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RESUMO

Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii sGo espécies causadoras de meningite criptocécica, implicadas no
acometimento de pacientes imunocomprometidos e imunocompetentes, respectivamente. O modo de adesdo,
colonizacéo e infeccdo de C. neoformans e C. gattii depende de alguns fatores de viruléncia, os quais permitem sua
sobrevivéncia no organismo do hospedeiro. O presente trabalho investigou a atfividade de exoenzimas (fosfolipase e
proteinase), producdo de biofilme e fator hemolitico por C. neoformans (n = 9) e C. gattii (n = 7) isolados em Belém,
Estado do Pard, Brasil. Atividade de exoenzimas foi observada em todos os isolados testados. Fosfolipase foi observada em
todos os isolados analisados, com intensidade discretamente mais elevada nos isolados de C. neoformans (22%) quando
comparados aos isolados de C. gattii (14%). Paralelamente, os resultados de atividade proteinase mostraram que isolados
de C. neoformans apresentaram maior intensidade na atividade desta exoenzima (33%) do que os resultados produzidos
por C. gattii (14%). Nao houve producdo de fator hemolitico por quaisquer dos isolados estudados. Em relacdo &
producdo de biofilme, isolados de C. gattii demonstraram predominio de formacdo de biofilme em superficie de
poliestireno a 37° C quando comparados aos resultados de biofilme para isolados de C. neoformans. Este é o primeiro
relato de atividade exoenzimdtica e producéo de biofilme in vitro por isolados de Cryptococcus no Estado do Pard. A
producdo de fatores de viruléncia e, principalmente, a capacidade de produzir biofilme alerta-nos para a melhor andlise
dosisolados circulantes no Estado, principalmente quanto & determinacdo do perfil de suscetibilidade a antiféngicos.
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INTRODUCAO Cryptococcus gattii, causadoras de variadas formas
clinicas da doenca®*®. Neste contexto, individuos
imunocompetentes podem adquirir a doenca como
micose primdria, principalmente devido a C. gattii, em
regides tropicais e subtropicais’, bem como sob a forma de
surtos’. Cryptococcus spp. sdo leveduras basidiomicetos,
capsuladas, saprébias do ambiente, sendo isoladas
principalmente de excretas de aves e ocos de drvores,
como por exemplo, eucalipto® e Senna sp.”. C. neoformans
¢ constituido pelos sorotipos A (fipos moleculares VNI,
VNII), D (tipo molecular VNIV) e o hibrido AD (tipo
Correspondéncia / Correspondence / Correspondencia: molecular VNIII); C. gaftii inclui o sorotipo B (fipos
Fabiola Silveira Gomes moleculares VGI, VGII, VGIII, VGIV) e o sorotipo C'*'"',
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A criptococose é uma importante infeccdo oportunista,
principalmente devido ao aumento do nimero de
individuos imunocomprometidos, em especial aqueles
infectados com HIV'?. As espécies implicadas em grande
parte dos casos sdo Cryptococcus neoformans e
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criancas, das quais cinco foram a ébito". Santos et al'
descreveram a ocorréncia de criptococose primdéria
endémica devida ao tipo molecular VGII de C. gattii no
Estado do Pard, com base na andlise de isolados
provenientes de 43 casos da doenca no periodo de 2003
a 2007. A RegiGo Norte do Brasil é atualmente
considerada endémica para o tipo molecular VGII
(sorotipo B, MATa) de C. gattii .

A cdpsula polissacaridica, a produgédo de melanina e a
atividade da enzima urease sdo fatores de viruléncia
produzidos por C. neoformans e C. gattii. Exoenzimas, tais
como oxidases e proteases tém sido implicadas tanto &
viruléncia como as propriedades antifagociticas .
Fosfolipases e proteinases séo implicadas como fatores de
viruléncia em leveduras'’, sendo diretamente relacionadas
d invasdo e/ou evasdo do sistema imunolégico do
hospedeiro, favorecendo a disseminacdo hematogénica e
o acometimento das meninges'®. No Brasil, amostras
clinicas e ambientais de C. neoformans e C. gattii foram
descritas anteriormente com intensa atividade na

~ . 19,20
producédo destas exoenzimas .

