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RESUMO

A criptococose € uma micose invasiva que € caracterizada por lesdes nodulares nos pulmaes,
tecidos cutaneos e em casos mais graves pode se disseminar para o sistema nervoso central,
causando a meningoencefalite. Essa infeccdo pode afetar individuos imunossuprimidos e
imunocompetentes e apresenta alto indice de mortalidade em pacientes com AIDS. Diante
disso, o presente estudo realizou a caracterizacdo de 60 amostras clinicas provenientes dos
hospitais Eduardo de Menezes e Santa Casa de Belo Horizonte. As amostras coletadas foram
submetidas a identificacdo molecular e analise do perfil de susceptibilidade e viruléncia. Foram
identificados 54 isolados como C. neoformans gend6tipo VNI, 4 isolados como C. deuterogattii
gendtipo VGII e apenas 2 isolados como C. neoformans gendtipo VNII. Todos os isolados
analisados produziram melanina e cresceram a 37°C e 39°C. Apenas trés isolados ndo
produziram fosfolipase e dois isolados ndo produziram proteinase. A anélise da sobrevida em
modelo invertebrado de Tenebrio molitor demonstrou que 28 linhagens de C. neoformans VNI
foram mais virulentas que o isolado controle H99, ou seja, mataram mais depressa as larvas
apos a infeccdo. A comparacdo dos isolados de C. deuterogattii revelou que 3 dos 4 isolados
foram mais virulentos que a linhagem controle ATCC24065. Em relacdo ao perfil de
susceptibilidade antifungica, todas as amostras analisadas foram susceptiveis ao fluconazol,
voriconazol e anfotericina B. Apenas 2 isolados de C. deuterogattii apresentaram resisténcia ao
itraconazol. A correlacdo com os dados clinicos dos pacientes mostrou que a maior parte dos
pacientes com criptococose eram individuos do sexo masculino, com média de idade de 41.1
anos. Além disso, o presente estudo revelou que grande parte dos pacientes com criptococose
apresentavam alguma doenca de base que ocasionava um quadro de imunossupressdo. A
maioria dos individuos apresentavam infeccdo pelo virus HIV, mas também foram relatados
casos de pacientes com diabetes, IGpus e cancer. E importante salientar que a taxa de
mortalidade entre os pacientes com HIV foi considerada elevada, com um percentual de 29.8%
de dbitos. Acrescenta-se ainda que as amostras analisadas foram provenientes de 16 cidades de
Minas Gerais, abrangendo cidades do interior, regido metropolitana e capital. Dessa forma, o
presente estudo reforca a importancia do estudo epidemiolégico de isolados de Cryptococcus,
a fim de se conhecer as espécies fungicas circulantes, bem como avaliar o perfil dessas amostras
quanto a viruléncia e susceptibilidade antifungica, permitindo assim, um melhor manejo clinico
do paciente.

Palavras-chave: Cryptococcus; Caracterizacdo, Antifungicos, Viruléncia



ABSTRACT

Cryptococcosis is an invasive mycosis that can affect pulmonary or cutaneous sites and, in more
severe cases, can spread to the central nervous system, causing meningoencephalitis. This
infection can affect immunosuppressed and immunocompetent individuals and presents a high
mortality rate in patients with AIDS. Therefore, the present study carried the characterization
of 60 clinical samples from the Eduardo de Menezes and Santa Casa hospitals in Belo
Horizonte. The collected samples were submitted to molecular identification and analysis of
susceptibility and virulence profile. We identified 54 isolates as C. neoformans genotype VNI,
4 isolates as C. deuterogattii genotype VGII and only 2 isolates as C. neoformans genotype
VNII. All the isolates analyzed produced melanin and grewat 37 ° C and 39 ° C. Only three
isolates did not produce phospholipase and two did not produce proteinase. Survival analysis
in the Tenebrio molitor invertebrate model showed that 28 strains of C. neoformans VNI were
more virulent than the H99 control isolate, that is, they killed the larvae more quickly after
infection. Comparison of C. deuterogatti isolates revealed that 3 of the 4 isolates were more
virulent than the ATCC24065 control strain. In relation to the antifungal susceptibility profile,
all the samples analyzed were susceptible to fluconazole, voriconazole and amphotericin B.
Only two isolates of C. deuterogatti presented resistance to itraconazole. The correlation with
the clinical data of the patients showed that the majority of cryptococcosis patients were males,
with a mean age of 41.1 years. In addition, the present study revealed that the majority of
patients with cryptococcosis had some underlying disease that caused immunosuppression.
Most individuals had HIV, but cases of patients with diabetes, lupus and cancer were also
reported. The mortality rate among HIV patients was considered high, with a percentage of
29.8% of deaths. It is interestesting to note that the analyzed samples came from 16 cities of
Minas Gerais, covering cities in the interior, metropolitan region and capital. Thus, the present
study reinforces the importance of the epidemiological study of isolates of Cryptococcus, in
order to know the circulating fungal species, as well as to evaluate the profile of these samples
in terms of virulence and antifungal susceptibility, thus allowing a better clinical management
of the patient.

Keywords: Cryptococcus; Characterization, Antifungal, Virulence
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1 INTRODUCAO

A incidéncia de infeccGes fangicas tém aumentado progressivamente devido aos
avancos dos cuidados médicos nas populagdes de risco (ARMSTRONG-JAMES et al., 2014).
Dentre os fatores de risco destacam-se o transplante de 6rgaos, doengas autoimunes, uso de
quimioterapicos no tratamento de doengas neoplésicas, terapias com altas ou prolongadas doses
de corticoides, Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), pacientes idosos e individuos
em unidades de terapia intensiva (BADIEE; HASHEMIZADEH, 2014). As micoses sistémicas
podem apresentar distintos padrfes de incidéncia regional no mundo e suas caracteristicas
epidemioldgicas podem ser diferentes de acordo com a regido geografica, condigdo
socioeconbmica, habitos culturais e o numero de condi¢des individuais de risco
(GIACOMAZZI et al., 2016; NUCCI et al., 2010).

Dentre as micoses invasivas que sao frequentemente diagnosticadas, destaca-se aquelas
causadas por espécies pertencentes aos géneros Candida, Aspergillus e Cryptococcus. A
criptococose é considerada a principal causa de meningoencefalite fungica em todo o mundo,
afetando individuos imunossuprimidos e imunocompetentes (SIFUENTES-OSORNIO et al.,
2012). Acrescenta-se ainda que a meningite criptoccica € associada a uma elevada taxa de
mortalidade, principalmente em individuos com o virus HIV (ARMSTRONG-JAMES et al.,
2014). A infeccdo por Cryptococcus pode ainda causar outras manifestagdes clinicas como
fungemia, pneumonia, lesbes em 0ssos, pele e tecidos moles (BADIEE; HASHEMIZADEH,
2014).

Apesar da disponibilidade de farmacos antiflngicos e terapia antirretroviral nos servigos
de saude do Brasil, a meningite criptocécica ainda representa a segunda infeccdo mais
prevalente no sistema nervoso central (SNC) de pacientes com AIDS (MORA et al., 2012).
Dessa forma, tendo em vista a alta taxa de mortalidade causada pela criptococose, 0
conhecimento epidemioldgico é essencial para um pronto diagnéstico, bem como, para a

indicacdo de procedimentos terapéuticos eficazes.

1.1 O género Cryptococcus e sua classificacdo

O genéro Cryptococcus é composto por leveduras capsuladas pertencentes a classe dos
Basidiomicetes, que podem apresentar a capacidade de infectar uma grande variedade de
hospedeiros, incluindo os mamiferos (MCMULLAN et al., 2013, PAPPALARDO; MELHEM,

2003). Essa doenca caracteriza-se por manifestagcdes clinicas pulmonares, cutaneas, oculares
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podendo ainda, progredir para o quadro mais grave da doenga, a meningoencefalite (ROSSI et
al., 2016; NEGRONI, 2012).

A criptococose humana foi descrita pela primeira vez em 1894, quando Otto Busse e
Abraham Buschke isolaram uma levedura capsulada de uma lesdo na tibia de uma mulher de
31 anos (MAY et al., 2015). Na década de 1980, com o surgimento da AIDS, a criptococose
deixou de ser uma doenca rara, tornando-se a quarta causa mais frequente de doencas
infecciosas em individuos com AIDS com alto indice de mortalidade (ROSSI et al., 2016,
SHIRLEY; BADDLEY, 2009; CASADEVAL; PERFECT,1998). Além da AIDS, outros
fatores colaboraram para o aumento dessa doenga, como novas terapias imunossupressoras para
o tratamento do cancer e de pacientes transplantados (MAY et al., 2015, IDNURM,; LIN, 2015;
DE JESUS et al., 2009).

Embora no passado os agentes etiologicos da criptococose tenham sido classificados
como uma espécie anamorfica homogénea, sabe-se que estdo divididos em dois complexos: C.
neoformans e C. gattii (COGLIATI, 2013). As diferengas entre essas espécies incluem
distribuicdo geogréfica, nicho ecologico, morfologia de basidiosporos e susceptibilidade aos
farmacos (CAMPBELL et al., 2015).

Apesar do ciclo assexuado ser prevalente, tanto C. gattii quanto C. neoformans
apresentam ciclo sexual bipolar com dois tipos de cruzamento, mating-type a e a, sendo este
ultimo o mais prevalente em amostras clinicas e ambientais (COGLIATI, 2013). A fase
teleomorfica do fungo foi classificada por Kwon-Chung como Filobasidiella neoformans e
Filobasidiella bacillispora sendo os estados sexuais de C. neoformans e C. gattii,
respectivamente (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992). Além disso, durante a recombinagéo
sexual, sdo produzidos diferentes basididsporos. F. neoformans apresenta os basidiosporos
esféricos, elipticos ou cilindricos com paredes rugosas, enquanto que F. bacillispora sdo
baciliformes e com parede lisa.

Salienta-se que o complexo C. gattii e C. neoformans apresentam cinco sorotipos
definidos por antigenos capsulares: C. neoformans com os sorotipos A (var. grubii), D (var.
neoformans), AD (hibrido entre os sorotipos var. neoformans e C. gattii) e o C. gattii com os
sorotipos B e C (KWON-CHUNG et al., 2011). Em adigdo, alguns autores ja relataram a
presenca dos subgrupos Al e All, bem como o isolamento de hibridos interespécies como AB
e BD (BOVERS et al., 2006). Contudo, frequentemente sdo observadas grandes divergéncias
moleculares entre os sorotipos (ABEGG et al., 2006).

A partir do desenvolvimento e aprimoramento de técnicas moleculares, tornou-se

possivel a distin¢do entre os sorotipos e os tipos moleculares dessa levedura (SIDRIM et al.,
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2010). As técnicas de tipagem molecular utilizam comumente o DNA gendmico extraido da
cultura de células da levedura. Os métodos moleculares incluem a PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase) fingerprint baseado em iniciadores especificos para microssatélites (M13) ou
minissatélites (GACA)s ou (GTG)s, DNA Polimorfico Amplificado Aleatoriamente (RAPD),
Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de Restricdo (RFLP), Polimorfismo de
Tamanho de Fragmentos Amplificados (AFLP) e Tipagem por Sequenciamento Multilocus
(MLST) (FENG et al., 2013; LEAL et al., 2008; FENG et al., 2008; BORMAN et al., 2008;
LATOUCHE et al.; 2003).

A PCR fingerprint € considerada uma das técnicas mais rapidas para detectar padroes
de bandas. Este método baseia-se na deteccdo de sequéncias repetitivas hipervariaveis do DNA
(SIDRIM et al., 2010; RAMOS et al., 2008; MEYER et al., 1993). Meyer e colaboradores
(1993) utilizaram a PCR fingerprint em um trabalho pioneiro para a tipagem de Cryptococcus
spp., utilizando oligonucleotideos iniciadores para amplificar sequéncias do DNA desses
microorganismos. E importante ressaltar que a partir dessa técnica, tornou-se possivel a
classificacdo dos isolados de Cryptococcus em oito tipos moleculares. C. neoformans divide-
se em VNI (sorotipo A), VNII (sorotipo A), VNIII (sorotipo AD) e VNIV (sorotipo D)
(KWON-CHUNG et al., 2014). Em C. gattii, VGI e VGII geralmente correspondem ao sorotipo
B, e VGIII e VGIV correspondem ao sorotipo C. Além disso, Ogundeji e colaboradores (2016)
destacaram a importancia da utilizacdo da PCR em &reas com poucos recursos financeiros como
na Africa. A PCR simples teria uma vantagem econdémica entre as demais técnicas
frequentemente utilizadas, uma vez que o custo por amostra seria menor em relacdo as outras
técnicas (NYAZIKA et al., 2016; OGUNDEJI et al., 2016).

A técnica RAPD foi utilizada por mais de 10 anos para diferenciar os sorotipos de
Cryptococcus (AOKI et al., 1999). O método baseia-se em iniciadores com sequéncias
arbitrarias de nucleotideos, e detectam polimorfismos sem uma informacéo especifica sobre a
sequéncia de nucleotideos, funcionando como um marcador genético. Entretanto, esse método
passou a ser substituido por técnicas que apresentam maior capacidade de diferenciar as bandas
(SIDRIM et al., 2010). Entre esses outros métodos, destaca-se o uso da PCR-RFLP, AFLP e
MLST (ARVANITIS et al., 2014; CHEN et al., 2014).

A PCR-RFLP pode ser utilizada em estudos de epidemiologia para determinar uma
possivel relacdo entre os isolados clinicos e ambientais, e pode utilizar como sequéncias alvo
0s genes URA5 e CAP59 (SIDRIM et al., 2010; MEYER et al., 2003). A técnica AFLP, em
contrapartida, consiste na obtencdo de um grande nimero de marcadores moleculares dentro

dos genomas procariéticos e eucarioticos, além de representar outra alternativa para a tipagem
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de espécies de Cryptococcus. (BOVERS et al., 2008). O AFLP é mais eficiente que a PCR-
RFLP e RAPD pois combina alta especificidade, alta resolugdo e consiste em uma técnica que
detecta presenca ou auséncia de polimorfismos em sitios de restricdo (ILLNAIT-ZARAGOZI
et al., 2010; LEAL et al., 2008). As principais limitacdes, entretanto, sdo o grande nimero de
etapas, a demanda por muitos reagentes e a qualidade do DNA necesséria para o sucesso dessa
técnica (XU, 2006).

No inicio de 2007, diante da necessidade de uma padronizacéo global das metodologias
para a tipagem molecular de Cryptococcus, pesquisadores propuseram um esgquema de
genotipagem baseado em um consenso da Sociedade Internacional de Micoses Humanas e
Animais (ISHAM) (MEYER et al., 2009). O MLST foi escolhido como o método padréo para
a tipagem de linhagens criptocécicas devido a esta técnica apresentar um alto poder de
discriminacdo entre as linhagens, bem como a sua reprodutibilidade em diferentes laboratérios.
Estabeleceu-se ainda, oito linhagens referéncia representando os oito tipos moleculares dos
agentes da criptococose (FENG et al., 2013; SIDRIM et al., 2010; MEYER et al., 2009).

O MLST foi desenvolvido inicialmente para bactérias, contudo, esta técnica
posteriormente demonstrou alto poder discriminatério para um grande nimero de fungos
patogénicos, tais como, Candida albicans, C. glabrata, C. tropicalis, Coccidioides spp. e
Histoplasma capsulatum (MAC-CANNELL et al., 2013; ALMEIDA; ARAUJO, 2013). O
esquema de identificacdo por MLST baseia-se em um conjunto de sete locus genéticos,
incluindo seis genes housekeeping, sendo estes CAP59, IGS1, GPD1, LAC1, PLB1, SOD1 e
URADS. Destaca-se que trés desses genes codificam importantes fatores de viruléncia para
Cryptococcus: a céapsula polissacaridica (CAP59), sintese de melanina (LAC1) e invasao
celular (PLB1) e o espagador intergénico IGS1 que foi escolhido devido a sua alta diversidade
alélica (MEYER et al., 2009). Beale e colaboradores (2015) compararam dados de genotipagem
por MLST e fenotipagem in vitro e concluiram que as diferencas encontradas estavam
associadas com a linhagem genética. Em outro estudo publicado por Cogliati e colaboradores
(2016), o MLST foi utilizado para um grande nimero de isolados de diferentes fontes e origens
geograficas, demonstrando ainda, a importancia dessa técnica para a epidemiologia molecular.

A utilizagdo do MLST tornou-se importante para a identificacdo de subtipos
moleculares. Segundo Byrnes e colaboradores (2011), C. gattii incluiria os subtipos VGlla,
VGlIb, VGllIc, VGllla e VGIIIb. Em um estudo realizado por Chong e colaboradores (2010)
observou-se que essas variagdes no genotipo sdo um fator importante na resposta in vitro de
farmacos contra Cryptococcus spp. € devem ser levados em consideracdo na escolha do

tratamento. Andrade-Silva (2018) também demonstraram a importancia da utiliza¢cdo do MLST
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para a identificacdo de isolados VNB que haviam sido previamente genotipados por PCR-RFLP
como VNII. Com base nesses fatos, destaca-se a importancia da genotipagem das espécies
criptococicas para a epidemiologia, bem como para o manejo clinico dos pacientes,
especialmente no caso de genotipos altamente virulentos emergentes, uma vez que € possivel
notar diferencas com relacdo a susceptibilidade antifungica (FIRACATIVE etal., 2012; IQBAL
et al., 2010). O MLST, contudo, ainda é considerado um método caro e trabalhoso, uma vez
que demanda varias etapas e iniciadores diferentes (OGUNDEJI et al., 2016; ILLNAIT-
ZAGAROZI et al., 2010).

Diante da consideravel heterogeneidade genética demonstrada pelos diversos métodos
moleculares acima mencionados, Hagen e colaboradores (2015) propuseram uma nova
classificacdo taxonémica das espécies criptococicas patogénicas, levando-se em conta critérios
genéticos e moleculares melhor definidos. De acordo com esta nova proposta, haveria a divisdo
em 7 especies, incluindo 4 hibridos, sendo estes: C neoformans var. grubii (sorotipo A) com
trés genotipos (VNI, VNII, VNB), C. neoformans var. neoformans (sorotipo D ou VNIV); e 5
outras espécies cripticas: C. gattii, C. bacillisporus, C. deuterogattii, C. tetragattii e C.
decagattii (sorotipos B/C ou VG1-1V) (Tabela 1) (HAGEN et al., 2015; MAZIARS; PERFECT,
2016).

Tabela 1 - Proposta recente para nova nomenclatura do complexo de espécies C. gattii e C. neoformans.

