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APRESENTACAO

Temos o prazer de dar continuidade ao tema de microbiologia inter-relacionado a
pesquisa cientifica e tecnoldgica iniciado pela editora no ano de 2019. Apresentamos
aqui um novo volume deste contexto, denominado “Pesquisa cientifica e tecnoldgica em
microbiologia, volume 3” contendo trabalhos e pesquisas desenvolvidas em diversos
institutos do territorio nacional contendo analises de processos biol6gicos embasados em
células microbianas ou estudos cientificos na fundamentacéo de atividades microbianas
com capacidade de interferir nos processos de saude/doenca.

A microbiologia é um vasto campo que inclui o estudo dos seres vivos microscopicos
nos seus mais vaiados aspectos como morfologia, estrutura, fisiologia, reproducéo,
genética, taxonomia, interagdo com outros organismos e com o ambiente além de aplicacdes
biotecnol6gicas. Como uma ciéncia basica a microbiologia utiliza células microbianas para
analisar os processos fundamentais da vida, e como ciéncia aplicada ela é praticamente a
linha de frente de avancgos importantes na medicina, agricultura e na industria.

A microbiologia como ciéncia iniciou a cerca de 200 anos, entretanto os avancos na
area molecular como a descoberta do DNA elevou a um novo nivel os estudos desses
seres microscopicos, além de abrir novas frentes de pesquisa e estudo. Sabemos na
atualidade que os microrganismos sé&o encontrados em praticamente todos os lugares, e
a falta de conhecimento que havia antes da invencdo do microscopio hoje néao é mais um
problema no estudo, principalmente das enfermidades relacionadas aos agentes como
bactérias, virus, fungos e protozoérios.

Temas ligados a pesquisa e tecnologia microbiana sé&o, deste modo, discutidos aqui
com a proposta de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e todos aqueles
que de alguma forma se interessam pela satde em seus aspectos microbioldgicos. Portanto
a obra propd6e uma teoria bem fundamentada nos resultados praticos obtidos em alguns
campos da microbiologia, abrindo perspectivas futuras para os demais pesquisadores de
outras subéreas da microbiologia.

Assim, desejo a todos uma 6tima leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 4

O ESTADO DA ARTE DO COMPLEXQO Cryptococcus
neoformans E DA CRIPTOCOCOSE
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RESUMO: O
neoformans

complexo  Cryptococcus

compreende duas espécies,
responsaveis por causar criptococose, sendo
a principal manifestacdo a meningoencefalite
em imunocomprometidos. Sua patogenicidade
esta relacionada aos fatores de viruléncia. O
tratamento desta enfermidade é dificultado
devido aos farmacos apresentarem alta
toxicidade, resisténcia do fungo e pouca
eficiéncia terapéutica. Em nossa revisao literaria

evidenciamos as principais caracteristicas
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deste microrganismo apresentando o estado
da arte da taxonomia, biologia, epidemiologia,
diagnoéstico e tratamento.

PALAVRAS-CHAVE: Cryptococcus
neoformans, criptococose, viruléncia,
tratamento.

THE STATE OF THE ART OF THE
Cryptococcus Neoformans COMPLEX AND
CRIPTOCOCCOSIS

ABSTRACT: The Cryptococcus neoformans
complex comprises two species responsible
for causing cryptococcosis, the main
manifestation being meningoencephalitis in
immunocompromised hosts. lts pathogenicity is
related to virulence factors. The treatment of this
disease is difficult because the drugs present
high toxicity, resistance of the fungus and little
therapeutic efficiency. In our literary review we
have highlighted the main characteristics of this
microorganism presenting the state of the art of
taxonomy, biology, epidemiology, diagnosis and
treatment.

KEYWORDS:

cryptococcosis, virulence, treatment

Cryptococcus  neoformans,
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11 INTRODUCAO

O complexo Cryptococcus neoformans compreende um grupo de leveduras
patogénicas, apresentando como principal e mais grave manifestacao clinica processos
infecciosos do sistema nervoso central (SNC), resultando em elevados indices de
mortalidade, principalmente em individuos imunocomprometidos (Chang & Kwon-Chung
1994; Durski et al. 2013; Meya et al. 2015those with CM at day 0 (n = 40). Atividade desta
levedura no organismo do hospedeiro provoca alteragcdes em consequéncia da acao de
diversos fatores de viruléncia, que supostamente estdo envolvidos na manutencao da
infeccdo e sao os responsaveis por desencadear a sintomatologia (Buchanan & Murphy
1998).

Atualmente o tratamento das infec¢des sdo realizadas através de alguns antifungicos,
sendo que os principais sao fluconazol (FLC), anfotericina B (AmB) e itraconazol (Severo
et al. 2009; Ravikant et al. 2015). Estes farmacos apresentam mecanismos de acao
especifico no ergosterol, que é o esterol componente da membrana celular do fungo,
causando desequilibrio desta estrutura e morte celular (Brajtburg et al. 1996; Li et al. 2015).
A utilizagdo destes farmacos causam efeitos colaterais devido a elevada toxicidade e, em
consequéncia ao mal-estar provocado podem prejudicar a continuidade do tratamento
(Saag et al. 2000; Ellis 2002; Davis et al. 2015). Outro problema relacionado a terapia
desta infeccdo é o aparecimento de resisténcia intrinseca (adquirida) de isolados de C.
neoformans (Ravikant et al. 2015).

