harrison, 2005), em algumas horas ocorre o acumulo de GXM, com formacdo de vacuolos
citoplasmaticos seguido do rompimento da célula hospedeira e liberacdo do patdégeno para o meio
extracelular, podendo infectar novas células (Feldmesser; Tucker; Casadevall, 2001; Del Poeta,
2004). Consequentemente pode-se observar resposta imune celular envolvendo o complexo
CD14/TLR4, acarretando em uma maior expressdo de moléculas, como FasL, CD40, CD86, CD14,
TLR4, CD18 e FcyRII. Além da producgéo de IL-10 e reducdo da expressdo de moléculas de MHC
de classe Il apds a exposicdo do macréfago ao GXM. Esse polissacarideo também possui a
capacidade de interferir na producdo de citocinas em macréfagos estimulados por
lipopolissacarideos (Monari et al., 2005a; Monari et al., 2005b).

Os macrofagos sdo muito importantes na defesa imunologica, porém podem causar dano ao
tecido do hospedeiro ao liberar metabolitos toxicos, além de poderem induzir a apoptose das células
(Monari et al., 2005b). Contudo, uma das principais fungdes dos macrdofagos é ativar células
apresentadoras de antigenos (APC) e apresentar antigenos (Ags) em sua superficie para os linfocitos
T. Os linfocitos T sdo ativados quando a APC expressa alguma molécula co-estimulatéria, como
por exemplo CD80 e CD86 (Villena et al, 2008).
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Outro mecanismo de escape utilizado pelo C. neoformans é o processo de extrusdo em
alguns macrofagos, apos a sua replicacdo no fagolisossomo. Os fungos s@o liberados sem causar
dano para as células hospedeiras. Acredita-se que este mecanismo depende da presenca de capsula e
que seja independente do funcionamento do citoesqueleto (Alvarez; Casadevall, 2006; Ma et al.,
2006).

O fato deste fungo conseguir sobreviver no interior de fagocitos sem os levar a lise, pode
influenciar na sua patologia. Um mecanismo de disseminacgédo descrito recentemente foi a passagem
lateral da levedura de uma célula infectada para outra ndo infectada, sem passar pelo espaco
extracelular, evitando seu reconhecimento e acdo da resposta imunoldgica, além de escapar de
drogas que tenham penetracdo limitada nas células. Para que ocorra a passagem do patdgeno entre
as celulas é necessario que haja um contato entre elas e que seu citoesqueleto esteja funcionando
normalmente, permitindo a motilidade das mesmas. Esse processo é de grande importancia, pois
permite a persisténcia intracelular do C. neoformans, além de possibilitar a disseminacéo do fungo
pelo sistema circulatdrio e linfatico, podendo interagir entre si e com outros tipos de células do
hospedeiro. Acredita-se também que essa levedura pode através deste mecanismo atravessar a
barreira hematoencefalica (Alvarez; Casadevall, 2006; Ma et al., 2006).

Outro tipo celular que auxilia na eliminacdo do C. neoformans sao os neutréfilos. Contudo, a
GXM diminui a atividade anti-criptocdccica ap6s ser internalizada por essas células (Monari et al.,
2006), além de bloquear a interacdo dos neutrofilos com o endotélio. Essa acdo inibe a migracao
dos leucdcitos para os locais de combate ao fungo. Este bloqueio pode ser causado pela interacédo da
GXM com selectinas e seus receptores de superficie no neutrdfilo (Ellerbroek et al., 2004).

2.10 TRATAMENTO

A criptococose é uma doenca considerada potencialmente fatal caso ndo seja estabelecida a
terapia adequada. O tratamento é realizado através de diversos esquemas terapéuticos, mas apesar
dos avancos ainda é considerado dificil, devido a toxicidade e teratogenicidade das drogas, além das
interagdes medicamentosas. A terapéutica habitual da criptococose é feito com anfotericina B,
associada ou ndo a outro antifungico, como medicamentos da classe dos azolicos ou derivado
piramidinico 5-flucitosina. (Denning, 2003).

A anfotericina B € um antibidtico poliénico, foi descoberto na década de 50 a partir de
culturas de Streptomyces nodosus. A administracdo dessa droga € realizada por via intravenosa,
devido a sua baixa solubilidade que ndo permite a sua absorcéo gastrointestinal. Esse farmaco age

aumentando a permeabilidade celular através da ligagdo ao ergosterol, componente essencial das
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membranas biologicas dos fungos, responsével pela fluidez das mesmas. Apos esta interagéo,
ocorre a producdo de poros ou canais, permitindo o extravasamento de ions e macromoléculas
intracelulares, levando a morte da célula fungica (Lemke, Kiderlen et al., 2005).

Apesar desta droga possuir alta afinidade pelo ergosterol, também possui a capacidade de se
ligar ao colesterol e alguns constituintes da membrana celular humana, o que pode justificar a
maioria dos efeitos toxicos causados pelo uso da anfotericina B, como febre, dor de cabeca, nausea,
vomitos, calafrios, tremores, alteracdes cardiovasculares, disfuncéo renal e efeitos tdxicos sobre a
medula 6ssea (Pauw, 2000).

