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Elias, M S. Avaliacio da melanina como fator de protecio para preservacio de
Cryptococcus neoformans na Cole¢io de Fungos Patogénicos do INI/Fiocruz. Rio de
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RESUMO

Cole¢des de Cultura devem garantir a viabilidade dos micro-organismos por periodos
prolongados de tempo, além de minimizar os riscos de contaminagdo e altera¢des fenotipicas
e genéticas. Os métodos mais utilizados para a preservagdo de leveduras sdo a liofilizagdo e
criopreservagdo a -70°C. Entretanto, ha relatos mencionando possiveis mudangas, antes ¢
ap6s o processo de liofilizagdo, nas caracteristicas morfologicas e por consequéncia na
viabilidade do fungo. Face ao papel protetor celular reconhecido da melanina, consideramos
de interesse incluir uma variagdo da metodologia utilizando meio indutor da produgdo deste
pigmento com o objetivo de determinar metodologias mais eficazes a serem aplicadas na
Colecao de Fungos Patogénicos do INI/FIOCRUZ tendo como alvo inicial C. neoformans,
ndo so pela importancia deste agente de micose sistémica, mas também pelo grande niimero
de isolados preservados nesta colecdo. Para tal, foi analisado o crescimento de 31 cepas de C.
neoformans com producio de melanina, usando Agar Semente de Niger (ASN) e Meio
Minimo com L-Dopa (MM) em isolados preservados pelos métodos de liofilizagdo e de
criopreservacio a -70°C; além do crescimento sem producio de melanina, usando Agar
Sabouraud 2% (SAB2%). Os resultados indicam que apds trés meses de preservagdo a
presenca de melanina protege as células de C. neoformans na criopreservagdo -70°C e
liofilizagdo, demonstrando seu potencial para uso em metodologias de preservagdo deste
agente.

Palavras-chave: Cryptococcus neoformans; criopreservagdo a -70°C; liofilizagdo; melanina.



X

Elias, M S. Melanin evaluation as a protective factor for the preservation of
Cryptococcus neoformans in the Culture Collection of Pathogenic Fungi INI / Fiocruz.
Rio de Janeiro; 2015. 78p. Dissertation [Master in Clinical Research and Infectious Diseases]
—National Institute of Infectious Diseases Evandro Chagas.

ABSTRACT

Culture Collections must ensure the viability of microorganisms for long period of time while
minimizing the risk of contamination and phenotypic and genetic changes. The most widely
used methods for preserving yeasts are lyophilization and cryopreservation at -70 ° C.
However, there are reports indicating potential morphological and viability changes before
and after the lyophilization process. It is known the protective role of melanin in
Cryptococcus neoformans, therefore we consider of interest to include a new methodology
using culture media which can induce melanin production, in order to determine the most
effective methodologies to be applied in the Culture Collection of Pathogenic Fungi (INI /
FIOCRUZ), initially targeting C. neoformans, not only because the importance of this
systemic mycosis agent but also by the large number of isolates preserved in this collection.
For this, the growth of 31 strains of C. neoformans with melanin production was analyzed
using seed agar niger (ASN) and Minimum Medium with L-Dopa (MM) in isolates preserved
by freeze-drying at -70 ° C and cryopreservation methods. The results indicate that after three
months of preservation the presence of melanin protects the cells of C. neoformans in
cryopreservation at -70 © C and lyophilization, comparing to the growth without melanin on
Sabouraud medium, showing its potential for the use as preservation methods of this agent in
Culture Collections.

Key words: Cryptococcus neoformans, cryopreservation; lyophilization; melanin.
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1 INTRODUCAO

1.1 HISTORICO

O género Cryptococcus, do grego Kryptus, que significa “escondido”, “secreto”,
“misterioso” e “obscuro”, foi descrito pela primeira vez por Kutzing, em 1833 para classificar
um grupo de leveduras que ndo possuiam a capacidade de produzir endosporos.

A primeira descrigdo clinica de doenga por Cryptococcus neoformans foi relatada, em
1864 em paciente de 31 anos, apresentando lesdes de sarcoma da tibia. O isolamento foi
realizado por Otto Busse ¢ Abraham Buschke, que descreveram o agente como “corpusculos
ovais”. Anteriormente, Zenker em 1861, fez referéncia a um possivel caso de criptococose,
mas ndo obteve o isolamento da levedura para uma correta defini¢do do caso (Freeman,
1931).

A patogenicidade do micro-organismo foi evidenciada por Busse apos re-inoculacao
do cultivo na pele do paciente, que foi a 6bito em decorréncia da disseminacdo da infeccdo. Ja
o médico Buschke (1895), que cuidava do paciente, cultivou o mesmo patégeno da erupcao
da pele e ao observar o micro-organismo relatou que se tratava de um “coccideo”. No mesmo
ano dessas primeiras observagdes na clinica, Francesco Sanfelice (1984), na Italia, isolou de
suco de pességo uma levedura encapsulada, que denominou de Saccharomyces neoformans.
Entretanto, Busse chamava o fungo de Saccharomyces e a doenga de saccharomycosis
hominis.

Em 1895, Sanfelice isolou novamente uma levedura similar a S. neoformans de um
linfonodo de boi e também reconheceu a similaridade entre S. neoformans e o fungo isolado
de Busse.

Vuillemin, em 1901, reclassificou os fungos isolados por Busse e Sanfelice para o
género Cryptococcus e em duas espécies C. hominis ¢ C. neoformans respectivamente, esta
reclassificacdo foi baseada na incapacidade deste fungo fermentar fontes de carbono e a ndo
formacao de ascosporos.

Frothingham, em 1902, isolou a levedura de uma lesdo pulmonar em um cavalo de
Massachusetts que era similar ao fungo que Busse e Buschke haviam isolado. Com este

achado ficou evidente que a levedura era patogénica para homens e animais.



Em 1950, Evans identificou trés fenotipos diferentes com base nas propriedades
antigénicas do polissacarideo capsular a soros hiperimunes. Evans e Kessel demonstraram que
a capsula era determinante do sorotipo especifico, denominando os sorotipos A, B e C (Evans
1950; Evans; Kessel 1951). Ja o sorotipo D foi descrito em 1968 por Wilson, Bennett e
Bailey. Algumas cepas apresentam constituintes antigénicos dos sorotipos A e D, que passou
a representar o quinto sorotipo AD, hibrido descrito em 1985 (Ikeda et al. 1985)

Lodder e Kreger-van Rij, em 1952, realizaram um estudo taxondmico e finalmente
definiram o nome do fungo patogénico como Cryptococcus neoformans. Mesmo com esse
progresso na identificagdo taxondmica, que auxiliou a estabilizar o nome da levedura, a
compreensao do ciclo de vida ndo foi completamente esclarecida.

Em 1970, Vanbreuseghem e Takashio relataram que a cepa de C. neoformans que
Gatti e Eeckels isolaram de um paciente de 7anos do Zaire, que sofria de meningocefalite
apresentava células alongadas, tanto in vivo como na cultura, sendo essa caracteristica
diferente dos isolados de C. neoformans, portanto classificaram esse isolado atipico como
uma nova variedade, denominando de C. neoformans var. gattii. Posteriormente, em 1975,
Kwon-Chung descreve os dois tipos sexuados (mating type) e aproximadamente 30 anos
apos, Kwon-Chung e colaboradores (2002) propdem que a variedade gattii seja considerada
espécie devido a diferenca fenotipica, estruturas sexuais diferentes, diferenca genética e
epidemiologica.

Ao longo desses anos com a evolucdo tecnoldgica no campo da pesquisa e devido ao
crescente nimero de individuos imunodeprimidos, principalmente pela associagdo com a
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), os estudos dos agentes da criptococose tém
evoluido, principalmente com o advento de novas técnicas de biologia molecular. Baseado
nos resultados obtidos nas técnicas de biologia molecular tais como: DNA fingerprinting e
PCR fingerprinting baseados em microsatellite-(M13) ou minisatellite-specific primers,
random amplification of polymorphic DNA analysis, amplified fragment length polymorphism
(AFLP) analysis, restriction fragment length polymorphism (RFLP) analises de URAS ¢ PLBI
genes, IGS sequences, multigene sequence analysis, multi-locus sequence typing, multi-locus
microsatellite typing e técnicas de sequenciamento de todo o genoma, alguns autores tem
utilizado o termo “Complexo C. neoformans” para designar os agentes da criptococose
incluindo as duas espécies: C. neoformans and C. gattii (Vanbreuseghem, R., Takashio, M.,
1970) e C. neoformans (sorotipos A,D e AD) e C. gattii (sorotipos B ¢ C) (Kwon-Chung,
K.J., Varma, 2006; Meyer et al. 2009; Kwon-Chung, K.J., 2011; Engelthaler et al. 2014;

Morales et al. 2015), No entanto outros autores consideram o sorotipo A como C.



neoformans var grubii (serotype A) (Franzot et al. 1999). Este trabalho utilizara a

classificacdo de duas espécies.

1.2 CRIPTOCOCOSE

A criptococose ¢ uma micose cosmopolita, causadora de um impacto global
significativo (Park et al. 2009). Os agentes desta doenca sdo as leveduras capsuladas C.
neoformans e C. gattii. E adquirida pela inalagdo de propagulos (basididsporos ou leveduras
desidratadas) presentes em ambientes contaminados e relacionadas a acimulo de substratos
organicos, tais como excretas de aves ou madeira em decomposicdo e restos de vegetais. Esta
doenca manifesta-se sob duas formas clinicas principais: 1) criptococose oportunista, que ¢
cosmopolita, associada a condi¢des de imunodepressao celular, causada predominante por C.
neoformans ¢ 2) criptococose primaria (micose sistémica), endémica nas regides Norte
(Amazonia), Nordeste do Brasil incluindo o semidrido e ocorrendo mais esporadicamente nas
demais regides, acometendo criangas e individuos jovens, HIV-negativos (Cavalcanti, 1995)
sendo causada por C. gattii. As duas espécies causam meningoencefalite acompanhada ou ndo
de lesdo pulmonar evidente, fungemia ou focos secundarios para pele, ossos, rins, supra-renal,

podendo evoluir para formas graves e fatais (Lazéra in Coura, 2005).

1.3 TAXONOMIA

Os agentes da criptococose, classificados segundo as normas de biosseguranca, como
classe de risco 2, estdo incluidos no Reino Fungi, Filo Basidiomicota, Classe
Tremellomycetes, Ordem Tremellale, Familia Tremellaceae, Género Filobasidiela e espécies
neoformans e bacillispora (Know-Chung 2011).

A forma sexuada ou teleomorfica sdo Filobasidiella neoformans (Kwon-Chung 1975)
e Filobasidiella bacillispora (Kwon-Chung 1976 a), os basidiosporos foram observados
somente in vitro em meios apropriados, a temperatura de 25 a 37°C, e na maioria das vezes
ocorre entre células de leveduras no seu estado haploide heterotalicas, sendo o heterotalismo
controlado por sistema de um locus e dois alelos @ ¢ & (MATa e MAT ), sem a formagao de

basidiocarpos.



Na forma anamorfica ou assexuada estdo incluidos Cryptococcus neoformans
(Sanfelice) Vuillemin 1901 e Cryptococcus gattii Vanbreuseghem e Takashio, 1970
(DeVroey et Gattii, 1989). Apresentam-se microscopicamente como levedura haploide,
capsulada, globosa ou ovalada, medindo de 3 a 8 um de didmetro, podendo ter brotamento
unico ou multiplo a partir de qualquer ponto da parede celular. Os blastoconidios originados
podem permanecer unidos a célula mae por um colo estreito, ndo produzindo pseudohifas ou
micélio, apos trés dias de incubagdo a temperatura de 25 a 37°C. Macroscopicamente, as
colonias leveduriformes em meios como agar Sabouraud glicose (SAB 2%), agar extrato de
malte-extrato de levedura, adquirem cor que variam de branco para creme, brilhante, textura

mucoéide, margem lisa e inteira (Kwon-Chung; Fell, 1987).