Portanto, € necesséario a descoberta de novos farmacos como uma alternativa,
que propiciem um tratamento eficaz na reducdo dos efeitos colaterais e uma melhor
aceitabilidade pelos pacientes (Saag et al. 2000; Perfect et al. 2010).

1.1 Complexo Cryptococcus neoformans

Criptocoocse € uma micose de natureza sistémica, causada por fungos do complexo
C. neoformans que compreende duas espécies: Cryptococcus neoformans e Cryptococcus
gattii (Kwon-Chung & Varma 2006)

1.1.1. Taxonomia

O complexo Cryptococcus neoformans por décadas foi agrupado em duas variedades
que incluiam 5 sorotipos: Cryptococcus neoformans var. neoformans (sorotipos A, D e
AD) e Cryptococcus neformans var. gattii (sorotipos B e C) (lkeda et al 1982; Kwon-
Chung et al. 1992; Lengeler et al. 2001; Xu & Mitchell et al. 2003). Quando os teleomorfos
das duas espécies foram descobertos, classificaram-se no género Filobasidiella, sendo F.
neoformans (sorotipo A e D), e F. bacillispora (sorotipo B e C), na familia Filobasidieceae,
na ordem Filobasidialles no filo Basidiomycota (Kwon-Chung et al. 1975 & 1976).
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A seguir, 0 uso de ferramentas moleculares classificou as espécies do sorotipo A
como uma variedade separada, C. neoformans var grubii, de espécies de C. neoformans
var. neoformans (sorotipo D), baseado na divergéncia na sequéncia do gene URA5
(Franzot et al. 1999; Kwon-Chung 2002)

A genotipagem de numerosas espécies globais de C. neoformans e C. gattii utilizando
reagdo em cadeia da polimerase (PCR) PCR-fingerprinting, com os primers M13 e (GACA),
e (GTG), demonstrou que cada espécie € composta por 4 sub-grupos geneticamente
diversos: C. neoformans VNI a VNIV e C. gattiiVGl a VGIII (Meyer et al. 1993 & 1999; Lin
& Heitmam 2006; Kwon-Chung et al. 2014)

A anélise polimorfismo de comprimento de fragmento amplificado (AFLP), realizada
por Boekhout et al (2001), revelaram dois principais agrupamentos genotipicos,
correspondendo as espécies C. neoformans (genétipos AFLP 1 a 3) e C. gattii (gendtipos
AFLP 4 a 6).

Baseados em diferencas fenotipicas, genéticas, patogénicas e ecologicas, atualmente
a taxonomia das espécies do complexo C. neoformans/C. gattii foi revisada, de acordo
com a tabela 1.

C. neoformans Sorotipo Genoétipo

C. neoformans A AFLP1/VNI, AFLP1A/VNB/VNII e
AFLP1B/VNII

C. deneoformans D AFLP2/VNIV

C. gattii

C. gattii sensu stricto B AFLP4/VGI

C. bacillisporus C AFLP5/VGlII

C. deuterogatii B AFLP6/VGII

C. tetragattii C AFLP7NGIV

C. decagattii B AFLP10

Hibridas

C. neoformans/C. deneoformans AD AFLP3/VNIII

C. gattii sensu stricto/ BD AFLP8

C. deneoformans

C. gattii sensu stricto/C. neoformans AB AFLP9

Tabela 1. Classificagdo das duas espécies do complexo C. neoformans
Fonte (Bovers 2006 & 2008; Hagen et al. 2015 & 2016).

1.1.2. Aspectos morfologicos e biolégicos

O complexo C. neoformans é composto de células que apresentam forma esférica
a ovoide, medindo aproximadamente 3 a 8 ym de didmetro, envolvidas por uma capsula
polissacaridica. Sao leveduras nao fermentativas sendo caracterizadas pela habilidade de
assimilar inositol como unica fonte de carbono, além de produzirem urease (Casadevall &
Perfect 1999; Liu et al 2013).
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No cultivo em meios de cultura, com agar Sabourand dextrose (ASD), apés 3 dias
em temperatura de 25°C a 37°C, a analise macroscopica mostra colénias de cor branca
a bege, brilhante com textura cremosa mucoide e margem lisa (Reolon et al. 2004). Sao
observadas algumas diferengas morfologicas, bioldgicas, bioquimicas e moleculares entre
as duas espécies que compdem este complexo (Kwon-Chung et al. 1982).

As espécies do complexo C. neoformans produzem leveduras haploides que se
reproduzem assexuadamente (forma anamorfica) por brotamento em vida parasitaria ou
no meio ambiente, e sexuadamente (forma teleomoéfica) com formacéao de hifa, basidio e
basidiésporos (Kwon-Chung et al. 1976; Mansour et al. 2011).