Anfotericina B encontra-se ligada as proteinas plasmaticas, cerca de 20 a 30% é removida
do sangue no figado e excretada com a bile nas fezes. Apresenta aproximadamente 2 a 5% na urina,
biologicamente ativa, sem ser metabolizada. Possui extensa ligacdo aos tecidos e atravessa
precariamente a barreira hematoencefalica, mas a penetracdo pode ser maior quando ha inflamacéo

nas meninges (Lemke, Kiderlen et al., 2005).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. CULTURAS
Foram utilizados 30 isolados de Cryptococcus neoformans obtidos da Micoteca URM do

Departamento de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

3.2. CARACTERIZACAO DAS LEVEDURAS QUANTO A EXPRESSAO DE
CARBOIDRATOS NA PAREDE CELULAR — ENSAIO DE MARCAGCAO COM LECTINAS.

3.2.1 Cepas de Cryptococcus

As trinta cepas de Cryptococcus neoformans var. grubii utilizados neste estudo foram
obtidas de pacientes com diagnostico de criptococose e tinham sido preservadas na URM Colecéo
de Culturas (Universidade Federal de Pernambuco/Brasil) desde 2008, como um material liofilizado
e sob 6leo mineral. As células de levedura foram inoculadas em frascos de Erlenmeyer de 100 ml
contendo 50 ml de meio minimo composto de dextrose (15 mM), MgSO4 (10 mM), KH2PO4 (29,4
mM), glicina (13 mM), e tiamina-HCI (3 uM ) (pH 5,5). As células fangicas foram cultivadas
durante 2 dias a 30 °C com agitacdo. As células de Cryptococcus foram obtidas por centrifugacéo,
lavadas em solugéo tampao fosfato-salina (PBS), e contadas numa camara de Newbauer para obter
uma suspensdo de 107 células / ml, seguindo a metodologia de Rodrigues et al (2008).

3.2.2 Microscopia de Fluorescéncia

Para a leitura e interpretacdo do perfil de ligacdo das lectinas as paredes celulares de
Cryptococcus, concanavalin A (Con A), wheat germ agglutinin (WGA), Ulex European agglutinin |
(UEA -I) e peanut agglutinin (PNA), foram usadas conjugadas com fluoresceina. 1 ml da suspensao
padrdo de células de levedura em PBS foi centrifugada (2000 rpm) em eppendorfs 2mL durante 3
minutos para formar uma pellet. Depois disso, o conteldo foi ressuspenso em tripsina (0,1%)
durante 3 minutos a 37 °C e lavou-se novamente por centrifugacdo em PBS durante 3 minutos,
seguido 2 vezes. Apds esta etapa um conjugado de isotiocianato de fluoresceina com lectina (FITC-
lectina) em uma concentracdo de 25 pg/ mL, foi adicionado a ressuspensdo das células da levedura
e incubados a 4 °C durante 1 hora, em seguida, a suspenséo foi centrifugada e o pellet lavado com
PBS. A avaliacdo do padréo de aglutinacdo de lectina foi realizada utilizando um microscopio de
fluorescéncia (Zeiss AXIO Imager.M2m). Sendo avaliados os padrfes de marcacdo como intenso,

moderado ou fraco.
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3.2.3. Alvos de WGA em C. neoformans

Durante a preparacdo para a avaliagdo da ligacdo da lectina WGA uma etapa adicional
usando um pré-tratamento enzimatico com neuraminidase (em ordem a evitar a ligacao inespecifica
aos residuos de &cido sialico) foi adicionada. Para este efeito, 100 pl de neuraminidase foram

adicionados a suspensdo de levedura durante 1 hora a 37 °C antes da adi¢éo da lectina.

3.3. AVALIAC}AO DA CAPACIDADE DE FORMAQAO DE BIOFILME

As leveduras cresceram em Sabouraud dextrose liquido (Difco Laboratories, Detroit, Mich.)
por 24h a 30°C em agitacdo, com rotacdo de 150 rpm.

As células de C. neoformans foram coletadas por centrifugacdo, lavadas duas vezes com
tampéo fosfato salina (PBS), contadas com o auxilio de um hemacitometro, e suspensas a 10’
cels/ml em meio minimo (20 mg de tiamina/ ml, 30 mM glicose, 26 mM glicina, 20 mM MgSO4 -
7H20, 58.8 mM KH2PO4). Em seguida, 100ul da suspensdo foram adicionadas em placas de
poliestireno com 96 pocos (Fisher, Massachusetts) e incubadas a 37°C sem agitacdo. Biofilmes
foram formados por 48 h. Apds o estagio de adesdo, os pogos contendo biofilmes de C. neoformans
foram lavados trés vezes com agua Milli-Q para remocdo das células criptococicas ndo aderidas. As
células fangicas que permaneceram aderidas a superficie plastica foram consideradas biofilmes
verdadeiros seguindo a metodologia de Martinez e Casadevall (2006). Em seguida, os biofilmes

foram corados com cristal violeta e observados visualmente.

3.4. ANALISE IN VIVO DA VIRULENCIA DE Cryptococcus neoformans

3.4.1. Animais e protocolo de imunossupressao

Foram obtidos camundongos suicos, machos e adultos, pesando em média 30 gramas, a
partir do Laboratério de Imunopatologia Keizo-Azami (LIKA-UFPE). Os animais foram
manipulados de acordo com os procedimentos experimentais ap0s a aprovacao pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Animais do Centro de Ciéncias Bioldgicas da UFPE. Os animais receberam
0,5 mg de dexametasona TEUTO® Brazil por via intraperitoneal por 7 dias consecutivos. Para fins
de comprovacdo da imunossupressdo, foi realizado leucograma dos animais imunossuprimidos (IS),

n=24/ 2 grupos em comparagdo com o grupo controle, os animais imunocompetentes (IC), n=12.