A producéo de biofilme por Cryptococcus spp. tem
sido frequentemente descrita como uma estratégia
associada & infecco crénica, como um resultado de
resisténcia adquirida aos mecanismos imunolégicos do
hospedeiro” e & terapia antifdngica®. O biofilme pode
ser formado in vitro em superficies de poliestireno;
entretanto, de maneira alarmante, vem sendo observado
em pontas de cateter”. O fator hemolitico ou hemolisina
vem sendo descrito em leveduras, principalmente do
género Candida, caracterizando-se como uma
manoproteina de parede celular nestas leveduras,
apresentando atividade de hemélise para liberacéo das
moléculas de ferro e posterior utilizacdo durante a
manutencdo do metabolismo fungico durante a
disseminacdo via hematogénica™.

Devido & inexisténcia de estudos que descrevam a
producéo de taisfatores de viruléncia em isolados de
C. neoformans e C. gattii no Estado do Pard, o objetivo
deste trabalho foi descrever a producédo de fatores de
viruléncia in vitro.

MATERIAIS E METODOS
ORGANISMOS TESTADOS

Foram investigados: uma cepa de referéncia de C.
neoformans sorotipo A (ATCC 6352), uma de C. gattii
sorofipo B (ATCC 32269) e 16 isolados clinicos, C.
neoformans (n = 9) e C. gattii (n = 7). Os isolados clinicos
foram identificados com base na quimiotipagem por
semeadura em meio Canavanina-Glicina-Azul de
bromotimol (CGB), fenotipicamente produtores de
cdpsula, urease e fenoloxidase, como descrito
anteriormente por Silveira-Gomes et al®. Estes foram
recuperados de pacientes diagnosticados no periodo de
2005 a 2009, com base na revelacdo da cépsula
polissacaridica do microrganismo utilizando tinta da
China em amostras de liquido cefalorraquidiano. A
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distribuicéo de acordo com o género foi de 50% (8/16)
para cada sexo, e a idade variou entre 8 e 56 anos. As
leveduras foram isoladas e mantidas em dgar Sabouraud
dextrose 2% (Difco, Detroit, Michigan) a 30° C na
micoteca do Laboratério de Micologia da Secdo de
Bacteriologia e Micologia do Instituto Evandro Chagas.

PESQUISA DE ENZIMAS HIDROLITICAS

A producéo de fosfolipase foi verificada utilizando-se
o método de semeadura em placa contendo dgar gema
de ovo (peptona 1%, dextrose 3%, NaCl 5,7%, CaCl
0,06%, gema de ovo 1%, dgar 1,5%), de acordo com
Price et al®. O ensaio foi realizado a partir da incubagdo
das placas de Petri a 30° C, sendo a leitura conduzida
apds sete dias. A formacdo de uma zona branca de
precipitacdo ao redor das colénias indica a producéo de
fosfolipase. A producédo de proteinase foi determinada
mediante semeadura dos isolados em meio contendo
soro albumina bovina fracdo V (Sigma), conforme
Menezes et al”’. Testes positivos foram observados a partir
da formacgéo de halos claros ao redor das colénias. Os
indices de atividade foram obtidos com base na razéo
entre o diGdmetro da colénia e o diGdmetro da colbnia
adicionado da zona de precipitacéo (Pz). As atividades
fosfolipase e proteinase foram determinadas de acordo
com Price et al®: Pz = 1 indica atividade negativa;
atividade enzimdtica positiva quando 0,64 <Pz< 1,0 e
atividade enzimdtica fortemente positiva quando Pz <
0,63. Todos os testes foram realizados em quatro
replicatas e a média dos Pz obtida foi descrita como o
resultado do teste.

ATIVIDADE HEMOLITICA

A producdo de fator hemolitico foi avaliada
empregando o método descrito por Noumi et al®. O
ensaio foi realizado mediante a inoculacdo de 10 pl de
suspensdo de leveduras (escala 2 MacFarland) em pontos
equidistantes de placas de Petri contendo meio
Sabouraud-Sangue (peptona 1%, dextrose 2%, dgar
1,5%, sangue de carneiro 7%). As placas foram incubadas
a 37° Cemjarra anaerdbica por 48 h. A presenca do halo
de hemodlise ao redor do indculo indica atividade
hemolitica.

PRODUCAO DE BIOFILME

A producdo de biofilme foi determinada utilizando
metodologia em tubos de poliestireno incubados a 37° C
por 24 h, como descrito por Christensen et al”’. A camada
de biofilme aderente, corada com safranina 0,5%, foi
descrita como negativo, fracamente positivo (+),
moderadamente positivo (++4 ou +++), ou fortemente
positivo (++++). Cada tubo foi observado
independentemente por dois observadores.

