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RESUMO

Os objetivos deste trabalho foram determinar frequéncia e caracteristicas de
polimorfismo celular em isolados clinicos de Cryptococcus spp. e utilizar novo
meétodo de inoculo individualizado para teste de suscetibilidade a antifingicos
(TSA) utilizando isolados de pacientes hospitalizados. O estudo de polimorfismo
analisou 112 isolados de C. neoformans (Cn) e 65 de C. gattii (Cg), empregando
microscopia oOtica e microscopia eletronica de transmissdo (MET), anélise de
melanizacéo, TSA a fluconazol (FCZ) e anfotericina B (AmB) por E-test® e curvas
de morte (Time Kill Curves, TK) para AmB, tipagem molecular e mating-type
(MAT). O estudo do novo método empregou a carga fungica de 6 pacientes em
suas amostras de liquido cefalorraquidiano (LCR) no momento do diagnostico,
7°dia e 14°dia de terapia antifingica para CSNC. As cepas foram classificadas
segundo tipo molecular e MAT, TSA com FCZ e AMB e teste de combinacao por
tabuleiro do xadrez. A frequéncia de polimorfismo celular foi baixa (4%;7/177),
mas nunca antes relatada em isolados de micoteca. Foi inédito o encontro de
polimorfismo em isolados de sangue, indicando a facilidade de disseminacédo de
células atipicas pela corrente sanguinea, assim como em isolado de LCR. Todos
os fenotipos polimérficos apresentavam células titds (100%; 7/7) e, em menor
porcentagem, pseudohifas (43%; 3/7). O fenbmeno de polimorfismo parece ser
exclusivo de Cn, desde que nao foi observado em Cg. A espessura da parede das
células titds apresentou a mesma variagdo (350 nm a 900 nm) em relagdo as
células regulares. Foi observada baixa melanizacdo em 71,4% (5/7) dos isolados
polimorficos, dois isolados apresentaram padrdo misto de melanizacdo. Todos o0s
isolados com células regulares apresentaram alta melanizacdo. Baixa
suscetibilidade (MIC > 8 mg/L) foi observada em quase metade dos isolados com
células titas, indicando que polimorfismo possa ter relagcdo com resisténcia a FCZ.
O novo método de TSA com indculo individualizado néo pode discriminar melhor a
suscetibilidade a FCZ e AmB, em relacdo ao método tradicional de referéncia.
Mesmo com o novo método, ndo foi observada relacdo entre valor de MIC e
evolucéo clinica; foi possivel determinar a dose in vitro, clinicamente, relevante de
AmB. AmB foi totalmente eficaz para inibir, mas ndo para matar isolados clinicos
polimorficos de Cn; TK oferece informacdo da dinAmica da acdo da AmB sobre
Cn e, por isso, essa técnica foi relevante, em relagdo a TSA por MIC. A interacéo
in vitro entre 5-fluorcitosina e AmB resultou em indiferengca ou antagonismo, na
maioria dos isolados aumentando a controvérsia ja existente sobre a correlacdo
clinico-laboratorial do método do tabuleiro do xadrez com in6culo individualizado.
O tipo molecular e MAT da maioria dos fenotipos, polimérficos e regulares, foi Cn
VNI MATalfa, com baixa frequencia de VNIl MATalfa, seguindo a tendéncia global
citada na literatura da América Latina.



ABSTRACT

Our objectives were to describe the frequency and characteristics of polymorphism
among clinical isolates of Cryptococcus spp. and use new method of individualized
inoculum for the test of susceptibility to antifungal agents (TSA) against the
etiological agent of cryptococcosis of the central nervous system (CSNC) in
hospitalized patients. The study of polymorphism analyzed 112 isolates of C.
neoformans (Cn) and 65 of C. gattii (Cg) using optical microscopy and
transmission electron microscopy (TEM), analysis of melanization, TSA for
fluconazole (FCZ) by E-Test® and time kill curves method (TK) for amphotericin B
(AmB), molecular typing and mating-type (MAT). The study of new method
employed the fungal load of 6 patients in their cerebrospinal fluid (CSF) samples at
diagnosis, 7th and 14th day of therapy for CSNC. The strains were classified
according to molecular type and MAT, TSA using FCZ or AmB and drug
combination using AMB and 5-flucytosine (5FC) by chequerboard, and TK. The
frequency of cell polymorphism was low (4%; 7/177), but never before reported in
isolates of collection. The occurrence of polymorphism in blood isolates was
unprecedented, indicating the ease of dissemination of atypical cells into the
bloodstream, as well as in CSF. All polymorphic phenotypes showed titan cells
(100%; 7/7), and, at a lower percentage, formed pseudohyphae (43%; 3/7). The
phenomenon of polymorphism seems to be unique in Cn, since it was not
observed in Cg. The wall thickness of the titans cells presented the same variation
(350 nm to 900 nm) compared to regular cells. Low melanization was observed in
71.4% (5/7) of polymorphic isolates, two isolates showed both patterns of
melanization. All isolates with regular cells showed high level of melanization. Low
susceptibility (MIC, >8 mg/L) was observed in almost half of the isolates with titan
cells, indicating that polymorphism may be related to resistance to FCZ. The new
method of TSA with individualized inoculum is not better discriminatory for
susceptibility to FCZ and AmB, compared to Etestl]. Even with the new method, no
relation between the amount of MIC and clinical outcome was observed; it was
possible to determine the relevant individual in vitro dose concentration of AmB.
AmB was totally effective at inhibiting, but not killing polymorphic and regular
clinical Cn isolates. TK offers information on the dynamic action of AmB on Cn and,
therefore, this technique is relevant in relation to TSA by MIC. The in vitro
interaction between AmB and 5FC resulted in indifferent or antagonistic interaction
in the majority of strains, increasing the existing controversy about the clinical-
laboratory correlation of the chequerboard method using individual inoculum. The
molecular type and MAT of most phenotypes, polymorphic and regular, was Cn
VNI MATalpha, with low frequency of VNIl MATalpha, following the trend of non-
polymorphic isolates reported in the literature.
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1. Introducao

1.1. A doenca criptococose

A criptococose, micose sistémica causada por leveduras do género
Cryptococcus, € uma das principais doencas invasivas em humanos. Grande
preocupacado surgiu na década de 80, devido ao inicio de casos de sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS) e consequente ocorréncia de infeccdes
oportunistas associadas a sindrome. No fim da década de 90, com a introducéo
da terapia antirretroviral de alta poténcia -HAART- para os pacientes com AIDS,
a criptococose, assim como as demais infeccbes oportunistas, tendeu a
decrescer; porém, essa micose manteve-se como uma complicagdo neurolégica
frequente e uma das mais importantes causas de mortalidade nestes pacientes
(Del Valle e Pifia-Oviedo, 2005). Em paises desenvolvidos, o ébito de pacientes
com AIDS por criptococose apresenta taxas em torno de 9% a 20% (Park et al.,
2009; WHO, 2011). Em paises em desenvolvimento, no entanto, a criptococose
pode apresentar altas taxas de mortalidade, em torno de 40% (Jarvis et al.,
2013; WHO, 2011).

Duas espécies, C. neoformans e C. gattii, sdo atualmente reconhecidas
como 0s agentes mais comuns da infeccdo e sdo caracterizadas por células
arredondadas a ovais que se reproduzem por gemulacdo. As células sao
envolvidas por cépsula de origem mucopolissacaridica, que é a principal
caracteristica utilizada para o diagnostico presuntivo desses agentes. Os
polissacéarides constituintes da capsula sdo usados também para diagnostico
imunolégico. As poucas variagdes morfologicas, como cor e textura das
colonias, ndo ajudam na diferenciacdo das espécies, sendo necessdaria a
analise bioguimica para identificacdo preliminar, seguida de analise molecular
para a identificagdo definitiva (Kwon-Chung e Varma, 2006; Meyer et al., 2003).
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A criptococose € adquirida pela inalagdo de células fungicas de origem
assexuada (blastoconidios) ou esporos sexuados. A infec¢do pulmonar primaria
é frequentemente assintomatica e pode ser erradicada pela defesa celular, ou
contida em granulomas. Os agentes da criptococose apresentam tropismo pelo
sistema nervoso central e a forma de meningoencefalite € a mais letal da
doenca. No entanto, dependendo de fatores do hospedeiro, ou do patégeno,
como: volume de indculo infectante e viruléncia, 0 micro-organismo pode se
disseminar, imediatamente, ou apOs periodo de laténcia para sitios
extrapulmonares (Mitchell e Perfect, 1995; Bicanic e Harrison, 2005; Lin e
Heitman, 2006). A Figura 1 ilustra uma proposta da via de infeccdo por agentes
da criptococose.

A criptococose associada a AIDS e outras doengas imunossupresssoras,
assim como ao uso extensivo de corticoides e transplantes de ¢rgdos é
causada, em regra, por C. neoformans, que possui carater oportunista e
necessita de condi¢des predisponentes (Mitchell e Perfect, 1995; Perfect et al.,
2010).

De outra forma, os casos de infec¢cdo por C. gattii ocorrem geralmente
em individuos sem imunodepressao aparente (Jenney et al., 2004; Jain et al.,
2005; Lambertucci et al., 2005; Lui et al., 2006; Barbosa et al., 2006; Oliveira et
al., 2007; Chen et al., 2008; Mitha et al., 2010; Junior et al., 2010, Debourgogne
et al., 2012; llinait-Zaragozi et al., 2013; Patil et al., 2013). Todos esses casos,
até uma década atras, ocorriam apenas em regides de clima tropical e
subtropical como Africa, Australia, Brasil e Tailandia (Kwon-Chung e Bennett,
1984). Entretanto, a partir de 2002 foram relatados casos por C. gattii, na ilha
de Vancouver no Canad4, cujo clima €& predominantemente temperado,
seguidos de casos no noroeste dos Estados Unidos (Hoang et al., 2004;
Lockhart et al., 2013). Muito se especula sobre a origem e os fatores
contribuintes para essa nova ocorréncia geografica, que reforcam a
necessidade de maiores estudos sobre a patogénese da infeccédo por C. gattii
(Park et al., 2009).
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Figura 1. Ciclo da infeccéo por Cryptococcus spp. Adaptado de Lin e Heitman
(2006)

1.2. Tratamento e fatores de influencia na evolucgéao clinica

A terapia antifingica para a criptococose deve ser iniciada o quanto
antes para aumentar a chance de sobrevida do paciente e tem como base a
localizacdo anatdomica da doenca, assim como o0 estado imunolégico do
paciente. A meningite criptococica € geralmente tratada com a terapia de
inducdo de anfotericina B, com ou sem 5-fluorcitosina, seguida por fase de
consolidacdo e fase de manutencdo, ambas com fluconazol. Para a doenca
apenas na forma pulmonar, o fluconazol é terapia eficaz na maioria dos
pacientes. Pode ser necesséria a manutencdo do tratamento com fluconazol

por longos periodos nos casos de pacientes infectados pelo HIV e/ou aqueles
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com outros quadros de imunossupressao (Dismukes et al., 2003; Perfect et al.,
2010; WHO, 2011).

Um dos fatores relacionados a evolucdo clinica da doenca é a carga
fungica no inicio da doenca, determinada pela contagem de unidades
formadoras de colonias presente no liquido cefalorraquidiano (LCR). Este é um
dos parametros valorizados para predicdo do sucesso do tratamento da forma
meningeal da criptococose (Robinson et al.,1999; Brouwer et al., 2004; Larsen
et al., 2007; Bicanic et al., 2009; Falci et al., 2010; Bauer et al., 2012; Loyse et
al., 2012). Outro fator indicado como parametro positivo no prognéstico é a
observacéo da atividade fungicida da anfotericina B, durante as duas primeiras
semanas de tratamento (Robinson et al.,1999). Pacientes cuja cultura de LCR
foi negativa no 14° dia de tratamento com esse farmaco, apresentaram cinco
vezes mais chances de sucesso na terapia do que aqueles que apresentavam

cultura positiva (Robinson et al., 1999).

1.3. Caracteristicas de Cryptococcus neoformans e C. gattii

1.3.1. Tipos moleculares

Até o inicio deste milénio apenas a espécie -C. neoformans- era
considerada patogénica ao homem, sendo dividida em duas variedades e cinco
sorotipos, denominados: A, B, C, D e AD. A classificagcdo em sorotipos tem
como base, até hoje, as diferencas antigénicas dos polissacarideos que
compde a capsula. Os sorotipos A, D e AD referiam-se a C. neoformans
variedade neoformans e os sorotipos B e C a C. neoformans variedade gattii. A
diversidade do DNA levou a criagdo de uma terceira variedade - C. neoformans
variedade grubii-, proposta para acomodar os isolados do sorotipo A (Franzot et
al., 1999; Kwon-Chung e Varma, 2006). Devido a diferencas epidemioldgicas,

ecoldgicas e bioguimicas, Kwon-Chung e Varma (2006) propuseram uma nova
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classificacdo desses dois agentes em duas espécies. Assim, Filobasidiella
neoformans e F. bacillispora sdo atualmente reconhecidas como fases
teleomorfas que apresentam caracteristicas distintas para as respectivas
espécies: C. neoformans e C. gattii. Apenas em condi¢cdes especiais, como no
cultivo em meios de cultura especificos, ocorre a fase sexuada em que ha
filamentacéo, producédo de basidios e basididsporos (Lin et al., 2006). Descrito
por Kwon-Chung em 1975, Filobasidiella spp. € observada por meio do cultivo
de isolados contendo tipos sexuais distintos, denominados mating a (MAT-a) e
MAT-alfa, em condi¢des de baixa quantidade de nutrientes.

Dentro de cada espécie de Cryptococcus spp. observam-se diferencas
genéticas que sdo utilizadas para agrupar os diversos tipos moleculares. Estes
tipos recebem uma denominacao, de acordo com a técnica molecular realizada.
Os métodos comumente realizados para determinagdo dos tipos moleculares
sdo: DNA fingerprinting, Polymerase chain reaction—restriction fragment length
polymorphism (PCR-RFLP), Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD),
Amplified Fragment Lenght Polymorphism (AFLP), Multilocus sequence
typing (MLST) e Multilocus microsatellite typing (MLMT) (Ruma et al, 1996;
Boekhout et al., 1997; Meyer et al.,, 1999; Meyer et al., 2009). De modo
consensual, sdo aceitos até o momento oito tipos moleculares, determinados
pela técnica de PCR-RFLP, para as duas espécies, sendo: VNI, VNII, VNB,
VNIl e VNIV em C. neoformans e VGI, VGII, VGIIl e VGIV em C. gattii,
conforme Figura 2 (Lin e Heitman, 2006, Meyer et al., 1999; Meyer et al., 2003).
Um novo tipo foi descrito em Botswana, recebendo por este motivo
denominacdo VNB, mas posteriormente foi descrita sua ocorréncia em outras
cidades da Africa (Litvintseva et al., 2011).
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Figura 2. Tipos moleculares e sorotipos das espécies C. neoformans e C. gattii.
Adaptado de Lin e Heitman (2006)

1.3.2. Polimorfismo

Membros do género Cryptococcus spp. podem apresentar alteracfes em
seu aspecto morfolégico como um mecanismo que o torna capaz de resistir as
pressbes do ambiente (Neilson et al., 1978; Wickes et al., 1996; Fries et al.,
2001; Feldmesser et al.,, 2001; Zaragoza et al., 2010). Uma alteracéo
morfologica que pode ocorrer durante a infeccdo, € a formagcdo de células
gigantes, ou ‘“titan cells” (titds) e micro formas, ou “anas”. Células de C.
neoformans apresentam, in vitro, didmetros regulares entre 5 e 10 pm.
Enquanto as células titds podem apresentar até 100um de didametro, as
microformas possuem diametro <1 pum (Feldmesser et al., 2001, Zaragoza et
al., 2010). Ainda que, h4 muito seja reconhecido que a infec¢do induz a
alteracbes morfoldgicas, como aumento celular, capsular e da espessura da

parede, a ocorréncia de células ands e titds, ndo havia sido estudada em
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profundidade até a publicacdo de Feldmesser et al. em 2001. Os autores
analisaram o fendbmeno em modelo murino e mostraram que tais alteracdes
morfologicas estéo relacionadas com o estagio da infeccdo (Feldmesser et al.,
2001). Durante a infeccdo experimental os autores verificaram que uma
proporcédo significativa de células fungicas no pulméo aumentou de volume, em
até 900 vezes em relacdo ao seu cultivo in vitro (Feldmesser et al., 2001).

Atipia como formagdo de pseudohifas, ainda que mais raramente,
também pode ocorrer em amostras biolégicas, como LCR, tecidos, urina,
liquidos e secrec¢fes corporais (Paschoal et al., 1997; Kimura et al., 1998; Bava
et al.,, 1998; Gazzoni et al., 2010) e em meio de cultura (Neilson et al., 1978;
Fries et al.,1999).

1.4.Melanizagao e parede celular

A melanina € componente da parede celular de Cryptococcus spp. que
h& muito vem sendo estudado, desde que representa um dos mais importantes
componentes do arsenal de viruléncia e integridade celular (Wang at al., 1995;
Casadevall e Perfect, 1998; Kwon- Chung e Rodes, 1986; Gilbert et al., 2010).

Em Cryptococcus spp., a parede também é composta de glucanas,
quitina, quitosana e manoproteinas (Gilbert et al., 2010). Diferente de outros
géneros, como Candida spp., que contem maior propor¢do de (-1,3-glucana,
em Cryptococcus spp. a B-1,6-glucana prevalece (James et al., 1990). No
entanto, assim como em outros fungos, a parede celular de Cryptococcus spp.
€ complexa e de natureza dinamica. Por exemplo, mutantes de Cryptococcus
spp., com auséncia de B-1,6-glucana, apresentam menor retencao de proteinas
da parede e tém alteracdo da localizagc&o da quitosana (Gilbert et al., 2010). Da
mesma forma, o blogueio da producdo de quitosana resulta em diminuicdo dos

niveis de quitina, afetando a melanizacdo e a conjugacdo sexual. Interessante
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notar que, em ambos 0s casos, as células continuam viaveis (Gilbert et al.,
2010).

A producao de melanina é interpretada como um mecanismo de protecao
celular de Cryptococcus spp. contra predadores ambientais, como amebas e
contra a fagocitose por macréfagos, durante a invasdo e colonizagéo do tecido
do hospedeiro. A melanizacdo confere também protecdo contra radiacdo
ultravioleta, agentes antifingicos e temperaturas elevadas (Wang et al., 1995;
Steenbergen e Casadevall, 2001; Casadevall e Perfect, 1998; Nosanchuk e
Casadevall, 2003 ).

1.5. Resisténcia a antifungicos

A anfotericina B é o farmaco preconizado para o tratamento de infec¢des
fungicas sistémicas, devido a sua acado fungicida. Como integrante do grupo
dos polienos, liga-se diretamente ao ergosterol gerando poros na membrana
celular. Estes poros aumentam a permeabilidade da membrana levando a perda
de importantes componentes intracelulares, como agua e ions (Odds et al.,
2003a). O medicamento pode ser encontrado nas formas de deoxicolato ou
forma lipossomal, o que diminui os efeitos colaterais de hepatotoxicidade e
nefrotoxicidade. Raros séo os casos de isolados tolerantes a anfotericina B e
sua associagdo com outros farmacos, como fluconazol, constitui importante
fator para o tratamento da criptococose (Odds et al., 2003a).

Em locais onde a disponibilidade de anfotericina B é baixa, como no
continente africano, sdo administradas altas doses de fluconazol, com ou sem
5-fluorcitosina (Longley et al., 2008; Nussbaum et al., 2010; Sudan et al., 2013;
Rajasingham et al.,, 2012). Na fase de inducdo da doenca, recomenda-se a

administracdo de fluconazol de 800 a 1200 mg por dia por pelo menos 10
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semanas, resultando em uma acao fungicida, seguido da fase de manutencéo
com fluconazol (Perfect et al., 2010).

O fluconazol pertence a classe dos compostos azoélicos, que séao
substancias quimicas usadas tanto na medicina (fluconazol, itraconazol,
voriconazol), quanto na agricultura (difenoconazol, propiconazol, ciproconzol).
Atuam inibindo a enzima lanosterol-14a-demetilase, interrompendo a
biossintese do ergosterol, componente essencial a formacdo da membrana
plasmatica da célula fungica (Trosken et al., 2006). Até os anos 90, a
resisténcia adquirida aos antifingicos azodlicos era incomum, porém,
recentemente emergiram distintos padrbes da mesma, provavelmente devido
ao uso clinico frequente do fluconazol (Maertens, 2004).

A 5- fluorcitosina age por meio da ligacdo ao RNA do fungo, inibindo
assim a sintese de DNA. Para que este mecanismo ocorra deve ser utilizado
em associacao, geralmente com a anfotericina B, que ira facilitar a entrada do
farmaco por meio da formacdo dos poros. Entretanto, sua utilizacdo € restrita
devido a efeitos colaterais causados pelo medicamento como supressao da
medula 0ssea, hepatotoxicidade e distirbios gastrointestinais, além de
apresentar custo elevado (Odds et al., 2013a, Loyse et al., 2013).

A concentracdo inibitéria minima (MIC) de drogas antifingicas contra
isolados de C. neoformans tem sido estudada em maior frequéncia, em relacéo
a C. gattii, para o qual h&a poucos dados (Aller et al., 2000; Pfaller et al., 2004).
A resisténcia ao fluconazol e a outros compostos azdlicos ndo é um motivo de
preocupacdo no continente americano, onde apenas 3% a 10% dos isolados
apresentam valores altos de MIC (Brandt et al., 2001, Pfaller et al., 2013).
Entretanto, dados da Africa, Camboja e Espanha mostraram taxas em torno de
15% a 53% de isolados de C. neoformans pouco sensiveis ao fluconazol
(Bicanic et al., 2006; Perkins et al., 2005; Pfaller et al., 2004; Sar et al., 2004).

Estudos demonstram que isolados C. gattii, tanto ambientais quanto
clinicos, sdo menos sensiveis in vitro aos antifUngicos em comparacdo a

isolados de C. neoformans (Gomez-Lopez et al., 2008; Rodero et al., 2000a,
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Calvo et al., 2001, Pffaller et al., 2005; Silva et al., 2008; Gomez-Lopez et al.,
2008; Arechavala et al. 2009). A importancia clinica dessa ocorréncia, assim
como a interpretacdo dos achados in vitro obtidos por distintos métodos

laboratoriais, merecem estudos mais detalhados.