1.4 FISIOLOGIA

Os agentes da criptococose nos meios de cultura contendo substratos difenolicos ¢
capaz de sintetizar pigmentos escuros apresentando colonia castanha. A primeira descri¢do
deste pigmento foi relatada em 1963 por Staib em meio contendo extrato de Guizotia
abyssinica, demonstrando que a pigmentacdo da colonia estava relacionada com o extrato da
semente e até hoje tal meio ¢ utilizado no diagndstico microbioldgico para distinguir a
levedura. A melanina é produzida pela difenoloxidase de Cryptococcus spp., que é uma lacase
semelhante a outras lacases encontradas nos basidiomicetos. Esta enzima ¢ caracterizada por
oxidar substratos como: difenol aromatico, grupo diamino e catecolaminas nas posi¢des orto e
para, mas ndo em grupos monofendlicos como o fenol, tiamina ou tirosina. A atividade
enzimatica ¢ inibida pela glicose em concentragdo superior a 0,5 %, no entanto a presenga de
ions de ferro e cobre estimulam a producdo da melanina (Polacheck et al. 1982, Polacheck;
Kwon-Chung, 1988; Polacheck, 1991; Williamson, 1994).

As leveduras de Cryptococcus spp. sdo identificadas por um conjunto de
caracteristicas fisiologicas e bioquimicas. Sdo levevuras ndo fermentadoras de agucares;
assimilam por metabolismo oxidativo como unica fonte de carbono a galactose, sacarose,
maltose, trealose, D-xilose, melizitose, L-raminose, sorbitol, manitol, dulcitol, D-manitol, -
metil-d-glicosideo, salicina, inositol, glicose e frutose. O nitrato ndo ¢ assimilado como unica
fonte de nitrogénio inorganico, também ndo sofre redugdo a nitrito. Hidrolisam uréia, por
possuir a capacidade de produzir urease quando cultivado em meio agar uréia de Christensen.

Sdo sensiveis a cicloheximida, ndo crescendo em meios nas concentracdes de 0,2 a 0,5%;



embora alguns isolados cresgam em concentragdes mais baixas de cicloheximida (Barnett et
al. 1983).

O teste de CGB (canavanina-glicina-azul de bromotimol) ¢ o mais usado para
diferenciar as espécies C. gattii ¢ C. neoformans. O C. gattii é naturalmente resistente a L-
canavanina, pois a metaboliza em produtos ndo toxicos, sendo entdo capaz de crescer no meio
de CGB, onde a glicina ¢ utilizada como tUnica fonte de carbono e nitrogénio produzindo
amonia, elevando o pH e alterando a cor do indicador de pH, azul de bromotimol, para azul
cobalto ou azul esverdeado forte, originalmente o pH ¢ 5,8 indicando a cor amarelo
esverdeado. Entretanto, a grande maioria das cepas de C. neoformans sao susceptiveis a L-
canavanina ¢ nao podem assimilar a glicina como unica fonte de carbono e nitrogénio, nao
crescendo no meio de CGB, portanto ndo alterando o pH, permanecendo a cor original do
meio (Kwon-Chung et al. 1982b; Min; Kwon-Chung, 1986).

Outras diferengas metabolicas podem ser observadas entre as duas espécies, como a
capacidade que C. gattii apresenta em assimilar rapidamente acidos malico, fumarico, e
succinico como unica fonte de carbono (Kwon-Chung; Bennett, 1992) e ser também capaz de
assimilar a D-prolina como unica fonte de nitrogénio (Dufait et al. 1987; Nishikawa et al.
1996). O EDTA inibe a urease produzida por C. gattii, mas ndo por C. neoformans (Kwon-
Chung et al. 1987).

1.5 ECOLOGIA

Cryptococcus neoformans é saprobio cosmopolita, encontrado em varios substratos
organicos. Tem sido estudado principalmente em ambientes urbanos, onde ¢ classica sua
relagdo com habitat de diferentes espécies de aves gregarias e em cativeiro. Esses ambientes
sdo ricos em fontes de nitrogénio, como creatinina e uréia, apresentando condigdes favoraveis
ao crescimento abundante deste fungo (Passoni, 1998). Nestes habitats, o fungo atinge
elevadas concentracdes no substrato seco, constituindo microfocos, a partir dos quais
propagulos se dispersam no ar e podem ser inalados, causando infec¢do regressiva ou doenga
(Kwon-Chung; Bennett, 1992).

Estudos realizados na Africa (Swinne et al. 1994) e no Brasil (Brito-Santos et al. 2015;
Passoni, 1998) evidenciaram a presenga dos agentes da criptococose na poeira domiciliar e

nas amostras do peridomicilio, sugerindo que a exposi¢do do homem ao fungo seja muito



mais frequente do que se pensa e faca parte de seu cotidiano.

Novo habitat natural foi descrito em diferentes regides brasileiras, relacionado a
madeira em decomposicdo em diferentes arvores tropicais, nativas ou introduzidas no Brasil,
como cassia rosa (Cassia grandis), cassia amarela (Senna multijuga), ficus (Ficus
microcarpa), jamboldo (Sygygium jambolana), cacaueiro (Theobroma cacao), cabori
(Miroxylum peruiferum), sibipiruna (Caesalpinia peltophoroides) (Lazéra et al. 1993, 1996,
2000, Restrepo et al. 2000; Montenegro; Paula, 2000).

1.6 EPIDEMIOLOGIA

C. neoformans ¢ predominantemente oportunista, cosmopolita, acompanha a
prevaléncia dos casos de condi¢@o de risco, tais como HIV/AIDS, linfomas, leucemias, ipus
eritematoso, gravidez, transplante de 6rgaos, cancer, sarcoidose, doengas autoimunes, diabetes
e tuberculose. O uso de medicamentos imunossupressores utilizados nestas condi¢des
demonstrou ser outro fator agravante (Lazéra in Coura 2005; Kronstad et al. 2012). A analise
de dados realizada pelo Ministério da Saude mostra que dos 215.810 casos de AIDS
notificados no Brasil de 1980 a 2002, 6% apresentavam criptococose (Pappalardo; Melhem,
2003). Esta forma da criptococose ocorre em todas as regides brasileiras, principalmente no
Sul, Sudeste e Centro Oeste (Oliveira-Neto et al. 1993, Rozenbaum et al. 1994; Pinto 2003;
Igreja et al. 2004; Fernandes et al. 2000; Casalli et al. 2003).

A letalidade para criptococose no Brasil gira em torno de 45% a 65% em casos de
meningite, seja associada com AIDS, seja em individuos aparentemente normais. Ha poucos
registros de formas pulmonares, provavelmente pouco diagnosticadas, resultando em sub-
notificacdo. Nao constitui doenga de notificacdo obrigatéria. De fato, ndo dispomos de dados
de incidéncia da criptococose em nosso pais; os conhecimentos resultam de trabalhos
fragmentados baseados em séries de casos. Apesar disso, observa-se uma tendéncia historica
de expansdo geografica regional e nacional. Por outro lado, é notoria a ocorréncia de
diagnostico tardio, sub-diagnostico e falta de registro regular dos casos. (Pappalardo;
Melhem, 2003).

Os estudos da criptococose no Brasil baseiam-se em andlises retrospectivas de séries
de casos, ou estudo de isolados de colegdes de apoio a pesquisa, sem registro regular de dados

clinicos e epidemiologicos. (Rozenbaum; Gongalves, 1994; Santos, 2000; Nishikawa et al.



2003; Martins, 2003; Raso et al. 2004).

Segundo Albuquerque (2012) o estudo da criptococose no Brasil atualmente esta em
ascen¢do, ocupando a terceira posi¢cdo na producdo de publica¢des, que podem conduzir a
descoberta de produtos e técnicas que irdo contribuir para alternativas para prevenir,

diagnosticar e tratar a criptococose.

1.7 FATORES DE VIRULENCIA

Os recursos que permitem um micro-organismo sobreviver ¢ ampliar seu crescimento
no hospedeiro sdo definidos como fatores de viruléncia. Entre os fatores de viruléncia
conhecidos para C. neoformans e C. gattii estdo: crescimento a temperatura de 37°C, capsula
de natureza polissacaridica e, produg@o de melanina e enzimas como fosfolipases e proteases.

A cépsula de natureza polissacaridica representa um dos importantes mecanismos de
defesa da levedura contra os efeitos de prote¢cdo do hospedeiro, inibindo a fagocitose, a
migracdo de leucdcitos, alterando a expressdo de citocinas e bloqueando o sistema
complemento (Kozel, 1995). Mutantes hipocapsulados ou acapsulados tém sido descritos
devido a mutacdo de genes envolvidos na sintese e na formacao da capsula polissacaridica.
Esses mutantes mostraram-se menos virulentos do que as cepas normais. Além do mais, a
capsula aumenta consideravelmente de tamanho dependendo dos diferentes sitios da infecc¢@o
(Chang; Kwon Chung, 1994).

As melaninas sdo pigmentos de alto peso molecular, possuem carga negativa,
hidrofobica, anamorfa e insoluvel em solventes aquosos e organicos. A sintese deste pigmento
em C. neoformans necessita de substratos exdgenos dihidroxifenolicos, em preseca de
oxigénio, sendo regulado por fatores como cobre, ferro e glicose (Trofa; Casadevall;
Nosanchuk, 2011). As etapas das reagdes ocorridas para a formagdo de melanina em C.
neoformans é sugerida pelo modelo de Mason-Roper, a agdo da fenoloxidase, especificamente
a lacase, com substratos exdgenos sdo oxidados para sua correspondente quinona e sofrem um
rearranjo espontaneo por meio de polimerizacdo sequencial, seguida de auto-oxidacdo para
formar o melanocromo ¢ finalmente a melanina (Ito, 1993).

Apesar de estarem amplamente distribuidas em natureza, presentes desde as bactérias
aos animais (Riley, 1997), at¢ o momento ndo foi relatada uma estrutura definitiva das
melaninas devido a sua insolubilidade (Nosanchuck; Casadevall, 2006). Os estudos realizados

com melaninas fungicas sdo realizados apds as células melanizadas passarem por digestdo



com enzimas proteoliticas e glicoliticas, seguidas de extracdo com agentes desnaturantes e
acido quente concentrado. Este tratamento permite a visualizagdo de particulas escuras, que
mantém o formato original da célula, ndo contendo o citoplasma e as organelas, classificadas
como “fantasmas de melanina” (Wang; Aisen; Casadevall, 1996).

A melanina encontrada no complexo Cryptococcus esta localizada na parede celular
proxima a membrana, atua como um protetor celular sob variagdes das condi¢des ambientais,
como a exposi¢do a radiagdes ultravioleta (UV), a toxinas e temperaturas extremas, bem como
das agdes predadora de nematodides (Eisenman et. al. 2005; Rosas; Casadevall, 1997). Por
outro lado, a presenca do pigmento aumenta a viruléncia em hospedeiros, anula a acdo dos
anticorpos mediadores da fagocitose e também pode interferir na sensibilidade aos
antifungicos (Zhu; Williamson, 2004).