ANALISE ESTATISTICA

Atividades exoenzimdticas foram comparadas pelo
teste Mann-Whitney utilizando software BioEstat verséo
5.3. Em todos os testes, p < 0,05 foi considerado como
estatisticamente significante.
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RESULTADOS

Todos os isolados produziram exoenzimas, porém néo
produziram fator hemolitico (Tabela 1). Os isolados de C.
neoformans produziram os fatores de viruléncia de
maneira mais intensa quando comparado aos resultados
produzidos pelos isolados de C. gattii. Os resultados de
atividade fosfolipase mostraram que 22% (2/9) dos
isolados de C. neoformans foram fortemente positivos,
enquanto que 78% (7/9) foram moderadamente positivos.
Dos isolados de C. gattii testados, 14% (1/7) foram
fortemente positivos para atividade de fosfolipase e 86%
(6/7) apresentaram atividade mais discreta. As diferencas
na atividade fosfolipase observadas entre isolados de C.
neoformans e C. gattii ndo foram estatisticamente
significantes (p = 0,24). Os dados de atividade proteinase
mostraram que 33% (3/9) dos isolados de C. neoformans

foram fortemente positivos e 67% (6/9) apresentaram-se
moderadamente positivos. O perfil de atividade proteinase
dos isolados de C. gattii observados mostraram que 14%
(1/7) foram fortemente positivos e 86% (6/7) positivos. Os
isolados de C. neoformans apresentaram atividade de
proteinase extracelular mais intensa que os isolados de C.
gattii (p = 0,04).

Quanto & producdo de biofilme, observou-se uma
discreta diferenca (ndo significante (p = 0,75) nos
resultados de isolados de C. gattii em relagdo aos
resultados obtidos para isolados de C. neoformans.
Negatividade foi observada em 33% (3/9) dos isolados de
C. neoformans e 29% (2/7) dos isolados de C. gattii.
Atividade fracamente positiva foi produzida por 11% (1/9)
dos isolados de C. neoformans e 14% dos isolados de C.
gattii.

Tabela 1 — Atividade hemolitica das exoenzimas fosfolipase e proteinase e formacao de biofilme por 16 isolados clinicos
de Cryptococcus spp., de Belém, Estado do Pard, Brasil, no periodo de 2005 a 2009

Isolado N° de registro Fosfolipase ™ Proteinase’ Fator hemolitico Biofilme'
C. gattii Cl 0,72 0,63 - ++
C. gattii C2 0,82 0,76 - ++
C. gattii C3 0,75 0,84 - -
C. gatii C4 0,71 0,78 - +
C. gathii co 0,63 0,80 - ++
C. gattii C13 0,76 0,81 - +
C. gattii Cl14 0,90 0,80 - -
C. neoformans C5 0,93 0,80 - +
C. neoformans Cé 0,69 0,82 - +++
C. neoformans c7 0,73 0,63 . ++
C. neoformans C8 0,65 0,65 - ++
C. neoformans C10 0,74 0,72 - -
C. neoformans C11 0,61 0,62 - +++
C. neoformans C12 0,67 0,73 - +4
C. neoformans C15 0,76 0,73 - —
C. neoformans Cl6 0,59 0,61 - —
C. neoformans (ATCC 6352) 0,73 0,75 - -
C. gattii (ATCC 32269) 0,70 0,80 - -

* Diferencas ndo estatisticamente significantes (p = 0,24) entre as espécies;

" C. neoformans com atividade proteinase mais intensa que C. gattii (p = 0,04);
Intensidades com diferencas néo estatisticamente significantes (p = 0,75) entre as espécies.

Rev Pan-Amaz Saude 2012: 3(2):59-65

61



62

Pessoa (CB, et al. Producdo de fatores de viruléncia in vitro por isolados de Cryptococcus neoformans e Cryptococeus gattii

DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi avaliar as atividades
exoenzimdticas consideradas importantes fatores de
viruléncia promovidos pelas espécies C. neoformans e C.
gattii. Foram realizados ensaios para avaliar a producéo
proteinase, fosfolipase, fator hemolitico e producdo de
biofilme.

Neste trabalho, observamos que todos os isolados de
C. neoformans e C. gattii analisados foram capazes de
produzir exoenzimas in vitro. A producéo de exoenzimas foi
proposta porque elas constituem importantes fatores para
viruléncia destes microrganismos. C. neoformans,
submetido as mesmas condicdes de cultivo que C. gattii,
demonstrou producdo de fosfolipase mais acentuada
quando comparada & produgéo demonstrada pelos
isolados de C. gattii (p = 0,04). Sabe-se, no entanto, que
alguns métodos de avaliacdo de atividade fosfolipase
influenciam a discriminacéo dos resultados, tais como
testes executados com sobrenadante de cultura e soro de
pacientes. Chen et al*® observaram atividade fosfolipase
positiva para sobrenadante de cultura, mas anticorpos
antifosfolipase (PLB1) ndo foram detectados mediante soro
de sete pacientes, baseando-se no teste ELISA. Sugere-se
que a enzima é necessdria para o estabelecimento do foco
de infeccdo inicial, mas ndo se apresenta como
imunégeno”.

