|
V] RT!EJTE ?F IRITUS,
& & &

UNIVERSIDADE FEDERAL DE BAHIA
INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

TALITA DE JESUS CALDAS NUNES

IDENTIFICACAO MOLECULAR DE SOROTIPOS E
DETERI\/IINA(;AO DE MATING TYPE DE ISOLADOS
CLINICOS DE Cryptococcus spp.

SALVADOR-BA

2013



TALITA DE JESUS CALDAS NUNES

IDENTIFICAQAO MOLECULAR DE SOROTIPOS E
DETERMINAQAO DE MATING-TYPE DE ISOLADOS
CLINICOS DE Cryptococcus spp.

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pés-Graduacao em Biotecnologia do Instituto
de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal da Bahia, como requisito para
obtencéo do titulo de Mestre.

Orientadora: Prof2. Dra. Tania F. Barros.

SALVADOR-BA

2013



Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca Universitaria de Saude,
SIBI - UFBA.

N972 Nunes, Talita de Jesus Caldas
Identificagdo molecular de sorotipos e determinagdo de
mating type de isolados clinicos de Cryptococcus spp / Talita de
Jesus Caldas Nunes. — Salvador, 2013.
68 f.

Orientador: Profé. Dr? Tania Fraga Barros

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Federal da Bahia.
Instituto de Ciéncias da Saude, 2013.

1. Cryptococcus. 2. Genética. 3. DNA. 4. Fungos. I. Barros,
Tania Fraga. Il. Universidade Federal da Bahia. IlI. Titulo.

CDU 575




TALITA DE JESUS CALDAS NUNES

IDENTIFICAQAO MOLECULAR DE SOROTIPOS E
DETERMINACAO DE MATING TYPE DE ISOLADOS
CLINICOS DE Cryptococcus spp.

Dissertacio apresentada como requisito para obtencdo do grau de Mestre em
Biotecnologia pela Universidade Federal da Bahia.

Aprovada em 14 de junho de 2013.

BANCA EXAMINADORA:

Ténia Fraga Barros — Orientadora ————__ ~_ o~
Doutora em Microbiologia e Imunologia pela Universidade Federal de Sao Paulo,
UNIFESP, Brasil.

Universidade Federal da Bahia

Samira Abdallah Hanna |

Doutora em Doengas Tropicais pelalUn
UNESP, Brasil. %
Universidade Federal da Bahia '

\)irsid e Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho,

Guilherme Maranhao Chaves g&t //ume/é//aa/Qy

Doutor em Biologia Molecular (Mior}b&()logia) pela University of AXberdeen,
ABDN, Escécia.

Universidade Federal do Rio Grande do Norte




A Deus, pelo amor e compaixdo aos seus.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, a Deus, que é quem me tornou capaz de chegar até aqui.

Aos meus pais, Jutai e Eliane, pelo amor e apoio incondicionais. Amo vocés.

A Jo&o, meu marido lindo, pela paciéncia interminavel. Te amo demais.

Ao meu irméo, Juanior, pelo incentivo a educacao e crescimento profissional.

A minha prima, amiga e irm4, llana, pela torcida. Muita saudade.

A toda minha familia, pela compreens&o sempre presente.

A Pr6 Tania, minha grande orientadora, mée, conselheira...enfim, exemplo de

mulher acima de tudo, meu orgulho!

Ao professor Cleuber Fontes, pela confianca depositada em mim ao me indicar.

Serei sempre grata.

Ao meu grupo do LPMC, Jonny, Vinny, Carolzinha, Renatinha, Juliete, Corine, Silvia,
Manu e Fabio. Vocés foram fundamentais durante essa jornada, nosso “café da
tarde” curou muitas ansiedades. Obrigada pela parceria de sempre. Carols, é
impossivel dizer em palavras o quanto sou grata por tudo. Amo a todos.

A todos do LPA, em especial a Prof. Elisangela, pela colaboracéo.

As funcionarias da Faculdade de Farmacia, Mira, Débora, Déa, Llcia e Ritinha.

Obrigada por tudo meninas. Mira, obrigada pela paciéncia e companheirismo.

A Milena, Mariela e Paulinha, pela amizade e torcida.

Aos meus colegas de mestrado, pelo companheirismo nessa fase de aprendizado.



Aos meus amigos sempre fiéis, que sempre depositaram confianca em mim. Em

especial a Mona, pela ajuda na formatacéo e em todo esse processo.

A professora Samira Abdallah Hanna, pelas palavras de conforto e esclarecimentos

Nnos momentos criticos.

A Neide, por ter iniciado essa jornada.

Ao Programa de P6s-Graduacdo em Biotecnologia.



NUNES, Talita de Jesus Caldas. Identificacdo molecular de sorotipos e
determinacdo de mating type de isolados clinicos de Cryptococcus spp.. 2013.
68 f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia). Instituto de Ciéncias da Saude.
Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2013.

RESUMO

A criptococose é uma micose sistémica causada por leveduras pertencentes ao
género Cryptococcus, cujas principais espécies de importancia clinica sdo C.
neoformans e C. gattii. Essas duas espécies sao divididas em cinco sorotipos (A, B,
C, D e AD) e mais raramente tém sido relatados os sorotipos BD e AB. O género
possui dois mating types (a e a) determinados em um unico locus MAT, com dois
alelos. Diferencas genéticas tém sido detectadas através de métodos moleculares e
tem sido essenciais para se entender a biologia do fungo. Nesse sentido, o objetivo
dessa dissertacao foi avaliar a variabilidade genética, através de extracdo de DNA
por fervura, de amostras de Cryptococcus isolados de casos de meningite,
diagnosticados no Hospital Especializado Couto Maia, Salvador-BA, no periodo de
2006 a 2011. A extracdo de DNA foi realizada através da fervura de suspensao
fungica e a determinacdo do mating type, das variedades e do sorotipo através da
técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase associada ao Polimorfismo do
Tamanho do Fragmento de Restricdo (PCR-RFLP). A técnica de extracado do DNA
gendmico por fervura foi bem reproduzida e, apos ter sido empregada diretamente
na reacdo da PCR, foi possivel observar que nenhuma diferenca houve com relagéo
aos produtos da PCR com DNA extraido pela técnica tradicional. Dos 94 isolados
analisados, a determinacdo de mating types e da ploidia mostrou que todos
apresentaram padrdao compativel com mating type a, assim como haploidia. A
técnica molecular de sorotipagem permitiu observar que 88% dos isolados eram da
variedade grubii (sorotipo A) e 12% da variedade gattii (sorotipo B). Nossos
resultados mostram como se pode facilitar a PCR de leveduras com uma técnica que
envolve um menor tempo de execucdo e menor custo, além de contribuir para a
epidemiologia da criptococose, no que se refere a importancia de se ter um
diagnéstico diferencial entre as variedades envolvidas no processo infeccioso.

Palavras chaves: Cryptococcus, sorotipos, mating type, fervura.
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ABSTRACT

Cryptococcosis is a systemic mycosis caused by yeasts of the genus Cryptococcus,
whose main species of clinical importance are C. neoformans and C. gattii. These
two species are divided into five serotypes (A, B, C, D and AD) and rarely have been
reported serotypes AB and BD. The genus has two mating types (a and) determined
in a single locus MAT with two alleles. Genetic differences have been detected using
molecular methods and have been essential to understand the biology of the fungus.
Accordingly, the aim of this dissertation was to evaluate the genetic variability, by
DNA extraction by boiling, of Cryptococcus samples isolated from meningitis cases
diagnosed in Hospital Especializado Couto Maia, Salvador, Bahia, in the period from
2006 to 2011. DNA extraction was performed by boiling fungal suspension and
determination of mating type, serotype and varieties through the technique of
Polymerase Chain Reaction associated with Restriction Fragment Lenght
Polymorphism (PCR-RFLP). The technique of genomic DNA extraction by boiling
was well reproduced and, after having been employed directly in the PCR reaction, it
was observed that there was no difference with respect to the products of PCR with
DNA extracted by the traditional technique. Of the 94 isolates analyzed, the
determination of mating types and ploidy showed that all presented a pattern
consistent with mating type a, and haploidy. The technique of molecular serotyping
allowed to observe that 88% of the isolates were from variety grubii (serotype A), and
12% of variety gattii (serotype B). Our results show how it’'s possible to facilitate the
PCR with yeast with a technique that involves a shorter execution time and lower
cost, while contributing to the epidemiology of cryptococcosis, regarding the
importance of having a differential diagnosis between varieties involved in the
infectious process.

Keywords: Cryptococcus, serotypes, mating type, boiling.
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1 INTRODUCAO

A criptococose é uma micose sistémica que se caracteriza por ser uma infeccdo
fangica oportunista de distribuicdo universal acometendo principalmente
imunodeprimidos com alguma doenca de base como neoplasia, diabetes, sindrome
da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), llpus eritematoso sistémico, sarcoidose,
linfomas, doencas pulmonares crbnicas, corticoideterapia e  drogas
imunossupressoras. A infeccdo apresenta-se sob a forma de lesGes graves,
principalmente as manifestacdes pulmonares e as do sistema nervoso central (SNC),

sendo a meningoencefalite a forma mais frequente e agressiva.

Trata-se de uma doenca de grande importancia epidemiolégica e com elevada
letalidade, apresentando um sério potencial patoldgico, especialmente para
individuos imunocomprometidos. Os basidiésporos resultantes da reproducéo
sexuada no ambiente penetram no organismo pelo trato respiratorio, onde podem se
desenvolver ou cair na corrente sanguinea infectando outros 6rgéos, evoluindo para

meningoencefalite.

A recorréncia de criptococose em pacientes com SIDA € um problema crescente, e
existem evidencias de que ela ocorra devido a reativacdo da infeccao pela linhagem
que a originou. Entretanto, ha relatos de re-infeccdo por linhagens novas. Varios
autores tém demonstrado diferencas genéticas entre as variedades do Cryptococcus
através de métodos moleculares, e esses estudos tem sido essenciais para se

entender a biologia do fungo e para que se possa atuar na terapia contra a infeccao.

Pelo fato da producéo e distribuicdo do Unico kit comercial para caracterizacdo de
sorotipos de Cryptococcus (Crypto Check, Ilatron Laboratories) terem sido
interrompidas, desde 2004, alguns autores vém trabalhando a diferenciacdo dos
sorotipos desse micro-organismo atraves de técnicas moleculares. Nosso grupo de
pesquisa vem trabalhando na caracterizacdo fenotipica e genotipica de isolados
clinicos e ambientais de Cryptococcus. E este trabalho visa dar continuidade a esse
estudo estabelecendo a variabilidade genética de isolados clinicos com relacédo a

determinacao de sorotipos, variedade e mating-type.



13

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cryptococcus E SUAS PERSPECTIVAS

De acordo com o revisor Negroni (2012), ha quase 120 anos, o primeiro caso de
criptococose foi reportado em 1894 por Busse e Buschke. Tratava-se de uma mulher
de 31 anos que apresentava lesfes pseudosarcomatosas na tibia, de onde foi
isolado um fungo denominado, na época, Saccharomyces neoformans. No mesmo
periodo, Sanfelice isolou o mesmo fungo de suco de péra e percebeu sua
capacidade de causar infecgcdo em animais. No entanto, em 1901, apos verificar a
auséncia de ascoésporos, Vuillemin caracterizou 0 organismo no género
Cryptococcus. Cerca de quatro anos depois, 0 primeiro caso criptococose

meningoencefalica foi reportado por Hansemann.