Segundo Casadevall e Perfect (1998) C. neoformans tem baixa atividade proteolitica,
mas as proteases contribuem para a viruléncia, degradando os tecidos do hospedeiro ou
destruindo proteinas imunologicamente importantes. Estudos realizados por diferentes grupos
demonstram que isolados de C. neoformans, sendo estes tanto de origem clinica como de
fontes ambientais de diferentes cidades, foram fortemente positivos para a produgdo desta
enzima (Vidotto et al. 2005; Pereira, 2006; Campos; Baroni, 2010).

As fosfolipases sdo produzidas e secretadas por varios micro-organismos incluindo os
fungos como parte de sua viruléncia (Ghannoum, 2000). Dentre as cinco classes produzidas
pelos micro-organismos, duas tém sido descritas como fatores de viruléncia em C.
neoformans, a fosfolipase B ¢ C, em que sdo secretadas no meio extracelular e hidrolisam
fosfolipideos do hospedeiro (Cox et al. 2001; Siafakas et al. 2006). Essas enzimas
desestabilizam a membrana celular e facilita a adesdo da levedura as células do hospedeiro.

Virios estudos identificaram a prevaléncia da atividade de fosfolipases nos isolados
estudados, como Vidotto et al. (1998), que as identificou em isolados de pacientes com AIDS,
assim como em isolados de C. neoformans em fezes de pombos e de outras aves (Baroni,

2001; Pereira, 2006).

1.8 COLECOES DE CULTURA

A primeira cole¢do de cultura de micro-organismo foi criada pelo Dr. Frantisek Kral

na Universidade Alema de Praga, por volta de 1890, que fornecia e distribuia culturas puras



para estudos comparativos e identificagdo de bactérias patogénicas (Spencer-Martins, 1994;
Uruburu, 2003). Nas quatro primeiras décadas do século 20 outras cole¢des de cultura
surgiram na Europa, Estados Unidos e Japdo, como a CBS “Centraalburau voor
Schimmelcutures”, fundada em 1906 na Holanda e a ATCC “American Type Culture
Collection”, fundada em 1925 em Washington, mas atualmente estd localizada em Manassas,
Virginia, com a finalidade de conservar e fornecer material de referéncia para estudos
taxondmicos e monitoramento epidemiologico. Segundo o Centro Internacional de Dados da
Federacdo Mundial de Colegdes de Cultura (WDCM) existem 625 colecdes de culturas
registradas distribuidas em 71 paises.

Ao longo desses anos estas colecdes passaram por evolucdo devido aos avangos nas
areas da microbiologia industrial, biotecnologia e biologia molecular. Por outro lado, esses
avancos ndo ocorreram de forma simultdnea nos paises em desenvolvimento, incluindo o
Brasil, em fungdo da auséncia de politicas adequadas para o setor, recursos limitados e falta
da demanda industrial qualificada. A partir da década de 90, as cole¢Ges brasileiras iniciaram
mudancas de cunho politico, regulatorio e tecnologico, que perduram até o momento,
surgindo novas demandas a serem superadas (Vazoller; Canhos, 2005).

Colegdes de culturas microbianas sdo centros de conservacao ex situ da biodiversidade
e ttm como funcdo primdaria de preservar e disponibilizar organismos relevantes para a
pesquisa cientifica, particularmente estudos taxondmicos e epidemioldgicos, bem como
fornecer linhagens para aplicagdes tecnologicas e atividades de ensino. Para tanto, a
preservacdo ¢ a manutengdo de cultivos devem ser realizados de forma a garantir a
sobrevivéncia, viabilidade do micro-organismo, assim como a conservagdo das propriedades
morfologicas, fisioldgicas, caracteristicas genéticas e a pureza dos isolados durante periodos
prolongados (Abreu; Tutunji, 2005; Canhos et al. 2007). Os materiais bioldgicos preservados
nestas colecdes podem ser matéria-prima para obtengdo dos mais variados produtos
biotecnoldgicos, incluindo farmacos, alimentos, bebidas alcoolicas e acidos organicos. Sdo
também utilizados no sanecamento ambiental, notadamente nas praticas avangadas de
biorremediacdo de residuos toxicos. Na agricultura, os micro-organismos sao importantes na
fixacdo bioldgica do nitrogénio e no controle bioldgico de pragas. Culturas puras obtidas de
colecGes de referéncia sdo utilizadas em atividades de ensino, estudos taxondmicos,
identificacdo de patdogenos, controle epidemiolégico de doengas infecciosas, producdo de kits
para diagndstico e testes de controle de qualidade de produtos e materiais. Portanto, o material
biolégico preservado por métodos adequados em colegdes de culturas tem um papel

estratégico e ampla gama de aplicacdes nas areas de saude, pesquisa, agropecudria e industria.
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O Laboratorio de Micologia do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas
(INI) preserva ha 25 anos os isolados provenientes de espécimes clinicos e de coletas
domiciliares/ambientais dos pacientes atendidos no Instituto de Pesquisa Clinica Evandro
Chagas, atual INI, com o objetivo de desenvolver as pesquisas para mestrado e doutorado dos
funcionarios e alunos. A partir do reconhecimento do Laboratério de Micologia como
Laboratorio de Referéncia, o numero de isolados e consequentemente das pesquisas foram
gradativamente aumentando, gerando assim uma maior demanda nos procedimentos para
conservacdo. Somente em 2009 a cole¢do obteve reconhecimento institucional, sendo
denominada como Colecdo de Fungos Patogénicos (CFP) e registrada na WFCC cadastrada
como WDCM 951.

Esta colegdo ¢ constituida por leveduras e fungos filamentosos patogénicos para o
homem e animais. A CFP mantém isolados de origem clinica ndo somente dos pacientes do
INI, mas de outras unidades de diferentes estados do Brasil que sdo enviadas através do
Servigo de Referéncia, bem como obtidas de amostras ambientais de diferentes habitats ou
microfocos provenientes de varias regides brasileiras; preserva também isolados provenientes
de projetos de pesquisa e fornece-os a institui¢oes externas a Fiocruz seguindo procedimentos

padronizados.

1.9 METODOS DE PRESERVACAO

A preservacdo de micro-organismos ¢ um processo complexo em virtude do escasso
conhecimento sobre as reagdes e modificagdes morfoldgicas que ocorrem em condigdes de
armazenamento. Estes problemas tém incentivado o desenvolvimento de pesquisas em virtude
da importancia que algumas espécies vém adquirindo no campo das doengas infecciosas, na
area ambiental, veterinaria e no reconhecimento da importancia da biodiversidade microbiana.
Desta forma, estudos tém conduzido ao aprimoramento de técnicas destinadas a conservacao
de diversas espécies de micro-organismos (Girao et al. 2004; Holland et al. 2003).

As metodologias de preservagdo buscam manter a estabilidade genética, as
caracteristicas morfologicas, metabdlicas, antigénicas, de patogenicidade, viruléncia e a
viabilidade das culturas (Smith; Ryan, 2003). A escolha de uma técnica para conservacao
depende das particularidades do agente, das caracteristicas do método, dos custos de

manutengdo, da importancia do acervo e, principalmente, da disponibilidade de equipamentos
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(Abreu; Tutunji, 2005; Girdo et al. 2004).

Os métodos utilizados para a manutencdo de micro-organismos estdo classificados
como: método de curto prazo (repiques periddicos), métodos de médio prazo (imersdo em
6leo mineral estéril, 4gua destilada estéril, areia ou solo, em silica gel e congelamento na faixa
de -4°C a -20°C) e métodos de longo prazo (criopreservacdo em temperaturas ultra-baixas, -

80°C e -196°C, e liofilizagdo).

1.9.1 Método de curto prazo: repique periodico

O repique continuo ¢ um método simples, de baixo custo, ndo necessita de reativagao,
ndo provoca injuria celular ¢ ndo necessita de equipamentos sofisticados. A metodologia ¢
considerada como a mais antiga e tradicional na manuten¢do de culturas em um laboratorio de
preservacdo, onde realiza a transferéncia periodica da cultura para outro tubo de ensaio com
novo meio de cultura. Dentre as desvantagens desta metodologia estdo: crescente risco de
contaminacdo devido as constantes manipulacdes da cultura para realizar os repiques
periodicos, alteragdes e/ou perdas das caractristicas genéticas provenientes da intensa
multiplicacdo celular, necessidade de espaco fisico maior para armazenamento das culturas e
logistica quanto ao transporte (Costa; Ferreira, 1991).

Segundo Girdo (2004), a idade das culturas interfere de forma significativa neste
método de preservacdo, porque culturas velhas tendem a produzir “culturas-filhas” alteradas
tanto morfologicamente como fisiologicamente. Além do risco de comprometimento da
estabilidade genética, da perda da patogenicidade ou viruléncia, mesmo permanecendo viavel,

por isso a necessidade de verificagdo periddica das caracteristicas de cada cepa.

1.9.2 Métodos de médio prazo

1.9.2.1 Preservacao em 0leo mineral estéril

Este método consiste na aplicacdo de aproximadamente um centimetro de 6leo mineral
estéril sobre uma cultura de micro-organismo com a finalidade de limitar a quantidade de

oxigénio disponivel, ocasionando uma redugdo no metabolismo e, consequentemente, na taxa
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de multiplicacdo do agente. A preservacdo por esta técnica proporciona uma maior
longevidade as cepas, quando comparada ao repique periddico. Entretanto, apresentam
desvantagens equivalentes a técnica do repique periddico, como a possibilidade de
contaminagdes, instabilidade genética e dificuldades com a utilizagdo do o6leo, sua
esterilizacdo e manuseio (Canhos; Umino; Manfio, 2004; Costa; Ferreira, 1991).

Estudos indicam que as bactérias podem ser preservadas por um periodo de um a sete
anos dependendo da espécie, enquanto que os fungos sobrevivem de um a cinco anos, sendo

que para as leveduras, sobrevivem por até sete anos (Costa; Ferreira, 1991).

1.9.2.2 Preservacio em agua destilada estéril

Esta técnica é também conhecida como método de Castellani, o método € baseado na
transferéncia de blocos de agar contendo micro-organismos para um frasco com agua
destilada estéril, que visa atingir um estagio de hipobiose, com a diminui¢do do metabolismo
e formagdo do estado latente da célula diante da restri¢do de fontes nutritivas (Costa; Ferreira,
1991; Abreu; Tutunji, 2005). Apresenta como vantagem o baixo custo, auséncia de
contaminagdo por acaros e pode ser empregada por um grande nimero de géneros de fungos e
leveduras. E como desvantagem a aplicagdo desta técnica ¢ restrita a micro-organismos que
tenham aderéncia ao agar ¢ a necessidade de espago fisico para acondicionar os frascos

(Abreu; Tutunji, 2005; Passador et al. 2010).

1.9.2.3 Preservacio por Congelamento

A preservacdo de micro-organismos em temperaturas entre -4 e -20°C apresenta-se
como um dos métodos de manutengdo mais simples e baratos, além de oferecer boa seguranga
para o armazenamento de diversos micro-organismos por periodos de alguns meses a dois
anos (Tortora; Funke; Case, 2011). A desvantagem do método ¢ a possibilidade de redugéo da
viabilidade de algumas cepas em fung¢do dos danos causados as células decorrentes da

formac@o de cristais de gelo e da variag@o eletrolitica na faixa de temperatura utilizada.
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1.9.2.4 Preservaciao com areia, solo ou silica gel

Estes métodos consistem basicamente na inoculacdo do micro-organismo em areia,
solo ou silica gel estéril e posterior secagem. Sao considerados métodos simples e rentavel em
curto prazo (10 anos) para as preservacdes em areia ou solo, ja para a silica em gel ¢é
considerada rentavel por 25 anos. Dentre as devantagens estdo: degeneragdo da cultura se a
umidade for alta, risco de mutagdes genéticas e a toxicidade do gel de silica (Smith et al

2001).