No meio ambiente as leveduras do complexo C. neoformans sdao encontradas
em diversos nichos ecologicos. C. neoformans possui distribuicdo cosmopolita, sendo
encontrados em locais contaminados com excretas de aves, ricas em fontes de nitrogénio,
ureia e creatinina (Kwon-Chung et al. 1984; Gomes et al. 2010) enquanto C. gattii é
encontrado predominantemente em regides tropicais e subtropicais, sendo encontradas
em residuos de matéria organica vegetal dispersos no ambiente e habitualmente na
espécie Eucalyptus camaldulensis (Ellis & Pfeiffer 1990).

Utiliza duas vias de metabolizacéo, a sintese ou catabolismo, utilizando o inositol
exogenase para converter o inositol em acido hialurénico que também auxilia na viruléncia,
ao substituir as manoses estruturais para a formacao da capsula polissacaridica (Molina et
al.1999). Além do inositol, assimilam outros carboidratos como glicose, maltose, sacarose
e galactose (Benham 1955; Bowman & Ahearn 1976; Reolon et al. 2004). Ambiente de
pH alcalino favorece a producédo de amoénia, a partir da atividade da enzima creatinina
deaminase, que favorece a degradacao da creatinina em metidationa e aménia (Kwon-
Chung et al. 1982).

O mecanismo de infeccdo no homem ocorre a partir da inalacédo de leveduras
dessecadas ou de basididsporos dispersos no meio ambiente, que atingirdo as vias
respiratérias e estabelecerao um processo infeccioso nos pulmbes (Del Poeta &
Casadevall 2012). Em hospedeiros normais, a resposta imune efetiva ocorre através
de macro6fagos alveolares ativados, eliminando a maioria das células fungicas inaladas
(Del Poeta & Casadevall 2012). Por outro lado, em hospedeiros imunocomprometidos,
as células criptococicas desenvolvem infeccao local, proliferam e disseminam através da
via hematogénica, apresentando um tropismo pelo SNC, onde se adaptam e causam a
meningoencefalite (Severo et al. 2009)

1.2. Fatores de viruléncia

As infecgdes fungicas geralmente s&o encontros acidentais no ciclo de vida do fungo
e, € provavel que existam muitos fatores que permite a sua sobrevivéncia e multiplicacao
no hospedeiro, importantes para sua capacidade patogénica. Estes fatores séo estratégias
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para sobrepor o ambiente hostil do hospedeiro e sdo denominados de fatores de viruléncia.

A presenca de fatores de viruléncia séo caracteristicas classicas de C. neoformans
e C. gattii, pois estao vinculados com a patogenicidade e regulados através do controle
genético do fungo (Steinbach et al. 2007). Dentre estes fatores, destaca-se a capacidade
de crescimento da levedura em ambiente com temperatura 37°C, capsula polissacaridica,
producdo da melanina e algumas enzimas como a, fosfolipase, proteinase, urease,
hemolisinas e DNAse (Buchanan & Murphy 1998).

1.2.1. Temperatura

O crescimento em elevadas temperaturas é uma das caracteristicas de viruléncia
de C. neoformans, que tem seu crescimento a 37°C associado a uma atmosfera de
aproximadamente 5% de dioxido de carbono (CO,) e pH entre 7,3 a 7,4 (kwon-Chung
et al. 2014). Um gene que codifica a subunidade catalitica da calcineurina A, CNA1 esta
relacionado a esta caracteristica que permitem sobrevivéncia a esta temperatura. A
relacdo do gene CNA7 com a capacidade de crescimento a 37°C foi avaliada em leveduras
com e sem delecdo deste gene, em temperaturas de 24°C, 37°C e 39°C. Ao analisar a
expressao génica através da técnica de PCR na auséncia deste gene, foi observado que
o crescimento das leveduras de C. neoformans foram abolidas em temperaturas elevadas
(Odom 1997).

A calcineurina A é uma serina-treonina fosfatase especifica, que € ativada pelo calcio
calmodulina (Ca*) e esta envolvida em resposta ao estresse em leveduras, apresentando
papel fisioldgico importante tanto nas leveduras como nos fungos filamentosos (Rasmussen
et al. 1994; Yoshida et al. 1994). A delecdo do gene que codifica a subunidade catalitica
da calcineurina A em C. neoformans leva a inibicdo do crescimento em temperaturas
elevadas (Odom 1997).

1.2.2. Capsula polissacaridica

Uma caracteristica que difere as espécies do complexo C. neoformans, de outras
leveduras de importancia médica é a presenca da capsula polissacaridica (Mitchel & Perfect
1995; Frases et al. 2008; Kumar et al. 2011). A presenca desta estrutura é determinante
para viruléncia de C. neoformans, favorecendo a sua sobrevivéncia e, que associada a
outros fatores, possibilitando o estabelecimento da infeccédo (Kwon- Chung 1986).

A capsula é formada por mecanismos complexos que utilizam diversas moléculas
com propriedades auto degradante, que influenciam na constituicdo da sua estrutura
(McFadden 2006). Polimeros de polissacarideos sao os principais componentes, sendo
que a glucuronoxilomanana (GXM) representa em 90% da estrutura e galactoxilomanana
(GalXM) 7% e possui ainda 3% de manoproteinas (MP) (Bose 2003; Zaragoza 2009).
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A GXM possui peso molecular variando entre 2000 a 7000 kDa, enquanto a GalXM
aproximadamente 100 kDa (Coenjaerts 2006).