1.6. Testes de suscetibilidade a antifingicos

Os testes de suscetibilidade a antifingicos para isolados de
Cryptococcus spp. tém como objetivo monitorar a resisténcia desses agentes.
No entanto, a determinacdo da resisténcia obtida pelos métodos considerados
de referéncia para Candida spp., apresentam ainda alguns problemas técnicos.
Os métodos-padrao desenvolvidos para isolados de Candida spp. ndo sao
sempre adequadas para avaliar isolados de Cryptococcus spp. e esforcos tém
sido feitos visando a sua padronizacdo, para este e outros géneros de
leveduras nado fermentadoras da glicose (Zaragoza et al., 2011). O mais
relevante € o baixo crescimento de isolados de Cryptococcus spp., devido a
fatores ainda n&o completamente definidos como baixo teor de oxigénio e
temperatura (Zaragoza et al., 2011).

Os dois métodos de referéncia para determinacdo de MIC, M27A-3
(2008) e E.Def.7.2 (2012), foram publicados pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) e sub-comite Antifungal Susceptibility Testing do
European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing (AFST-EUCAST).
Ambos tém atualiza¢des de periddicas, com a finalidade de melhorar a acuréacia
da identificacdo de isolados resistentes aos antifungicos. Os meétodos de
referéncia, norte-americano e europeu, empregam diluicdo em caldo que tém
acuracia para determinar fendtipos de resisténcia ao fluconazol e outros

farmacos fungistaticos, mas para farmacos de acao fungicida, como anfotericina
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B, outras técnicas devem ser empregadas para melhorar a acuracia do
resultado (CLSI, 2008).

O método denominado de curvas de morte foi indicado como uma
ferramenta que oferece dados mais fidedignos para demonstrar fenétipos de
resisténcia a anfotericina B. Esta metodologia j& foi empregada para isolados de
Candida spp., Cryptococcus spp. e Trichosporon spp. (Klepser et al., 1998;
Rodero et al., 2000b; Pappalardo et al., 2009; Ernst e Rogers, 2005; Cérdoba
et al., 2011; Silva et al., 2012; Hazirolan et al., 2013). Esta metodologia estima o
namero de microrganismos sobreviventes em funcdo do tempo de contato entre
o fungo e um antifingico. Desta forma, o teste fornece a informacéo da acéo
fungicida de forma dindmica e ndo de forma estéatica, como nos testes classicos
para determinagdo da concentragdo minima fungicida (MFC) na microdiluicdo
(Klepser et al., 1997, Pappalardo et al., 2009; Silva et al., 2012. A analise, no
teste de curvas de morte, é baseada na contagem de células viaveis em
intervalos periodicos de incubacgéo e sdo feitos gréaficos tipo dose-resposta, na
base logio, para ilustrar a contagem decrescente de colonias viaveis. O ponto
final da reacéo ou endpoint, é definido quando a taxa de morte € maior ou igual
a 99,9%, em relacdo a contagem inicial de colonias, ou seja, tempo zero de
incubacao como antifungico (Klepser et al., 1997-b, Klepser et al., 1998-a).

Testes comerciais, desenvolvidos com base nos métodos de referéncia,
séo préticos e rapidos. Dentre os testes mais utilizados estdos os de difusdo em
agar e aqueles com fitas impregnadas de farmacos, por exemplo, Etest®. Nesta
técnica, a fita € embebida com o antifingico em concentragdes crescentes, de
forma que ao ser colocada sobre o agar, a formacdo de uma elipse de inibicao
do crescimento fangico é observada, apos incubacdo. O MIC é considerado
quando é possivel distinguir o fim desta inibicdo e o inicio do desenvolvimento
do agente, na area proxima a fita (Ernst e Rogers, 2005).

E importante ressaltar que todos os métodos até agora citados
(microdiluicdo, Etest® e curvas de morte) utilizam um inéculo fixo do fungo para

testar acdo de determinado farmaco. Desde que a carga fungica inicial na
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criptococose € um preditor de evolucéo clinica, pode-se prever que um método
laboratorial que utilize esse parametro em testes de suscetibilidade in vitro pode
ser promissor (Bicanic et al., 2009).

Um meétodo in vitro foi desenvolvido para isolados clinicos de C.
neoformans com o objetivo de predizer a resposta in vivo (Larsen et al., 2004 ;
Larsen et al.,, 2005). Este teste & determinado como um meétodo de
suscetibilidade a antifingicos com indculo fungico “individualizado” para cada
paciente, também denominado como meétodo de suscetibilidade quantitativo
(Larsen et al., 2011; Sanchez et al., 2011, Bauer et al., 2012).

Este método fundamenta-se na modificacdo da técnica de diluicdo em
caldo, com a diferenca que o indculo empregado considera 0 nUmero de micro-
organismos presente no LCR de cada paciente, no momento do diagnostico,
denominada carga fungica inicial (Larsen et al., 2007). Quando determinada
concentracdo de um farmaco provocar a morte celular (ufc/mL) correspondente
aquela observada no 14° dia do tratamento com o medicamento, esse valor é
expresso como RivDC — Concentracdo Relevante in vitro. O método prevé,
ainda, um experimento com base no “teste do xadrez”, usado para analise de
interacdo de farmacos para determinar se a associacdo pode influenciar a
RivDC. Em caso positivo, a combinacdo in vivo poderia ser vantajosa para
tratamento (Bauer et al., 2012).
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. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Estudar isolados bioldgicos de origem humana de Cryptococcus neoformans
e C. gattii, quanto a presenca e caracteristicas de polimorfismo celular e

suscetibilidade a antifangicos.

2.2.Objetivos Especificos

e Determinar frequéncia de polimorfismo celular (gigantismo, nanismo e
pseudofilamentacdo) em isolados de C. neoformans e C. gattii de uma
colecao de referéncia.

» Estudar os isolados polimérficos quanto a: espessura da parede celular,
melanizagcdo em cultura, tipo molecular, tipo conjugante e suscetibilidade
a antifungicos;

* Avaliar, in vitro, cepas de C. neoformans recém isoladas de pacientes
com seguimento clinico, quanto a: i) suscetibilidade a fluconazol e a
anfotericina, segundo método de indculo individualizado, e ii) a interagao
entre 5-fluorcitosina e anfotericina B, e

» Determinar o efeito fungicida de anfotericina B em C. neoformans por

meio de curvas de morte.
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3. Material e métodos

3.1.Isolados

Para este estudo foram criados 2 grupos de isolados de Cryptococcus spp. :
um formado por isolados clinicos mantidos em micoteca e outro constituido de
isolados clinicos recém obtidos de pacientes hospitalizados. Para o primeiro
grupo de isolados de micoteca foi realizado estudo de polimorfismo,
melanizacdo e parede celular. Para o segundo grupo de isolados, recém
obtidos de amostras de pacientes hospitalizados, foram realizados testes de
indculo individualizado. Para ambos os grupos de isolados foram realizados
testes de: tipagem molecular, determinacédo de MIC para farmacos antifingicos

e curvas de morte.

3.2. Estudo de isolados polimérficos

3.2.1. Selecgéao de isolados

Foram analisados 177 isolados clinicos humanos de Cryptococcus spp.,
sendo: 112 de C. neoformans e 65 isolados de C. gattii para determinar a
frequéncia de polimorfismo celular. Os isolados de C. neoformans foram
recebidos no periodo de janeiro de 2010 a dezembro de 2011. Os isolados de
C. gattii foram obtidos no periodo de 1998 a dezembro de 2011.

Os isolados foram provenientes de LCR e sangue de casos atendidos em
hospitais do Estado de S&ao Paulo e estavam mantidos em solugéo de glicerol

15%, sob temperatura de —20°C na Micoteca do Nucleo de Micologia do
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Instituto Adolfo Lutz de S&o Paulo (IAL). Foi descongelado apenas um isolado
de Cryptococcus spp. de cada paciente, o qual foi plaqueado em &gar
cromogénico (CHROMagar Candida®) para confirmacdo de pureza. A seguir,
todos os isolados foram submetidos a pesquisa de células polimorficas.

Para triagem de isolados polimérficos, os isolados foram semeados em
placas de Petri contendo &gar Niger. Colbnias distintas em rela¢cdo a morfotipo
de melanizagdo e mucosidade foram separadas e, assim mantidas, recebendo
identificacdo em morfotipo A e B. A seguir, as colonias de cada morfotipo foram
analisadas sob microscoépio 6tico (400x) com uma gota de tinta da China. Os
isolados foram classificados em polimorficos, desde que, apresentasse
alteracdo celular, segundo descrito por Okagaki et al. (2010), quanto a
ocorréncia de pseudofilamentagdo e diametro celular (pequeno se <5 um) e
titds (se >10 pm). Células sem filamentagdo ou com didmetro entre 5um a 10
pum de didmetro foram consideradas regulares.

Os isolados com ceélulas polimérficas foram enviadas para centro de
referéncia Instituto Nacional de Salud Carlos Ill, Majadahonda, Espanha, sob os
cuidados do pesquisador Dr. Oscar Zaragoza, para confirmacdo dessa

ocorréncia.

3.2.2. Andlise da parede celular

Os isolados com polimorfismo comprovado foram observados por
microscopia 6tica e submetidos a analise da parede celular por Microscopia
Eletronica de Transmissdo. A espessura da parede de células titds foi
comparada com aquela das células regulares. A presenca de melanina na
parede das células titds foi também avaliada. Para tanto, as células foram
cultivadas em meio minimo constituido por glicose (15 mM), MgSO4 (10 mM),
KH2PO, (29,4 mM), glicina (13 mM), vitamina B1 (3uM) e 1 mM de di-hidroxi-
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fenilalanina (L-DOPA) e foram incubadas a 30°C, sob agitacdo de 150 RPM por
7 dias (Wang et al., 1994).

A seguir, esse material foi armazenado por, no minimo, 2 horas sob
refrigeracdo e em solucdo fixadora de Karnovisky modificada, constituida de
aldeido glutarico 3%, paraformaldeido 3% e cacodilato de sddio 0,1M em pH 4.
ApOs esse periodo, o material foi entdo centrifugado a 1500 rpm por 5 minutos
e, em seguida, apés retirada da solucdo fixadora, foi adicionada solucéo
fisiologica 0,9%. Apos 15 minutos, as amostras foram lavadas 4 vezes em
solucdo salina fosfatada tamponada pH 7,4 [tampao PBS: 137 mM NaCl, 2,7
mM KCI, 1,5 mM KH,PO,, 8,5 mM Na,HPO,4] com centrifuga¢gdes sucessivas.

As amostras foram acondicionadas em tubos de vidro e cobertas por
uma hora com solucédo de tetroxido de 6smio 1% diluido em tampé&o fosfato de
Sorensen 0,1M pH 7.4. Seguiram-se trés lavagens em &gua destilada, com
centrifugacdes e foi adicionado acetato de uranila a 1% por uma noite. As
células foram lavadas em agua destilada, centrifugadas e submetidas a
desidratacdo seriada com concentracfes sucessivamente maiores de etanol:
duas vezes a 70%, duas vezes a 95% e 4 vezes a 100%. ApOs esse processo,
as células foram tratadas duas vezes com solucéo de 6xido de propileno por 15
minutos e mantidas em solucdo composta por partes iguais de o6xido de
propileno e resina Spurr por 3 horas. Finalmente, as amostras foram embebidas
em resina Spurr pura por 30 minutos, com duas trocas e emblocadas em resina
Spurr em moldes de borracha, sendo mantidas em estufa a 70°C por, no
minimo 10 horas para polimerizagéo.

Os blocos foram trimados e submetidos a cortes ultrafinos em aparelho
ultramicrétomo (Servall modelo MT2-B, Estados Unidos) com navalha de vidro.
Os cortes foram coletados em grades de cobre recobertas por pelicula formvar
e, contrastados com acetato de uranila por 15 minutos e citrato de chumbo por
10 minutos. Os cortes foram observados em microscéopio eletronico de
transmissdo (MET) sob voltagem de 60 V (JEOL modelo JEM-1011, Jap&o) no

Nucleo de Microscopia Eletrénica do Instituto Adolfo Lutz.
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3.2.3. Melanizacdo em cultura

Os isolados com polimorfismo celular confirmado foram submetidos a
ensaios para pesquisa de melanina, segundo a cor expressa nas colonias em
meio de cultura com L-DOPA. Foi transferido 1 mL de cada suspensdo de
células para placas de Petri contendo meio de cultura Agar L-DOPA e foram
incubadas a 30°C por 7 a 10 dias. Os critérios de avaliacdo da melanizacéo
tiveram como base os trabalhos de Van-Dui et al. (2004) e Walton et al. (2005).
Os isolados foram caracterizados por: i) baixa producao de melanina, quando a
colonia apresentou cor parda ou marrom claro e ii) alta producao de melanina,
quando a cor da colonia for marrom escuro ou negra.

Todos os testes foram realizados em duplicata. Nos ensaios de
melanizacéo foi empregada, também, a cepa-padrao C. neoformans H99, como
controle positivo e cepa-padrao C. albicans ATCC 90028, como controle

negativo.

3.3. Determinacao da suscetibilidade a antifingicos por método do inoculo

individualizado

3.3.1. Amostras clinicas

Para este teste foram utilizados isolados de Cryptococcus recém obtidos
de amostras de LCR. As amostras de pacientes com meningite criptococcica e
ainda sem tratamento para a doenca foram selecionadas para o estudo. Para
tal, familiares de/ou pacientes recém-hospitalizados no Instituto de Infectologia
Emilio Ribas (IIER), Sdo Paulo (SP), no periodo de janeiro a junho de 2013

foram convidados para participacdo neste estudo. Os critérios de inclusdo dos
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casos foram: l)assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(ANEXO 1), 2) diagnéstico de criptococose por exame direto de LCR positivo
para células de leveduras (exame quimiocitolégico) ou capsuladas (tinta da
China) ou presenca de antigeno polissacaridico de Cryptococcus spp., 3) 3
amostras de LCR, 4) amostra de LCR inicial sem tratamento, 5) amostras de
LCR encaminhadas ao Nucleo de Micologia do Instituto Adolfo Lutz de SP (IAL)
dentro de 4 h apds a coleta, e 6) amostra de LCR sem centrifugacéo prévia. Os
critérios de exclusédo foram: 1) auséncia de TCLE, 2) amostra de LCR negativa
para cultura, 3) menos de 3 amostras, 4) tratamento recente para criptococose,
4) amostra de LCR centrifugada, e 5) casos de recidiva.

Foram utilizadas 3 amostras de LCR, sendo a 1* a do momento do
diagndstico e antes do tratamento com antifingicos, a 2% segunda amostra
refere-se a do 7° dia de tratamento e a 3% amostra a do 14° dia de tratamento.
As 2% e 3* amostras de LCR foram referentes as puncées realizadas para
controle da pressao intracraniana e, desta forma, algumas incluidas no estudo
foram provenientes de 6°, 8°, 13° ou 15° de tratamento. Para efeito do estudo,
todas foram consideradas como de 7° dia e 14° dia de tratamento. As amostras
de LCR foram transportadas sob refrigeracéo (caixa contendo gelo), por no
maximo 4 h apdés coleta, ao Nucleo de Micologia do Instituto Adolfo Lutz

Deste grupo foram compilados os dados de sexo, idade, forma clinica,
sinais e sintomas da criptococose, infeccao por HIV ou outra doenca de base,
valores de CD4 e CD8, carga viral, uso de antifingicos e evolucédo clinica da

criptococose.

3.3.2. Procedimentos de cultura quantitativa e identificagdo dos isolados

As amostras de LCR foram semeadas para a cultura quantitativa

segundo protocolo descrito por Larsen et al. (2007). As amostras foram
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submetidas, apds homogeneizacdo, a quantificacdo das células de leveduras
em hemocitdmetro e, em seguida, foram plaqueadas pour plate para contagem
de unidades formadoras de colonias (ufc/mL). Para tanto, foram realizadas 10
diluicbes seriadas (1:10) das amostras de LCR e 0,1 mL de LCR e dessas
suspensfes foram adicionados a 24 mL de agar Sabouraud, fundido a
temperatura de aproximadamente 40°C. Estas placas foram, cuidadosamente,
submetidas a homogeneizacao e apos solidificacdo foram incubadas em estufa
a 30°C por até 10 dias. Apos este periodo a contagem de ufc/mL foi executada
e registrada para cada amostra de LCR.

As colonias da placa onde foram realizadas as contagens foram
analisadas pela técnica de Tinta da China e, a seguir, semeadas em agar
cromogeénico (ChromAgar Candida®), para confirmacgao de pureza. Confirmada
sua pureza, uma colonia foi selecionada para identificagcdo presuntiva de
espécie por métodos bioquimicos, producdo de urease e crescimento em meio
CGB (agar canavanina, glicina e azul de bromotimol). Apos a identificagdo
presuntiva de espécie, cada isolado foi submetido a identificacdo do tipo
molecular e confirmagcédo da espécie, como descrito a frente, e ao método de
inoculo individualizado.

Todos os testes foram realizados em duplicata. Para os testes de
suscetibilidade a antifungicos foram usadas as cepas-padrdo Candida krusei
ATCC 6258 e C. parapsilosis ATCC 22019.

3.3.3. Preparo de in6culo individualizado

A contagem de ufc/mL de leveduras da primeira amostra de LCR foi a
base para confeccdo do in6culo. Assim, para cada paciente foi preparado um

indculo na concentracdo de células de leveduras similar & encontrada na

primeira amostra de LCR. Deste modo, o inéculo € denominado “in6culo
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paciente-especifico” ou “inoculo individualizado” (Larsen et al., 2007). Solucdo
salina (0,85%) foi usada para suspensao inicial das células e a seguir, foi usado
meio de cultura liquido RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute 1640,
Cultilab, Brasil) tamponado com acido morfolinopropanelsulfénico (MOPS), pH
7,2 e com acréscimo de 2% de glicose. A concentracdo do in6culo foi
confirmada através de plaqueamento em &agar Sabouraud e contagem de
ufc/mL. Em caso de variacdo de 10% ou mais, em relacdo a concentracao
preconizada no método, o preparo do indéculo era repetido, até acerto do

mesmo.

3.3.4. Determinac¢éo do MIC e MFC com indculo individualizado

Os testes de suscetibilidade com indculo individualizado foram realizados
com fluconazol e anfotericina B e a base metodoldgica foi a macrodiluigcdo
segundo documento M27A3 e suplemento M27S4 (CLSI, 2008; CLSI 2012). A
modificacdo foi quanto a gama de concentracbes dos farmacos, realizada em
DMSO ou agua e, em seguida em RPMI-1640. As concentracdes ensaiadas
para anfotericina B foram de: 0,12 mg/L; 0,25 mg/L; 0,5 mg/L; 1,0 mg/L; 1,5
mg/L; 2 mg/L; 2,5 mg/L; 3 mg/L e 3,5 mg/L e para fluconazol foram de: 10 mg/L;
20 mg/L; 40 mg/L; 60 mg/L;100 mg/L; 250 mg/L e 500mg/L ( Figura 3).

Para determinacdo do MFC, uma aliquota de cada tubo foi submetida a
contagem de ufc/mL em agar Sabouraud (Figura 4).

Todos os testes foram realizados em duplicata. Para os testes de
suscetibilidade a antifungicos foram usadas as cepas-padrdao Candida krusei
ATCC 6258 e C. parapsilosis ATCC 22019.
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250 100 40

Figura 3. Exemplo de teste de suscetibilidade de C. neoformans ao fluconazol,
com inéculo individualizado, com resultado de concentragao inibitéria minima de
20 mg/L (em vermelho). Tubos 500, 250, 100, 60, 40, 20, 10: concentracdes
(mg/L) decrescentes do farmaco, com crescimento apenas no tubo 10; CC,
controle positivo de crescimento; CE, controle de esterilidade.

Figura 4. Exemplo de placas usadas para determinacdo da concentracao
fungicida minima (em vermelho) de anfotericina B frente a C. neoformans. Os
nameros referem-se as concentracdes usadas do farmaco. CC, controle
positivo de crescimento.



3.3.5. Teste de tabuleiro de xadrez com inéculo individualizado

Foi realizado o teste de tabuleiro de xadrez utilizando inéculo
individualizado segundo metodologia descrita por Bauer et al., 2012. Os
antifungicos foram distribuidos em placas de 96 pocos, conforme demonstrado
na Figura 3. Para cada isolado foram organizadas duas placas de microdiluicéo,
com distintas combinacbes de concentracbes de antifingicos. As
concentracdes avaliadas foram de: 0,25 mg/L; 0,5 mg/L; 0,75 mg/L;1 mg/L;1,25
mg/L; 1,5 mg/L; 1,75 mg/L; 2 mg/L e 2,5mg/L para anfotericina B e para 5-
fluorcitosina, foram de: 100 mg/L; 200 mg/L; 300 mg/L; 400 mg/L; 500 mg/L;
600 mg/L; 700 mg/L; 800 mg/L e 1000mg/L, conforme esquema da Figura 5.

As placas foram incubadas em estufa a 30°C por até 72 horas. A leitura e
a determinac&o do MIC foram feitas em espectrofotdmetro, a 492nm e, também,
a “olho-na” (CLSI,2008).

Os resultados obtidos neste método foram cotejados frente aos dados
demogréficos, clinicos e terapéuticos dos pacientes.

Todos os testes foram realizados em duplicata. Para os testes de
suscetibilidade a antifungicos foram usadas as cepas-padrdo Candida krusei
ATCC 6258 e C. parapsilosis ATCC 22019.
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0,25 | 0,75 |[1,25 | 1,75 |25

-

Figura 5. Esquema das 2 placas usadas no teste de tabuleiro de xadrez. AMB,
anfotericina B (concentragcdes em preto); 5-FC, 5-fluorcitosina (concentracdes
em vermelho); CC, poco do controle positivo de crescimento; CE, coluna do
controle negativo de esterilidade.
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3.4. Determinacao da suscetibilidade a antifingicos por Etest®

Todos os isolados, incluindo os de micoteca e os recém obtidos de
amostras de LCR foram avaliados para determinacdo de MIC. O sistema
Etest®, composto de fita impregnada com antifungicos, foi utilizado para
determinagdo da suscetibilidade de todos os isolados. Os testes foram
realizados com fluconazol e anfotericina B, segundo orientagdo do fabricante.
Os isolados foram semeados e agar Sabouraud sem cloranfenicol por 24 horas
e os inoculos foram semeados em placas de Petri com agar Mueller-Hinton,
acrescido de azul de metileno. Apds a adicdo das fitas Etest®, as placas foram
incubadas em estufa a 30°C por 48 a 72 horas.