1.9.3 Métodos de longo prazo

1.9.3.1 Criopreservacao

Esta metodologia tem a finalidade de manter em criotubos uma variedade de tipos
celulares sob baixas temperaturas -20°C a -80°C em freezers, e a ultra-baixas temperaturas -
150°C a -196°C em containeres de nitrogénio liquido (Wolfe; Bryant, 2001; Paoli, 2005).

A eficacia desta técnica estd interligada a uma série de fatores como, a espécie do
micro-organismo, tamanho e estrutura celular, a fase ¢ a taxa de desenvolvimento, a
temperatura de incubagéo, a composi¢cdo do meio de cultura, o pH, a osmolaridade e aeracg@o,
a taxa de resfriamento, a temperatura e o tempo de estocagem, a taxa de aquecimento e 0 meio
de recuperagdo (Costa et al. 2009).

Como vantagem da utilizagdo da criopreservacdo estd na capacidade de recuperar
maior quantidade de células viaveis, reducdo das mutagdes genéticas e a praticidade na
aplicagdo da técnica, assim como na recuperagdo das cepas (Abreu; Tutunji, 2005; Costa et
al., 2009).

Assim como em qualquer outra técnica de preservacdo, a criopreservacdo também
possui suas desvantagens, como os possiveis danos a membrana celular, ocasionado
principalmente pelo comportamento da agua presente no processo. A agua congelada
expande-se ao cristalizar ¢ no processo de fusdo tende a recristalizar e aglutinar, formando
longos e protuberantes cristais de gelo, capazes de provocar uma série de danos mecanicos,
bioquimicos e osmoticos a célula (Carvalho, 2007).

Outra desvantagem da criopreservagdo € a crioinjuria, um evento letal, onde a solugdo
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extracelular apresenta maior volume que a intracelular. Portanto, o congelamento extracelular
pode ocorrer primeiro e os solutos contidos no meio externo se concentram numa pequena
fracdo de 4gua em estado liquido que passa a exibir maior pressdo osmotica. Esse mecanismo
promove o fluxo de agua para fora da célula. A alta concentracdo intracelular inibe a
formac@o de gelo, contudo a desidratagdo e a elevada concentragdo de ions podem ser severas
o0 bastante para causar danos (Wolfe; Bryant, 2001; Hubalek, 2003).

Contudo, a formagdo de cristais de gelo ¢ o mecanismo de efluxo da adgua sdo os
responsaveis por danos irreversiveis 8 membrana e a morte celular. Por isso, a necessidade do
cuidado com as variagdes de temperatura empregadas no processo de resfriamento ¢
congelamento de materiais biologicos, que podem ser minimizadas com a utilizagdo dos

crioprotetores (Hubalek, 2003).

1.9.3.2 Liofilizacao

A liofilizacdo ¢ uma metodologia de preservagdo que esta baseada na remocao da agua
intracelular de materiais biologicos congelados por sublimagio. E constituida por trés etapas:
congelamento, desidratagdo primdria e desidratagdo secundaria (Morgan et al. 2006).

O congelamento promove a inércia do micro-organismo a ser liofilizado, gerando uma
interrrupcdo das reacdes quimicas e atividades bioldgicas. Nesta fase a suspensdo liquida é
resfriada com a formacdo de cristais de gelo, conforme o processo de congelamento avanga
gradativamente a agua contida no liquido congela, aumentando assim a concentracdo do
liquido remanescente. Assim, a suspensdo torna-se mais concentrada, a viscosidade aumenta,
induzindo a inibi¢do de nova cristalizacdo. Esse liquido altamente concentrado e viscoso,
solidifica, produzindo uma fase amorfa, cristalina ou amorfo-cristalina combinada. Esta etapa
¢ a mais critica do processo, devido a formacao de cristais de gelo, que sdo capazes de gerar
danos as estruturas celulares, degradar as enzimas presentes no citosol e consequentemente
levar a morte dos micro-organismos (Morgan et al. 2006; Paoli, 2005; Costa et al. 2009).

A desidrata¢@o primdria consiste na retirada de 90%, aproximadamente, da agua do
produto a ser liofilizado. Esta remog¢o ocorre por sublimacdo sob-vacuo e a velocidade de
secagem na liofilizagdo ¢ lenta, sendo em média de 0,001°C a 0,006°C por segundo (Paoli,
2005; Costa et al. 2009).

Na secagem secundaria ocorre a remocdo da agua absorvida pelo produto, que ndo se
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separou do gelo durante o congelamento e, consequentemente ndo sublimou. A agua ndo
congelada deve ser adsorvida na superficie do produto cristalino, porque a sua presenga pode
causar a rapida decomposi¢do do produto, quando estocado a temperatura ambiente. Esta
secagem deve ser rapida para ndo danificar o produto e somente apds esta etapa é que os
frascos e/ou as ampolas devem ser fechados sob vacuo (Paoli, 2005; Costa et al. 2009).

Fatores como umidade, temperatura, oxigénio, luz e contaminantes sdo descritos como
influenciadores do tempo de viabilidade das cepas preservadas por liofilizacdo, por isso ¢
imprescindivel que o material liofilizado seja armazenado de forma que fiquem protegidos
desses fatores (Morgan et al. 2006).

A liofilizagdo tem como vantagens: ser aplicdvel a maioria dos micro-organismos,
manter alta estabilidade do material conservado por longo perido, com baixa taxa de mutagao
e contaminag@o, ndo requer monitoramento nem manutengdo frequente, ocupa pouco espago
para armazenamento e praticidade de transporte para longas distancias, pois ndo ha
necessidade de refrigeragdo. Por outro lado, as desvantagens sdo: pode causar danos celulares,
alterar a permeabilidade da membrana celular, levando ao aumento da sensibilidade e alguns
agentes seletivos, aumentar a multipicacdo celular na fase de laténcia e a necessidade de
incremento nutricional, custo do equipamento e recursos humano especializado (Abreu;

Tutunji, 2005; Canhos et al. 2004; Morgan et al. 2006).

1.9.4 Crioprotetores

Os agentes crioproterores sdo utilizados nas técnicas de preservacdo, principalmente
nas que possuem etapa de congelamento, com a finalidade de reduzir o estresse fisico e
quimico originado no congelamento e no descongelamento das células (Smith; Ryan, 2012;
Kurtzman et al. 2011)

A classificacdo mais tradicional dos crioprotetores é baseada na capacidade de
penetracdo em materiais bioldgicos, sendo denominados: crioprotetores penetrantes ou
intracelulares e crioprotetores ndo penetrantes ou extracelulares (Hubalek, 2003).

A propriedade de um crioprotetor penetrante € a de realizar ligagdes com as moléculas
de agua, minimizando a formaco e o tamanho dos cristais de gelo, assim como reduzindo as
concentragdes de soluto tanto no meio extracelular quanto no intracelular. Substancias como

metanol, etilenoglicol, propilenoglicol, dimetilformaldeido, metilacetamida, DMSO e glicerol,
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estdo classificadas como crioprotetores penetrantes (Hubalek, 2003).

Ja os crioprotetores ndo penetrantes ou extracelulares induzem o aumento da
osmolaridade do meio externo, gerando a passagem da agua do interior da célula para o meio
extracelular, evitando a formagdo de cristais de gelo durante o congelamento. Sao
particularmente apropriados a preservacdo de micro-organismos por se fixarem a superficie
microbiana formando uma camada viscosa capaz de proteger mais efetivamente suas paredes
celulares e membranas. As substincias classificadas para este tipo de crioprotetor sdo: mono,
oligo, e polissacarideos, manitol, sorbitol, dextrana, metilcelulose, polietilenoglicol entre
outros (Hubalek, 2003).

Apesar das propriedades das substancias crioprotetoras como, elevacdo da
permeabilidade da membrana celular, diminuigdo do ponto de congelamento da agua e de
fluidos biolégicos, redugdo da concentragdo de sais dissolvidos para evitar o choque
osmotico, protecdo dos micro-organismos e suas proteinas contra desidratagdo, destruigdo
térmica ¢ radiag@o; essas substancias ndo permitem a sobrevivéncia de todas as células, pois
podem apresentar efeitos toxicos devido a concentragdo do crioprotetor utilizado, bem como,
do tempo de exposi¢do da célula ao mesmo (Hubalek, 2003; Oliveira; Sette; Fantinatti-

Garboggini,2006).



17

2. JUSTIFICATIVA

A Colecdo de Fungos Patogénicos do INI/FIOCRUZ possui atualmente cerca de 300
isolados de Cryptococcus spp de interesse médico, veterinario e epidemioldgico, sendo os
métodos utilizados para a preservagdo desses isolados a liofilizacdo e criopreservagdo a -
70°C, conforme recomendam as diretrizes dos manuais elaborados pela OECD, pois garantem
a viabilidade por periodos prolongados de tempo, além de minimizar os riscos de
contaminagdo e alteragdes fenotipicas e genéticas (Sette et al. 2007; Cavalcante et al. 2007;
OECD, 2007). Entretanto, ha relatos mencionando possiveis mudangas, antes e apds o
processo de liofilizagdo, nas caracteristicas morfologicas e por consequéncia na viabilidade do
fungo (Figueiredo, 2001; Paoli, 2005; Voyron et al. 2009) demonstrando que, sdo necessarios
estudos para verificagdo da viabilidade.

Ha caréncia de publicagdes sobre a questdo da andlise da viabilidade celular antes e
apos a utilizagdo de metodologias de preservagdo (-70°C e liofilizagdo) dos agentes da
criptococose. Usualmente, a produgdo de biomassa para a preservacdo ¢ realizada em meios
ndao indutores da producdo de melanina. No entanto, face ao papel protetor celular
reconhecido deste fator de viruléncia encontrado caracteristicamente neste agente,
consideramos de interesse incluir uma variacdo da metodologia do cultivo utilizando meio
indutor da producdo deste pigmento. Portanto, a necessidade de realizar estudos para
determinacdo de metodologias mais eficazes a serem aplicadas na Colecdo de Fungos
Patogénicos do INI/FIOCRUZ tendo como alvo inicial C. neoformans, ndao sé pela

importancia, mas também pelo grande nimero de isolados preservados nesta colecao.
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3. ASPECTOS ETICOS

O Comité de Etica em Pesquisa do INI/Fiocruz considerou desnecessaria a submissao

do projeto em 11 de setembro de 2013. (ANEXO I).
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4. OBJETIVO

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia da melanina como protetora da viabilidade celular de C.
neoformans submetidos a dois métodos de preservagdo: criopreservagio a -70°C e

liofilizagdo.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar o crescimento em cultivo de C. neoformans com produgdo de melanina em
isolados preservados pelos métodos de criopreservagao a -70°C e de liofilizacao.

- Verificar o crescimento em cultivo de C. neoformans sem producdo de melanina em
isolados preservados pelos métodos de criopreservagao a -70°C e de liofilizacao.

- Comparar a viabilidade das cepas de C. neoformans com e sem a produgdo de

melanina preservados pelos métodos de criopreservagao a -70°C e de liofilizagao.
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5. METODOLOGIA

5.1 IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS

Neste estudo foram analisados 31 isolados de C. neoformans do periodo de outubro de
2011 a julho de 2014, sendo 18 isolados de pacientes atendidos no ambulatério do INI onde
suas amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Micologia e 4 isolados de pacientes do
Distrito Federal encaminhadas pelo Lacen a CFP/INI para identificagdo e depdsito. Estes
isolados foram obtidos a partir de 21 amostras de liquor, 6 hemoculturas, 1 urina, 1 lavado

broncoalveolar, 1 escarro induzido e 1 aspirado de medula 6ssea (Figura 1).