Baseada na forma telemorfica ou perfeita, taxonomicamente Cryptococcus é um
basidiomiceto, classificado dentro do Reino Fungi; filo Basidiomycota; ordem
Filobasidiales; familia Filobasidiaceae; género Filobasidiella; espécies Filobasidiella
neoformans e F. bacillispora. Sendo correspondentes as suas formas anamorfas C.
neoformans e C. gatti, respectivamente (CASADEVALL, PERFECT, 1998;
KURTZMAN, FELL, 1998). Além dessas duas, ja se tem pelo menos 39 espécies
descritas (PASA, 2011).

Cryptococcus €é uma levedura arredondada, encapsulada, que mede
aproximadamente de 1 a 2um, sendo o agente etiolégico de uma das mais graves
micoses oportunistas, a criptococose (HALLIDAY et al., 1999). O género
compreende poucas espécies de interesse médico, as quais possuem diferentes
caracteristicas quanto a viruléncia. A espécie C. neoformans incluia as variedades
grubii, neoformans e gattii, entretanto, estudos moleculares revelaram a variedade
gatti como uma nova espécie. Dessa forma, se atribui o termo Complexo C.
neoformans as duas variedades da espécie C. neoformans (grubii / neoformans) e
ao C. gattii, compreendendo as espécies de maior importancia clinica (ALVAREZ et

al., 2013). No entanto, nos ultimos anos houveram relatos de criptococose causada
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por espécies ndo complexo como C. laurentii e C. albidus (FRANZOT et al., 1999;
CHENG et al., 2001; ARAUJO et al., 2012).

O género possui dois mating-types (a e a), que significa o “sexo” do fungo,
determinados em um unico locus MAT, com dois alelos. Uma das caracteristicas
mais interessantes desse género é o desequilibrio entre a prevaléncia de tipos de
mating-type no ambiente, bem como nas amostras clinicas. Quase todos os isolados
descritos séo do tipo a (KWON-CHUNG, BENNETT, 1978). No entanto, alguns raros
isolados identificados como MATa/a sao considerados por serem ocasionalmente
diploides ou cepas aneupléides (CHATURVEDI et al., 2000; LENGELER et al.,
2001).

Baseado na especificidade antigénica do polissacarideo capsular e em anélises
filogenéticas observa-se cinco sorotipos: C. neoformans var. grubii (sorotipo A), C.
neoformans var. neoformans (sorotipo D) e C. gattii (sorotipos B e C). O sorotipo AD
€ considerado o quinto sorotipo do complexo e outros sorotipos hibridos tém sido
descritos entre as espécies C. neoformans e C. gattii, como os BD e AB (KATSU et
al., 2004; LIN, HEITMAN, 2006; BOVERS et al., 2008). Esses sorotipos diferem
qguanto a distribuicdo geografica, epidemiologia, manifestacdo clinica e sensibilidade
aos antifungicos (ITO-KUWA, 2008; TRABULSI, 2008). Cryptococcus pode ser
classificado ainda em gendétipos: VNI e VNIl compreendendo isolados do sorotipo A;
VNIII, isolados do sorotipo AD; e VNIV, isolados do sorotipo D. Os sorotipos B e C
incluem os genotipos VGI, VGII, VGIII e VGIV (FINDLEY et al., 2009).

2.2 CICLO E TRANSMISSAO DA CRIPTOCOCOSE

Enquanto a maioria dos seres, que se reproduzem sexualmente, possui dois sexos
ou mating-types, transicbes na sexualidade entre dois ou mais mating-types tem
ocorrido no reino Fungi. A reproducdo sexuada € bastante comum entre os fungos e
0 mating-type pode ocorrer em dois padrdes: bipolar e tetrapolar. No sistema bipolar,
um unico locus MAT ocorre em dois alelos, ja citados (a e a), que determinam a

identidade da célula. Espécies com esse sistema sédo encontradas nas classes dos
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ascomicetos, basidiomicetos e zigomicetos. No entanto, na classe dos
basidiomicetos, diversas espécies possuem um sistema mais complexo, o tetrapolar,
em que estdo presentes dois loci determinantes da identidade sexual, um deles
codificando fatores de transcricdo de homodominio e o outro codificando os
feromdnios e seus receptores. Em muitas dessas espécies, esses dois loci sdo
multialélicos, resultando em milhares de mating-types diferentes. Transic6es do
sistema tetrapolar para o bipolar ocorreram diversas vezes, e em muitos exemplos
foram resultantes de uma fus@o entre os dois loci para formar um Unico, o que
mostra o efeito da pressdo evolutiva sobre os mating-types/sexos, limitando-os a
dois tipos (BOTES et al., 2009; METIN, FINDLEY, HEITMAN, 2010).

Um estudo comparativo entre as variedades C. neoformans var. grubii, C.
neoformans var. neoformans e C. gattii revelou que o locus MAT é composto por
quatro classes de genes de idades evolutivas distintas, uma contendo genes
ancestrais, duas contendo genes de origem evolutiva intermediaria e outra contendo
genes adquiridos recentemente. Visto que o locus MAT bipolar de Cryptococcus
envolve todos os genes normalmente encontrados no sistema tetrapolar, sugere-se
gue uma fusao entre dois loci poderia estar envolvida na origem deste grupo génico
associado a viruléncia e diferenciacdo. Um modelo hipotético afirma que um sistema
tetrapolar ancestral expandiu-se com uma série de aquisicbes de genes
relacionados para formar dois grandes grupos génicos. Esses sofreram uma fusao
por meio de translocacdo cromossémica, a fim de formar uma fase tripolar instavel.
Essa, porém, apds passar por recombinacdes e conversdes génicas, formou o
sistema bipolar (METIN, FINDLEY, HEITMAN, 2010).

A reproducdo sexuada do complexo de espécies patogénicas de Cryptococcus
envolve um sistema bipolar bem definido (Figura 01). A fusédo entre duas células de
mating-types opostos resulta na formacdo de uma hifa dicariética. Em seguida, as
hifas se diferenciam para formar basidios, nos quais ocorre a fusdo nuclear e
meiose. Na superficie dos basidios sdo formadas longas cadeias de basidiésporos a
e a, que serao dispersos no ambiente, representando possiveis propagulos
infectantes. Embora seja preferivel uma reproducéo entre mating-types diferentes,
Cryptococcus pode reproduzir-se unissexualmente, em especial entre células a, para

produzir células estaveis diploides (a/ a) ou células hapléides (a). Quando um
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isolado de sorotipo A cruza com outro de sorotipo D, a fusdo celular ocorre
normalmente, porém a meiose € impedida devido a diferencas genéticas entre os
dois sorotipos, resultando num pequeno numero de células hapléides viaveis.
Entretanto, apesar disso, algumas células hibridas AD podem se propagar por
mitose como células dipléides mononucleadas (LIN et al., 2008; METIN, FINDLEY,
HEITMAN, 2010).

Figura 01: Ciclo de vida de Cryptococcus.
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Fonte: LIN, HEITMAN, 2006, adaptado.

A fase assexuada é predominantemente haploide e sua reproducédo ocorre por
brotamento, de forma que ocorre um prolongamento da célula mae e a divisdo do
nacleo, formando uma célula filha idéntica a sua antecessora. Os basididsporos
resultantes da reproducéo sexuada no ambiente penetram no organismo pelo trato

respiratorio, onde podem se desenvolver ou cair na corrente sanguinea infectando
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outros oOrgdos, principalmente o sistema nervoso central (SNC), evoluindo assim
para meningoencefalite (COUTINHO, 2006; XUE et al., 2007).

A espécie C. neoformans tem como principal reservatorio o pombo (Columba livia),
que através de suas excretas contamina o solo, dando, portanto, um carater urbano
de distribuicdo global. Em contraste, a espécie C. gattii € geralmente isolada de
ambientes silvestres, onde ha a decomposicdo de cascas, folhas e madeira,
apresentando uma maior incidéncia em &reas tropicais e subtropicais (SOUZA et al.,
2005). Visto que o0 esporo consegue sobreviver em material dessecado por anos,
diversos substratos contaminados com o fungo podem representar fontes de
infeccdo por tempo prolongado. Além disso, a levedura ja foi isolada de diversos
tipos de alimentos, sugerindo, portanto, que agua ou comida contaminada possam
também representar fontes potenciais de infeccdo (TRABULSI, 2008; DEL POETA,
CASADEVALL, 2011). Alguns estudos mostram ainda a transmissao através de
transplante de 6rgaos solidos (SUN, WAGENER, SINGH, 2009; SUN et al., 2010;
BADDLEY et al., 2011).

2.3 FATORES DE VIRULENCIA

Alguns fatores inerentes ao género Cryptococcus vem sendo estudados e
classificados como fatores de viruléncia, como por exemplo, capacidade de crescer
a 37°C, presenca de capsula, producdo de melanina e presenca das enzimas
urease, fosfolipase e proteinase (BUCHANAN, MURPHY, 1998).

A capsula é composta por dois tipos de polissacarideo, a galactoxilomanana e a
glucoroxilomanana (GXM), que compde quase toda sua estrutura, cerca de 90% da
massa capsular (Figura 02). O tamanho capsular é regulado por diversas condi¢des
ambientais, como a disponibilidade de gas carbbnico e concentracdo de Ferro.
Elementos relacionados ao hospedeiro também parecem interferir nesse sentido,
visto que a espessura da capsula varia de acordo com o tecido infectado (FRASES
et al., 2009). Atua como uma barreira contra o sistema imune do hospedeiro,

impedindo a fagocitose por ser pouco imunogénica. (McFADDEN et al., 2006). Em
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um estudo comparativo do conteudo polissacaridico capsular de C. neoformans e C.
liquefaciens, Araujo e colaboradores (2012) demonstraram diferencas significativas
de viscosidade, propriedade elastica e parametros como rigidez e diametro entre as
duas espécies, sugerindo que, apesar da estrutura capsular entre as espécies
patogénicas e ndo patogénicas ser semelhante, existem diferencas que podem

influenciar diretamente no potencial de viruléncia.

Figura 02: Estrutura celular de Cryptococcus.
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Fonte: KRONSTAD et al., 2011, adaptado.

Segundo estudo de Florio e colaboradores (2011), quando o C. neoformans é
exposto a presenca de algum agente antifiungico hd uma alteracdo de genes

hY

relacionados a resposta ao estresse oxidativo, genes que codificam fatores de
viruléncia e genes envolvidos na producdo de ergosterol, alvo do fluconazol,
promovendo resisténcia. A melanina apresenta a funcdo de proteger as ceélulas
fungicas de atividades microbicida e oxidativa do sistema imune do hospedeiro. A

lacase, enzima que catalisa parte da biossintese da melanina, tem sua sequéncia
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genética utilizada para construcéo de iniciadores usados na identificagdo molecular
de sorotipos (ITO-KUWA, 2008; LIAW et al., 2009).

A urease é uma metaloenzima que catalisa a hidrélise da uréia em amodnia e
carbamato, provocando aumento do pH fisiologico. E provavel que o principal papel
dessa enzima seja converter a ureia em uma fonte utilizavel de nitrogénio. Embora
haja relatos esporadicos de isolados urease negativa, sabe-se que a grande maioria
direciona grande quantidade de energia para a producao dessa enzima extracelular.
No entanto, o mecanismo pelo qual a enzima urease contribui para a viruléncia do
fungo ainda néo esta bem estabelecido (COX et al., 2000; OLSZEWSKI et al., 2004;
OSTERHOLZER et al., 2009).