A diversidade molecular da capsula polissacaridica caracteriza as leveduras do
complexo Cryptococcus neoformans em variedades sorotipicas (Zaragoza 2009) (Figura
1). O sorotipo D apresenta a GXM com uma cadeia (3-1,2 ligada a residuos de xilose, 0
sorotipo A duas ligagoes B-1,2 ligada a residuos de xilose e os sorotipos B e C possuem
B-1,4 ligada a residuos de xilose e -1,2-4cido glicurénico em todos os grupos sorotipos
(Klutts 2007).
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Figura 1. Componentes da estrutura da capsula polisacaridica. GXM-glicuroxilomanana e GalXM-
galactomanana (adaptado de Janbom 2001)

As manoproteinas (MPs) sdo glicoconjugados que usualmente contém 80 a 90%
de manoses, expressas na superficie do fungo e liberada durante o crescimento. Sao
conhecidas duas MPs isoladas de C. neoformans (MP1 e MP2) que sédo responsaveis por
induzir uma resposta imunoldgica pelos mondcitos humanos produzindo fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 12 (IL12) (Pietrella 2005).

Figura 2. Vesiculas contendo GXM formadas no citoplasma que atravessam a parede celular para
formarem a cépsula (adaptado de Doering 2009)

Doering (2009) sugere que a sintese da capsula polissacaridica pode ser realizada
através de subunidades individuais de GXM que sdo geradas e interligam-se, ou pela
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formacao dos segmentos de polimero que podem ser gerados, quer na forma madura ou
como um precursor (Figura 3).
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Figura 3. Modelos de sintese da capsula polissacaridica no C. neoformans, através da unido de
subunidades (a) e via seguimentos de polimeros (b) (Doering 2009).

Quando as leveduras estdo expostas no ambiente, a capsula fornece protecao
a dessecacao e/ou contra predadores naturais como nematoides ou amebas e, entre
estes a Acanthamoeba castellanii que € responsavel por fagocitar e matar as espécies C.
neoformans e C. liquenfaciens (Araujo et al. 2012; Almeida et al. 2015).

Em hospedeiros mamiferos, a capsula polissacaridica exerce diversas funcdes
como atividade antifagocitaria e oxidativa contra células da imunidade, além de favorecer
a formacédo de biofilme (Martinez & Casadevall 2006; Araujo et al. 2012; Almeida et al.
2015).

Ao ser fagocitado C. neoformans libera vesiculas contendo polissacarideos, que
interagem ao redor do fagosoma promovendo uma disfun¢éo e ocasionando a morte dos
macréfagos. Estes resultados relacionam a capsula como uma agressina intracelular e os
polissacarideos como um componente téxico envolvido na citotoxicidade de macréfagos
(Feldmesser et al. 2000).

O GXM é o principal constituinte da capsula de C. neoformans, sendo também o
constituinte da matriz polimérica extracelular do biofilme. Estudos comprovam que o
polissacarideo capsular é necessario para a formacao do biofilme (Martinez & Casdevall
2007).

Em estudos das infeccbes pulmonares primarias foi observado que as leveduras
apresentaram alteracdes estruturais em seu didmetro, que variaram até 100 pm,
denominadas de células titds. Essa mudanca morfolégica no tamanho das células afeta
patogenicidade do fungo por diminuir a fagocitose, reduzindo sua disseminagao ao SNC,
aumentando a resisténcia ao estresse oxidativo e nitrosativo (Okagaki 2010).
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Gene Proteina Localizacao Funcéao Referéncia

CAP10 cap10 Citoplasma Formacao da céapsula (Tefsen et al.
Auxilia a atividade da 2014)
xilosiltransferase
CAP59 cap59 Desconhecida Formagéo da capsula Secrecdo (Garcia-Rivera
de componentes incluindo o et al. 2004)
GXM
CAP60 cap60 Membranas nuclear Formacao da capsula (Janbon 2004)
e plasmatica
parede celular
CAP64 cap64 Desconhecida Formacao da capsula (Chang et al.
1996)

Tabela 2. Caracteristicas dos genes relacionados com a producao de capsula pelo complexo
Cryptococcus neoformans

Ainativacao dos genes CAPresultam em um fenétipo acapsular. Produtos especificos
desses genes CAP na biossintese da capsula ainda nédo estdo bem estabelecidos, mas
todos compartilham homologia com enzimas envolvidas na biossintese de polissacarideo
(glicosiltransferase) e/ou modificacdes. As glicosiltransferases catalisam a transferéncia
de fracdo de monossacarideos de um doador de agucar ativado, para um diferente aceptor
molecular em ligacdo particular, e este processo ocorre frequentemente dentro da via
reticulo endoplasmatico-Golgi.

1.2.3. Melanina

A melanina € um polimero de capacidade multifuncional, caracterizado por ser de
coloracdo variavel (escura a amarelada), sendo formada pela polimerizacéo oxidativa de
compostos fendlicos e/ou endolicos. E classificada como eumelanina, formada através
de polimerizacéo de radicais livres, a feomelanina é derivada de moléculas de tirosina ou
cisteina e alomelanina constituida de derivados livres de azoto (Hamilton & Gomez 2002).
O esquema de biossintese da melanina esta representado na figura 4.