Nome atual Tipo molecular Nome proposto
C. neoformans VNI/VNII/VNB (AFLP1, C. neoformans
Var. grubii AFLP1A, AFLP1B, VNB)
Var. neoformans VNIV (AFLP2) C. deneoformans
Hibrido AD VNIII (AFLP3) C. neoformans x hibrido C.
deneoformans
C. gattii VGI (AFLP4) C. gattii
VGII (AFLP6) C. deuterogattii
VGIII (AFLP5) C. bacillisporus
VGIV (AFLP7) C. tetragattii
VGIV/VGIlic (AFLP10) C. decagattii
Hibrido DB AFLP8 C. deneoformans x hibrido C.
gattii
Hibrido AB AFLP9 C. neoformans x hibrido C.
gattii
Hibrido AB AFLP11 C. neoformans x hibrido C.
deuterogattii

FONTE: Adaptado Hagen e colaboradores (2015).

No estudo publicado por Kwon-Chung e colaboradores (2017), entretanto, discutiu-se
que a proposta de divisdo do complexo de duas espécies em 7 espécies hapldides e 4 espécies

hibridas merece uma ampla discussdo antes de sua adogdo. Destacou-se que apesar da
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nomenclatura proposta representar um passo importante no reconhecimento da biodiversidade
dentro do género Cryptococcus, ainda ha necessidade de estudos mais detalhados. Segundo
esses autores, seria necessario um trabalho com maior nimero de isolados considerando o
genoma completo, bem como, uma nomenclatura mais simples.

Hagen e colaboradores (2017), publicaram outro artigo enfatizando a importancia do
reconhecimento das sete espécies dentro do género Cryptococcus. Nesse estudo recente,
ressaltou-se que a principal vantagem em reconhecer sete espécies ao invés de apenas dois
“complexos de espécies”, seria que pesquisadores e clinicos seriam estimulados a buscar
maiores diferencas e semelhangas fenotipicas e genotipicas entre os isolados, bem como na
susceptibilidade antifingica. No presente estudo, optou-se por utilizar a nova nomenclatura por

entendermos a importancia da diferenciacdo das espécies em nosso trabalho.

1.2 Epidemiologia

A criptococose é uma infeccdo que apresenta distribuicdo mundial. Em 2009, estimava-
se que o numero global de casos de criptococose fosse de cerca de 1 milhdo de casos por ano
(PARK et al., 2009). Essas estimativas, contudo, eram baseadas em uma coorte da era pré-TAR
(Terapia Antirretroviral). Posteriormente, um estudo publicado com base na prevaléncia de
antigenemia criptocdcica no sangue de pacientes de 1989 a 2016, revelou uma nova estimativa.
De acordo com essa pesquisa, 220.000 novos casos de meningite criptocécica ocorrem todo
ano, resultando em 181.000 mortes (RAJASINGHAM et al., 2017). Além disso, o crescente
namero de individuos com outras imunodeficiéncias, incluindo pacientes transplantados e com
cancer, representa uma populagéo de risco para a criptococose (MAZIARS; PERFECT, 2016).

E importante salientar que a maioria desses casos (73% do total) ocorrem na Africa
subsaariana (Figura 1). As regides que apresentam a segunda maior incidéncia (19% do total)
s&o a Asia e o Pacifico (CDC, Centers for Disease Control and Prevention, 2017). E sabido que
a Africa subsaariana tem sido a regido global mais fortemente afetada pelo HIV, com cerca de
1,5 milhdes de novos casos dessa sindrome por ano (UNAIDS, 2017). Acrescenta-se ainda que,
os pacientes infectados pelo HIV tém maior chance de infeccdo por Cryptococcus spp. quando
sua contagem de células CD4 cai abaixo de 100 células/uL (SLOAN; PARRIS, 2014). No
Brasil, de acordo com Giacomazzi e colaboradores (2015), em 2011 foram registrados 6.694

casos de meningite criptococica em todo o pais entre os pacientes com HIV/AIDS.
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Figura 1 - Namero de casos globais de meningite criptocdcica relacionada a individuos com HIV. Fonte: Adaptado
de Rajasingham e colaboradores (2017).

Com relacdo a distribuicdo global dos tipos moleculares pode-se observar que VNI e
VNII podem ser encontrados globalmente, sendo o primeiro mais prevalente em todo o mundo,
com excecdo da Australia e Papua Nova Guiné, onde ocorre o predominio de VGI (RHODES
et al., 2017; BEALE et al., 2015; COGLIATI, 2013). Apesar do trabalho de Litvintseva e
colaboradores (2006) observar que a linhagem VNB era predominante na Africa subsaariana,
estudos posteriores apontaram que o gendtipo VNB ocorre em outras areas, visto que foram
identificados isolados na América do Sul, Estados Unidos, Itdliae China (RHODES et al., 2017;
BEALE et al., 2015; NGAMSKULRUNGROQOJ et al., 2009; BOVERS et al., 2008).

No Brasil, estudos epidemiol6gicos revelaram uma tendéncia regional: C. gattii é mais
prevalente na regido norte-nordeste do pais, sendo considerado endémico destas regides,
enquanto C. neoformans € predominante na regido sul-sudeste (TRILLES et al., 2008). Em
relacdo a identificacdo do genotipo, nota-se que a maioria dos estudos mostraram o predominio
do gendtipo VNI em diferentes estados do Brasil, como em S&o Paulo, Mato Grosso, Amazonas,
Bahia, Piaui, Goias e Rio de Janeiro (CARDOSO et al., 2018; FAVALESSA et al., 2014;
MATOS et al., 2012; MARTINS et al., 2011; SOUZA et al., 2010; IGREJA et al., 2004).
Entretanto, em um estudo recente realizado por Wirth e colaboradores (2018), foi identificado
0 predominio do gendtipo VNII em pacientes com meningoencefalite no estado do Rio Grande
do Sul.

Em Minas Gerais, uma pesquisa realizada por Ferreira-Paim e colaboradores (2017)

identificou o genotipo VNI em todas as 106 amostras clinicas analisadas. Aguiar e
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colaboradores (2017) encontraram um perfil semelhante na cidade de Uberlandia, no qual
observou-se que de 41 amostras clinicas, 97,6% foram identificadas como C. neoformans
gendtipo VNI. Em Belo Horizonte ndo ha estudos acerca da prevaléncia e distribuicdo dos tipos
moleculares de Cryptococcus spp. Pincer (2012) realizou um estudo em um hospital da capital
mineira com base nos dados de 109 prontuarios de pacientes com neurocriptococose,
relacionando-os ao género, idade, uso de terapia antirretroviral, porém, ndo identificou os tipos
moleculares presentes nas infecgdes.

Embora o primeiro isolamento de C. neoformans tenha sido a partir de suco de péssego,
acredita-se que as fontes saprofitas mais importantes no mundo sdo excrementos do pombo
(Columba livia) (KWON-CHUNG et al., 2014). As amostras positivas para C. neoformans no
solo tém sido principalmente de éareas frequentadas por pombos, galinhas, perus ou
ocasionalmente outras espécies aviarias tais como canarios, papagaios, aves de munia e
periquitos (MCMULLAN et al., 2013; KNOW-CHUNG et al., 2014). De acordo com Mitchell
e colaboradores (2011), fontes arboéreas contendo amostras de C. neoformans tém sido cada vez
mais relatadas em varias partes do mundo. Estudos realizados com mais de 36 géneros arboreos
evidenciaram o isolamento proveniente da casca, cavidades do tronco da arvore e madeira em
decomposigéo.

Em relacéo a C. gattii, sabe-se que é classificado em dois sorotipos: A e B. Inicialmente,
acreditava-se que essa espécie era restrita a regides tropicais e subtropicais, entretanto, devido
ao surto ocorrido na ilha de Vancouver e na costa noroeste do Pacifico, expandiu-se a area
geografica para as regides temperadas (COGLIATI, 2013). Ap6s o primeiro isolamento do
sorotipo B, tipo molecular VGI, de eucaliptos (Eucalyptus camaldulensis) na Australia, um
namero crescente de arvores vem sendo identificadas como reservatdrios ambientais da espécie
(SRINGER; CHATURVEDI, 2010). Ja& foram relatados o isolamento em arvores como
eucaliptos, cactos, pinheiros, bem como na casca e no solo, ao redor destas arvores (KNOW-
CHUNG et al., 2014; MCMULLAN et al., 2013). Além disso, alguns trabalhos demonstraram
ainda o isolamento de C. gattii em fezes de aves (ABEGG et al.,2006; FERREIRA; RASO,
2012).

Apesar de muitos autores apontarem uma clara diferenciacdo de habitats, Cogliati e
colaboradores (2016) publicaram um estudo com isolados do Mediterraneo e concluiram que
tanto C. neoformans quanto C. gattii apresentam associacdo com arvores, sendo que a
prevaléncia de C. neoformans em arvores colonizadas foi 13 vezes maior que C. gattii. Dessa
forma, esses estudos corroboram com a hip6tese de que as arvores poderiam representar um

importante nicho ambiental e um reservatorio estavel para ambas as espécies, e que 0s excretas
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de aves poderiam representar um nicho secundario e temporério especialmente para C.

neoformans.
1.3 Patogénese

A infeccdo ocorre por meio da inalacdo de basididsporos ou leveduras dessecadas que
penetram o trato respiratdrio e alcancam o pulmao, local em que comecam a se reproduzir e a
invadir outros tecidos (Figura 2). Devido ao reduzido tamanho dos propagulos fangicos (1,5 —
3,5 um), eles alcangam as vias areas distais e entram em contato com os macrofagos alveolares
(MAY et al., 2015). Considera-se que a infeccdo pulmonar primaria seja assintomatica ou
minimamente sintomatica. Os macrofagos ativados desencadeiam uma resposta imunoldgica,
que recruta mais células do sistema imune e ocasiona uma inflamacéo granulomatosa (KWON-
CHUNG et al., 2014; MAZIARS; PERFECT, 2016).

E interessante ressaltar que os macréfagos s&o células do sistema imune especializadas
na eliminacdo de patdégenos por meio de um mecanismo de fagocitose e degradacdo, dessa
forma, constituem uma das primeiras linhas de defesa inata do hospedeiro contra infeccoes
pulmonares por C. neoformans (FAN et al., 2005; NICOLA; CASADEVALL, 2012). A
resposta do hospedeiro a infeccdo criptococica envolve principalmente células T auxiliares com

citocinas, incluindo o fator de necrose tumoral (TNF), interferon- y e interleucina-2.

Solos, cascas de
arvores, excrementos

Atravessar a barreira

Infec¢do fulminante no SNC I
hemato-encefalica

Figura 2 - Patogénese da meningoencefalite criptocdcica. Células flngicas transportadas pelo ar que sdo inaladas
pelo hospedeiro e proliferam no pulmao, depois se disseminam por meio da corrente sanguinea para o cérebro.
Fonte: Adaptado de KWON-CHUNG e colaboradores (2014).
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A principio, quando exposto ao ambiente pulmonar, C. neoformans pode modificar sua
morfologia para a forma titénica, ou seja, quando se tem o aumento da capsula, o que dificulta
a fagocitose e constitui um importante fator de protecdo contra a resposta imune inata do
individuo (ZARAGOZA; NIELSEN, 2013). As células titanicas podem apresentar de 50 a 100
um de didmetro (ZARAGOSA et al., 2010; OKAGAKI et al., 2010). Essas células gigantes
podem estimular a morte dos fagdcitos seja pela producdo de toxinas ou pela alteracdo na
morfologia, impedindo o englobamento (OKAGAKI; NIELSEN, 2012). Além disso, Negroni
(2012) destaca que o excesso de producdo de antigeno capsular impede a fagocitose efetiva e a
formacdo de granulomas, que restringem a infeccdo. Em determinadas circunstancias, a
levedura pode estabelecer uma infecgdo latente dentro do fagolisossoma, com leveduras
dormentes e ainda viaveis dentro dos linfonodos toracicos ou um granuloma pulmonar que pode
persistir por anos em pacientes assintomaticos. Quando a imunidade local é suprimida, a
levedura poderé crescer e disseminar-se para fora desses complexos de linfonodos pulmonares
(MAZIARS; PERFECT, 2016).

Em pacientes imunocomprometidos, as células fungicas se proliferam no pulmao,
podendo se disseminar por meio da corrente sanguinea até o cérebro atravessando a barreira
hematoencefélica (BHE) (GOULART et al., 2010). Existem trés mecanismos propostos para a
penetracdo na barreira hematoencefalica (Figura 3). Na paracitose, as células de Cryptococcus
spp. podem forcar sua passagem entre as juncdes firmes das células endoteliais. Nesse processo
sdo usadas metaloproteases tais como Mprl a fim de promover a migracdo transendotelial
(MAY et al., 2015; WILLIAMSON et al., 2016). Em estudos utilizando técnicas de imagem
intravital, foi observado que as células fangicas induzem um evento embodlico na
microvasculatura, aprisionando as leveduras no endotélio por um processo passivo
(KRONSTAD et al., 2011). Contudo, ap0s essa etapa, a migracdo criptococica para o tecido
cerebral é um processo ativo, no qual as células fungicas precisam estar vivas e depende da

secrecdo da enzima urease (MAY et al., 2015).
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Atravessando a barreira hematoencefalica
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FigL_u:a 3 - Disseminacdo de células fingicas na barreira hematoencefalica (BHE). Fonte: Adaptado de I\_/I:;y e
colaboradores (2015).

A transcitose é outro mecanismo de penetracdo por meio da BHE no qual o acido
hialurdnico presente na superficie das células criptocécicas se liga ao receptor CD44 no
endotélio luminal, unindo a levedura a célula do hospedeiro. Esta ligacdo induz o
remodelamento da actina dependente da proteina quinase C, o que permite o englobamento da
célula fungica (MAY et al., 2015). E interessante destacar que durante a transcitose podem
haver mudancas morfoldgicas especificas como parte desse processo, como a adocao de uma
morfologia mais oval (KRONSTAD et al., 2011).

Santigo-Tirado e colaboradores (2017) observaram que as células de Cryptococcus
poderiam também ser transportadas pelo sangue até o cérebro dentro de fagdcitos
mononucleares, o chamado mecanismo “Cavalo de Troia”. Em um estudo realizado com
camundongos foi observado que a deplecdo de macrdéfagos alveolares reduzia a disseminacgéo
das células criptocdcicas para 0 SNC (KRONSTAD et al., 2011; MAY et al., 2015). Acredita-
se que tanto C. neoformans quanto C. gattii podem escapar dos macréfagos do hospedeiro por
meio de um processo de expulsdo ndo-destrutivo em que o patdgeno e a célula hospedeira
permanecem viaveis (KRONSTAD et al., 2011). No entanto, apesar dos mecanismos de
paracitose, transcitose e “cavalo de Troia” serem diferentes, considera-se que durante o
processo de infec¢do natural esses mecanismos possam atuar em conjunto (MAY et al., 2015).

Salienta-se que as modificagdes no metabolismo fangico podem ter implicacGes
significativas na patogénese da doenca (SORRELL et al., 2016). Alguns autores como Chang

e colaboradores (2007) abordaram que no sistema nervoso central, as células fungicas se
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adaptariam aos niveis sub6timos de oxigénio e as condi¢Bes nutricionais, multiplicando-se e

podendo causar a meningoencefalite.

1.4 Fatores de Viruléncia

Cryptococcus spp. apresenta uma ampla variedade de fatores de viruléncia, como
capsula polissacaridica, producdo de melanina, capacidade de crescimento a 37°C e producao
de enzimas, tais como fosfolipase, proteinase e urease (ALSPAUGH, 2015) (Figura 4). Esses
fatores podem modificar a resposta imune do hospedeiro e melhorar a sobrevivéncia do
patogeno (VOELZ; MAY, 2010).

Figura 4 - Fatores de Viruléncia. A) Produgdo de melanina. B) Produgdo de urease (tubo 1 indica controle e tubo
2 indica isolado positivo). C) Producédo de proteinase. Fonte: Lima, CM; 2019.

A capsula polissacaridica é considerada um dos principais fatores de viruléncia de
Cryptococcus spp., sendo constituida por uma rede contendo glucoronoxilomanana (GXM) e
galactoxilomana (GalXM) (NIMRICHTER et al., 2007; ROBERTSON et al., 2014,
ALSPAUGH, 2015). Ressalta-se ainda, a importancia da capsula tanto para a patogénese bem
como para a sobrevida de Cryptococcus spp. no meio ambiente. Ha relatos na literatura de que
a expressao da capsula fungica aumentaria a resisténcia contra a dessecacdo e o efeito das
radiacdes solares (ZARAGOZA et al. 2009; ALSPAUGH, 2015).

A cépsula apresenta uma forte propriedade antifagocitica, responsavel por isolar a célula
fangica das células imunes do hospedeiro, bem como de fatores de reconhecimento de padrdes
(CORDERO et al., 2013). Okagaki e Nielsen (2012), destacaram que a capsula é capaz de se
ligar tanto ao anticorpo quanto ao complemento C3, impedindo a fagocitose. Todavia, essa
protecdo contra a fagocitose seria mais evidente durante as primeiras 24 horas apos a infecgéo.
Esse € um importante mecanismo, uma vez que, o estabelecimento da criptococose depende da
sobrevida do fungo nos alvéolos pulmonares. Em um estudo realizado por Chiapello e

colaboradores (2008), foi observado que a GXM é responsavel por modular a producdo de
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oOxido nitrico em fagdcitos. Convém ressaltar, que o aumento da cdpsula em C. neoformans
também confere maior protecdo contra o estresse oxidativo e nitrosativo (OKAGAKI,
NIELSEN, 2012).

Em linhas gerais, temos que durante a infeccdo no interior do hospedeiro, a capsula sofre
alteracbes no tamanho, estrutura, e na propor¢do em relacdo ao volume celular total. Essas
alteracbes podem ser visualizadas ao microscopio dptico por meio da imersdo dessas células
em tinta nanquim. Acredita-se que tais mudancas sejam estimuladas devido a fatores como a
limitagc&do de ferro e COx fisiologico, que serdo responsaveis por modular a resposta imune do
hospedeiro. (ROBERTSON et al., 2014; BOSE et al., 2003). Zaragoza e colaboradores (2009)
concluiram que o aumento da capsula em C. neoformans poderia contribuir para maior absor¢éo
do ferro. De igual modo, alguns estudos demonstraram que as diferencas no tamanho da capsula
podem ter influéncia na viruléncia e no efeito sobre os macréfagos (KWON-CHUNG et al.,
2014; ZARAGOZA et al., 2009).

A melanina é considerada o Unico pigmento com multiplas fungdes que é encontrado
em todos os reinos bioldgicos e considerado um importante fator de viruléncia dos fungos.
Cryptococcus spp. apresenta a eumelanina que € derivada de substratos como a 3,4-
dihidroxifenilalanina (DOPA), bem como outros compostos polifendlicos (KWON-CHUNG et
al., 2014). Acredita-se que esse pigmento confere protecdo contra estresses ambientais como a
luz ultravioleta, agentes oxidantes e radiagdo ionizante (EISENMAN; CASADEVALL, 2012).
Além disso, alguns estudos sugerem que a melanina possa ter influéncia na resisténcia aos
antifangicos tais como anfotericina B, caspofungina e azolicos (ALMEIDA et al., 2015).