Nos isolados testados, observou-se uma variagéo na
intensidade de producdo de proteinase por isolados de C.
neoformans e C. gattii. H& algumas divergéncias nos
registros de atividade de proteinase para Cryptococcus
spp. Alguns estudos mostram que ndo hd atividade,
enquanto outros comprovaram a producdo enzimdtica de
proteinase por estas espécies. Staib™ relatou em um estudo
com 32 isolados de C. neoformans que ndo houve
nenhuma atividade proteolitica. Chan e Tay™ realizaram
estudos de mesma natureza, notando forte ocorréncia de
atividades enzimdticas para isolados ambientais e clinicos
de C. neoformans e C. gattii. A variacdo na producédo da
enzima em ensaios in vitro &, provovelmenfe,
consequéncia de variacdes nas condicdes de cultivo; isto,
pois estas sGo enzimas serina-proteases dependentes de
Ca™ e Mg"™ que apresentam atividade 6tima em pH,
variando entre 7,5-8,5%. Silva et al** e Pedroso et al®
indicaram que isolados ambientais de C. neoformans,
utilizados em experimentacdo animal, produzem
proteinase e fosfolipase antes e depois da inoculacéo,
entretanto esta atividade néo influencia nas diferencas de
viruléncia entre os isolados estudados. A producao destes
fatores de viruléncia decorre de estimulos exégenos que
influenciam a ativacdo da expressdo génica durante o
curso da infecc@o”’. Portanto, suas atividades sao fatores
que, em conjunto, favorecem o estabelecimento destes
patégenos no organismo do hospedeiro.

Todos os isolados foram incapazes de promover
hemélise. Manns et al® e Luo et al” indicaram a
necessidade de excesso de fontes de carbono durante a
obtencdo de ferro contido em hemoglobina por
Cryptococcus albicans e Cryptococcus fropicalis. Em
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ensaios conduzidos em C. tropicalis, executou-se a
avaliacdo de atividade hemolitica utilizando hemacias
suspensas em tampéo apropriado e apds incubagdes pré-
definidas, a leitura da densidade ética foi conduzida para
evidenciar a quantidade de fator hemolitico secretado™.
Em estudos posteriores, a utilizacdo de ensaios neste
formato tornar-se-d Util na elevacdo da sensibilidade e
discriminacé@o da importancia deste fator de viruléncia no
curso da criptococose.

A formagdo de biofilme é um mecanismo comum,
utilizado por microrganismos para sobreviver em
ambientes hostis, colonizar e estabelecer-se em um novo
ambiente, conferindo protecéo contra sua eliminacdo®.
Ravi et al” descreveram melhores condicdes para a
formacdo de biofilme criptocécico como: 25-37° C, pH
neutro e tenséo de CO, ambiente. Em contrapartida, estes
autores observaram que, sob condicées de baixa tensao
de oxigénio, ocorrem principalmente células plancténicas
de C. neoformans. No presente estudo, a producéo de
biofilme foi conduzida de maneira adequada,
observando-se diferentes perfis de formacéo do biofilme
criptocécico de acordo com o isolado analisado. De
maneira geral, isolados de C. gattii foram capazes de
produzir biofilme de maneira mais intensa quando
comparados aos isolados de C. neoformans. Estudos tém
mostrado que células formadoras de biofilme criptocécico
sGo menos suscetiveis & atividade de antifingicos
(Anfotericina B, caspofungina, fluconazol e voriconazol)?,
bem como biomoléculas com acdo antimicrobiana
produzidas pelo sistema imunolégico do hospedeiro™. Um
dos possiveis fatores para a diminuida suscetibilidade aos
antifdngicos em isolados formadores de biofilme é a
producéo de uma matriz polimérica extracelular que
propicia a coesdo entre as células de levedurag,
dificultando o acesso do férmaco as células do cerne do
biofilme***. Em biofilmes criptocécicos esta matriz é
formada de GlicuronoXiloManana (GXM) e residuos de
acicares como a glicose, ribose e fucose™. Futuramente,
poder-se-& avaliar a suscetibilidade aos antifingicos de
acordo com a estrutura da matriz polimérica extracelular
presente no momento da formacéo do biofilme.