19 3%

B Liquor

H Urina

® Hemocultura

m Escarro induzido

® Lavado
broncoalveolar

® Aspirado de Medula
Ossea

Figura 1: Grafico de setores ilustrando as diferentes origens das amostrass

clinicas utilizadas no estudo.

Inicialmente, cada isolado foi inoculado em meio agar Sabouraud 2% de glicose (SAB
2%) (Becton, Dickinson and Company, Sparks, MD 21152 USA. 38800) e incubados em
estufas bacteriologicas a 28°C por 48 h. Posteriormente cada isolado foi submetido aos

seguintes testes para determinar sua espécie:
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1. Produgdo de fenoloxidase: os isolados foram semeados em placas de Petri contendo
meio agar semente de Niger (ASN) e incubados a 28°C durante 72 h, para verificar a
producdo de pigmento tipo melanina a partir de compostos orto e para-difendis presentes
neste meio. A observacdo de coldnia com coloragdo marrom claro a escuro, fenoloxidase

positiva, induz a identificacdo presuntiva das duas espécies de C.spp. (Staib; Seeliger, 1966)

(Figura 2)

Figura 2: Cultivo de C.neoformans nos meios de cultura: agar Sabouraud 2% de

glicose (placa da esquerda) e no meio agar semente de niger (placa da direita).

2. Identificagdo bioquimica: Método comercial automatizado Vitek 2 YST
(bioMérieux, Inc., Durham, USA) foi utilizado na identificacdo. A partir do cultivo em SAB
2% a 28°C por 48 h foi preparado uma suspensdo em solucdo salina a 0,45% pH 4,5, proprio
para uso no Vitek 2, com turvagdo ajustada ao padrdo 2.0 da escala de McFarland, usando o
DensiCheck™ Vitek®2. Essa suspensdo foi utilizada para inocular o cartdo YST de acordo
com as instru¢des do fabricante descritas no manual do aparelho ViteK 2. INFORMACAO,
2008). Apos 24 h, o resultado foi emitido, identificando os isolados.

3. Confirmacdo da espécie C. neoformans em meio Canavalina-Glicina-Azul de
Bromotimol (CGB): para confirmar a identificagdo de C. neoformans utilizou-se o meio CGB
com incubagdo a 28°C durante cinco dias. O meio CGB tem pH 5,8 £ 0,1 ¢ apresenta-se com
uma coloragdo amarelo-esverdeada, que muda para azul cobalto quando ha alcalinizacdo do
meio pelo aumento do pH resultante da hidrolise da glicina, devido ao crescimento do micro-

organismo. Os isolados C. neoformans nao sdo capazes de assimilar a glicina e sdo sensiveis a
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L-canavanina, ndao crescendo no meio de CGB, mantendo a cor original do meio (amarelo-
esverdeada), enquanto que C.gattii ¢ capaz de crescer neste meio que passa a ter coloragdo

azul cobalto. (Klein et al. 2009).

Figura 3: Cultivo em meio Canavalina-Glicina-Azul de Bromotimol (CGB).
C.neoformans (tubo do lado direito- amarelo esverdeado) e C.gattii (tubo do lado

esquerdo —azul cobalto).

5.2 OBTENCAO DE BIOMASSAS

Posteriormente a identificagdo dos isolados como C. neoformans, foi realizado repique
de cada cepa, em tubos 15x160 mm, contendo agar Sabouraud 2%. Apos incubagdo a 28°C
por 48 h, preparou-se uma suspensdo com agua destilada estéril a 3.0 da escala de McFarland
de cada cepa. A partir dessa suspensdao 100pL foram inoculados em quatro tubos de 25X200
mm, contendo os trés meios de cultura utlizados neste estudo, sendo dois meios diferentes
para a producdo de melanina, ASN e o meio minimo(MM) que é quimicamente definido
(Shaw,C.E., Kapica, L. 1972) constituido: 15 mM glicose (Sigma Aldrich CO., St.Louis,
MO), 10mM MgS0O47H,0 (E.MercK, Darmstadt), 29,4 mM KH;POs(Vetec Quimica Fina
LTDA, Distrito Industrial de Duque de Caxias, RJ), 13mM glicina (Sigma Aldrich CO.,
St.Louis, MO), 3,0uM Tiamina (Sigma Aldrich CO., St.Louis, MO), 1,0 mM L-Dopa (Sigma
Aldrich CO., St.Louis, MO) com pH 5.5, ¢ o meio SAB 2%, no qual ndo é observado a

producdo de melanina.
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Ap6s inoculacdo, os tubos contendo o meio MM foram incubados a 28°C por 5 dias
protegidos da luz, devido a sensiblidade do composto L-dopa, enquanto que os tubos

contendo os meios ASN e SAB incubou-se a 28°C por 3 dias e 2 dias, respectivamente (figura
4).

Biomassa p/
criopreservaciio a Biomassa p/
700(‘ liofilizacao

Meio SAB2%
incubacao a
28°C/ 2 dias

Suspensio 100 pL
N

— | >

3.0 Mc Farland Joy
Meio SAB 2% 4
48 h de
crescimento a
28°C

Meio ASN
incubacio a
28°C/ 3 dias

Meio MM
incubacao
protegido da
luz 2 28°C/ 5
dias

Figura 4: Esquema ilustrativo do preparo das biomassas nos meios de cultura Agar Sabouraud 2% de

glicose (SAB2%), Agar Semente de Niger (ASN) e Meio Minimo com L-Dopa (MM).

5.3 PRESERVACAO

5.3.1 Criopreservacao a -70°C

Em cada tubo com biomassa de C. neoformans nos meios SAB 2%, ASN ¢ MM foi

adicionado 2,5mL de glicerol a 15% (Sigma-Aldrich). Com o auxilio da pipeta foi preparado



24

uma suspensdo de glicerol com a biomassa, que foi transferida para um Erlenmeyer de 25 mL.
Apds homogeneizagdo, 500 pL da suspensdo foi transferida para 15 criotubos, e em seguida

os tubos foram colocados no ultra-freezer a -70°C.

5.3.2 Liofilizacao

Em dois tubos de cultura com biomassa de C. neoformans, com e sem produgdo de
melanina, foi adicionada uma suspensdao com SmL de Skim Milk a 20% (DifcoTM, Becton,
Dickinson and Company), com o auxilio da pipeta foi preparada uma suspensao do skim Milk
com a biomassa. Foram colocados 500 pL da suspensdo de biomassa em frascos tipo o de
penicilina de 2,5 mL; em seguida, colocou-se a tampa de borracha, apropriada para o frasco
utlizado no processo de liofilizagdo, ndo fechando-o totalmente, permitindo a saida da agua
sublimada. Os frascos foram armazenados durante a noite a -70°C. Apds esse periodo, os
frascos foram colocados no liofizador (LIOTOP 101) por aproximadamente 20 h e fechados
pelo sistema de prensa, fechando completamente os frascos sob vacuo, lacrados e
posteriormente armazenados a -20°C. Apds 15 dias, foi realizado o teste de vacuo dos frascos
com pistola detectora de vacuo (Buckleys- UVRAL LTD, Range Road, Hythe, Kent CT 21
6HG).

5.4 TESTE DE VIABILIDADE E PUREZA

5.4.1 Pré preservacio

A partir das suspensdes homogeneizadas obtidas dos diferentes meios de cultura a
serem preservados pelos métodos de liofilizacdo e criopreservacao, foi inoculada uma gota na
superficie da placa de Petri contendo os meios de cultura SAB 2% e ASN e estriada por
esgotamento para verificar a pureza da suspensdo da biomassa. Dessas suspensdes, uma
aliquota de 100uL foi transferida para tubos de ensaio com 9,9 mL de agua destilada estéril,
equivalendo a diluicdo 10 2. A partir desse tubo, realizou-se dilui¢cdes seriadas (104, 107 e

10%) e 100puL das diluigdes 10* e 10” foram inoculadas em uma placa de Petri com meio
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SAB 2%, sendo que a diluigio 10 foi inoculada em triplicata; para realizar a analise das
mediana, devido proporcionar neste fator de diluicdo uma melhor contagem das UFCs;
posteriormente com uma alga de Drigalski, o indculo foi espalhado na superficie do meio. As
placas foram incubadas a 28°C por 48 h para posterior contagem das unidades formadoras de
colonia (UFC/ mL).

O procedimento descrito acima foi realizado para todas as cepas utilizadas neste

estudo.

5.4.2 Pés Preservacio

5.4.2.1 Criopreservagao a -70°C

De cada cepa, preservada a -70°C, foram retirados 3 criotubos, um de cada meio de
cultura utilizados neste estudo, apds os periodos de 30, 60 ¢ 90 dias de preservagdo, os tubos
foram descongelados a temperatura ambiente. Ap6s o descongelamento, os mesmos foram
homogeneizados e os procedimentos realizados foram descritos no item pré-preservacao

4.4.1).

5.4.2.2 Liofilizacdo

De todos os isolados liofilizados retirou-se do freezer a -20°C um frasco com liofilo de
cada meio de cultura utilizado neste estudo (SAB %, ASN e MM), ap6s os periodos de 30, 60
e 90 dias de preservagdo. O lacre de cada frasco foi retirado com o auxilio de uma tesoura
previamente limpa com alcool 70% e gaze estéril, foi adicionado 500 puL de 4dgua purificada
estéril para a hidratacdo do li6filo ficando em repouso por 30 minutos. Apds a hidratacdo, os

procedimentos realizados foram descritos no item pré-preservagao (4.4.1).
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5.5. ANALISE ESTATISTICA

A andlise de dados foi realizada pelo software Excel 2007 e pelo software Statistical
Package for Social Sciences (SPSS) versdo 16.0. O teste de normalidade de Shapiro-Wilk
indicou rejei¢do da normalidade das variaveis estudadas, indicando a utilizagdo de testes nao-
paramétricos. Para verificar o comportamento das unidades formadoras de colonia com e sem
produc@o de melanina antes da preservacdo (TO) e apos trés meses de preservacdo (T1) pelo
método de congelamento a -70°C e liofilizagdo foi realizada a analise das medianas, minimos
e maximos e o p-valor calculado a partir da aplicagdo do teste de Wilcoxon. p-valores <0,05

indicaram diferengas estatisticamente significantes.
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6. RESULTADOS

Neste estudo foram analisados 31 isolados de C. neoformans de origem clinica, com
crescimento em meio de cultura que ndo induzem a producido de melanina (SAB 2%) e em
dois meios de cultura indutores de melanina (ASN e MM). Os 31 isolados foram
caracterizados como C. neoformans apds testes de identificacdo. Estas cepas foram
submetidas aos métodos de preservacdo por criopreservacdo a -70°C e liofilizagdo, e

encontram-se estocadas na Colegdo de Fungos Patogénicos do INI/Fiocruz (tabela 1).
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Tabela 1: Resultado dos testes de identificagdo realizados nas 31 cepas de Cryptococcus spp

de origem clinica, provenientes dos pacientes do ambulatério do INI/Fiocruz e Lacen/DF, no

periodo de outubro de 2011 a julho de 2014.