E importante destacar que a melanina é sintetizada pela enzima lacase, uma proteina
contendo cobre glicosilado com a habilidade de oxidar compostos difendlicos (ALMEIDA et
al., 2015). Acrescenta-se ainda que a lacase € capaz de gerar outros produtos, tais como,
dopamina O-quinona que é espontaneamente convertido em dopaminocromo, um componente
citotoxico no cérebro (KWON-CHUNG et al., 2014). Além disso, essa enzima possui atividade
ferro oxidase, que reduz a formagdo de radicais hidroxila em macrofagos (AZEVEDO et al.,
2016). Alguns estudos demonstram ainda que o cobre é utilizado como cofator das enzimas
presentes na via de biossintese (EISENMAN; CASADEVAL, 2012).

As espécies do género Cryptococcus apresentam dois genes lacase no genoma, LACl e
LAC2, mas apenas LACL1 é expresso significativamente na maioria das condi¢fes. Observa-se
que a viruléncia é reduzida quando LAC1 é deletado (KWON-CHUNG et al., 2014). E
interessante ressaltar que ha diferencas na localizagdo celular das duas lacases: a lacase

codificada por LAC1 esté localizada predominantemente na parede celular e a codificada por
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LAC2, encontra-se no citoplasma (AZEVEDO et al., 2016; EISENMAN; CASADEVAL,
2012). Além disso, o cérebro é rico em substratos para essa enzima, tais como a dopamina, o
que poderia explicar o tropismo das células criptococicas pelo sistema nervoso central
(CONSENSO EM CRIPTOCOCOSE, 2008).

As fosfolipases constituem um grupo heterogéneo de enzimas capazes de hidrolisar uma
ou mais ligacdes éster em glicerofosfolipideos e também constituem um fator de viruléncia em
Cryptococcus spp. A acdo das fosfolipases pode resultar na desestabilizacdo da membrana e
lise celular influenciando na adesdo as células epiteliais, e promovendo assim, a invasdo
tecidual no hospedeiro (PINI et al., 2017; AZEVEDO et al., 2016). C. neoformans apresenta
fosfolipase B, fosfolipase C, lisofosfolipase e aciltransferase (ALMEIDA et al., 2015). A
fosfolipase B é transportada para a superficie celular em vesiculas e sua secrecdo €
dependendente de um fosfatidilinositol. O transporte da enzima para a superficie celular
melhora a adesdo das células fungicas ao epitélio pulmonar, que é o primeiro passo no
estabelecimento da criptococose pulmonar (COELHO et al., 2014; PINI et al., 2017). A
fosfolipase C, por sua vez, contribui para a regulacdo da homeostase, separacdo celular apos a
citocinese e manutencdo da integridade da parede celular (ALMEIDA et al., 2015).

A importancia da urease como fator de viruléncia foi investigada pela primeira vez por
Cox e colaboradores (2000). Essa enzima auxilia na proliferagdo fungica no pulméo, uma vez
que promove o acumulo de células dendriticas imaturas, bem como, a resposta imune T2 néo
protetora. Ademais, essa enzima contribui para a disseminacdo das células fungicas para o
sistema nervoso central, uma vez que, aumenta a captura do patdgeno pelos microcapilares,
auxiliando assim, na penetragdo da barreira hematoencefélica (AZEVEDO et al., 2017). O
mecanismo de ativacdo dessa apoenzima tem sido amplamente estudado, e acredita-se que
proteinas acessorias como Ura4, Ura6 e Ura7 podem estar envolvidas nesse processo (KWON-
CHUNG et al., 2014).

Voelz e May (2010) destacaram ainda a importancia do sistema antioxidante de
Cryptococcus spp., como um efetivo fator de viruléncia. No hospedeiro, as células imunes
incluindo monacitos, neutréfilos e macréfagos liberam espécies reativas em resposta a infecgdo
fangica. Esse estresse oxidativo é tdxico, porém, as células fangicas apresentam seu proprio
sistema de defesa com o intuito de neutralizar as espécies reativas. Este sistema seria composto
principalmente por enzimas como superoxido dismutases (SODs), peroxidases (PERS) e
catalases (NARASIPURA et al., 2005; JESUS-BERRIOS et al., 2003).

A superodxido dismutase (SOD) converte o superéxido em perdxido de hidrogénio e

oxigénio, alem de facilitar o crescimento das células fungicas no interior dos macrofagos
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(ALMEIDA et al., 2015). Pelo menos duas SODs s&o produzidas por Cryptococcus spp.: SOD1
e SOD2. A SODL1 atua principalmente mediando a resisténcia ao ataque de superoxidos por
neutrofilos (AZEVEDO et al., 2016). Observa-se que a SOD2, uma superdxido dismutase
mitocondrial de manganés, esta relacionada ao aumento da adaptacdo de C. neoformans a
temperatura corporal humana. A SOD2 regula as concentracdes de radicais de oxigénio na
mitocdndria e contribui para a integridade da cadeia transportadora de elétrons (BROWN et al.,
2007). De igual modo, a habilidade de crescer robustamente a 37°C, representa um importante
fator de viruléncia para C. neoformans e C. gattii (KWON-CHUNG et al., 2014).

1.5 Manifestacoes clinicas

Sabe-se que C. neoformans e C. gattii estabelecem a infec¢do nos pulmdes, sendo este
6rgdo considerado o foco primério da doenca, e apos isso, pode ocorrer a disseminagdo para o
SNC. Contudo, a infec¢do pode se estabelecer em outros locais do corpo, tais como: pele,
préstata, olhos, ossos e causar até criptocemia (SKOLNIK et al., 2017). As manifestacfes
clinicas pulmonares variam desde a colonizacéo assintomatica das vias aéreas ou um simples
nddulo pulmonar até pneumonia com a presenca de sindrome respiratoria aguda, que pode levar
o individuo a 6bito (MAZIARS; PERFECT, 2016). A apresentacao radiologica é caracterizada
por um conjunto de resultados, incluindo nédulos Gnicos ou mdaltiplos, consolidacéo segmentar
ou lobar, lesGes cavitarias e um padrdo intersticial difuso (BRIZENDINE et al., 2011).

E importante destacar que em individuos assintomaticos, a infecgdo pulmonar isolada
pode ocorrer em cerca de um terco dos pacientes e pode ser identificado por meio de uma
simples radiografia de térax (NEGRONI, 2012). Estima-se que o envolvimento pulmonar varia
de 10% a 55% entre os individuos com meningoencefalite criptococica associada a AIDS,
embora, os sintomas no SNC predominam no quadro clinico (MAZIARS; PERFECT, 2016).

As infeccOes cutdneas representam a terceira manifestacio mais comum da
criptococose. A lesdo inicial constitui-se de uma papula indolor que suaviza no centro e ulcera
no apice (NEGRONI, 2012). A infeccdo cutanea priméaria € muito rara e geralmente esta
associada a lesdo na pele e inoculacdo direta da levedura. Destaca-se que essas lesdes sdo
indistinguiveis daquelas causadas por outros agentes infecciosos, sendo necessario uma bidpsia
da pele para um diagnostico definitivo (MAZIARS; PERFECT, 2016). Acrescenta-se ainda que
anormalidades oculares podem ser encontradas em pacientes com meningite criptococica. As

manifestacdes oculares mais comuns incluem papiledema causado por hipertensao intraniana,
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paralisia do nervo ocular motor, incluindo até a completa perda da viséo
(CHAYAKULKEEREE; PERFECT, 2006).

As manifestacbes do SNC incluem multiplos sinais e sintomas como dor de cabeca,
febre, neuropatias cranianas, estado mental alterado, letargia, perda de memoria e sinais de
irritacdo nas meninges (WILLIAMSON et al., 2016). Em individuos HIV negativos, pode
ocorrer a meningoencefalite cronica ou subaguda que afeta particularmente os ganglios basais
(NEGRONI, 2012). Todavia, em individuos imunocomprometidos a carga fungica geralmente
é alta, e assim, esses doentes podem ter inicio mais curto dos sinais e sintomas, maiores titulos
de antigeno polissacaridico no liquor e maior pressao intracraniana do que outros individuos
imunocompetentes (MAZIARS; PERFECT, 2016).

Convem ressaltar ainda que pacientes com meningite criptococica associada a AIDS,
podem apresentar uma deterioracdo neuroldgica adicional ao iniciarem uma terapia
antirretroviral (TAR) combinada (CHANG et al., 2013). A maior parte desses sintomas
adicionais estdo relacionados & Sindrome Inflamatéria da Reconstituicdo Imune (IRIS). A
criptococose associada a IRIS ocorre em pacientes diagnosticados com a doenca que receberam
terapia antifdngica antes do inicio da TAR e tipicamente apresentam meningite asséptica
(ESCHKE et al., 2015). Véarias manifestacdes clinicas ja foram relatadas, tais como, alta pressdo
craniana associada a meningite, pneumonia necrotizante, aumento de lesdes inflamatorias do
SNC, linfadenite, bem como lesbes de pele, tecido mole, ossos e articulagfes. Essas lesdes
geralmente apresentam reacGes granulomatosas com necrose focal, auséncia de estruturas
fangicas e cultura negativa para C. neoformans (COLOMBO et al., 2010; BICANIC et al.,
2009). Estima-se que 20% dos pacientes dos pacientes com AIDS e co-infeccdo por
Cryptococcus spp. tratados com TAR, apresentam essa sindrome (ESCHKE et al., 2015).

1.6 Diagnostico

O diagnostico da criptococose € considerado relativamente facil com mdltiplos métodos
e estratégias (PERFECT; BICANIC, 2015). Pode ser realizado o exame microscopico direto,
isolamento de C. gattii e C. neoformans em cultura e a demonstracdo de antigeno capsular por
aglutinacdo de particulas de latex ou ensaio de imunoabsor¢édo enzimatica (HUSTON; MODY,
2009). Os tecidos e materiais usados para o diagnostico consistem de liquido cefalorraquidiano,
fluido pleural além de espécimes da pele, pulmao e medula 6ssea (NEGRONI, 2012).

O teste microscopico direto é realizado com tinta nanquim diluida ou microscopia de

fase de contraste. Esse teste apresenta sensibilidade de cerca de 70-90% em pacientes
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imunossuprimidos. Nos casos de individuos sem AIDS, o teste apresenta sensibilidade de cerca
de 40% (NEGRONI, 2012). Contudo, a sensibilidade é reduzida quando ha uma baixa carga
fangica como no caso de pessoas que apresentam precocemente 0s sintomas ou que estdo sob
0 uso de terapias antirretrovirais. Acredita-se que em amostras de liquor com 1000 UFC/mL a
sensibilidade seja inferior a 42% (ABASSI et al., 2015).

A cultura é considerada o padrdo ouro para o diagnostico da criptococose, entretanto,
apresenta algumas limitacdes como o tempo necessario para o desenvolvimento e identificacdo
fangica (ABASSI et al., 2015). Cryptococcus spp. pode ser isolado na maioria dos meios
utilizados na rotina laboratorial, sendo mais frequente o uso do agar Sabouraud Dextrose e 0
agar Infusdo Cérebro-Coracao (BHI). A adicdo de antibidticos permite o isolamento de culturas
puras a partir de amostras provenientes de diversos sitios. A ciclohexamida é comumente usada
para inibir o crescimento de fungos filamentosos (GAZZONI et al., 2009). Destaca-se ainda a
importancia do cultivo em meio &gar niger que contém semente de niger (Guizotia absyssinica).
Essa semente € rica em compostos fendlicos que vao servir de substrato para a agdo da enzima
fenoloxidase (NEGRONI, 2012). E possivel ainda realizar o teste de hidrélise da ureia, no qual
a ureia é hidrolisada resultando na alcalinizacdo e consequente mudanca na coloracdo do meio
de cultura (COX et al., 2000).

A diferenciagdo das espécies C. gattii e C. neoformans pode ser feita pelo cultivo no
meio seletivo CGB (canavanina-glicina-azul de bromotimol). C. gattii é capaz de hidrolisar a
glicina, utilizando-a como Unica fonte de carbono e nitrogénio. Esse processo forma compostos
alcalinos que vao alterar o pH, modificando a cor do meio de amarelo para azul cobalto
(HUSTON; MODY, 2009). C. neoformans néo € capaz de degradar a glicina, e devido a isso,
0 meio permanece amarelo-esverdeado (KWON-CHUNG et al., 2014) (Figura 5).

Figura 5 - Diferenciacdo de isolados de Cryptococcus em meio CGB. A) Néo ocorreu alteracdo na coloracéo do
meio, indicativo de C. neoformans. B) Mudanca na coloracdo do meio, indicativo de C. gattii. Fonte: Lima, CM.;
2019.

A deteccdo do antigeno criptocécico (CrAg) no liquor, soro ou plasma tornou-se uma
ferramenta essencial no diagnostico da criptococose e pode ser realizado no liquor de pacientes

HIV positivo que apresentem suspeita de meningite ou qualquer sintoma no SNC (ABASSI et
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al., 2015). No teste de aglutinacdo em latex a sensibilidade relatada é de 93-100% com uma
especificidade de 93-98% (HUSTON; MODY, 2009). E interessante ressaltar que a taxa de
falso-positivo é inferior a 1% e geralmente € explicado por problemas técnicos ou outras
infeccdes, incluindo reaces cruzadas com antigenos tais como espécies de Trichosporon
(PERFECT; BICANIC, 2015), e menos frequentemente, em casos de mucormicoses,
peniciloses e histoplasmoses (NEGRONI, 2012). Destaca-se ainda que os titulos de antigenia
sdo proporcionais a carga fangica, portanto, titulos elevados sdo um sinal de gravidade
(HUSTON; MODY, 2009).

O recente desenvolvimento do ensaio de fluxo lateral (LFA) revolucionou o diagnostico
da criptococose (PERFECT; BICANIC, 2015; HANSEN et al., 2013). O LFA é um teste de
ponto de cuidado que detecta rapidamente a capsula polissacaridica usando anticorpos
monoclonais anti-criptocécicos conjugados com particulas de ouro direcionadas contra C.
neoformans. O teste semi-quantitativo LFA oferece muitas vantagens incluindo estabilidade a
temperatura ambiente, ndo requer uma cadeia de frio ou laboratério centralizado, apresenta
baixo custo e é rapido, sendo necessario apenas 10 minutos para obter os resultados (ABASSI
etal., 2015). Além disso, o teste LFA é considerado 100 vezes mais sensivel aos polissacarideos
nos quatro sorotipos de C. neoformans do que os testes de aglutinacédo de latex (WILLIAMSON
et al., 2016).

A deteccdo de isolados de Cryptococcus spp. que ndo apresentam capsula, contudo,
constitui um desafio para as abordagens diagnosticas convencionais. Sugiura e colaboradores
(2017) relataram a dificuldade do diagndstico de meningite crénica causada por um isolado de
C. neoformans sem cépsula. De acordo com os autores, ndo havia crescimento em cultura do
liquor e o teste de aglutinacdo em latex era negativo. Assim, é necessario considerar outras
abordagens diagnosticas para isolados acapsulares presentes em amostras clinicas, tais como,
ferramentas de identificacdo molecular.

Os sistemas de identificagdo que utilizam biologia molecular como a reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) representam um método alternativo para a deteccdo inicial da criptococose
(ABASSI et al., 2015). Em um estudo realizado por Rhein e colaboradores (2015) com 69
pacientes infectados com HIV e suspeita de meningite na Uganda, a deteccdo por PCR
apresentou 100% de sensibilidade e especificidade comparado a cultura criptococica, sendo
capaz de diferenciar entre as espécies de Cryptococcus envolvidas. E importante destacar que
a PCR permite a distingdo entre a Sindrome Inflamatdria da Reconstituicdo Imune (IRIS) dos

casos de recidivas (ABASSI et al., 2015). Graciele-Melo e colaboradores (2016) destacaram
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ainda a vantagem do diagndstico em pacientes com baixa carga fungica e o uso de menor
quantidade de amostra sem a necessidade de isolamento prévio.

Vale ressaltar que as metodologias utilizadas para identificacdo dos tipos moleculares
de Cryptococcus spp., permitiram avancos no diagndstico, bem como, a compreensao das
relacbes filogenéticas e epidemioldgicas desse grupo (SIDRIM et al., 2010). Chong e
colaboradores (2010) também demonstraram diferencas significativas entre o0s tipos
moleculares de C. neoformans e C. gattii na resposta in vitro a agentes antifangicos. Assim, a
tipagem molecular poderia auxiliar na escolha do tratamento da criptococose (TRILLES et al.,
2012). Nesse contexto, as principais técnicas utilizadas sdo: PCR fingerprint, RAPD
(Polimorfismo de DNA amplificado ao Acaso), RFLP (Polimorfismo no Comprimento do
Fragmento de Restri¢do), AFLP (Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos Amplificados)
e MLST (Tipagem por Sequenciamento Multilocus) (SIDRIM et al., 2010).

1.7 Tratamento e Resisténcia aos Farmacos

As recomendaces para o tratamento da criptococose sdo semelhantes para C. gattii e
C. neoformans. Estas recomendages sdo categorizadas pelo estado imune do hospedeiro (HIV
positivo ou HIV negativo) e o 6rgdo envolvido (criptococose respiratéria com ou sem
envolvimento do SNC) (HUSTON, MODY, 2009). Em 2000, a Sociedade Americana de
Doencas Infecciosas publicou o primeiro guia de manejo para a criptococose, e uma Vversao
atualizada em 2010. Os principais medicamentos indicados por este guia consistem na
anfotericina B e az6licos (PERFECT et al., 2010).

Os azolicos sdo amplamente utilizados para o tratamento de infecgdes flngicas e sdo
considerados fungistaticos (DAY et. al., 2013; BABAZEDEH-QAZIZAHANI et al., 2014).
Apresentam como mecanismo de agdo a inibi¢do da enzima 14o0—demetilase no complexo
citocromo P450, que esta envolvido na conversdo do lanosterol em ergosterol (GULLO et al.,
2013). Frequentemente sdo utilizados o fluconazol e itraconazol. Entre os azo6licos de nova
geracdo tem destaque o voriconazol, posoconazol e ravuconazol (PFALLER, 2012;
BABAZEDEH-QAZIZAHANI et al.; 2014).

A anfotericina B pertence a classe dos polienos e consiste de um metabdlito secundario
de Streptomyces nodosus, tendo sido o principal agente terapéutico para a meningite
criptococica desde 1960. Embora as vezes usado sozinho, tornou-se comum a partir de 1980
seu uso em combinagdo com outros antifungicos (KWON-CHUNG et al., 2014). Esse farmaco

apresenta atividade fungicida e se liga ao ergosterol, um esterol da membrana fungica como
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parte do seu mecanismo de agdo (DELATIN et al., 2014; ROEMER; KRYSAN, 2014). Mesa-
Arango e colaboradores (2014) abordaram que a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) também seria um importante mediador no efeito fungicida da anfotericina B. Outros
estudos discutiram que além da producdo de ERO, esse farmaco estimularia 0 aumento de
espécies reativas de nitrogénio (FERREIRA, et al.2013; JESUS-BERRIOS et al., 2003).