A habilidade de sintetizar este pigmento através da catalise realizada pela lacase na
presenca de substratos fendlicos, como a 3,4-dihidroxyfenilanalina (L-DOPA) (Casadevall
et al. 2000). A expresséo dos genes LACT e LAC2 sao responsaveis pela producao da
sintese da enzima lacase, sendo que o principal € LAC1 (Pukkila-Worley et al. 2005).
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Figura 4. Esquema da melanogénese em C. neoformans (adaptado de Williamson et al. 1998).

A melanina é formada por moléculas com alto peso molecular, carregadas
negativamente, resistentes a corrosdo acida e sensivel a degradagao por solucées
alcalinas fortes. Possui propriedades hidrofobicas, insolUveis em solugcbes aquosas e
solventes organicos (Casadevall et al. 2000; Uran & Cano 2008) (Figura 5) (Eisenman et
al. 2005).

Figura 5. Célula de C. neoformans melanizadas visualizada por microscopia de campo brilhante com
imunohistoquimica (adaptado de Nosanchuk et al. 1999).

A producdo de melanina por células de C. neoformans possuem importancia na
prote¢cdo, manutencdo da patogenicidade e aumento da viruléncia (Pedroso et al. 2007;
Mandal et al. 2007; Menezes et al. 2011).

Este pigmento auxilia a levedura na protecdo contra fatores ambientais como
a biodegradacdo, acdo de enzimas liticas, exposicdo a radiacdo ultravioleta (UV),
temperaturas extremas, predacao por microrganismos e a¢cao de metais pesados (Figura
5) (Butler et al. 2005; Uran & Cano 2008).
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Figura 6. Melanina na parede da célula de C. neoformans forma uma barreira fisica entre o meio
exterior e a membrana da célula, protegendo-a de agressoes letais (adaptado de Nosanchuk &
Casadevall 2003).

Aproducao de melanina atua de forma imunomoduladora possuindo propriedades pro
e anti-inflamatérias, protegendo a célula fungica dos mecanismos de acdo dos macrofagos,
interferindo na via alternativa do complemento e participando da diferenciacédo das células
T do tipo 2 (Mednick 2005).

1.2.4. Produgé&o de enzimas

Diferentes enzimas tém sido detectadas em células de C. neoformas e no
sobrenadante de meios de cultura, contendo proteases, lipases e superoxido dismutase,
estando associadas com a viruléncia de muitos microrganismos. No meio ambiente o fungo
elabora essas enzimas para obter nutrientes. Entretanto, quando secretadas durante a
infeccdo, podem destruir tecidos, interferir nos mecanismos de defesas do hospedeiro e
contribuir para a viruléncia (Casadevall & Perfect 1998).

A atividade da fosfolipase e proteinase sdo consideradas importantes fatores
relacionados com a atividade patogénica do C. neoformans (Chen et al. 1997; Vidotto et
al. 2000), assim como outras exoenzimas como a Dnase extracelular, hemolisinas (Luo et
al. 2001; Sanchez & Colom 2010) e urease (Olszewski et al 2004).

1.2.4.1. Fosfolipase

Afosfolipase, formada por um grupo heterogéneo de enzimas, que hidrolisam uma ou
mais ligacdes éster, em glicerofosfolipideos, sdo os maiores componentes da membrana
da célula e surfactante pulmonar (Djordjevic 2010).

A atividade da fosfolipase auxilia o microrganismo na obtencdo de nutrientes e,
quando infecta o hospedeiro, causa lesdes teciduais através da hidrélise de fosfolipidios da
membrana celular. Dessa forma esta enzima atua interferindo nos mecanismos de defesa
do hospedeiro, assim como contribui para invasao tecidual, disseminagdo hematogénica
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e para a disseminacéo do fungo (Casadeval & Perfect 1999; Santangelo et al. 2004)
Estudos sobre C. neoformans determinaram atividade de 5 tipos de fosfolipases: A1,
A2, B, C e D, sendo que a B e C estao associadas no desenvolvimento da patogenicidade

(Figura 7).
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Figura 7. Locais de clivagem da enzima fosfolipase (adaptado Djordjevic 2010).
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Figura 8. Célula de C. neoformans secretando enzimas (adaptado de Coelho et al. 2014).

Segundo Evans et al. (2015) a expressao do gene PLB1 favorece a sintese da
fosfolipase B (PLB) por C. neoformans, atuando de forma multifuncional em processos
infecciosos localizados no pulméo, onde degrada o principal componente do surfactante
pulmonar, o dipalmitol fossatidilcolina (DPPC), favorecendo a instalagdo da infeccéo

(Ganendren et al. 2006).
A fosfolipase C (PLC) é produto da expressdao dos genes PLC1 e PLC2
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(Chayakulkeeree et al. 2008). Esta enzima juntamente com o fosfolipidio fosfatidilinositol
(PI1), atua na remocéo de grupos polares de Pl ancorados nas proteinas da membrana
e parede celular fungica, resultando em produtos que realizam a transducéao de sinais

secundarios, que interferem na imunomodulacé&o do hospedeiro (Djordjevic 2010).