Tanto o sorotipo quanto o mating-type possuem correlacdo com os fatores de
viruléncia do fungo. O sorotipo A esta associado a um alto nivel de patogenicidade e
tem sido agente da maioria das infeccées. O mating-type a € predominante entre os
isolados clinicos e ambientais e demonstra ser mais patogénico que o mating-type a.
Outra caracteristica importante € a variedade do Cryptococcus, visto que a
variedade neoformans tem sido reportada como menos virulenta do que a variedade
grubii, além de mais suscetivel ao fluconazol, uma das drogas de escolha no
tratamento da criptococose. C. gattii tem apresentado baixa suscetibilidade a muitos
antifangicos, exigindo um tratamento prolongado e tendo alta taxa de mortalidade
(FENG et al., 2008; LIAW et al., 2009; LIN et al., 2008).

2.4 PATOGENESE

Para causar infec¢do, algumas condicfes se fazem necessarias para que a levedura
se desenvolva dentro do organismo do hospedeiro. A medida que a levedura cresce
a temperatura de 37°C, em um ambiente com cerca de 5% de CO2 e um pH entre
7,3 e 7,4, é ativado um mecanismo de produgdo de calcineurina, essencial para a
viruléncia, que possivelmente esta envolvido na transducao de sinal necessaria para
a patogénese deste micro-organismo, permitindo sua sobrevivéncia mesmo em
temperaturas elevadas (ODOM et al., 1997; KOZUBOWSKI, HEITMAN, 2012).
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Através da inalacdo, blastoconidios e basidiésporos chegam até os alvéolos
pulmonares, onde comecam a se reproduzir e invadir outros tecidos (Figura 03). As
infecgbes pulmonares sédo normalmente assintomaticas ou subclinicas, no entanto,
qualquer falha no sistema imunoldgico do hospedeiro é suficiente para reativacdo da
doenca. A capsula permite que o fungo se proteja da imunidade inata do individuo,
deprimindo a atividade das células T CD4, aumentando a atividade das células T
citotoxicas (CD8) e ativando os linfocitos B, com formagdo de imunocomplexos. Um
excesso de producdo do antigeno capsular impede uma fagocitose efetiva e a
formacdo de granulomas epitelidides, que restringiriam a infec¢cdo. Na criptococose
associada a SIDA é comum se observar altas taxas desse antigeno capsular, o que
origina uma resposta imune desordenada, aumentando a degradagao da imunidade
celular causada pelo virus HIV (NEGRONI, 2012). Segundo Del Poeta e Casadevall
(2011), considerando que a infeccdo por C. neoformans poderia contribuir para o
desenvolvimento de alergia, a interacdo desse fungo com o sistema imune é mais

complexa do que se imagina.

Figura 03: Patogénese da criptococose.
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2.4.1 Sintomatologia

Quando limitada ao pulméo, a infeccdo por Cryptococcus pode causar pneumonia,
nédulos pulmonares e, raramente, efusdo pleural. Em individuos imunocompetentes,
a levedura produz uma reacdo inflamatéria proliferativa com a formacdo de
granulomas, com células gigantes e uma camada periférica de linfocitos. Quando
esses pacientes se tornam crénicos, h4 uma formacdo de uma espécie de manta de
tecido fibroso que n&o calcifica (NEGRONI, 2012). Ao passo que falhas
imunologicas estdo muito associadas a pacientes que evoluem para infeccéo
disseminada e meningite, pacientes com infeccéo restrita aos pulmées normalmente
sdao imunocompetentes (KOZUBOWSKI, LEE, HEITMAN, 2009). Sabe-se que esta
levedura possui um tropismo pelo SNC, provavelmente devido a utilizacdo de
catecolaminas para seu desenvolvimento. Este fato somado a inabilidade do tecido
cerebral gerar uma resposta imune efetiva torna o SNC um 6rgéo susceptivel a esse
tipo de infec¢cdo (MITCHELL, PERFECT, 1995; NEGRONI, 2012).

A meningite criptocococica, diferentemente da meningite bacteriana, nem sempre
apresenta rigidez na nuca e febre. Em individuos imunocompetentes se manifesta
de forma subaguda ou cronica, podendo se apresentar com relatos de dor de
cabeca, mudancas de comportamento, hipertermia branda, fadiga, distarbios visuais,
vomitos. Outro sinal bastante freqlente é a paralisia dos nervos cranianos, no
entanto, o diagnostico frequentemente s6 é dado semanas ou até meses apls o
inicio dos sintomas. A cultura do liquor resulta no crescimento da levedura em 90%
dos pacientes. Em individuos imunocomprometidos, particularmente os portadores
de SIDA, a meningoencefalite ocorre em mais de 90% dos casos, cursando de forma
aguda. Quando essa meningite tem como agente etioldgico C. gattii geralmente
apresenta uma producdo de massa no parénquima cerebral com sinais de
hipertenséo intracraniana. Nesses casos, 0 quadro é mais grave e cursa com baixa
resposta ao tratamento antifingico. A meningite criptococécica tem um progndstico
particular, e sem tratamento pode ser fatal. Sua evolugéo é determinada pelo estado
imune do paciente e pela severidade do aumento da presséo intracraniana. Nos
casos associados a SIDA, a maioria das mortes ocorre dentro de trés semanas apos
o diagnostico (MITCHELL, PERFECT, 1995; LACAZ et al., 2002; NEGRONI, 2012).
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A criptococose pulmonar crénica se manifesta como a tuberculose, com perda de
peso, febre prolongada, anorexia, fadiga, tosse e hemoptise. Entretanto, a doenca
pode se apresentar de forma mais incomum, como a criptococose ocular, causando
endoftalmite, perda de visdo e paralisia do nervo ocular. H4 também relatos de
criptococose cutanea, com 0 surgimento de papulas ulcerativas espalhadas pela
pele. Esse tipo de lesdo acomete cerca de 6% dos pacientes com criptococose
disseminada associada a SIDA e 10 a 15% dos pacientes com outro tipo de

comprometimento imunolégico (NEGRONI, 2012).

2.5 DIAGNOSTICO

2.5.1 Diagndstico Microbioldgico

Um diagndstico feito precocemente e a administracdo da terapia antifingica correta
sdo fundamentais para minimizar a gravidade da criptococose (SAHA et al., 2009). O
diagndstico laboratorial pode ser dado a partir de diversas amostras clinicas, como
liquor, sangue, urina, escarro, fragmentos de tecido, dentre outras. No exame direto
destaca-se a presenca de leveduras arredondadas, envoltas por capsula
polissacaridica, que € evidenciada na contra-coloracdo feita com tinta nanquim ou
tinta da China (Figura 04). Amostras de escarro e amostras purulentas podem ser
tratadas com hidroxido de potassio (KOH) a 10% para evitar que células do
hospedeiro sejam confundidas com as leveduras de Cryptococcus. Além do exame
direto da amostra, outros métodos podem ser realizados, como exame histolégico,
cultura e sorologia. A identificacdo através de exame histopatologico é feita pela
observacdo das caracteristicas micromorfologicas da levedura em amostras de
biépsia, incluindo técnicas histoquimicas como hematoxilina e eosina (HE) e
coloragdo de Prata, como a de Grocott, bem como técnicas mais especificas como
Mucicarmim de Mayer, que cora a capsula num tom magenta, e Fontana-Masson,
gue cora a melanina fungica de marrom-avermelhado (PEDROSO, CANDIDO, 2006;
GAZZONI et al., 2009).
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Figura 04: Capsula de Cryptococcus.

Fonte: FUN WITH MICROBIOLOGY, 2010.

A cultura é feita em meio de 4gar Sabouraud sem cicloheximida, visto que se trata
de um fungo sensivel a esse antifungico. Nesse meio, ap6s crescimento de 48 a 72
horas, em temperatura de 30°C, as colonias apresentam aspecto brilhante, variacéo
de cor geralmente entre branca, creme e rosa-claro, além de serem bastante
mucoides, o que alguns autores denominam “aspecto de leite condensado” (Figura
05-A) (SIDRIM, ROCHA, 2004).

Figura 05: Morfologia colonial de Cryptococcus.
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Fonte: A autora. (A) Agar Sabouraud; (B) Agar Niger.
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Meios diferenciais, como agar niger, cenoura, L-dopa ou qualquer outro que tenha
acido caféico ou compostos di ou polifenélicos em sua composi¢cao, podem também
ser usados como meio diferencial. Nesses meios, a enzima fenoloxidase produzida
pelo fungo utiliza os compostos citados como substratos numa reacéo de oxidagéao,
dando as colbnias uma tonalidade amarronzada, facilitando a distingdo entre
colonias de leveduras de outros géneros (Figura 05-B). Vale ressaltar que esses
meios ndo devem ter em sua composicdo mais que 0,1% de glicose, ja que altas
concentragbes da mesma podem inibir a formagao do pigmento marrom (LACAZ et
al., 2002; PEDROSO, CANDIDO, 2006). O teste da urease também é utilizado para
identificacdo de leveduras desse género, de forma que todas as espécies de
Cryptococcus apresentam positividade para essa prova (Figura 06) (SIDRIM,
ROCHA, 2004).

Figura 06: Prova da urease.

Fonte: A autora. (A) Urease negativa; (B) Urease positiva.

Para diferenciacao entre as espécies C. neoformans e C. gattii na rotina utiliza-se o
meio de cultura Canavanina-Glicina-Azul de bromotimol (CGB). C. gattii, além de ser
resistente a canavanina, € capaz de utilizar a glicina como Unica fonte de carbono.
Dessa forma, isolados dessa espécie sdo capazes de crescer no meio CGB,
modificando a coloracdo do meio para azul cobalto (Figura 07-A). Diferentemente,
isolados de C. neoformans nao utilizam a glicina como unica fonte de carbono, além
de serem sensiveis a canavanina. Portanto, ndo sdo capazes de crescer nesse
meio, mantendo sua coloragéo inicial (Figura 07-B) (KWON-CHUNG, POLACHECK,
BENNETT, 1982).
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Figura 07: Cryptococcus em meio de canavanina-glicina-

azul de bromotimol (CGB).

A B

Fonte: UNIVERSITY OF ADELAIDE. (A) C. gattii; (B) C. neoformans.

Visto que as espécies ndo-neoformans e néo-gattii estdo cada vez mais presentes
na literatura (CHENG et al., 2001; LEE et al., 2004; BANERJEE et al., 2013), a
identificacdo dessas leveduras pelas provas de assimilacdo de carboidratos e
nitrogénio e fermentacdo de carboidratos € uma ferramenta imprescindivel, e uma
importante caracteristica desse género € ndo fermentar nenhum dos carboidratos
(SIDRIM, ROCHA, 2004).