cppr  Dspedme g loxidase  VITEK 2 CGBP
Clinico
00496 Liquor Positiva C.neoformans Negativo
00497 Liquor Positiva C.neoformans Negativo
00498 Urina Positiva C.neoformans Negativo
00499 Liquor Positiva C.neoformans Negativo
00500 Liquor Positiva C.neoformans Negativo
00521 Liquor Positiva C.neoformans Negativo
00522 Liquor Positiva C.neoformans Negativo
00523 Liquor Positiva C.neoformans Negativo
00524  Hemocultura Positiva C.neoformans Negativo
00525  Hemocultura Positiva C.neoformans Negativo
00526 Liquor Positiva C.neoformans Negativo
00527  Hemocultura Positiva C.neoformans Negativo
00528 Hemocultura Positiva C.neoformans Negativo
00529 Liquor Positiva C.neoformans Negativo
00530 Liquor Positiva C.neoformans Negativo
Escarro
00531 Induzido Positiva C.neoformans Negativo
00533 Liquor Positiva C.neoformans Negativo
00534  Hemocultura Positiva C.neoformans Negativo
Lavado
00535 broncoalveolar Positiva C.neoformans Negativo
00536 Liquor Positiva C.neoformans Negativo
00537 Liquor Positiva C.neoformans Negativo
00538 Liquor Positiva C.neoformans Negativo
00539 Liquor Positiva C.neoformans Negativo
00540 Liquor Positiva C.neoformans Negativo
00541 Liquor Positiva C.neoformans Negativo
00542  Hemocultura Positiva C.neoformans Negativo
Aspirado de
00544 medula 6ssea Positiva C.neoformans Negativo
00546 Liquor Positiva C.neoformans Negativo
00547 Liquor Positiva C.neoformans Negativo
00548 Liquor Positiva C.neoformans Negativo
00549 Liquor Positiva C.neoformans Negativo

a CFP: Colegdo de fungos Patogénicos ( nimero de identificagdo)

b CGB: Canavalina-glicina-Azul de Bromotimol
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6.1 Analise das cepas preservadas por criopreservacao a -70°C

Na analise das medianas das UFC das 31 cepas criopreservadas a -70°, no tempo TO e
T1, usando meios SAB 2%, ¢ MM obteve-se p-valores significativos de acordo com a
mediana, no entanto para o meio ASN o p-valor obtido ndo foi estatisticamente significativo
(tabela 2, figura 5). O que significa que o ASN foi o melhor meio para preservacdo dos
isolados, com menor perda celular apos a preservagao.

Comparando o meio SAB 2% com o ASN e 0 meio MM foi observado que a perda de
UFC ¢ estatisticamente significativa (p-valor < 0,05), porém quando comparamos ASN e MM
foi observado que a perda de UFC néo ¢ estatisticamente significativa (p-valor 0,673), o que

demonstra que os meios indutores de melanina conservaram melhor as UFC.

Tabela 2: Analise antes da preservacdo (TO0) e apos trés meses de preservagao (T1) das
unidades formadoras de colonia das 31 cepas de C. neoformans criopreservadas a -

70°C em SAB 2%, ASN e MM.

Meio de Cultura Mediana (min-max) p-valor?
TOP T1¢

Agar Sabouraud 2% 62 (2-99) 37 (3-79) 0,001

Agar Semente de Niger 34 (11-59) 31 (11-49) 0,112

Meio Minimo com L-Dopa 38 (11-82) 33 (9-85) 0,002

“p-valor calculado pelo teste de Wilcoxon; b: mediana contagem das UFC/mL antes da preservacio; c:mediana

contagem das UFC/mL com 90 dias de preservacio.

6.2 Analise das cepas preservadas por liofilizacio

Conforme pode ser verificado na tabela 3, os p-valores apresentaram estatisticamente
significancia de acordo com as medianas das unidades formadoras de colonia das 31 cepas de
C. neoformans, que foram submetidos a liofiliza¢cdo nos meios de cultura SAB 2%, ASN e
MM, antes e apos trés meses de liofilizagdo (figura 6), demonstrando que nos trés meios

ocorreu perda celular significativa apos apreservacao.
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Figura 5 Box Plot da contagem das UFC das 31 cepas antes da preservacao (TO) e apos trés
meses de preservacdo (T1) por criopreservagdo a -70°C nos meios: adgar Sabouraud 2% de glicose

(SAB 2%), agar Semente de Niger (ASN) e Meio Minimo com L-Dopa (MM).

Tabela 3: Analise da contagem antes da preservacdo (TO) e apos trés meses de
preservacao (T1), das unidades formadoras de colonias das 31 cepas liofilizadas de C.

neoformans nos meios SAB 2%, ASN ¢ MM.

Meio de Cultura Mediana (min-max) p-valor¢
TO0? T1P

Agar Sabouraud 2% 57 (4-106) 7 (0-23) 0,001

Agar Semente de Niger 32 (13-56) 13 (1-31) 0,001

Meio Minimo com L-Dopa 48 (15-91) 13 (0-100) 0,001

2 T0- mediana contagem das UFC/mLantes da preservacio; "T1- mediana da contagem das UFC/mLapés trés meses

de preservacio; ‘p-valor obtido pelo teste de Wilcoxon



31

120
10
100 .
9
-
i3
30 ®
12
—
E
S
=
= =%
fod
(=]
™ 4 I
E'Js 7
20 LD
Rl .-
-
s
T T T T T T
TO SAB28% TI _SAB2%% T0_ASN TI_ASN To_MM TI_MM

Figura 6 Box Plot da contagem das UFC/mL 31 cepas antes da preservacdo (T0) e apds trés meses de
preservacdo (T1) por liofilizagdo nos meios: agar Sabouraud 2% de glicose (SAB 2%), agar Semente

de Niger (ASN) e Meio Minimo com L-Dopa (MM).

6.3 Comparacio dos métodos de criopreservaciao a -70°C e liofilizacao

dos isolados de C. neoformans

Para comparar as duas metodologias de preservacdo utilizadas neste estudo foi
realizada a porcentagem de sobrevivéncia das UFC/mL e o teste de Wilcoxon das 31 cepas.
Apos os trés meses de preservagdo (T1), verificou-se que o método de criopreservagdo a -
70°C permitiu recuperar maior nimero de UFC do que a liofilizagdo nos trés meios utilizados

(p-valor 0.001) (tabela 4, figura 6). Porém, com a utilizagdo do meio MM, este resultado ndo
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pode ser considerado, ja que também houve diferenca estatistica significante na contagem das

unidades formadoras de colonias (p-valor 0,042) na pré-preservacao (TO)

Tabela 4. Comparacdo entre os métodos de criopreservagdo a -70°C e liofilizagdo apos trés
meses de preservacdo (T1) das 31 cepas de C. neoformans nos trés meios de cultura: SAB

2%, ASN e MM.

Meios de cultura % de Sobrevivéncia p-valor®
-70°C?* Lio®

Agar Sabouraud 2% de glicose 59% 12% 0,001

Agar Semente de Niger 91% 40% 0,001

Meio minimo com L-Dopa 87% 27% 0,001

a: criopreservagdo a -70°C; b: Liofilizagdo; ¢: p-valor obtido pelo teste de Wilcoxon
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Figura 7. Box Plot da comparacdo entre as metodologias de criopreservagdo a -70°C e Liofilizagdo
das medianas das UFC/mL de 31 cepas preservadas por trés meses nos meios: agar Sabouraud 2% de

glicose, agar Semente de Niger e Meio Minimo com L-Dopa.
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7. DISCUSSAO

As colegoes de cultura microbianas tém a fungdo de prover material biologico
autenticado que sera base de pesquisa, produtos biotecnoldgicos com aplicagdo no campo da
saude, da industria, entre outros.

A composi¢do do meio de cultura é um dos fatores que visam a conservacdao da
integridade celular (Smith et al. 2001) e a melanina ¢ descrita como protetora de células de C.
neoformans submetidas a frio e ao calor (Rosas; Casadevall 1997), sendo assim, o presente
estudo testou duas técnicas de preservagdo a -70°C e liofilizagdo de 31 cepas de C.
neoformans em trés diferentes meios de cultura (SAB, ASN E MM) para avaliar a influéncia
da melanina como protetora da viabilidade celular de C. neoformans nestas condigdes.

Com relagdo a criopreservagdo a -70°C, as unidades formadoras de colonia de 31
cepas de C. neoformans foram cultivados em SAB 2%, utilizado rotineiramente no
Laboratorio de Micologia para recuperagao e identificagdo presuntiva (McGinnis, 1980), e
observou-se que a mediana da contagem das UFC/mL no SAB 2% em TO foi maior que a dos
meios produtores de melanina (ASN e MM).Isto provavelmente ocorreu pela constitui¢do do
meio que estd relacionada a obtencdo de massa fungica, sendo importante ressaltar que o meio
SAB2% tem 20g de glicose por litro, o que induz o metabolismo primario e crescimeto rapido
em 48 horas (McGinnis, 1980). O meio ASN, possui 0,1 g/L. de glicose ¢ 0 meio minimo 2,7
g/L, ja que concentragdes elevadas de glicose inibem a expressdo de melanina em
Cryptococcus spp. Os meios de cultura indutores de melanina sdo preparados com baixas
concentracdes de glicose para ativar a via metabolica de producdo da melanina a partir de
compostos difendlicos da semente de Niger ou L-Dopa. Neste estudo foi observado que C.
neoformans em 72 horas de incubacdo em meio ASN, obteve menor massa celular em relacao
ao MM, por outro lado o MM apresentou menos massa celular que o SAB 2% (tabela 2), o
que pode ser relacionado a menor adigdo de glicose (2,7g/L) em relacdo ao SAB 2%.

Apbs os trés meses de preservagdo (T1) por criopreservacao a -70°C houve perda das
UFC nos trés meios. Esta perda foi estatisticamente significante para SAB 2% e MM, e para o
meio ASN a perda ndo foi significativa. Considerando ainda a tabela 2, observa-se nos
numeros minimos ¢ maximos a ampla variagdo de contagem de UFC nas cepas analizadas,

reflexo da heterogeneidade das cepas. Por outro lado, a contagem inicial de células no TO
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pode subestimar gemulagdo em fase inicial, que apds o congelamento se expressa em maior
numero de coldnias, explicando, por exemplo, o porqué de uma cepa ter UFC inicial
aparentemente menor do que apds congelamento. Por isso a analise das medianas expressa
melhor o experimento como um todo. Da mesma forma a figura 5 expressa os extremos de
UFC; a maioria das amostras esta representada por “box-plot” bem como a respectiva
mediana. Neste mesmo grafico, chama a aten¢do a grande perda de viabilidade no meio SAB
2%, observamos a queda de valores de UFC ap0s criopreservacao (T1), mas para o meio ASN
ha praticamente uma estabilizagdo de valores de UFC em T1, e comportamento similar no
meio MM, embora ndo tdo marcante.

Estes resultados sugerem o papel protetor da melanina nos trés primeiros meses de
criopreservagdo a -70°C. A melanina tem sido descrita como fator de protecdo potencial de
Cryptococcus spp frente a diferentes condigdes e drogas (Wang et al. 1996). C. neoformans ja
foi testado na temperatura de -20°C por 24 h em meio MM revelando-se a melanina protetora
da viabilidade celular (Rosas; Casadevall 1997). No entanto, ndo identificamos publicagdes
sobre os agentes da criptococose testando a viabilidade celular na criopreservagdo -70°C com
presenca de melanina, como no presente estudo.