Para a interpretacdo dos resultados utilizados pontos de corte
(breakpoints) ndo padronizados, mas considerados relevantes e adotados em
estudos prévios para fluconazol: sensivel MIC <8 mg L-1 e resistente MIC > 16
mg L-1; e para anfotericina B: sensivel MIC <1 mg L-1 e resistente MIC >2
mg/L) (Aller et al., 2000; Pfaller et al 2005; Dannaoui et al., 2005).

Para os testes de suscetibilidade a antifingicos foram usadas as cepas-
padrao Candida krusei ATCC 6258 e C. parapsilosis ATCC 22019.

3.5. Metodologia de curvas de morte

Todos os isolados, incluindo os de micoteca e os recém obtidos de
amostras de LCR, foram submetidos ao método de curvas de morte para
avaliacdo da eficéacia da anfotericina B segundo Klepser et al. (1998). Todos os
testes foram realizados em duplicata.

Os isolados foram repicados em tubos contendo meio agar Sabouraud e
incubados a 30°C por 24 a 48 horas. Em seguida, foram submetidos a

crescimento em meio RPMI-1640 tamponado com MOPS até pH 7,2 acrescido
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de 2% de glicose, por 18h a 35°C em agitacdo constante. O in6culo inicial foi
ajustado em 0,5 da escala de McFarland (aproximadamente 1.10° a 5.10°
ufc/mL) e 1 mL deste in6culo foi diluido em 9 mL de meio RPMI com 1mg/L de
anfotericina B.

Do mesmo modo foi preparado um tubo de controle positivo de
crescimento (C. neoformans ATCC 90112) em tubo contendo o inoculo sem
adicdo do farmaco. Os procedimentos com este tubo foram idénticos aqueles
dos tubos com o farmaco.

Todos os tubos foram incubados a 35°C sob agitacdo, junto com um tubo
controle-positivo de crescimento, ou seja, sem adicdo da droga e um controle
de esterilidade. Aliquotas de 500 pL desta suspenséao foram diluidas em 4,5 mL
de solucéo salina estéril e, destas, 30 pL foram retiradas e plaqgueadas em meio
agar batata e incubadas a 35°C por aproximadamente 72 horas. A partir desse
momento, denominado tempo zero (TO) de incubagdo, foi iniciada contagem de
tempo. As 6h, 12h, 24h, 48h e 72 h de incubac&o, foram removidas aliquotas de
500 pL de cada cultura para quantificacdo de ufc/mL. Para tanto, cada aliquota
foi diluida em 4,5 mL de solucdo salina estéril e, 30 uL foram plaqueados em
meio agar batata, seguido de incubacdo a 30°C por até 72 h. ApOs este
periodo, as colonias foram enumeradas e anotadas em grafico de curvas de
morte.

A atividade fungicida (end point) da anfotericina B para cada isolado foi
determinada pela contagem de ufc/mL equivalente a 0,01 % da contagem
obtida no tempo zero de cada isolado.

Para analisar a atividade fungicida pelo método de curvas de morte, foi
desenvolvido um grafico referente a contagem de colonias de todos os isolados
versus tempo de incubacdo com farmaco, permitindo observar a diminuicdo do
namero de unidades formadoras de colonias viaveis ao longo do tempo. Uma
linha de controle de crescimento positivo foi também obtida no gréfico.

Todos os testes foram realizados em duplicata.
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3.6. Determinacao dos tipos moleculares e conjugantes

Todos os isolados, incluindo os de micoteca e os recém obtidos de
amostras de LCR foram analisados quanto ao tipo molecular.

Para os isolados polimorficos de micoteca o procedimento foi realizado
com apenas uma colonia representativa de cada isolado. Quanto aos isolados
destinados ao método de indculo individualizado, recém obtidos de pacientes,
foi utilizada uma coldnia referente a cada dia de coleta, de modo a avaliar
possivel diversidade de tipos moleculares infectando um Unico paciente.

Para o0s ensaios moleculares foram utilizadas cepas-padrédo
correspondentes aos quatro genotipos de C. neoformans: VNI - WM 148, VNII-
WM 626, VNIII- WM 628 e VNIV- WM 629 e 4 gendtipos de C. gattii: WM 179
(sorotipo B, VGI), WM 178 (sorotipo B, VGII), WM 161 (sorotipo B, VGIIl) e WM
779 (sorotipo C, VGIV) cedidas pela referéncia internacional, para a este

trabalho, Prof. Dr. Wieland Meyer (Universidade de Sydney, Australia).

3.6.1. Extracado de DNA gendmico

A extracdo de DNA gendmico de cada isolado foi realizada em 2 etapas:

1) Obtencgé&o de protoplasto (Perfect et al., 1989; Polachek et al., 1989)

Algumas colonias de leveduras, com crescimento de até 48h foram
removidas para um microtubo tipo Eppendorf contendo 1ml de EDTA 50mM.
Cada um dos microtubos foi centrifugado em microcentrifuga a 10.000 rpm por
15’. O sobrenadante de cada microtubo foi desprezado e, ao sedimento, foi
adicionado 1mL de EDTA 50 mM. Este processo de lavagem foi repetido até
que o sobrenadante ficasse limpido e fosse desprezado. Para a digestdo da
capsula e parede, as células do sedimento foram ressuspensas em 200uL de
tampdo CES (20mM de tampé&o citrato, pH 5,6; 50mM de EDTA; pH 8,0; 0,9M
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de sorbitol), contendo 2mg de enzima litica obtida de Trichoderma harzianum
(Sigma). A suspensao foi incubada a 37°C por 2h a 3h, sob agitacdo constante.
A sequir, os microtubos contendo os protoplastos, comprovados por observacao
sob microscopia 6tica, foram centrifugados a 5000 rpm por 10 minutos sob 4°C.
Foram feitas, a seguir, trés lavagens do sedimento com 1mL de tampéao CES e,

entdo, o sedimento foi ressuspenso em 200pL de tampéo CES.

i) Lise Celular (segundo Sambrook et al., 1989)

Ao protoplasto obtido como acima descrito, foram adicionados 200uL a
300uL de tampéo de lise. Apds homogeneizacdo, o material foi incubado em
banho-maria, a 50°C por 2h, agitando em vortex a cada 30 minutos. O material
foi, entdo, centrifugado por 5 minutos e o sobrenadante retirado para outro
microtubo. Ao sobrenadante foram adicionados de 200uL a 400uL de
cloroférmio (24:1 cloroférmio/ isopropanol) para promover a precipitacdo das
proteinas e apos centrifugagdo por 15minutos, houve a formacao de trés fases.
A fase aquosa (parte superior) foi retirada para outro microtubo. Para promover
a precipitacdo do DNA, foram adicionados 300uL de isopropanol. O material foi
centrifugado por 10 minutos a 10.000 rpm e o sobrenadante desprezado. Ao
sedimento foram adicionados 200uL a 500uL de etanol 70%. Apos
centrifugagao, por 10 minutos a 10000 rpm, o sobrenadante foi desprezado.
Apbs secagem do sedimento constituido de DNA, este foi ressuspenso em
50uL de solucdo aquosa de RNAse e, entdo, mantido sob -20°C até sua

utilizacéo.

3.6.2. Determinacao do tipo molecular

A tipagem foi realizada por PCR-RFLP segundo Meyer et al. (2003). Para

a amplificacdo, da seqiéncia alvo do DNA, foi utilizada a solugédo pronta para
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uso Go Taq® Green Master Mix (Promega). Esta solugdo contém Taq DNA
polimerase, dNTPs, MgCI2 e tampdes em concentracbes Otimas para
amplificacdo do DNA por PCR. A solucdo contém dois corantes que permitem
monitorar o curso da eletroforese e possui densidade suficiente para que o
produto da PCR seja aplicado diretamente no gel. Foi amplificado o fragmento
URAS utilizando par de primers URAG: 5-
ATGTCCTCCCAAGCCCTCGACTCCG-3; Sjo1: 5'-
TTAAGACCTCTCTGAACACCGTACTC-3 nas seguintes condicdes:
desnaturacéo inicial de 94°C por 5’, 35 ciclos de 94°C por 45”; 63°C por 1’; 72°C
por 2’ e extensdo final de 10’ a 72°C. Os produtos do PCR foram digeridos
duplamente com Sal 961 (10U/uL) e Hhal ( 20 U/uL) por 3 h. Os produtos de
amplificacdo foram submetidas a eletroforese em sistema horizontal contendo
TBE durante 50 minutos a 100V e 400mA. Os géis foram visualizados em
transiluminador ultravioleta com longitude de onda de 302 nm (Syngene). Os
perfis de bandas dos isolados foram assinalados, visualmente, por comparacao

com os perfis obtidos com as isolados de referéncia VNI-VNIV e VGI-VGIV.

3.6.3. Determinacao de tipo conjugante

A determinacao do tipo conjugante (mating type, MAT) foi desenvolvida
por PCR utilizando solucdo pronta para uso Go Taq® Green Master Mix
(Promega) descrita previamente. Foi utilizado primer especifico para mating alfa
MatalphaF: 5 CTTCACTGCCATCTTCACCA 3; MatalphaR 5
GACACAAAGGGTCATGCCA 3'. Para o mating a foi utilizado o par de primer
MFa2U: 5 ACACCGCCTGTTACAATGGAC 3’ MFa2L:5’
CAGCGTTTGAAGATGGACTTT 3, nas seguintes condi¢cbes: desnaturagdo
inicial: 95°C por 5’, 30 ciclos de 94°C por 1, 57,5 °C por 1’, 72°C por 1’ e

extensao final de 72°C por 10’, conforme descricdo de Chaturvedi et al.,(2000).
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Os produtos foram submetidos a eletroforese em sistema horizontal contendo
TBE durante 50 minutos a 100V e 400mA. Os géis foram visualizados em
transiluminador ultravioleta com longitude de onda de 302 nm (Syngene). Os
perfis de bandas dos isolados foram analisados visualmente, por comparacéo
com os perfis obtidos com as cepas de referéncia MAT-alfa e MATa.

Na determinagéo do tipo conjugante foram, também, empregadas cepas
Filobasidiella neoformans ATCC 28957 (MAT-alfa) e Filobasidiella neoformans
ATCC 28958 (MATa).

3.7.Analise dos dados

As andlises das atividades dos antifungicos fluconazol e anfotericina B
foram realizadas tendo como base a comparacdo entre resultados de: i)
isolados com fraca producdo de melanina e forte produgcdo de melanina; ii)
espécie-C. neoformans e C. gattii- e MIC; iii) isolados com células anas,
isolados com células titds e isolados com pseudofilamentacdo e iv) efeito
fungicida de anfotericina B.

A dose relevante de farmaco necesséria, in vitro, para se obter a
quantidade de ufc/mL similar a obtida na amostra de LCR do 14° dia foi
considerada a RivDC (Relevant in vitro Drug Concentration) para cada paciente
(Bauer et al.,2012).

Para determinar o efeito combinatério da anfotericina B e 5-fluorcitosina
foi utilizado o indice de concentracdo inibitoria fracionada (FICI). Para isto,
calcula-se a concentracéo inibitoria fracionada (FIC), que € a divisdo do MIC do
farmaco A em combinacdo com o farmaco B, pelo MIC do farmaco A sozinho. O
mesmo calculo é realizado com o farmaco B (Odds et al., 2003-b) .
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O FIC foi calculado de acordo com a férmula:

FIC = MIC farmaco em combinacao
MIC farmaco sozinho

O FICI é a soma do FIC dos dois farmacos:

FICI = FICamg + FICs.Fc

Onde:
FICavs = a concentracao inibitoria fracionada de anfotericina B

FICs.rc = a concentracéo inibitéria fracionada de 5-fluorcitosina
A interacdo é definida conforme proposto por Odds et al. (2003-b) onde

a interacdo é considerada sinérgica se FICI <0,5; indiferente se FICI >05e <4
e antagonica se FICI >4.
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4. Resultados

4.1. Estudo de polimorfismo

4.1.1. Classificacao dos isolados

Neste estudo, foram analisados 177 isolados de micoteca, para
investigacao da ocorréncia de polimorfismo, sendo: C. neoformas (112) e C.
gattii (65). Apenas 10 (5,7%) isolados de C. neoformans apresentaram oS
critérios estabelecidos para caracteristicas polimérficas e, destes, 7 (4%) foram
confirmados como polimérficos pelo Centro de Referencia Instituto Nacional de
Salud Carlos Ill em Majadahonda, Espanha. Dentre estes isolados polimorficos,
6 foram obtidos de amostras de LCR e 1 de amostra de sangue, sendo 7 de
pacientes do género masculino e 3 do feminino (Tabela 1).

Todos os 7 isolados polimérficos, quando plaqueados em &gar Niger,
apresentaram 2 morfotipos de colbnias: i) coloracdo mais clara e aparéncia
mucoide , e ii) colonias castanhas escuras e aspecto menos mucoide. Estes
morfotipos coloniais foram replaqueados varias vezes, de forma a se obter
cultivos puros de cada um sendo, entdo, identificados como A e B,
respectivamente, para os de cor mais clara e para os de cor mais escura.
Aspectos morfoldgicos das colonias dos isolados polimérficos constam das
Figuras 6 e 7.



Figura 6. llustracdo de colonias de isolados polimérficos de C. neoformans em
placas com agar Niger, onde: (a) colonia castanha clara e de aspecto mucdide,
(b) colbnia castanha escura e de aspecto menos mucoide.

Figura 7. Aspecto, em agar Niger, de colonias claras e mucdides (A) e colonias
mais escuras e menos mucoides (B) selecionadas de um mesmo isolado de C.
neoformans contendo células titas.



Tabela 1. Caracteristicas de 7 isolados polimérficos de C. neoformans mantidos
na micoteca do Instituto Adolfo Lutz de S&o Paulo, segundo aspecto em cultura

de &gar Niger e tipo de polimorfismo.

_ Aparéncia ) _
Amostra Origem  Sexo ) Polimorfismo observado
das colonias
A Titds e pseudofilamentacéo
1 LCR 3 _
B Titas
A Titas
2 LCR Q
B N
LCR A Titas
3 3 :
B Pseudofilamentacéo
A Titas
4 LCR 3
B N
c s 0 A Titas
angue
J B N
A Titas
6 LCR Q
B N
A Titds e pseudofilamentacéo
7 LCR 3 :
B Pseudofilamentacéo

LCR, liquido cefaloraquidiano; ¢, feminino; &, masculino; N, nenhuma
caracteristica polimorfica observada; A, predominio de colonias de coloracéo
castanha clara e aspecto mucodide; B, predominio de colonias de coloracao
castanha escura e menos mucoide
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Os 7 isolados polimérficos, com predominancia nas coldnias tipo A,
apresentaram células titds cujo diametro variou entre 8 e 13 um e 3 (3/7,;

42,9%) deles também apresentaram pseudofilamentacédo (Figura 8).

Figura 8. Exemplos de polimorfismos: gigantismo (esquerda) e
pseudofilamentacao (direita) em udnico isolado clinico de C. neoformans.
Coloracao de Tinta da China, 100 x

4.1.2. Analise por Microscopia Eletrdnica de Transmissao

A andlise da parede celular dos isolados polimérficos foi feita através da
Microscopia Eletrénica de Transmissdo. A espessura da parede das células
titAs apresentou a mesma variacdo (350 nm a 900 nm) em relacdo as células
regulares. Foram observadas camadas mais e menos eletrodensas,
independente do polimorfismo. A distribuicdo de melanina na parede celular ndo
foi homogénea e, tanto células regulares quanto titds, apresentaram
melanizacdo em distintos graus. A Figura 9 ilustra a parede de todos os 7

isolados polimérficos, tanto de células titds quanto de células regulares.
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300 il

E F
Figura 9. Micrografias por microscopia eletrdnica de transmissdo da parede
celular de C. neoformans. A) isolado 1A; B) isolado 1B; C) isolado 2A; D)
isolado 2B; E) isolado 3A; F) isolado 3B. Aumento de 100.000x.
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Continuacdo da Figura 9. Micrografias por microscopia eletrbnica de
transmisséo da parede celular de C. neoformans. G) isolado 4A; H) isolado 4B;
) isolado 5A; J) isolado 5B; K) isolado 6A; L) isolado 6B. Aumento de 100.000x.



500 nm

0 pl
Continuacdo da Figura 9. Micrografias por microscopia eletrbnica de

transmissao da parede celular de C. neoformans. M) isolado 7A; N) isolado 7B;
O) e P) cepa-padrédo H9.9 Aumento de 100.000x.
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4.1.3. Pesquisa de melanina

Colbnias com alta e/ou baixa melanizacdo foram observadas nos 7
isolados polimérficos. Colbnias apenas com baixa melanizacdo foram
observadas em 5 (71,4%) morfotipos (2A, 3A, 5A, 6A e 7A), coldnias com
padrdo misto foram observadas em outros 2 (1A e 4A) morfotipos. Os demais
morfotipos (1B, 2B, 3B, 4B, 5B, 6B, 7B), assim como a cepa-padrao,
apresentaram alta producdo de melanina. A Figura 10 ilustra os padrdes de

melanizacao.

Candida albicans

Figura 10. Padrdes de melanizacdo em meio de cultura com L-DOPA. H99,
cepa-padrao C. neoformans com alta producédo de melanina; C. albicans,
melanizacdo ausente; 2A e 3A: isolado de C. neoformans com baixa
melanizacgdo; 4A: isolado de C. neoformans com alta e baixa melanizacdo; 5B:
isolado de C. neoformans com alta melanizagéo.
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4.1.4. Determinacao da suscetibilidade a antifungicos por Etest®

Os halos de inibicao observados pelo método de Etest®, como ilustrado
na Figura 11, permitiram determinar MIC em intervalos de 0,032 mg/L a 12mg/L
para fluconazol e de 0.02 a 0.25 mg/L para anfotericina B. Altos valores de MIC
para fluconazol (8mg/L e 12 mg/L) foram observados nos isolados 1, 2 e 7 (3/7;

42,9%). Para o isolado 7 foram encontrados dois valores de MIC referentes a

cada morfotipo (0,032 mg/L e 8 mg/L). A Tabela 2 mostra os valores de MIC.

Figura 11. Exemplo de resultados de testes de suscetibilidade a antifungicos
por Etest®, ilustrando elipse de inibicdo de isolado de C. neoformans frente
fluconazol (A) e anfotericina B (B).

Tabela 2. Valores de concentracdo inibitoria minima (MIC) de fluconazol e
anfotericina B por Etest® frente a morfotipos de 7 isolados polimérficos de C.
neoformans

MIC (mg/L)
Morfotipos Fluconazol Anfotericina

1A e 1B 8 0,125
2A e 2B 12 0,125
3Ae 3B 15 0,25
4A e 4B 3 0,125
5A e 5B 4 0,125
6A e 6B 0,25 0,25

7A 8 0,023

7B 0,032 0,023
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4.1.5 Acéo fungicida de anfotericina B por curvas de morte

Dentre os 7 isolados com caracteristicas polimorficas, a atividade
fungicida ocorreu ja nas primeiras 6h de exposicdo com morte de 57,1% dos
isolados (isolados 1, 2, 4, 7). Dos demais isolados, 2 (29%) (isolados 3, 5) 29%)
morreram as 12h e 1 (14%) (isolado 6) morreu apos 24h de exposicéo.

Crescimento apés o endpoint foi observado em 1 isolado (isolado 6) conforme

Figura 12.
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Figura 12. Curvas de morte dos 7 isolados polimorficos de C. neoformans frente

anfotericina B (1 mg/L). CC: Controle de crescimento sem o farmaco (m). Linha

azul: crescimento de 1 isolado apds endpoint
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4.1.6 Determinacao dos tipos moleculares

Foi realizada a tipagem molecular pela técnica de PCR-RFLP de
morfotipos A e B dos 7 isolados. Na Figura 13 observa-se padrao Unico para
todas as culturas desse grupo. A tipagem molecular (Figura 14) desses isolados
mostrou que apenas 6A e 6B foram identificados como gendtipos VNII, os
demais foram confirmados como genétipo VNI.

Todos os isolados apresentaram tipo conjugante (mating type-MAT) alfa.
O padréo de banda esté ilustrado na Figura 15.

Pm 1A 2A 3A 4A 5A 6A 7/A Cn Pm 1B 2B 3B 4B 5B 6C 7B Cn.

1000pb

500 pb

200 pb-

100 pb:

Figura 13. Padrdo de bandas em eletroforese, de 7 (nimeros de 1 a 7) isolados
polimorficos de C. neoformans determinados pela técnica de PCR. Letra A,
morfotipo claro e mais mucoide, com predominio de células titas; Letra B,
morfotipo escuro e menos mucoide; C.n., cepa-padréo C. neoformans VNI; Pm,
Peso Molecular 100pb.
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Figura 14. Padrdo de bandas em eletroforese, de 7 (1-7) isolados polimérficos
de C. neoformans e 4 cepas-padrdao (VNI,VNILVNII, VNIV) determinado pela
técnica de PCR-RFLP. PM: Peso Molecular 100pb.

PM i ii a/a a/a ala ala

1000pb

200 pb-
100 pb-

Figura 15. llustracdo dos produtos de PCR com primer MATa/ MATa para
determinacgdo do tipo conjugante de C. neoformans; i: cepa 3070 MATaq; ii:cepa
3070 ndo amplificada com primer MATa; a/a:cepa ATCC 28957/primer a; a/a:
cepa ATCC 28957/ primer a; a/ a: cepa ATCC 28958/primer a; a/a cepa ATCC
28958/primer a; Pm: Peso molecular 100pb



4.2 Estudo de isolados recém obtidos de pacientes hospitalizados

4.2.1 Amostras de LCR e pacientes

O estudo iniciou com amostras de LCR de 15 pacientes, admitidos no
IIER no periodo de marco a junho de 2012, com resultado positivo para
Cryptococcus spp no LCR pela primeira vez. Apés o diagnostico laboratorial,
realizado pelo exame direto e/ou pelo teste de aglutinagdo em latex, uma
aliguota de 2mL de LCR de cada paciente foi encaminhada ao Nucleo de
Micologia do Instituto Adolfo Lutz para cultura quantitativa.

Dentre as 15 amostras de LCR, cinco apresentaram cultura negativa e
foram excluidas do estudo. Dos 10 pacientes restantes, dois sairam do hospital
e 2 dois foram a Obito antes do 14° dia de tratamento. Desta forma, seis
pacientes participaram do estudo.

Apos resultado positivo para cultura de Cryptococcus spp., 0S pacientes
ou familiares dos mesmos foram convidados a participar do estudo por meio do
esclarecimento da pesquisa, concordancia e participacédo e assinatura do TCLE.