A sorologia também é bastante utilizada no diagndéstico da criptococose. Durante o
processo infeccioso, antigenos capsulares polissacaridicos (CrAg) sao encontrados
em fluidos corporais, podendo ser detectados e quantificados em testes de
aglutinacao em latex (PEDROSO, CANDIDO, 2006). Apesar de ser considerado um
teste rapido e seguro, o teste de aglutinacdo em latex sofre com a limitacdo da falsa
positividade, gerada pelo fator reumatoide e pela reacédo cruzada em infeccbes por
Trichosporon beigelii, além de outros micro-organismos. Dessa forma, testes de
enzimaimunoensaio (ELISA) para deteccdo desses antigenos foram desenvolvidos
com o intuito de minimizar os interferentes analiticos, visto que no teste de ELISA
ndo hé reacdo com o fator reumatéide, além de detectar pequenas quantidades do
antigeno na amostra, bem como nado sofrer o efeito prozona, quando ndo ha
aglutinacdo devido ao desequilibrio na relacdo antigenoXanticorpo (PEDROSO,
CANDIDO, 2006; DOMINIC et al., 2009; SAHA et al., 2009). No entanto, Gazzoni e
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colaboradores (2009) demonstraram que infeccdes com cepas deficientes de
capsula podem gerar resultados falsos negativos. Em geral, embora haja kits
comerciais diferentes, os testes de deteccado de CrAg detectam no minimo 10ng de
antigeno por mL de fluido bioldgico. Portanto, em casos de cepas com deficiéncia
capsular h4 uma producéo insuficiente de CrAg, indetectivel pelos kits. Pacientes
com criptococose pulmonar primaria sem disseminagcao também podem apresentar
resultados falsos negativos em amostras de soro, uma vez que a levedura ainda

esta localizada nos pulmdes.

2.5.2 Diagndstico Molecular

Os métodos moleculares sdo uma alternativa excelente para se obter um
diagnéstico confiavel, precoce e com alta sensibilidade e especificidade, so
necessitando de um volume pequeno da amostra clinica. Logo, representam uma
ferramenta promissora para a analise de amostras de pacientes com suspeita clinica
de criptococose (PEDROSO, CANDIDO, 2006; SAHA et al., 2009). As técnicas de
biologia molecular permitem ndo s6 o diagnostico, mas também a caracterizacao
das linhagens e distincdo entre as cepas, podendo indicar recidiva ou uma nova
infeccdo. Dessa forma, contribuem também para estudos de epidemiologia
molecular, essenciais para a compreensdo da patogénese e viruléncia do fungo
(PASA, 2011).

Dentre as técnicas mais utilizadas, a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e
DNA Polimérfico Amplificado ao Acaso (Random Amplified Polymorphic DNA -
RAPD) sao frequentemente empregadas na tipagem de C. neoformans (MEYER et
al., 1999; CASALI et al., 2003). Alem dessas, a técnica da PCR associada ao
Polimorfismo do Tamanho do Fragmento de Restricdo (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism - RFLP) € bastante utilizada envolvendo, por exemplo, a amplificacédo
dos genes MAT, URA5 e CAP59 na diferenciacdo de genotipos, variedades e
sorotipos (CHATURVEDI et al., 2000; ENACHE-ANGOULVANT et al., 2007; MATOS
et al., 2012).
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Visto que tais metodologias reduzem bastante o tempo do diagndstico, além de
oferecerem seguranca na aplicacdo da terapia adequada, algumas pesquisas
tentam mostrar a sua aplicabilidade na rotina laboratorial, com a deteccédo direta de
fluidos biolégicos. Paschoal e colaboradores (2004) realizaram um estudo com
identificacdo de C. neoformans por PCR em amostras de liquor e, apés uma
comparacao das técnicas utilizadas, mostrou sensibilidade de 92,9% da PCR em
relacdo a cultura (76,8%) e a prova da tinta nanquim (85,7%), apesar de todas das
trés técnicas apresentarem 100% de especificidade. A associacdo PCR-RFLP é
também utilizada na deteccdo de fungemia por Candida, Cryptococcus e

Histoplasma, como mostrado no trabalho de Santos e colaboradores (2010).

2.6 EPIDEMIOLOGIA

Estima-se que a incidéncia de criptococose em pacientes com SIDA seja de mais de
um milhdo de novos casos por ano. Dessa forma, tem sido a causa de 650.000
mortes por ano, ultrapassando o numero de mortes causadas por tuberculose nesse
grupo de individuos (DEL POETA, CASADEVALL, 2011). Trata-se de uma doenca
de grande importancia epidemiolégica e com elevada letalidade, apresentando um
sério potencial patolégico, especialmente para individuos imunocomprometidos
(COUTINHO, 2006). No entanto, desde o surto ocorrido entre 2004-2007 em
Vancouver, Canada, tem sido relatados casos de criptococose em individuos
imunocompetentes causada pela espécie C. gattii. Entretanto, é possivel que a
percepcdo que se tem atualmente de “imunocompetente” seja resultado de uma
incapacidade de detectar alguma imunodeficiéncia ainda desconhecida (PERFECT
et al., 2010; DEL POETA, CASADEVALL, 2011).

Casos sem fatores de predisposi¢cdo sdo mais comuns em homens com acima de 40
anos. Do ponto de vista epidemiolégico, a criptococose apresenta um
comportamento que oscila entre uma micose endémica e oportunista (NEGRONI,
2012). Ha anos esse micro-organismo vem emergindo, se utilizando de ferramentas
clinicas e geograficas de forma inesperada, o que torna a criptococose um problema
de saude publica mundial (DEL POETA, CASADEVALL, 2011). De acordo com o
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Ministério da Saude, criptococose € a micose sistémica mais prevalente no Brasil em
nivel de internacdes, sendo a regido Sudeste responsavel pelo maior nimero de
casos, talvez pelo seu maior niumero de notificacbes de SIDA (Figura 08). Nas
regibes Norte e Nordeste h4 um grande numero de casos de criptococose em
individuos sem relato de imunodepressdo, HIV negativos, causadas por C. gattii.
Nessas regides, a meningoencefalite criptocococia ocorre em nativos, incluindo
jovens e criancas, com elevada morbidade e letalidade (37 a 49%) (MINISTERIO DA

SAUDE, 2012).

Figura 08: Internagfes por micoses sistémicas no Brasil, no
periodo de 2000 a 2007.
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Fonte: MINISTERIO DA SAUDE, 2012. (PCM) Paracoccidioidomicose; (Histo)

Histoplasmose, (Cripto) Criptococose e (Cocci) Coccidioidomicose.

N&o s6 no Brasil, como no mundo, existe uma prevaléncia dos isolados mating-type
a em amostras clinicas e ambientais. JA& em relacdo aos sorotipos, existe uma
predominéncia do sorotipo A, seguido pelos sorotipos B e D (PAPPALARDO,
MELHEM, 2003). Quanto aos genotipos, o VNI se mostra predominante em quase
todos os continentes, representando 41% dos casos na América do Norte; 78% na
Ameérica Central; 64% na América do Sul; 72,6% na Africa; 45% na Europa e 77% na
Asia. Na Oceania, o0 genétipo predominante é o VGI, representando 43% dos casos.
Na Asia, representa 15% dos casos, sendo o segundo gendtipo mais isolado na
regido. Nas Ameéricas, o segundo genotipo mais isolado — apos o VNI — é o VG,
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representando 26% dos casos na América do Norte, 21% na América do Sul e 11%
na Ameérica Central (MEYER, TRILLES, 2010).

Nesse sentido, o0 interesse em pesquisas que envolvam a epidemiologia,
patogénese, genOGmica, metabolémica, imunologia, estratégias terapéuticas, e
diversas outras areas, vem aumentando com o intuito de esclarecer uma série de
guestionamentos ainda sem respostas. E dessa forma contribuir para um melhor
entendimento da fisiopatologia da criptococose, e consequentemente, um melhor
diagnostico e prognéstico (DEL POETA, CASADEVALL, 2011).

2.7 TRATAMENTO

A Sociedade Americana de Doencas Infecciosas, em 2000, publicou o primeiro guia
de orientacdo para manejo da criptococose. JA em 2010, esse documento foi
atualizado, trazendo orienta¢cées para 0 manejo da meningoencefalite criptococécica
em trés grupos de risco: pacientes HIV positivos, pacientes transplantados e
pacientes HIV negativos ndo transplantados. Para o primeiro grupo, o tratamento é
dado em duas etapas. Inicialmente, é feita a terapia de inducdo e consolidacdo, que
consiste na administragdo de anfotericina B associada a 5-fluocitosina por pelo
menos duas semanas, seguida de fluconazol por no minimo oito semanas. A
segunda fase, terapia profilatica e de manutencéo, é feita com o uso de fluconazol
ou itraconazol. Deve comecar quando a primeira fase estd completa,
preferencialmente, quando as culturas de liquor sdo negativas e permanecer até que
a terapia antirretroviral tenha sucesso na reconstituicAo do sistema imune do
paciente (ARMSTRONG, 2010; PERFECT et al., 2010).

Para os pacientes transplantados, o tratamento € feito com a administracdo de
anfotericina B lipossomal ou anfotericina B associada a 5-fluocitosina por pelo
menos duas semanas, seguida de fluconazol por oito semanas. Em seguida, o
fluconazol é administrado em doses menores por 6 a 12 meses. Devido a sua
nefrotoxicidade, a anfotericina B deve ser utilizada com cautela nesses pacientes,
com monitoramento da fungéo renal (ARMSTRONG, 2010).
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No tratamento de pacientes HIV negativos ndo transplantados, a terapia de inducéo,
para pacientes que apresentam meningoencefalite sem complicacées neuroldgicas e
culturas de liquor negativas ap6s duas semanas de tratamento, consiste na
administracdo de anfotericina B associada a 5-fluocitosina por no minimo quatro
semanas. Para aqueles que apresentem complicacGes neuroldgicas a terapia pode
se estender por seis semanas. A terapia de consolidacdo é feita com o uso de
fluconazol por oito semanas. Apos essas duas fases, a terapia de manutencdo é
iniciada com o fluconazol mantido por 6 a 12 meses (ARMSTRONG, 2010).

Os polienos, a exemplo da anfotericina B, se ligam ao ergosterol na membrana
celular, formando poros e, consequentemente, levando a morte da célula. Em
contraste, a 5-fluocitosina inibe a replicacdo do DNA e a sintese proteica. Em
isolados resistentes aos polienos, nota-se uma quantidade de ergosterol menor que
naqueles isolados que sdo sensiveis. No caso da 5-fluocitosina, uma série de
enzimas estd envolvida no modo de acdo da droga, bem como no mecanismo de
resisténcia do fungo. Apesar da associacdo dessas drogas representar um dos
tratamentos de escolha para a criptococose, em alguns casos ha falha terapéutica.
Nos ultimos anos, algumas diferencas na susceptibilidade aos antifungicos tém sido
percebidas ndo s6 entre as duas principais espécies, mas também entre genotipos e

sorotipos (ESPINEL-INGROFF et al., 2012).
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar a variabilidade genética de amostras do complexo C. neoformans
isolados de casos de meningite, diagnosticados no Hospital Especializado Couto
Maia, Salvador-BA, no periodo de 2006 a 2011.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Padronizar técnica de extracdo de DNA por fervura de isolados de Cryptococcus
para utilizagao direta na Reagédo em Cadeia da Polimerase

e Determinar o mating type de isolados de Cryptococcus através da técnica da
Reacgédo em Cadeia da Polimerase (PCR);

e Determinar as variedades de isolados de Cryptococcus através da técnica da
Reacdo em Cadeia da Polimerase associada ao Polimorfismo do Tamanho do
Fragmento de Restricdo (PCR-RFLP);

e Determinar os sorotipos de isolados de Cryptococcus através da técnica da
Reacdo em Cadeia da Polimerase associada ao Polimorfismo do Tamanho do
Fragmento de Restricdo (PCR-RFLP).
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4 METODOLOGIA

4.1 MICRO-ORGANISMOS

Foram estudados 94 isolados clinicos oriundos de casos de meningite criptococécica
diagnosticados no Hospital Especializado Couto Maia, Salvador-BA no periodo de
2006 — 2011.