CONCLUSAO

Embora C. neoformans e C. gatti apresentem
diferencas clinicas e terapéuticas, ambas as espécies de
levedura se mostraram similares no padréo de viruléncia, a
partir da reunido dos resultados da producdo de
fosfolipase, proteinase e biofilme. Os papéis das
exoenzimas estudadas estdo atualmente bem esclarecidos
para C. neoformans e C. gattii, sugerindo-nos que os
isolados do Estado do Pard apresentam estes fatores como
possiveis propriedades que permitam a sobrevivéncia do
patégeno e a colonizacdo do hospedeiro. Adicionalmente,
a producdo de biofilme por estes isolados foi um
importante resultado, principalmente por isolados de C.
gattii, reforcando a necessidade de estudos que focalizem
na avaliagdo da formacdo de biofilme aliada &
suscetibilidade aos antifingicos no Estado do Pard.
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Production of virulence factors in vitro by isolates of Cryptococcus neoformans and
Cryptococcus gattii of clinical origin in Belém, Para State, Brazil

ABSTRACT

Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii cause cryptococcal meningitis and are implicated in the infection of
immunocompromised and immunocompetent patients, respectively. Their adhesion, colonization and infection attributes
depend on some virulence factors, which enable their survival in the host's organism. This study investigated the activity of
exoenzymes (phospholipase and proteinase), biofilm formation and production of a hemolytic factor by isolates of C.
neoformans (n = 9) and C. gattii (n = 7) from Belém, Pard State, Brazil. Exoenzyme activity was observed in all isolates
tested. Phospholipase was also observed in all isolates analyzed, and the C. neoformans isolates were slightly higher (22%)
than C. gattii (14%). Proteinase data showed that isolates of C. neoformans presented greater intensity of exoenzyme activity
(33%) than the results produced by C. gattii (14%). No production of hemolytic factors by any of the isolates studied was
observed. Regarding the formation of biofilm, isolates of C. gattii showed a predominant formation on polysterene surface
at 37° C when compared with the isolates of C. neoformans. This is the first report of in vitro exoenzyme activity and biofilm
formation by isolates of Cryptococcus in Paré State. The production of virulence factors and the ability to form biofilms
highlights the importance of a more accurate analysis of the circulating isolates in the state, especially when it comes to
determining their susceptibility profile to antifungals.

Keywords: Cryptococcus neoformans; Cryptococcus gattii; Exoenzyme; Biofilms; Virulence.

Produccion de factores de virulencia in vitro por aislados de Cryptococcus neoformans y
Cryptococcus gattii de origen clinico en Belém, Estado de Parq, Brasil

RESUMEN

Cryptococcus neoformans y Cryptococcus gattii son especies causadoras de meningitis criptocécica, involucradas en el
acometimiento de pacientes inmunocomprometidos e inmunocompetentes, respectivamente. El modo de adhesién,
colonizacién e infeccién de C. neoformans y C. gattii depende de algunos factores de virulencia, los que permiten la
supervivencia en el organismo del huésped. El presente trabajo investigdé la actividad de exoenzimas (fosfolipasa y
proteasa), produccién de biofilm y factor hemolitico por C. neoformans (n = 9) y C. gattii (n = 7) aislados en Belém, Estado
de Pard, Brasil. Se observé actividad de exoenzimas en todos los aislados analizados. También se observé fosfolipasa en
todos los aislados analizados, con intensidad discretamente mds elevada en los aislados de C. neoformans (22%) cuando
comparados a los aislados de C. gattii (14%). Paralelamente, los resultados de actividad de la proteasa mostraron que
aislados de C. neoformans presentaron una mayor intensidad en la actividad de esta exoenzima (33%) que los resultados
producidos por C. gattii (14%). No hubo produccién de factor hemolitico por ninguno de los aislados estudiados. En
relacién ala produccién de biolfilm, aislados de C. gattii demostraron predominio de formacién de biofilm en superficie de
poliestireno a 37° C cuando comparados a los resultados de biofilm para aislados de C. neoformans. Este es el primer
relato de actividad exoenzimatica y de produccién de biofilm in vitro por aislados de Cryptococcus en el Estado de Pard. La
produccién de factores de virulencia y, principalmente, la capacidad de producir biofilm nos alerta para mejores andlisis
de los aislados circulantes en el Estado, principalmente con relacién a la determinacion del perfil de susceptibilidad a
antifdngicos.

Palablas clave: Cryptococcus neoformans; Cryptococcus gattii; Exoenzimas; Biofilmes; Virulencia.
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