3.4.2. Modelo de infeccdo por Cryptococcus neoformans
Ap0s a imunossupressao, os animais 1S (n=12) foréo inoculados pela veia caudal com 0,2 mL

da suspensdo de um isolado de C. neoformans (10° células / ml), caracterizado quanto & capacidade
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de formar biofilme. E os outros camundongos IS (n = 6/ 2 grupos) foram inoculados com PBS nas
mesmas condi¢cdes experimentais. Os sinais clinicos foram observados diariamente, bem como a

mortalidade, até um total de 7 dias de experimento.

3.4.3. Tratamento da criptococose disseminada com anfotericina B

Sete dias apos a infec¢cdo, 0,5 mg/ kg de anfotericina B foi administrado diariamente pela veia
caudal dos animais IS e infectados, durante 7 dias. O grupo controle continuou recebendo apenas
PBS. Os animais foram observados quanto aos sinais clinicos e mortalidade diariamente até no final

do 7° dia do experimento.

3.4.4. Quantificacdo de Cryptococcus neoformans e exame histolégico

Uma aliquota de sangue foi recolhida por pungdo cardiaca apds a eutanasia com halotano. O
baco, figado, rins, pulmdes e cérebro foram pesados e macerados em PBS (1:10 ou 1:100, w/v).
Todas as amostras foram submetidas a diluicdes sucessivas e 0,1 mL foi adicionado a placas
contendo Sabouraud Dextrose Agar (SDA) adicionado com cloranfenicol (50 mg / mL) e incubadas
a 37°C durante 24-72 h. Os dados foram apresentados como unidades formadoras de coldnias
(UFC) por grama de tecido ou por mL de sangue. Partes dos tecidos foram fixados em formalina a
10% e processados para inclusdo em parafina para os procedimentos histologicos. Cortes de 5 mm
foram corados com hematoxilina-eosina e as laminas codificadas e examinados por um patologista

de referéncia.
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4. VISANDO A PAREDE CELULAR DE Cryptococcus neoformans var. grubii
USANDO LECTINAS: ESTUDO DO DOMINIO DE LIGACAO AOS
CARBOIDRATOS

4.1. RESUMO

Cryptococcus neoformans var. grubii € considerado a principal causa de criptococose em pacientes
imunossuprimidos. Entender as glicoproteinas da parede celular usando lectinas é de interesse
médico e pode contribuir para a terapia especifica. O objetivo deste estudo foi avaliar os
carboidratos na parede celular de Cryptococcus neoformans var. grubii, utilizando um protocolo de
ligacdo a isotiocianato-lectina de fluoresceina. Trinta cepas de levedura estocadas na colegdo de
cultura foram cultivadas durante 2 dias a 30 °C com agitacdo. As células foram obtidas por
centrifugacéo, lavadas em solucéo salina tamponada com fosfato e foi obtida uma suspenséo de 10’
células/mL. Para determinar o perfil de ligagdo das lectinas, utilizaram-se concanavalina A (Con A),
aglutinina de germe de trigo (WGA), aglutinina Ulex europaeus | (UEA-I) e aglutinina de
amendoim (PNA) conjugada com fluoresceina. Todos os isolados clinicos testados de Cryptococcus
neoformans var. grubii foram intensamente corados por WGA, moderadamente coradas por Con A,
e fracamente coradas por PNA e UEA-I. Assim, o Cryptococcus pode ser detectado em amostras
clinicas como sangue e liquido cefalorraquidiano utilizando a lectina fluorescente WGA, o que pode
ser considerado como uma opc¢ao para detec¢do em casos de suspeita de criptococose com baixa
sensibilidade laboratorial. Futuras aplicacbes podem ser desenvolvidas usando esta ferramenta
bésica.

Palavras chaves: Lectinas. Cryptococcus neoformans var. grubii. Carboidratos da parede celular.

Diagnostico.

4.2. INTRODUCAO

Nos paises desenvolvidos, Cryptococcus neoformans var. grubii é considerado a principal
causa de criptococose, uma infeccdo humana grave que resulta em morte em alguns casos [1-3]. Os
mecanismos que estdo envolvidos na sua patogénese podem ser estudados melhor comegando com
uma compreensdo das glicoproteinas da parede celular, que sdo caracteristicas importantes para
fungos de interesse médico [4]. Neste contexto, diferentes lectinas foram utilizadas para determinar
um padréo de glicoconjugados celulares em espécies de Cryptococcus, incluindo C. neoformans

var. grubii [5,6].