Foram também utilizadas leveduras padrdo de referéncia, representando os oito
tipos moleculares e cinco sorotipos, gentiimente cedidas pelo Laboratério de
Micologia do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas (IPEC) da Fundacédo
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ): sendo WM 148, WM 626, WM 628 e WM 629 da espécie
C. neoformans, e WM 179, WM 178, WM 161 e WM 779 da espécie C. gattii (Tabela
01).

Tabela 01. Perfil das cepas de referéncia.

Cepa Sorotipo Variedade
WM 148 A grubii
WM 626 A grubii
WM 628 AD neoformans
WM 629 D neoformans
WM 179 B gattii
WM 178 B gattii
WM 161 B gattii
WM 779 C gattii

Fonte: a autora

Todas as leveduras, utilizadas nesse estudo, fazem parte da colecao de cultura do
Laboratério de Pesquisa em Microbiologia Clinica (LPMC) da Faculdade de
Farmacia da UFBA, as quais se encontram conservadas em duplicatas as

temperaturas de -20°C e -80°C, em Caldo Sabouraud dextrose acrescido de 20% de
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glicerol. No momento do uso, os isolados foram subcultivados em placas de Agar
Sabouraud Dextrose (ASD — ACUMEDIA) e incubados a 28°C por 48-72 horas em
estufa de Demanda Biologica de Oxigénio (BDO), para confirmacéo da viabilidade e,
apos o periodo de incubacéo, foi realizada a coloragdo de Gram para confirmacgéo

da pureza.

4.2 EXTRACAO DE DNA

A extracdo do DNA gendmico foi procedida por duas técnicas, para posterior

comparacao de resultados:

Na técnica tradicional descrita por Bolano e colaboradores (2001), modificada pelo
grupo de pesquisa do LPMC, apos 48 horas de crescimento, trés a quatro alcadas
da levedura foram transferidas para 2 mL de tamp&o uréia (Uréia 8M, NaCl 0,5M,
Tris 20mM, EDTA 20 mM, SDS 2%, pH 8,0) e, em seguida, incubados por quatro
horas sob agitacdo de 60 rpm a temperatura ambiente. Apdés o periodo de
incubacdo, as células foram recuperadas por centrifugacdo a 4.000 x g por 2
minutos, o sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em 400 uL de
tampéo de lise (SDS 0,5%, sarkosyl 0,5% em TE (EDTA 1 mM, Tris- HCI 1 mM), pH
8,0) e a estes foram adicionados 400 uL de fenol:cloroférmio:alcool isopropilico e
400 uL de pérolas de vidro de 212-300 pM de didmetro. Entdo, as células foram
submetidas a lise mecanica por trés ciclos de agitacdo a 420 x g por trés minutos,
com intervalos de trés minutos de incubacdo a 4°C. O extrato resultante foi
centrifugado a 1.360 x g por 15 minutos e o sobrenadante transferido para um novo
tubo de 1,5 mL. A precipitagao foi realizada com 400 uL de isopropanol gelado por
toda a noite e, entéo, foram centrifugados por 10 minutos a 6.720 x g. Apos descarte
do sobrenadante, o sedimento foi lavado com 400 pL de alcool 70% gelado e
novamente centrifugado por 10 min a 6.720 x g. O sedimento foi seco por 15

minutos e ressuspenso em 100 uL de TE.

A estimativa da concentracdo do DNA gendémico em 1,0 pL de solucéo foi realizada
por comparacao da intensidade de fluorescéncia das bandas geradas de 100 ng do
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marcador de peso molecular do DNA do fago A (lambda) digerido pela enzima de
restricdo Hindlll (INVITROGEN), apés corrida em gel de agarose a 0,8%, e utilizacao
dos célculos da Tabela 02. Apds corrida eletroforética, a 80 V por 60 minutos, o gel
foi corado com brometo de Etidio, analisado sob luz Ultra Violeta (UV) e fotografado
com auxilio de um fotodocumentador (Sistema de Fotodocumentagéo L-Pix Touch).

Tabela 02. Estimativa de massa dos fragmentos de DNA do

fago A digerido pela enzima Hindlll.

Fragmento Tamanho (pb) Massa estimada (ng)
1 23130 47,7
2 9416 19,4
3 6557 13,5
4 4361 9,0
5 2322 4,7
6 2027 4,2
7 564 1,2
8 125 0,3
Total 48502 100

(pb) pares de base; (ng) nanogramas; (A) lambda.

J& na técnica descrita por Chaturvedi e colaboradores (2000), também modificada
pelo grupo de pesquisa do LPMC, foi transferido todo o crescimento fungico de uma
placa de ASD de 60X15mm, incubada por 48 horas a 28°C, para 4 mL de a4gua Mili-
Q estéril. Foi feita uma suspensdo flngica bastante espessa e, apés
homogeneiza¢cdo em vortex, uma aliquota de 700uL dessa suspensao foi transferida
para um tubo tipo “eppendorf’, que foi mantido em banho de agua fervente por 15

minutos e, em seguida, colocado imediatamente em banho de gelo.

4.3 DETERMINACAO DE MATING TYPES E VARIEDADES
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4.3.1 Amplificacdo do gene MAT através da Reacdo de Polimerizacdo em Cadeia
(PCR)

De acordo com Chaturverdi e colaboradores (2000), para determinagédo dos mating-
types e da ploidia foram utilizados dois pares especificos de iniciadores: para
mating-type a 5’-CTT CAC TGC CAT CTT CAC CA-3’ e 5-GAC ACA AAG GGT CAT
GCC A-3’ e para mating-type a 5-CGC CTT CAC TGC TAC CTT CT-3’ e 5-AAC
GCA AGA GTA AGT CGG GC-3..

Foram utilizados 5 pL do sobrenadante da suspenséao celular obtida por fervura (Item
4.2) ou 50ng de DNA extraido com fenol/cloroférmio (Item 4.2) para a reacdo da
PCR, os quais foram misturados com 0,068ng de cada iniciador, 3,0 mM de MgClz,
0,2 mM de cada dNTP, 1X Green buffer, 1,25 U da Tag DNA polimerase (GoTaq® -
Promega) e agua Mili-Q estéril para um volume final de reagdo de 50uL. Como

controle negativo, foi utilizada agua Mili-Q no lugar do DNA.

A PCR foi realizada no Termociclador (Bio Rad - Mycycle) utilizando as seguintes
condi¢gbes: um passo inicial de desnaturacao a 95°C por trés minutos, seguido de 30
ciclos de desnaturacdo a 94°C por um minuto, pareamento a 57,5°C por um minuto,
amplificacdo a 72°C por um minuto, com extensao final a 72°C por sete minutos. Os
produtos amplificados foram separados em gel de poliacrilamida a 12% em tampao
Tris-borato EDTA (TBE), numa corrida eletroforética de 120 V por uma hora e 15
minutos e, em seguida, observados sob luz UV, apds coloracdo com brometo de

Etidio e fotodocumentados no Transiluminador (Locus Biotecnologia — Lpix).

4.3.2 Polimorfismo de Restricdo por Tamanho de Fragmento associado a PCR
(PCR-RFLP) do gene MAT

Apbs confirmacdo de amplificacdo, o produto da PCR foi digerido, separadamente,
com as enzimas Earl, Alul, Hgal, Hpall, Acil e Tsp45l (Thermo Scientific) a 37°C
“over night”. Os fragmentos gerados foram separados em gel de poliacrilamida a
12%, numa corrida eletroforética em tampdo TBE 1X de 120 V por 60 minutos, e 0
gel foi corado em brometo de Etidio, observado e fotodocumentado utilizando um
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sistema de fotodocumentacdo (Locus Biotecnologiua -Pix Touch). Os perfis de
restricdo dos isolados foram analisados visualmente, comparados com o0s gerados
pelas cepas padroes moleculares de Cryptococcus e confirmados pelos mapas de
restricdo construidos de acordo com o item seguinte.

4.3.2.1 Construcdo do mapa de restricao

Os sitios de restricdo das enzimas Earl, Alul, Hgal, Tsp45l, Hpall e Acil (Tabela 03)
foram localizados nas sequéncias de nucleotideos do gene MAT das cepas dos
padrées moleculares obtidas através do acesso ao GenBank WM 148 (AF226887.1),
WM 629 (AF226912.1) e WM 178 (AF226936.1).

Tabela 03: Sitios de restricdo das enzimas Earl,
Alul, Hgal, Tsp45l, Hpall e Acil.

Earl 5..CTCTTC (N)1] ...3’
ar
3...GAGAAG (N)41...%5’
5..AG|CT..3
Alul
3..TC1GA..5
5...GACGC(N)s |...3’
Hoal
3...CTGCG(N)10 1...5°
5...|GTSAC...3
Tsp4sl
3'...CASTG1...5
5...C|CGG...3’
Hpall
3..GGCrC...5
] 5..C|CGC...3
Acil
3...GGC1G...5

Fonte: A autora.

4.4 DETERMINACAO DE SOROTIPOS

4.4.1 Amplificacdo do gene CAP59 atraves de PCR
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Os cinco sorotipos do complexo Cryptococcus foram diferenciados através da
técnica de PCR-RFLP, descrita por Enache-Angoulvant e colaboradores (2007) com
dois iniciadores de regides conservadas do gene da capsula CAP59: CAPS59F 5'-
CCT TGC CGA AGT TCG AAA CG-3’' e CAP59R 5-AAT CGG TGG TTG GAT TCA
GTG T-3.

Foram utilizados 5uL do sobrenadante da suspensao celular obtida por fervura (item
4.2) para a reacdo da PCR, os quais foram misturados a 1,25ug/uL de cada
iniciador, 3,0 mM de MgClz, 0,2 mM de cada dNTP, 1X Green buffer, 1,25 U da Taq
DNA polimerase (GoTag® - Promega) e agua Mili-Q estéril para um volume final de
reacdo de 50uL. Como controle negativo, foi utilizada agua Mili-Q no lugar do DNA.

A PCR foi realizada numa programacao touchdown no Termociclador (Bio Rad -
Mycycle) utilizando as seguintes condi¢cdes: um passo inicial de desnaturagcéo a
94°C por sete minutos, seguido de trés ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30s,
pareamento a 60°C por 30s, amplificacdo a 72°C por 30s; trés ciclos de
desnaturacao a 94°C por 30s, pareamento a 58°C por 30s, amplificacéo a 72°C por
30s; trés ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30s, pareamento a 55°C por 30s,
amplificacéo a 72°C por 30s; 28 ciclos de desnaturacédo a 94°C por 30s, pareamento
a 52°C por 30s, amplificacdo a 72°C por 30s; com extensédo final a 72°C por 15
minutos. Os produtos amplificados foram separados em gel de poliacrilamida a 8%
em tampédo TBE juntamente com o controle negativo, numa corrida eletroforética de
100 V por 2 horas e, em seguida, observados sob luz UV, apés coloracdo com
brometo de Etidio e fotodocumentados no Transiluminador (Locus Biotecnologia —

Lpix).