O grupo de pacientes desde estudo foi composto de 5 homens e uma
mulher com idade entre 21 e 59 anos. Todos os pacientes foram internados no
IIER com quadro clinico sugestivo de meningite, apresentando sintomas de

cefaleia e nduseas na maioria dos casos.

4.2.2 Aspectos clinicos e laboratoriais

Todos os pacientes eram portadores do virus HIV e, apresentaram
valores de carga viral entre 213 a 339.615 coépias por mL. Um paciente

(paciente 6) apresentou carga viral indetectavel. Os valores de CD4 variaram
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entre 6 a 151 células/mm?® e de CD8 apresentou valores entre 270 a 230
células/mm?

A pesquisa de Cryptococcus spp. em sitio extraneural foi citada no
prontuario de quatro pacientes (4/6;67%).

Dois pacientes foram submetidos a pesquisa do fungo em urina
(pacientes 1 e 3), cujo resultado foi negativo.

Hemocultura foi solicitada para quatro pacientes e dois apresentaram
resultado positivo. Estes dois pacientes foram submetidos a biopsia de pele
para cultura que foi novamente positiva (paciente 2 e 5), indicando
disseminacao.

N&o foi observada solicitagdo de pesquisa de Cryptococcus spp. em foco
extraneural para os pacientes 4 e 6.

Todos pacientes receberam tratamento com antifingicos por até quatro
semanas. No geral, foram tratados com anfotericina B (1mg/k/dia) e fluconazol
(400mg 12/12h). O paciente 3 teve seu tratamento alterado apos 5 dias, sendo
administrado anfotericina B lipossomal (165mg/dia) e fluconazol (400mg
12/12h) por duas semanas. O tratamento do paciente 6 foi complementado com

5- fluorcitosina. Esses dados estdo demonstrados na Tabela 3 e Apéndice 2.
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Tabela 3. Dados clinicos dos pacientes hospitalizados no Instituto de

Infectologia Emilio Ribas, do grupo de estudo de isolados recém obtidos de

amostras de LCR.

ldade o Cultura  Carga CDh4 e Tratamento Dose
= Amostra ) ) .
(anos) ¢ urina Viral * CD8 ** (antifingicos)
1 01 Sangue: N 330615 CD4: 47 AMB 1mg/k/dia + FCZ
e
Neg g CDS: 672 400mg 12/12h (4
semanas)
Sangue: Pos ]
) 43 3 Bibosia d NR 107125 CD4: 43 AMB 1mg/k/dia + FCZ
iopsia de
p CDS: 930 400 mg 12/12 hrs (4
pele: Pos semanas)
AMB 1mg/k/dia + FCZ
. 400mg 12/12 por 5 dias.
3 45 g Neg Neg 213 CD4: 102 ~Modificado por AmB
CD8: 576 lipossomal 165mg 1/dia
e FCZ 400mg 12/12h (2
semanas)
4 - 3 NR NR 1035 CD4: 33 AMB 1mg/k/dia +
CD: 837 FCZ 400mg 12/12 (4
semanas)
Sangue: Pos )
. 03 3 Bibosia d NR 11061 CD4: 6 AMB 1mg/k/dia + FCZ
iopsia de
p CDS8: 270 400mgl12/12 (4
pele: Pos semanas)
CD4:151  AMB 1mg/k/dia + FCZ
6 40 9 NR NR Ind. CD8: - 400mg 12/12 + 5FC

(100mg/Kg/dia) 6/6h (4
semanas)

P., Paciente; @, feminino; &, masculino, *cépias por mL; ** células/mm3; Pos, positivo;

Neg, negativo; NR, N&o realizado; Ind, indetectavel, AMB, anfotericina B; FCZ,

fluconazol; 5-FC, 5- fluorcitosina
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A cultura quantitativa e a contagem de leveduras em hemocitémetro
foram realizadas em todas as amostras de LCR. Os resultados podem ser
observados na Tabela 4.

A contagem de células referente ao 1° dia de tratamento variou entre 6 e
1048 blastoconidios/mm?3. O paciente 1 e 3 ndo apresentaram bastoconidios a
partir do 7° dia de tratamento.

A quantidade de colonias referente a 12 coleta variou entre 2.500 a
880.000 ufc/mL de LCR. Dois pacientes apresentaram cultura quantitativa sem
crescimento de Cryptococccus spp. a partir do 7° dia (paciente 1 e 3) e 0
paciente 4 apresentou auséncia de crescimento a partir do 14° de tratamento.

Uma colbnia de cada cultura quantitativa foi utilizada na identificacdo. No
total foram utilizados 13 isolados, todos identificados como Cryptococcus
neoformans.

Dentre as amostras de LCR, uma (paciente 2) apresentou bastoconidios

de Cryptococcus spp. em pseudofilamentacdo ao exame direto (Figura 16).

Figura 16. Observacao, no exame direto, de células de Cryptococcus spp. em
filamentacgéo. (A) Tinta da China, (B) Hemocitdmetro. Aumento del100x.
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Tabela 4. Cultura quantitativa, teste de aglutinacdo em latex e contagem de

blastoconidios nas amostras de LCR

Dia de Aglutinacao Contagem Cultura quantitativa
P tratamento em latex (blastoconidios/mm ) (ufc/mL)
1° 495 57332
1 7° Reagente 0 0
140 0 0
1° 618 880000
2 7° Reagente 128 270
14° 75 180
1° 6 10050
3 7° Reagente 0 0
14° 0 0
1° 1048 21600
N&o
4 7° ) 625 1300
realizado
14° 5 0
1° 246 2500
N&o
5 7° 1310 4134
Reagente
14° 86 230
1° Nao 470 92500
6 7° realizado 220 5607
14° 33 1427

P, paciente; ufc/mL, unidades formadoras de colonias por ml de LCR

59



4.2.3 Determinacao dos tipos moleculares

Foi realizada a tipagem molecular dos isolados provenientes das
amostras de LCR dos pacientes do I[IER. Um pacientes apresentou tipo
molecular VNII (paciente 5) e os cinco demais apresentaram o tipo VNI.

Os padrdes de banda referentes a técnica de PCR e PCR-RFLP podem
ser observados nas Figuras 17 e 18 respectivamente.

Todos os pacientes apresentaram isolados do tipo conjugante MAT alfa
(Figura 19 e 20).

1000pb-

500 pb-

200 pb-

100 pb-

Figura 17. Produtos de PCR de 14 isolados de C. neoformans provenientes de
LCR de 6 pacientes (p) hospitalizados no IIER. Linha a, isolado da 12 amostra
de LCR; linha b, isolado da 22 amostra LCR; linha c, isolado da 32 amostra LCR;
C.n., cepa-padréo C. neoformans VNI; Pm, Peso Molecular 100pb.
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Figura 18. Produtos de PCR-RFLP de 14 isolados de C. neoformans
provenientes de LCR dos 6 pacientes hospitalizados no IIER. Linha a, isolado
da 12 amostra de LCR,; linha b, isolado da 22 amostra LCR; linha c, isolado da 32
amostra LCR; C.n., cepa-padrdo C. neoformans VNI; Pm, Peso Molecular
100pb.

pl p2 p3 p4 p5 p6
| b a b c a b c
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200 pb-
100 pb-

Figura 19. Produtos de PCR de 14 isolados de C. neoformans provenientes de
LCR de 6 pacientes hospitalizados, para determinacéo do tipo conjugante, com
a utilizacdo de primer para para MAT a. a/a, cepa ATCC 28958/primer a;
a/a:cepa ATCC 28957/primer a; a/a: cepa ATCC 28957/ primer a; Linha a,
isolado da 12 amostra de LCR; linha b, isolado da 22 amostra LCR; linha c,
isolado da 32 amostra LCR; Pm, Peso Molecular 100pb.
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Figura 20. Produtos de PCR de 14 isolados de C. neoformans provenientes de
LCR de 6 pacientes hospitalizados, para determinacdo do tipo conjugante, com
a utilizacdo de primer para MAT alfa. a/a, cepa ATCC 28958 com primer a,;
a/a:cepa ATCC 28957 com primer a; a/a: cepa ATCC 28958 com primer q;
Linha a, isolado da 12 amostra de LCR; linha b, isolado da 22 amostra LCR,;
linha c, isolado da 3% amostra LCR; Pm, Peso Molecular 100pb.

4.2.4 Determinacdo da suscetibilidade a antifingicos por Etest®

Dentre os isolados provenientes dos pacientes hospitalizados no IIER, o
intervalo de MIC variou de 6 mg/L a 64 g/L para fluconazol e 0,002mg/L a
0,032mg/L para anfotericina B. Este resultados podem ser observados nas
Tabelas 4 e 5. Os valores de MIC frente a isolados sequenciais de mesmo

paciente ndo mostraram variacéo significativa (+ 1 diluico).
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4.2.5 Teste de suscetibilidade com indculo individualizado

Anfotericina B apresentou MIC de 0,5 mg/L frente a todos os 6 isolados
enquanto para fluconazol o MIC variou de 20 mg/L a 100 mg/L (Tabela 5 ). Os
valores de MFC para anfotericina B foram de 0,5 mg/L e 1,5 mg/L e os de

fluconazol foram de 100 mg/L a maior do que 500 mg/L (Tabela 6).

Tabela 5. Valores de concentracdo fungicida minima (MFC) e concentracao
inibitéria minima (MIC) de anfotericina B, pelo metodo de indculo individualizado
e MIC por Etest®

Paciente MFC (mg/L) MIC(mg/L) MIC Etest® (mg/L)
1 0,5 0,5 0,012
2 15 0,5 0,032
3 0,5 0,5 0,016
4 15 0,5 0,032
5 0,5 0,5 0,023
6 0,5 0,5 0,002

Tabela 6. Valores de concentracao fungicida minima (MFC) e de concentracao
inibitéria minima (MIC) frente fluconazol, pelo método de indculo individualizado
e MIC por Etest®

Paciente MFC (mg/L) MIC(mg/L) MIC Etest® (mg/L)
1 100 10 32
2 >500 mg/L 40 8
3 >500 mg/L 20 16
4 >500 mg/L 20 16
5 >500 mg/L 100 16
6 >500 mg/L 60 64
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A concentracdo relevante in Vitro (RivDC) de anfotericina B foi de 0,5
mg/L para 4 pacientes. Para os demais, o RivDC foi de 1mg/L (Figura 21).
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Figura 21. Grafico referente a curva concentracdo-reposta de anfotericina B
utiizando o inoculo individualizado. As duas linhas horizontais mostram a
resposta in vitro de 0,5 mg/L e 1,0 mg/L de anfotericina B, correspondente a
resposta do paciente observada no 14° dia de tratamento.

O método de tabuleiro de xadrez apresentou interacdo indiferente entre a
anfotericina B e 5-fluorcitosina em trés isolados (paciente 2, paciente 4 e
paciente 5; FICI: >0,64 e <3,57) e apresentou antagonismo nos demais isolados
(FICI >4).

4.2.6 Acéo fungicida de anfotericina B por curvas de morte

No teste de curvas de morte realizado com isolados das amostras de
LCR dos pacientes hospitalizados no IIER, foi verificada que a atividade
fungicida ocorreu ja nas primeiras 6h de exposicao a anfotericina B, com morte
de 83% (5/6) dos isolados. Apenas o isolado do paciente 5 (16,7%;1/6) morreu
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as 12h de exposicdo com o farmaco. O isolado referente ao paciente 4
apresentou crescimento apés o endpoint (Figura 22).
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Figura 22. Curvas de morte dos 6 isolados de C. neoformans obtidos de
amostras de LCR de pacientes hospitalizados, submetidos a concentracdo de
1mg/L de anfotericina B. Controle (--). Linha azul: isolado com crescimento ap0s
endpoint.
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5. Discussao

Estima-se que mais de 600 mil pessoas morram, anualmente, no mundo
todo pela meningite criptococcica, sendo 500 mil desses casos, provenientes da
Africa Subsaariana, onde a epidemia de AIDS é muito grave (Park et al., 2009).
A criptococose é considerada uma das doencas definidoras de AIDS pelo
Ministério da Saude e um problema de saude publica em nosso pais. Estima-se
que, aproximadamente, 718 mil individuos vivam com HIV/AIDS no Brasil, dos
quais, cerca de 80% (574 mil) tenham sido diagnosticados (WHO, 2011).
Devido ao fato da criptococose nao ser uma doenca de notificacdo compulsoria,
é dificil definir o nimero de casos e de Obitos relacionados a essa grave
micose, contudo, as taxas de mortalidade por criptococose em pacientes com
AIDS variam entre 45% e 65% (Pappalardo e Melhem, 2003). No estado de S&o
Paulo, dados do Centro de Referéncia em Treinamento em Doencas
Sexualmente Transmissiveis e AIDS (CRT-DTS/AIDS) e Fundagdo SEADE,
registram que até junho de 2013, mais de 110 mil pessoas viviam com AIDS e
mais de 2.700 morreram em 2012 pela doenga. Entretanto dados do CRT-
DTS/AIDS mostram um declinio no niumero de casos fatais de criptococose
meningeal nos ultimos anos, apresentando taxas em torno de 40% (Vidal et al,
2013).

C. neoformans sempre é a espeécie prevalente na criptococose e,
portanto a mais estudada. No inicio deste trabalho, atribui-se a isso o fato de
que todos os relatos de polimorfismo celular tivessem sido descritos em
infeccdes por essa espécie. No entanto, quando analisada uma cole¢do de
micoteca de isolados de C. gattii ndo foi observado o fenémeno. Isso vem de
encontro a auséncia de relatos de polimorfismo em C. gattii na literatura. Em
vista do conhecimento de vérias diferencas existentes entre essas duas

espécies, é importante ressaltar que essa pode ser mais uma delas.
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Nenhum estudo prévio destinou-se a avaliar, de modo sistematico como
feito neste trabalho, uma colecdo de isolados de ambas as espécies para
consolidar a hipotese de que apenas C. neoformans lance méo da estratégia de
polimorfismo. Por sua vez, C. gattii possui muitos atributos de viruléncia que
sdo suficientemente potentes para desenvolver doenca em individuos sem
imunodepressao aparente (Jenney et al., 2004; Jain et al., 2005). O
polimorfismo nessa espécie pode ser, sob ponto de vista desse patdgeno
primario, de menor importancia dentro do seu forte arsenal de viruléncia. Muitos
fatores relacionados aos agentes etioldégicos, ainda ndo completamente
elucidados, podem contribuir para a evolucdo clinica, pois as duas espécies
apresentam diferencas na apresentacdo da forma clinica. Criptococose em
pacientes sem imunodeficiéncia aparente é causada, em geral por C. gattii
sendo frequente, nesses casos, 0s criptococomas e formas pulmonares graves
(Chen et al., 2000; Sorrel, 2001; Ngamskulrungroj et al., 2012). Estudos indicam
que C. gattii € menos sensivel a fluconazol e outros antifingicos empregados
para tratamento da criptococose em relacdo a C. neoformans, porém, a
extensdo desse fato, bem como o mecanismo e a origem da resisténcia, ainda
estdo por ser esclarecidos (Gomez-Lopez et al., 2005). Esta espécie, além de
apresentar caracteristicas epidemiologicas distintas de C. neoformans,
desenvolve formas clinicas que podem necessitar de abordagem terapéutica
mais agressiva (Heitman e Casadevall, 2012).

Alguns estudos demonstram que alteragdes morfologicas sado
mecanismos utilizados para o sucesso da infeccdo por isolados polimorficos de
C. neoformans. A ocorréncia de alteragbes morfologicas nessa espécie da-se
pelo aumento de tamanho celular ou pela formacéo de pseudofilamentacdo. O
aumento do tamanho celular de C. neoformans dificulta a fagocitose e pode
estar relacionada a viruléncia e cronicidade da infeccdo (Feldmesser et al.,
2001, Zaragoza et al.,, 2010, Magditch et al., 2012; Okagaki et al., 2010;
Okagaki et al., 2012; Bouklas et al., 2013). As células titds formam

blastoconidios de tamanho normal e apresentam velocidade alta (20 a 50 m/h)
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de formacdo e expulsdo. Supde-se que o desenvolvimento de células titas
possa estar relacionado ao ciclo celular, desde que, por algum motivo n&o
ocorre fissdo, fazendo com que essas células apresentem tamanho maior e
produzam células-filhas normais (Zaragoza et al., 2010). Embora estas células
ja tenham sido descritas como tetraploides e octoploides e tenham maior
quantidade de DNA em sua formacao, se comparada as células normais, os
mecanismos moleculares envolvidos permanecem desconhecidos (Okagaki et
al., 2010).

A presenca de polimorfismo, em particular, a formacéo de células titas
esta relacionada a cronicidade da infeccdo criptococcica e, portanto, uma
ferramenta de viruléncia em C. neoformans. Essas células possuem multiplos
vacuolos e maior resisténcia quando submetidas a stress oxidativo e nitrosativo
(Okagaki et al.,, 2010). As ceélulas titds nunca sdo observadas dentro de
fagocitos, presumidamente, devido ao seu tamanho, por outro lado, as células
anas sdo encontradas com frequéncia nessa situacdo (Okagaki et al., 2010).
Cruickshank e colaboradores (1973) observaram, pela primeira vez, células titas
(~50 pum) em amostra de um paciente, para o qual o diagnéstico etiologico foi
dificil devido a ocorréncia de morfologia atipica. A partir desse relato, alguns
trabalhos indicaram presenca de tais formas em amostras clinicas (Cruickshank
et al.,1973; Love et al., 1985; Wang et al.,2014).

O polimorfismo encontrado neste estudo foi o de formacédo de células
titAs e, mesmo frente a escassez de relatos de frequéncia de polimorfismo,
pode-se supor que esta seja a forma de atipia mais, comumente, encontrada. A
distribuicdo de isolados polimérficos segundo género dos pacientes seguiu a
mesma distribuicdo da micoteca, em que a maioria dos pacientes é do género
masculino (dados ndo mostrados).

A frequiéncia de polimorfismo foi considerada baixa (4%) ainda que néo
haja, na literatura consultada, informacdes sobre ocorréncia em isolados de
colecdes. Desse modo, ndo é possivel comparar os resultados obtidos com os

de outros autores. Os 3 isolados ndo confirmados como polimorficos pelo
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Centro de Referencia Instituto Nacional de Salud Carlos Il deve-se a questédo
metodoldgica. O centro em questdo executa distintos testes para confirmar o
polimorfismo, como inoculacdo in vivo, conferindo maior confiabilidade aos
resultados.

Neste estudo, foi descrita, pela primeira vez a presenca de células titas
em isolados provenientes de sangue, indicando que essa estratégia de
viruléncia do agente etiolégico da criptococose manifesta-se no sistema
circulatério que possui condigbes de estimular e manter desenvolvimento de
polimorfismo.

Do mesmo modo, foi inédito o encontro de gigantismo em isolados
provenientes de LCR. Grande atencéo deve ser dada a este achado, desde
que um estudo experimental in vivo indicou que, se por um lado células titas
eram menos fagocitadas pelos macréfagos pulmonares no processo inicial da
infeccao levando a maior sobrevivéncia de Cryptococcus spp. em pulmdes, por
outro lado, seu tamanho impedia disseminagao para o sitio principal da doenca,
0 sistema nervoso central (Zaragoza et al., 2010). Contrapondo a esse achado
experimental, dos sete isolados polimorficos por gigantismo, seis deles foram
provenientes de LCR. Outros estudos experimentais deverdao contribuir para
desvendar a patogénese relacionada a presenca de células titas.

A ferramenta de microscopia eletrénica permitiu verificar diferencas na
espessura da parede celular, conforme descrito em trabalhos anteriores
(Zaragoza et al., 2013). As células titds haviam sido caracterizadas como tendo
parede celular medindo de 2 a 3 pm de espessura, ou seja, 20 a 30 vezes
maior do que as células normais (Zaragoza et al. 2010). No entanto, nao foi
constatado, no presente estudo, relacdo direta entre presenca de gigantismo e
espessamento da parede, indicando que esse processo nem sempre ocorre. No
entanto foi possivel perceber variacdo de densidade da céapsula
mucopolissacaridica (dados ndo mostrados) nos isolados provenientes das
células polimorficas, quando comparados as células com caracteristicas

normais. As paredes celulares das ceélulas polimorficas ndo parecem ser mais
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espessas do que as células de tamanho regular, pois ndo foi observada
diferenca na conformacéo da parede celular dos isolados polimérficos, quando
comparados com os demais isolados. Esta observagdo em desacordo com a
literatura pode estar relacionada com a origem das células. Neste estudo a
observacao foi feita em células oriundas de amostras de LCR, distinta daquela
feita a partir da analise de tecido pulmonar ou cerebral (Love et al., 1985; Wang
et al, 2014). No entanto, como o achado de titds em LCR e sangue é, segundo
literatura consultada, um dado inédito, outros futuros estudos s&o necessarios
para confirmar essa suposicao.

A espessura da parede celular ndo depende apenas do volume celular,
mas também é proporcional ao tempo de infeccdo, desde que, apos a
inoculacdo em animais a razdo parede/célula aumenta jA nos primeiros 5
minutos (Feldmesser et al., 2001). Umas das hipdteses para o espessamento
da parede celular pode ser a formacédo de melanina, que pode ser verificada
durante o curso infeccioso em modelo animal (Nosanchuk et al.,1999).

A distribuicio de melanina na parede celular ndo se relacionou,
diretamente, com a espessura da mesma e, também, ndo foi mais intensa nas
células titds estudadas, em relacdo as células regulares do mesmo isolado. A
producdo de melanina em células titas ainda nao foi averiguada, anteriormente,
com metodologia e nimero adequado de isolados de modo a se ter um dado
conclusivo e, portanto, merece maior investigacao para certificacdo de que a
melanizacdo é, ou ndo, incrementada durante o processo de gigantismo.

A melanizacdo tem a funcdo de escudo, protegendo a célula de
substancias antimicrobianas e da acdo do sistema imunolégico (Wang e
Casadevall, 1994; Wang et al.,1994; Wang at al., 1995; Rosas e Casadevall.,
1997; Feldmesser et al.,, 2001). Além da acdo da anfotericina B sobre o
ergosterol da membrana fdngica, outro modo de acdo do farmaco foi
demonstrado em 1994 por Martin et al. que mostraram que mondcitos e
macréofagos pulmonares humanos, quando pré-incubados com doses baixas de

anfotericina B, tém capacidade de fagocitose aumentada para Candida
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albicans. Desse modo, anfotericina B parece ter efeito imunoestimulante,
aumentando a agregacdo e aderéncia dos leucécitos polimorfonucleares
(Brajtburg e Bolard,1996). Os isolados melanizadas sdo menos suscetiveis a
atividade antifungica de farmacos como anfotericina B e caspofungina, peptidios
microbicidas, radiacao ultravioleta e sdo termotolerantes (Wang e Casadevall,
1994; van Duin et al., 2002; Doering et al., 1999; Rosas e Casadevall, 1997,
Nosanchuck et al, 2003).