Trabalho publicado como De Brito Ximenes, Pamella; Macédo, Danielle; Buonafina, Maria; De Lima-Neto, Reginaldo;
Neves, Rejane, 2014. Visando a parede celular de Cryptococcus neoformans var. grubii usando lectinas: estudo do
dominio de ligagao aos carboidratos. Molecules.
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As lectinas sdo uma classe de proteinas que exibem enorme potencial biologico e
farmacoldgico; as lectinas foram originalmente identificadas em plantas, animais e espécies de
micrébios [7]. Estas proteinas tém pelo menos um dominio ndo catalitico que se liga
especificamente e reversivelmente a mono- ou oligossacarideos [8]. Esta capacidade de
reconhecimento de carboidratos permite interacbes com glicoconjugados de superficie de
membrana celular, consequentemente interferindo em varios eventos biologicos tais como infeccéo,
diferenciacéo celular, interacdo patdégeno-hospedeiro, metastase e reconhecimento celular [9-11].

Vaérios estudos tém consistentemente demonstrado que o conhecimento dos componentes
superficiais de C. neoformans ¢ essencial para a compreensio da patogénese da criptococose [5]. E
importante considerar que a interacdo entre a parede celular da levedura e receptores do tecido
hospedeiro permite o primeiro passo no estabelecimento da doenca, a adesdo [8]. Assim, 0
direcionamento de glicoconjugados da parede celular tais como N-acetil-D-glucosamina, L-fucose,
D-galactose e glicose/manose podem elucidar muitos papéis bioldgicos e patolégicos que sao
atualmente pouco claros. A expressdo de N-acetil-D-glucosamina pode ser analisada utilizando a
aglutinina de germe de trigo (WGA), a metil-a-D-manosoide utilizando concanavalina A (Con A), a
L- fucose utilizando aglutinina I de Ulex europaeus (UEA- 1) e para a detec¢do de D-galactose e
glicose/manose na superficie da parede celular, a aglutinina de amendoim (PNA) é considerada a
lectina mais especifica [5].

Os métodos de deteccdo convencionais para espécies de Cryptococcus incluem isolamento
de cultura, morfologia de col6nia e caracteristicas nutricionais. Este fungo pode demorar 24-72 h ou
mesmo semanas para crescer na cultura primaria. Por esta razdo, o diagnéstico de criptococose no
nivel de espécies flungicas € demorado e atrasa o tratamento de escolha. Além disso, esses métodos
sdo trabalhosos e podem eventualmente fornecer identificagdes inconclusivas [9].

Neste contexto, 0 objetivo deste estudo foi avaliar a expressdo de N-acetil-D-glucosamina,
metil-a-D-manoside, L-fucose, D-galactose e glicose/manose na superficie da parede celular de C.
neoformans var. grubii através de protocolos de coloracdo utilizando aglutinina de germe de trigo
(WGA), concanavalina A (Con A), aglutinina Ulex europaeus | (UEA-I) e lectinas de aglutinina de
amendoim (PNA).

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os ensaios de ligagdo a lectina utilizando WGA, Con A, UEA-I e PNA mostraram trés
padrdes de fluorescéncia especificos de carboidratos para o C. neoformans var. grubii como

apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1. Cepas de Cryptococcus neoformans var. grubii e padroes de fluorescéncia de

coloragdo com lectina

Cryptococcus lectina WGA lectina Con A lectina PNA lectina UEA-I

neoformans
var. grubii

*URM

5809 +++ ++ + +
5810 +++ ++ + +
5811 +++ ++ + +
5813 +++ ++ + +
5814 +++ ++ + +
5815 +++ ++ + +
5816 +++ ++ + +
5818 +++ ++ + +
5819 +++ ++ + +
5820 +++ ++ + +
5821 +++ ++ + +
5822 +++ ++ + +
5823 +++ ++ + +
5824 +++ ++ + +
5825 +++ ++ + +
6895 +++ ++ + +
6896 +++ ++ + +
6897 +++ ++ + +
6898 +++ ++ + +
6899 +++ ++ + +
6900 +++ ++ + +
6901 +++ ++ + +
6902 +++ ++ + +
6903 +++ ++ + +
6904 +++ ++ + +
6905 +++ ++ + +
6906 +++ ++ + +
6907 +++ ++ + +
6908 +++ ++ + +

6909 +++ ++ + +
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Notas: As cepas foram obtidas da Cole¢do de Culturas Universidade Recife Micologia (URM), Pernambuco/ Brasil;
WGA: aglutinina de germe de trigo; Con A: concanavalina A; PNA: aglutinina de amendoim; UEA-I: aglutinina Ulex

europaeus |; +++: padréo de coloracdo intensa; ++: padrdo de coloracdo moderado; +: padréo de coloracéo fraco.

Os ensaios foram realizados em duplicado, e os duplicados exibiram 0s mesmos padrfes de

coloracdo. Os padrdes foram intensos, moderados e fracos, respectivamente (Figura 1).

Figura 1. Padrdes de fluorescéncia de coloracdo de lectina a partir de isolados clinicos de
Cryptococcus neoformans var. grubii. A coloragédo foi intensa (A) com aglutinina de gérmen de
trigo (WGA), moderada (B) com concanavalina A (Con A) e fraca (C, D) com aglutinina de
amendoim (PNA) e aglutinina Ulex europaeus | (UEA-I). Controles positivos (E) e negativos (F)

dos padrdes de fluorescéncia.
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Todas as cepas testadas de C. neoformans var. grubii tinha coloragdo intensa com WGA,
coloracdo moderada com Con A e coloracdo fraca com PNA e UEA-I quando comparado com 0s
controlos positivos e negativos. Estes dados sugerem que a N-acetil-D-glucosamina foi altamente
expressa na superficie da parede celular das cepas de Cryptococcus testadas porque este
carbonoidrato € a molécula alvo de WGA. Em contraste, a expressdo moderada e fraca de metil-a-
D-mandsido e D-galactose / L-fucose foram visualizadas por coloracdo Con A e PNA / UEA-I,
respectivamente.