4.4.2 PCR-RFLP do gene CAP59

Apbs confirmacdo da amplificacdo do gene CAP59, o produto da PCR foi digerido,

separadamente, com as enzimas BsmFl, Hpall e Agel (Thermo Scientific) a 37°C
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“over night”. Nos tubos contendo a enzima BsmFl, foram acrescentados também

0,2uL de solugao de S-adenosilmetionina (SAM).

Os fragmentos gerados foram separados em gel de poliacrilamida a 8%, numa
corrida eletroforética em tampao TBE 1X de 100 V por 1 hora e 30 minutos, e o gel
foi corado em brometo de Etidio, observado e fotodocumentado utilizando um
sistema de fotodocumentacdo (Locus Biotecnologiua -Pix Touch). Os perfis de
restricdo dos isolados foram analisados visualmente e comparados com os gerados

pelas cepas de referéncia moleculares de Cryptococcus.

Tabela 04: Sitios de restricdo das enzimas

BsmFl, Hpall e Agel.

5...GGGAC (N)1o}...3’
BsmFl
3...CCCTG (N)141...5
5...C|CGG...3
Hpall
3..GGC1C...%5
5...A|CCGGT...3’
Agel
3..TGGCCtA..5

Fonte: A autora.
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5 RESULTADOS

A extracdo de DNA realizada pela técnica descrita por Bolano e colaboradores
(2001), modificada, possibilitou obter DNA gendmico dos 94 isolados de
Cryptococcus e das oito cepas de referéncia com bom rendimento e integridade,
cujo tamanho foi condizente com o esperado para DNA gendmico (Figura 09). A

concentracédo de DNA foi estimada entre os valores de 13,5 e 47,7 ng/uL.

Figura 09. Integridade do DNA gendmico de isolados de

Cryptococcus, em gel de agarose a 0,8%.
M 1 2 3 4

23130

9146
6357

4361

2322
2027

Fonte: A autora. (M) Marcador de peso molecular: DNA do
fago A digerido com Hindlll (Invitrogen). (01 a 04) DNA

gendmico de isolados de Cryptococcus.

Apods confirmacgéo da integridade do DNA das cepas de referéncia, a técnica da PCR
para determinacdo de mating type de Cryptococcus foi padronizada. Como pode ser
observado na Figura 10, todas as cepas de referéncia geraram uma banda de
aproximadamente 100bp e apenas uma cepa, a WM 628, apresentou também uma
banda acima desse produto. Com esse resultado, foi possivel determinar que sete
cepas de referéncia apresentaram o perfil correspondente ao mating type a e que
apenas a cepa WM 628 apresenta também o perfil mating type a, mostrando a
determinacdo da diploidia como esperado. O controle negativo ndo apresentou
bandas de amplificagéo.
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Figura 10: Produtos de amplificacdo do mating type de cepas de
referéncia de Cryptococcus, em gel de poliacrilamida a 12%.

100

Fonte: A autora. (M) marcador de peso molecular: 100pb (Promega).

Apés essa padronizacao, a técnica da PCR para determinacdo de mating type de
Cryptococcus das cepas de referéncia foi realizada com o DNA obtido pela técnica
de fervura descrita, do qual ndo € possivel ter a concentracdo determinada. Esses
resultados, apresentados na Figura 11, mostram um perfil idéntico ao obtido pela
técnica de extracdo tradicional. Portanto, comparando os resultados da amplificacéo
a partir das duas técnicas de extracdo de DNA, foi possivel chegar a conclusao que
nao havia diferenca entre os perfis gerados e que ambas atendem o0s objetivos,

permitindo a amplificagdo, sem intercorréncias, da sequéncia de interesse.

Figura 11: Produtos de amplificacdo do mating type de cepas de

referéncia de Cryptococcus a partir da extracao por fervura, em gel

de poliacrilamida a 12%.

100 pb
>

Fonte: A autora. (M) marcador de peso molecular: 100pb (Promega).
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A partir destes resultados, a determinacdo de mating type de Cryptococcus dos 94
isolados clinicos foi realizada pela amplificacdo do gene através da técnica da
extragcéo pela fervura. A Figura 12 mostra o perfil compativel com mating type a, com
produto de aproximadamente 100pb, visualizado em 100% dos isolados clinicos
testados.

Figura 12: Produtos de amplificacdo do mating type de isolados
clinicos de Cryptococcus, em gel de poliacrilamida a 12%.

M 1 2 3 4 5 6 7

100 pb
e e

Fonte: A autora. (M) marcador de peso molecular: 100pb (Promega); (1 a 7)
isolados clinicos de Cryptococcus.

A partir do estudo tedrico e a construcdo do mapa de restricdo do gene MAT para as
cepas de referéncia, foi possivel observar que a variedade neoformans (WM 629)
nao apresentou sitios de restricdo para as enzimas Hgal, Tsp45l e Hpall, como
mostra a Figura 13. E para as enzimas Earl, Alul e Acil somente um sitio foi
observado, produzindo dois fragmentos de aproximadamente 50pb, para as duas
primeiras, e para a terceira dois fragmentos de aproximadamente 70 e 30pb,
respectivamente.
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Figura 13: Mapa de restricéo da cepa de referéncia WM 629

(variedade neoformans).

Produto sem corte  — 101pb
Earl | 48pb 53pb
AUl — 53pb 48pb
Hgal 101pb
Tsp45!  p——— 101pb
Hpall 101pb
Acil ﬁ%@b_ 63pb

Fonte: A autora

O perfil de restricdo do produto de PCR da cepa de referéncia WM 629 (Figura 14)
mostra um perfil compativel com o da variedade neoformans. Nessa figura, o
produto da PCR foi digerido pelas enzimas Earl e Alul em dois produtos de
aproximadamente 50pb e pela enzima Acil em dois fragmentos de aproximadamente
70 e 30pb. Nenhum produto de digestdo foi visto quando as enzimas Hgal, Hpall e

Tsp451 foram utilizadas, pois 0 que pode ser notado é um fragmento de
aproximadamente 100pb.

Figura 14: Perfil de RFLP do mating type da cepa de referéncia WM

629 (variedade neoformans), em gel de poliacrilamida a 12%.

sp45l

4
Mo B

Earl
Hgal
Alul
Acil
Hpall

118 pb
72 pb
—>

Fonte: A autora. (M) marcador de peso molecular: DNA do

fago x174 digerido com Haelll (Promega).
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A Figura 15 mostra o mapa de restricdo da cepa de referéncia WM 148 do gene
MAT, em que € possivel observar que a variedade grubii apresentou sitio de
restricdo para as enzimas Earl, Tsp45I e Hpall. Para a enzima Earl, dois fragmentos
de aproximadamente 50pb foram produzidos; para Tsp45l dois fragmentos de
aproximadamente 70 e 30pb e dois fragmentos de aproximadamente 80pb e 20pb
para Hpall. Nenhum sitio de restricdo foi encontrado para as enzimas Alul, Hgal e
Acil.

Figura 15: Mapa de restricao da cepa de referéncia WM 148
(variedade arubii).

ProdUt0 SEM CO e |
101pb

Earl I
48pb 53pb

/| L1 |
101pb

H (| |
101pb

IR T——
34pb 67pb

Hpall . —
78pb 23pb

Acil FIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

101pb

Fonte: A autora

A Figura 16 mostra o perfil de restricdo do produto de PCR da cepa de referéncia
WM 148 (variedade grubii), na qual foi possivel observar dois fragmentos de
aproximadamente 50pb quando a enzima Earl foi utilizada; dois fragmentos de
aproximadamente 80 e 20pb para a enzima Hpall e dois fragmentos de
aproximadamente 70 e 30pb para a enzima Tsp45l e um produto de restricdo com
um unico fragmento de aproximadamente 100pb para as enzimas Hgal, Alul e Acil.
Perfil que caracteriza a variedade grubii de acordo com o mapa de restricao

construido.
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Figura 16: Perfil de RFLP do mating type da cepa de referéncia WM 148

(variedade grubii), em gel de poliacrilamida a 12%.

Earl
Hgal
Alul
Acil
Hpall
sp45l

$
M 0

118 pb
—
72 pb
—

Fonte: A autora. (M) marcador de peso molecular: DNA do

fago x174 digerido com Haelll (Promega).

O mapa de restricdo do gene MAT da cepa de referéncia WM 178, da variedade
gattii, € apresentado na Figura 17, onde foi constatado que esta variedade
apresentou sitio de restricdo para as enzimas Earl, Hpall e Acil. Para a enzima Earl,
dois fragmentos de aproximadamente 50pb foram produzidos e para as enzimas

Hpall e Acil fragmentos de aproximadamente 70 e 30pb foram registrados.

Figura 17: Mapa de restricao da cepa de referéncia WM 178

(variedade gattii).
Produto sem corte

|

Earl 28pb 53pb

Alul

101pb

Hgal 101pb

Tsp45sl

101pb
|
Hpall 78pb 23pb
36pb 65pb

Fonte: A autora
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Ja o perfil de restricdo do produto de PCR da cepa de referéncia WM 779 (Figura
18) mostra um padrdo compativel com o perfil da variedade gattii, pois foi possivel
observar dois fragmentos de aproximadamente 50pb gerados pela enzima Earl, dois
fragmentos de 70 e 30pb gerados pela enzima Acil e dois fragmentos de
aproximadamente 80 e 20pb gerados pela Hpall. Nenhum corte foi observado pela

restricio das enzimas Hgal, Alul e Tsp45I, pois o fragmento observado foi de
aproximadamente 100pb.

Figura 18: Perfil de RFLP do mating type da cepa de referéncia WM

779 (variedade gattii), em gel de poliacrilamida a 12%.

)
<
o
(%]
l_

<
PCR
Earl
Hgal
Hpall

Alul
Acil

118 pb
—
72 pb

—_—)

Fonte: A autora. (M) marcador de peso molecular: DNA do
fago x174 digerido com Haelll (Promega).

A Figura 19 mostra o perfil de restricdo de isolados clinicos compativel com a
variedade grubii, na qual foi possivel observar um fragmento de restricdo com de
aproximadamente 100pb para as enzimas Alul, Hgal e Acil; dois fragmentos de
aproximadamente 70 e 30pb para Tsp45l; dois fragmentos de aproximadamente 80

e 20pb para Hpall e dois fragmentos sobrepostos de aproximadamente 50pb para
Earl.

E mostrado na Figura 20 o perfil dos isolados clinicos compativel com a variedade
gattii, onde nenhum corte foi obtido pela restricdo com as enzimas Hgal, Alul e

Tsp45l, pois o fragmento observado foi de aproximadamente 100pb; dois fragmentos
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sobrepostos de aproximadamente 50pb para Earl, dois fragmentos de 70 e 30pb

para Acil e dois fragmentos de aproximadamente 80 e 20pb para Hpall.

Figura 19: Perfil de RFLP do mating type de isolado clinico de C. neoformans

(variedade grubii), em gel de poliacrilamida a 12%.

<
Alu |
Hga |
Far |
Aci |
Tsp45
Hpa Il

118 pb
—
72 pb
—

Fonte: A autora. (M) marcador de peso molecular: DNA do

fago x174 digerido com Haelll (Promega).