Ja em relacdo a liofilizagdo, as medianas dos valores de UFCs de SAB 2% ¢ ASN,
bem como os valores minimos ¢ maximos no tempo TO foram similares aos observados na
criopreservagdo, demonstrando que a biomassa dos indculos obtida para os experimentos de
forma homogénea ¢ decorrente da metodologia proposta. Mas para o MM néo foi observado
esta mesma reprodutibilidade no crescimento das colonias. Observou-se a perda expressiva de
UFCs apds 3 meses de liofilizagcdo, quando em meio SAB2% (p-valor 0,001), mesmo
utilizando Skim Milk 20% como crioprotetor. Este fato é conhecido, pois o processo de
liofilizagdo leva a destruigdo da morfologia macroscopica (Bunse; Steigleder 1991) bem como
a morte celular causada pela desidratacdo subita, tendo melhores resultados para fungos
produtores de conidios. Com relagdo a C. neoformans os métodos de repique sucessivo e
liofilizagdo foram comparados por Cavalcante et al. (2007) em oito cepas, neste estudo
observou-se que as cepas apresentaram diferentes tempos de crescimento em Sabouraud
dextrose pelo método de repique sucessivo e o método de liofilizacdo causava alteragdes
macro e micro-morfologicas das cepas. Utilizando meios produtores de melanina (ASN e
MM), observamos que houve menor perda das UFCs, sugerindo que a presenga de melanina
pode ter um papel protetor celular durante o processo da liofilizacdo. Este comportamento fica
melhor evidenciado quando observamos as medianas representadas pelos “box-plot” (figura
6).
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Observando-se o numero de UFC apoés preservagdo (T1), o método de criopreservacao
apresentou valores maiores na recuperagdo de UFC, independente do meio. Para avaliar
melhor os dois métodos sdo necessarios que se facam andlises em maior tempo de
preservacdo, de forma regular e por varios anos, no entanto nao encontramos na literatura
analises de longo prazo para C. meoformans comparando metodologias utilizando meios
indutores de melanina. No tempo de observagdo do presente trabalho o melhor método foi o
de criopreservagdo a -70°C em meio Niger, seguindo-se o meio MM.

Os meios utilizados para indug@o da producdo de melanina sdo diferentes quanto a
formula. O meio MM ¢ quimicamente definido, a L-DOPA tem um custo elevado e exige
cuidados quanto ao preparo ¢ ao armazenamento, sendo necessario manté-lo protegido da luz
e sob-refrigeracdo. No entanto o meio ASN ndo ¢ quimicamente definido, a obtencdo das
sementes ¢ proveniente de diferentes fontes comerciais e de baixo custo, sendo uma
alternativa quando ha menor disponibilidade de recursos financeiros.

Desta forma, concluimos que os meios indutores de melanina tiveram um papel
importante de protecdo celular, de cepas de C. neoformans submetidos a criopreservagio e
liofilizagdo. Este papel protetor da melanina ficou bem evidente tanto para o meio ASN e MM
frente ao método de liofilizagdo e, com relacdo a criopreservagdo a -70°C o meio ASN
apresentou menor perda de viabilidade do que o meio MM, embora este tenha também
reduzido a morte celular quando comparado ao método padrao com o meio SAB 2%.

O cultivo de C. neoformans utilizando meios indutores da producdo de melanina tem
sido utilizado como parte de identificacdo fenotipica, mas ndo foi ainda proposto para
Colegdes de Cultura de Fungos. Ambos os meios (ASN e MM) mostram-se promissores para
estabelecer um protocolo de rotina para procedimentos de preservacdo, no entanto estudos
futuros de avaliagdo regular a médio e longo prazo da viabilidade celular nesta modalidade

s80 necessarios.
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8. CONCLUSOES

. Este estudo sugere que a presenca de melanina protege as células de C.
neoformans submetidas a preservagdo por criopreservagdo a -70°C e liofilizagdo, o que indica
seu potencial para uso em metodologias de preservacdo deste agente .

. O método de criopreservagdo a -70°C ocasiona menor perda celular quando ¢
utilizado meio indutor de melanina (ASN), quando comparado a meio ndo indutor de
melanina (SAB 2%).

. Apesar de o método de liofilizagdo ocasionar grande perda celular, neste estudo
observou-se que a utilizagdo dos meios indutores de melanina (ASN e MM) ocasionou menor

perda celular, quando comparado com meio nao indutor de melanina (SAB 2%).
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9. PERSPECTIVAS

Esta analise inicial deve ser estendida nos mesmos isolados preservados nos trés meios
de cultura por periodos maiores para verificar a curva de viabilidade ao longo do tempo.Como
preservamos as cepas em tubos criogenicos e frascos tipo o de penicilina, gerados pelos
diferentes métodos e meios de cultivo suficientes para estudos futuros, pretendemos dar
continuidade as analises em 6 meses € 1 ano inicialmente, também sera realizada a tipagem
molecular também sera realizada em todas as cepas analisadas neste estudo para posterior
verificagdo e estudos de médio e longo prazo deverdo ser realizados para avaliar a protegdo da

melanina na preservacdo de C. neoformans em Colegoes de Cultura de Fungos.
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11. ANEXOS

ANEXO A — Memorando do Comité de Etica em Pesquisa Clinica do INI/Fiocruz

Miristéric da Sside
i t FIOCRUZ
Fundacio O Cruz

Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas

Rio de Janeiro, 11 de setembro de 2013.

Do: Comité de Etica em Pesquisa do IPEC
Para: Dra. Marcia dos Santos Lazéra

Prezada Dra. Marcia,

Considerando que o projeto “Avaliagdo da melanina como fator de protecéo para
preservacao de Cryptococcus neoformans na Colecdo de Fungos Patogénicos do
IPEC/FIOCRUZ” é um projeto apresentado a Coordenagédo de Pés-Graduacdo Stricto
Sensu — Mestrado em Pesquisa Clinica em Doengas Infecciosas, da aluna Monica dos
Santos Elias, tendo como orientadora a Dra. Marcia dos Santos Lazéra e que ndo envolve
seres humanos, o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro
Chagas - IPEC/Fiocruz declara ser desnecessdria a sua submissdo ao mesmo.

Informamos, ainda, que os resultados da pesquisa podem ser divulgados sem
avaliagao do CEP.

Atenciosamente,

amillo-Coura
do Comite
Pesquisa

¢ Léa Ferreird C
. Coordenadora
Etica em 58
Md:'\. SIAPE 0[‘37\’)‘30,»

' \PEC | FIDCRUZ

VL
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ANEXO B - Composicido e preparo dos meios de cultura utilizados no projeto

1. Canavalina-Glicina-Azul de Bromotimol (CGB)

Preparo da solucdo A (para um volume final de 100 mL)

L-Canavanina — 300mg

Glicina — 10g

KH,PO4 — 1g

7H20 MgSO4 — 1g

Tiamina ou Tiamina HCI - 1g

Diluir os reagentes acima com agua tipo 1, completar até o volume final de
100mL.

Verificar o pH da solugdo, que devera ser 5.6, para realizar ajuste do pH
utilizar NaOH ou HCI fumegante (37%).

Utilizando Cabine de Seguranca Bioldgica esterilizar, por filtragdo (membrana
de 0,22um) com auxilio de uma bomba de vacuo, apos a filtracdo fazer
aliquotas de 25 mL, em tubos estéril com tampa de rosca protegidos da luz e

armazenar a -20°C.

Preparo da solugdo B - Solugdo de Azul de Bromotimol Sédico 0,4%
(Para um volume final de 100 mL)

Azul de Bromotimol Sédico — 0,4¢g

= Aguatipo 1 — 100mL

Em um Becker de 200mL acrescentar os 0,4 g de azul de bromotimol sodico,
diluir com &gua tipo 1 até o volume final de 100mL, homogeneizar e apds

transferir para frasco com tampa de rosca ao abrigo da luz e armazenar a 2 a

8°C.
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Preparo final (solucdo A + solugdo B) do meio — Volume final de 250 mL

= Agar-agar — 5¢g

= Solu¢do B—5ml

= Solug¢do A —25 mL

= Aguatipo 1 —220 mL
Deixar a temperatura ambiente a solucdo A, armazenada anteriormente a -
20°C.
Acrescentar em um Erlenmeyer de 500 mL, 5 g de agar-agar, 5 mL da solugdo
B, diluir e completar o volume até 220 mL com agua tipio 1. Autoclavar a
121°C por 15 minutos. Retirar o Erlenmeyer de 500 mL apds a autoclavagdo e
resfriar £ 55°C. Acrescentar ao meio resfriado 25 mL da solu¢do A lentamente,
homogeneizando bem. Distribuir com auxilio de pipeta graduada estéril 2,5
mL nos tubos de ensaio previamente estéreis 13x 100 mm com tampa de rosca.
Inclinar os tubos em bancada com suporte para a formagao de bisel.

Armazenar em 2°C a 8°C.

2. Agar Semente de Niger (ASN)

=  Semente de Guizotia abissinia — 100g

= Agar-agar — 20g

= Agua destilada — 1000 mL
Em um Becker de 1000 mL transferir 100 g da semente de Guizotia abissinia e
adicionar 500 mL de agua destilada estéril para ferver no micro-ondas durante
30 minutos. Aguardar esfriar e bater no liquidificador para quebrar a semente.
Coar com auxilio de uma gaze, transferindo para um baldo de 2000 mL,
acrescentar 20 g de agar-agar e completar o volume final para 1000 mL de
agua destilada.
Colocar rolha de algodao hidrofilo, papel aluminio, vedando com fita de
autoclave. Autoclavar a 121 °C por 15 minutos e apds autoclavagdo distribuir

em placas de Petri estéril.
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3. Agar Sabouraud Dextrose (SAB 2%)

Neopeptone — 10g

Dextrose — 20g

Agar-agar — 20g

Agua destilada estéril — 1000 mL

Em um baldo de 2000 mL acrescentar 10g de Neopeptone, 20g de Dextrose e
20g de agar-agar, completar o volume final até 1000 mL com agua destilada e
homogeneizar. Colocar rolha de algoddo hidrofilo, papel aluminio, vedando
com fita de autoclave. Autoclavar a 121 °C por 15 minutos e apds

autoclavacdo distribuir em placas de Petri estéril.

4. Meio minimo (MM)

Solugdo L-Dopa

L-Dopa (L-3,4-dihydroxyphenylalanine) — 247 mg

=  Agua destilada - 50 mL

Dissolver 247 mg de L-Dopa em 50 mL de agua destilada protegido da luz.
Para dissolver esta solucdo ¢ necessario aquecer, devido a dificuldade de
dissolver. Apos dissolver filtrar a solugdo em filtro com membrana de 0,22 pL.

Armazenar a -20°C protegido da luz.

Solucdo Tiamina

Tiamina HCI — 200 mg

Agua destilada estéril — 10 mL

Dissolver 200 mg de Tiamina em 10 mL de 4gua destilada estéril. Filtrar a
solu¢@o em filtro com membrana de 0,22 pL.

Armazenar a -20°C.

Meio Minimo

KH,PO,4 — 4g
MgSO4 7TH,O-2,5 g
Glicina— 0,975 g
D-Glucose—3 g
Tiamina — 51 pL
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= L[-Dopa—40 mL

= Agar-dgar—15¢
Dissolver 4 g de KH2POs, 2,5 g de MgSO4 7H20 ¢ 0,975 g de glicina em 300
mL de 4gua destilada. Ajustar o pH para 5.5 utilizando KOH e/ou H3PO4. Em
seguida acrescentar 3 g de D-glucose, 51 pL de tiamina ¢ 40 mL de L-Dopa ¢
completar até o volume final de 500 mL. Filtrar em filtro com membrana de
0,22 pL.
Dissolver 15 g de 4agar-agar em 500 mL de agua destilada estéril e autoclavar a
121°C por 15 minutos. Resfriar £ 55°C e acrescentar aos poucos 0 meio

minimo. Em seguida distribuir em placas.



54

ANEXO C - Tabela de teste de viabilidade antes da preservacao das 31 cepas de
C.neoformans utilizadas no estudo nos métodos de liofilizacdo e criopreservacio nos
meios SAB 2%, ASN e MM.