1.2.4.2. Proteinase

As proteinases sao descritas como importantes para a viruléncia de patdogenos
bacterianos e fungicos, tendo sido descrito em isolados clinicos e ambientais de C.
neoformans (Brueske 1986; Casadevall & Perfect et al. 1998; Ruma-Haynes et al. 2000).

A atividade da proteinase estéa relacionada com a patogenicidade de C. neoformans
por degradar proteinas, como colageno, elastina, fibrinogénio, imunoglobulinas, fatores do
complemento (Chen et al. 1996), causando danos nos tecidos do hospedeiro (Salkowski &
Balish, 1991) e fornecendo a nutricdo do patdégeno (Naglik et al. 2003).

Dessa forma, a proteinase € considerada um fator determinante para a manutencéo
da infeccdo e disseminacao fungica no hospedeiro (Chen et al. 1996; Kwon-Chung &
Varma 2006; Junior et al. 2013).

1.2.4.3. Urease

A urease € uma enzima que atua hidrolisando a ureia em aménia e carbamato com
liberac&o de nitrogénio, para ser usado como fonte nutriente (Cox et al. 2000) e promovendo
um aumento de pH do tecido infectado, causando lesao celular, levando a uma alteracéo
da permeabilidade e transmigracéo tecidual (figura 9) (Rappleye & Goldman 2006; Shi et
al. 2010).

A ureia esta presente no fluido de revestimento epitelial dos pulmdes e, a acdo da
urease produzida por C. neoformans ao converter em amoOnia, promove inibicdo da funcéo
imunolégica por prejudicar a funcdo fagocitaria e causando danos no tecido pulmonar
(Rutherford 2014).
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Figura 9. Papel da enzima urease durante infecgéo fungica nos pulmdes (adaptado de Rutherford
2014).

A producdo de urease por C. neoformans tem um importante papel na sua
disseminacdo ao cérebro e causando a menigoencefalite. Esta enzima promove o
sequestro de C. neoformans dentro dos microcapilares, que parece ser uma etapa critica
para a disseminacdo ao SNC.

1.2.4.4. Hemolisinas

A habilidade de microrganismos patogénicos de adquirir ferro é de fundamental
importancia na sua sobrevivéncia e capacidade de estabelecer a infeccao no hospedeiro.
Uma vez que nao existe nenhum ferro livre no hospedeiro humano, a maioria dos agentes
patogénicos o adquire de forma indireta, através dos compostos de ferro comumente
disponiveis, como o hemoblobina. Para isso, o0 patdgeno deve possuir um mecanismo para
destruir a fracdo heme (onde o ferro esta ligado na hemoglobina), permitindo a extragao
do ferro. As enzimas que medeiam essa atividade sao classificadas como hemolisinas. Em
humanos, a maior quantidade do ferro é encontrado intracelularmente na ferritina ou em
compostos contendo heme. Uma pequena quantidade extracelular de ferro é encontrado
em proteinas transportadoras, como a transferrina e lactoferrina (Manns et al 1994; Luo
et al 2001).

A presenca dessas substéncias é importante para manutencdo da infeccéao,
principalmente por leveduras de importancia médica, como as espécies do complexo
C. neoformans (Linares et al. 2007). Nas leveduras do género Candida, sugere-se que
as manoproteinas presente na parede celular, estejam relacionadas com a atividade
hemolitica contra as células do hospeiro (Luo et al 2001).

1.2.4.5. DNAse

A DNase € produzida por C. neoformans e sua viruléncia esta relacionada a
degradacao do acido desoxirribonucleico (DNA), que € secretado por neutréfilos como
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parte da resposta imune inata do hospedeiro e fornecendo nucleotiteos (Sanchez &
Colom, 2010). Pesquisa envolvendo varios tipos de leveduras, sugere a correlagcao entre
atividade de urease e a producao de DNAse esta relacionada com a viruléncia dos fungos
(Sen et al., 1979).

1.3. Criptococose

A criptococose € uma doencga fungica causada por leveduras do complexo C.
neoformans que caracterizada por ser uma das principais causas de meningite/
meningoencefalite, sendo que em pacientes imunocomprometidos com evolugcéo grave e
fatal (Li & Mody 2010).

Apéds a inalagao de leveduras dessecadas ou basididosporos disperso no ambiente, o
hospedeiro pode desenvolver quadro assintomatico ou sintomatico (Severo et al. 2009).
A infeccéo primordialmente ocorre nos pulmdes ou o fungo pode manter-se latente, com
formacao de nddulos granulomatosos ou disseminar por via hematogénica e de alcancar
outros tecidos (Figura 10) (Severo et al. 2009).
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Figura 10. Ciclo da criptococose (modificado de Li & Mody 2010).
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O patdébgeno pode desenvolver processos inflamatérios em tecidos do SNC,
acompanhado ou nao de lesdo pulmonar, suprarrenal, rins, 0ssos, pele e entre outros
(Kon et al. 2008).