Para o tratamento da criptococose, pode ser ainda utilizada a flucitosina (5-F), um
analogo da pirimidina, que inibe a sintese de DNA e proteinas (GULLO et al., 2013). O 5F ¢
transportado para o interior das células fungicas e é desaminado para 5-fluoracil (5-FU) pela
citosina desaminase, que ndo esta presente em células de mamiferos. Em seguida, incorpora-se
ao DNA, interferindo em sua sintese. Pode haver ainda a conversdo em 5-fluoridina, que podera
se incorporar ao RNA fungico, interrompendo a sintese protéica (CARMONA; LIMPER,
2017).

O tratamento da criptococose € dividido em trés etapas, sendo estas: inducéo,
consolidacdo e manutencdo. A etapa de indugdo compreende um periodo de seis a doze meses
para infec¢do pulmonar, e de duas semanas para infeccdo disseminada (MORETT] et al., 2008;
ALMEIDA; MACHADO, 2014). O objetivo da terapia de inducdo ¢ a rapida esterilizacdo do
liquor. As taxas mais lentas de depuracgdo da levedura demonstram estar associadas ao aumento
da mortalidade entre 2 a 10 semanas (ABASSI et al., 2015).

Durante as fases de inducdo e consolidacao, é recomendado o uso de anfotericina B em
combinacdo com flucitosina, seguido do fluconazol por 10 semanas. Pode-se ainda utilizar a
formulacdo lipidica da anfotericina B por 6 a 10 semanas. Na fase de manutencdo é
recomendado o uso de fluconazol ou itraconazol por um ano (CHAYAKULKEEREE;
PERFECT, 2006). Para o tratamento da criptococose pulmonar existe ainda a possibilidade de
substituir o fluconazol por outros azolicos, bem como a combinacdo com corticosteroides
(GULLO etal., 2013).

Apesar das consistentes recomendacfes de tratamento, 0 acesso mundial aos farmacos
antifingicos continua sendo insuficiente. No caso da anfotericina B, seu uso é dificultado pelo
custo, bem como dificuldade em administrar e monitorar os efeitos adversos como a
nefrotoxicidade e anemia (LOYSE et al., 2013). As preparacGes de anfotericina B lipossomal
sd0 muito mais caras, porem, apresentam eficdcia semelhante com menor toxicidade
(PERFECT,; BICANIC, 2015). A combinagéo de anfotericina B e flucitosina tem sido indicado
para infecgdes no SNC, devido a atividade sinérgica desses famacos, excelente capacidade de
penetracdo no SNC e rapida atividade fungicida, contudo, a flucitosina ndo esta disponivel no
Brasil (WHITNEY; BICANIC, 2015). Na Africa subsaariana, o fluconazol é utilizado como
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terapia primaria para o tratamento da criptococose, sendo que a anfotericina B e flucitosina
comumente ndo sdo utilizados devido ao elevado custo e dificuldade na administragéo
(MAKADZANGE et al., 2010).

Nos ultimos anos, tem sido relatado muitos casos de linhagens de Cryptococcus spp.
resistentes. A resisténcia microbiana se desenvolve devido a mutagdes que ocorrem
naturalmente nas células, sendo que os fArmacos podem atuar como agentes seletivos, causando
assim, uma populacdo mais resistente (GULLO et al., 2013; CARMONA; LIMPER, 2017). No
caso dos azolicos, um mecanismo chave de resisténcia contra o fluconazol € a selecdo de
subpopulagBes criptocdcicas intrinsecamente  resistentes que carregam  distarbios
cromossémicos especificos e, dessa forma, podem superexpressar ERG11 (que codifica o alvo
de agdo do fluconazol, a enzima 14o—demetilase) ou aumentar o efluxo do farmaco por
superexpressar genes homologos de transportadores ABC (cassetes que se ligam ao ATP)
(GULLO et al., 2013; MAY et al., 2015). Babazadeh-Qazijahani e colaboradores (2014),
observaram ainda que a farmacocinética deficiente dos azélicos é também responsavel pela sua
resisténcia, uma vez que a absorcao oral destes farmacos € variavel.

A resisténcia aos polienos € mais incomum, entretanto, foi relatada em C. neoformans,
com muta¢des na sintese de esterois e, portanto, alteracdo no alvo de acdo (MAY et al., 2015).
Em relacdo a 5-FC, mutagdes Unicas em pontos varidveis ao longo das vias intracelulares podem
levar a resisténcia clinica e in vitro. A monoterapia com 5-FC, contudo, ndo é apropriada devido
a rapida selecéo de isolados resistentes, levando a falha no tratamento. Assim, a 5-FC deve ser
sempre combinada com fluconazol ou anfotericina B (MERRY; BOULWARE, 2016).

Além da resisténcia aos antiflngicos, outro fator relevante e que deve ser considerado é
a falta de correlacdo estatistica entre os testes in vitro recomendados pelo CLSI (Instituto de
Padr@es Clinicos e Laboratoriais) e os resultados clinicos (DANNAQUI et al., 2006). Espinel-
Ingroff e colaboradores (2012) observaram diferencas nos valores de CIM entre diferentes
meios de cultura, ressaltando a discrepancia dos testes de susceptibilidade utilizando diferentes
metodologias. Um trabalho publicado por Grossman e Casadeval (2017), destacou ainda que as
distintas condi¢des fisioldgicas entre o crescimento de C. neoformans in vivo e sob condicGes
in vitro de laboratério, podem resultar em diferencas significativas na susceptibilidade aos
antifingicos. Dessa forma, seria necessario adaptar os protocolos convencionais de modo a
mimetizar as condi¢Bes de crescimento in vivo, além de identificar marcadores genéticos e

padrdes de expressdo associados a falha no tratamento.
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2 JUSTIFICATIVA

A criptococose é uma infeccdo fungica que apresenta distribuicdo mundial. Os
principais agentes etioldgicos sdo Cryptococcus neoformans e C. gattii, que possuem diversos
fatores de viruléncia que contribuem para a infecg¢do, colonizagdo e resisténcia aos agentes
antifangicos.

Com o avanco das técnicas de biologia molecular tem sido cada vez mais frequente a
identificacdo dos tipos moleculares dessas espécies. Muitos estudos tém relacionado os tipos
moleculares a caracteristicas tais como a susceptibilidade aos antifingicos e a viruléncia no
hospedeiro. Observa-se na literatura que os testes de susceptibilidade aos antifingicos para
algumas espécies do género Candida, podem ser usados para direcionar a escolha do melhor
farmaco e dosagem a ser utilizada no tratamento do paciente. No entanto, para Cryptococcus
spp., a correlacdo entre os resultados de atividade antifingica in vitro e predi¢do no tratamento
ainda n&o estdo bem estabelecidos.

Dentro deste contexto, o presente estudo propde-se a identificar os diferentes tipos
moleculares encontrados nos isolados clinicos sugestivos de infeccdo por Cryptococcus spp.
provenientes de hospitais de Belo Horizonte, MG, bem como avaliar os fatores de viruléncia e
perfil de susceptibilidade aos antifingicos. Os resultados obtidos foram também
correlacionados aos dados dos prontuarios dos pacientes.

E importante ressaltar que devido a alta taxa de mortalidade associada a meningite
criptococdécica, a préatica clinica se beneficiaria com estudos voltados na busca de dosagens
ideais de antifingicos para estas infeccdes. Dessa forma, esse trabalho visa contribuir para o
melhor entendimento da criptococose e seu tratamento, com énfase para as diferentes espécies

moleculares causadoras dessa doenca.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Caracterizar os isolados clinicos de Cryptococcus spp. provenientes do Hospital
Eduardo de Menezes e Santa Casa de Belo Horizonte, e avaliar a susceptibilidade aos

antifangicos e viruléncia, correlacionando com dados clinicos.

3.2 Objetivos Especificos

e Identificar por metodologias de biologia molecular os diferentes tipos moleculares e
sorotipos de Cryptococcus spp. provenientes de amostras clinicas;

e Auvaliar in vitro o perfil de susceptibilidade a diferentes antifingicos;

e Analisar a viruléncia dos diferentes isolados clinicos quanto a producéo de melanina,
urease, fosfolipase, proteinase e termotolerancia;

e Comparar a viruléncia dos isolados em modelo invertebrado de Tenebrio molitor;

e Confrontar o perfil de susceptibilidade encontrado in vitro, com o resultado do

tratamento no paciente por meio da analise dos prontuarios médicos;
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4 METODOLOGIA

4.1 Origem dos isolados

O presente estudo foi realizado com amostras de pacientes atendidos de margo de 2017
até agosto de 2018 no Hospital Eduardo de Menezes e Santa Casa de Belo Horizonte- MG. O
Hospital Eduardo de Menezes (HEM) é um hospital publico, da rede FHEMIG, conveniado a
rede SUS de Belo Horizonte, localizado no bairro Bonsucesso, na regional do Barreiro. E
importante ressaltar que o HEM é considerado referéncia estadual para o tratamento de doencas
infectocontagiosas e dermatologia sanitaria, atuando também na pesquisa, formacdo e
capacitacao profissional. O ambulatério do hospital desempenha importante papel como parte
do Programa de Integracdo Adequada dos Portadores de DST/HIV/AIDS do Ministério da
Saude como Servico de Assisténcia Especializada (SAE). Destaca-se ainda que o HEM atende
cerca de 1600 pacientes todos 0s meses, sendo que 26% destes atendimentos sdo pacientes
portadores de HIV/AIDS (FHEMIG, 2018; PREFEITURA DE BELO HORIZONTE,2018).

J& a Santa Casa de Belo Horizonte (SCBH) esté localizada no bairro Santa Efigénia e
ocupa uma posicdo de destaque no cenario das entidades filantropicas de salde e no ensino
médico. O Centro de Admissdo e Diagnostico Inicial (CADI) € considerado referéncia nacional,
e realiza a maior parte dos atendimentos pelo SUS. A SCBH atende casos de média e alta
complexidade, destacando-se como o maior hospital de transplanstes de Minas Gerais. Por ano
séo realizadas 421 mil consultas e cerca de 40 mil internagdes (SANTA CASA, 2018).

Dessa forma, tendo em vista o atendimento especializado desses hospitais, sendo o
HEM especialiazado no atendimento a pacientes portadores de HIV/ AIDS e a SCBH que
realiza um grande nimero de transplantes, optou-se pela escolha dessas instituicdes para a
coleta das amostras. O critério estabelecido foi 0 maior nimero de pacientes atendidos,
especialmente individuos imunossuprimidos, visando assim, um maior nimero de amostras

clinicas.

4.2 Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de FEtica sob o nimero CAAE-
61517816.8.0000.5149 (ANEXO 1). E importante ressaltar que todos os pacientes ou seus
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responsaveis legais foram convidados a participar dessa pesquisa e receberam o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO 2) e Termo de Assentimento Livre e
Esclarecido (TALE) (ANEXO 3) mediante explicacdo detalhada pelos membros da pesquisa.
Nenhum paciente foi identificado nesse estudo ou em posteriores publicacdes geradas a partir

dessa pesquisa.

4.3 Caracterizacao laboratorial

4.3.1 Coleta de amostras

Os espécimes clinicos foram coletados pelo setor de Microbiologia dos hospitais
Eduardo de Menezes e Santa Casa de Belo Horizonte. Inicialmente foi realizado um exame
micoldgico direto com tinta nanquim para um diagnéstico presuntivo dos isolados.
Posteriormente, as amostras foram repicadas em 4agar Sabouraud com cloranfenicol e
encaminhadas ao Laboratério de Taxonomia, Biodiversidade e Biotecnologia de Fungos da

Universidade Federal de Minas Gerais.

4.3.2 Processamento das amostras e criopreservacao

Os isolados clinicos sugestivos de pertencerem ao género Cryptococcus spp. foram
repicados em agar Sabouraud com cloranfenicol. A seguir, os isolados foram inoculados em 2
mL de caldo GYMP e incubados por 24 -72 horas a 37°C. Apds esse periodo, 850 uL de cada
amostra foram transferidas para tubos criogénicos estéreis e posteriormente foi adicionado 150
uL de glicerol esterilizado. Os criotubos foram devidamente identificados e armazenados no
freezer -80 para manter a viabilidade das amostras durante o periodo de pesquisa na Cole¢édo
de Culturas do Laboratorio de Taxonomia, Biodiversidade e Biotecnologia de Fungos da
Universidade Federal de Minas Gerais. As leveduras foram depositadas como biorrepositério,
sendo confidenciais e tendo finalidade exclusiva para a pesquisa académica e ndo poderdo ser

destinadas a terceiros.

4.3.3 Cultivo em agar CGB (agar canavanina-glicina-azul-de-bromotimol)
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A diferenciagdo entre as espécies de C. neoformans e C. gattii foi realizada por meio do
cultivo em meio CGB (KWON-CHUNG et al.,1982). O meio consiste de 880 mL de agua
destilada, 2 mL de solucdo B (0,4 g de azul de bromotimol e dgua destilada gsp 100mL) e 10
mL de solugédo A (10 g de glicina, KH2PO4 1g, MgSOs 19, cloridrato de tiamina 1mg, sulfato
de L-canavanina 30 mg e agua destilada gsp 100 mL).

O crescimento no meio CGB foi utilizado para diferenciar as espécies de C. neoformans
e C. gattii. E sabido que C. gattii € resistente a L-canavanina, que é um aminoécido nio-protéico

analogo da L-arginina.

4.4 ldentificagdo molecular

4.4.1 Extracdo do DNA total

A extracdo do DNA total foi realizada conforme o trabalho descrito por Ferrer e
colaboradores (2001). Todas as identificacbes moleculares tiveram como cepas controle as
linhagens de C. neoformans H99 e C. gattii ATCC24065.

Uma col6nia do isolado foi repicada em agar Sabouraud e incubada por 48 horas a 37°C.
Ap0s o crescimento, as col6nias foram ressuspendidas em 100 pL de tampdo de lise [Tris-HCI
0,05M, EDTA 0,005M, NaCl 0,1M e SDS 1% (p/v)] e incubadas em banho-maria a 65°C por
45 minutos. Em seguida, foram adicionados 200 pL de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1)
aos tubos e os mesmos foram homogeneizados 20 vezes por inversao e centrifugados a 14.000
rpm durante 10 minutos. O sobrenadante foi retirado com auxilio de uma pipeta e transferido
para outro tubo, ao qual foi adicionado (v/v) de isopropanol. Os tubos foram deixados em
repouso a temperatura ambiente durante 15 minutos para precipitacdo do DNA.

Apbs essa etapa, os tubos foram centrifugados a 14.000 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado por inversao, e ao pellet formado, foram acrescentados 200 pL de
etanol 70%. Efetuou-se outra centrifugacdo a 14.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi
novamente descartado por inversao e acrescentado novamente 200 L de etanol 70%, seguido
da centrifugacdo a 14.000 rpm. Os tubos foram mantidos a temperatura ambiente overnight para
evaporacdo completa do etanol. Apds essa etapa, 0 DNA foi ressuspendido em 50uL de tampé&o
Tris-EDTA 0,1M (TE) pH 8,0. Todos os produtos obtidos foram quantificados em NanoDrop

ND 1000 (NanoDrop Thecnologies) e estocados a -20°C até a sua utilizacao.
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4.4.2 Amplificagdo utilizando o iniciador (GTG)s

Para confirmacdo do agrupamento genotipico das leveduras, os isolados foram
submetidos a analise molecular, por meio de PCR utilizando-se o iniciador (GTG)5 (5’-
CTGGCTTGGTGTATG-3") de acordo com Meyer e colaboradores (1993). Cada reacéo de
PCR foi realizada em um volume final de 25uL, contendo 2,5 puL de tampédo de PCR 10X
(Thermo Fisher Scientific), 1,5uL de MgCI2 1,5 M (Thermo Fisher Scientific), 1,0 uL de dNTP
10 mM, 2,0 L do iniciador (GTG)5 a 10 pmol/ uL (MWG Biotech), 100 a 250 ng de DNA e
0,2 puL de Tag DNA Polimerase 1,25 U/L (Thermo Fisher Scientific) e o volume final foi
completado com agua deionizada.

As reacOes de PCR foram realizadas utilizando-se o termociclador Eppendorf flexlid
nexus SXle. O programa de ciclagem consiste de uma desnaturacdo inicial a 94° C por 2
minutos, seguida por 40 ciclos de desnaturacdo a 93° C por 45 segundos, anelamento a 50° C
por 2 minutos e extensdo a 72°C por 1 minuto, a extensdo final a 72° C por 6 minutos. Os
produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5% (p/v) em tampéo
TBE 0,5 X (54 g de Tris-base, 27,5 g de acido bérico, 20 mL de EDTA 0,5M, pH 8,0).

Os amplicons foram previamente corados com solucdo de GelRed (Biotium, USA),
visualizados sob luz ultravioleta e fotografados pelo sistema de foto-documentacdo de gel
(Vilber Lourmat, Franga). A comparacao do perfil de bandas foi feita utilizando-se as linhagens
controles CN55 (VNI), CN56 (VNII), CN57 (VNIII) e CN58 (VNIV) para C. neoformans e
CG59 (VGI), CG60 (VGII), CGB1 (VGIII) e CGB2 (VGIV) para C. gattii. Os isolados que
apresentaram padrfes de bandas idénticos foram confirmados como pertencentes a0 mesmo
grupo. Um isolado de cada grupo molecular foi selecionado para sequenciamento dos dominios

D1/D2 da subunidade maior do DNA ribossomal utilizando os iniciadores ITS1 e NL4.

4.4.3 Amplificacdo utilizando os iniciadores ITS1 e NL4

Os isolados foram submetidos ao sequenciamento da regido D1/D2 da subunidade maior
do rDNA utilizando os iniciadores NL1 (GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG) e NL4
(GGTCCGTGTTTCAAGACGG), segundo Lachance e colaboradores (1999). A reacdo de
PCR foi realizada em um volume final de 50 uL contendo: 1,0 a 5,0 uLL de DNA (variando de
acordo com a concentragdo do DNA, a qual deve estar entre 50-500 ng/uL), 1,0 uL de cada
iniciador NL1 e NL4 10 pmol-1, 5,0 uL de tampdo de PCR 5X (Fermentas), 2,0 uL. de MgCI2
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25 mM, 2,0 uL de ANTP 10 mM, 0,2 pL. de Taq DNA polimerase SU (Fermentas) e o volume
final completado com &gua para injecdo esterilizada.