De acordo com Fonseca et al. [10], a associacdo intima de paredes celulares criptococicas
com uma cépsula envolvente distintiva dificulta o isolamento e a purificacdo dos constituintes da
parede celular, comprometendo nossa compreensdo da composicdo, estrutura e bioguimica
associada a parede celular criptocdcica. Por conseguinte, a analise da composicéo da parede celular
utilizando padrbes fluorescentes de coloragdo com lectina pode facilitar o conhecimento e a
percepcdo destas moléculas in situ.

Estudos anteriores indicaram que uma parede de fungos tipica de basidiomiceto (tal como
verificada em espécies de Cryptococcus) compreende predominantemente N-acetilglucosamina na
forma de microfibrilas de quitina com glicoproteinas semelhantes a gel, muitas delas de manose
[11]. A cépsula Cryptococcus é predominantemente composta de manose e tem sido mostrado para
suscitar e modular respostas imunes em seres humanos [12,13]. A manose capsular mais comum em
Cryptococcus é o polissacarideo glucuronoxilomanana, que forma até 88 % do material capsular
[13].

A imagem do isotiocianato de fluoresceina (FITC) -WGA (Figura 1A), FITC-Con A (Figura
1B), FITC-PNA (Figura 1C) e FITC-UEA-I (Figura 1D) na superficie celular por microscopia de
fluorescéncia demonstraram trés diferentes padrbes de coloracdo: intenso, moderado e fraco. Com
base nos resultados apresentados na Tabela 1, a marcada fluorescéncia a partir de 30 cepas de C.
neoformans var. grubii expostas a FITC-WGA indica uma elevada concentracdo de N-acetil-D-
glucosamina na superficie celular. Em contraste, a fluorescéncia moderada foi detectada com FITC-
Con A em todas as cepas testadas. De acordo com Foster et al. [13], Con A liga-se principalmente
aos residuos de manose. Adicionalmente, foi observado um fraco padrdo fluorescente em todas as
cepas testadas quando exposto a FITC-PNA e FITC-UEA-I.

Fonseca et al. [10] afirmam que a abundéncia de um determinado carboidrato na parede
celular de C. neoformans estd relacionada com a cepa e a fase de crescimento. Alguns autores
sugerem que a natureza da exposicdo FITC-WGA e FITC-Con A parece ser uma caracteristica
definidora de Cryptococcus [13]. FITC-PNA e FITC-UEA-I exibiram os mesmos resultados em

relacdo a intensidade de fluorescéncia. Estudos futuros de C. neoformans var. grubii de composicao
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de carboidrato da parede celular pode selecionar entre FITC-PNA e FITC-UEA-I porque os padroes
de coloracdo eram semelhantes.

Assim, a deteccdo desta espécie em espécimes clinicos como sangue e liquido
cefalorraquidiano utilizando a lectina fluorescente WGA pode ser considerada uma opgdo para
andlises laboratoriais, especialmente em casos de suspeita de meningite ou em pacientes
imunossuprimidos com resposta sorolégica deficiente. Esta base técnica também pode ser usada
com citometria de fluxo para obter um diagnostico rapido e confidvel com caracterizacdo das

espécies envolvidas.

4.4. SECAO EXPERIMENTAL
4.4.1. Cepas de Cryptococcus e condi¢des de crescimento

Os 30 C. neoformans var. grubii utilizados neste estudo foram obtidas de pacientes com
diagndstico de criptococose e foram preservadas na colecdo de culturas Universidade Recife
Micologia (Universidade Federal de Pernambuco, Recife, PE) desde 2008 como material liofilizado
e sob 6leo mineral. Inicialmente, as células de levedura foram inoculadas em frascos de Erlenmeyer
de 100 mL contendo 50 mL de meio minimo composto de dextrose 15 mM, MgSO4 10 mM,
KH2PO4 29,4 mM, glicina 13 mM, e 3 mM de tiamina-HCI, pH 5,5. As células fungicas foram
cultivadas durante 2 dias a 30 °C com agitacdo. As células criptocdcicas foram recolhidas por
centrifugacdo, lavadas em tampéao fosfato salina (PBS) e contadas numa camara de Neubauer para

obter uma suspensdo padrdo de 107 células/mL seguindo o método de Rodrigues et al. [9].