A principal complicagdo da doenga ocorre em processo devido ao acometimento
do SNC, causando meningoencefalite, com sinais clinicos de febre, mal-estar, cefaleia,
disturbio visual, confusdo mental, papiloedema, altera¢cdes de nervos cranianos e aumento
da presséo do fluido cerebral (Feldmesser et al. 1996; Jarvis & Harrison 2007).

Os individuos que apresentam maior pré-disposicdo para adquirir a doenga sao
aqueles em tratamento com imunossupressores, imunocomprometidos, especialmente
os individuos portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (Ishii et al. 2015),




com manifestacdes cutaneas mais frequentes em pacientes imunocomprometidos,
especialmente para pacientes HIV- positivo, podendo apresentar sintomas de multiplas
lesdes, de forma acneiforme, nodulares, herpetiniforme, tipo celulite e queloides com
presenca de eritema (Nasser & Filho 2011).

1.3.1. Diagndstico

O diagnostico da criptococose é realizado através do auxilio de exames laboratoriais,
utilizando técnicas como o exame direto (ED), biopsia, cultura, sorologia, diagnéstico
molecular e exames de imagem.

As amostras biolégicas utilizadas para o diagnoéstico sao: liquido cefalorraquidiano
(LCR), escarro, biopsia de tecidos, lavado brénquico, sangue, raspado de lesdes cutaneas,
urina, secrecdo prostatica e amostra de medula (Mitchell & Perfect 1995; Gazzoni et al.
2008).

O exame direto é realizado utilizando a tinta da China ou tinta nanquim que permite
visualizar a capsula polissacaridica de C. neoformans. Este método é mais acessivel,
pois é de baixo custo, com sensibilidade de 80% em casos de meningite criptococica em
pacientes imunocomprometidos com SIDA (Severo et al. 2009; Perfect 2014).

A cultura é realizada em meio de 4gar Sabouraud dextrose (ASD), para o isolamento
de espécies do complexo C. neoformans. Apds a incubacao entre 25°C e 37°C, por 72
horas, se observa o crescimento de coldénias mucoides com coloragdo creme ou branca.
A diferenciacdo entre as duas espécies deste complexo se baseia na habilidade do C.
gattii em assimilar a glicina, apresentando resisténcia a canavanina quando submetido
em meio canavanina glicina azul de bromotimol (CGB). A cultura de LCR para pesquisa
de Cryptococcus é positiva em 89% dos pacientes sem infeccéo pelo HIV e em 95-100%
dos pacientes acometidos por SIDA (Kon et al. 2008).

A partir do exame histopatologico é possivel observar microestruturas especificas de
Cryptococcus, através das coloragcdes de hematoxilina eosina (HE), coloracéo pela prata
Gomori (GMS), mucicarmim de Mayer e Fontana Masson (Gazzoni et al. 2009).

A sorologia é realizada pela a detecgcdo de antigeno capsular polissacarideo de
Cryptococcus, através da reacao de aglutinacdo em latex, pode ser realizada utilizando
LCR e soro, onde a positividade € maior que 90% nos pacientes com SIDA (Kon et al.
2008).

C. neoformans e C. gattiipodem ser detectados e identificados a partir de espécimes
clinicos e culturas, baseado em sequéncias especificas de genes. Entre as principais
técnicas de identificacdo estdo a hibridacdo, que foi pioneira na identificacdo molecular
do fungo e no desenvolvimento de sondas especificas para detec¢céo de patdbgenos; PCR
e outros métodos baseados em PCR, sequenciamento de regides gendmicas especificas,

que sao amplificadas através de PCR sao uteis para o diagnéstico da criptococose (Sidrim
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et.al. 2010).

Os exames de imagem como tomografia computadorizada e ressonancia magnética
sao ideais para visualizacao de complicacdes, do tipo hidrocefalia ou lesGes em massa
(Subramanian & Mathai 2005).

1.3.2. Tratamento

O tratamento dos pacientes com diagnéstico de criptococose devem ser realizados
de acordo com as manifestagdes clinicas. Os farmacos mais utilizados sdo a AmB e os
derivados azélicos, como FLC (Saag et al. 2000).

AmB, com estrutura quimica representada na figura 11, e a anfotericina na forma
lipossomal (constituida do complexo lipidico) sdo os derivados polienos disponiveis
para o tratamento de criptococose (Nooney et al. 2005; Valdés 2005). Estes farmacos
apresentam como mecanismo de acéo, a ligacdo ao ergosterol da membrana celular
fungica, desencadeando a sua despolarizagdo, disruptura, alterando a permeabilidade
com a perda de componentes essenciais para a sobrevivéncia celular (Figura 12) (Davey
et al. 1998; Chen et al. 2015).

Administracdo deste farmaco €& recomendado em situacbes de alta gravidade,
principalmente em casos de comprometimento do SNC, mas é necessério levar em

consideracao o risco de efeitos colaterais, como nefrotdxico (Perfect et al. 2010).
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Figura 11. Estrutura quimica da AmB (adaptado de Roemer & Krysan 2014).
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Figura 12. Mecanismo de acao da AmB que se ligas ao ergosterol da membrana levando a formacéo
de poros (adaptado de Palacios et al. 2011).
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Atividade téxica da AmB tem sido relacionada com a ligacdo deste farmaco com
o colesterol da membrana celular, sendo este o responsavel por manter a estabilidade
e integridade da célula humana, podendo desenvolver toxicidade aguda ou crbnica
(Hoeprich 1992).