As reacbes de PCR foram realizadas utilizando o termociclador Mastercycler
(Eppendorf), sob as seguintes condicGes: desnaturacéo inicial a 95°C por dois minutos, seguida
por 35 ciclos de: desnaturacdo a 95°C por 15 segundos, anelamento a 54°C por 25 segundos e
extensdo a 72°C por 20 segundos, seguida por extensao final a 72°C por 10 minutos. Os produtos
de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1% (Pronadisa), em tampéo TBE
0,5X, eluidos durante aproximadamente uma hora a 120 V. As bandas foram coradas com
solucdo de GelRed (Biotium), e os géis visualizados sob luz ultravioleta e fotografados pelo
sistema de foto-documentacéo de gel (Vilber Lourmat, Franca).

4.4.4 Tipagem por sequenciamento multilocus (MLST)

A reacdo da PCR foi realizada conforme a descricéo para a amplificacdo dos fragmentos
dos loci CAP59, GPD1, LAC1, PLB1, SOD1, URA5 e IGS1 utilizados no consenso do
ISHAM-MLST para C. neoformans /C. gattii (MEYER et al., 2009) (Tabela 2). A amplificacdo
dos fragmentos pela PCR foi realizada com volume de 50 pL contendo 100 ng do DNA
gendmico, tampé&o de PCR 1x (Tris-HCI 10 mM ph 8,3, KCI 50 mM, MgCI2 1,5 mM), 0,2 mM
dos ANTP’s (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Introgen, Brasil), 2mM de MgCl2, 3,0 U de Taq
DNA polimerase (Introgen, Brasil) e 50 ng dos iniciadores direto e reverso para cada locus

analisado. As reac6es de PCR foram realizadas no termociclador Mastercycler (Eppendorf).

Tabela 2 - Iniciadores e condigdes usadas na amplificagdo dos loci que foram sequenciados.

Alvo Produto génico  Sequéncia (5°3”) Condicées de Produto (pb)
amplificacdo
CAP59 Proteina CAP59F 94°C 3min; 35 559
associada a 5’CTCTACGTCGAAGTCAAG3’ ciclos: 94°C
capsula CAP59R 30s, 56°C 30s,
5’TCCGCTGCAACAAGTGATACCC3” 72°C 1min
GPD1 Gliceraldeido-3- GPD1F 94°C 3min; 35 543
fosfato 5’CCACCGAACCCTTCTAGGATA3’ ciclos: 94°C
desidrogenase GPD1R 45s, 63°C
5’CTTCTTGGACCTCCCTTGAG3’ 1min, 72°C
2min
LAC1 Lacase LACLF 94°C 3min; 30 469
5’AACATGTTCCCTGGGCCTGTG3’ ciclos: 94°C
LACIR 30s, 58°C 30s,
5’ATGAGAATTAATCGCCTGT3’ 72°C 1min
PLB1 Fosfolipase PLB1F 94°C 3min; 35 532
5’CTTCAGGCGGAGAGAGGTTT?’ ciclos:  94°C
PLB1R 30s, 52°C 30s,

5’GATTTGGCGTTGGTTTCAGT?’ 72°C 1.5min
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(continuacao)

Alvo Produto génico  Sequéncia (5°3”) Condicées de Produto (pb)

amplificacdo

URA5 Orotidine URAGSF 94°C 3min; 35 601
monofosfato 5’ATGTCCTCCCAAGCCCTCGAC 3*  ciclos: 94°C
pirofosforilase URASR 45s, 63°C 1min,

5 TTAAGACCTCTGAACACCGTA 72°C 2min
CTC3’

IGS1 Espacador IGSF 94°C 3min; 35 723
ribossomal 5> ATCCTTTGCAGACGACTTGA 3’ ciclos: 94°C
intergénico IGSR 30s, 60°C 30s,

5’ GTGATCAGTGCATTGCATGA 3’ 72°C 1min

SOD Cu, Zn, SODI1CGF 94°C 3min; 35 700
Superoxido 5> GATCCTCACGCCATTACG 3’ ciclos: 94°C
dismutase SOD1CGR 30s, 52°C 30s,

5> GAATGATGCGCTTAGTTGGA 3’ 72°C 1.5min

Fonte: Adaptado de Meyer e colaboradores (2009).

4.4.5 Purificacao dos amplicons

Os amplicons gerados pela reacdo de PCR foram purificados utilizando-se EDTA. Ao
produto de PCR com volume de 47 pL foram adicionados 11,75 uLL de EDTA 125 mM e 141
uL de etanol absoluto (Merck). Esta mistura foi submetida a centrifugacdo com rotagéo de
14.000 rpm durante 25 minutos. O sobrenadante foi descartado, e para lavagem do precipitado
foi adicionado 120 pL de etanol 70%, sendo posteriormente homogeneizado por inversao.

Apos, centrifugacdo a 14.000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado
novamente e o restante do etanol foi secado por 20 minutos a 37°C. O DNA foi entdo
ressuspendido em 10 pL de agua para injecdo esterilizada. O produto obtido foi dosado em
NanoDrop ND 1000 (NanoDrop Thecnologies) para ser utilizado nas reacdes de

sequenciamento.

4.4.6 Reacdes de sequenciamento

As reacdes de sequenciamento dos produtos obtidos ap6s a purificagdo dos amplicons
foram realizadas no Laboratério de Parasitologia Celular e Molecular (LPCM) da
FIOCRUZ/Instituto René Rachou, utilizando o kit Big Dye versdo 3.1 (Applied Biosystems,
EUA) em combinagdo com o sistema de sequenciamento automatizado ABI 3730. A reacdo de
sequenciamento foi realizada em microplacas de 96 pocos (Applied 5 Biosystems, EUA)
preparada para um volume final de 10 uL, em que foram adicionados: 1 pL do iniciador (5

umol-1), I uL. de tampao (presente no kit de sequenciamento), 1 uL de Big Dye, 1 a 5 pL. de
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DNA (de modo que a reacdo final contenha entre 15 e 20 ng) e o restante de 4gua para injecdo
esterilizada para completar o volume, se necessario. O programa de ciclagem utilizado consistiu
de uma desnaturacgdo inicial a 36°C por um minuto, 36 ciclos de anelamento a 96°C por 15
segundos, seguido por 15 segundos de extensdo a 50°C e quatro minutos de extensdo final a
60°C.

Para precipitagdo das reacdes de sequenciamento, 1,0 pL de EDTA 125 mM, 1,0 puL de
acetato de sodio 3M e 50 uL de etanol absoluto (Merck) foram adicionados em cada poc¢o da
placa de 96 pocos. A placa foi submetida a agitacdo em vortex e incubada por 15 minutos a
temperatura ambiente.

Decorrido o periodo de incubacdo, a placa foi centrifugada por 45 minutos a 4.000 rpm
a 4°C. O sobrenadante foi descartado por inversao da placa. Em seguida, foram adicionados
100 pL de etanol 70% (Merck). A placa foi novamente centrifugada por 15 minutos a 4.000
rpm a 4°C e o sobrenadante descartado por inversdo. Para remocao do excesso de etanol, a placa
foi invertida sobre um papel absorvente, e submetida a um pulso em centrifuga a 900 rpm
durante um segundo.

Na sequéncia, a placa foi mantida em repouso durante 20 minutos para evaporacdo do
etanol residual. O DNA precipitado das amostras em cada poco foi entdo ressuspendido em 10
pL de Formamida HI DI (Applied Biosystems, EUA). A placa foi armazenada a 4°C, protegida
da luz, até injecdo das amostras no sistema automatizado ABI 3730.

4.4.7 Analise dos resultados

O alinhamento e a analise de todas as sequéncias foram realizados no programa Mega
5.1. As sequéncias obtidas pelo sequenciamento com os primers ITS1/NL4 foram analisadas na
plataforma GenBank Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Ja as sequéncias obtidas
pelo sequenciamento com o conjunto de 7 iniciadores utilizados no MLST foram analisadas por
meio do banco de dados internacional de MLST (http://mlst.mycologylab.org).
4.5 Avaliacéo dos fatores de viruléncia

4.5.1 Producéo de fosfolipase

A atividade de fosfolipase foi realizada de acordo com Chen e colaboradores (1997)

usando o método semi-quantitativo em placa contendo gema de ovo. Dessa forma, 4% de gema
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de ovo foram adicionados ao meio &gar Sabouraud dextrose (Difco) com 1M de cloreto de sddio
e 5 mM de cloreto de calcio. Foram plaqueados 2 pL de uma suspensdo de leveduras contendo
108 células/ mL na superficie da placa. As placas foram incubadas por 10 dias a 35°C. A
formacéo de zonas de precipitacéo (Pz) ao redor da colénia foram consideradas como indicativo
da producdo da enzima. A producéo de fosfolipase foi expressa como uma taxa entre o didmetro
da coldnia e o diametro da colonia mais a zona de precipitagcdo, como descrito anteriormente.

O valor médio de Pz de cada isolado foi obtido a partir de dois ensaios separados e em duplicata.

4.5.2 Producéo de Proteinase

A atividade de proteinase foi realizada de acordo com Chen e colaboradores (1996).
Preparou-se um meio sélido contendo 11,7g de albumina de soro bovino, 1,0g de extrato de
levedura, e 2,0g de albumina de soro bovino em 100ml de agua. O pH foi ajustado para 5,0 e 0
meio foi esterilizado por filtracdo e adicionado a uma solucdo de agar esterilizada em autoclave
(18g de agar em 900ml de agua destilada). Foram plaqueados 10l de uma suspenséo de 10°
células/mL depositados sobre as placas. As placas foram incubadas por sete dias a 28 °C e a
protedlise da albumina de soro bovino foi visualizada apds a coloragdo com negro de amido
(negro de amido, 1g; &cido acético glacial, 199ml; agua destilada, 100ml). A atividade de
proteinase foi classificada como negativa quando nao houve formacéo de halo, +1, quando a
protedlise ao redor da colbnia estiver entre 1 e 2 mm e +2, no caso da descoloracdo do agar

exceder 3-5 mm ao redor da coldnia.

4.5.3 Producéo de urease

A habilidade do fungo de hidrolisar a ureia por acdo da enzima urease foi verificada
pela alcalinidade e resultado da viragem do indicador de pH. Para isso foi utilizado o meio agar
ureia (peptona 1 g, glicose 1 g, NaCl 5 g, KH2PO4 2 g, ureia 20 g, vermelho de fenol 0,012 g,
agar 18 g, agua destilada gsp 1000mL, pH 6,8). As amostras foram semeadas em toda a
superficie do meio, com subsequente incubacgéo a 37°C e observacdo durante 7 dias. O resultado
positivo foi evidenciado por meio da viragem do indicador presente no meio com a coloragéo
amarela inicial para a cor rosa ou vermelho-violeta final, sendo a intensidade da coloragdo um

indicativo do grau de hidrolise da ureia e atividade de urease (COX et al., 2000).
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4.5.4 Producgéo de melanina

O meio agar niger foi utilizado para avaliar a producéo de melanina por C. neoformans
e C. gattii. O agar niger contém extrato de semente de Guizotia abyssinica. As amostras clinicas
foram repicadas em agar Sabouraud por 48 horas a 37°C. Posteriormente, as leveduras foram
repicadas em meio agar niger (sementes de niger 10g, glicose 0,1 g, gar bacterioldgico 2 g,
cloranfenicol 0,2 g/L e agua gsp 100 mL). Apos 48-72 horas foi observado o aparecimento de
colénias marrons indicando a presenca de Cryptococcus spp. O aspecto das coldnias foi
determinado visualmente, sendo os isolados classificados de acordo com a intensidade de
coloragéo das colbnias. Isolados que apresentaram coldnias claras foram classificados como
fracamente positivos (+), isolados que apresentaram colonias de coloracdo média foram
classificados como positivos (++) e isolados com colénias de coloracdo escura foram

classificados como fortemente positivos (+++).

4.5.5 Termotolerancia

A fim de verificar a habilidade de crescimento dos isolados a 37°C e 39°C foi realizado
um ensaio de termotolerancia de acordo com Gyawali e colaboradores (2017) com
modificacGes. Foram preparados indculos contendo 1x10° células/ mL e plaqueados em é&gar

YPD. As placas foram incubadas a 37°C e 39°C e o crescimento foi analisado ap6s 48h.

4.5.6 Ensaio de sobrevida em modelo invertebrado

Para determinar a viruléncia de Cryptococcus spp. em modelo invertebrado, os 60
isolados do presente estudo foram testados na larva Tenebrio molitor seguindo a metodologia
de Souza e colaboradores (2015) com modificacdes. As larvas de Tenebrio molitor foram
adquiridas comercialmente, sendo utilizadas larvas de um mesmo lote para a realizagcdo dos
testes. Para o ensaio foram selecionadas larvas pesando entre 100 e 200 mg com a cor uniforme
e clara. Inicialmente foi realizada uma curva de sobrevida com os isolados controle H99 e
ATCC24065 nas concentragdes 1x10% 1x10° 2x10° e 1x10° células/mL. A partir desse
resultado, optou-se por realizar o experimento com todos os isolados analisados com uma
suspenséo de leveduras contendo 1x10° células/mL. Os inoculos foram preparados a partir da
contagem em camara de Neubauer. As larvas foram inoculadas utilizando-se uma seringa

calibre com capacidade de 10 pL. A injecdo foi realizada na hemocele, no segundo ou terceiro
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esternito acima das pernas, na por¢édo ventral (Figura 6A). Utilizou-se 4 grupos controles, sendo
um grupo injetado apenas PBS, outro grupo que ndo recebeu injecdo, e dois grupos infectados
com as linhagens controle desse estudo, sendo um grupo infectado pelo C. neoformans H99 e
outro pelo C. gattii ATCC24065. As larvas foram incubadas a 37°C em placas de Petri contendo
dieta de cria e 0 nimero de larvas mortas foi registrado em intervalos de 24 horas durante 10
dias. Para estabelecer a morte das larvas foi observada visualmente a melanizagéo, bem como,
a resposta a estimulos fisicos quando essas larvas eram tocadas levemente por uma pinca
(Figura 6B). Os experimentos foram realizados em triplicata com grupos de 16 larvas por placa.
Os resultados foram analisados GraphPad Prism 6 dispostos em uma curva de sobrevivéncia
utilizando o método de Kaplan-Meier e andlise estatistica utilizando o teste de log-rank. O valor

p<0,05 foi considerado significante.

Figura 6 - Infeccdo em larvas de Tenebrio molitor. A) Inéculo foi injetado na hemocele na porcdo ventral. B)
Observacéo de larva morta apresentando melanizagdo caracteristica. Fonte: LIMA, CM; 2019.

4.6 Determinacdo da Atividade Antiflingica

4.6.1 Teste de microdiluicdo em caldo

Os testes de concentracdo inibitéria minima (CIM) foram realizados seguindo as
orientacOes prescritas no CLSI, protocolo M-27-A3 (CLSI, 2008). Para a realizagéo desse teste
foram utilizados os seguintes antifiingicos: anfotericina B (8 ng/mL-0.03 pg/mL), itraconazol
(16 pg/mL-0.03 pg/mL), fluconazol (64 pg/mL-0.12 pg/mL) e voriconazol (16 ng/mL-0.03
ug/mL) (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA). Dimetilsulfoxido (DMSO; Sigma Aldrich, St. Louis,
EUA) foi utilizado para preparar as solugdes estoque dos farmacos, exceto o fluconazol que foi
dissolvido em agua estéril. Todo o processamento da anfotericina B foi protegido da luz com

papel aluminio, tendo em vista a fotossensibilidade da mesma.
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As diluigdes seriadas foram realizadas em meio RPMI 1640 suplementado com 0,5%
de glicose e adigdo de MOPS 0,165 mol/L. Posteriormente 100 pL de cada diluicdo foi
distribuida em microplacas de 96 pocos (Difco Laboratories, EUA). O controle de crescimento
do microrganismo foi constituido de 100 uL do in6culo da levedura mais 100 pL de RPMI, e o
controle de esterilidade apenas com o meio de cultura. Apos a preparacdo das placas, todos 0s
pocos das diluicBes e controles, com excecdo do controle negativo, receberam 100 uL do
indculo fangico. As linhagens de Cryptococcus ATCC24065 e H99 foram utilizadas como
controle.

Todos os ensaios foram realizados em duplicata e repetidos trés vezes. As placas foram
incubadas a 35°C durante 72 horas e a leitura foi realizada visualmente. Para a anfotericina B,
a CIM foi considerada como a inibi¢éo total do crescimento quando comparado ao crescimento
do controle. Para a leitura do fluconazol, itraconazol e voriconazol foi considerada a inibicdo
de 90% do crescimento quando comparado ao crescimento do controle. A interpretacdo dos
valores de CIM foi realizada de acordo com as diretrizes do documento M27-A3, CLSI 2008.
Os isolados que apresentaram valores de CIM >1 pg/mL frente a anfotericina B, foram
considerados resistentes. Para o fluconazol, linhagens que apresentaram valores de CIM < 8
pug/mL foram consideradas sensiveis, valores de CIM entre 16-32 pg/mL foram consideradas
sensibilidade dose-dependente ¢ valores de CIM >64 ug/mL foram consideradas resistentes.
Em relagdo ao itraconazol, os isolados que apresentaram valores de CIM < 0.125 pg/mL foram
considerados sensiveis, valores de CIM entre 0.25-0.5 pg/mL foram considerados sensibilidade
dose-dependente e valores de CIM > 1.0 foram considerados resistentes. Para 0 voriconazol, os
isolados que apresentaram valores de CIM < 1.0 ug/mL foram considerados sensiveis e valores
de CIM > 4.0 ug/mL foram considerados resistentes. Esse ensaio foi realizado com todos os

isolados de Cryptococcus spp. do presente estudo.

4.7 Caracterizacdo Epidemioldgica

O levantamento dos dados clinicos dos pacientes foi realizado por meio de consulta aos
prontuarios médicos enviados pelo setor de Micologia dos hospitais Eduardo de Menezes e
Santa Casa de Belo Horizonte. As variaveis analisadas foram sexo, idade, presenca de doencas
de base e local onde residia o paciente. Foram utilizadas 60 fichas médicas dos pacientes
internados com criptococose, excluindo-se das andalises 0s casos em que havia mais de um
isolado por paciente. Ressalta-se que em algumas analises o n variou devido a falta de dados

completos, uma vez que nem todos os prontuarios estavam devidamente preenchidos.



45

4.8 Andlise Estatistica

Todos os dados foram analisados usando o programa GraphPad Prism 6 (GraphPad Inc.,
San Diego, CA, USA). O teste de comparacdao multipla Newman-Keuls foi empregado para
comparagdo entre os grupos experimentais. Valores de p < 0.05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizagdo das amostras clinicas

No presente estudo foram obtidos 60 isolados provenientes de 60 pacientes internados
nos hospitais Eduardo de Menezes e Santa Casa de Belo Horizonte. Os dados dessas amostras
encontram-se na Tabela 3, onde consta a origem do sitio de isolamento e a identificagdo geral.
Nota-se que 88.3% (53/60) das amostras foram isoladas do liquor, 8.3% (5/60) do sangue e
apenas 3.3% (2/60) do lavado bronco alveolar. Observa-se ainda que 93.3% (56/60) das
amostras foram identificadas como C. neoformans e 6.7% (4/60) foram identificadas como C.

gattii a partir do resultado preliminar no meio CGB.