A importancia da melanina como fator de viruléncia é enfatizada na
maioria dos estudos sobre a biologia do agente da criptococose (Reolon et al.,
2004). O surto que ocorreu na ilha de Vancouver, Canad4, no inicio desta
década, mostrou a necessidade estudos detalhados para melhor compreensao
da patobiologia de C. gattii, como importante patdgeno emergente. Um dos
varios estudos sobre o evento revelou que a cepa predominante era de um
subtipo molecular com maior viruléncia e formagdo de melanina, do que a
provavel cepa parental (Fraser et al., 2005; Ngamskulrungroj et al., 2009,
Byrnes et al., 2010).

A producdo de melanina em Cryptococcus spp. usa catecolaminas como
substratos exdgenos, como 0s heurotransmissores dopamina, epinefrina e
norepinefrina e, portanto, a producao desse fator de viruléncia pode explicar o
tropismo desse agente pelo sistema nervoso central, onde existe alta
concentracdo dessas substancias (Polacheck et al., 1982, Casadevall et al.,
2000). Em C. neoformans e em outros organismos, a via alternativa de
degradacdo pelo precursor di-hidroxi-fenilalanina (L-DOPA) ocorre por uma
enzima lacase e outras proteinas acessorias, das quais 0S componentes
genéticos ainda ndo foram totalmente elucidados e, por isso, tém sido alvo de
diversos estudos (Lee et al., 1996; Walton et al., 2005).

A anélise por MET permitiu a observacdo de duas ou mais camadas de
aparéncias distintas distribuidas de forma concéntrica. As camadas mais
eletrodensas parecem compactas e organizadas em fibras, paralelamente

alinhadas, em relacdo a membrana plasmatica, enquanto as camadas menos
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eletrodensas se encontram mais externamente, relacionada com a céapsula
(Doering et al., 2005, Mandal et al.,, 2007, Doering et al, 2009). Esta
organizagao parece estar relacionada a concentracao dos compostos da parede
celular como alfa 1-3 glucana que estaria localizada na camada menos
eletrodensa, ou mais externa. JA os demais componentes como a quitina,
quitosana e manoproteinas estao distribuidos em toda parede celular, desde as
camadas mais proximas a membrana celular (Reese at al., 2007; Doering et al.,
2009). Quando cultivados em meio de cultura com compostos fendlicos, é
possivel observar ainda, as camadas concéntricas e pigmentadas, que estdo
associadas a presenca e distribuicAo da melanina (Chasakes et al., 1975,
Willianson et al1997; Wang et al.,1995; Walton et al., 2007).

Isolados de C. neoformans com mutacdes genéticas relacionadas ao
gene CNLAC1, apresentam células desprovidas de pigmentacdo, devido
auséncia de producdo de lacase e, ainda, com parede celular menos espessa
mesmo quando expostas a compostos fendlicos, como L-DOPA (Wang et al.,
1995; Willianson, 1997; Mandal et al., 2007). A parede celular tem alta
estabilidade, dindmica e capacidade de remodelamento e, por isso, as células-
mae de C. neoformans possuem parede celular maior e com camadas mais
espessas de melanina, em relacdo as células filhas (Eisenman, et al., 2005).

Alteracdes morfologicas de C. neoformans em meio contendo compostos
fendlicos, caracterizadas pela ocorréncia de colonias lisas brilhantes ao lado de
outras mais secas foi sistematicamente notado neste estudo. Constatou-se que
as colonias com grande quantidade de células titds tinham aspecto mais
mucodide, assim como eram mais melanizadas, do que aquelas com células de
tamanho normal. A aparéncia mais mucéide pode ser relacionada ao tamanho
da capsula que, em células titas, foi relatada como maior em relacéo as células
de didametro regular. As células titds apresentam capsula densa na regido mais
proxima a parede (Okagaki et al., 2010). A coloragdo mais clara pode ter a
mesma explicacdo, desde que a capsula mucopolissacaridica € incolor e

sobrepde-se a camada de melanina presente na parede celular, esmaecendo a
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cor acastanhada conferida pela mesma. Por outro lado, a formacdo de
pseudofilamentacdo néo parece influenciar o aspecto das colonias, desde que,
estas formas foram encontradas em colonias mais claras (mais mucoides) e
escuras (menos mucoides). Esta informacdo pode ser util na triagem de
colonias de células titds, em culturas apds plaqueamento em agar, com vistas a
maiores estudos dessa populacgéo.

A maioria dos isolados polimorficos exibiu baixa melanizacdo quando
semeados em agar L-DOPA e foi notavel a ocorréncia simultanea de dois
padroes de melanizacdo (alta e baixa) em colonias de 2 isolados. A
melanizacdo é uma arma de viruléncia contra acao oxidativa do hospedeiro. A
ocorréncia de tais alteracdes fenotipicas em C. neoformans, colonias lisas
brilhantes ao lado de secas, foram associadas a distintos perfis de viruléncia
que podem ter implicacao clinica, confirmando a relevancia desse achado (Fries
et al., 1999). Desde que, todos os isolados polimérficos estavam conservados
h4 anos em colecdo de cultura e mantidos em meios abidticos, ndo foi
surpreendente a pouca producédo de melanina.

Do mesmo modo, neste trabalho foi possivel observar distintos perfis de
distribuicdo de camadas e, consequentemente, diferentes aspectos de
melanizacdo dos isolados de C. neoformans crescidos no meio de cultura com
L-DOPA. Os isolados polimorficos, quando comparados aqueles contendo
apenas células de tamanho regular, ndo foram diferentes quanto a distribuicéo
de melanina, assim como, em relacdo a espessura da parede celular. No
entanto, futuros estudos dirigidos a determinacdo da composicédo bioquimica e
estrutural da parede celular e, sobretudo, sua relacdo com a capsula
mucopolissacaridica, podem auxiliar na compreensdo da associagdo entre
melanizacdo e aspecto mucdide, observado nos distintos morfotipos.

Foi verificada também ocorréncia de pseudofilamentacdo, ainda que em
menor frequéncia em relacdo ao polimorfismo por gigantismo. A formacéo de
pseudohifas, muito bem estudada em membros do género Candida, faz parte

da patogénese da infeccdo por Cryptococcus spp. e a presenca de
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pseudofilamentac&o, curiosamente, sempre estiveram associadas a presenca
de células titds nos isolados estudados neste trabalho. Estudos prévios nao
indicaram presenca desse fendmeno em cultura, mas apenas in vivo, em
amostras clinicas, incluindo as de urina, tecido de pele, figado, cérebro e
pulméo foram descritas (Kimura et al., 1998; Gazzoni et al., 2010). Interessante
gue somente 2 estudos prévios, sendo um de nosso grupo, indicam a formacao
in vivo de pseudofilamentacdo em amostras de LCR (Paschoal et al., 1997;
Bava et al., 1998).

Em 1975 foi relatada a interacdo de formas em filamentacdo de C.
neoformans com ameba Acanthamoeba polyphaga, um dos predadores
naturais da levedura. Foi comprovado que células de C. neoformans na forma
de pseudofilamentacdo sdo menos fagocitados por outras amebas
(Acanthamoeba castellanii) do que as formas leveduriformes convencionais.
Nesse estudo, a pseudofilamentacé&o foi a Unica estrutura fungica que nao pode
ser fagocitada e digerida pelas amebas. Desse fato, conclui-se que essa € uma
forma desenvolvida pelo fungo para assegurar sua maior sobrevivéncia no meio
ambiente e dentro do hospedeiro (Neilson et al., 1978). Entretanto, baixa
viruléncia destas formas em filamentacao foi observada quando as mesmas
foram submetidas a testes in vivo (Fries et al.,1999). O mesmo grupo publicou
um estudo com animais de experimentacdo inoculados com isolados contendo
apenas de blastoconidios. Estes animais adoeceram dentro das duas primeiras
semanas, enquanto que a maioria dos animais inoculados com isolados
contendo pseudofilamentagcdo permaneceu saudavel durante o mesmo periodo,
adoecendo apenas alguns animais apos esse periodo (Fries et al., 2001).

A caracterizagdo molecular dos isolados polimorficos indicou
concordancia na distribuicdo de isolados com células regulares, desde que, a
prevaléncia de VNI é maior, em regra, ao redor do mundo (Meyer et al., 2003;
Trilles et al., 2008; Cogliati et al 2013). Uma publicacdo recente, revisando mais
de 68 mil isolados de Cryptococcus spp., permitiu constatar que VNI € o subtipo

molecular mais frequente em todo o mundo; a excecdo é representada pela
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Austrélia e Papua Nova Guiné cuja frequéncia maior é de VGI. O subtipo VNII,
bem como hibridos C. neoformans/C. gattii, foram considerados raros, porém,
sao descritos em todos os continentes. Nos Estados Unidos e Europa, os
subtipos VNIII e VNIV apresentam frequéncia maior do que aquelas observadas
em outras partes do mundo, enquanto o subtipo VNB, até entdo considerado
endémico do Sul da Africa, foi isolado também no Brasil e Colémbia. O tipo VGI
foi encontrado em menor porcentagem na Asia, Américas, Europa e Africa.
Dentre C. gattii, o subtipo VGII, apresenta alta frequenta em isolados da
Austrdlia, Brasil, Colbmbia, e Porto Rico, enquanto o subtipo VGIII tem sido
detectado com alta frequéncia no Sul da Califérnia (Estados Unidos), além ser
encontrado no México, Guatemala, Colombia, Argentina e Brasil (Cogliati et al.,
2013). A maioria das cepas isoladas no Brasil pertences aos genotipos VNI e
VGIl e, este Ultimo, se encontra em maior concentracdo na regido norte e
nordeste do pais (Meyer et al., 2003).

A relacéo entre ocorréncia de polimorfismo e tipo molecular, do mesmo
modo, ainda né&o foi registrada na literatura, sendo este estudo o primeiro a
descrever essas duas caracteristicas no agente etiologico da criptococose. Do
mesmo modo, ndo ha relato prévio da descricdo de polimorfismo e tipo
conjugante.

MAT alfa como identificado em todos os isolados polimérficos é mais,
frequentemente, descrito na literatura mundial. Sob condigbes ambientais
adequadas, a reproducdo sexuada ocorre pela conjugacdo das células e
consequente formacdo de hifas dicaridticas com grampos de conexdo. Os
basidiosporos sdo formados, sobretudo, na porcdo terminal das hifas e
produzem longas cadeias de esporos MAT-a e MAT-alfa (Kwon-Chung, 1976).
Interessante observar que a reproducdo sexuada pode ser observada também
entre isolados de mesmo tipo conjugante e ocorre, predominantemente, em
isolados MAT-alfa (Wickes et al., 1986). Supfe-se que a conjugagdo entre
mesmos tipos sexuais ocorra na natureza, o que pode explicar a maior

proporcdo de frequéncia de MAT-alfa em isolados clinicos tanto de C.
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neoformans quanto de C. gattii (Oliveira et al., 2004; Fraser et al., 2005, Trilles
et al., 2008).

Alguns estudos, realizados com métodos moleculares de analise do
agente etioldgico, evidenciam que as recidivas ocorrem pela cepa inicial e nao
por uma nova cepa (Casadevall e Perfect, 1998; Brandt et al.,, 1996).
Questiona-se se a cepa infectante desenvolveu resisténcia apos a exposicao
prolongada a farmaco (resisténcia adquirida) ou se houve selecdo de células
resistentes, presentes na amostra inicial. A recidiva em criptococose, observada
na fase de manutencdo, € um desafio para o controle da doenca e pode ser
interpretada como resisténcia clinica ao fluconazol (Alves et al., 1997; Datta et
al., 2003; Rodrigues-Tudela et al., 2007; Rodrigues-Tudela et al., 2008). De
modo geral, a baixa suscetibilidade ao fluconazol, ou outro antifingico, em
amostras clinicas iniciais de Cryptococcus spp. ndo foi, amplamente,
investigada, se comparada aos estudos em Candida, mas de modo geral, séo
relatados baixos valores de MIC de fluconazol (Brandt et al., 2001; Casadevall e
Perfect, 2002).

Dado um determinado resultado de sensibilidade a antifingico em cepas
clinicas, expresso em valores de MIC, busca-se a interpretacdo desse dado
para uso na terapia. A classificacdo dos valores de MIC de determinado
farmaco frente a um agente etiolégico é feita por breakpoint e, para o género
Cryptococcus spp. ainda néo foi determinado. Em 1997, o subcomité de testes
antifingicos do CSLI propds breakpoints para interpretar MICs de fluconazol
apenas contra isolados de Candida spp. e, desde entdo, esses valores vém
sendo atualizados e incorporados aos documentos da série M27. Ainda que néo
indicados, os valores recomendados para Candida spp. tém sido aplicados para
Cryptococcus spp. (Rex et al., 2001). De outra forma, MIC >16 mg/L, como
indicado por Aller et al. (2000), sugerem resisténcia de Cryptococcus spp. ao
fluconazol, desde que, os autores verificaram certa correlacdo desses valores

com faléncia clinica.
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A emergéncia de resisténcia em pacientes com AIDS e CSNC
(criptococose em sistema nervoso central), submetidos a terapéutica com
fluconazol por longos periodos, é relatada em poucos trabalhos (Paugam et
al.,1993; Birley et al., 1995; Armengou et al., 1996; Berg et al., 1998). Outros
estudos ndo evidenciaram o mesmo fato em amostras seriadas, descrevendo,
claramente, o surgimento de resisténcia ao azol (Casadevall et al., 1993; Brandt
et al., 1996; Witt et al., 1996). Coutinho (2006) estudando amostras brasileiras
de C. neoformans, verificou que a exposicao in vitro a dose de 8 g de
fluconazol induz aparecimento de colonias com MIC superior ao da colbnia
inicial. Essa resisténcia, no entanto, foi transitoria, desde que, apds remocao do
farmaco, a grande maioria dos isolados (89%) voltou a apresentar o perfil de
sensibilidade da amostra original. Isolados analisados por Mondon et al. (1999)
e Yamazumi et al. (2003) também reverteram ao fenoétipo sensivel inicial, apds
passagem em meio de cultura sem fluconazol. Hsueh et al. (2005) descreveram
apenas 3 (4%) isolados de C. neoformans com MICs de fluconazol > 16 mg/L.
Yildiran et al. (2002) estudaram 213 isolados de C.neoformans de LCR frente a
fluconazol, em periodo de dez anos, e encontraram MICssp € MICsgy de 2 mg/L
a 8 mg/L.

b

Em relacdo a suscetibilidade de isolados polimérficos, com amplo
intervalo para fluconazol e menor para anfotericina B, € impossivel ser feita
qualquer comparacao com dados de literatura, pela razdo de que esses Sao 0s
primeiros relatos sobre esse grupo de cepas, segundo revisdo bibliografica
realizada. Os valores de MIC de fluconazol foram altos (=8mg/L) frente a quase
metade (42,8%) dos isolados polimorficos. Deve ser lembrado, no entanto, que
ainda ndo h& qualquer correlacdo entre dados in vitro de MIC e falha clinica
(Dannaoui et al., 2006). Portanto, a interpretacdo desses valores & bastante
dificil, pois ndo ha breakpoints, ou pontos de corte para sua aplicacdo clinica
que possam distinguir isolados resistentes e isolados sensiveis relacionados,

respectivamente, a falha ou sucesso clinico com tratamento com fluconazol.
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A resisténcia primaria de leveduras ao fluconazol pode ser um fenémeno
emergente e menor sensibilidade de Cryptococcus spp. ao fluconazol pode ser
devida a: efluxo de farmaco mediado por proteinas de membrana;
permeabilidade reduzida da membrana resultando em alteracbes na
composicdo do esterol, com consequente menor captura da farmaco pelos
fungos; mutagdo na enzima alvo-14 alfa demetilase-do citocromo P 450,
resultando em diminui¢éo da ligacdo com azois; superprodugédo da enzima-alvo
através da acdo do gene ERG-11, entre outros responsaveis pela producéo da
enzima-alvo (Odds, 1993; Vanden Bossche et al., 1994; Rodero et al., 2001,
Posteraro et al., 2003; Rodero et al., 2003).

Sobre anfotericina B, sabe-se que o método de referéncia, com base em
microdiluicdo, ndo é ideal para detectar a resisténcia ao polieno (CLSI, 2008). O
método comercial Etest® tem a vantagem de identificar isolados resistentes a
anfotericina B, com maior precisdo do que os meétodos de diluicdo e, por isso,
foi utilizado neste estudo (Pfaller et al. 1998; Vandenbossche et al., 2002).
Verificou-se que os isolados polimérficos de C. neoformans foram inibidos entre
0,023 e 0,25 mg/L de anfotericina B, indicando alta suscetibilidade dos isolados
aos polienos. Interessante ressaltar que a alta suscetibilidade desse grupo foi,
neste estudo, pela primeira vez documentada e que esse perfil ndo parece ser
diferente daquele relatado em estudos com outros isolados de C. neoformans.

Ha grande dificuldade de se estabelecer breakpoints para anfotericina B
por varios motivos: 1) o paciente que necessita dessa medicacdo, em regra,
esta em estado grave pela condicdo de base, contagem de CD4/ CD8 e pelo
sitio acometido (por exemplo, sistema nervoso central, sistema circulatério); 2)
os resultados de MIC pelos métodos de referéncia sdo homogéneos em
distintos grupos de isolados, agrupados nos valores entre 0,25 mg/L e 1 mg/L;
3) o teste de MIC avalia a inibicdo e anfotericina B é fungicida; 4) a mortalidade
é alta na populagédo sob uso do farmaco. A interpretacdo, frente a auséncia de
breakpoints, € dificil, mas sabendo-se que a maioria dos patdgenos fangicos

(Blastomyces dermatidis, Coccidioides immitis e Histoplasma capsulatum) é
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inibida in vitro a concentra¢des de anfotericina B até 1,0 pug/mL, este valor pode
ser considerado como ponto de corte epidemioldgico para diversas espécies
(Bennett, 1967; Shadomy et al., 1975). Segundo Park et al (2009) valor de 2
mg/L pode ser considerado como proposta de ponto de corte, até que sejam
definidos breakpoints para cepas de Cryptococcus spp. Cepas para as quais 0s
MICs situam-se abaixo de 1mg/L, pode ser consideradas sensiveis. Essa
concentracdo corresponde ao nivel sanguineo obtido durante o tratamento
parenteral com o farmaco e, portanto, MICs acima desse valor indicam que as
isolados néo seriam, em teoria, inibidas pela anfotericina B. Além disso, niveis
séricos de anfotericina B, raramente, ultrapassam 2 mg/L, independentemente
da dose ou da velocidade de infusdo do farmaco (Drutz, 1987).

O maior estudo, envolvendo 1811 isolados de Cryptococcus spp. dos
cinco continentes, mostrou o MIC de 2 mg/L de anfotericina B em apenas 1%
das amostras (Pfaller et al., 2006). Bii et al. (2006) estudando suscetibilidade
antifingica no Kenia, relatou que todos os isolados clinicos de C. neoformans
eram sensiveis a anfotericina B (MICgqy de 0,5 pg/mL), confirmado achados
anteriores da literatura internacional e nacional (Brandt et al., 2001; Hsueh et
al., 2005; Pedroso, 2006; Dias, 2006). E notavel um trabalho espanhol,
realizado com 317 isolados, encontrou MIC de 2 mg/L para 5,3% dos isolados
(Perkins et al., 2005). Com excecao destes, ha poucos trabalhos citando MICs
altos de anfotericina B e, ainda mais raros sdo agueles que avaliaram grande
ndamero de isolados ao longo de um periodo de tempo para analise temporal.
No Brasil, apenas Strob (2007) fez tal analise, ndo encontrando nenhum valor
de MIC acima de 1 mg/L para 242 amostras do estado de S&o Paulo no periodo
de 1995 a 1999. Estudos de tendéncia internacionais foram realizados por
Pfaller et al. (2006) que também mostraram que a sensibilidade a anfotericina B
permaneceu inalterada dentre os isolados obtidos entre 1990 e 2004. Brandt et
al. (2001) analisaram 732 amostras norte-americanas coletadas em dois
periodos (1992 a 1994 e de 1996 a 1998) e confirmaram taxas estaveis de MIC,

sendo valor de 2 mg/L encontrado em apenas 0,6% das amostras.
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Resisténcia natural a anfotericina B ndo é observada em C.neoformans e
a resisténcia adquirida é fenbmeno muito raro (Powderly et al.,1992). Em
amostras isoladas de material biologico, alguns mutantes de C.neoformans
mostraram resisténcia a anfotericina B. Esses mutantes, geralmente,
apresentam alteracfes na composicdo dos esterdis nas membranas, com
diminuicdo ou auséncia de ergosterol, ou ainda, presenca de esterdis
modificados, com menor afinidade pelos polienos (Dick et al., 1980; Hadfield et
al., 1987; Walsh e Pizzo, 1988; White et al. 1998; Kontoyiannis, 2002). Pierce
et al. (1978) encontraram que, quanto maior a concentracdo de anfotericina B
necessaria para inibir o crescimento de cepas de C. albicans, maior a alteracao
na concentracdo de ergosterol e 4 e 14- esterdis metilados. Sokol-Anderson,
em 1988, encontrou niveis elevados de catalase em cepas de C. albicans
resistentes a anfotericina B, o que diminuiria o efeito oxidativo do polieno.

A predicdo de falha clinica no tratamento da criptococose deveria se
apoiar, entre outros parametros, na determinacdo da resisténcia antifingica in
vitro a anfotericina B. No entanto, o exame laboratorial mais usado em
microbiologia, o MIC para isolados de C. neoformans n&o permite, ainda, fazer
essa correlacdo. Valores de MIC de anfotericina B para C. neoformans
necessitam de profunda avaliagdo e questionamento. Talvez, em breve, possa
se decidir pelo abandono desta técnica laboratorial como arma isolada para

acompanhar casos de criptococose.