Figura 20: Perfil de RFLP do mating type de isolado clinico de

C. gattii, em gel de poliacrilamida a 12%.

Farl

<

Alu |
Aci |
Tsp45 |

Hpa Il
Hgal

118 pb
—_—
72 pb

—_—

Fonte: A autora. (M) marcador de peso molecular: DNA do

fago x174 digerido com Haelll (Promega).
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Portanto, de acordo com os perfis apresentados do polimorfismo dos fragmentos de
restricdo do gene MAT, foi possivel determinar que 88% (83/94) dos isolados
clinicos apresentaram padrdo compativel com a variedade grubii e que 12% (11/94)
com a variedade gattii, ndo sendo encontrado em nenhum isolado perfil compativel

com a variedade neoformans.

Com relacdo ao gene CAP59, tanto as cepas de referéncias quanto os isolados
clinicos de Cryptococcus mostraram o mesmo perfil, com amplificacdo de uma
banda unica, cujo tamanho foi de aproximadamente 400pb, como pode ser

observado nas Figuras 21 e 22.

Apbs restricdo dos produtos de PCR do gene CAP59 das cepas de referéncia, foi
observado que as cepas WM 148 (sorotipo A) e WM 626 (sorotipo A) apresentaram
uma banda de aproximadamente 200pb quando restringidas com a enzima BsmFl e
nao apresentaram corte quando restringidas com a enzima Hpall. O produto de PCR
da cepa WM 629 (sorotipo D), quando restringido com a enzima BsmFIl, n&o
apresentou corte. No entanto, quando restringido com a enzima Hpall, observou-se
a presenca de uma banda de aproximadamente 200pb e outra um pouco abaixo de
200pb. Os produtos de PCR das cepas WM 161 (sorotipo B), WM 178 (sorotipo B),
WM 179 (sorotipo B) e WM 779 (sorotipo C), quando restringidos com a enzima
BsmFI, ndo apresentaram corte. Ja na restricdo desses produtos com a enzima
Hpall, observou-se a presenca de uma banda entre 200 e 300pb e outra de
aproximadamente 100pb. Dessa forma, os sorotipos B e C nao foram diferenciados

com essas duas enzimas (Figura 23).



Figura 21: Produtos de amplificacdo do gene CAP59 de cepas de

referéncia de Cryptococcus, em gel de poliacrilamida a 8%.

400pb ,

Fonte: A autora. (M) marcador de peso molecular: 100pb (Promega)

Figura 22: Produtos de amplificacdo do gene CAP59 de isolados

clinicos de Cryptococcus, em gel de poliacrilamida a 8%.

M 1 2 3 4 5 6 7 8

400 pb
—_—

Fonte: A autora. (M) marcador de peso molecular: 100pb (Promega);

(1 a 8) isolados clinicos de Cryptococcus.
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Figura 23: Perfil de RFLP do gene CAP59 de cepas de referéncia de

Cryptococcus, em gel de poliacrilamida a 8%.
A D B C

K_H (_A_\ s % R /_A_\

WM 148 WM 626 WM 629 WM 161 WM178 WM 179 WM 779

A e e e

Fonte: A autora. (M) marcador de peso molecular: 100 pb (Promega). NUmeros impares

— restricdo com BsmF |; nimeros pares — restricdo com Hpa Il

apresentou nenhum perfil de restricdo (Figura 24).

Figura 24: Perfil de RFLP do gene CAP59 de cepas de referéncia de

Cryptococcus com a enzima Agel, em gel de poliacrilamida a 8%.

B C
—

=

=

4

= wwMm 161
N WM 178
W WM 179

400 pb
—

200 pb
—
100 pb
e

Fonte: A autora. (M) marcador de peso molecular: 100 pb (Promega).
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As cepas de referéncia do sorotipo B WM 161, WM 178 e WM 179 quando
restringidos com Agel, mostraram um fragmento de aproximadamente 100pb e outro

entre 250 e 300pb; enquanto a cepa de referéncia do sorotipo C (WM 779) ndo
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Quando os produtos de amplificacdo do gene CAP59 dos isolados clinicos foram
restringidos, podemos ver os perfis de restricdo na Figura 25. Dos 83 isolados da
espécie C. neoformans, 100% né&o apresentou corte com a enzima Hpall, mostrando
uma banda de aproximadamente 400pb e uma banda de aproximadamente 200pb
para a restricdo com a enzima BsmFI. Ja para os 11 isolados da espécie C. gattii, o
perfil de restrigcdo foi distinto. A enzima BsmFI n&o cortou o produto de PCR, pois
apresentou uma banda de 400pb; porém para as enzimas Hpall e Agel foram

observados dois fragmentos, um de 100pb e um outro entre 250 e 300pb.

Figura 25: Perfil de RFLP do gene CAP59 de isolados clinicos de

Cryptococcus, em gel de poliacrilamida a 8%.

Fonte: A autora. (M) marcador de peso molecular: 100 pb

(Promega). (1 e 2) Isolados clinicos.



51

6 DISCUSSAO

As infecc¢des fangicas estdo emergindo rapidamente, no entanto, ainda se conhece
pouco sobre a epidemiologia global, o que dificulta o desenvolvimento de terapias
mais eficazes. Leveduras do complexo C. neoformans sdo a segunda maior causa
de infeccdo fungica oportunista, tanto em humanos como em animais. Apesar da
incidéncia da criptococose ser relativamente baixa em paises desenvolvidos, nos
paises em desenvolvimento o nimero de casos vem crescendo de forma alarmante,
de forma que cepas altamente virulentas emergentes dos paises em

desenvolvimento vem se espalhando pelo mundo (MEYER, TRILLES, 2010).

Muitos estudos moleculares vém sendo desenvolvidos com o intuito de ampliar o
conhecimento sobre esse patdgeno. Dessa forma, alguns trabalhos trazem
diferentes protocolos de extracdo de DNA de leveduras, o que favorece essa
ampliacdo. Varma e Kwon-Chung (1991) descreveram um método de extracdo por
lise quimica, eliminando algumas etapas realizadas em métodos descritos
anteriormente e diminuindo a perda de DNA. Outros protocolos foram descritos,
porém seguindo o mesmo principio (VILGALYS, HESTER, 1990; SANDHU et al.,
1995; DEL POETA et al., 1999).

Os resultados de bom rendimento e integridade dos DNAs extraidos pela técnica
tradicional apresentados em nosso trabalho corroboram os resultados de Bolano e
colaboradores (2001), que melhoraram o rendimento e a qualidade do DNA extraido
pela associacdo da lise quimica com a lise mecanica. No entanto, trata-se de um
método de dificil aplicabilidade em laborat6rios que possuem menos recursos, pois
necessita de diversos reagentes e diversas etapas. Por outro lado, o método da
fervura, que se mostrou mais viavel, foi tdo eficiente quanto a técnica tradicional de
extracdo, ndo sO em relacdo a qualidade do DNA extraido, como também em
relacdo ao rendimento, uma vez que, apoés realizacdo da PCR, apresentou bandas

mais intensas que a técnica anterior.

A faixa de concentracdo de DNA estimada das cepas de referéncia determinada por
nos encontra-se de acordo com a concentragcdo encontrada por Leal (2006), que
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variou de 10 a 80ng/pL, quando o mesmo procedeu a extracao de DNA dos isolados
de Cryptococcus através da lise por maceracdo associada a pérolas de vidro.
Embora esses resultados sejam de bom rendimento, as técnicas descritas
apresentam um procedimento trabalhoso e, nesse sentido, a inovagdo com técnicas
mais rapidas e mais baratas é de extrema importancia para o desenvolvimento e

viabilidade de novos projetos que envolvem biologia molecular.

As modificacdes realizadas na técnica de extracdo de DNA por fervura descrita por
Chaturvedi e colaboradores (2000), previamente descritas na metodologia deste
trabalho, visaram a reducéo de custos (pelo menor nimero de reagentes utilizados)
e rapida execucdo e demonstraram que além de resultados compativeis com o0s
resultados obtidos pela técnica tradicional de extracdo de DNA, leveduras do género
Cryptococcus, mesmo apresentando capsula, ndo exigem cultivo prévio em meio
liquido, nem utilizacdo de solventes organicos como o fenol-cloroférmio. Dessa
forma, pode ser utilizada facilmente na amplificacdo de genes deste fungo, tendo
como limitagdo Unica a impossibilidade de estocar o DNA para utilizagdo posterior.
Essa técnica vem sendo utilizada também para extracdo de DNA de leveduras do
género Candida (RIBEIRO, 2007; MARINHO et al., 2010), apresentando eficiéncia
gquando sdo empregados métodos de diferenciacdo genotipica, que € o caso do

presente trabalho.

Sendo assim, a amplificacdo do gene MAT ndo mostrou diferenca de resultados
para as duas metodologias de extracdo de DNA utilizadas e concordancia quando
comparados com 0s mapas de restricdo construidos através das sequéncias das
cepas de referéncia obtidas no GenBank. A totalidade de mating type a, com uma
predominancia notavel da variedade grubii (88%) nos isolados analisados nesse
estudo, corrobora o perfil epidemiolégico encontrado em outras regides do Brasil,
assim como em diferentes continentes do mundo (HALLIDAY et al., 1999; OHKUSU
et al., 2002; LIAW et al., 2009).

Morrow e colaboradores (2012) através de uma analise gendmica de isolados
representantes das trés variedades mostraram que a variedade grubii possui uma
alteracdo na arquitetura gendmica, envolvendo seis inversdes e uma duplicacao.

Essas translocacdes afetam dois genes em particular: o primeiro que codifica uma
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nova proteina envolvida no metabolismo da glicose na temperatura corporea
humana e o segundo que codifica um fator de transcricdo que modula a producéo de
melanina. A mutacdo desses dois genes influencia multiplos fatores de viruléncia de
Cryptococcus, particularmente a habilidade de crescer a 37°C. Isso pode explicar a
maior patogenicidade desta variedade, refletida na sua distribuicdo epidemioldgica

mundial.

A distribuicdo de Cryptococcus em relacdo ao mating type e as variedades sdo bem
semelhantes em todo o mundo, tanto para isolados clinicos como ambientais.
Halliday e colaboradores (1999), num estudo realizado na Australia com isolados
somente da espécie C. gattii, demonstraram que de 69 isolados clinicos, incluindo
isolados humanos e animais, 68 (98,6%) possuiam mating type a. Além desses,
foram analisados 130 isolados ambientais, tendo 70% desses o perfil mating type a.
Jain e colaboradores (2005) realizaram um estudo com 57 isolados clinicos de
diversas regifes da india, entre eles 51 (89,5%) da variedade grubii, 01 (1,7%) da
variedade neoformans e 05 (8,8%) da variedade gattii. Dentre os isolados das

variedades grubii e gattii 98% (56/57) apresentaram mating type a.