Teste de viabiliadade dos métodos de liofilizacio e criopreservacao a -70°C,
antes da preservacio expresso em 107 UFC/ml e nos meios de cultura SAB 2%,

ASN E MM
TO
CFP Meio de Cultura
Lio Crio(-70°C)

SAB 2% 54 58
496 ASN 31 27
MM 61 32
SAB 2% 48 64
497 ASN 32 36
MM 32 53
SAB 2% 32 99
498 ASN 32 43
MM 32 62
SAB 2% 32 52
499 ASN 32 30
MM 32 23
SAB 2% 32 25
500 ASN 32 20
MM 32 19
SAB 2% 32 85
521 ASN 32 52
MM 32 55
SAB 32 63
522 ASN 32 34
MM 32 43
SAB 2% 32 31
523 ASN 32 34
MM 32 50
SAB 2% 32 43
524 ASN 32 36
MM 32 75
SAB 2% 32 56
525 ASN 32 52
MM 32 56
SAB 32 50
526 ASN 32 39
MM 32 60
SAB 2% 32 89
527 ASN 32 20
MM 32 71
SAB 2% 32 69
528 ASN 32 40
MM 32 45
SAB 2% 32 24
529 ASN 32 11
MM 32 82
530 SAB 32 99




ASN 32 47

MM 32 11

SAB 2% 32 66

531 ASN 32 32
MM 32 36

SAB 2% 32 72

533 ASN 32 29
MM 32 72

SAB 2% 32 62

534 ASN 32 39
MM 32 38

SAB 2% 32 60

535 ASN 32 58
MM 32 45

SAB 2% 32 99

536 ASN 32 41
MM 32 52

SAB 2% 32 2

537 ASN 32 35
MM 32 35

SAB 2% 32 62

538 ASN 32 30
MM 32 35

SAB 2% 32 91

539 ASN 32 59
MM 32 38

SAB 2% 32 67

540 ASN 32 35
MM 32 14

SAB 2% 32 59

541 ASN 32 19
MM 32 34

SAB 2% 32 66

542 ASN 32 21
MM 32 36

SAB 2% 32 67

544 ASN 32 26
MM 32 30

SAB 2% 32 30

546 ASN 32 19
MM 32 30

SAB 2% 32 34

547 ASN 32 36
MM 32 28

SAB 2% 32 46

548 ASN 32 19
MM 32 27

SAB 2% 32 40

549 ASN 32 25
MM 32 33

55

CFP: Colegdo de Fungos

Patogénios; TO: antes da preservagdo; Lio: liofilizagdo; Crio: criopreservagdo a -70°C; SAB 2%: agar Sabouraud 2% de

glicose; ASN: 4gar semente de niger; MM: meio minimo.
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ANEXO D — Tabela de teste de viabilidade apos um més de preservaciao das 31 cepas de
C.neoformans utilizadas no estudo nos métodos de liofilizacdo e criopreservacio nos

meios SAB 2%, ASN e MM.

Teste de viabiliadade dos métodos de liofilizaciio e criopreservacio a -70°C,
apos um més de preservagio expresso em 107 UFC/ml e nos meios de cultura

SAB 2%, ASN E MM
CFP Meio de Cultura T
Lio Crio(-70°C)
SAB 2% 8 58
496 ASN 16 44
MM 9 33
SAB 2% 12 19
497 ASN 22 39
MM 6 61
SAB 2% 10,7 64,4
498 ASN 19,7 37,5
MM 4,1 31,6
SAB 2% 5,6 12,9
499 ASN 1,6 13,5
MM 1,9 14,1
SAB 2% 5 16
500 ASN 7 18
MM 5 19
SAB 2% 9,3 45
521 ASN 15 29
MM 5,9 31,2
SAB 6,7 34,8
522 ASN 15,4 26,4
MM 10,6 19,2
SAB 2% 5,6 21
523 ASN 11,2 24.4
MM 15,1 34
SAB 2% 5,2 32,6
524 ASN 13,7 32,9
MM 22,3 55,8
SAB 2% 5,8 31,5
525 ASN 10,3 30,4
MM 11,1 42,1
SAB 14,3 35,5
526 ASN 12,2 33,3
MM 4,4 30,2
SAB 2% 13 42
527 ASN 16 20
MM 13 27
SAB 2% 3 27
528 ASN 5 36
MM 27 39
SAB 2% 1 4
529 ASN 4 13
MM 1 51
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SAB 2% 8 42

530 ASN 14 40
MM 32 9

SAB 2% 10 39

531 ASN 20 25
MM 3 45

SAB 2% 13 45

533 ASN 14 39
MM 15 42

SAB 2% 47 29

534 ASN 12,2 25
MM 1,3 45

SAB 2% 10,5 62

535 ASN 25,8 35

MM 6,7 4,2

SAB 2% 21,2 58

536 ASN 16,6 38
MM 22 67

SAB 2% 3 34

537 ASN 17 32
MM 15 37

SAB 2% 11 62

538 ASN 10 31
MM 32 29

SAB 2% 9 39

539 ASN 16 26
MM 24 33

SAB 2% 5 46

540 ASN 5 37
MM 6 22

SAB 2% 2 47

541 ASN 6 19
MM 15 34

SAB 2% 5 33

542 ASN 2 27
MM 22 30

SAB 2% 5 35

544 ASN 7 19
MM 13 36

SAB 2% 3 11

546 ASN 1 15
MM 8 23

SAB 2% 2 14

547 ASN 13 34
MM 15 36

SAB 2% 4 14

548 ASN 4 18
MM 5 19

SAB 2% 9 33

549 ASN 7 12
MM 9 19

CFP: Colegdo de Fungos Patogénios; T1: apos 1 més da preservacdo; Lio: liofiliza¢do; Crio: criopreservagdo a -70°C; SAB
2%: agar Sabouraud 2% de glicose; ASN: 4gar semente de niger; MM: meio minimo.



58

ANEXO E — Tabela de teste de viabilidade ap6s dois meses de preservaciao das 31 cepas
de C.neoformans utilizadas no estudo nos métodos de liofilizacido e criopreservacao nos
meios SAB 2%, ASN e MM.

Teste de viabiliadade dos métodos de liofilizacio e criopreservacio a -70°C, apos dois
meses de preservagio expresso em 107 UFC/ml e nos meios de cultura SAB 2%, ASN E

MM
T2
CFP Meio de Cultura
Lio Crio(-70°C)

SAB 2% 4 44
496 ASN 20 37
MM 4 35
SAB 2% 13 32
497 ASN 21 29
MM 11 42
SAB 2% 12 57
498 ASN 20 41
MM 3 52
SAB 2% 5 22
499 ASN 2 17
MM 1 12
SAB 2% 3 18
500 ASN 3 9
MM 2 16
SAB 2% 11 56
521 ASN 22 33
MM 6 31
SAB 17 54
522 ASN 16 36
MM 7 43
SAB 2% 13 29
523 ASN 15 29
MM 21 38
SAB 2% 6 40
524 ASN 18 45
MM 31 92
SAB 2% 5 44
525 ASN 10 33
MM 12 74
SAB 8 63
526 ASN 16 43
MM 4 30
SAB 2% 13 89
527 ASN 18 37
MM 19 31
SAB 2% 5 55
528 ASN 8 44
MM 21 42
SAB 2% 1 4
529 ASN 9 12
MM 0 65




SAB 2% 4 58

530 ASN 12 51
MM 4 26

SAB 2% 10 56

531 ASN 28 49
MM 4 25

SAB 2% 13 42

533 ASN 25 53
MM 21 55

SAB 2% 3 31

534 ASN 16 31
MM 5 39

SAB 2% 15 53

535 ASN 13 39
MM 6 48

SAB 2% 13 49

536 ASN 16 44
MM 22 76

SAB 2% 3 27

537 ASN 21 45
MM 16 32

SAB 2% 10 61

538 ASN 15 21
MM 38 36

SAB 2% 19 49

539 ASN 14 57
MM 25 49

SAB 2% 3 23

540 ASN 6 42
MM 5 15

SAB 2% 7 44

541 ASN 3 13
MM 23 36

SAB 2% 7 29

542 ASN 4 27
MM 21 29

SAB 2% 3 44

544 ASN 5 27
MM 18 36

SAB 2% 1 13

546 ASN 1 12
MM 9 27

SAB 2% 3 17

547 ASN 8 16
MM 11 22

SAB 2% 4 23

548 ASN 6 20
MM 8 32

SAB 2% 6 27

549 ASN 3 22
MM 8 32
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CFP: Colegdo de Fungos Patogénios; T2: apds 2 meses da preservacao; Lio: liofilizagdo; Crio: criopreservagéo a -70°C; SAB

2%: agar Sabouraud 2% de glicose; ASN: agar semente de niger; MM: meio minimo.
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ANEXO F — Tabela de teste de viabilidade apos trés meses de preservacao das 31 cepas
de C.neoformans utilizadas no estudo nos métodos de liofilizacido e criopreservacao nos
meios SAB 2%, ASN e MM.

Teste de viabiliadade dos métodos de liofilizagiio e criopreservacio a -70°C, apos trés
meses de preservagio expresso em 10’ UFC/ml e nos meios de cultura SAB 2%, ASN E

MM
T3
CFP Meio de Cultura
Lio Crio(-70°C)

SAB 2% 9 38
496 ASN 9 31
MM 7 37
SAB 2% 11 22
497 ASN 15 23
MM 10 36
SAB 2% 23 74
498 ASN 29 41
MM 3 43
SAB 2% 6 28
499 ASN 4 16
MM 2 18
SAB 2% 4 3
500 ASN 2 27
MM 1 17
SAB 2% 16 79
521 ASN 12 29
MM 8 46
SAB 8 53
522 ASN 17 49
MM 12 40
SAB 2% 7 49
523 ASN 15 36
MM 22 43
SAB 2% 7 49
524 ASN 17 44
MM 28 22
SAB 2% 6 57
525 ASN 10 36
MM 100 63
SAB 17 54
526 ASN 15 44
MM 6 39
SAB 2% 16 76
527 ASN 17 38
MM 15 37
SAB 2% 7 50
528 ASN 11 35
MM 18 38
SAB 2% 2 3
529 ASN 6 20
MM 0 85




SAB 2% 10 52

530 ASN 19 43
MM 17 14

SAB 2% 6 35

531 ASN 17 42
MM 2 27

SAB 2% 13 57

533 ASN 31 41
MM 20 75

SAB 2% 9 26

534 ASN 16 11
MM 2 39

SAB 2% 10 57

535 ASN 21 44
MM 11 46

SAB2% 19 72

536 ASN 2 47
MM 27 64

SAB 2% 3 31

537 ASN 17 19
MM 17 16

SAB 2% 15 37

538 ASN 12 19
MM 24 23

SAB 2% 11 27

539 ASN 21 44
MM 28 28

SAB 2% 2 37

540 ASN 9 26
MM 29 9

SAB 2% 5 37

541 ASN 3 20
MM 19 23

SAB 2% 6 23

542 ASN 4 11
MM 21 27

SAB 2% 6 33

544 ASN 3 32
MM 13 28

SAB 2% 0 10

546 ASN 1 11
MM 7 18

SAB 2% 3 7

547 ASN 13 20
MM 17 33

SAB2% 7 16

548 ASN 4 16
MM 9 26

SAB 2% 5 29

549 ASN 5 18
MM 8 19

61

CFP: Colegdo de Fungos Patogénios; T2: apds 3 meses da preservacdo; Lio: liofilizagdo; Crio: criopreservagédo a -70°C; SAB

2%: agar Sabouraud 2% de glicose; ASN: 4gar semente de niger; MM: meio minimo.