Outras ferramentas foram propostas para verificar a real atividade da
anfotericina B sobre Cryptococcus spp., entre elas, as curvas de morte, ja que a
metodologia de referéncia por microdiluicio é reconhecidamente pouco
sensivel para deteccdo da resisténcia (Canton et al., 2004; Arechavala et al.,
2009). O teste de curvas de morte expressa a porcentagem de
microorganismos mortos produzida por uma concentracdo fixa do antifingico
em condicbes pré-estabelecidas, contando-se o numero de células viaveis a

intervalos periédicos de incubagdo. Uma vantagem deste teste € que ele
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oferece informacdo da dindmica no tempo da acdo de um antifungico sobre o
agente etioldgico. Os gréaficos do tipo dose (tempo)-resposta sdo construidos
para ilustrar a diferenca entre as contagens das amostras segundo os distintos
periodos de incubacdo. Por outro lado, como o método de curvas de morte
requer muito trabalho laboratorial, o0 nimero de concentra¢des antifuUngicas
avaliadas e o nimero de amostras para 0s ensaios devem ser otimizados.

A escolha da concentracéo da anfotericina B, para os testes de curvas de
morte, é primordial ja que deve ser representativa daquela alcangcada em doses
terapéuticas nos locais de infeccao (Turnidge et al., 1994; Klepser et al., 1997a;
Klepser et al., 1997b; Klepser et al., 1998a; Klepser et al., 1998b). Podem,
ainda, ser realizados ensaios com varias concentracbes do farmaco, como
fizeram Klepser et al. (1997b;1998b) que estudaram a atividade de anfotericina
B contra isolados de C. neoformans usando essa variagdo no método. A
concentracdo do inéculo € outro parametro de reacdo que, em testes de
eficacia de farmaco, tem grande influéncia nos resultados. Burgess e Hastings
(2000) comparando dois tipos de inéculos: 10° ufc/mL e 10° ufc/mL,
demonstraram que o efeito fungicida foi maior em concentragdes quatro vezes
maiores que o MIC para o in6culo menor e oito vezes maior que o MIC para o
in6culo maior. A concentracdo de anfotericina B, assim como o do inéculo, €
importante para os testes de curvas de morte, comprovado inicialmente por
Klepser et al. (1997b) que relataram atividade fungistatica de anfotericina B
contra Candida albicans, em concentragbes equivalentes a metade do valor do
MIC, e efeito fungicida, em concentra¢cfes ao dobro do MIC. Burgess e Hastings
(2000) e Keele et al. (2001) confirmaram que anfotericina B é fungistatica para
C. neoformans em concentracdes, menores ou igual ao MIC, enquanto as
concentracdes superiores as do MIC tornam o polieno fungicida para isolados
clinicos de C. neoformans.

Neste estudo, foi usada concentracdo de anfotericina B de 1 mg/L que
superou muitas o MIC dos isolados. Mesmo com esta concentracdo nao foi

observada relacdo com MIC, i.e., o efeito fungicida ndo foi maior em isolados
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com menor MIC ou menor em isolados com maior MIC. E para isolados com
mesmo valor de MIC, o tempo para efeito fungicida foi distinto. Isto indica,
novamente, que o MIC, obtido pelo método de microdiluicdo, ndo € util para
separar isolados com sensibilidades distintas a anfotericina B em concordancia
a outros autores (Rex et al., 1995; Ernst et al.,, 2000). A maioria (>80%) dos
isolados polimérficos morreram até 12 h de exposicdo frente & 1 pg/mL de
anfotericina B e essa dinamica parece ser similar a descrita para outros grupos
de isolados (Klepser et al., 1998b; Nooney et al. , 2005; Pappalardo et al.,
20009).

Entretanto, até o momento, ndo existe significado clinico para achados
de curvas de morte, devendo-se investigar se os isolados que permaneceram
vivos apos esse periodo podem produzir infec¢gdo mais refratéria ao tratamento

do que aqueles que aqueles com morte as 6 h ou 12 h.

O grupo argentino contribuiu bastante para a compreensao dos testes de
curvas de morte. Rodero et al. (2000a; 2000b) ja indicavam as curvas de morte
como melhores do que MIC para predizer resposta clinica ao tratamento com o
polieno. De modo interessante, os autores verificaram isolados que morreram
apenas frente a 2 mg/L, e ndo frente a 1 mg/L em periodo que variou de 1h a 6
h (Rodero et al., 2000b). Os autores consideraram que esses isolados néao
poderiam ser enquadrados como resistentes, mas pelos resultados dos testes
de concentracdo fungicida minima (MFC), alguns deveriam ser classificados
como tolerantes. Concluiram, entdo, que o uso de testes fungicidas permite
detectar outras formas de resisténcia, como tolerdncia ou persisténcia e, por
iISso, sugeriram que essas técnicas sdo melhores preditores de eficacia de
farmacos contra Cryptococcus spp. do que MIC.

A caracteristica de tolerancia foi aplicada, também, para isolados que
apresentaram crescimento apdés o endpoint do teste de curvas de morte.
Burgess e Hastings (2000) relataram regrowth de colonias, definido como

crescimento ap0s tempo necessario para efeito fungicida (endpoint), quando a
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concentracdo de anfotericina B usada nos testes de curvas de morte era de até
quatro vezes mais o valor de MIC para o isolado. Esse perfil de tolerancia foi
também descrito por Rodero et al. (2000a), em testes de curvas de morte, com
um isolado de 1 paciente (1/5; 20%), assim como verificado por Pappalardo et
al., (2009) em 7 isolados (7/35; 20%) de C. neoformans obtidos de pacientes
com AIDS. Os autores levantaram a possibilidade da ocorréncia desse
fenbmeno devido a varios fatores, entre eles, a degradacdo do farmaco ou
desenvolvimento de resisténcia in vitro. Dado que testes com isolados
tolerantes e nao tolerantes foram repetidos, com resultados idénticos, afasta-se
a hipotese de degradacdo do farmaco, optando-se pela possibilidade de
resisténcia, a ser confimada em estudos experimentais com animais murinos.
No caso de anfotericina B, as curvas de morte podem indicar isolados com
maior poder de resisténcia a processos oxidativos, visto que a acao fungicida &
relacionada a processo de oxidagdo celular, além da perda de ergosterol da
membrana. De encontro a essa informagéo, sabe-se que isolados polimérficos
contendo células titds podem tolerar danos oxidativos e nitrosativos do
hospedeiro (Okagaki et al., 2012). Assim, justifica-se 0 encontro, neste estudo,
de isolado polimérfico tolerante a anfotericina B, supondo-se que tais células
possam ser menos sensiveis a acao desse farmaco. No entanto, essa hipotese
esta por ser avaliada e comprovada in vitro em estudos com maior nimero de
isolados tolerantes polimérficos (Okagaki et al., 2012).

A ocorréncia de tolerancia a anfotericina B também foi verificada, neste
estudo, em cepa da primeira amostra de LCR de 1 (1/7; 14,3%) paciente
hospitalizado. Com a exposi¢cado de 1 mg/L de anfotericina B, o endpoint foi as 6
h, mas o isolado apresentou crescimento ap0s 72 h de incubacdo. Frente a
esse resultado, os testes de curvas de morte foram realizados também com os
isolados obtidos da 2% e 32 amostra de LCR desse paciente (resultados n&o
mostrados), observando-se que a cepa isolada da 3% amostra sofreu acédo
fungicida apenas apds 48 h. Esse padrdo comportamental ndo foi observado

em isolados de nenhum outro paciente. Importante ressaltar que esse paciente,
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apos o termino desta fase do estudo, foi a 6bito. Alguns estudos mostraram boa
correlacdo dos resultados das curvas de morte com a evolucdo clinica,
auxiliando na supervisdo da terapia (Rodero et al., 2000b; Keele et al., 2001;
Ernst et al., 2002, Pappalardo et al., 2009).

Ainda que outros fatores devam ser levados em conta, a relevancia do
fendbmeno de tolerancia in vitro verificada neste caso, ndo pode ser
subestimada. Alguns pardmetros de mau prognostico em CSNC séao
conhecidos antes da era AIDS e, ainda estdo sob estudo (Diamond e Bennett,
1974; Bauer et al.,, 2012). Outros fatores que determinam a falha terapéutica
incluem a farmacocinética do antifungico usado, fatores individuais do
hospedeiro, doenca de base e sitio de infeccdo; a baixa ou ausente
suscetibilidade do agente etiologico a medicacdo é um dos elementos que
contribuem para a resisténcia clinica (Perea e Pattersom, 2002). Quando a
micose é associada a AIDS, por exemplo, outros fatores tendem a piorar ainda
mais a evolucao clinica do paciente e, entre estes, a suscetibilidade da cepa
infectante pode ser prepoderante. Esses dados sugerem que pesquisas com
anfotericina B em curvas de morte devem ser mais bem exploradas no
tratamento e seguimento de infecgbes causadas pelo C. neoformans, tanto em
estudos animais quanto em humanos.

Em relacdo a criptococose, grupos norte-americanos e europeus tém se
empenhado em melhorar a sensibilidade dos testes in vitro, s&o somente para
anfotericina B mas, também, para outros farmacos no intuito de conhecer o
perfil de sensibilidade de seu principal agente, C. neoformans, para guiar o
tratamento clinico (Cuenca-Estrela et al., 2001; CLSI , 2008). O numero de
estudos que tém estabelecido o valor da sensibilidade antifingica como preditor
de resposta clinica em pacientes com infec¢cdo por C. neoformans, como ja
mencionado, ainda € limitado e, portanto, ndo é recomendado, rotineiramente,
na pratica clinica de acompanhamento de pacientes com criptococose
associada a AIDS. (Casadevall et al., 1993; Paugam et al., 1993; Birley et al.,
1995; Armengou et al., 1996; Rex et al., 2001; Groll e Kolve, 2004). Apesar do
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MIC ser uma ferramenta amplamente utilizada para avaliar a eficacia de um
determinado antifungico frente a um isolado clinico, indices que a associam a
outros parametros sao atualmente usados para melhorar a acuracia da resposta
clinica. Embora MIC expresse a eficacia de um antimicrobiano sob certas
condic¢des in vitro, ele ndo leva em conta outros fatores que contribuem para a
evolugcdo clinica in vivo, como concentragcdes seéricas e tissulares do
antimicrobiano, além da carga fungica que infecta o paciente. Estudos prévios
relatam que a utilizacdo do método que emprega um inoculo “paciente
especifico” permite forte associagdo entre a resposta in vitro e a resposta dos
pacientes frente aos farmacos (anfotericina B e fluconazol) utilizados no
tratamento da criptococose (Larsen et al.,, 2007, Larsen et al.,, 2011). O
resultado do teste de inoculo individualizado revela o MIC do farmaco frente a
cada cepa isolada ao longo da infeccdo e, ainda, informa sobre sua viabilidade
frente a distintas concentra¢gdes de farmaco (MFC).

Este estudo com teste de suscetibilidade com inoculo individualizado
iniciou com 15 pacientes, porém, devido a distintos fatores, técnicos ou ligados
aos pacientes, apenas 6 casos fizeram parte do trabalho. A logistica para este
estudo foi, extremamente, dificil. O IAL, onde foram realizados os testes, situa-
se ao lado do IIER, mas era necesséario que a equipe do laboratério do IIER
notificasse, imediatamente, a equipe do IAL para que fossem retirar as
amostras de LCR. Uma questao técnica refere-se ao manuseio do LCR, o qual
é centrifugado de rotina no laboratorio do IIER. Este procedimento é feito para
0Ss exames micoldgicos, e outros inespecificos, para fins diagnosticos em casos
de suspeita de meningite. Para este estudo foi necessaria alteracdo da conduta
hospitalar, com a inclusdo de um procedimento de reparticdo da amostra de
LCR para envio ao IAL, antes da centrifugacdo da amostra.

Desde que, o planejamento para o teste de suscetibilidade com indculo
individualizado incluiu amostra de paciente sem tratamento prévio, esta foi mais
uma questao a ser resolvida, pois alguns casos eram de recidiva e ndo podiam

ser incluidos neste estudo. Amostras de alguns pacientes tiveram a cultura
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quantitativa realizada, mas também tiveram que ser excluidos do estudo, pois
foi verificado, posteriormente, que se tratava de casos de recidiva.

Dentre os 15 pacientes, originalmente, convidados para este estudo, 5
apresentaram amostras de LCR com resultado de cultura negativa,
impossibilitando a realizacdo do teste e levando a exclusdo desses casos.

Todos o0s pacientes tinham diagndstico de meningoencefalite por
Cryptococcus spp. por aglutinacdo em latex para antigeno polissacaridico ou
pela presenca de leveduras no LCR. Sabe-se que o teste que detecta antigeno
polissacaridico tem maior sensibilidade para diagnosticar a doenca e, por isso,
a cultura pode dar resultado negativo (Bicanic et al., 2005). De modo similar, o
exame direto de LCR é um método com maior sensibilidade do que a cultura, o
que pode justificar a ocorréncia de cultura negativa em amostra positiva por
tinta da China (Bicanic et al., 2005). A sensibilidade do exame direto com tinta
da China € maior do que a obtida no método de isolamento em cultura, desde
que podem ser vistas ceélulas invidveis que ndo crescem em cultura e, além
disso, a aliguota do LCR semeado pode néo ser representativa deste material,
desde que o numero de células pode ser extremamente baixo.

Outros 4 pacientes foram eliminados do estudo devido a falha no
seguimento clinico ou ébito antes do 14° dia de tratamento. O Gbito precoce,
descrito em taxa de 17%, pode ser atribuido a criptococose ou outras doencas
associadas ao virus HIV que realga a importancia dessa grave micose em
pacientes com AIDS (Jarvis et al., 2013). Se a ocorréncia de 6bito ou recidiva
sdo devidos a fatores inerentes ligados diretamente ao hospedeiro com AIDS
ou as caracteristicas de viruléncia das amostras de C. neoformans, € um dos
grandes gquestionamentos da pratica médica, ainda sem resposta.

Outra questdo que demandou atencé&o no planejamento deste estudo foi
o tempo decorrido entre a coleta de LCR e o processamento no IAL. A cultura
quantitativa deve ser realizada o mais rapido possivel, de modo, a revelar a
carga fangica real existente no LCR, antes que o0 agente etiologico se

multiplique, alterando esse parametro. Algumas amostras ndo puderam ser
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transferidas entre os institutos imediatamente e os respectivos pacientes foram
excluidos do estudo, por esta razéo.

A carga fungica determinada pela cultura quantitativa (procedida no IAL)
e a contagem de blastoconidios no quimiocitoldgico (realizada no hospital) ndo
sdo correlacionadas e, portanto, a utilidade do exame da rotina hospitalar é
limitada. Essa observagdo motiva a futuros estudos com controle de variaveis
(p.ex. centrifugacdo da amostra, tempo para inicio do exame quimio-citologico,
analista, calibracdo de equipamento e acessorio) para melhor determinacdo do
valor da contagem de blastoconidios no LCR como ferramenta de prognéstico
clinico. No estudo de Vidal et al. (2013) foi ressaltada a importancia deste
exame na rotina clinica de pacientes com CSNC.

Os dados clinicos e laboratoriais dos casos dos quais foram avaliados 0s
agentes da criptococose foram compilados e mostrados para melhor
caracterizacdo da populacdo, de forma descritiva. Todos 0s pacientes eram
portadores do virus HIV, em acordo ao fato desta micose ser altamente
prevalente em imunocomprometidos (Loyse et al., 2012) com carga viral
varidvel de dezenas de milhares de copias virais até indetectavel. Todos
estavam infectados, com excec¢do de um caso, com o genotipo VNI mating type
alfa como é descrito na maioria dos pacientes com AIDS no Brasil (Trilles et al.,
2008).

Os casos deste estudo apresentavam, como descrito na literatura,
celularidade baixa, para linfécitos CD4/CD8 pela infeccdo por HIV e pressao
intracraniana alta (Apéndice 2), pela criptococose. Tao importante quanto o
tratamento antifingico, € o tratamento da hipertensédo intracraniana (pressao
intracraniana >250 mm H,0). Quanto mais cedo ela for descoberta e tratada,
melhor é o prognéstico do paciente (Vidal et al., 2012; Carlson et al., 2014).

A ocorréncia em sitio extraneural foi notoria, ocorrendo na maioria dos
pacientes, critério de mau progndstico na criptococose (Jarvis et al., 2013).
Entretanto, esse parametro de indiscutivel valor clinico ndo aprece ser tao

utilizado pelo corpo clinico, desde que, menos da metade dos casos foi
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submetida a pesquisa do fungo em urina e apenas 4 dos 6 casos tiveram
procedimentos para hemocultura para fungos. As culturas positivas de sangue
indicando disseminacdo pela corrente sanguinea do agente da criptococose
foram associadas a lesdo de pele resultante desse processo, ressaltando a
gravidade do quadro nesses pacientes. Fungemia €, provavelmente, um
importante degrau no desenvolvimento e na persisténcia da meningoencefalite.
Sua ocorréncia sugere que C. neoformans no sangue pode contribuir para
reinfeccdo subsequiente do sistema nervoso central, uma hipotese defendida
por dados obtidos no estagio inicial da infeccdo em modelo de criptococose
murina (Lortholary et al.,1999).

Todos pacientes deste estudo receberam tratamento com antifiingicos,
segundo guidelines internacional e nacional, com excecdo de um sob uso
concomitante de anfotericina B e 5-fluorcitosina (Perfect et al., 2010). As
diretrizes norteamericanas para o0 manejo de criptococose também endossam
terapia combinada de anfotericina B com 5-fluorcitosina, visando a rapida
esterilizacdo do LCR (Saag et al., 2000; Bicanic e Harrison,2004; Dromer et al.,
2007). Porém, a inexisténcia de anfotericina B lipossomal, forma menos toxica
do que a de desoxicolato, na rotina do sistema unico de saude (SUS), assim
como a indisponibilidade de 5-fluorcitosina no Brasil levou, provavelmente, a
busca de condutas terapéuticas alternativas e associagbes de medicamentos
mais adequados a realidade de hospital publico.

O acompanhamento da eficacia do tratamento antifungico e a vigilancia
da resisténcia em isolados clinicos podem ser acessados por testes de
suscetibilidade e a determinacdo do MIC €, ainda, a ferramenta mais usada
para tal. A realizacdo de testes de suscetibilidade antifungica contra isolados
sequenciais, obtidos de pacientes de criptococose sob terapia antifingica, pode
ser util. O aumento nos valores de MIC, verificada no monitoramento de
pacientes pode indicar o desenvolvimento da resisténcia na cepa original,
sugerindo prognéstico ruim se mantida a mesma conduta terapéutica (Rodero

et al., 2000a). N&o foi verificado aumento significativo no valor de MIC de
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fluconazol ou anfotericina B, por método de Etest®, em amostras sequienciais
de mesmo paciente, ainda que sob tratamento com essas medicacoes.

Embora pontos de corte ainda ndo estejam definidos para os farmacos
frente a isolados de Cryptococcus spp., foram observados valores altos para
fluconazol (>16 mg/L), tanto por Etestl] quanto por método do inoculo
individualizado (>20 mg/L) na maior parte (4/6; 66,7%) dos casos. Os isolados
referentes aos dois pacientes que apresentaram maior e menor carga fungica
inicial foram o que apresentaram valores diferentes de MIC entre as duas
metodologias 0 que pode mostrar baixa linearidade do método de indculo
individualizado nas faixas extremas de valores. Para o método de
macrodiluicdo, a concentracdo de in6culo recomendada é de 10%ufc/mL (CLSI,
M27-A3, 2012). No caso do paciente 2, o inéculo utilizado na macrodiluigéo foi
muito mais alto do que este valor (8,8 x 10° ufc/mL). Este, portanto, pode ter
sido a causa de discrepancia de resultados, desde que, o teste pode ter sido
realizado fora da faixa de linearidade. Trabalhos mais antigos de Rodriguez-
Tudela et al. (1995) indicaram que concentracées acima de 10° cél./mL podem
influenciar, significativamente, no resultado de MIC; em tempo, esse foi o
estudo base para o desenvolvimento do método AFST- EUCAST.

Quanto a anfotericina B, os MICs por Etest® apresentaram maior
intervalo de valores (0,002 a 0,032), ainda que valores baixos, em relacdo a
metodologia de indculo individualizado, na qual os valores foram mais
homogéneos e superiores ao Etest®.

Os procedimentos para determinacdo de MFC produziram resultados
previstos para anfotericina B. Sendo este um farmaco fungicida, néo foi
surpreendente que os resultados de MIC e MFC fossem equivalentes para a
maioria dos casos (66,7%). Para isolados de apenas 2 pacientes, o MFC foi de
1,5 mg/L e MIC foi de 0,5, diferenca esta irrelevante.

Do mesmo modo, os procedimentos para determinacdo de MFC de
fluconazol resultaram em dados esperados, sendo encontrados valores altos

(100 mg/L a > 500 mg/L) e muito acima do MIC, para todos os isolados. Sabe-
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se que fluconazol, assim como os outros azois, tem acao inicial fungistéatica e,
secundariamente, fungicida. A atividade fungistatica ocorre devido a inibicdo da
enzima 14 a-dimetilase, impedindo a conversao de lanosterol em ergosterol,
importante esterol presente na membrana celular. A auséncia deste
componente, consequentemente, gera células fungicas com desenvolvimento
ruim (Odds et al., 2003, Perfect et al., 2010; Sudan et al., 2013). Porém o
acumulo de esterdis toxicos precursores de ergosterol, decorrentes da acao
fungistatica do fluconazol, leva & morte celular depois de determinado tempo
(Odds et al., 2003a, Perfect et al., 2010; Sudan et al., 2013). Em 1994, Scheven
e Self descreveram que a acdo do fluconazol leva ao acumulo do esterol
metilado precursor do ergosterol na célula fungica embasando a atividade
fungicida do fluconazol, que €& alcancada em doses distintas daquelas
necessarias para ocorrer acao inibitéria. Este fato € importante para a
compreensdo na clinica médica, sobre a relevancia do resgate da imunidade
e/ou doenca de base do paciente sob tratamento com fluconazol para o
sucesso terapéutico.