Feng e colaboradores (2008) realizaram um estudo na China com isolados clinicos e
ambientais, compreendendo 45,8% (66/144) da variedade grubii, 9,7% (14/144) da
variedade neoformans e 33,3% (48/144) da variedade gattii e 11,1% (16/144)
isolados apresentaram o perfil hibrido resultante da unido entre as variedades grubii
e neoformans. Dentre todos os isolados estudados 72,9% apresentaram o perfil
mating type a, 16% apresentaram o perfil mating type a e 11,1% apresentaram o
perfil diploide, mating type a/a. Também na China, outra analise realizada por Liaw e
colaboradores (2009), envolvendo 100 isolados clinicos e oito ambientais, mostrou
que 100% dos isolados possuiam mating type a. Dentre esses, apenas um isolado
clinico pertencia a variedade gattii, todos o0s outros, entre clinicos e ambientais,
pertenciam a variedade grubii. Ja& em 2011, Miglia e colaboradores realizaram um
estudo com 82 isolados clinicos pediatricos na Africa do Sul, revelando 94% de
prevaléncia do mating type a e apenas 6% de mating type a. O estudo mostra ainda
que 99% dos isolados eram da variedade grubii e apenas 1% apresentava o perfil

hibrido, ndo sendo encontrado nenhum isolado da variedade neoformans.
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No Brasil, um estudo realizado em Sao Paulo (OHKUSU et al, 2002) mostrou a
prevaléncia do mating type a em 100% dos 84 isolados clinicos estudados. Dentre
0s quais, 89,3% eram da variedade grubii e 10,7% da variedade gattii, ndo sendo
isolada a variedade neoformans. No mesmo estado, Matsumoto e colaboradores
(2007) analisaram 47 isolados clinicos de quatro cidades (S&o José do Rio Preto,
Santos, Araraquara e Ribeirdo Preto), tendo como resultado 100% dos isolados da
variedade grubii. Os autores utilizaram o protocolo descrito por Chaturvedi e
colaboradores (2000) na integra para determinacdo do mating type e obtiveram

100% de prevaléncia para o mating type a.

Ainda na regido sudeste, Carvalho e colaboradores (2007) ao analisarem apenas
oito isolados de excretas de pombo em Alfenas (Minas Gerais) evidenciaram que
todos pertenciam a variedade grubii e possuiam mating type a. Diferentemente de
Moreira e colaboradores (2006) que, trazem um dado bastante incomum, ao
realizarem uma analise de 96 isolados clinicos em Uberlandia (Minas Gerais),
determinaram um percentual de 92,7% dos isolados como pertencentes a variedade
neoformans e apenas 7,3% a variedade gattii.

Quando a andlise é feita em nivel de sorotipos, pensava-se na espécie C.
neoformans variedade neoformans com uma subdivisdo em dois sorotipos: A e D.
No entanto, Franzot e colaboradores (1999), através de técnicas de biologia
molecular, perceberam diferencas genotipicas, imunolégicas, epidemiologicas e
clinicas entre os dois sorotipos. Dessa forma, 0s autores propuseram que 0 Sorotipo
A fosse separado do sorotipo D, tornando-se uma variedade distinta, variedade
grubii. Essa diferenca entre os dois sorotipos é percebida em diversos trabalhos, que
mostram a distribuicdo epidemioldgica entre eles e os demais sorotipos. O sorotipo
A é ubiquo e prevalente em todos os continentes, causando a maior parte das
infec¢bes, enquanto o sorotipo D é pouco relatado na literatura, embora tenha sido
frequentemente encontrado, no passado, em alguns paises da Europa, Oceania,
Asia e nos Estados Unidos (ROMEO et al., 2012; COGLIATI, 2013; TSENG et al.,
2013).

Por muito tempo pensou-se na espécie C. gattii como restrita a regides tropicais e

subtropicais. No entanto, o surgimento de genadtipos hipervirulentos no surto de
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Vancouver (Canadad) e nos Estados Unidos, assim como o aumento de isolados
clinicos e ambientais dessa espécie em regides mais temperadas revelam a
capacidade de expansdo do dominio geografico desse patégeno (ROMEO et al.,
2012; COGLIATI, 2013). De acordo com Chowdhary e colaboradores (2012), no
surto do Canada houve mais de 350 casos de criptococose humana, sendo 19 entre

esses fatais devido a terapia antifingica bastante agressiva.

Com a interrupcado da comercializacdo do kit de aglutinagcdo Crypto Check (latron
Laboratories), alguns autores buscaram padronizar novos protocolos para
sorotipagem de Cryptococcus atraves de técnicas de biologia molecular. Latouche e
colaboradores (2003) mostraram um protocolo de sorotipagem através da
amplificacdo do gene da fosfolipase B (PLB1), com subsequente restricdo com as
enzimas Aval e Hindlll, obtendo diferenciacdo entre todos os sorotipos, exceto entre
o B e o C. Outra técnica, descrita por Ito-Kuwa e colaboradores (2007), utiliza uma
PCR multiplex, envolvendo genes da lacase e da cépsula, e diferenciando todos os
sorotipos. A metodologia escolhida para sorotipagem neste trabalho, como ja
apresentado, foi descrita por Enache-Angoulvant e colaboradores (2007), baseada
na amplificacdo do gene CAP59, requerido na biossintese capsular desta levedura,

associada a restricdo enzimatica.

Nesse estudo mostramos uma prevaléncia de 88% do sorotipo A, dado que
corrobora e enfatiza a disseminacdo e predominancia desse sorotipo em diversas
partes do mundo, ficando o sorotipo B como o0 segundo mais prevalente dentre os
isolados descritos na literatura, divergindo apenas do trabalho de Frases e
colaboradores (2009), em que o sorotipo B foi 0 menos prevalente dos quatro

existentes, sendo inclusive menos isolado do que o sorotipo hibrido.

Essa prevaléncia do sorotipo A, seguida pelo sorotipo B € de fato relatada na
maioria dos trabalhos que trazem a epidemiologia dos sorotipos de Cryptococcus
descritos na literatura. Liaw e colaboradores (2009), em Taiwan, mostraram que de
100 isolados clinicos e oito ambientais, apenas um pertencia ao sorotipo B, sendo
99,1% pertencentes ao sorotipo A. Frases e colaboradores (2009) revelaram um
perfil mais heterogéneo ao estudarem 97 isolados clinicos e ambientais na Espanha,

dentre os quais o sorotipo mais prevalente foi de fato o sorotipo A, com 59,8% dos
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isolados, no entanto, seguidos de 13,4% do sorotipo D, 10,3% do sorotipo hibrido
AD e apenas 4,4% do sorotipo B, divergindo dos outros trabalhos ja mostrados.
Outra analise trazida por Romeo e colaboradores (2012), na Italia, mostrou que de
123 isolados ambientais 99,2% foram identificados como do sorotipo A e apenas
0,8% do sorotipo B. J& em 2013, Tseng e colaboradores ao realizarem um trabalho
com 219 isolados clinicos oriundos de 20 hospitais de Taiwan, perceberam que

95,9% pertenciam ao sorotipo A, sendo 4,1% pertencentes ao sorotipo B e/ou C.

No Brasil, em 2002, Ohkusu e colaboradores realizaram um estudo com 84 isolados
clinicos em Séao Paulo, dentre os quais 89% eram do sorotipo A e apenas 11% eram
do sorotipo B. Casali e colaboradores (2003) realizaram um trabalho com 124
isolados clinicos e ambientais no Rio Grande do Sul, sendo entre eles 84% do
sorotipo A, 9% do sorotipo B e 7% do sorotipo D. J& na andlise feita por Jain e
colaboradores (2005) com 57 isolados clinicos, 89% dos isolados eram do sorotipo
A, 9% eram do sorotipo B e apenas 2% do sorotipo D. Em 2007, Carvalho e
colaboradores revelaram 100% de prevaléncia do sorotipo A em um estudo com oito
isolados ambientais em S&o Paulo. E igualmente, Matsumoto e colaboradores
(2007), também em Sé&o Paulo, obtiveram uma prevaléncia de 100% do sorotipo A
em 47 isolados clinicos estudados. No ano de 2008, um trabalho realizado por
Ribeiro e Ngamskulrungroj, na cidade de Vitoria do Espirito Santo, traz a prevaléncia

total do sorotipo A em 10 isolados ambientais.

Nossos resultados corroboram os resultados trazidos por Trilles e colaboradores
(2008), que mostram em seu estudo que no Brasil a variedade grubii (sorotipo A)
representa cerca de 70% das infec¢des, seguida pela variedade gattii (sorotipos
B/C), com 28%. A variedade neoformans, n&do encontrada neste trabalho,
corresponde a apenas 3% das infec¢bes. De acordo com o0s autores, o norte e 0
nordeste brasileiros apresentam o maior niumero de casos por C. gattii do pais,

sendo o nordeste uma regido endémica do sorotipo B.

Khan e colaboradores (2009) realizaram uma comparacgao de perfil de sensibilidade
ao fluconazol e voriconazol entre isolados ambientais dos sorotipos A e B e
constataram uma reducéao significativa da susceptibilidade aos dois antifingicos nos

isolados do sorotipo B. Da mesma forma, Matos e colaboradores (2012), num estudo
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realizado com os mesmos isolados do presente trabalho, mostraram que 15% dos
isolados, que eram da espécie C. gatti, apresentaram resisténcia significativa ao
fluconazol. Isolados esses que nés determinamos serem do sorotipo B. Dados como
esses mostram a importancia de se estudar o perfil epidemiolégico dessa levedura.
Andlises que enfatizam as divergéncias entre os sorotipos de Cryptococcus ampliam
o conhecimento dessa espécie, contribuindo para a evolucdo das terapias
antifingicas ja estabelecidas, assim como para o surgimento de novas drogas. Além
disso, com o surgimento de novas analises, pode-se estabelecer a correlacdo entre
0S sorotipos e o0 prognostico de cada paciente, resultando na melhor opcéo

terapéutica.

Visto que a criptococose tem sido relatada como a micose sistémica que mais gera
internacdo hospitalar, tem se tornado um problema de saude publica de grande
importancia. Dessa forma, a Secretaria de Vigilancia em Saude esta implantando o
Programa de Vigilancia e Controle das Micoses Sistémicas com o intuito de
determinar a magnitude dessa infec¢éo no Brasil. Com as notificagfes, sera possivel
conhecer melhor a situacdo epidemioldgica da doenca no pais e estabelecer a

distribuicdo das espécies em cada regiao.
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7 CONCLUSAO

1. A caracterizacdo molecular de Cryptococcus spp. realizada neste trabalho
ampliou o entendimento da distribuicdo epidemioldgica dessa levedura, além
de consolidar a importancia de se ter um diagnostico diferencial entre as

variedades envolvidas no processo infeccioso.

2. Com os beneficios envolvidos na técnica de extracao por fervura, foi possivel
padronizar no laboratério uma técnica com reducdo de custo e tempo,

viabilizando sua utilizacdo em outros modelos leveduriformes.

3. A amplificacdo do gene MAT permitiu a diferenciacdo entre os dois mating

types encontrados nesse género.

4. O estudo das sequéncias das cepas de referéncia associado a construcao
dos mapas de restricdo do gene MAT permitiu observar que a utilizacao das
enzimas Alu | e Tsp45l é suficiente para determinar as variedades do
Complexo C. neoformans.

5. A técnica molecular de PCR-RFLP permitiu a discriminacdo dos cinco

sorotipos mais frequentes, representados pelas cepas de referéncia.



59

8 PERSPECTIVAS

1. Correlacionar os fatores de viruléncia com as variedades dos isolados clinicos

estudados.

2. Realizar a tipagem molecular pela técnica de PFGE (Pulse Field Gel

Electrophoresis).

3. Caracterizar os tipos sequenciais dos isolados através da técnica de MLST

(Multilocus Sequence Typing).

4. Ampliar a caracterizacdo molecular de Cryptococcus através da inclusdo de

novos isolados clinicos.

5. Incluir dados demogréficos e clinicos dos pacientes para melhor compreender
a distribuicdo dos perfis moleculares.
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