A nefrotoxicidade € considerada um fator de grave comprometimento nas terapias
antifungicas, devido ao desenvolvimento da insuficiéncia renal que € considerada de alta
gravidade para os pacientes (Deray 2002).

Foi observado que AmB em dispersao coloidal é bem tolerada em administracao de
dose Unica em voluntarios saudaveis. Entretanto, o aumento progressivo da concentragéo
causa o aumento da ocorréncia de efeitos colaterais, como vomitos, nausea, calafrio,
taquicardia e febre (Sanders et al. 1991; Filippin & Souza 2006).

O FLC é um derivado do grupo azdlico, com acéo fungistatica, cujo mecanismo
de acédo é promover uma alteracdo da biossintese do ergosterol, induzindo a nao
formacao desta estrutura que é um, 2\componente da membrana do fungo (figura 13).
Atua competitivamente inibindo a lanosterol 14-a-demetilase impedindo a formacéo do
ergosterol, levando a um acumulo de lanosterol e diminui¢cado do ergosterol, resultando em
uma membrana celular fungica defeituosa, prejudicando a sobrevivéncia da célula (Figura
14) (Nooney et al. 2005; Giavini & Menegola 2010; Ferreira et al. 2013).
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Figura 13. Estrutura quimica do FLC (adaptado de Roemer & Krysan 2014)
A utilizacdo deste farmaco apresenta algumas limitacdes, como a pouca eficiéncia
contra fungos filamentosos, resisténcia natural em Candida Krusei e resisténcia adquirida
contra espécies de Candida e C. neoformans (Fica 2004).

Pesquisa Cientifica e Tecnolégica em Microbiologia 3 Capitulo 4




membrana e¢halar :'\} FLC '
o0 000 o *© o0 oo

FLC O inibigioTo 14 - o - demetilase o impossibilitar a

bacsintese do CTRS wsleril

Figura 14. Mecanismo de agéo do FLC na membrana celular (adaptado de Palacios et al. 2011).

Recomendavel a prescricdo do FLC para paciente na fase inicial da infecgao,
especificamente quando as manifestacdes clinicas estdo localizadas a nivel pulmonar
(Santos et al. 2014). Este farmaco é considerado de baixa toxicidade (Fica 2004), sendo
que os principais efeitos adversos estao envolvidos com a intolerancia gastrointestinal,
hepatotoxicidade e hipersensibilidade (Martinez 2006).

Esse farmaco tem sido administrados como profilatico no controle de infeccbes
fungicas (Logu et al. 2005) e como consequéncia o risco dos isolados adquirirem
resisténcia, contribuindo para insucesso do tratamento.

1.3.3. Resisténcia aos antifungicos

A falha no tratamento da criptococose pode ocorrer, e esta relacionada com diversos
fatores como as doencas subjacentes, intolerancia aos farmacos, comprometimento da
farmacocinética do medicamento e a resisténcia primaria ou secundaria de C. neoformans
aos antifungicos (Perfect & Cox 1999).

A resisténcia primaria do microrganismo é caracterizada por desenvolver de forma
natural, sem que haja exposi¢cao aos farmacos e a secundaria acontece de forma adquirida,
ocorrendo mediante a exposicdo ao antifungico ou dependente de alteracbes genéticas
(Kanafani & Perfect 2008). A utilizacéo indiscriminada e prolongada dos medicamentos
antifungicos tem contribuido também no desenvolvimento de casos de resisténcia (Bicanic
et al. 2006).

Alteragdes no ERG3 ou ERG6 estdo envolvidas na resisténcia a AmB, pois este gene
possui funcado na biossintese do ergosterol e sua expresséo esta relacionada ao acumulo
de outros esterdis na membrana fungicas. Os isolados de Cryptococcus resistentes a este
polieno tém um teor de ergosterol relativamente baixo, em comparacéo com os isolados
susceptiveis (Dick et al. 1980; Peman et al. 2009; Vandeputte et al. 2012; Segundo Kelly
et al. 1994). A resisténcia de AmB pode ocorrer também devido a mutacdo do gene
ERG2, que leva a algumas alteracdes na enzima esterol isomerase, que esta envolvida
no processo da biossintese de esterdis.

A interferéncia no sistema de transporte do farmaco, pode proporcionar resisténcia

multipla aaos farmacos (MDR), podendo haver envolvimento com a superfamilia ABC
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transportadora (proteinas de membrana), codificada pelo gene CDR, influenciando no
mecanismo de resisténcia (Perea & Patterson 2002). A alta concentragao intracelular de
azois, que ao interagir com as moléculas enzimaticas, induz a substituicdo de aminoacidos
da composicéo das enzimas, alterando sua fungao. Isto resulta em prejuizo do mecanismo
de efluxo do farmaco, propiciando a diminuicéo da afinidade aos derivados azolicos (Perea
& Patterson 2002).

Neste cenario torna importante a busca de alternativas para o sucesso na terapia da
criptococose, e as plantas se apresentam como grande potencial.
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