A associacao de farmacos para tratamento antifungico visa diminuicdo da
dose e consequente efeitos colaterais, em particular da anfotericina B, menor
ocorréncia de resisténcia, como no caso da 5-fluorcitosina e uso otimizado de
medicamentos (Schaffner e Bohler, 1993). A avaliacdo da eficacia das
combinagfes antifungicas é realizada através de estudos clinicos, em modelos
animais e estudos in vitro (Serena et al., 2005; Serena et al., 2007). A
avaliacao in vitro da acdo combinada de farmacos é importante para determinar
interagdo. Varios modelos experimentais existem para medir o efeito de
combinac¢fes de antimicrobianos (Odds, 2003b). Um dos mais conhecidos e
simples € o que emprega um conjunto bidimensional de concentracdes seriadas
de dois farmacos. O termo “tabuleiro de xadrez” a esse arranjo de tubos, ou de
pocos de microplacas, preenchidos com multiplas concentracfes de cada um
dos dois antifungicos. Os resultados permitem calcular o chamado indice de
concentracgao inibitoria fracionada (FICI (Odds, 2003b; Johnson et al., 2004).
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Dada a importancia de 5-fluorcitosina, foi realizado o teste de xadrez com
este farmaco e anfotericina B e 0s resultados indicaram interacdo indiferente
para 3 casos e antagonismo para 3 casos. O paradigma é o uso de anfotericina
B com 5-fluorcitosina, que demonstra ser sinérgico em C. neoformans, tanto em
modelos animais quanto em testes in vitro, sendo também observada em
pacientes com CSNC (Sugar et al., 1995). A possivel explicacdo para este
achado inesperado € o emprego, no teste do xadrez, de inoculo individualizado

que poderia ter interferido na interacédo dos 2 farmacos.

Dentro da linha de otimizagdo de farmacos, em terapia combinada, foi
avaliado o indculo individualizado para determinacéo da concentracao relevante
in vitro (RivDC) de anfotericina B (Bauer et al.,2012). Foram observados valores
de 0,5 mg/L (para 4 casos) a 1,5 mg/L (para 2 casos) capazes de diminuir a
carga flngica até os niveis observados no 14° de tratamento. A administracdo
de 5-fluorcitosina a maioria dos pacientes poderia, portanto, ser desnecessaria,
pois a dose sérica, comumente alcancadas em esquemas recomendados de
anfotericina B, ja seria fungicida (Larsen et al., 2007, Larsen et al.,, 2011).
Estudo clinicos, com base em resultados de RivDC sdo necesséarios para
confirmar o valor desse parametro. Para Groll e Kolve (2004), os métodos para
avaliagdo de sensibilidade a antifingicos estdo sendo continuadamente
refinados e as relagGes concentragao-efeito in vivo e in vitro estdo sendo, cada
vez mais, exploradas. Apesar de tudo isso, as infec¢fes fangicas invasivas sao
dificeis de diagnosticar e de tratar e, por isso, novas abordagens devem ser
desenvolvidas e colocadas em pratica, para manejo dessas infec¢fes (Rex et
al., 1997; Groll et al., 2001; Andes, 2003).

A resisténcia em C. neoformans, assim como em outras leveduras, ainda
€ tema controverso. De fato, os indices de resisténcia no agente de candidemia,
a forma clinica mais estudada entre as micoses invasivas, mostra que 0 USO
amplo do azol na América do Norte deveria ter provocado um aumento
significativo da resisténcia, fato ndo observado. Estudos de correlacao clinico-

laboratorial em criptococose continuam sendo realizados, apesar da dificuldade
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dos testes de sensibilidade in vitro em separar isolados de C. neoformans
resistentes e sensiveis a anfotericina B e fluconazol, farmacos usados,
respectivamente, na fase aguda e manutencdo da doenca. Em busca de
parametros que possam se somar ou substituir o teste de MIC, outros testes in
vitro foram avaliados neste estudo: curvas de morte, método de macrodiluicdo e
teste de tabuleiro do xadrez, ambos com inoculo individualizado. Contribuindo
para o progndstico da criptococose, estudou-se ainda a carga fungica no LCR,
antes e durante o tratamento com anfotericina B e fluconazol. Todas as
iniciativas e esforcos, vindos de equipes assisténcias e laboratoriais, séo
benvindas quando dirigidas ndo apenas a contribuicdo ao desenvolvimento
cientifico e tecnoldgico, mas, principalmente, a descoberta de ferramentas que
possam aprimorar 0s critérios de prognéstico e melhorar o prognostico e
qualidade de vida dos pacientes acometidos por criptococose do sistema

nervoso central.
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6. Conclusdes

* A frequéncia de polimorfismo celular foi de 4% e nunca antes relatada em
isolados de micoteca;

* O fenbmeno de polimorfismo parece ser exclusivo de C. neoformans e n&o
observado em isolados de C. gattii;

* Todos os fendtipos polimorficos apresentavam células titds e, em menor
porcentagem, pseudofilamentacéo;

» A espessura da parede de células polimorficas foi semelhante a das células
regulares;

* Isolados com maior numero de células titAs apresentaram menor
melanizacdo, quando comparadas a células regulares; estudos com maior
namero de cepas e testes mais especificos, como dosagem quimica e
imunofluorescéncia, poderdo confirmar essa ocorréncia,

* O tipo molecular e conjugante da maioria dos fenoétipos polimorficos foi C.
neoformans VNI MAT alfa, com baixa frequencia de VNIl MAT alfa, seguindo a
tendéncia geral citada na literatura da América Latina;

» Foi inédito o encontro de polimorfismo em isolados de sangue, indicando a
facilidade de disseminacédo de células atipicas pela corrente sanguinea;

« Em contraposicdo a dado de literatura, comprovou-se a possibilidade de
disseminacao de células titds no sistema nervoso central, frente a sua presenca
em liquido cefalorraquidiano;

* A baixa suscetibilidade (MIC, >8 mg/L) ao fluconazol foi observada em quase
metade dos isolados com células titds, indicando que polimorfismo possa ter
relacdo com menor suscetibilidade ao farmaco. Frente ao pequeno nimero de
isolados analisados e auséncia de breakpoint ndo se pode afirmar, mas apenas,

sugerir que polimorfismo altera a suscetibilidade antifungica a fluconazol;
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» De modo inédito, foi demonstrado que anfotericina B tem boa ac¢ao inibitoria
em isolados polimérficos; no entanto, os testes de curvas de morte permitiram
distinguir isolados menos sensiveis e tolerantes a acdo fungicida deste farmaco,
indicando ser este um méetodo mais discriminatério para avaliagdo do farmaco,
em relacdo a determinacao de concentracao inibitéria minima (MIC);

« O meétodo usando inéculo individualizado foi equivalente ao Etest], na
totalidade de ensaios com anfotericina B e na maioria dos testes com
fluconazol, ndo sendo mais sensivel para avaliar o prognoéstico clinico de
pacientes com criptococose de sistema nervoso central;

* A interacdo in vitro entre 5-fluorcitosina e anfotericina B resultou em
indiferenca e antagonismo na maioria dos casos, aumentando a controvérsia ja
existente na literatura sobre a correlacdo clinico-laboratorial do método do
tabuleiro do xadrez com inoculo individualizado; e

* O método de in6culo individualizado permitiu determinar a dose relevante in
vitro de anfotericina B para inibicAo do agente infectante, clinicamente,
significativa para cada paciente; o pequeno numero de amostras utilizado neste
estudo indica serem necessarios estudos futuros para avaliar melhor a

correlacéo clinico-laboratorial desse teste.
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APENDICE 1:Valores dos testes de suscetibilidade a antiftngicos dos isolados obtidos das amostras dos 6 pacientes com criptococose no sistema nervoso
central, internados no IIER

L L
Contagem | FICI mg/ mg/

P. MIC (mg/L) FCZ

(CSF) FIct 5-FC AMB
5-FC FICI
e Interpretacdo MIC L MIC MIC L MIC
combinacéo |FIC |E-test* combinacéo FIC E-test *
AMB XADREZ MACRO XADREZ MACRO

I e L O 0 B N

6 470 7.5 ANTAGONISMO <100 700 7 0.002 0,5 2.5 1 0.4 7,4 64 60




APENDICE 2: Dados clinicos e laboratoriais dos 6 pacientes com criptococose no sistema nervoso central, internados no IIER

Id. Idade | Aglutinacéo Cultura de Cultura | Sinais e sintomas Presenca de Carga CD4 e CD8 Presséo de Tratamento Dose
(anos) em latex sangue e/ou urina da criptococose lesBes extra Viral * (células/mm3) abertura (antifangicos)
outros neurais (mmHg)
1 21 Reagente Sangue: neg Neg Cefaleia,nauseas, Lesbes vesico- 339615 CD4: 47 18 AmB 1mg/k/dia + FCZ 400mg
vomitos, febre pruriginosas pelo CD8: 672 12/12h (4 semanas)
corpo
2 43 Reagente Sangue: pos NR Cefaléia, nduseas, Pneumonite, 107125 CD4: 43 19,5 AmB 1mg/k/dia + FCZ 400 mg
Biopsia de vémitos e confusdo lesGes em pele CD8: 930 12/12 hrs (4 semanas)
pele: pos mental (em tronco e
membros)
3 45 Reagente Neg Neg Cefaleia, Pneumonia 213 CD4: 102 20 AmB 1mg/k/dia + FCZ 400mg
nduseas,vomito e Lesdes CD8: 576 12/12 por 5 dias
tontura hipercromicas, Trocado por AmB lipossomal
violaceas pelo 165mg 1/dia e FCZ 400mg
corpo 12/12h (2 semanas)
(Sarcoma de
Kaposi)
4 59 NR NR NR Cefaléia, tontura, 1935 CD4: 33 50 AmB 1mg/k/dia + FCZ 400mg
nausea CD: 837 12/12 (4 semanas)
5 23 Ndo Reagente | Sangue: pos NR Cefaleia, dor LesBes na pele 11061 CD4: 6 75 AmB 1mg/k/dia + FCZ
biopsia de muscular no rosto CD8: 270 400mg12/12 (4 semanas)
pele: pos (molusco
contagioso)
6 40 NR NR NR Dor muscular indetect CD4: 151 40 AmB 1mg/k/dia +FCZ 400mg
avel CDs8: - 12/12 por 4 semanas

+ 5FC (100mg/Kg/dia) 6/6h
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PROJETO DE PESQUISA

Titulo: Estudo de caracteristicas dos agentes de criptococose: genotipos, pleomorfismo, melanizacéo
e suscetibilidade a antifingicos

Area Tematica: Area 8. Pesquisa com cooperacao estrangeira.
Pesquisador: MARCIA DE SOUZA CARVALHO MELHEM Versdo: 1
Instituicéo: Instituto Adolfo Lutz CAAE:03461712.9.0000.0059

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

NUmero do Parecer: 50200
Data da Relatoria: 21/06/2012

Apresentacédo do Projeto:

O presente estudo pretende analisar isolados de C. neoformans e C. gatti, fungos causadores da criptococose,
gue é uma infec¢do oportunista que acomete pacientes com deficiéncia do sistema imunolégico. A criptococose
pode acometer varios 6rgaos, porém o mais importante € o cerebro causando a meningite criptocdocica.Esta
doenca continua a ser uma das principais causas de morte em pacientes com Aids na Africa, Asia e Brasil. O
gerenciamento farmacolégico das infecces por Cryptococcus depende do estado imunitario do paciente, mas
consiste de uma terapia primaria com anfotericina B, com ou sem 5-fluorcitosina, quase sempre seguido de
terapia de manutencdo, ou uma longa terapia supressiva, com alguns azéis, principalmente fluconazol.Estudos
indicam que C. gattii € menos sensivel aos antifingicos empregados para tratamento da criptococose, em
relacdo a C. neoformans, a extensédo desse fato, 0 mecanismo e a origem da resisténcia, ainda estdo por ser
esclarecidos. Por estas razdes € necessario avaliagcao continua da suscetibilidade de cepas de C. neoformans
aos agentes antifungicos e este estudo pretende comparar as taxas de resisténcia entre as duas espécies
obtidas de pacientes, de modo a confirmar a diferenca entre as duas espécies. O estudo da suscetibilidade por
curvas de morte sera desenvolvido em continuidade a trabalho publicado pelo grupo e pioneiro no Brasil
(Pappalardo et al.,2009). O método de suscetibilidade quantitativo é inédito no Brasil. Ambos poderao fornecer
resultados mais fidedignos do que o método de microdiluicdo quanto a ocorréncia de isolados resistentes de
Cryptococcus spp. A ocorréncia de pleomorfismo, seja gigantismo-nanismo ou filamentacao, em isolados
clinicos de Cryptococcus neoformans e C. gattii pode estar relacionada a viruléncia. Se for comprovado que
cepas polimérficas apresentam distintos perfis de viruléncia a evolucgéo clinica poderia ser influenciada por essa
caracteristica do agente etioldgico.

Objetivo da Pesquisa:

Caracterizacdo de isolados clinicos dos agentes da criptococose: Cryptococcus neoformans e C. gattii no
Estado de S&o Paulo quanto ao tipo molecular, presenca de pleomorfismo, producdo de melanina e resisténcia
a antifangicos.

Analisar a frequéncia de pleomorfismo, segundo tamanho celular (gigantismo e nanismo) e presenca de pseudo
-hifa; Investigar resisténcia a antifingicos em isolados pleomorficos:difusdo em agar com fitas Etest® para
fluconazol e anfotericina B por metodologia de curvas de morte para anfotericina B Determinar a espessura da
parede celular e producdo de melanina dos isolados pleomorficos Avaliar freqiiéncia e distribuicdo dos tipos
moleculares por metodologia de PCR-RFLP em isolados pleomdrficos; Analisar método quantitativo com
in6culo individualizado para determinacdo de resisténcia ao fluconazol e anfotericina B com vistas ao
prognostico.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Ndo hé risco identificado ao sujeito de pesquisa.

Beneficios: A demonstracédo da ocorréncia de cepas polimorficas e/ ou resistentes, bem como tipos moleculares
reconhecidos como mais virulentos servird de subsidio para estudos de correlacao clinica. Além disso, a
avaliacdo de novos métodos de identificacdo de fenétipos resistentes a anfotericina B e fluconazol podera
resultar na implantacdo de nova metodologia na rotina de apoio diagndstico para casos de criptococose
tratados com esses farmacos.



Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
A constatacdo da ocorréncia de cepas poliméficas com presenca de células gigantes resistentes a antifungicos
podera trazer novos conhecimentos que contribuiriam para terapéutica mais adequada de casos de
criptococose e desenvolvimento de novos farmacos.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:
Considero que o presente estudo atende aos aspectos éticos presentes na Resolucao 196/96 do Conselho
Nacional de Saude

Recomendacbes:

Recomendo a aprovagéo do projeto.

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Nao ha pendéncias

Situacédo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Sim

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Aguardar a manifestacdo da CONEP sobre o protocolo de pesquisa, por ter sido indicada a participacdo

estrangeira no Centro de Referéncia Instituto Nacional de Salud Carlos Ill, Majadahonda, Espanha, para a
etapa relacionada as cepas de microrganismos.

Na data de emissao desse parecer estavam pendentes os pareceres de algumas co-
participantes. As mesmas deverdo ser apresentadas antes do inicio do projeto.

O presente projeto, seguiu nesta data para analise da CONEP e sO tem o seu inicio
autorizado ap0s a aprovacao pela mesma.

SAO PAULO, 04 de Julho de 2012

Assinado por:
Luz Marina Truijillo
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PARECER CONSUBSTANCIADO DA CONEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo de caracteristicas dos agentes de criptococose: gendtipos, pleomorfismo,
melaniza¢éo e suscetibilidade a antifingicos

Pesquisador: MARCIA DE SOUZA CARVALHO MELHEM
Area Temaética: Area 8. Pesquisa com cooperacgao estrangeira.
Verséo: 2

CAAE: 03461712.9.0000.0059

Instituicdo Proponente: Instituto Adolfo Lutz

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 134.359
Data da Relatoria: 29/08/2012

Apresentacédo do Projeto:

Apresentacéo do Projeto: O presente estudo pretende analisar isolados de C. neoformans e C. gatti, fungos
causadores da criptococose, que € uma infeccdo oportunista que acomete pacientes com deficiéncia do
sistema imunoldégico. Este estudo tem colaboragéo estrangeira, no qual havera andlise das imagens geradas
de cepas no Centro de Referéncia Instituto Nacional de Salud Carlos Ill, Majadahonda, Espanha.

Introducéo: A criptococose é causada por duas espécies de leveduras: Cryptococcus neoformans e C. gattii.
Na atualidade, sédo aceitos oito subtipos moleculares entre as duas espécies. De acordo com a literatura, os
agentes tém predilecdo para o sistema nervoso central, causando altas taxas de mortalidade. A meningite
criptocécica é, geralmente, tratada com a terapia de inducdo de anfotericina B, seguido por fases de
consolidag@o e manutencdo com fluconazol. As principais caracteristicas utilizadas na identificacdo de
espécies de Cryptococcus spp. sdo a observagéo no exame direto por coloragéo por tinta da China, tanto do
material biolégico quanto do isolado, de células leveduriformes com ou sem brotamento, envoltas pela
cépsula mucopolissacaridica. Entretanto, diversos estudos tém demonstrado que Cryptococcus spp. pode
apresentar alteragbes em seu aspecto morfolégico como mecanismo que o tornam capaz de resistir as
pressdes do ambiente e logo a persistir no hospedeiro. Outra questdo importante abordado pelo estudo, séo
as mudancgas fenotipicas, associadas a distintos perfis de viruléncia e resisténcia, em isolados de
Cryptococcus spp., tais como: desenvolvimento de formas anas (~1 micron), gigantes- titan cells (~28 micra)
e formacéo de pseudo-hifas. Essas atipias ainda ndo tém explicacao, clara e precisa,
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guanto a sua extensao, ocorréncia, origem e impacto na instalacéo e evolu¢éo da doenca. Por outro lado,
indicam que a populagéo celular de Cryptococcus estd em processo adaptativo dindmico e que o sistema
imune confronta células com caracteristicas variadas. A ocorréncia de pleomorfismo, seja gigantismo-
nanismo ou filamentacao, em isolados clinicos de Cryptococcus neoformans e C. gattii pode estar
relacionada a viruléncia. Se for comprovado que cepas polimérficas apresentam distintos perfis de
viruléncia, a evolugéo clinica poderia ser influenciada por essa caracteristica do agente etiolégico. Além
disso, a constatacdo da ocorréncia de cepas poliméficas com presenca de células gigantes resistentes a
antifingicos poderia trazer novos conhecimentos que poderdo contribuir para terapéutica mais adequada de
casos de criptococose e desenvolvimento de novos farmacos.

Hipotese: Cepas polimérficas e/ou resistentes a antifingicos podem ocorrer em isolados clinicos dos
agentes da criptococose no Brasil?

Metodologia: 1. Todos os isolados seréo analisados sob microscopio 6tico (400x) com uma gota de tinta da
China. A microscopia 6tica sera realizada no Nucleo de Micologia do Instituto Adolfo Lutz, sera utilizada para
triagem de pleomorfismo. Isolados com pseudo-hifa ou com células gigantes ou com nanismo serdo
fotografados, as fotos seréo enviadas, eletronicamente para centro de referéncia Instituto Nacional de Salud
Carlos Ill, Majadahonda, Espanha (Dr. Oscar Zaragoza) para confirmacédo do pleomorfismo celular. A
analise da parede celular dos isolados com grupos celulares, gigantes ou com nanismo, serd realizada em
microscopio eletrdnico de transmissdo no Nucleo de Microscopia Eletrdnica do Instituto Adolfo Lutz. Todos
os isolados seréo, a seguir, submetidos a ensaios para verificacdo da producdo de melanina, segundo a cor
expressa na colénia semeada em meio L-DOPA. Todos os isolados serdo submetidos aos procedimentos
para determinacdo de suscetibilidade a antifungicos. O sistema E-test composto de fitas impregnadas com
antifangicos sera usado para determinacao da suscetibilidade de todos os isolados de micoteca, além dos
isolados clinicos provenientes do IIER. Os testes serdo realizados com fitas contendo fluconazol e fitas de
anfotericina B (bioMérieux, Fr), segundo orientagdo do fabricante. Para anfotericina B sera também
empregado o método de curvas de morte para avaliacdo da eficacia do farmaco. Sera usado o método
validado pela literatura para isolados clinicos provenientes dos pacientes do IIER. Os testes serdo
realizados com fluconazol e anfotericina B e a base metodoldgica seguird aquela prevista para a
microdiluicdo segundo documentos M27A3 e M27S3 (CLSI, 2008), com indculo individualizado para cada
isolado. A contagem de ufc/mL de liquido cefalorraquidiano existente na primeira amostra coletada, antes do
tratamento sera a base para confeccao do indculo. O in6culo, assim preparado, € denominado in6culo
paciente-especifico ou inoculo individualizado e sua concentragéo, empregada no teste, sera confirmada
através de plagueamento e contagem de ufc/mL. Caso ocorra variagdo de 10% ou
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mais, em relagdo a concentragdo desejada, o teste sera repetido. A gama de concentragdes de anfotericina
B avaliadas sera de 0 a 3,5 mg/L. Para as analises moleculares usadas na genotipagem de todos os
isolados, clinicos e ambientais, sera aplicada a técnica de PCR-RFLP. Todos os testes serdo realizados em
duplicata. Em todos os métodos seréo utilizadas cepas-padréo sob as mesmas condicdes experimentais dos
isolados de Cryptococcus spp. Para os ensaios moleculares serdo utilizadas cepas-padréo correspondentes
aos quatro gendtipos de C. neoformans: VNI - WM 148 , VNII- WM 626, VNIII- WM 628 e VNIV- WM 629 e 4
genotipos de C. gattii: WM 179 (sorotipo B, VGI), WM 178 (sorotipo B, VGII), WM 161 (sorotipo B, VGIII) e
WM 779 (sorotipo C, VGIV) cedidas pela referéncia internacional, para a este trabalho, Prof. Dr. Wieland
Meyer (Universidade de Sydney, Australia). Para os testes de suscetibilidade a antifingicos serdo usadas as
cepas-padrao Candida krusei ATCC 6258 e C. parapsilosis ATCC 22019. Nos ensaios de melanizacéo e
curvas de morte sera empregada a cepa-padrdo C. neoformans ATCC 90014.

Critérios de Inclusédo/ Exclusédo: N&o se aplica.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Caracterizacdo de isolados clinicos dos agentes da criptococose, Cryptococcus
neoformans e C. gatti i- no estado de S&o Paulo quanto ao tipo molecular, presenca de pleomorfismo,
producdo de melanina e resisténcia a antifungicos.