Tabela 3 - Cddigo, sitio de origem e caracterizacdo inicial das 60 amostras clinicas.

CODIGO ORIGEM ID |CODIGO ORIGEM ID
36765 Sangue CN | 1912 LCR CN
53131 LCR CN | 1985 LCR CN
51721 LCR CN | 2025 LCR CN
47873 LCR CN | 2614 LCR CG
30645 LCR CN | 2925 LCR CN
1806 LCR CN | 8950 LCR CN
57383 LCR CN | 7533 LCR CN
3191 Sangue CN | 5985 LCR CN
1265 LCR CN | 5197 LCR CN
1045 LCR CN | 1416 LCR CN
1048 LCR CN | 1820 LCR CG
1069 LCR CN | 4662 LCR CN
1085 LCR CN | 4892 LCR CN
50467 LCR CN | 4886 LCR CN
1870 Sangue CN | 4602 LCR CN
26283 LCR CN | 4578 LCR CN
27951 LCR CN | 4652 LCR CN
31015 LCR CN | 4371 LCR CN
31104 LCR CN | 114 LCR CN
1865 LCR CN | 1742 LCR CN
17446 LCR CN | 460 LCR CG
1716 LCR CN | 568 LCR CN
1653 LCR CN | 580 LCR CN
1635 LCR CN | 818 LCR CN
2930 LCR CN | 4134 LCR CN
291 LCR CN | 909 LCR CN
307 LCR CN | 486 LCR CN
540 LCR CN | 350 LCR CN
2718 LCR CG | 390 LCR CN
452 LCR CN | 314 LCR CN

ID= Identificacdo; CN=Cryptococcus neoformans; CG=Cryptococcus gattii; LCR= Liquor BAL=Lavado Bronco
Alveolar
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5.2 Identificagdo molecular

A identificacdo genotipica dos isolados de Cryptococcus foi realizada utilizando o
primer (GTG)s. A comparacdo do perfil de bandas foi feita utilizando-se as linhagens controles
VNI, VNII, VNIII e VNIV para C. neoformans e VGI, VGII, VGIII e VGIV para C. gattii.
Apos o agrupamento dos isolados, foi realizado o sequenciamento regido D1/D2 da subunidade
maior do rDNA utilizando o primer ITS1 a fim de se confirmar os resultados da PCR
fingerprint.

Com base nos dados de agrupamento e sequenciamento foram obtidos trés diferentes
padroes de bandas: VNI, VNII e VGII. Identificou-se que 96.4% (54/56) dos isolados
identificados inicialmente como C. neoformans apresentavam o genétipo VNI (C. neoformans)
e apenas 3.6% (2/56) apresentavam o gendtipo VNII (C. neoformans). Estes isolados foram
identificados como C. neoformans var. grubii, sorotipo A na analise pelo BLAST. Em relacéo
as 4 amostras identificadas anteriormente como C. gattii, todas pertenciam ao genétipo VGII
(C. deuterogattii) (Tabela 4).

Tabela 4 - Identificacdo dos isolados de Cryptococcus spp. pela técnica de PCR
fingerprint.

Espécie Genotipo n %

C. neoformans VNI 54 90
C. neoformans VNII 2 3.3
C. deuterogattii VGII 4 6.7
Total 60 100

A técnica molecular de MLST foi realizada de acordo com o Consenso proposto por
Meyer e colaboradores (2009) utilizando um conjunto de 7 iniciadores (CAP59, URADS, IGS1,
PLB1, SOD1, GPD1, LAC1). O sequenciamento multilocus foi realizado com todos os isolados
do presente estudo (Tabela 5). Contudo, devido a inconsisténcias em alguns genes (seja no
sequenciamento, no alinhamento de primers ou na diferenca dos genes com o banco de dados),
ndo foi possivel determinar as sequéncias tipo (ST). O gene GPD1 foi o0 que apresentou o maior
numero de alelos ndo determinados e o gene CAP59 o que apresentou 0 menor numero de dados

inconclusivos.
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Tabela 5 - Identificacdo de alelos de Cryptpcoccus pelo sequenciamento multilocus (MLST).

Amostra Espécie GM CAP URA PLB IGS LAC SOD GPD
59 5 1 1 1 1 1
36765 C. neoformans VNI 1 1 2 ND 3 ND 1
53131 C. neoformans VNI 7 1 1 10 ND 1 1
51721 C. neoformans VNI 1 1 4 ND | ND 1 ND
47873 C. neoformans VNI 1 1 4 10 ND 1 ND
30645 C. neoformans VNI 13 26 15 ND | ND | ND
1806 C. neoformans VNI 1 1 4 ND | ND 1 ND
57383 C. neoformans VNI 1 1 2 ND 3 ND | ND
3191 C. neoformans VNI 7 2 1 1 ND 1 ND
1265 C. neoformans VNI 7 2 1 1 ND 1 ND
1045 C. neoformans VNI 1 1 2 10 ND 1 ND
1048 C. neoformans VNI 1 1 4 10 3 ND | ND
1069 C. neoformans VNI 7 1 1 10 ND 1 1
1085 C. neoformans VNI 1 1 2 ND | ND 1 ND
50467 C. neoformans VNI 7 1 1 10 ND 1 1
1870 C. neoformans VNI 1 1 ND 1 ND 1 ND
26283 C. neoformans VNI 1 1 4 ND 3 ND | ND
27951 C. neoformans VNI 7 ND 1 1 ND 1 1
31015 C. neoformans VNI 1 1 4 ND 3 1 ND
31104 C. neoformans VNI 1 1 ND 10 3 1 ND
1865 C. neoformans VNI 1 1 ND 10 3 1 ND
1912 C. neoformans VNI 1 1 ND 10 ND | ND | ND
2025 C. neoformans VNI 7 1 1 1 ND 1 1
2925 C. neoformans VNI 1 1 2 ND | ND 1 1
8950 C. neoformans VNI 7 1 1 1 ND | ND 1
7533 C. neoformans VNI ND | ND 4 ND | ND 1 ND
5985 C. neoformans VNI 1 1 ND 10 ND 1 ND
5197 C.neoformans VNI | 1 1 4 110 [ND | 1 |23
1416 C. neoformans VNI 1 ND | ND 10 ND | ND | ND
4662 C. neoformans VNI 1 1 4 ND | ND 1 ND
4892 C.neoformans VNI | 1 1 4 10 [ND | 1 230
4886 C. neoformans VNI 1 1 ND 10 1 3 ND
4602 C. neoformans VNI 1 1 4 10 ND | ND | ND
4578 C.neoformans VNI [ 1 |88 4 | 10 [ND | 1 [ ND
4652 C. neoformans VNI 1 1 2 10 3 1 ND
4371 C. neoformans VNI 1 1 4 10 3 ND | ND
114 C. neoformans VNI 1 ND 2 10 ND 1 ND
1742 C. neoformans VNI 7 1 ND 1 ND 1 ND
1746 C. neoformans VNI 1 1 ND | ND | ND 1 ND
1716 C. neoformans VNI 1 1 ND | ND 3 1 ND
1653 C. neoformans VNI ND 1 ND | ND | ND 1 1
1635 C. neoformans VNI 1 1 4 10 ND 1 ND
2930 C. neoformans VNI 1 1 ND | ND | ND 1 ND
291 C.neoformans VNI 1 1 4 [ ND [ ND | 1 -
307 C. neoformans VNI 1 1 4 ND | ND 1
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(continuaco)
Amostra Espécie GM CAP URA PLB IGS LAC SOD GPD

59 5 1 1 1 1 1
540 C. neoformans VNI 1 1 4 10 3 1 ND
314 C. neoformans VNI 1 1 ND 1 ND | ND | ND
452 C. neoformans VNI 1 1 2 ND 5 1 ND
568 C. neoformans VNI 7 1 1 10 ND 1 1
580 C. neoformans VNI 7 1 1 1 ND 1 1
818 C. neoformans VNI 1 1 ND | ND | ND 1 ND
909 C. neoformans VNI 1 1 2 10 3 ND | ND
486 C.neoformans VNI [ 1 1 4 110 [ nD| 1 23N
350 C. neoformans VNI 1 1 ND | ND 3 1 ND
390 C. neoformans VNI 7 1 ND 1 ND 1 ND
4134 C. neoformans VNII 7 4 11 14 8 ND 9
1985 C. neoformans VNII 2 4 11 ND 8 ND
2614 C. deuterogattii  VGII 3 2 9 4 ND | 16
1820 C. deuterogattii  VGII | ND 2 9 4 ND | 16
2718 C. deuterogattiic  VGII | 26 2 2 ND | ND | 58 6
460 C. deuterogattii  VGII 38 2 2 21 ND | ND

ND: Nao Determinado

As andlises de frequéncia foram realizadas excluindo-se os alelos que ndo foram
identificados. Com base nas regifes sequenciadas, obteve-se de 4 a 7 tipos de alelos, sendo que
0 gene CAP59 apresentou maior variabilidade e o gene SOD1 o que menos variou (Tabela 6).
A partir da analise do gene CAP59, observa-se que foram identificados 7 alelos, sendo o alelo
1 encontrado em 39 isolados. O gene URADS apresentou um total de 5 alelos sendo que o alelo
1 foi 0 mais frequente. O gene PLB1 demonstrou um total de 6 alelos, sendo o alelo 2 0 mais
encontrado. A regido IGS1 apresentou 6 tipos de alelos sendo o alelo 10 identificado em 24
isolados. Em relacdo ao gene LACLI identificou-se 6 alelos tendo sido mais frequente o alelo 3.
No gene SOD1 foram identificados apenas 4 alelos e o alelo 1 foi 0 mais identificado. O gene

GPD1 apresentou 5 alelos, com o alelo 1 sendo o mais frequente.

Tabela 6 - Genes sequenciados com o total de alelos e alelos mais frequentes.

Gene Numero de alelos Alelos mais Frequéncia
identificados frequentes Alélica

CAP59 7 1 (39 isolados) 0.684
URAbS 5 1 (46 isolados) 0.821
PLB1 6 2 (11 isolados) 0.25
IGS1 6 10 (24 isolados) 0.615
LAC1 6 3 (13 isolados) 0.65
SOD1 4 1 (41 isolados) 0.931
GPD1 5 1 (11 isolados) 0.55
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5.3 Avaliagéo dos fatores de viruléncia

A atividade da enzima proteinase foi observada em 96.6% (58/60) das amostras
analisadas, e em apenas dois isolados nao foi detectada atividade. Destaca-se que os dois
isolados que ndo apresentaram atividade, foram identificados como C. neoformans gendtipo
VNI (codigos 452 e 314). Em relacdo a atividade da enzima fosfolipase, observou-se que 5.0%
(3/60) dos isolados ndo apresentaram atividade. Os trés isolados que ndo tiveram atividade
também foram identificados como C. neoformans gendétipo VNI (codigos 1742, 1635 e 7533)
(Tabela 7). N&o houve diferengas estatisticamente significantes na producéo dessas enzimas em
relacdo aos diferentes tipos moleculares analisados. A habilidade de crescimento a 37°C e 39°C
foi observada em todos os isolados analisados, sendo semelhante o crescimento em ambas as

temperaturas testadas.

Tabela 7 - Producéo de proteinase e fosfolipase pelos isolados clinicos de Cryptococcus spp.
separados por gendtipos

Espécie GM Proteinase Fosfolipase Total
Positivo  Negativo Positivo  Negativo
C. deuterogattii VGII 4 0 4 0 4
C. neoformans VNI 52 2 51 3 54
C. neoformans VNII 2 0 2 0 2
Total 58 2 57 3 60

GM=Grupo molecular

A producdo melanina foi observada em todos os isolados, destaca-se ainda que 35%
(21/60) das amostras analisadas apresentaram placas muito escurecidas, sendo esses isolados
classificados como fortemente positivos. Os isolados que tiveram uma coloracdo média foram
classificados como positivos. Todos o0s 4 isolados de C. deuterogattii foram classificados como
positivos. Apenas um isolado C. neoformans VNII (cddigo 4134) foi classificado como
fortemente positivo (Tabela 8). A producdo de urease foi verificada em 96.6% (58/60) dos
isolados com a metodologia usada no presente estudo. Os dois isolados que ndo produziram

urease foram identificados como C. neoformans gendétipo VNI (cddigo 390 e 568).

Tabela 8 - Producdo de Melanina pelos isolados clinicos de Cryptococcus spp. separados por
genotipos.

Espécies GM Melanina Total

Fortemente Positivo
positivo

C. deuterogatii VGII 0 4 4
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(continuacéo)

C. neoformans VNI 20 34 54
C. neoformans VNII 1 1 2
Total 21 39 60

GM=Grupo molecular

5.3.1 Sobrevida em tenébrios

A sobrevida em modelo invertebrado foi realizada com larvas do besouro Tenebrio
molitor infectadas com diferentes concentragdes de indculos (1x10% 1x10° 5x10° e 1x10°
leveduras/ larva). Inicialmente a infecgéo foi realizada apenas com as duas linhagens padréao de
Cryptococcus neoformans H99 e C. gattii ATCC24065 (Figura 7). Os grupos PBS e ndo
infectados foram os controles do experimento. Com base na comparacdo da sobrevida nas 4
diferentes concentracbes, optou-se por realizar a infeccdo de todos os isolados com a
concentracgdo 1x10° leveduras/ larva, pois foi o tnico indculo que diferiu estatisticamente do

grupo PBS e controle ndo infectados (p<0.0001) (Figura 7).
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Figura 7 - Curvas de sobrevida de larvas de Tenebrio molitor em diferentes concentracfes. A) Larvas infectadas
com linhagem ATCC24065 nas concentragdes 1x10%, 1x10°, 5x10° e 1x10° leveduras/larva. B) Larvas infectadas
com a linhagem H99 nas concentragdes 1x10%, 1x10°, 5x10° e 1x10° leveduras/larva.

As curvas de sobrevida dos isolados testados estdo representadas na figura 8, separados

em grupos de 10 isolados para facilitar a visualizacdo. A analise estatistica foi realizada
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individualmente para cada linhagem. Todos os 60 isolados testados foram capazes de matar as

larvas diferindo significativamente da sobrevida das larvas que receberam apenas PBS

(p<0.0001).
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Comparando a viruléncia do isolado C. neoformans H99 e os isolados identificados
como C. neoformans desse estudo, nota-se que 50% (28/56) foram considerados mais
virulentos, ou seja, mataram mais rapidamente as larvas do que o isolado C. neoformans H99
(Tabela 9). Destaca-se que dentre as 28 linhagens que foram consideradas mais virulentas, todas
pertenciam a espécie C. neoformans (VNI). Os dois isolados de C. neoformans genétipo VNII
identificados no presente estudo apresentaram menor viruléncia em relagdo ao isolado controle
C. neoformans H99. A média de sobrevida entre os isolados de C. neoformans variou de 1 a 3
dias. A comparacdo das amostras de C. deuterogattii genotipo VGII com o isolado C. gattii
ATCC 24065 revelou que 75% (3/4) dos isolados foram considerados mais virulentos que a
linhagem controle. A média de sobrevida entre os isolados de C. deuterogattii variou entre 1 a
2 dias (Tabela 10).

Tabela 9 — Média de sobrevida dos isolados clinicos de C. neoformans mais virulentos em
modelo de larva de Tenebrio molitor.

Média sobrevida

Amostra Espécie Genoétipo (dias) Valor p
1048 C. neoformans VNI 3 0.0304
51721 C. neoformans VNI 2 0.0019
31015 C. neoformans VNI 2 0.0019
2025 C. neoformans VNI 15 0.0022

307 C. neoformans VNI 3 0.0275
57383 C. neoformans VNI 2.5 0.0325
1085 C. neoformans VNI 15 0.0045
47873 C. neoformans VNI 2 0.0040
1265 C. neoformans VNI 2 0.0016
1870 C. neoformans VNI 2 0.0025
2930 C. neoformans VNI 3 0.0358
3191 C. neoformans VNI 3 0.0211
36765 C. neoformans VNI 2.5 0.0393
1746 C. neoformans VNI 1 <0.0001

314 C. neoformans VNI 1 <0.0001
5197 C. neoformans VNI 1 0.0007
1716 C. neoformans VNI 2.5 0.0079
4578 C. neoformans VNI 15 0.0021
4886 C. neoformans VNI 1 0.0458

486 C. neoformans VNI 3 0.0078

452 C. neoformans VNI 15 0.0006

580 C. neoformans VNI 2 0.0027

909 C. neoformans VNI 2 0.0065
4662 C. neoformans VNI 2 0.0021
7533 C. neoformans VNI 2 0.0044
1416 C. neoformans VNI 2.5 0.0071
4602 C. neoformans VNI 15 0.0027
30645 C. neoformans VNI 25 0.0083
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Tabela 10 — Média de sobrevida dos isolados clinicos de C. deuterogattii mais virulentos em
modelo de larva de Tenebrio molitor.

Média
Amostra Espécie Gendtipo sobrevida Valor p
(dias)
1820 C. deuterogattii VGII 2 0.0057
460 C. deuterogattii VGII 1 <0.0001
2718 C. deuterogattii VGII 2 0.0002

5.4 Susceptibilidade antifingica

A susceptibilidade antifungica dos isolados clinicos de Cryptococcus foi determinada
pela técnica de microdiluicdo em caldo utilizando os antifungicos fluconazol, itraconazol,
voriconazol e anfotericina B. Os resultados de Concentracao Inibitéria Minima (CIM) estdo
representados na tabela 11.

Tabela 11 - Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos isolados de Cryptococcus spp frente
aos antifungicos usuais.