4.4.2. Ligacdo de lectina a parede celular criptocdcica

O perfil de ligacdo das lectinas a parede celular criptocdcica foi verificado através do uso de
Con A, WGA, UEA-I e PNA conjugado com FITC. Primeiro, 1 mL da suspensdo padrdo
previamente obtida das células de levedura em PBS foi centrifugado a 470 g em tubos de
microcentrifuga durante 3 min. Apos este passo, 0 sedimento foi suspenso em tripsina a 0,1%
durante 3 min a 37 °C e lavado novamente por centrifugacdo em PBS. Este procedimento foi
repetido duas vezes. ApoOs este passo, as lectinas ConA, WGA, UEA e PNA de 25 pg/mL
conjugadas com FITC (lectina FITC) foram adicionadas separadamente as células de levedura
obtidas apds lavagens sequenciais para incubacdo a 4 °C durante 1 h. A preparacdo foi centrifugada
e o0 sedimento foi lavado com PBS para avaliar os padrdes de especificidade de lectina utilizando
um microscépio de fluorescéncia (AXIO Imager M2m, Zeiss, Calgary, AB, Canada). Os perfis de
ligacdo foram expressos de acordo com a intensidade de fluorescéncia como se segue: intenso, +++;

moderado, ++; e fraco, +. Todos os procedimentos foram repetidos duas vezes.
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Particularmente para a utilizacdo da lectina WGA, foi desenvolvida uma etapa adicional
para preparar amostras para avaliacdo da ligacdo. Este passo envolveu um pré-tratamento
enzimatico com neuraminidase para prevenir ligacdo ndo especifica a &cidos sialicos.
Especificamente, adicionou-se 100 uL de neuraminidase (Sigma, St. Louis, MO, EUA) a suspenséao
de levedura ap06s as lavagens e incubou-se durante 1 h a 37 °C antes da adi¢do da lectina de acordo

com 0s passos descritos anteriormente.
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5. FORMACAO DE BIOFILME POR Cryptococcus neoformans: AVALIACAO
EM MODELO EXPERIMENTAL IN VIVO E ASSOCIACAO COM A
RESISTENCIA TERAPEUTICA!

5.1. RESUMO

Cryptococcus neoformans € uma levedura caracterizada por possuir uma capsula
mucopolissacaridica, sendo responsavel por causar uma micose sistémica, a criptococose e por
acometer normalmente individuos imunocomprometidos. Esse fungo possui vérias caracteristicas
gque aumentam a sua patogenicidade, dentre elas a capacidade de formar biofilme, que auxilia no
estabelecimento de infeccdo fungica e pode ser responsavel por aumentar a resisténcia do patdégeno
a terapia medicamentosa e aos mecanismos do sistema imunolédgico do hospedeiro. Neste estudo,
avaliamos isolados de Cryptococcus neoformans, obtidos de pacientes portadores da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS), quanto a capacidade de formar biofilme “in vitro” e
demonstramos o efeito desta caracteristica em modelo experimental “in vivo”. Para formagao do
biofilme foi utilizado meio minimo para o crescimento do fungo e os resultados foram avaliados
visualmente apo6s 48 h. A criptococose experimental foi reproduzida através da imunossupressao
com dexametasona, a infeccdo foi realizada com uma cepa capaz de produzir biofilme, segundo
perfil in vitro e o tratamento com anfotericina B. Ao final do experimento, foi verificado que todos
os isolados possuiram a capacidade de formacdo de biofilme e que o isolado de Cryptococcus
neoformans URM 6902, apresentou alta patogenicidade em camundongos imunossuprimidos, sendo
resistente ao tratamento com anfotericina B. Desta forma, demonstramos que o biofilme é um fator
de viruléncia bastante significativo para o estabelecimento da criptococose, conferindo uma maior
resisténcia do patdgeno a terapia antifungica.

Palavras chaves: Cryptococcus neoformans, biofilme, criptococose.

5.2. INTRODUCAO

Cryptococcus neoformans é uma levedura caracterizada por possuir uma capsula
mucopolissacaridica, sendo responsavel por causar uma micose sistémica, a criptococose e por
acomenter normalmente individuos imunocomprometidos, devido a infecgdo pelo HIV, transplantes
de o6rgdos, uso de medicamentos imunossupressores, cancer, diabetes mellitus, dentre outros
distdrbios (Chuang et al., 2010).

2 Trabalho a ser submetido para publicagdo como Ximenes, P.B., Pereira Junior, S.F., Buonafina, M.D.S., Macédo,
D.P.C., Neves, R.P. 2014. Formac&o de biofilme por Cryptococcus neoformans: avaliagdo em modelo experimental in
vivo e associagdo com a resisténcia terapéutica. Mycoses.
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As formas mais comuns da infeccdo sd@o a pneumonia, pela inalacdo de propagulos
infectantes, provavelmente por células de leveduras e/ou pequenos basidiosporos, que se depositam
facilmente nos alvéolos pulmonares, considerada a primo-infec¢do; e a meningite, quando néo
controlada no pulméo, pois o Cryptococcus possui um tropismo pelo sistema nervoso central,
podendo generalizar e levar o paciente a ébito (Martinez et al., 2008).

Esse fungo possui varias caracteristicas que aumentam a sua patogenicidade, dentre elas a
capacidade de formar biofilme, através da adesdo a superficies, inertes ou vivas, e de organizacao
em comunidades microbianas com metabolismo particular, circundado por uma matriz extracelular
(Gognies, Belarbi, 2010; Martinez et al., 2010).

Varios micro-organismos possuem a capacidade de produzir essa estrutura, como estratégia
para sobreviver em lugares hostis, conferindo protecdo a fatores ambientais. Sendo assim, essa
caracteristica aumenta a viruléncia dentro do hospedeiro humano. O biofilme criptocdcico auxilia
no estabelecimento de infeccdo fungica e pode ser responsavel por aumentar a resisténcia do
patdgeno a terapia medicamentosa e aos mecanismos do sistema imunoldgico do hospedeiro
(Martinez, Casadevall, 2006).

Neste estudo, avaliamos isolados de Cryptococcus neoformans, obtidos de pacientes
portadores da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), quanto a capacidade de formar

biofilme “in vitro” e demonstramos o efeito desta caracteristica em modelo experimental “in vivo™.

5.3. MATERIAL E METODOS
5.3.1. Avaliacgéo da capacidade de formacéo de biofilme

As leveduras cresceram em Sabouraud dextrose liquido (Difco Laboratories, Detroit, Mich.)
por 24h a 30°C em agitacdo, com rotacdo de 150 rpm.

As células de C. neoformans foram coletadas por centrifugacdo, lavadas duas vezes com
tampéo fosfato salina (PBS), contadas com o auxilio de uma cdmera de Neubauer, e suspensas a 10’
cels/mL em meio minimo (20 mg de tiamina/ ml, 30 mM glicose, 26 mM glicine, 20 mM MgSO4 -
7H20, 58.8 mM KH2PO4). Em seguida, 100ul da suspensdo foram adicionadas em placas de
poliestireno com 96 pocos (Fisher, Massachusetts) e incubadas a 37°C sem agitacdo. Biofilmes
foram formados por 48 h. Apos o estagio de adesdo, os pocos contendo biofilmes de C. neoformans
foram lavados trés vezes com agua Milli-Q para remocéo das células criptococicas ndo aderidas. As
células fangicas que permaneceram aderidas a superficie plastica foram consideradas biofilmes
verdadeiros seguindo a metodologia de Martinez e Casadevall (2006). Em seguida, os biofilmes

foram corados com cristal violeta e observados visualmente.
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5.3.2. Anadlise in vivo da viruléncia de Cryptococcus neoformans
5.3.2.1. Animais e protocolo de imunossupressao

Foram obtidos camundongos sui¢os, machos e adultos, pesando em média 30 gramas, a
partir do Laboratério de Imunopatologia Keizo-Azami (LIKA-UFPE). Os animais foram
manipulados de acordo com os procedimentos experimentais ap6s a aprovacdo pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Animais do Centro de Ciéncias Bioldgicas da UFPE. Os animais receberam
0,5 mg de dexametasona TEUTO® Brazil por via intraperitoneal por 7 dias consecutivos. Para fins
de comprovacédo da imunossupresséo, foi realizado leucograma dos animais imunossuprimidos (IS),

n=24/ 2 grupos em comparagdo com o grupo controle, os animais imunocompetentes (IC), n=12.

5.3.2.2. Modelo de infec¢do por Cryptococcus neoformans

Ap0s a imunossupressdo, os animais IS (n=12) fordo inoculados pela veia caudal com 0,2 mL
da suspenséo de um isolado de C. neoformans (10° células/mL), caracterizado quanto a capacidade
de formar biofilme. E os outros camundongos IS (n = 6/ 2 grupos) foram inoculados com PBS nas
mesmas condi¢cdes experimentais. Os sinais clinicos foram observados diariamente, bem como a

mortalidade, até um total de 7 dias de experimento.

5.3.2.3. Tratamento da criptococose disseminada com anfotericina B

Sete dias apos a infec¢do, 0,5 mg/ kg de anfotericina B foi administrado diariamente pela veia
caudal dos animais IS e infectados, durante 7 dias. O grupo controle continuou recebendo apenas
PBS. Os animais foram observados quanto aos sinais clinicos e mortalidade diariamente até no final

do 7° dia do experimento.

5.3.2.4. Quantificacédo de Cryptococcus neoformans

Uma aliquota de sangue foi recolhida por puncéo cardiaca ap6s a eutanasia. O baco, figado,
rins, pulmdes e cérebro foram pesados e macerados em PBS (1:10 ou 1:100, w/v). Todas as
amostras foram submetidas a diluicBes sucessivas e 0,1 mL foi adicionado a placas contendo
Sabouraud Dextrose Agar (SDA) adicionado com cloranfenicol (50 mg/mL) e incubadas a 37 °C
durante 24-72 h. Os dados foram apresentados como unidades formadoras de colonias (UFC) por
grama de tecido ou por mL de sangue.
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5.4. RESULTADOS
5.4.1. Avaliacdo da capacidade de formacéo de biofilme

As células fangicas que permaneceram fixadas a superficie do poco foram consideradas
biofilmes verdadeiros. Ao final do experimento, foi verificado que todos os isolados possuiram a
capacidade de formacdo de biofilme, como pode ser observado na Fig. 1.

5.4.2. Protocolo de imunossupressao
Apos os 7 dias de infeccdo, os animais dos grupos (IS), apresentaram em media 40% a
menos de leucdcitos totais em comparagao ao grupo de animais (IC).

5.4.3. Modelo de infec¢do por Cryptococcus neoformans
O isolado selecionado de Cryptococcus neoformans URM 6902, foi capaz de infectar os
animais (Grupo IS/ n= 12 animais), desenvolvendo uma micose disseminada pelo cérebro, baco,

rins, pulmdes e figado (Fig. 2).

5.4.4. Tratamento da criptococose disseminada com anfotericina B
O tratamento com anfotericina B ndo se mostrou eficiente para o controle da infec¢édo, pois o
fungo se apresentou bastante resistente a terapia, ocorrendo a morte de 5 animais antes do término

do tratamento.

5.4.5. Quantificacdo de Cryptococcus neoformans
Ao final dos 7 dias de tratamento, os animais ainda permaneceram infectados. Depois do
sacrificio e semeio dos 6rgédos diluidos (1/10 — 1/100), foi observado ap6s 72 h de incubacdo a

presenca da levedura em todos os 6rgdos, através de UFC (Tab. 1).

5.5. DISCUSSAO

Neste estudo, reproduzimos um modelo experimental seguro de criptococose, para avaliar 0s
efeitos causados pela infeccdo com um isolado de Cryptococcus neoformans capaz de produzir
biofilme. Varios trabalhos demonstram “in vitro” a habilidade de espécies de Cryptococcus em
desenvolver esta estrutura, contudo essa relagao “in vivo” ainda ndo havia sido demonstrada.

Segundo Ravi e colaboradores (2009), essa levedura precisa se adaptar as condigdes
ambientais para sobreviver, tanto no seu habitat natural, quanto no interior de mamiferos. Sendo o
biofilme uma ferramenta de protecdo deste patogeno. Eles avaliaram se a producédo de biofilme
ocorre de forma similar na natureza e “in vivo” no mamifero. Observaram que hé esta semelhanca e

que o biofilme pode servir como um nicho, que protege e garante a sobrevivéncia do Cryptococcus.
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As caracteristicas fenotipicas das coldnias de Cryptococcus neoformans foram avaliadas por
Martinez e colaboradores (2008), observando que as cepas lisas produziram biofilmes mais
resistentes do que as de caracteristicas muicoides ou enrrugadas. Contudo, as col6nias de C.
neoformans podem sofrer mudanca fenotipica “in vitro” para tipos de col6nias, que diferem na sua
viruléncia em camundongos. As variagdes no fenédtipo influenciaram no nivel de adesdo e producédo
de biofilme, podendo ser um elemento critico para a producéo dessa estrutura.

As pesquisas relacionadas a acdo do sistema imunolégico e de farmacos antimicrobianos
frente ao biofime criptococico ainda é escasso, Martinez e Casadevall (2006) avaliaram a acédo
oxidativa pelo hipoclorito, observando diminui¢do de células plancténicas em 60%, porém esta
substancia ndo foi capaz de afetar de forma significativa o biofilme formado por Cryptococcus.
Também demonstraram a eficacia reduzida de moléculas produzidas pelo sistema imune, que
provavelmente esté relacionada a matriz polimérica, que dificulta a interacdo de células fagociticas
com células fangicas do biofilme, propiciando o estabelecimento da levedura e de uma infecgdo
persistente.

Um agente antimicrobiano utilizado para a profilaxia ou tratamento de dispositivos médicos
relacionado a biofilme fungicos foi sugerido por Martinez e colaboradores (2010), o quitosano. Essa
substancia reduziu significativamente a atividade metabdlica e impediu a aderéncia das células
fangicas para a superficie de poliestireno, diminuindo a sobrevivéncia dos biofilmes de C.
neoformans.

Todos os trabalhos desenvolvidos com relacdo ao potencial de formacgdo de biofilme
corroboram com os resultados obtidos na nossa pesquisa, acarretando em um aumento da
patogenicidade dos isolados de Cryptococcus neoformans e em uma resisténcia elevada ao

tratamento antifungico.

Fig. 1: Formacdo de biofilme por isolados clinicos de Cryptococcus neoformans mantidos na

colecéo de cultura URM.
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Fig. 2: Avaliagdo do Cryptococcus neoformans URM 6902 em amostra de pulméo de animal

Imunossuprimido e infectado. (A) Exame direto demonstrando a presenca de células de leveduras

encapsuladas; (B) Cultura demonstrando a presenca de coldnias brancas e mucoides.

Tab. 1: Media da contagem de unidades formadoras de colbnias (UFC) em camundongos

infectados com Cryptococcus neoformans URM 6902 tratados com anfotericina B e grupos

controles.

GRUPODE  CEREBRO BACO RINS FIGADO PULMAO
ANIMAIS ~ 1/100 1/1000 1/100 1/1000 1/100 1/1000 1/100 1/1000 1/100 1/1000
IS + 1030 64 462 25 11 1 119 3 255 3

INFECCAO
IS + PBS 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

IC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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6. CONSIDERACOES GERAIS

e As lectinas possuem a capacidade de se ligar especificamente aos carboidratos da superficie
celular, podendo desta forma auxiliar na identificacdo das variedades de Cryptococcus.

e A lectina Wheat germ agglutinin (WGA), apresenta o padrdo de marcacdo intenso, devido a
sua capacidade de se ligar ao N-acetil-D-glucosamina presente no fungo.

e A lectina concanavalin A (Con A), demonstrou uma marcacdo moderada ao carboidrato
metil-a-D-mandsido.

e As lectinas peanut agglutinin (PNA) e Ulex European agglutinin | (UEA), apresentaram o
padréo de marcacao mais fraco, pela ligacdo a D-galactose e e L-fucose respectivamente.

e O biofilme é uma caracteristica de alto valor de patogenicidade, que demonstra uma

resisténcia elevada ao tratamento convencional com anfotericina B.
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