Objetivo Secundario: Analisar a frequéncia de pleomorfismo, segundo tamanho celular (gigantismo e
nanismo) e presenca de pseudo-hifa; Investigar resisténcia a antifingicos em isolados pleomérficos: difuséo
em agar com fitas Etest® para fluconazol e anfotericina B por metodologia de curvas de morte para
anfotericina B Determinar a espessura da parede celular e producdo de melanina dos isolados pleomérficos
Avaliar frequéncia e distribuicdo dos tipos moleculares por metodologia de PCR-RFLP em isolados
pleomorficos; Analisar método quantitativo com inéculo individualizado para determinacédo de resisténcia ao
fluconazol e anfotericina B com vistas ao progndstico.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: O risco de ndo ocorrer caso de criptococose no periodo definido para o estudo (um ano a partir da
aprovacao do projeto), impedindo a avaliacdo do método quantitativo de resisténcia a anfotericina B e
fluconazol.

Beneficios: A demonstragéo da ocorréncia de cepas polimoérficas e/ ou resistentes, bem como tipos
moleculares reconhecidos como mais virulentos servira de subsidio para estudos de correlag&o clinica. Além
disso, a avaliacdo de novos métodos de identificagdo de fenotipos resistentes a anfotericina B e fluconazol
podera resultar na implantagédo de nova metodologia na rotina de apoio
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diagndstico para casos de criptococose tratados com esses farmacos.

Comentarios e Considerag8es sobre a Pesquisa:
N&o se aplica.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:
N&o se aplica.

Recomendagdes:

N&o se aplica.

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

N&o se aplica.

Situacdo do Parecer:

Devolvido

Consideragdes Finais a critério da CONEP:
Apés andlise da documentacdo encaminhada,por tratar-se de envio de material bioldgico ndo humano, a
CONEP esclarece que essa pesquisa ndo se enquadra em nenhuma Area Tematica Especial do Grupo |.

Nesse caso, a aprovacéo ética é delegada ao Comité de Etica em Pesquisa da instituicdo, devendo ser
seguido o procedimento para projetos que nao sao do Grupo |, conforme o fluxograma disponivel no site:

http://conselho.saude.gov.br e no Manual Operacional para CEP.

Diante do exposto, esta comisséo delibera por devolver o protocolo em questéo.

BRASILIA, 30 de Outubro de 2012

Assinador por:

Anibal Gil Lopes
(Coordenador)
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INSTITUTO ADOLFO LUTZ
INSTITUTO DE INFECTOLOGIA EMILIO RIBAS
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA
Nome do estudo: Estudo de caracteristicas dos agentes de criptococo se: genatipos,
polimorfismo, melanizaco e suscetibilidade a antif angicos
Pesquisadores responsaveis: Dra. Marcia de Souza Carvalho Melhem, Dra. Mara
Pappalardo e Dr. José Ernesto Vidal Bermudez
Unidade do Estudo: Instituto de Infectologia Emilio Ribas
Duracgéo da pesquisa: 1 ano

PROPOSTA

Vocé (ou seu familiar) foi admitido neste hospital devido a suspeita de uma doencga
infecciosa conhecida como criptococose. A criptococose € causada por um fungo
chamado Cryptococcus que acomete o cérebro e manifesta-se com alteracdes do sistema
nervoso como dor de cabega, convulsdes, fraqueza, sonoléncia, confuséo, dentre outras.

Para o diagnostico da suspeita de criptococose séo utilizados exames clinicos,
exames de imagem do cérebro como tomografia computadorizada ou ressonéncia nuclear
magnética e exames laboratoriais. Os exames laboratoriais sdo realizados em amostras
de liquor (liquido coletado na coluna vertebral).

Todos o0s exames necessarios para o diagnéstico laboratorial da criptococose
serdo realizados na sua (ou de seu familiar) amostra de liquor (liquido coletado na coluna
vertebral) para a confirmacéo desta infeccéo.

Com o objetivo de melhorar o diagnéstico laboratorial desta doenca, estamos
testando uma nova metodologia. Por se tratar de nova metodologia, os resultados obtidos
devem ser comparados com 0s exames ja realizados na rotina do laboratorio.

O objetivo desta carta € convida-lo (vocé ou seu parente) a participar da pesquisa.
Caso vocé aceite participar, suas trés amostras de liquor coletadas para exames de
rotina, no 1° 7° e 14° dias da doenca, serdo encaminhadas para a realizacdo da
pesquisa. Portanto, ndo sera coletada uma nova amostra de liquor especificamente para
esta pesquisa.

Este estudo foi revisado e aprovado por um Comité de Etica em Pesquisa e esta
de acordo com a Resolucdo N° 196, de 10 de outubro de 1996 do Conselho Nacional de
Saude que regulamenta pesquisas envolvendo seres humanos, e com a Declaragédo de
Helsinque que regulamenta a pesquisa médica em humanos.

Riscos e Beneficios

A coleta de liquor € um procedimento de rotina para esta doenca. Seré realizada
por um meédico especializado e sera feita por meio de injecdo na coluna lombar com
agulha e seringa estéreis. Pode ocorrer dor local durante o procedimento e dor de cabeca
depois da coleta de liquor, porém € pouco comum e pode ser medicada.

O controle rigoroso da hipertenséo intracraniana por meio das coletas de liquor
sdo decisivos para que tenha a melhora desta doenca. Porém, somente no final da
pesquisa poderemos concluir se este trabalho trouxe algum beneficio para o diagndstico
desta doenca. Talvez vocé tenha beneficio de imediato com a pesquisa, mas o estudo
pode ajudar, no futuro, outros pacientes que tenham a criptococose.



Participacdo na Pesquisa

A sua participacdo neste estudo é voluntaria. Se vocé estiver com esta infecgao,
seu diagnostico e tratamento prosseguirdo normalmente, a cargo dos médicos que lhe
acompanham, e ndo sera modificado de maneira alguma caso vocé participe ou ndo da
pesquisa. Vocé também podera retirar-se da pesquisa a qualquer momento e ndo sera
prejudicado por isso.

Este estudo ndo implica qualquer 6nus para o paciente, assim como nao trara
nenhuma despesa financeira por sua participacao.

InformacgBes adicionais e Confidencialidade

Seréo necessérios dados dos prontuarios quanto ao sexo, idade, sinais e sintomas
da criptococose, infec¢do ou ndo por HIV ou outra doencga, carga viral, valores de células
CD4 e CDS8, uso de antifungicos e evolucédo da doenca. Todas as informacdes coletadas
serdo mantidas confidencialmente. Serdo guardadas, sem identificagdo, em um
computador e seu nome ndo aparecera em nenhuma publicacdo. Vocé podera ter acesso
aos resultados dos seus exames durante o estudo, bem como terd acesso, se assim
desejar, as publicacBes pertinentes.

Duvidas em relagdo a Pesquisa
Se vocé quiser saber mais sobre a pesquisa ou tiver alguma duvida, vocé podera
telefonar para a Dra. Marcia de Souza Carvalho Melhem (telefone 11- 3068 2890 ou 11-
99685 5034). Vocé podera também telefonar para a Dra. Mara Pappalardo (11-3896 1200
Ramal 1226), para o Dr. José Ernesto Vidal Bermudez (11-99588 8756), para o Comité de
Etica do Instituto de Infectologia Emilio Ribas (11-3896 1406) ou para o Comité de Etica
do Instituto Adolfo Lutz (11-3068 2859).

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO:

Titulo do protocolo: Estudo de caracteristicas dos agentes de criptococo se:
genotipos, pleomorfismo, melanizacéo e suscetibilid ade a antifungicos

Eu, , li (ou ouvi a
leitura sobre) as informacdes contidas neste termo de consentimento. Compreendi os
possiveis riscos e beneficios da pesquisa para minha doenca. Tive oportunidade de fazer
perguntas e recebi respostas para todas as minhas davidas.

Minha participagdo nesta pesquisa é voluntaria e posso me retirar a qualquer
momento, por qualquer razdo, sem que a minha decisdo de desistir prejudique meu
diagnéstico e tratamento.

Uma cépia assinada deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficara em
meu poder.

Nome do voluntério ou do responsavel
legal:

Assinatura: Data: [ ]

Assinatura do
pesquisador: Data:_ /[




TERMO DE ASSENTIMENTO PARA MENORES DE 18 ANOS

A doenca que vocé tem pode ser causada por um fungo que estd no ar e 0 nome
dela é criptococose. Para ter certeza da doenca o médico fard exames e alguns deles
seréo feitos no liquido da sua coluna vertebral (liquido da espinha). O médico vai colher o
liquido algumas vezes para fazer todos esses exames.

Eu sou farmacéutica e estou fazendo um estudo sobre um novo exame para a
criptococose. Eu estou convidando vocé a participar dessa pesquisa. Caso vocé aceitar
participar dela, trés amostras do liquido espinhal que serdo colhidos pelo médico, serédo
levadas ao laboratorio onde eu trabalho para ser feito o novo teste. As trés amostras para
a pesquisa serdo aquelas colhidas no 1°, 7° e 14° dia da doenca. Nenhuma amostra sera
colhida somente para a pesquisa. Todas as amostras do liquido usadas na pesquisa
serdo as colhidas pelo médico para tratamento de sua doenca.

E importante vocé saber que o tratamento da sua doenca sera feito no hospital
mesmo que Vocé ndo queira participar da pesquisa.

Se vocé quiser participar da pesquisa seu home serda mantido em segredo.

Se vocé quiser saber mais sobre a pesquisa ou tiver alguma duvida, vocé pode

telefonar para mim Dra. Marcia de Souza Carvalho Melhem (telefone 11-3068
2890 ou 11-99685 5034). Vocé podera também telefonar para a Dra. Mara Pappalardo
(11-3896 1200 Ramal 1226), para o Dr. José Ernesto Vidal Bermudez (11-99588 8756),
para o Comité de Etica do Instituto de Infectologia Emilio Ribas (11-3896 1406) ou para o
Comité de Etica do Instituto Adolfo Lutz (11-3068 2859).

Nome do voluntario
menor de idade:

Assinatura: Data: [ ]

Assinatura do
pesquisador : Data:_ /[
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filamentous cells in direct examination of cerebrospinal fluid. Clinical data, outcome, treatment features
and microbiological findings were discussed.

© 2014 Published by Elsevier B.V. on behalf of International Society for Human and Animal Mycology.

This is an open access article under the CC BY-NC-ND license
(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/).

1. Introduction

Cryptococcosis is one of the most life-threatening mycoses
affecting human hosts. It is estimated that about 957,000 cases
presenting the serious meningeal form of disease occur annually
worldwide associated with the human immune deficiency virus
infection (HIV), leading to 600 thousand deaths [1]. In Brazil, the
disease represents the primary cause of opportunistic meningitis
and the second most frequent neurologic opportunistic infection
in HIV virus-infected patients [2]. The main etiological agents
present MATa and MATx sexual states and at least 8 molecular
types: VNI, VNII, VNIII and VNIV for Cryptococcus neoformans and
VGI, VGII, VGIII and VGIV for Cryptococcus gattii. Various studies
have reported that the two species differ in many aspects includ-
ing epidemiological, virulence, and antifungal resistance differ-
ences resulting in distinct clinical presentation and clinical
outcome [3]. Similar to the majority of regions where it manifests
worldwide, overall in Brazil the main causative agent is C. neofor-
mans VNI alpha mating type [4]. All molecular subtypes enclosing
the two species are morphologically identical with typical capsu-
lated, rounded to elongated budding cells, measuring 5-7 pm in

“This work was presented at the 9th Conference on Cryptococcus and Crypto-
coccosis, Amsterdam, The Netherlands, May 2014.
* Corresponding author.
E-mail address: melhemmr@uol.com.br (M.S.C. Melhem).

http://dx.doi.org/10.1016/j.mmcr.2014.11.002

diameter. Nevertheless, previous studies have reported the occur-
rence of giant cells (titan cells) and microforms or even hyphal
forms besides normal cells [5,6,7]. We report a case of cryptococcal
meningitis caused by a mating-type VNI C. neoformans showing
filamentous cells in Indian ink preparation of cerebrospinal fluid
(CSF) examination.

2. Case

A male patient 43-old, native of La Paz city in Bolivia and living in
Sdo Paulo City, Brazil for the last 15 years, was admitted to Emilio
Ribas Institute of Infectious Diseases, a tertiary public hospital in Sdo
Paulo, Brazil. The patient presented headache, nausea, vomiting and
mental confusion. He presented umbilicated papule skin lesions on
the trunk and limbs, besides pulmonary and meningeal symptoms.
Thorax computed tomography (CT) for screening of fungal lesions
indicated pneumonitis. Laboratory results showed both positive India
ink preparation and qualitative latex agglutination in CSFE. The
leukocytes counting revealed 7 cellsymm> with a predominance of
lymphocytes (87%), protein level of 78 mg/dL and glucose level of
34 mg/dL. The serology for HIV virus was positive, viral burden was
925 viral copies/mL, and CD4 cell count was 43 cells/mm?. Table 1
shows the principal features from the case reported.

The blood culture, CSF and skin tissue cultures yielded the
recovery of typical cryptococci encapsulated yeasts. CFS samples

2211-7539/© 2014 Published by Elsevier B.V. on behalf of International Society for Human and Animal Mycology. This is an open access article under the CC BY-NC-ND
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from day 0, 7, 14 and 21 were sent to Adolfo Lutz Institute, a Public
Health Reference Laboratory for quantitative culture and identifi-
cation by morphological and biochemical characteristics including
CGB screening test to differentiate the species C. neoformans and C.
gattii, molecular type testing, and antifungal susceptibility pattern.

Treatment began on the first day of hospitalization with deox-
ycholate amphotericin B (1 mg/kg/day) in combination with flucona-
zole (400 mg) twice a day for four weeks. Relief punctures were
performed daily in the first seven days of treatment. The patient was
discharged on the 30th day of hospitalization after two negative
culture results, receiving fluconazole (consolidation phase with
800 mg/day). Two months later the individual's condition relapsed
evolving to convulsions and the patient was re-hospitalized requiring
combined antifungal therapy initially with amphotericin B and
fluconazole for a month. Due to worsening of the neurological status,
the patient was admitted to the intensive care unit. The results
showed high fluconazole MIC (minimal inhibitory concentration).
Cerebral MRI (Magnetic Resonance Imaging) resulted in findings
compatible with parenchyma involvement. Fluconazole was switched
to voriconazole (400 mg/day) twice a day. The strategy yielded CSF
sterilization and the patient was discharged in a few weeks under a
voriconazole therapy regimen. A second episode of clinical recurrence
was verified four months later with clinical presentation of convul-
sions, headache, and trembling. Amphotericin B and fluconazole was
re-introduced, but renal failure led to monotherapy with fluconazole.
Clinical and laboratory cure was observed after 3 weeks.

Table 1
CSF findings during period of patient hospitalization.

Day Results

Protein Glucose Yeasts Culture Quantitative culture (cfu/mL)

(mg/dL) (mg/dL) (mm?)

0 78 34 618 (pos) 440,000
1 81 21 1420 (pos) NP
4 395 10 329 (pos) NP
7 207 7 128 (pos) 135
12 81 18 NR (pos) NP
14 61 26 10 (pos) 90
17 44 21 16 (pos) NP
18 30 72 NR (pos) NP
20 49 36 50 (neg) NP
22 56 40 NR (neg) O

pos: positive; neg: negative; NP: Not Performed; CFU/mL: colony-forming units per
milliliter of CSF.

©

The initial quantitative CSF culture, according to Robinson and co-
authors (1999) showed high initial fungal burden (8.8 x 10° CFU/mL)
dropping to 2.7 x 10? and 1.8 x 10? CFU/mL at day 7 and 14, respec-
tively, followed by negative results on day 21. Pseudohyphal forms of
fungal cells were observed in Indian ink examination only in the first
CSF sample (Fig. 1). Otherwise primary and sequential cultures showed
only normal budding cells. Multiple colonies (n= 19) from quantitative
cultures related to sequential CSF samples were collected to speciation.
Genotypes were characterized through the use of URA5-restriction
fragment length polymorphism analysis (URA5-RFLP) [3]. The genetic
variability was determined following Ulrich and co-authors (2009) by
using PCR-fingerprinting with the minisatellite-specific primer M13
(M13 PCR fingerprinting) [4] and the mating type was established by
PCR as recommended by Chaturvedi and co-authors [8].

The following standard strains representing each molecular type
were included in the analysis: WM 148 (serotype A, VNI/ AFLP1), WM
626 (serotype A, VNII/AFLP1A), WM 628 (serotype AD, NIII/AFLP2),
WM 629 (serotype D, VNIV/AFLP3), WM 179 (serotype B, VGI/AFLP4),
WM 178 (serotype B, VGII/AFLP6), WM 175 (serotype B, VGIII/AFLP5),
and WM 779 (serotype C, VGIV/AFLP?). Filobasidiella neoformans ATCC
28957 and ATCC 28958 were used as standard strains.

All multiple colonies were C. neoformans genotype VNI (Fig. 2),
mating-type o and the M13 PCR fingerprinting (Fig. 3) of the 19
distinct colonies showed the same band patterns. Antifungal suscept-
ibility test through broth micro dilution reference method (European
Committee EUCAST AFST.EUCAST) was used to determine the minimal

clinical isolates

SM 1 1I nr 1v

A

Fig. 2. Electrophoresis of PCR-RFLP products to determine molecular genotyping.
SM: size marker 100bp; [, II, IIl and IV refer to genotypes VNLVNILVNIII and VNIV,
respectively (W. Meyer strain-types).

Fig. 1. Pseudohyphae observed in direct microscopy (A) and India Ink examination (B) of cerebral spinal fluid of Cryptococcal meningitis case.
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Fig. 3. Dendrogram of PCR-fingerprint profiles with primer M13, of 19 clinical isolates from a Cryptococcal meningitis case (BioNumerics, Dice coefficient and UPGMA).
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Fig. 4. Time-kill curve results of amphotericin B for 19 isolates of Cryptococcosis
patient. Black line, positive control.

inhibition concentration (MIC) of fluconazole and voriconazole. The
commercial method of diffusion using the drug-containing strip
Etest™ was employed for testing amphotericin B. Homogeneous high
MIC-values of fluconazole (MIC 16 mg/L) and voriconazole (MIC
0.25 mg/L), and low amphotericin B-MIC (0.064 mg/L) were found
for all multiple colonies tested. The fungicidal activity of amphotericin
B (1 mg/L) was assessed by time-kill curve tests demonstrating
complete colony killing in the first 6 h drug-exposure for all multiple
isolates (Fig. 4).

3. Discussion

Little is known about the occurrence of filamentation in C. neofor-
mans cells although low virulence in filamentous forms have been
previously reported in murine models [5— 10]. One hypothesis is that
pseudohyphal production is an adaptive mechanism to environmental
pressures to yeast development. The occurrence of these morpholo-
gical changes like increases in cell size or filamentation in isolates of C.
neoformans may be related to virulence. Some authors reported the

interaction of C. neoformans and amoebas, like Acanthamoeba poly-
phaga, one of its natural predators, observing that, in addition of
pseudohyphae formation, these structures could not be engulfed by
amoebas, showing a form developed by yeast to ensure its survival in
the environment [9]. However, low virulence was observed when
these cells were subjected to tests in vivo. Similar results were found
in rats, leaving a clear need for more studies on these findings [10].
Likewise, strains producing pseudohyphal forms were observed to be
less phagocyted by amoeba Acanthamoeba castelanni than the wild-
type strain. However, mice inoculated with wild-type strain suc-
cumbed and were sacrificed 26 h after inoculation, whereas mice
inoculated with pseudohyphal strains remained healthy during the
same period. Later, some of these cases produced yeast cell forms
causing disease in their hosts [11]. Another relevant morphologic
alteration is the titan and microforms of C. neoformans. It has been
demonstrated that titan cells are resistant to phagocytosis, they may
evade immune cells in lungs of mice and could tolerate oxidative and
nitrosative stresses [12].

All colonies showed identical band patterns by M13 PCR finger-
printing, suggesting that the patient was infected by only one strain
and this strain persisted in all sequential CSF samples. The antifungal
susceptibility patterns to amphotericin B, fluconazole, and voricona-
zole were identical for all the colonies. The success of the therapy was
demonstrated by serial quantitative culture, which showed a con-
siderable decrease in fungal load during treatment. Mortality is
thought to be associated with a higher burden of infection, according
one study that indicated the number of cryptococci cultured from the
CSF as an independent predictor of early death [13]. The fungal
burden by quantitative cultures in 14 day-therapy correlated with
our patient's mycological response to treatment and has been
confirmed to monitor the clinical outcome [14,15,16]. The combined
therapy using amphotericin B and fluconazole resulted in clinical
improvement. Interestingly, we observed this occurrence correlated
with the good efficacy of amphotericin B in vitro demonstrated by



Lidiane de Oliveira et al. / Medical Mycology Case Reports 7 (2015) 4-7 7

low MIC results as expected for this species [17]. Furthermore, the
clear association between in vivo rapid fungal clearance and early
in vitro Killing effect provided a strong argument in favor of extending
studies to evaluate the time-curve method as a tool to predict
outcome. Despite that amphotericin B was introduced in the late
1950s, in addition to its dose-limiting toxicity, this agent remains the
first-line induction treatment for cryptococcal meningitis [18]. It
would be worthwhile to evaluate the potential of time kill curves
in isolates with distinct susceptibility patterns and correlated with
clinical outcome.

Our patient experienced two clinical relapse months after being
discharged. Of note, the primary and sequential isolates of the
etiologic agent showed high fluconazole-MIC and voriconazole-MIC
values showing no correlation with the good outcome observed in
our case. Globally, such high values are rarely observed for C. neofor-
mans isolates, conversely to high fluconazole-MICs frequently found
for C. gattii [16,17,19]. We found these findings have potential clinical
implications, since this azole agent is the recommended standard to
treat Cryptococcosis, particularly during the maintenance phase of
antifungal treatment of cryptococcal in HIV virus-infected patients
[3,18]. Although our patient had a good outcome before hospital
discharge, he was re-admitted to the hospital a few months after the
first episode. Infection relapse on commencement of fluconazole
maintenance therapy associated with high fluconazole-MIC
(>8mg/L) was previously reported [20]. However, there is no
conclusive information about the clinical relevance of susceptibility
tests in the management of cryptococcal meningitis. In addition,
several factors are responsible for poor responses to fluconazole
therapy in patients with HIV virus associated cryptococcal meningitis,
mainly profound immunodeficiency as demonstrated in our patient
and inadequate fluconazole exposure due to poor drug adherence as
likely in this case. It is unclear whether clinical relapse is attributable
to low susceptibility resistance of the isolates to fluconazole. Patient
non-compliance is a factor that could have contributed to the
observed clinical relapse. Further studies are necessary to explain
the clinical relevance of filamentous forms and molecular profiles of
the etiologic Cryptococcosis agent and its relationship with antifungal
susceptibility changes.
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