Concentragao inibitéria minima (ug/ml)

Cddigo Identificacdo GM FLC ITC VOR AMB
36765 C. neoformans VNI 16 1 0.12 1
53131 C. neoformans VNI 8 0.25 <0.03 0.5
51721 C. neoformans VNI 8 0.5 0.12 1
47873 C. neoformans VNI 8 1 <0.03 0.5
30645 C. neoformans VNI 8 1 <0.03 0.5
1806 C. neoformans VNI 4 0.5 0.06 1
57383 C. neoformans VNI 16 1 0.12 1
3191 C. neoformans VNI 8 0.5 0.06 0.5
1265 C. neoformans VNI 8 0.25 0.12 0.25
1045 C. neoformans VNI 8 0.5 0.06 0.5
1048 C. neoformans VNI 8 0.5 0.06 0.5
1069 C. neoformans VNI 8 0.5 0.06 0.5
1085 C. neoformans VNI 4 0.12 <0.03 0.12
50467 C. neoformans VNI 8 0.5 <0.03 1
1870 C. neoformans VNI 2 0.12 <0.03 1
26283 C. neoformans VNI 8 0.5 <0.03 0.5
27951 C. neoformans VNI 8 0.5 0.06 1
31015 C. neoformans VNI 8 0.5 <0.03 1
31104 C. neoformans VNI 8 0.5 <0.03 0.25
1865 C. neoformans VNI 8 0.5 0.06 1
1912 C. neoformans VNI 4 0.25 <0.03 0.5
2025 C. neoformans VNI 8 0.5 0.06 1
2925 C. neoformans VNI 8 1 0.06 1
8950 C. neoformans VNI 8 1 <0.03 0.25
7533 C. neoformans VNI 8 0.5 <0.03 0.5
5985 C. neoformans VNI 2 0.25 <0.03 0.12
5197 C. neoformans VNI 8 0.5 0.06 0.12
1416 C. neoformans VNI 4 0.25 0.06 0.12
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(continuacéo)

Concentracao inibitéria minima (ug/ml)

Cédigo Identificacdo GM FLC ITC VOR AMB
4662 C. neoformans VNI 4 0.12 0.06 0.25
4892 C. neoformans VNI 4 0.12 0.06 0.12
4886 C. neoformans VNI 4 0.12 <0.03 0.12
4602 C. neoformans VNI 4 0.25 0.06 0.12
4578 C. neoformans VNI 2 0.12 0.06 0.12
4652 C. neoformans VNI 4 0.12 0.06 0.12
4371 C. neoformans VNI 8 0.5 <0.03 1
114 C. neoformans VNI 8 1 <0.03 1
1742 C. neoformans VNI 8 0.5 <0.03 0.5
1746 C. neoformans VNI 8 0.5 <0.03 0.5
1716 C. neoformans VNI 8 0.5 <0.03 0.5
1653 C. neoformans VNI 8 0.5 <0.03 0.25
1635 C. neoformans VNI 8 0.5 <0.03 0.5
2930 C. neoformans VNI 8 1 <0.03 1
291 C. neoformans VNI 8 1 0.06 1
307 C. neoformans VNI 8 1 <0.03 1
540 C. neoformans VNI 4 0.25 0.06 1
452 C. neoformans VNI 8 0.5 0.06 0.5
568 C. neoformans VNI 8 0.5 0.06 0.5
580 C. neoformans VNI 8 0.5 0.12 0.5
818 C. neoformans VNI 8 0.5 0.12 0.5
909 C. neoformans VNI 8 0.5 0.12 0.5
486 C. neoformans VNI 8 0.5 0.12 0.5
350 C. neoformans VNI 8 0.5 0.06 0.5
390 C. neoformans VNI 16 0.5 0.12 0.12
314 C. neoformans VNI 16 1 0.25 1
1985 C. neoformans VNII 8 0.5 <0.03 0.25
4134 C. neoformans VNII 2 0.25 <0.03 0.5
2614 C. deuterogattii VGII 16 2 0.12 1
2718 C. deuterogattii VGII 8 1 0.06 0.5
460 C. deuterogattii VGII 8 2 0.25 0.5
1820 C. deuterogattii VGII 8 0.5 0.25 0.12
MICso 8 1 0.12 1
MICgo 16 2 0.25 1

GM: Grupo Molecular, FLC: fluconazol, ITC: itraconazol, VOR: voriconazol e AMB: anfotericina B.

Conforme a tabela acima podemos observar que os valores de CIM frente ao fluconazol
variaram de 2.0 a 16 pg/ml entre os isolados. Com relacdo ao itraconazol os valores de CIM
encontrados variam de 0.12 a 2.0 pg/ml. Os valores de CIM frente a anfotericina B variaram de
0.12 a 1.0 pg/ml. J& para o voriconazol observou-se 0s menores valores de CIM entre os
antifungicos testados, sendo que as concentragdes variaram de <0.003 a 0.25 pg/ml.

Os valores de CIMso para o fluconazol e itraconazol (8.0 pg/ml e 0.5 pg/ml
respectivamente) foram semelhantes entre os isolados dos genotipos VNI e VNII. Os valores
de CIMgo foram maiores no geno6tipo VNI do que no VNII, com o gendétipo VNI apresentando

valores de 16 pg/ml para o fluconazol, 0.25 pug/ml para o voriconazol e 1.0 pg/ml para o



56

itraconazol e anfotericina B. Para o VNII, os valores de ClIMgo foram de 8.0 pg/ml para o
fluconazol, <0.03 pg/ml para o voriconazol e 0.5 pg/ml para o itraconazol e anfotericina B.
Em relacdo aos isolados identificados pertencentes ao gendétipo VGII, os valores de CIMsg e
ClIMgo do fluconazol e anfotericina B foram idénticos aos valores encontrados para os isolados
do gendtipo VNI. O CIMsg para o itraconazol e voriconazol foi maior comparado aos gendtipos
VNI e VNII com valores de 2.0 pg/ml para o itraconazol e 0.25 pg/ml para o voriconazol.

O perfil de susceptibilidade antifungica geral esta representado na tabela 12. Observa-
se que 26.6% dos isolados foram resistentes ao itraconazol (CIM > 1.0 pg/mL) e 60%
apresentaram sensibilidade dose-dependente (CIM entre 0.25 e 0.5 pg/mL). Para o fluconazol,
10% dos isolados apresentaram sensibilidade dose-dependente (CIM entre 16 e 32 ug/mL). Em
relacdo a anfotericina B e voriconazol nota-se que todos os isolados foram considerados

sensiveis.

Tabela 12 — CIMso e CIMgo dos isolados clinicos de Cryptococcus spp. frente aos antifungicos
usuais.

Espécie GM  FLZ (ng/mL) ITZ(ug/mL)  VOR(ug/mL) AMB(ug/mL)
MICsp MICoqy MICsg MICgy MICsp MICgg MICsy MICgo

C.neoformans VNI 8.0 16.0 0.5 1.0 0.12 0.25 0.5 1.0
C. neoformans VNIl 8.0 8.0 0.5 0.5 <0.03 <0.03 0.5 0.5
C. deuterogattii  VGII 8.0 16.0 2.0 2.0 025 025 05 1.0

GM: Grupo Molecular, FLC: fluconazol, ITC: itraconazol, VOR: voriconazol e AMB: anfotericina B.

5.5 Caracterizacdo epidemioldgica

A anélise dos dados dos pacientes foi realizada com base na consulta dos prontuarios
médicos disponibilizados. A idade ou data de nascimento estava indicada em 57 das 60 fichas
analisadas. Com base nisso, a média geral de idade dos pacientes do presente estudo foi de 41.1
anos. As faixas etarias dos pacientes em que foram registrados o maior nimero de casos de
criptococose foram entre 20 a 30 anos e 41 a 50 anos, ambas com 15 casos (26.3%), seguida
pela faixa etaria de 31 a 40 anos com 13 casos (22.8%), entre 51 a 60 anos houve 9 casos
(15.8%), entre 61 a 70 anos houve 4 casos (7.0%) e acima de 70 anos apenas 1 caso (1.8%)
registrado (Tabela 13).
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Tabela 13 - Faixa etaria dos pacientes com criptococose analisados no presente estudo.

Faixa etaria Individuos com %
criptococose
De 20 a 30 anos 15 26.3
De 31 a 40 anos 13 22.8
De 41 a 50 anos 15 26.3
De 51 a 60 anos 9 15.8
De 61 a 70 anos 4 7.0
> 70 anos 1 1.8

A maior parte dos pacientes acometidos pela criptococose analisados no presente estudo
eram do sexo masculino, com 83.3% (50/60) dos casos e 16.7% (10/60) eram do sexo feminino.
Na figura 9 esté representada a correlacdo entre faixa etaria e sexo dos pacientes. E possivel
observar que nos homens as faixas etarias com maior numero de casos foram entre 20 a 30 anos
e entre 41 a 50 anos. Nas mulheres, nota-se um perfil um pouco diferente, com um maior

ndmero de casos na faixa etaria entre 31 a 40 anos.
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15 24.6% 24.6%

10 - Bl vomens
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NUmero de casos de criptococose

Faixa etaria (em anos)

Figura 9 - Relagdo entre a faixa etaria e sexo dos pacientes acometidos pela criptococose.

Em 53 das 60 fichas analisadas estavam identificadas as variaveis clinicas de cada
paciente. Na tabela 14 estdo representadas as frequéncias de criptococose dos pacientes de
acordo com as variaveis clinicas e sexo. Observa-se que 78.3% dos pacientes com criptococose
eram HIV positivos e 5% passaram por algum tipo de transplante. Apenas 1.6% dos individuos
apresentaram lUpus, diabetes ou cancer, sendo relatado um Gnico caso de cada uma dessas
doencas. Convém ressaltar que entre os pacientes identificados como HIV positivos, 29.8%
(14/47) evoluiram para oObito, 0 que representa uma elevada taxa de mortalidade. Desses 14
pacientes que evoluiram para obito, 13 pertenciam ao gendétipo VNI e 1 ao gend6tipo VNI Em
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3 casos, 0s pacientes foram transferidos para outros hospitais, contudo, ndo foi possivel ter
acesso aos dados desses individuos ap0s a transferéncia.

Tabela 14 - Frequéncia percentual de criptococose de acordo com as variaveis clinicas e sexo.

Variaveis Homem Mulher Total

clinicas n % n % n %
HIV 40 66.6 7 11.6 47 78.3
Diabetes 1 1.6 0 0 1 1.6
Lapus 0 0 1 1.6 1 1.6

Transplante 1 1.6 2 3.3 3 5
Cancer 1 1.6 0 0 1 1.6
NI 7 11.6 0 0 7 11.7

NI=Néao informado

Os pacientes encaminhados aos hospitais colaboradores eram provenientes de variadas
cidades do estado de Minas Gerais. Em 73.3% dos prontuérios (44/60), estavam preenchidos
os dados em relacgdo a residéncia do paciente. O mapa representado na figura 10 representa as
cidades de origem desses individuos. Foram identificadas amostras de pacientes das cidades de
Morada Nova de Minas (1), Pompéu (1), Séo José da Lapa (1), Bom Despacho (1), S&o Joaquim
de Bicas (1), Brumadinho (1), Pedro Leopoldo (1), Vespasiano (1), Sabaré (1), Paraopeba (2),
Sarzedo (2), Santa Luzia (2), Betim (3), Sete Lagoas (5), Contagem (5) e Belo Horizonte (16).
Salienta-se que uma das amostras identificadas como genotipo VNII foi proveniente da cidade
de Bom Despacho e duas das amostras identificadas como genétipo VGII foram provenientes
das cidades de Santa Luzia e Belo Horizonte. As amostras provenientes das outras cidades
citadas acima foram identificadas como gen6tipo VNI. Observa-se que 36.3% (16/44) das
amostras foram de pacientes que residiam na cidade de Belo Horizonte. Infelizmente, ndo foi
possivel identificar a origem de dois isolados do gendtipo VGII e uma amostra do genotipo
VNII. Dessa forma, é possivel observar que 16 amostras do presente estudo ndo puderam ser
rastreadas devido a falta de dados no prontuario médico.
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Figura 10 - Mapa de Minas Gerais mostrando a distribui¢do das amostras de Cryptococcus spp. Fonte: LIMA, C.
M.;20109.
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6 DISCUSSAO

Em muitas regiées do mundo tem sido amplamente estudada a caracterizagdo molecular
das espécies de Cryptococcus (MONTAGNA et al., 2018; DOU et al., 2017; COGLIATI et al.,
2013; LITVINTSEVA et al., 2006). A importancia do estudo epidemiol6gico ocorre como
forma ndo apenas de se conhecer as linhagens circulantes, mas como também monitorar e assim
evitar possiveis surtos, bem como compreender a estrutura genética da populagcdo de
Cryptococcus (FERREIRA-PAIM et al., 2017, DEL-POETA et al. 2012).

Em 2013, Cogliati e colaboradores realizaram um trabalho pioneiro sobre a
epidemiologia molecular de Cryptococcus a partir de dados publicados com mais de 68.000
amostras de varias regides do mundo, no qual se constatou que o tipo molecular com maior
prevaléncia mundial era o C. neoformans VNI. Além disso, alguns autores afirmaram que a
infecgdo pelos gendtipos de C. neoformans é muito mais frequente que as causadas pelos
genotipos de C. gattii (MEYER et al. 2011).

No Brasil, a distribuicdo dos tipos moleculares foi realizada a partir da analise de
trabalhos publicados anteriormente e de isolados presentes em cole¢fes de microorganismos,
que mostrou uma distribuicdo similar a descrita mundialmente, com maior prevaléncia de
isolados VNI (64%), seguido por VGII (21%), VNII (5%), VGIII (4%), VGI e VNIV (3%) e
VNI (<1%) (TRILLES et al., 2008). Esse mesmo perfil epidemiolégico foi encontrado por
outros autores analisando amostras clinicas em algumas cidades de Minas Gerais, como
Uberaba e Uberlandia (DAMASCENO-ESCOURA et al., 2018; ANDRADE-SILVA et al.,
2018).

O presente estudo € o primeiro a realizar a identificacdo molecular de amostras clinicas
da capital mineira Belo Horizonte, regido metropolitana e de algumas cidades do interior de
Minas Gerais. Em 2012, Pincer ja havia realizado um estudo com dados de prontuarios de
pacientes internados em hospitais de Belo Horizonte, contudo, ndo havia sido feita a
caracterizacdo molecular e andlise do perfil de susceptibilidade e viruléncia desses isolados.
Em nosso trabalho, dentre os 60 isolados clinicos analisados, identificou-se que 54 (90%)
pertenciam a C. neoformans genétipo VNI, seguido por 4 (6.7%) identificados como C.
deuterogattii genétipo VGII e em menor proporcdo, 2 (3.3%) amostras pertencentes a C.
neoformans genotipo VNII. Esses resultados estdo em consondncia com as publicagdes
mundiais que demonstram que o genotipo VNI é o principal tipo molecular de C. neoformans
que causa infecgdes em humanos (ANDRADE-SILVA et al., 2018; COGLIATI et al., 2013).
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E importante ressaltar que existem muitos subtipos genéticos dentro de cada tipo
molecular (IGREJA et al., 2004; KIDD et al., 2004; MEYER et al., 1999). Beale e
colaboradores (2015) ao analisarem a diversidade genética de amostras provenientes de
pacientes com meningite criptocdcica na Africa do Sul, notaram que o conjunto de dados
relacionados ao genotipo VNI apresentava subpopulagdes distintas que foram denominadas
VNI (a), VNI (b) e VNI (c). Utilizando a técnica de MLST, Gillece e colaboradores (2011)
identificaram 3 subtipos de VGII: VGlla, VGIIb e VGlIc. Destaca-se que a identificacdo desses
subtipos é importante pois permite analisar o perfil migratorio dessas linhagens (HAGEN et al.,
2013; NGAMSKULRUNGROJ et al., 2009; KIDD et al., 2005).

Além disso, ainda neste trabalho, foram identificados 4 isolados como C. deuterogattii
VGlI, entretanto, ndo foi possivel determinar a origem de 2 amostras, uma vez que, nao havia
dados a respeito do local de residéncia dos pacientes. Mora e colaboradores (2010) encontraram
frequéncias semelhantes em um estudo realizado com 81 amostras de origem clinica no qual
foram identificados 5 isolados como gendtipo VGII. E importante salientar que existe uma alta
variabilidade genética entre os isolados de C. gattii VGII, sendo que alguns estudos ja relataram
a circulacdo dos subgendtipos VGlla e VGIIb no nordeste do Brasil (SOUTO et al., 2016).
Alguns autores sugerem que o0s ancestrais do genotipo VGII altamente recombinantes da
floresta Amazdnica conseguiram expandir suas fronteiras paraa América do Norte, onde podem
ter causado o surto na Ilha de VVancouver, no Canada e no noroeste do Pacifico (HAGEN et al.,
2013). Dessa forma, torna-se importante avaliar a distribuicdo desses isolados no Brasil a fim
de prevenir possiveis surtos.

Observa-se que, conseguimos encontrar apenas 2 (3.3%) isolados C. neoformans VNII
corroborando com os dados presentes na literatura (LEE et al., 2012; FRASES et al., 2009).
Ressalta-se que a técnica a MLST permite diferenciar isolados VNB dos isolados VNII, que em
muitos casos utilizando a técnica de URA5-RFLP néo seria possivel distingui-los (ANDRADE-
SILVA et al., 2018). Desde 2009 o esquema de identificacdo por MLST tem sido utilizado em
varias regides do mundo a fim de analisar a estrutura populacional regional e global (MIHARA
et al., 2013; DESNOS-OLLIVIER et al., 2010). Além disso, o esquema de identificacdo por
MLST tornou-se uma importante ferramenta para diferenciar os genétipos VNI, VNIl e VNB,
além de suas subpopulacbes (ANDRADE-SILVA et al.,, 2018; HAGEN et al., 2015).
Acrescenta-se ainda que a utilizagdo do MLST permite uma melhor integracdo dos resultados
em bancos de dados globais, bem como a compreenséo sobre a evolugéo e ecologia das espécies
de Cryptococcus (FERREIRA-PAIM et al., 2017).
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No geral, poucos estudos tém relacionado os dados clinicos dos pacientes aos dados
epidemioldgicos. Dessa forma, hd pouca informacdo disponivel acerca da epidemiologia
molecular das espécies de Cryptococcus (FERREIRA-PAIM et al., 2018; MEYER et al., 2003).
Alguns autores relataram que existe uma relacdo entre o tipo molecular e o perfil de
susceptibilidade antifingica, destacando que isolados identificados como C. gattii VGII seriam
menos susceptiveis (TRILLES et al., 2012). E notavel que diferencas na epidemiologia,
viruléncia e as diferencas regionais entre 0s genotipos criptococicos provavelmente refletem
diferencas fundamentais na biologia e fisiologia desses isolados, o que poderia afetar a resposta
antifungica (BEALE et al., 2012; CHONG et al., 2010).

Diante do apresentado acima, observamos em nossa pesquisa valores elevados de CIM
para os antifungicos da classe dos azdlicos, especialmente para o fluconazol (2.0 a 16 pg/ml) e
itraconazol (0.12 a 2.0 pug/ml). Salienta-se que apesar do nosso estudo ter encontrado apenas 4
amostras genotipo VGII, foi possivel notar que os valores de CIMso para o itraconazol e
voriconazol foram maiores nesses isolados se comparados aos gen6tipos VNI e VNII. Ainda
ndo estd completamente elucidado os mecanismos que sdo responsaveis pelas diferencas no
perfil de susceptibilidade entre isolados de diferentes tipos moleculares (TRILLES et al., 2012).
Alguns autores apontam que os elevados valores de CIM, bem como, a variabilidade nos valores
de CIM para fluconazol podem ser atribuidas ao fendbmeno da heterorresisténcia (SIONOV et
al., 2010; VARMA; KWON-CHUNG, 2010). De acordo com esses trabalhos, subpopulacdes
de células de um determinado isolado poderiam duplicar seus cromossomos contendo genes de
resisténcia ao fluconazol. Entretanto, Lockart e colaboradores (2012) sugerem que mesmo a
divisdo dos isolados em tipos moleculares poderia ser insuficiente para representar as diferencgas
na susceptibilidade, uma vez que altos valores de CIM poderiam ter sido fixados em uma
populacdo durante a expansao clonal.

Muitos estudos que avaliaram a correlacdo entre a susceptibilidade in vitro e a resposta
in vivo aos antifungicos determinam que os testes de susceptibilidade representam um preditor
confidvel de resposta clinica e indicam que o desfecho clinico pode ser pior quando sdo
necessarias altas concentrac@es de fluconazol (CIM > 8 pg/ml) (LEE et al., 2012; CHONG et
al., 2010). Uma possivel explicagdo levantada por alguns autores seria que linhagens que
apresentam altos valores de CIM seriam mais virulentas do que linhagens que apresentam
valores baixos de CIM para o fluconazol (LEE et al., 2012; SIONQV et al., 2009).

A maioria dos isolados do presente estudo foram obtidos de amostras provenientes do
liquor (88.3%) e estdo de acordo com os dados encontrados na literatura que reportam uma alta

prevaléncia de isolamento de Cryptococcus a partir do liquor. Acrescenta-se que o maior
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namero de isolamentos realizados a partir de amostras do liquor também poderia ser justificado
pelo fato desses pacientes com criptococose apresentarem meningite (FREIRE et al., 2012;
BOVERS et al.,, 2008). Além disso, em muitos individuos a criptococose representa 0s
primeiros indicios de que a infeccdo pelo HIV evoluiu para os sintomas da AIDS (FREIRE et
al., 2012).

Como demonstrado neste trabalho, comparando-se os genétipos encontrados e o perfil
de viruléncia in vitro dos isolados clinicos, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente
significantes entre as linhagens. Esse fato pode ter relacdo com o pequeno nimero amostral dos
isolados identificados como VNII (2 isolados) e VGII (4 isolados), uma vez que a menor
quantidade de isolados podem né&o ser representativos para esses grupos. Um estudo avaliando
a producdo de fatores de viruléncia pelos diferentes genotipos constatou gque ndo houve
diferenca na producéo de melanina entre os genotipos quando as linhagens eram cultivadas em
meio agar niger, contudo, variacGes foram observadas quando se utilizava 0 meio L-dopa
(WIESNER et al., 2012). Em nosso estudo, os ensaios de melanina foram realizados em meio
agar niger, podendo assim explicar o fato de ndo termos encontrado diferencas entre os variados
gendtipos.

Destaca-se que no presente estudo, a comparacdo da viruléncia entre os isolados de
Cryptococcus foi realizado no modelo de infeccdo de larva Tenebrio molitor. Souza e
colaboradores (2015) demonstraram que esse modelo de infeccdo é eficiente para se avaliar a
viruléncia de isolados de Cryptococcus spp e Candida spp. E sabido que os insetos tém sido
cada vez mais escolhidos como modelos alternativos para infecgdes microbianas devido a
presenca de um sistema imune inato similar ao dos vertebrados (TREVIJANO-CONTADOR
et al., 2014; BROWNE et al., 2013). Ressalta-se ainda que as larvas de T. molitor podem ser
mantidas em temperaturas entre 25 e 37°C, o que é uma vantagem comparado aos modelos
tradicionais de Drosophila melanogaster e Caenorhabditis elegans que nao toleram variagdes
de temperatura (DESALERMOS et al, 2012; LIONAKIS et al., 2011). Souza e colaboradores
(2018) também demonstraram uma correlacdo entre os resultados encontrados em Galleria
mellonella dagqueles observados em T. molitor, sugerindo que a viruléncia em ambos os insetos
é semelhante. E interessante salientar que 3 dos 4 isolados identificados como C. deuterogattii
apresentaram maior viruléncia no modelo de infecgdo com T. molitor em comparagdo com a
linhagem padrdo ATCC 24065. Diante do exposto, nosso trabalho também reafirma a utilizag&o
de T. molitor como uma importante alternativa para o estudo da viruléncia em isolados de

Cryptococcus.



64

A andlise do perfil epidemiolégico dos pacientes permitiu identificar que das 60
amostras obtidas, 54 eram provenientes de pacientes com algum tipo de imunossupresséo,
sendo que 6 (10%) pacientes apresentavam cancer, lipus, transplante ou diabetes e 47 (78.3%)
foram obtidas de pacientes HIV positivo. E sabido que a maior parte dos individuos infectados
pelo Cryptococcus sdo pessoas com alguma imunossupressao (SLOAN et al., 2014; BRATTON
et al. 2012). Ressalta-se que apesar da existéncia de testes diagnostico para o HIV disponiveis
gratuitamente em todo o Brasil, o diagndstico tardio ainda € muito comum e representa um
desafio para o sistema de saude (FERREIRA-PAIM et al., 2017; MORA et al., 2012;
PAPPALARDO et al., 2007).

A anédlise dos prontuarios clinicos mostrou que a maior parte dos pacientes com
criptococose eram individuos do sexo masculino (83.3%) com média de idade de 41.1 anos.
Esses dados estdo em acordo com a maioria das publicacdes mundiais que mostraram que 0S
homens com idade média de 36.5 anos sdo os mais afetados pela criptococose (ANDRADE-
SILVA et al., 2018; FERREIRA-PAIM et al., 2017; FREIRE et al., 2012). E sabido que a
criptococose apresenta uma elevada taxa de mortalidade em pacientes com AIDS, com uma
taxa de mortalidade de aproximadamente 35 a 40%. (VIDAL et al., 2013; MORA et al., 2012).
No presente estudo, foi observada uma taxa de mortalidade de 29.8% entre os pacientes
infectados pelo HIV, corroborando com os dados citados acima.

E importante destacar que a criptococose n&o é uma doenca de notificacdo compulsoria,
dessa forma, estimativas corretas sobre a epidemiologia dessa infec¢do permanecem escassas
(ROCHA et al., 2018; PARK et al., 2009). Em 2018 o Ministério da Saude iniciou a
estruturacdo de um sistema de vigilancia e controle das micoses sistémicas, incluindo a
criptococose (MINISTERIO DA SAUDE, 2018). Esses estudos de vigilancia epidemioldgica
se fazem necessarios para a compreensdo da distribuicdo das espécies de Cryptococcus na
populacdo, visando esclarecer fatores de risco e a associacdo com gendtipos especificos. Dessa
forma, o conhecimento acerca das espécies e gendtipos circulantes nas cidades de Minas Gerais
poderad possibilitar uma resposta adequada dos agentes de salde, contribuindo para uma
intervencdo répida e eficiente na prevencdo de novos casos, bem como, no tratamento dos
pacientes. Diante disso, torna-se indispensavel a continuidade do nosso estudo a fim de se
avaliar um maior numero de isolados, analisar outros fatores de viruléncia como cépsula e
atividade fagocitica em macrofagos, alem de uma analise mais completa em relacdo a

identificacdo molecular.
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7 CONCLUSAO

Com base nesse estudo foi possivel concluir que o gendtipo circulante em Belo
Horizonte, regido metropolitana e algumas cidades do interior de Minas Gerais é 0 gendtipo
VNI, correspondente ao tipo responsavel pela maioria das infec¢des criptocdcicas em humanos.
Em nosso estudo também foram encontrados os gendtipos VNIl e VGII em menor frequéncia.

O ensaio de susceptibilidade antifingica mostrou que a maioria dos isolados clinicos
analisados foram sensiveis a anfotericina B, fluconazol e voriconazol, entretanto, houve
resisténcia para o itraconazol por dois isolados de C. deuterogattii. Observou-se ainda que a
maior parte dos isolados pertencentes ao genotipo VGII apresentaram maior viruléncia em
modelo de infeccdo em Tenebrio molitor quando comparados as linhagens controle. Dessa
forma, esses dados destacam a importancia da identificagdo molecular das espécies de
Cryptococcus, especialmente o genétipo VGII que é considerado altamente virulento.

Por fim, a analise dos prontuarios médicos mostrou que ainda ha uma elevada taxa de
mortalidade ocasionado por isolados de Cryptococcus entre os pacientes com AIDS. Diante do
exposto, conclui-se que o principal grupo de risco séo individuos do sexo masculino com média
de idade entre 20 a 50 anos e portadores de HIV. Assim, o presente estudo reforga a importancia
da caracterizacdo e avaliacdo do perfil de susceptibilidade das espécies de Cryptococcus, uma
vez gue, conhecendo-se as espécies causadoras de infeccdo, bem como a dosagem antifungica
ideal, poderia contribuir para estratégias de prevencdo e um melhor direcionamento clinico para

o0 tratamento da criptococose.
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP
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Interessado(a): Profa. Susana Johann
Depto. Microbiologia
Instituto de Ciéncias Biologicas- UFMG

DECISAD

O Comité de Efica em Pesquisa da UFMG — COEP aproviou, no
dia 14 de margo de 2018, o projeto de pesquisa inftulado “ Leveduras
causadoras de micoses sistémicas oportunistas em Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brasil: identificacao em nivel de especie
e perfil de susceptibilidade a antifingicos comerciais™ bem comao:

= Temo de Consentimento Livre e Esclarecido.
- Temo de Assentimento Livre e Esclarecido.
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ANEXO 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

O Sr. (a) estd sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa “Leveduras
causadoras de micoses sistémicas oportunistas em Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil:
identificagdo em nivel de espécie e perfil de susceptibilidade a antifiingicos comerciais” de
responsabilidade da pesquisadora Susana Johann. Esta pesquisa tem como objetivo saber quais
sdo as leveduras que estdo causando doencas e verificar quais sdo os melhores medicamentos
para o tratamento destas doencas por leveduras. Para esta pesquisa vOCé ndo passard por
nenhum procedimento e sua contribuigdo seré na autorizacao de que a levedura isolada, do seu
material biolégico que foi coletado no procedimento de diagndstico solicitado pelos médicos
gue atendem vocé, seja estudada na presente pesquisa. Além disto, nesta pesquisa usaremos 0s
dados contidos no prontudrio médico. Pedimos, desta forma, a sua autorizacdo para o
armazenamento (pelo periodo de 4 anos) (Alternativamente: pelo periodo maximo de 10 (dez)
anos) e a utilizacdo para a pesquisa da levedura isolada do seu material bioldgico. Apds o fim
desta pesquisa a levedura sera destruida (Alternativamente: Depois de transcorrido o periodo

de 10 (dez) anos, a levedura sera destruida).

O cadastro da (s) levedura (s) isolada (s) de seu material bioldgico sera realizado por meio de
um banco de dados, onde apenas a equipe de pesquisadores, envolvida no projeto, tem acesso.
As leveduras isoladas serdo mantidas em cultivo e/ou armazenadas em freezer -80 graus (por
um periodo maximo de 10 (dez) anos) e analisadas no (Laboratério Taxonomia, biodiversidade
e biotecnologia de Fungo, Departamento de Microbiologia, ICB-UFMG) devidamente
identificadas com os respectivos cédigos. Caso algum pesquisador queira utiliza-la
futuramente, o0 mesmo devera submeter um novo projeto e, somente depois da aprovacao do
mesmo no Comité de Etica, tera acesso ao banco de dados. Reforcamos que todos os dados
gerados nessa pesquisa serdo mantidos em sigilo. Além disso, sempre que solicitado, as
informacdes (resultados) serdo fornecidos ao Sr. (a).

Este estudo apresenta riscos minimos de identificagdo sonora do participante, o que poderia
gerar constrangimento. Para minimizar este risco a pesquisadora, bem como toda a equipe, ira
tratar a sua identidade com padr@es profissionais de sigilo, privacidade e protecdo de imagem.
Vocé ndo serd identificado em nenhuma publicacdo que possa resultar deste estudo. Todo o
projeto sera desenvolvido segundo as normas e leis que regem o uso de material humano em

pesquisa. Assim, ao fazermos a identificacdo de quais sdo as leveduras que estdo causando
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doengas poderemos verificar quais sdo os medicamentos mais eficazes para cada tipo de
levedura encontrada e assim esta pesquisa poderd servir para a busca do tratamento mais

especifico para as doencas causadas por leveduras.

Para participar deste estudo o Sr. (a) ndo terd nenhum custo, nem receberd qualquer vantagem
financeira. Apesar disso, caso sejam identificados e comprovados danos provenientes desta
pesquisa, o Sr.(a) tem assegurado o direito a indenizacdo. O Sr. (a) tera o esclarecimento sobre
0 estudo em qualquer aspecto que desejar e estara livre para participar ou recusar-se a participar
e a qualquer tempo e sem quaisquer prejuizos, poderd retirar o consentimento de guarda e
utilizacdo do material bioldgico armazenado no Biorrepositorio, valendo a desisténcia a partir
da data de formalizacdo desta. A sua participacdo é voluntaria, e a recusa em participar nao
acarretard qualquer penalidade ou modificacdo na forma em que o Sr. (a) é atendido (a) pelo
pesquisador, que tratard a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo. Os resultados
obtidos pela pesquisa, a partir de seu material bioldgico, estardo a sua disposicdo quando
finalizada. Seu nome ou o material que indique sua participacdo nao sera liberado sem a sua

permissdo. O (A) Sr. (a) ndo sera identificado (a) em nenhuma publicacdo que possa resultar.

Rubrica do pesquisador: Rubrica do participante:

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma sera
arquivada pelo pesquisador responsavel, no ‘“Laboratorio Taxonomia, biodiversidade e
biotecnologia de Fungos -ICB-UFMG,", e a outra sera fornecida ao Sr. (a). Os dados, materiais
e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador responsavel por
um periodo de 4 (quatro) anos na sala Laboratorio Taxonomia, biodiversidade e biotecnologia
de Fungos -ICB-UFMG e apds esse tempo serdo destruidos. Os pesquisadores tratardo a sua
identidade com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a legislacéo brasileira (Resolugdes
N° 466/12; 441/11 e a Portaria 2.201 do Conselho Nacional de Salde e suas complementares),

utilizando as informagGes somente para fins académicos e cientificos.

Eu, , portador do documento de
Identidade fui informado (a) dos objetivos, métodos, riscos e
beneficios da pesquisa “Leveduras causadoras de micoses sistémicas oportunistas em Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brasil: identificacdo em nivel de espécie e perfil de suceptibilidade a
antifingicos comerciais”, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que a
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qualquer momento poderei solicitar novas informagdes e modificar minha decisao de participar
se assim o desejar.

() Concordo que o meu material biologico seja utilizado somente para esta pesquisa.

Rubrica do pesquisador:

Rubrica do participante:
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ANEXO 3 - TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TALE)

O menor, sob sua responsabilidade, esta sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar da
pesquisa “Leveduras causadoras de micoses sistémicas oportunistas em Belo Horizonte, Minas
Gerais, Brasil: identificacdo em nivel de espécie e perfil de susceptibilidade a antifingicos
comerciais” de responsabilidade da pesquisadora Susana Johann. Esta pesquisa tem como
objetivo saber quais sdo as leveduras que estdo causando doencas e verificar quais sao 0s
melhores medicamentos para o tratamento destas doencas por leveduras. Para esta pesquisa 0
menor ndo passara por nenhum procedimento e sua contribuicdo sera na autorizacao de que a
levedura isolada, do seu material biolégico que foi coletado no procedimento de diagndstico
solicitado pelos médicos que atendem o menor, seja estudada na presente pesquisa. Além disto,
nesta pesquisa usaremos os dados contidos no prontuario médico. Pedimos, desta forma, a sua
autorizacdo para o armazenamento (pelo periodo de 4 anos) e a utilizacdo para a pesquisa da
levedura isolada do material biolégico do menor sob sua responsabilidade. Apos o fim desta
pesquisa a levedura sera destruida. Este estudo apresenta riscos minimos de identificacéo
sonora do participante, o que poderia gerar constrangimento, para minimizar este risco a
pesquisadora, bem como toda a equipe, ira tratar a sua identidade e a do menor com padrdes
profissionais de sigilo, privacidade e prote¢éo de imagem. VVocé e menor n&o serdo identificados
em nenhuma publicacdo que possa resultar deste estudo. Todo o projeto sera desenvolvido
segundo as normas e leis que regem o uso de material humano em pesquisa. Assim, ao fazermos
a identificacdo de quais sdo as leveduras gque estdo causando doencas poderemos verificar quais
sdo os medicamentos mais eficazes para cada tipo de levedura encontrada e assim esta pesquisa
poderad servir para a busca do tratamento mais especifico para as doengas causadas por

leveduras.

Para participar deste estudo o Sr. (&) ou 0 menor ndo terdo nenhum custo, nem receberdo
qualquer vantagem financeira. Apesar disso, caso sejam identificados e comprovados danos
provenientes desta pesquisa, 0 Sr.(a) e 0 menor tem assegurado o direito & indenizacéo. O Sr.
(@) e o menor terdo o esclarecimento sobre o estudo em qualquer aspecto que desejarem e
estardo livres para participar ou recusar-se a participar e a qualquer tempo e sem quaisquer
prejuizos, pode retirar o consentimento de guarda e utilizagdo do material biol6gico armazenado
no Biorrepositorio, valendo a desisténcia a partir da data de formalizagdo desta. A sua
participacdo € voluntaria, e a recusa em participar ndo acarretard qualquer penalidade ou

modificacdo na forma em que o Sr. (a) e 0 menor séo atendido (a) pelo pesquisador, que tratard



87

a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo. Os resultados obtidos pela pesquisa, a
partir de seu material bioldgico, estardo a sua disposi¢do quando finalizada. Seu nome e do

menor ou 0 material que indique a participacdo ndo sera liberado sem a sua permisséo.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma sera
arquivada pelo pesquisador responsavel, no ‘“Laboratorio Taxonomia, biodiversidade e
biotecnologia de Fungos -ICB-UFMG,", e a outra sera fornecida ao Sr. (a). Os dados, materiais
e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador responsavel por
um periodo de 4 (quatro) anos na sala Laboratério Taxonomia, biodiversidade e biotecnologia
de Fungos -ICB-UFMG e ap0s esse tempo serdo destruidos. Os pesquisadores tratardo a sua
identidade e a do menor com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a legislacao brasileira
(Resolugcbes N° 466/12; 441/11 e a Portaria 2.201 do Conselho Nacional de Saude e suas

complementares), utilizando as informacdes somente para fins académicos e cientificos.

Eu, , portador do documento de

Identidade e responsavel pelo @) menor

fui informado (a) dos objetivos, métodos,

riscos ¢ beneficios da pesquisa “Leveduras causadoras de micoses sistémicas oportunistas em
Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil: identificagdo em nivel de espécie e perfil de
susceptibilidade a antifingicos comerciais”, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas
duvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informacgdes e modificar minha
deciséo de participar se assim o desejar.

( ) Concordo que o meu material biolégico do menor sob minha responsabilidade seja

utilizado somente para esta pesquisa.

Rubrica do pesquisador:

Rubrica do participante:







