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RESUMO
TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Halan Deny Dal Pupo

As espécies Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gatti representam patégenos
fangicos ambientais encapsulados que afetam ndo apenas individuos
imunocomprometidos, mas também individuos aparentemente imunocompetentes.
No Brasil, a criptococose permanece sendo uma das infeccfes fungicas sistémicas
mais importantes. Em humanos, a fagocitose de Cryptococcus hipocapsular por
macrofagos foi associada com longo prazo de sobrevida do paciente. Com base no
papel fundamental da capsula criptocdcica na doenca, analisamos a diversidade de
estruturas capsulares em 23 isolados de excretas de pombos, coletados nos
municipios de Boa Vista, Bonfim e Pacaraima, no estado de Roraima (Norte do
Brasil). Todos os isolados foram identificados como C. neoformans (genétipo VNI)
por espectrometria de massa MALDI-TOF. Através de uma combinacdo de
microscopia de fluorescéncia, citometria de fluxo, ELISA e métodos
espectrofotométricos, cada isolado foi fenotipicamente caracterizado, o que incluiu
medidas de taxas de crescimento a 30 e 37°C, pigmentacdo, tamanho do corpo
celular, dimensdes capsulares, reatividade soroldgica, producdo de urease e
capacidade de secrec¢do de glucuronoxilomanana (GXM), o principal componente
capsular de C. neoformans. Foi também avaliada a sensibilidade aos antifingicos
fluconazol e AmB. Com excecdo da melanizacdo, uma grande diversidade foi
observada considerando todos os parametros testados em nosso estudo. Vale
ressaltar que isolados hiper e hipo produtores de GXM foram identificados, além de
isolados com perfis de hiper e hiporreatividade com o anticorpo monoclonal
reconhecedor do polissacarideo. As dimensdes capsulares também foram altamente
variaveis nos isolados analisados. A producdo de GXM extracelular foi
correlacionada positivamente com dimensdes capsulares, atividade da urease e
tamanho da célula. Inesperadamente, as concentracbes de GXM nao se
correlacionaram com a reatividade sorolégica com a capsula criptocécica. Os testes
de sensibilidade aos antifungicos revelaram alta sensibilidade dos isolados frente a
AmB. Foram observados valores de susceptibilidade superiores para o fluconazol
(8.0 ug/mL) em dois isolados (151A1 e 176A1) em comparagao com a cepa padrao
H99 / ATCC 208821 (2.0 ug/mL). Estes resultados revelam uma alta diversidade na
capacidade de C. neoformans ambientais em produzir componentes capsulares, o
gue pode afetar o curso da criptococose humana.
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PHENOTYPIC ANALYSIS OF Cryptococcus neoformans ISOLATES
COLLECTED IN THE STATE OF RORAIMA, NORTHERN BRAZIL

Abstract

PHD THESIS IN PARASITE BIOLOGY

Halan Deny Dal Pupo

The species Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gatti represent
encapsulated environmental fungal pathogens that affect not only
immunocompromised individuals, but also apparently immunocompetent individuals.
In Brazil, cryptococcosis remains one of the most important systemic fungal
infections. In humans, the macrophage hypocapsular Cryptococcus phagocytosis
was associated with long-term patient survival. Based on the fundamental role of the
cryptococcal capsule in the disease, we analyzed the diversity of capsular structures
in 23 isolates of pigeon excreta, collected in the municipalities of Boa Vista, Bonfim
and Pacaraima, in the state of Roraima (Northern Brazil). All isolates were identified
as C. neoformans (VNI genotype) by MALDI-TOF mass spectrometry. Through a
combination of fluorescence microscopy, flow cytometry, ELISA and
spectrophotometric methods, each isolate was characterized at the phenotypic level,
which included measures of growth rates at 30 and 37°C, pigmentation, cell body
size, capsular dimensions, serological reactivity, urease production and secretion
capacity of extracellular glucuronoxylomannan (GXM), the main capsular component
of C. neoformans. The sensitivity to fluconazole and AmB antifungals was also
assessed. With the exception of melanization, a great diversity was observed
considering all the parameters tested in our study. It is noteworthy that hyper and
hypo GXM-producing isolates were identified, in addition to isolates with hyper and
hyporeactivity profiles with the polysaccharide-recognizing monoclonal antibody.
Capsular dimensions were also highly variable in the analyzed isolates. The
production of extracellular GXM was positively correlated with capsular dimensions,
urease activity and cell size. Unexpectedly, the GXM concentrations did not correlate
with the serological reactivity with the cryptococcal capsule. The sensitivity tests to
antifungals revealed high sensitivity of the isolates to AmB. Higher susceptibility
values for fluconazole (8.0 pg / mL) were observed in two isolates (151A1 and
176A1) compared to the standard H99 / ATCC 208821 strain (2.0 ug / mL). These
results reveal a high diversity in the capacity of environmental C. neoformans to
produce capsular components, which can affect the course of human cryptococcosis.
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1. INTRODUCAO

1.1 Infecc¢Bes fungicas

A incidéncia das micoses invasivas esta em continua evolucéo,
principalmente em pacientes com HIV/AIDS (1). Vérios surtos recentes chamaram
a atencdo de autoridades de saude publica para a importancia das infecgbes
fungicas invasivas (IFIs) como um problema de saude publica. Os surtos de IFI sdo
causados por muitos géneros de patdgenos fungicos e estdo associados a
inUmeros fatores (2).

As doengas fangicas matam mais de 1,5 milhdo de pessoas por ano e
afetam mais de um bilhdo de individuos (3). Contudo, elas ainda sdao um tema
negligenciado pelas autoridades de saude publica, embora a maioria das mortes
por doencas flngicas sejam evitaveis (4,5). O diagndstico precoce e preciso
permite a implementagéo imediata de terapia antifingica. No entanto, os farmacos
sdo frequentemente ineficientes ou estdo indisponiveis, levando a morte ou a
sintomas crbnicos graves. Estimativas globais indicam que anualmente é realizado
o diagndstico de 3.000.000 casos de aspergilose pulmonar crénica, 223.100 casos
de menigite criptococica correlacionada com HIV/AIDS, 700.000 casos de
candidiase invasiva e 100.000 casos de disseminacdo por histoplasmose (3). O

género Cryptococcus causa isoladamente 220.000 mortes de seres humanos a

cada ano (6).



Patogenos fungicos oportunistas podem causar uma gama de doencas em
humanos. Para isso os fungos exibem uma diversidade de mecanismos para
manter a resiliéncia fisioldgica e criar uma variagdo genética que leva a selecéo e
disseminacédo de patdégenos fungicos resistentes (7). O aquecimento global pode
selecionar espécies ambientais que adquiriram capacidade de termotolerancia,
fator esse de necessidade fundamental para a multiplicacdo e patogénese no
hospedeiro humano. Além disso os fungos desenvolveram diversos mecanismos
de viruléncia que os tornam capazes de habitar e de se desenvolver no hospedeiro
(8). Esses fenbmenos de viruléncia incluem a secre¢do de superéxido dismutase,
essencial na protecdo contra radicais livres téxicos (9), fosfolipases, que facilitam a
proliferacdo intracelular no hospedeiro (10), e urease, que favorece o crescimento
intracelular e disseminacao para diferentes 6rgaos e tecidos (11).

As infeccdes fungicas contribuem substancialmente para a morbidade e
mortalidade em humanos. No Brasil, dados epidemiolégicos sao diretamente
afetados pelo fato de que fungos néo sao incluidos como causadores de doencas
de notificacdo compulséria. Nesse cenario, a geracdo de vacinas e novas classes
de antifingicos com menor toxidade e custos € fundamental. De fato, a geracéo de
conhecimento ligada as infeccBes ocasionadas por fungos em humanos esta
atrasada em relacdo as doencas ocasionadas por outros patégenos (5). Ademais,
precisamos entender melhor as respostas imunes do hospedeiro frente aos
patdgenos fungicos, bem como a base genética humana para o aumento da

sensibilidade de alguns individuos as infec¢des ocasionadas por fungos (12).



1.1.1 Membros do género Cryptococcus e a Criptococose

O primeiro relato de criptococose humana foi apresentado em 1894 pelo
patologista Otto Busse e pelo médico Abraham Buschke, num quadro de
granuloma crénico do osso tibial de uma mulher jovem. Entretanto, a criptococose
humana se tornou reconhecida como uma grave ameaca a saude na década de
1980 com o inicio da pandemia da AIDS, pois essa infeccéo fungica se tornara uma
doenca definidora do prognéstico de AIDS em pacientes com reduzida funcéo de
linfocitos (13), com contagem de linfécitos TCD4 < 100 células/uL (14).

O género Cryptococcus compreende atualmente 30 espécies pertencentes
ao filo Basidiomycota, porém o0s agentes etioldgicos da criptococose em humanos
sdo Cryptococcus neoformans e Cryptococcus. gatti (15,16). A criptococcose €
uma micose sistémica oportunista potencialmente letal em humanos e animais. Sao
infeccbes emergentes e cosmopolitas, sendo facilmente distinguidas de outros
géneros de leveduras patogénicas pela presenca de capsula polissacaridica e de
outros fatores de viruléncia, como a producdo de melanina, urease e capacidade
de crescimento a 37°C. O ciclo da infeccdo ocorre pela inalacdo de propagulos
dispersos no ambiente e subsequente disseminacdo para 0 sistema nervoso
central, causando a forma mais grave, a meningoencefalite (17,18).

Geralmente a infeccdo pulmonar € assintomética apos inalagdo dos
propagulos de Cryptococcus spp. (19). A doenca pulmonar pode ser similar a gripe

ou pneumonia branda, com controle pelo sistema imunolégico em

imunocompetentes ou infeccéo latente assintomatica (20). Em



imunocomprometidos, por meio da corrente sanguinea, essa infeccéo latente pode
acarretar em uma disseminacao para outros tecidos, principalmente o sistema
nervoso central (SNC). Uma vez estabelecida no SNC, a criptococose causa uma
infeccdo grave nas meninges e tecido cerebral (21). A doenca é frequentemente
acompanhada por um aumento da pressdo intracraniana, € com a auséncia de
diagnastico clinico e tratamento tardio ou ineficaz, a infec¢édo se torna fatal (13,22).

A criptococose causada por C. neoformans esta diretamente relacionada
com pacientes imunocomprometidos, principalmente com AIDS, enquanto
infeccBes causadas por C. gattii sGo mais frequentemente relatadas em pacientes
imunocompetentes (23). Nos ultimos anos, foram reportados casos pouco usuais
de infeccbes em pacientes sem diagnéstico para HIV, causados por espécies,
como C. laurentii, C. liquefaciens e C. albidus (24).

As leveduras do género Cryptococcus sdo encapsuladas com morfologia
esférica a oval possuindo didametro de 2 a 20 um (25). S&o saprofitas do ambiente,
sendo isoladas principalmente de excretas de aves e ocos de arvores (26). A
morfologia atipica melhor caracterizada das células de Cryptococcus spp. é a
observada em célula Tita (27). Estas células possuem mais de 12 ym de didmetro
(excluindo a céapsula) possuindo capsulas altamente reticuladas, com parede
celular espessa (28). Essa alteracdo morfolégica € considerada um importante
mecanismo de viruléncia no género (29,30).

A capsula polissacaridica é um fator importante na viruléncia de C.
neoformans, esse polissacarideo é reconhecido e clivado pelas quitinases do

hospedeiro, o0 que induz uma falha da resposta imune adaptativa, resultando no
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aprimoramento e adaptacdo genética ao ambiente estressante do hospedeiro, e
assim uma maior sobrevida da levedura, por conta da dificuldade da acdo das
células fagocitarias do sistema imune do hospedeiro (30).

A meningite criptococica € a doenca mais grave acometendo hospedeiros
imunocomprometidos em todo o mundo. Anualmente, estima-se que haja 200.000
casos de meningite criptococica. Desse montante, foram estimados recentemente
mais de 3.400 casos por ano nos Estados Unidos. No entanto, apesar da baixa
incidéncia, a mortalidade por ano é estimada entre 20 a 30%, mesmo com a terapia
antifangica (31).

A maioria dos casos de criptococose ocorre na Africa Subsaariana.
Estimativas indicam que mais de 170.000 pessoas adultas podem morrer
anualmente nesta regido de meningite criptocécica associada ao HIV (32). Nos
paises da América Latina, estima-se que em cada 1.000 pacientes com AIDS,
ocorram 34 casos de criptococose anualmente (33). Em paises em
desenvolvimento, esta micose sistémica foi identificada como uma das infeccbes
fungicas mais letais neste grupo de pacientes. Mesmo com o0 tratamento
antirretroviral as taxas de mortalidade variam entre 42 a 60% (34). Na Tailandia por
exemplo, a mortalidade da criptococose é estimada em 43%, com tempo médio de
sobrevida de 14 dias (35). No Brasil, a meningite criptocdcica foi a primeira doenca

definidora de AIDS em 69% dos pacientes (36).

1.1.2 Classificacdo de Cryptococcus



O complexo Cryptococcus compreende cinco sorotipos e duas espécies
principais, C. neoformans e C. gatti (37). Com base nas reacfes de aglutinacao dos
antigenos capsulares através de anticorpos, 0os sorotipos capsulares denominados
A e D e o hibrido AD pertencem a C. neoformans, enquanto os sorotipos B e C sdo
classificados como C. gatti (33, 34). Os cinco sorotipos se dividem em oito tipos
moleculares: VNI e VNII (sorotipo A), VNIII (sorotipo AD), e VNIV (sorotipo D) para
C. neoformans; VGI, VGII, VGIII e VGIV (sorotipos B e C) para C. gatti (35,36).

Foi recentemente proposta uma reclassificacdo das espécies patogénicas de
Cryptococcus em sete espécies: C. neoformans, C. deneoformans, C. gatii, C.
bacillisporus, C. deuterogatii, C. tetragattii e C. decagattii (16). No entanto, ndo ha
consenso para a utilizagdo de nova nomenclatura, permanecendo o uso do
“‘complexo de espécies C. neoformans e C. gatii” como uma estratégia pratica ao
invés de se criar mais espécies, uma vez que a ado¢ao da nomenclatura proposta
poderia dissociar a taxonomia da pratica clinica (40).

C. neoformans var. grubii (sorotipo A) é a variedade de C. neoformans mais
comumente isolada em amostras clinicas e ambientais em todo o mundo, exceto
nos paises do norte da Europa, onde o sorotipo D € responsavel por 50% dos
isolados (41,42). O sorotipo hibrido AD foi isolado de amostras clinica e ambiental
na América do Norte e Europa (43). Estudos preliminares sobre a infeccdo por C.
gatti revelou prevaléncia nas regides tropicais e subtropicais, com baixa frequéncia
em zonas temperadas (18). Até recentemente, supunha-se que C. gatti estava

restrito a areas tropicais e subtropicais. Porém, foi relatado em 2002 um surto na



ilha de Vancouver no Canada, mudando as suposicbes sobre o padrdo de
distribuicdo dessa espécie (44).

No Brasil, foi realizada a sorotipagem de 467 isolados de C. neoformans
através de fontes clinicas e ambientais, obtidas através de padrfes regionais e de
hospedeiros, demonstrando que o sorotipo A também € o mais prevalente
(77,95%), seguido pelo sorotipo B (18,2%), AD (1.3%), D (0.4%) e C (0.2%) (45).

Em Roraima, dados obtidos através do DATASUS e SINAN (242) revelaram
17 casos de criptococose durante os anos de 2005 a 2019 (junho). Desse total de
casos registrados, 0,53% (17/3.187) eram coinfectados com HIV/AIDS e
criptococose (Figura 1). Neste intervalo de tempo de 14 anos, 0S pacientes
coinfectados eram predominantemente do sexo masculino (82,3%), com 7 Obitos

(41% dos casos) (242).
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Figura 1. Numero de casos de criptococose em Roraima no periodo de 2005 a
2019 (junho) associados ao HIV. Fonte: Secretaria de Vigilancia a Saude,
Ministério da Saude, 2019 (242).



1.2 Interacao fungo-ambiente

A natureza saprébia de C. neoformans é conhecida desde 1894 quando
Sanfelice isolou o agente a partir de suco de péssego fermentado (46).
Posteriormente, em 1951, Emmons realizou importante descoberta da
epidemiologia de C. neoformans a partir de raspados de terra contendo excretas de
pombos (47). Desde entdo a literatura tem reportado o isolamento de C.
neoformans de diferentes fontes naturais em varios continentes, evidenciando sua
ampla distribuicdo em zonas tropicais e temperadas tais como na Africa e Asia (48)
Oceania (49), Europa (50), América do Norte (51) e América do Sul (52,53).

C. neoformans sédo fungos ubiquos de distribuicAo mundial. Seus habitats
naturais sao tipicamente excretas de aves, ficando muito bem estabelecido que os
excrementos de passaros protegem os fungos da radiacdo ultravioleta do sol. Além
disso, o crescimento de leveduras é facilitado devido as altas concentracbes de
uréia (54).

No Brasil, diversos autores descrevem o isolamento de C. neoformans em
fontes ambientais como solo, excretas e ninhos de pombos em centros urbanos
distribuidos por Amazonas, Mato Grosso, Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio de Janeiro
e Rio Grande do Sul (52,55-62). O isolamento de C. neoformans também foi
relatado em outras fontes ambientais, como poeira domiciliar no Rio de Janeiro
(63). Em Manaus foi constatada a presenca de C. neoformans e C. gatti

provenientes de detritos de vegetais e oco de arvores (62). Os estudos ambientais
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dos agentes da criptococose em Roraima datam de 1997 com o isolamento de C.
neoformans da fonte classica, excreta de pombos, na capital Boa Vista, RR (64). O
primeiro relato de C. gattii em Roraima resultou de isolamento a partir de madeira
em decomposicdo na cavidade (oco) de uma arvore viva, Guettarda acreana, na

Estacao Ecoldgica de Maraca, RR (57).

1.3 Fatores de viruléncia do género Cryptococcus

C. neoformans apresenta fenotipos especificos que conferem vantagem para
sobrevivéncia e proliferacdo no organismo do hospedeiro. Uma hipo6tese para a
selecdo e evolucdo de certos fatores de viruléncia € o escape a predacdo por
organismos de solo, como nematoides e amoebas (66). A infeccdo de C.
neoformans e C. gatti ocorre de forma acidental em hospedeiros humanos e
animais (67). Como ja mencionado, infeccdo é adquirida pela inalacdo de esporos
ou conidios ressecados do ambiente, que colonizam primeiramente o pulmao,
podendo permanecer livres em tecidos ou fluidos corporais como também dentro
de células fagociticas (67,68). Notavelmente, a taxa de replicacéo intracelular do C.
neoformans esta correlacionada com sua viruléncia (69,70).

Os fungos devem atender a quatro critérios para causar doenca em
humanos: 1) crescimento na temperatura corpérea humana, 2) penetracdo atraves
das barreiras gerais como pele, mucosa e membranas, 3) adeséao tecidual e 4)

resisténcia as defesas imunoldgicas (70).



Os fatores de viruléncia aumentam o grau de patogenicidade de um
microrganismo. C. neoformans possui varios fatores de viruléncia, mas a sua
capacidade de causar dano ao hospedeiro esta diretamente relacionada com o
estado de imunodepressdo ou imunocompeténcia do hospedeiro (71). Estudos
sobre os fatores de viruléncia sdo fundamentais para compreender a patobiologia
dessa levedura e permitirdo a identificacdo de novos alvos para a terapia
antifangica (72).

Compreendem os principais fatores de viruléncia de C. neoformans a
formacdo de capsula polissacaridica, producdo de melanina, urease e

termotolerancia (73).

1.3.1 Capsula polissacaridica

A cépsula presente em C. neoformans € o fator de viruléncia mais
importante, contribuindo com aproximadamente 25% do potencial patogénico
(74,75). Ela € composta principalmente de dois polissacarideos, a
glucuronoxilomana (GXM) e glucuronoxilomanogalactana (GXMGal) (76). A
capsula também pode conter outros componentes secundarios, como
manoproteinas (75,77).

A estrutura da capsula é complexa e varia de acordo com as condi¢des
ambientais, incluindo fibras ramificadas que se ligam a parede celular por ligacdes
nao covalentes (77,78). O polissacarideo mais estudado no género C. neoformans

€ a GXM, responsavel por cerca de 90% da composicao capsular (77). Diferencas
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estruturais nesse polissacarideo classificam esses patdgenos nos sorotipos
encontrados nas espécies C. neoformans e C. gattii. A capsula é induzida por
diversas condi¢cfes, como mudancas de pH, elevados niveis de CO2(79) e privacao
de ferro (77).

A GXM também possui numerosas propriedades imunomoduladoras que
facilitam a sobrevivéncia do C. neoformans no hospedeiro (80). O fungo é
normalmente reconhecido pelos receptores de reconhecimento de padrdes (PRRS)
das células do sistema imune do hospedeiro, que se ligam aos padrées
moleculares associados ao patogeno (PAMPSs). Esse processo induz eventos de
imunidade inata, como fagocitose e producdo de citocinas. PAMPs comuns de
fungos incluem componentes da parede celular, como B-glucanas ou mananas
(81,82). A capsula de C. neoformans pode mascarar o reconhecimento de PAMPs
(83,84).

A GXM é sintetizada no complexo de Golgi (85) e transportada através da
parede celular por meio de vesiculas (86). Esse polissacarideo € constitutivamente
secretado para o meio extracelular (87). A figura 2 esquematiza a transposi¢ao da

vesicula e liberacdo de GXM para a capsula.
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Figura 2. Vesiculas contendo GXM formadas no citoplasma atravessando a parede
celular para atingir a capsula. Fonte (79).

Em C. neoformans a formacao da capsula depende da funcédo de 4 genes,
denominados CAP64, CAP60, CAP59 e CAP10 (88). A delecao de qualquer destes
genes resulta em cepas mutantes acapsuladas e avirulentas. A reintroducao de
uma cépia funcional de um dos genes restaura a producdo da capsula e a

viruléncia fangica (89).

1.3.2 Termotolerancia

A termotolerdncia é um atributo de viruléncia crucial para fungos
patogénicos para humanos e animais mamiferos (90). A grande maioria das
espécies de fungos possui crescimento 6timo entre 25 e 35°C. Apenas alguns
fungos apresentam termotolerancia, que consiste na capacidade de crescer entre
35 e 40°C. A termotolerancia permite que C. neoformans possa crescer e proliferar

em temperaturas entre 35-39°C. Essa caracteristica € um pré-requisito para que o
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microrganismo seja capaz de proliferar e provocar doenca em hospedeiros
mamiferos (91). A termotolerancia em C. neoformans envolve a expressdo de
diferentes genes, do qual a calcineurina fosfatase depedente de Ca2+/calmodulina
e da proteina Rasl. Isolados mutantes hipovirulentos incapazes de expressar tais

proteinas, possuem problemas de crescimento in vitro a 37°C (92,93).

1.3.3 Atividade urease

A urease € um importante fator de viruléncia em C. neoformans (94). Uma
das caracteristicas que diferenciam C. neoformans de outras leveduras € a sua
capacidade de produzir urease (95,96). Cepas de C. neoformans urease negativas
raramente foram isoladas de pacientes ou do meio ambiente (96). Cox e
colaboradores (97), demonstraram que mutantes para o gene URE1l de C.
neoformans séo hipovirulentos. Essa enzima promove acumulacdo de células
dentriticas imaturas e uma resposta imune Th2 ndo-protetora no pulmao,
ocasionando a persisténcia de C. neoformans nos alvéolos do hospedeiro (96,98).

A urease € uma metaloenzima que catalisa a hidrolise da uréia em amonia
e carbamato (99). A amoénia gerada pela atividade ureolitica pode servir como fonte
de nitrogénio (11). Além de seu papel nutricional, atividade ureolitica aumenta a
invasao de C. neoformans no sistema nervoso central, promovendo o sequestro da
levedura nos microcapilares da barreira hematoencefalica (94). Foi ainda sugerido
gue a amobnia gerada pela atividade da urease torna-se tdxica para as células

endoteliais microvasculares (100,101). A aménia mediada pela urease também
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pode neutralizar qualguer microambiente acido e assim ajudar os patdgenos a
sobreviverem ao pH severo do fagolisossomo no interior das células hospedeiras

(94).

1.3.4 Melanina

Muitas espécies de fungos, bactérias patogénicas e helmintos produzem
melanina. A melanizacao foi descrita como fator de viruléncia em C. neoformans,
uma vez que a perda deste atributo leva a uma viruléncia atenuada (102,103). A
melanina € um pigmento escuro hidrofébico de alto peso molecular, carregado
negativamente, insolivel em fluidos aquosos ou organicos (104). Séao
macromoléculas sintetizadas por polimerizacdo oxidativa de compostos fendlicos
ou inddlicos (Figura 3).

A pigmentacdo também € necessaria para fuga predatéria e sobrevivéncia
no ambiente (105), protecdo contra radiacdo de alta energia (13), degradacéo
enzimatica e toxicidade de metais pesados, acdo de antifungicos e também contra
a resposta imune do hospedeiro (102). Os fungos sintetizam melanina
constitutivamente, outros, facultativamente, como é o caso de C. neoformans que o
faz na presenca dos precursores apropriados (106). Em meio contendo substratos
fendlicos, como L-dopa, células de C. neoformans sintetizam e acumulam pigmento
de coloragdo marrom escuro (107). Esse pigmento se acumula na parede celular
do fungo e pode contribuir com a sobrevivéncia deste e manutencgéo da integridade

da parede (107,108). Vérios estudos forneceram evidéncias convincentes de que a
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infeccéo por C. neoformans € acompanhada pela formacédo de melanina na parede
celular (109).

O neurotropismo de C. neoformans pode ser explicado em parte pela
capacidade do fungo de converter catecolaminas em melanina. Catecolaminas
incluem moléculas como epinefrina, norepinefrina e dopamina, que funcionam
como neurotransmissores do SNC (110). Essas moléculas sdo encontradas em
concentracdes significativas em tecidos de mamiferos (111).
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Figura 3. Sintese de melanina utilizando L-3,4-dihidroxifenilalanina como substrato.
Adaptado de (110).

A sintese de melanina em Cryptococcus depende da atividade das fenol-
oxidases conhecidas como lacases. C. neoformans apresenta dois genes
codificadores de lacase, LAC1 e LAC2 (112,113). Ambos tem sua expressao
induzida por privacdo de glicose (112,114). LAC1 é o principal responsavel pela

sintese de melanina. O gene LAC2 é adjacente ao LAC1 no genoma e apresenta
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75% de identidade de nucleotideos com LAC1, mutantes para o gene LAC2

apresentaram apenas um modesto atraso na producao de melanina (112).

1.4 Agentes antifungicos

O desenvolvimento de agentes antifungicos € desafiador, considerando que
os fungos sado eucariéticos, como seus hospedeiros. Consequentemente, muitas
drogas antifungicas causam acdes deletérias em células do hospedeiro, podendo
acarretar uma série de efeitos colaterais durante o tratamento de infeccbes
fungicas (115,116).

Atualmente existem quatro classes principais de agentes antifingicos: Azais,
equinocandinas, polienos e analagos de pirimidina. Estes sdo utilizados para
administracao oral, topica ou intravenosa no tratamento de infec¢cdes ocasionadas
por varios géneros fungicos (116,117). Uma quinta classe, as alilaminas, séo
utilizados apenas para o tratamento de infeccfes superficiais (118). Os antifingicos
agem basicamente sobre 4 alvos: integridade da membrana (polienos) e parede
celular (equinocandinas), biossintese do ergosterol (azois e alilaminas) e sintese do
DNA (analogos pirimidinicos) (119-121). A terapia contra a criptococose inclui a
anfotericina B (AmB) e 5-fluorocitosina (5-FC) pelo menos duas semanas, seguidas
por fluconazol (FZ) por oito semanas (122).

A AmB é um polieno natural obtido da bactéria Streptomyces nodosus. O
farmaco se liga ao ergosterol na membrana celular do fungo, aumentando a

permeabilidade celular a prétons e cations monovalentes, tais como 0 potassio
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(123). A AmB induz efeitos colaterais, principalmente em rins e figado (124). A
nefrotoxicidade, detectada pelo o aumento de duas vezes no nivel basal de
creatinina sanguinea, ocorre em mais de 30% dos pacientes (125). O farmaco
induz vasoconstricAo na arteriola renal aferente, além de desequilibrio e
permeabilidade tubular, causando reducéo da filtracdo glomerular, acidose tubular
e perda de potassio e magnésio (123). Foram desenvolvidas formulacbes de AmB,
com menor toxicidade, incluindo o complexo lipidico de AmB (126), disperséao
coloidal da AmB (127) e AmB lipossomal (128). Todas estas formulacdes de AmB
sdo usadas no tratamento das micoses sistémicas e sdo administradas por via
intravenosa (129,130).

A 5FC é uma pirimidina fluoretada, descoberta em 1957, com acao
antifangica descrita apenas em 1963, em modelo murino de candidiase (131). O
farmaco, ativo contra fungos leveduriformes, foi introduzido na terapéutica humana
em 1968 (131).

A BFC é transportada pela citosina-permease e € convertida no
antimetabolito 5-fluorouracila (5-FU) nas células dos fungos, e este € incorporado
no monofosfato de acido 5-fluorodesoxiuridilico, que interfere com a atividade da
timidilato sintetase e na sintese de DNA (132). Trata-se portanto, de uma pirimidina
fluorada sintética que age através da inibicdo da sintese de DNA (123). A 5FC é
raramente administrada sozinha. Este farmaco é administrado juntamente com a
AmB em casos de infecdo com Cryptococcus (133).

Os efeitos colaterais graves da 5FC incluem hepatotoxidade e disfuncoes

na medula éssea. Na maioria dos pacientes, esses efeitos colaterais séo
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dependentes da concentracdo do farmaco e possivelmente evitaveis com
monitoramento cuidadoso para manter as concentracdes de 5FC em <100mg/L,
(134,135). Lamentavelmente, esta droga néo esta disponivel para uso no mercado
brasileiro (136).

Na década de 1980, surgiram os derivados azoélicos, um grupo de
compostos sintéticos com amplo espectro de atividade antifungica. S&o
classificados de acordo com o numero de atomos de nitrogénio no anel azélico em
imidazois, com dois (ex. miconazol e cetoconazol) e triazdis com trés atomos de
Nitrogénio (ex. itraconazol, fluconazol e voriconazol) (137). Interferem na sintese do
ergosterol, bloqueando a enzima lanosterol-14 a-demetilase, interrompendo a
conversédo do lanosterol em ergosterol. Esta propriedade dos azéis altera a funcéo
da membrana celular aumentando sua permeabilidade (123,129,138). Em geral, 0s
triazdis demonstram amplo espectro de atividade antifungica e reduzida toxicidade
guando comparados com os imidazois (139).

O fluconazol exibe uma excelente absorcdo apds administracédo oral (140).
Apresenta ainda alta solubilidade em agua, podendo ser administrado por via
endovenosa em pacientes gravemente doentes (141). No liquor, o fluconazol pode
atingir niveis de quase 70% de biodisponibilidade, sendo eliminado principalmente
pela urina do paciente (123). O uso indiscriminado da classe dos azéis levou ao
surgimento de resisténcia em géneros flngicos antes suscetiveis (142,143).

As equinocandinas sdo os antifiungicos mais recentemente descobertos
(115,144). Apesar de aplicaveis para o tratamento de infec¢cdes causadas por

Candida e Aspergillus, esses farmacos nao tem acao anti-Cryptococcus (145).
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A disponibilidade de novos antifUngicos nos ultimos anos ofereceu aos
meédicos mais opc¢des, aumentando 0 uso desses compostos ndo apenas para o
tratamento quando a infeccdo for diagnostica, mas também como tratamento
profilatico, empirico ou preventivo. Por outro lado, o aumento do uso de
antifangicos induziu uma pressao seletiva mais alta sobre as cepas de fungos e a
resisténcia emergiu de duas maneiras principais: varias espécies desenvolveram
resisténcia secundaria e espécie suscetiveis foram substituidas por resistentes,

alterando a epidemiologia das infeccdes fangicas (146).

1.4.1 Mecanismos de resisténcia e testes de susceptibilidade a antifingicos

A resisténcia antifangica é um processo evolutivo baseado em selecdo de
microrganismos que melhoram sua capacidade de sobreviver e crescer na
presenca de drogas. A evolucdo da resisténcia contra agentes antimicrobianos é
onipresente na natureza e 0os microrganismos evoluem com varias estratégias para
combater a acdo das drogas (118). Do ponto de vista clinico, a resisténcia ao
medicamento ocorre quando a terapia medicamentosa apropriada nao é eficaz,
causando persisténcia ou progressao de uma infeccéo (147).

Para combater os efeitos fungicida ou fungistatico de todas as classes
antifungicas, as células fungicas geralmente devem se adaptar & presenca de
drogas toxicas usando trés principais estratégias de sobrevivéncia: diminuicdo da

concentracdo efetiva da droga, alteragcdo do alvo da droga e modificagcbes do

metabolismo para desviar os efeitos toxicos exercidos pelos agentes antifingicos
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(118). Contudo, outros fatores de resisténcia ja foram descritos, incluindo super
expressdo da proteina alvo por modificacdo da regido promotora do gene
codificador, expressdo de sistemas de efluxo e respostas pleiotropicas a
medicamentos (148). A resisténcia aos antifungicos pode ocorrer também devida a
formacdo de biofilmes, que consistem em uma densa camada de células
diferenciadas com uma capa de matriz extracelular, diminuindo a eficacia de alguns
antifangicos durante o processo de infeccao (149).

Embora o0s mecanismos envolvidos no processo de resisténcia a
antifangicos ainda sejam pouco conhecidos, um dos principais mecanismos de
resisténcia dos fungos, consiste na alteracdo da composicdo de lipideos da sua
membrana celular. O ergosterol presente como constituinte da membrana
citoplasmatica da lugar a formacdo de outros esterdis (150). Alteracdes na
constituicdo de ergosterol, ou mesmo uma deficiéncia deste lipideo presente na
membrana celular do fungo, tem sido associada a mecanismo de resisténcia a
AmB. Estas deficiéncias poderiam ser resultado de mutacdes nos genes que
codificam algumas enzimas envolvidas na sintese do ergosterol. Defeitos no gene
ERG3 que codifica C-5-esterol desaturase (enzima que catalisa precursores do
ergosterol) foram relatados por conduzir o acumulo de outros esterdis precursores
deste esterol (151).

Estudo realizado por Sokol-Anderson et al. (152) demonstraram que 0s
efeitos letais de AmB em C. albicans estdo associados a dano celular oxidativo,
semelhante as adapta¢gfes observada nas bactérias. Portanto, a administracdo da

AmB no tratamento seria capaz de competir pelo sitio de acdo, e desta forma
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facilitar para a selecdo de estirpes resistentes e consequentemente diminuicdo da
resposta ao tratamento. Essa resisténcia pode acontecer devido a uma producao
maior da enzima catalase pelo fungo, que atua diretamente em substancias
oxidativas, diminuindo o sitio de acdo oxidadtiva da AmB (153).

Sanguinetti et al. (154), descreveram em C. neoformans o0 gene
denominado AFR1 (antifungal resistance 1), que codifica um transportador ABC
envolvido na resisténcia in vitro desse microrganismo ao fluconazol. Vérias
investigacbes tém mostrado o aumento do numero de recidivas de meningite
criptocdcica em pacientes com AIDS associados com 0 aumento de resisténcia ao
fluconazol (155,156).

Pfaller et al. (157), avaliaram as tendéncias mundiais de suscetibilidade de
isolados de C. neoformans a antifungicos no periodo de 1990 a 2004, tendo sido
testados 1.811 isolados de 100 centros meédicos de 5 regides geogréficas
diferentes. Este estudo constatou que a resisténcia in vitro frente aos agentes
antifingicos utilizados no tratamento da criptococose nas regifes da Africa,
América Latina, Europa e do Pacifico sdo mais sensiveis ao fluconazol que
isolados da América do Norte, ndo demonstrando aumento no periodo de 15 anos
avaliados.

No Brasil, alguns estudos demonstram a existéncia de isolados de C.
neoformans menos susceptiveis a itraconazol e fluconazol (158). A maioria dos
trabalhos sobre susceptibilidade antifingica nédo discrimina entre espécies e
sorotipos de Cryptococcus, mas 0s poucos trabalhos tém evidenciado menor

suscetibilidade in vitro de C. gattii em relacdo a C. neoformans (167-169).
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A necessidade de testes de suscetibilidade antifungica (TSA) vem
crescendo constantemente nas ultimas duas décadas (162,163). Os testes de
suscetibilidade a antifangicos disponiveis atualmente podem facilitar no tratamento
de pacientes com exposicdo antifungica prévia como na determinacdo da
resisténcia ou de uma resisténcia cruzada (164). Estes testes podem ser usados
nao somente na pesquisa de sensibilidade aos antimicrobianos, como também na
busca por novos farmacos a partir da verificacdo de sua atividade antifungica,
como extratos vegetais e de substancias puras (165).

Metodologias convencionais para teste de suscetibilidade a antifungicos
sdo utilizados com protocolos de referéncia propostos pelo The Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) (166), anteriormente conhecido como
National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) e The Antifungal
Susceptibility testing Sub-committee of the European on Antimicrobial Susceptibility
Testing (AFST-EUCAST), que desenvolveu protocolo baseado na primeira edicao
do documento do NCCLS M27 — A (162). O AFST-EUCAST foi formado em 1997
e, em 2008, publicou o Padrdo de Teste de Suscetibilidade para leveduras
(incluindo Cryptococcus). Este padrdo foi atualizado em 2016 pelo E.Def 7.3,
documentos do método E.Def 9,2 e E.Def 9.3. (167). Todos esses padrbes estdo
disponiveis no site (http://www.eucast.org).

Em 1985 o CLSI formou um subcomité de Teste de Suscetibilidade
Antifangica que publicou em 1997 o documento M27A “Método aprovado de
Referéncia para a Suscetibilidade Antifiungica de Teste de levedura diluicdo em

Caldo” (168). Este documento definiu a referéncia de cepas com faixas de
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Concentragdes Inibitérias Minimas (CIM) e Pontos de Corte (PC) para alguns
antifangicos e sua acado contra leveduras como Candida e Cryptococcus (169).
Desde entdo, varias atualizacbes foram publicadas (170). Para fungos
filamentosos, o primeiro documento foi publicado em 2002, denominado Método de
Referéncia para o Teste de Suscetibilidade Antifungica de Diluicdo em Caldo para
fungos filamentosos (170).

Diferencas entre ambos padrdes sdo encontrados principalmente no
tamanho do in6culo, tempo de incubacdo e composicdo do meio. Apesar dessas
diferencas, os resultados obtidos pelos dois métodos sdo em geral semelhantes,
indicando que a metodologia ndo coloca nenhum obstaculo para obtencdo de
padrdes uniformes para testes de suscetibilidade antifingica para leveduras (171).
CLSI e EUCAST incluem especificidades para Cryptococcus. No CLSI, a
recomendacao é realizar a leitura do CIM para Cryptococcus apés 70 a 74 horas de
incubacdo (em contraste de 24-48 horas para Candida), e o protocolo do EUCAST
recomenda a incubacdo das placas a 30°C caso o controle de crescimento néo
atinja densidade optica de 0,2 a 35°C (169). As modificacbes mais importantes
introduzidas pelo protocolo EUCAST incluem tamanho do inéculo de 1-5 x 10°
UFC/mlt (até 100 vezes maior do que no método CLSI) e a suplementacédo do
meio de cultura para uma concentracao final de D-glicose a 2% (sendo 10 vezes
maior do que no método CLSI) (172).

Para Cryptococcus spp. a resisténcia antifungica é dificil de ser definida em
laboratorio, devido a auséncia de pontos de corte estabelecidos para interpretar os

resultados. Quando os pontos de interrupcdo da suscetibilidade clinica estédo
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ausentes, o Epidemiological Cutoff Values (ECV) fornece meios sensiveis para
detectar a resisténcia emergente ao antimicrobianos (173). No entanto, esses
valores de ECV variaram quando cada gendtipo foi avaliado separadamente. (174).
N&o ha, portanto, consenso sobre o ponto de corte para definir sensibilidade e
resisténcia frente aos diferentes compostos antifungicos (175,176). Apesar disso,
alguns autores propdem ECV para C. neoformans VNI, incluindo AmB, 0,5ug/mL;
5FC, 8ug/mL; fluconazol, 8ug/mL; itraconazol, 0,25ug/mL; posaconazol,
0,25ug/mL; e voriconazol 0,25ug/mL. Para C. gattii (VGII) sdo propostos: 1,0ug/mL
para AmB; 16ug/mL para 5FC; 32ug/mL para fluconazol; 0,5ug/mL para

itraconazol; 0,5ug/mL para posaconazol; e 0,25ug/mL para voriconazol (177,178).

1.5 Identificagcdo de fungos por MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption
lonization - Time Flight Mass Espectrometry)

Na ultima década, os laboratérios de microbiologia clinica passaram por
mudancas revolucionarias no modo pelo qual os microrganismos sao identificados.
As técnicas tradicionais e demoradas foram complementadas, ainda que a analise
morfolégica continue a ser importante. Métodos moleculares, como a
espectrometria de massa (MS) (179), estédo se tornando essenciais na maioria dos
laboratorios de microbiologia clinica em todo o mundo (180,181). A tecnologia
promove a identificacdo precisa, rapida e barata de microrganismos isolados de
amostras clinicas (182). A técnica de espectrometria de massa com fonte de
ionizagcao e dessorcao a laser assistida por matriz - MALDI (Matrix Assisted Laser

Desorption/lonization) e analisador de massas do tipo tempo-de-voo - TOF (Time-
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of-Flight), MS vem mostrando precisdo e reprodutibilidade na identificacdo de
patégenos (183).

O uso da tecnologia de EM ganhou destaque em 1987 (184), pela
ionizacdo de macromoléculas bioldgicas por laser ao utilizar uma matriz composta
por particulas de cobalto e glicerol. Na analise por MALDI-TOF, a matriz absorve a
energia do laser e ocorre a ionizacdo controlada de proteinas microbianas. As
moléculas ionizadas na forma gasosa sdo posteriormente aceleradas através de
um campo elétrico e depois migram em um tubo de vacuo a uma velocidade
proporcional a razdo massa carga (m/z). Um detector no final do tubo de vacuo
detecta as moléculas de migracao ionizadas e mede seu tempo de voo, sendo que
0S menores ions chegam antes ao detector. Um espectro bruto é pré-processado e
comparado com um banco de dados de espectros de referéncia. Com base na
semelhanca do espectro da amostra com o espectro de referéncia, o
microrganismo é identificado como pertencente ao mesmo género, espécie ou

subespécie do espectro de referéncia (185-187). Os principios da MALDI TOF MS

estao ilustrados na Figura 4 (187).
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Figura 4. Principios gerais da tecnologia de espectrometria de massa por
ionizagdo/dessorgcdo de matriz assistida por laser por tempo de voo (MALDI-TOF).
(adaptado de (187).

1.6 Area geogréfica de estudos

Nas regides Norte e Nordeste do Brasil ocorrem casos de criptococose em
individuos com ou sem evidéncia de imunodepressao, incluindo jovens e criancas,
com elevada morbidade e letalidade (SIH-SUS, 2012). Dessa forma, a criptococose
vem sendo considerada como um grave problema de saude publica. Ndo ha,
entretanto, relatos sobre o potencial patogénico de isolados ambientais de
Cryptococcus em Roraima.

Entre os estados brasileiros, Roraima é o menos populoso (0,3% da
populacéo brasileira total). Segundo os dados do Instituto Brasileiro de Geografia e

Estatistica (IBGE) em 2019 (188), estimou-se para o Estado de Roraima 605.761
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habitantes. O estado esta situado na regido Norte do pais, tendo como capital Boa
Vista, sendo o estado mais setentrional da federacdo, ocupando uma area
aproximada de 224,3 mil km?. Em Roraima predomina o clima similar ao dos
estados da regido Norte que abrigam a Floresta Amazobnica, consistindo
basicamente de clima equatorial e tropical Umido, com temperatura meédia
oscilando entre 20°C e 30°C. Visualmente, o lavrado roraimense lembra o cerrado
e constitui uma regido de 43.281,519 km? equivalente a 19,3% do estado.
Predomina em nove dos quinze municipios de Roraima, com destaque para a
capital Boa Vista, localizada dentro do dominio do lavrado (savana), (188).

Da populacao total do estado de Roraima, 399.213 (65%) concentra-se na
capital Boa Vista (189). O municipio de Bonfim, possui 0 oitavo maior numero de
populacdo do estado, com 12.409 habitantes (2,04%) (189). Bonfim encontra-se
ainda conurbada a cidade guianense de Lethem, constituindo uma aglomeracao
urbana transnacional. As duas manchas urbanas encontram-se separadas apenas
pelo rio Tacutl, sobre o qual passa a ponte Brasil-Guiana, liga-se a Boa Vista pela
BR-401, a uma distancia de 125 km. Pacaraima é conhecida como "Polo Norte de
Roraima”, pelo fato de suas temperaturas serem mais baixas que no resto do
estado, em funcdo de sua altitude de 920m (municipio mais alto do estado). Sua
populacdo é estimada em 17.401 habitantes (189). O acesso a cidade de
Pacaraima se da pela rodovia BR-174. A distancia até Boa Vista é de cerca de 220

quildmetros.
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1.7 JUSTIFICATIVA

Mundialmente a criptococose ocasionada por C. neoformans atinge
predominantemente individuos imunocomprometidos. A América Latina ocupa o
terceiro lugar entre as regides afetadas, com aproximadamente 54.400 casos por
ano. A maioria dos casos diagnosticados de meningite criptocécica ocorrem em
pacientes com AIDS (33). No Brasil, a prevaléncia da criptococose esta
subestimada, pois ndo é uma doenca de notificacdo obrigatoria, além de recursos
financeiros para diagnéstico laboratorial serem limitados em muitas regides (190).

A infeccdo por Cryptococcus € de dificil tratamento e apresenta recidivas
frequentes, mesmo com uso de antifungicos. Os sobreviventes muitas vezes
apresentam graves sequelas. O tratamento desta micose no Brasil esta baseado
na utilizacdo de AmB isoladamente ou associada ao fluconazol, devido a falta de
disponibilidade da 5FC no mercado brasileiro.

Devido a inexisténcia de estudos que descrevem a producéo de fatores de
viruléncia em isolados de C. neoformans em Roraima, nosso estudo se propde a
investigar a arquitetura da superficie celular, fatores de viruléncia e testes de
suscetibilidade a antifingicos em isolados ambientais obtidas nesse estado,
visando assim contribuir para o entendimento sobre como membros ambientais do
complexo C. neoformans podem causar danos ao hospedeiro humano. Espera-se
assim que o presente estudo tenha relevancia sanitaria para a regiao, pois existem
poucos estudos sobre o potencial patogénico de microrganismos ambientais no

estado de Roraima.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Estudar a presenca de C. neoformans em excretas de pombos na capital

Boa Vista e regido fronteirica dos municipios de Bonfim e Paracaraima, estado de

Roraima, caracterizando os isolados ambientais quanto ao tipo molecular,

suscetibilidade a antifungicos e producéo de fatores de viruléncia.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar a carga de Cryptococcus em fezes de pombos.

Isolar e identificar as espécies e 0s gendtipos dos isolados ambientais de
Cryptococcus nessas amostras;

Avaliar a capacidade de melanizacao e producéo de urease nos isolados;
Caracterizar nos isolados elementos fenotipicos associados a viruléncia,
como tamanho do corpo celular, dimensdes capsulares e crescimento a 30
e 37 graus;

Avaliar a capacidade de producdo de GXM capsular e extracelular das
leveduras através de citometria de fluxo, microscopia de fluorescéncia e
ELISA,

Determinar para os isolados a CIM para fluconazol e anfotericina B

utilizando o teste de microdiluicdo em caldo recomendado pelo EUCAST;
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e Analisar as correlagcbes entre a producdo dos diferentes fatores de

viruléncia aqui estudados.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Areas geogréficas e locais de estudo

O ambiente amostral do estudo esta centrado na capital Boa Vista e na
regido de fronteira internacional do estado de Roraima, que compreende o
municipio de Pacaraima, nordeste do estado, localizado na fronteira com a
Venezuela, e o municipio de Bonfim, nordeste do estado, que faz fronteira com a
cidade de Lethen, na Guiana. Como critérios de inclusdo, foram selecionados os
respectivos municipios por fazerem fronteira com o Estado e por abrigarem as aves
(pombos). Nao foram considerados no estudo, amostra de excretas inferiores a 1

grama de peso.

3.2 Obtencéo e processamento dos isolados

No periodo de marco, novembro e dezembro de 2016 e no més de janeiro
de 2017, as amostras de excretas ressecadas das aves foram colhidas nos trés
municipios do estado que possuiam maior nimero de pombos urbanos. As
amostras foram colhidas em 6érgdos governamentais, instituicbes de ensino,
bancos, pracas e locais privados. Todos os locais investigados possuem grande
fluxo de pessoas diariamente.

Com o auxilio de mascara e luvas, foram utilizados frascos e espatulas
estéreis para coleta do material diretamente obtidas de raspado de excretas do

solo, paredes e ninho. As amostras foram transportadas ao Laboratério de
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Microbiologia da Faculdades Cathedral e processadas imediatamente. Foram
considerados como alvo do estudo locais que continham quantidades superiores a
19 de excretas secas de pombos.

Primeiramente, as excretas foram maceradas com auxilio de gral e pistilo
estéril e, na sequéncia, 1g de amostra foi transferido para tubo estéril e
homogeneizado por cinco minutos em 10 mL de solucéo salina estéril contendo 0,5
mg/mL de gentamicina. As amostras foram posteriormente mantidas em repouso
por 30 minutos. Dessa suspensao foram utilizados 0,1 mL para inoculagdo em meio
sélido contendo extrato de sementes de niger (NSA) suplementado com
cloranfenicol (0,2 mg/mL) usando alca de Drigalski estéril. O material foi incubado a
25°C por até sete dias com observacdo diaria para deteccdo de crescimento
fungico (191,192). Colbnias pigmentadas de consisténcia mucoide (Figura 5) foram
selecionadas para avaliacdo micromorfolégica. Aquelas que continham células
compativeis com as de C. neoformans ou outras espécies do género (redondas,
ovais com ou sem brotamento), foram armazenadas e identificadas individualmente
em tubos com meio agar Sabouraud Dextrose (ASD) a 4°C. Quando a amostra
continha varias coldnias que apresentavam caracteristicas fenotipicas sugestivas
para o género Cryptococcus, foi selecionada aleatoriamente uma colbnia para

analise por Espectometria de Massa MALDI-TOF.
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Figura 5. Aspecto de colbnias marrons sugestivas de Cryptococcus spp. isoladas em
placas de Petri apds processamento das excretas.

A determiacdo das unidades formadoras de colénias (UFC) tipicas de
Cryptococcus spp. (Figura 5) se deu pela homogeneizacdo de cada 1 grama de
excreta amostrada em 10 mL de agua destilada estéril, sendo que 0,1 mL foi
utilizado para semeadura das amostras em placas de NSA gue foram incubadas a
30°C por até 5 dias para posterior contagem de UFCs. O valor obtido foi
multiplicado por 100 pela diluicdo previamente realizada (1 grama excreta por
amostra diluida em 10 mL agua destilada estéril), para expressar um resultado final
em UFC/grama de excreta.

Para ampliar o nimero de isolados obtidos nesse estudo, foram adicionados
aos testes, seis isolados de C. neoformans obtidos de excretas de pombos em
diferentes locais de Boa Vista. Esses seis isolados, identificados como 3Pb3, 5Pb2,
19Pb4, 23Pb2, 32Pbl e RR2605, fazem parte do acervo de culturas de leveduras
do Laboratério de Micologia do Centro de Estudos da Biodiversidade da
Universidade Federal de Roraima, sob a responsabilidade da Profa. Dra. Silvana

Fortes.
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3.3 ldentificacéo dos isolados por MALDI-TOF MS

A extracdo de proteinas de cada isolado foi realizada através da
transferéncia de uma alca de biomassa da levedura para um tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL contendo 300 pl de agua purificada. A suspenséao obtida
foi misturada com 900 ul de etanol absoluto e centrifugada novamente por um
minuto. Os sedimentos foram secos em temperatura ambiente e suspensos em 50
Ml de acido formico (70%). Adicionou-se um volume equivalente de acetonitrila e a
mistura foi novamente centrifugada por 2 minutos a 13.000 rpm. Amostras de
sobrenadante (1 pl, quadruplicatas) foram colocadas em uma lamina descartavel
composta por um suporte de polipropileno com uma camada de aco inoxidavel
(bioMérieux). Apds a secagem ao ar, cada amostra foi coberta com 1 pl de matriz
de acido a-ciano-4-hidroxicinamico (HCCA) (bioMérieux). As amostras foram
analisadas pelo Vitek MS (bioMérieux) e os espectros foram gerados utilizando o
software Launchpad versao 2.8 (bioMérieux). A analise dos dados foi realizada com
o software Saramis Premium (versdo 4.12, bioMérieux). Valores de pontuacao
acima de 1000 pontos se correlacionam com um nivel de confianca de 99,9% de
identificacdo. A identificacdo de gendtipos foi baseada em um estudo recente

usando MALDI-TOF MS para discriminar entre genétipos de Cryptococcus (193).

3.4 Determinagdo espectrofotométrica das taxas de crescimento

Todos os isolados foram cultivados a 30°C durante 24 horas sob agitacao

(200 rpm) em meio Sabouraud liquido (10g/L de peptona e 20g/L dextrose). As
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células foram lavadas duas vezes em solucao salina tamponada com fosfato (PBS)
estéril e ajustadas para uma densidade Optica (A=600) de 0,01, para posterior
incubacédo a temperatura de 30°C ou 37°C no mesmo meio, sob agitacdo (200
rpm). Aliguotas de cada cultura foram coletadas em 4, 6, 8, 10, 12, 24 e 48 horas

para avaliagdo da densidade optica.

3.4 Determinacgéo espectrofotométrica de atividade da urease

Para determinagcdo da atividade da urease, as células foram cultivadas por 24
horas em meio Saboraud liquido e lavadas por trés vezes com PBS. ApoOs esse
periodo, os isolados foram transferidos para meio de cultura contendo uréia (4
g/100 mL), extrato de levedura (0,02 g/100 mL), vermelho de fenol (0,002 g/
100mL), KH2PO4 (0,273 g/100 mL) e Na2HPO4 (0,285 g/100 mL). ApGs 24 horas de
incubagdo a 37°C no meio acima descrito, foram medidas as absorbéncias em
cumprimento de onda equivalente a 540nm, conforme descrito por Kwon-Chung et

al. (95).

3.5 Analise da produc¢édo de melanina

As cepas foram cultivadas em placas contendo meio Sabouraud por 48
horas em temperatura ambiente. Em seguida, duas colonias de cada isolado foram
selecionadas, lavadas com 2 mL PBS 1x e entdo com o auxilio de uma alca de
platina (20 pl) foram semeadas por estrias na superficie em meio (NSA) contendo

50¢/L Guizotia abyssinica, glucose (1g/L), KH2POa4 (1g/L), creatinina (1g/L), agar
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(15g/L), pH 6.5 (194). As placas foram incubadas por 48 horas em temperatura de
37°C ao abrigo da luz. A pigmentacéo foi avaliada diariamente por analise visual
das células por 72 horas. Como controle negativo, foi utilizada a cepa de

Saccharomyces cerevisae RSY 113.

3.6 Andlises microscopicas e de imunofluorescéncia.

Os diferentes isolados foram cultivados em meio Sabouraud liquido por 16
horas a 30°C sob agitacdo (200 rpm). Apds crescimento, as células de cada isolado
foram lavadas por trés vezes em PBS e incubadas em meio minimo quimicamente
definido composto de glicose (15mM), MgSO4 (10mM), KH2PO4 (29,4mM), glicina
(13mM) e tiamina-HCI (3M), pH 5,5, durante trés dias nas mesmas condicdes
descritas acima. As células foram colhidas por centrifugacado, lavadas em PBS e
fixadas em paraformaldeido a 4% (1h a temperatura ambiente). As células foram
entdo bloqueadas com albumina de soro bovino a 1% (BSA) em PBS (1 hora,
37°C) e incubadas com o anticorpo monoclonal anti-GXM 18B7 (IgG1) (mAb18B7 a
10mg/mL, 1 hora, 37°C), gentilmente doado pelo Dr. Arturo Casadevall
(Universidade Johns Hopkins). As células foram novamente lavas e incubadas com
um anticorpo secundario anti-mouse IgG, conjugado com Alexa Fluor 488 (10
ug/mL, 1 hora, 37°C; Invitrogen, EUA). As células também foram coradas com
calcofluor white (5ug/mL, 1 hora, 37°C; Invitrogen, EUA) para visualizacdo da
parede celular. As células foram novamente lavadas com PBS e contracoradas

com tinta nanquim para medicdo capsular. Todas as imagens foram adquiridas
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usando um microscopio optico de fluorescéncia Axioplan 2 (Zeiss, Alemanha) com
uma objetiva de imersdo de 63X. Para determinacdo quantitativa das dimensdes
celulares, foram determinados os diametros das células e capsulas contra-coradas
com tinta Nanquim (100 medicdes para cada isolado) utilizando o software Fiji. Em
seguida as imagens obtidas foram processadas utilizando o software analySIS
(Soft ImageJ Sistem) e as dimensdes capsulares foram expressas como a razao
entre os diametros capsular e celular, enquanto os diametros celulares foram

expressos em pm.

3.7 Avaliagéo da diversidade capsular

Células fungicas foram cultivadas em YPD (extrato de levedura-peptona-
dextrose) por 48 horas a 30°C e transferidas para RPMI para posterior incubacao
por 24 horas a 37°C para inducdo de secrecdo de GXM, conforme descrito por
O’'meara & Alspaugh (195). As células fungicas foram recolhidas e preparadas para
coloragcdo com mAb 18B7 como descrito acima para analise de imunofluorescéncia.
As células foram analisadas por citometria de fluxo em citbmetro FACS Il, como
recentemente descrito pelo nosso grupo (196). Os dados foram processados com 0

software FACSDiva Version, versao 6.1.3.

3.8 Andlise da secrecdo de GXM pelos diferentes isolados
A deteccdo de GXM livre em sobrenadante de culturas dos diferentes

isolados foi realizada por ELISA como previamente descrito por Casadevall et al.
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(197). A metologia e condicdes de crescimento e incubacdo das colbnias, foram as
mesmas realizados no item (3.7). Resumidamente, os sobrenadantes foram
recolhidos por centrifugacdo e utilizados para sensibilizar os pocos de uma placa
de poliestireno de 96 pocos por 1 hora a 37°C. Apos a sensibilizacéo, a placa foi
lavada com PBS e entédo bloqueada com 1% de albumina bovina sérica (BSA), por
mais 1 hora a 37°C. Apos bloqueio, foi adicionado aos po¢os o0 anticorpo
monoclonal 18B7 em 1% BSA em PBS e a placa incubada por mais uma h a 37°C.
Em seguida a placa foi lavada com PBS e os pocos foram incubados com o
anticorpo secundario IgGl de cabra anti-camundongo conjugado a fosfatase
alcalina por 1 hora a 37°C. A reacao foi revelada ap6s a adicdo de hexaidrato de p-
nitrofenil fosfato dissddico, seguido de leitura espectrofotométrica a 405 nm. GXM
purificada (198), foi utilizada para elaboracdo de curvas padrdo para a

guantificacdo da GXM livre nos sobrenadantes de cultura dos diferentes isolados.

3.9 Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Para a determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) para
anfotericina B (AMB) e fluconazol (FLZ), foi realizado o teste de sensibilidade
antifangica seguindo o protocolo preconizado pelo EUCAST (Método de referéncia
E.Def 7.3.1) (167). Para isso, os isolados de C. neoformans foram cultivados em
placas de agar Sabouraud por 48 horas a 30°C e entdo uma suspensdo de 5x10°
células/mL foi preparada em H20 destilada. As placas de sensibilidade antifiungica

foram preparadas com uma faixa de concentragbes de AmB de 16 a 0,03 pg/mL e
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de FLZ de 64 a 0,12 pg/mL em RPMI 2x concentrado, suplementado com 4% de
glicose, tamponado a pH 7,0 com MOPS 165 mM. 100 uL dos in6culos preparados
foram utilizados para inocular as placas de antifungico, que apds a inoculacao
atingem as concentracoes desejadas de RPMI 1x suplementado com 2% de
glicose. Apds serem inoculadas, as placas foram incubadas a 35°C sem agitacéo
por 48 horas. Em seguida, mediu-se a DO a 530 nm e definiu-se a CIM como a
concentracdo antifiUngica capaz de inibir 90% (para AMB) e 50% (para FLZ) do
crescimento em comparagcdo com 0 poco controle sem antifangico. As cepas
Candida parapsilosis (ATCC 22019) e Candida krusei (ATCC 6258) foram
utilizadas como controle de qualidade nos experimentos conforme preconizado

pelo EUCAST.

3.9 Analises estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad Prism
(La Jolla, CA). As comparacdes entre os grupos foram submetidas a analise de
variancia one-way (ANOVA) e as comparacfes pareadas foram realizadas com o
teste t de Student. Testes de correlacdo foram também realizados com o software
GraphPad Prism para célculo dos valores de R? e P. Valores significativos de
correlacao foram definidos usando o corte de 0,05. A coleta de dados para analise
de correlacédo incluiu valores médios de GXM livre no sobrenadante de cultura
(ng/mL), atividade da urease (unidades de absorbéancia), diametros do corpo celular

(um), tamanho da capsula (um) e reatividade sorolégica da capsula com mAb 18B7
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(unidades de fluorescéncia obtidas a partir de analise de citometria de fluxo) de 24

pares XY (23 isolados mais a cepa padréo H99 / ATCC 208821).
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4. RESULTADOS

4.1 ldentificagdo de isolados ambientais C. neoformans

Devido a importancia clinica de C. neoformans gendtipo VNI na regiao
Norte do Brasil (199,200) e sua associa¢cdo com excretas de pombos (18,201-203),
as amostras selecionadas para este estudo foram limitadas a excrementos de
pombos.

Os tipos moleculares foram identificados por MALDI-TOF MS. Todos os
isolados (17 positivos) corresponderam ao C. neoformans VNI. Como mencionado
anteriormente, foram incluidos em nosso trabalho seis isolados, que apds analise
genotipica por MALDI-TOF MS foram identificados como C. neoformans VNI: 3Pb3,
5b2, 19Pb4, 23Pb2, 32Pbl e RR 2605, pertencentes a micoteca da UFRR (Tabela

1).
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Tabela 1. Caracterizacdo por MALDI-TOF MS dos isolados provenientes dos municipios
Bonfim, Pacaraima e Boa Vista, Roraima®*.

Isolado Local Género e espécie | Gendtipo Range (%) | Score (range)
1B Hemocentro C. neoformans VNI 99,90 1224
2B Hemocentro C. neoformans VNI 99,90 1235
2C Hemocentro C. neoformans VNI 99,90 1235
2D Hemocentro C. neoformans VNI 99,90 1240
4C Hemocentro C. neoformans VNI 99,90 1245
7 Batlhdo Policia Militar | C. neoformans VNI 99,90 1225
33A1 Escola Publica C. neoformans VNI 99,90 1221
54A1 Praca C. neoformans VNI 99,90 1237
56A1 Orgéo publico C. neoformans VNI 99,90 1250
68B1 Orgéo publico C. neoformans VNI 99,90 1250
69A1 Orgéo publico C. neoformans VNI 99,90 1246
81A1 Org&o publico C. neoformans VNI 99,90 1250
96A1 Org&o publico C. neoformans VNI 99,90 1230
106A1 Escola publica C. neoformans VNI 99,90 1243
144A1 Orgao particular C. neoformans VNI 99,90 1242
151A1 Orgao particular C. neoformans VNI 99,90 1235
176A1 Orgéo publico C. neoformans VNI 99,90 1232
3Pb3 | Acervo laboratorio Ufrr | C. neoformans VNI 99,90 1368
5Pb2 Acervo laboratorio Ufrr | C. neoformans VNI 99,90 1249
19Pb4 | Acervo laboratério Ufrr | C. neoformans VNI 99,90 1158
23Pb2 | Acervo laboratorio Ufrr | C. neoformans VNI 99,90 1221
32Bpl | Acervo laborat6rio Ufrr | C. neoformans VNI 99,90 1235
RR2605 | Acervo laboratério Ufrr | C. neoformans VNI 99,90 1236

*A identificacdo dos fungos baseou-se nos dados fornecidos pelo software SARAMIS Premium
(bioMérieux) com uma base de dados validada de C. neoformans e C. gattii perfis espectrais de
gendtipos (Siqueira et al., (193). Valores de pontuagdo acima de 1000 pontos se correlacionam
com um nivel de confianca de 99,9% de identificacdo. Nenhum dos isolados teve escores acima

de 1000 pontos para outros genotipos.



As taxas de identificacdo de positividade para C. neoformans VNI nas
amostras coletadas nos municipios foram variadas, incluindo 25% nas amostras
obtidas na cidade de Bonfim (5 de 20 isolados), 12,5% em Pacaraima (1 de 8

isolados) e 6% na capital Boa Vista (11 de 184 isolados) (Figura 6).
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Figura 6. llustrac@o geogréfica dos locais de coleta das amostras identificadas de C. neoformans. As
cidades onde foram realizadas as coletas (Pacaraima, Boa Vista e Bonfim) estdo em destaque, sendo
utilizados nesse estudo 1 isolado de Pacaraima, 5 isolados de Bonfim e 17 isolados de Boa Vista,
conforme informado no mapa.

4.2 Isolados ambientais

Ressalta-se que a quantidade de excretas encontradas durante as coletas
foi muito variavel, apresentando baixa quantidade em &reas privadas em

comparacdo com areas publicas. Foi possivel observar no momento da coleta que
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em muitos locais de propriedade particular, eram realizadas limpezas diarias dos
ambientes, ndo ocorrendo acumulo de excretas, apesar da presenca dos pombos.
Na capital Boa Vista, por se tratar de uma maior area urbana (e com varias opcoes
de abrigo), como consequéncia observamos uma maior quantidade de aves e
pontos de coletas. Podemos observar uma diferenca expressiva na quantidade de
amostras coletadas (184) quando comparado aos dois municipios fronteiricos,

Bonfim e Pacaraima, com 20 e 8 amostras coletadas respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2. Numero de amostras de excretas de pombos positivas para C.
neoformans genotipo VNI, coletadas nos dois municipios e na capital de Roraima.

% Positividade

Locais Procedéncia N°de amostras Genétipo VNI Genobtipo VNI
Hospital estadual Bonfim 20 5 25
Batalh&o Policia Militar Pacaraima 8 1 12,5
Escolas Publicas 45 2 4,4
Orgaos Particulares Boa Vista 30 1 3,3
Orgéos Publicos 44 5 11,3
Pracas 65 3 4,6
Subtotal Boa Vista - 184 11 59
Total nos Municipios 3 212 17 8

A quantidade de UFC/g de excretas variou de 100 a 12.700 (média de
2.686) entre as amostras coletadas nos trés municipios do estado de Roraima.
Durante o periodo das coletas, foi possivel identificar que em locais onde possuiam
uma maior quantidade de excretas e ninhos havia uma correlagdo com uma maior
contagem de unidades formadoras de colénias (UFC) de aspecto superficial

brilhante, liso, com consisténcia cremosa a mucoide, e coloracdo que variou de
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bege a marrom claro e ao marrom escuro, caracteristicas de crescimento de C.

neoformans (Tabela 3).

Tabela 3. Densidade de Cryptococcus spp. em amostras de excretas de pombos,
coletadas no estado de Roraima.

Amostra | . Local No de colbnias Densidade
isolamento observadas (UFClg)
1B Bonfim 8 800
2B Bonfim 3 300
2C Bonfim 11 1.100
2D Bonfim 9 900
4C Bonfim 12 1.200
7 Pacaraima 1 100
33A1 Boa Vista 23 2.300
54A1 Boa Vista 12 1.200
56A1 Boa Vista 21 2.100
68B1 Boa Vista 4 400
69A1 Boa Vista 19 1.900
81A1 Boa Vista 17 1.700
96A1 Boa Vista 34 3.400
106A1 Boa Vista 63 6.300
144A1 Boa Vista 2 200
151A1 Boa Vista 127 12.700
176A1 Boa Vista 43 4,300
3Pb3 Boa Vista 13 1.300
5Pb2 Boa Vista 35 3.500
19Pb4 Boa Vista 81 8.100
23Pb2 Boa Vista 67 6.700
32Bpl Boa Vista 1 100
RR 2605 Boa Vista 12 1.200

4.3 Caracterizacao fenotipica de isolados de C. neoformans
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A melanina € um importante fator de viruléncia no género Cryptococcus
(18), o que nos levou a avaliar se os isolados identificados como C. neoformans

VNI teriam diferencas de melanizacdo. Os 23 isolados melanizaram similarmente

em cultivo agar niger (Figura 7).

Figura 7. Imagem da tentativa de melanizacdo dos 23 isolados de C. neoformans VNI e
cepa controle H99 / ATCC 208821em agar niger. Nenhuma diferenca visual foi observada
entre as culturas de C. neoformans.

A capacidade de adaptagdo ao crescimento a diferentes temperaturas confere ao
Cryptococcus uma importante caracteristica de sobreviver no ambiente e também infectando
0 hospedeiro e por isso, avaliamos a capacidade de crescimento dos diferentes isolados a
30 e 37°C. A 30°C, nenhuma diferenca significativa foi encontrada no crescimento dos
diferentes isolados (Figura 8A). Ja a 37°C, foi observado que oito isolados (176A1, 106A1,
81A1, 56A1, 23Pb2, 19Pb4, 5Pb2 e RR 2605) crescerem mais rapidamente nas primeiras 12
horas equiparada a cepa padrdo H99 / ATCC 208821, mas nenhuma diferenca significativa
entre todos os isolados foi observada ap6s 24 horas de cultivo, exceto para o isolado (3Pb3)

gue apresentou uma menor taxa de crescimento nos dois tempos avaliados (Figura 8A e B).
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Figura 8. Taxas de crescimento dos 23 isolados de C. neoformans do estado de Roraima,
Brasil, em comparacdo com a cepa padrdao H99 / ATCC 208821. (A). Medicédo
espectrofotométrica do crescimento de cada isolado testado a 30°C (painel da esquerda) e
37°C (painel da direita). A cepa padrdo H99 / ATCC 208821 é destacada em vermelho.
Todos os isolados tiveram taxas de crescimento semelhantes, com excec¢do do isolado
3Pb3, que manifestou menor capacidade de proliferar a 37°C (linha verde). (B) Analise
estatistica das taxas de proliferacdo em 12 e 24 horas apds a inoculacdo em meio de
cultura. Barras Laranjas denota crescimento fingico alterado apds 12 horas (* P <0,05; **
P <0,0001) em comparagdo com a cepa padrdo H99 / ATCC 208821 (barra vermelha).
Barras azuis denotam crescimento fungico a taxas semelhantes as descritas para a cepa
padrdo H99 / ATCC 208821. Apds 24 horas, somente o isolado 3Pb3 (barra verde)
apresentou taxas de proliferacdo estatisticamente diferentes daquelas calculadas para a
cepa padrdo H99 / ATCC 208821.

Devido ao papel bem conhecido da urease na patogénese de Cryptococcus
(18), a atividade extracelular dessa enzima também foi determinada (figura 9). A
maioria das cepas (15 isolados) manifestou niveis de atividade da urease
semelhantes aos encontrados na cepa padrdo H99 / ATCC 208821. No entanto, 8
isolados (56A1, 81A1,106A1, 176A1l, 5Pb2, 19Pb4, RR2605 e 23Pb2) produziram

atividade enzimatica muito menor.
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Figura 9. Determinacéo da atividade da urease em sobrenadantes de cultura dos isolados
de C. neoformans de Roraima, em comparacdo com a cepa padrdo H99 / ATCC 208821.
Com excecdo dos isolados 176A1, 106A1, 81A1, 56A1, 23Pb2, 19Pb4, 5Pb2 e RR2605,
gue produziram niveis significativamente menores de atividade de urease em comparacao

48



com a cepa padrdo H99 / ATCC 208821 (asteriscos, P <0,0001), todos os isolados
produzidos niveis semelhantes de atividade de urease.
4.4 Diversidade de polissacarideos nos isolados de C. neoformans

Todos os isolados foram processados para exame microscopico por contra-
coloragdo com tinta Nanquim e andlise de superficie por microscopia de
fluorescéncia (Figura 10). Apesar de todos os isolados de C. neoformans
corresponderem ao tipo molecular VNI, uma grande variacdo morfologica foi
observada apos a contrastagdo com tinta Nanquim. Analises visuais do tamanho da
capsula revelaram isolados com dimens@es muito pequenas (isolado 56A1, Figura
10), outros moderadamente reduzidas (isolado RR2605, Figura 10) e outros
grandes (isolado 2D, Figura 10). Diferencas nos diametros das células também
foram aparentes, como concluiu-se a partir da deteccdo de isolados com células
muito pequenas (isolado 106A1, Figura 10), outros com células de levedura com as
tipicas dimensdes criptocécicas (a maioria dos isolados, vide isolado 3Pb3 na
Figura 10) e um isolado (151A1, Figura 10) com valores de diametro que eram
compativeis com aqueles descritos para as células Titds. Diferencas no teer
conteldo de quitina na parede celular dos diferentes isolados também foram
observados, como deduzido pela reatividade reduzida dos isolados 5Pb2,19Pb4 e

176A1 com o calcofluor (Figura 10).
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India ink Cell wall Capsule

Figura 10. Exame microscopico dos isolados de C. neoformans de Roraima e da cepa padrdo H99 / ATCC 208821. Para cada
isolado, sdo mostrados contra-coloracdo com nanquim (painéis de campo escuro), ligacdo de calcofluor (fluorescéncia azul) e
marcacédo de GXM (fluorescéncia verde). Ver a imagem ao fundo direito para ilustragdo dos compartimentos celulares analisados.
Barras de escala, 5 um.
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A reatividade capsular com o0 mAb anti-GXM 18B7 revelou pelo menos trés
perfis diferentes de ligacdo do anticorpo a capsula (Figura 10), que classificamos
como anelares, agregados e pontilhados. Reacgdes sorologicas praticamente
negativas também foram observadas. A maioria dos isolados (n = 1) demonstraram
perfil agregado (3Pb3, 7, 144A1, 96A1, 69A1,68B1, 54A1, 33A1, 2B, 2C e 2D),
cinco demonstraram perfil anelar (151A1, 81A1, 32Pbl, 4C e 1B) e quatro
aprsentaram pefil pontilhado (56A1, 23Pb2, 19Pb4 e RR22605). Além disso, trés
isolados tiveram fluorescéncia praticamente indetectavel (176A1, 106A1l e 5Pb2).
Considerando que todos os isolados supostamente pertencem ao mesmo sorotipo,
esses resultados reforcam as limitacdes da classificacdo de Cryptococcus.

A percepcéo visual de que as dimensdes do corpo celular e da capsula
eram variaveis foi confirmada por analises quantitativas (figura 11). Os diametros
totais das células dos isolados (corpo celular + capsula) variaram de 1 a 30 um,
com valores médios mais concentrados na faixa de 7-8 um (figura 11A). O isolado
gue apresentou maior diametro foi o isolado 151A1, com o diametro variando de 2
a 30 um. Os isolados 23PB2, 19PB4, 5PB2 e RR2605, por outro lado,
apresentaram os menores valores médios de diametro celular (aproximadamente 2
pMm). As dimensdes capsulares foram expressas como a razao entre a 0s diametros
da capsula e os diametros celulares (figura 11B). Capsulas menores geraram
valores proximos a 1 e capsulas maiores produziram valores maiores. Os valores
médios variaram de aproximadamente 1,4 a 2,2 pm, com o isolado 2D

manifestando a maior capsula.

50



>
g

*kk
30- B *kkk
—~~ [
c 254
=
)
g 20 m oo
5 154 n - .
= AA
o) Q %
- ¥ siév : fg
C | ] | | | ] ] q: ] (ll, ] | 1 ] | | 6; ]
NN N NN N OO0 R R L0 O
> 0" 50 OV B @ N QS O
§ ¥ & QTS RS ¥ (;'g:ﬁ’ A
B Strain
3
—— *kkk A
wekdk *kk — 2

*%

Capsule Diameter/ Cell Diameter

0=
B AN A NNNNANNNANNNNG L OO®RQOLH
O O o0 O N NS
,§2 \(o'\?‘ <\r°?“\ DP? \Q@?‘ q@?‘ %\V“ 6(3?‘ ‘_ong 650?‘ 6_?? ’5{5?;5(8 q':-? @2 °.)Q > QY Vv Q‘..\g) &
&
Strain

Figura 11. Determinagdo quantitativa das dimensdes celulares nos isolados ambientais de
C. neoformans em comparacdo com a cepa padrdo H99 / ATCC 208821. (A). Andlise do
didmetro celular. Diferengas estatisticas resultantes da analise do didmetro da célula em
comparagdo com a cepa padrao H99 / ATCC 208821 sdo destacados com asteriscos (***
P = 0,0001 e **** P <0,0001). (B) RazbGes de diametro capsular / celular. Estatistica
diferencas em comparagdo com a cepa padrao H99 / ATCC 208821 sdo destacadas com
asteriscos (* P <0,05; ** P <0,005; *** P <0,0005 e **** P <0,0001).

Os isolados de C. neoformans também foram analisados sob condi¢cfes de

secrecdo de GXM e indugéo de capsula (24 horas de incubagcdo em RPMI, 37°C).



Nesta condicdo, a reatividade dos 23 isolados com o mAb 18B7 foi aumentada,

conforme quantificado por citometria de fluxo (figura 12).
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Figura 12. Determinacdo quantitativa da reatividade do mAb 18B7 com os isolados de C.
neoformans. A andlise de citometria de fluxo € mostrada para cada isolado. Histogramas
azuis representam controles negativos (sem anticorpo primario). Os histogramas
vermelhos representam a marcacao das células fugicas com o mAb 18B7.

Com base na importancia da GXM extracelular tanto na fisiologia quanto na
patogénese de Cryptococcus, analisamos a reatividade dos polissacarideos
extracelulares produzidos por cada isolado com mAb 18B7 e comparamos com a
cepa padrao H99 / ATCC 208821 (figura 13). Uma grande diversidade na reatividade
foi observada entre os isolados. As concentracoes de GXM extracelular

determinadas demonstraram variagdes de 1 a aproximadamente 30 ug/ml.
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Figura 13. Deteccdo de GXM extracelular por ELISA. Cada sobrenadante foi analisado
guanto a reatividade com o mAb 18B7, que demonstrou perfis de detec¢cdo de GXM baixo
(isolados 106A1, 23Pb2, 19Pb4, 5Pb2), intermediario (isolados 151A1, 7, 176A1, 144A1,
96A1, 81A1, 69A1, 68B1, 56Al1, 54A1, 33A1, 32Pbl, 2D, 2B, 1B, 2C e RR2605) e alto
(3Pb3 e 4C) através de reactividade do polissacarideo com o mAb 18B7. A analise
estatistica revelou diferencas significativas (*P<0,05) apenas quando a producdo dos
isolados 23Pb2, 19Pb4, 5Pb2 foi comparada com a producdo dos isolados 3Pb3, 4C e a
cepa padrdo H99 / ATCC 208821).

4.5 Andlise de correlacdo das dimensdes celulares, tamanho da capsula,
deteccdo de GXM extracelular, reconhecimento sorolégico da superficie celular e

atividade da urease.

ApoOs a coleta das informacgdes sobre diversos parametros fenotipicos, foi
realizada uma analise multifatorial das principais caracteristicas observadas nos

isolados de C. neoformans deste estudo. Analisamos a correlagdo matematica
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entre tamanho da cépsula, diametros celulares, atividade da urease, deteccédo de
GXM extracelular e reatividade sorolégica do mAb 18B7 com a capsula
criptocdcica (figura 14). Uma forte correlagdo entre o tamanho da capsula e as
dimensdes do corpo celular foi observada (P <0,0001). As dimensdes celulares
também foram correlacionadas com a atividade da urease (P <0,0001) e a
deteccdo da GXM extracelular (P = 0,0034), mas ndo com a reatividade sorologica
do mAb 18B7 com a capsula (P = 0,4578). Aléem de se correlacionar com as
dimensdes celulares, o tamanho da cépsula correlacionou-se com a atividade da
urease (P <0,0001) e a deteccao da GXM (P = 0,0032), mas ndao com a ligacdo do
mAb18B7 a capsula (P = 0,6837). A atividade da urease também foi correlacionada
com a deteccdo de GXM extracelular (P = 0,0273). Resultados negativos foram
observados quando a ligacdo do anticorpo foi correlacionada com as dimensdes

capsulares (P = 0,4425) e com a atividade da urease (P = 0,7258).
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Figura 14. Andlises de correlacdo dos diferentes parametros avaliados no presente
estudo. Os painéis de correlacdo comecam com o0s valores de correlacdo mais altos,
conforme inferidos pelo calculo dos valores de R ao quadrado e da significancia estatistica
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(valores de P). Linhas/pontos laranja denotam correlacdo positiva; linhas/pontos roxos
indicam néo haver correlacgéo.

4.6 Determinacdo da CIM para isolados ambientais

Os valores de CIM dos 23 isolados de Roraima, bem como os valores
obtidos com a cepa padréao H99 / ATCC 208821, sédo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Concentracao inibitéria minima (CIM) para anfotericina B e fluconazol
dos 23 isolados de C. neoformans coletados nos municipios Pacaraima, Bonfim e
Boa Vista, Roraima

Identificacdo dos isolados CIM (pug/mL)
Cepa Origem FLZ AmB
1B Bonfim 2.0 1.0
2B Bonfim 2.0 1.0
2C Bonfim 2.0 1.0
2D Bonfim 4.0 2.0
4C Bonfim 4.0 0.25
7 Pacaraima 2.0 1.0
33A1 Boa Vista 4.0 1.0
54A1 Boa Vista 4.0 2.0
56A1 Boa Vista 4.0 2.0
68B1 Boa Vista 2.0 1.0
69A1 Boa Vista 4.0 1.0
81A1 Boa Vista 4.0 2.0
96A1 Boa Vista 2.0 2.0
106A1 Boa Vista 2.0 2.0
144A1 Boa Vista 4.0 0.25
151A1 Boa Vista 8.0 1.0
176A1 Boa Vista 8.0 0.25
3Pb3 Boa Vista 2.0 1.0
5Pb2 Boa Vista 4.0 1.0
19Pb4 Boa Vista 4.0 1.0
23Pb2 Boa Vista 2.0 2.0
32Bpl Boa Vista 2.0 2.0
RR 2605 Boa Vista 4.0 0.25
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continua...

H99 / ATCC 208821 Referéncia 2.0 1.0

C. krusei ATCC6258* Controle >64 0.5

C. parapsilosis Controle 1.0 0.5
ATCC22019*

Legenda: Fluconazol (FLZ); AmB (AMB).
FLZ — Inibicdo de 50% do crescimento; AmB (AMB) — Inibicdo de 90% do crescimento. *
Cepas controle EUCAST: C. krusei ATCC6258 — MIC esperado AMB: 0.25-1 pg/mL; MIC
esperado FLZ: 16->64 pg/mL. C. parapsilosis ATCC22019: CIM esperado AmB: 0.12-0.5
pg/mL; CIM esperado FLZ: 0.5-2 pg/mL.

Os valores de CIM para FLZ no conjunto das 24 amostras situaram-se entre
2.0 yg/mL a 8.0 yg/mL. Para AmB, os valores variaram de 0,25 ug/mL a 2.0 ug/mL.

Individualmente, quando comparados os valores de CIM para os 23 isolados
ambientais com os valores encontrados para a cepa padrdo H99 / ATCC 208821, foi
possivel verificar trés faixas de valores de CIM para ambas as drogas. Para o FLZ
obtivemos valores iguais aos obtidos para a cepa H99 / ATCC 208821 (2.0 pug/mL)
nos isolados 1B, 2B, 2C, 7, 68B1, 96A1, 106A1, 3Pb3, 23Pb2 e 32Pbl. Para os
isolados 2D, 4C, 33A1, 54A1, 56A1, 69A1, 81A1, 144A1, 5Pb2, 19Pb4 e RR 2605
o valor de CIM foi 4.0 uyg/mL, e para os isolados 151A1 e 176A1, 8.0 yg/mL. O
valor da CIM da AmB para a cepa padrao H99 / ATCC 208821 foi de 1.0 ug/mL. Para
os isolados estudados, o valor de 0,25 ug/mL foi encontrado para os isolados 4C,
144A1, 176A1 e RR 2605, 1.0 uyg/mL para os isolados 1B, 2B, 2C, 7, 33A1, 68B1,
69B1, 151A1, 3Pb3, 5Pb2 e 19Pb4, e 2.0 ug/mL para os isolados 2D, 54A1, 56A1,

81A1, 96A1, 106A1, 23Pbl e 32Pb1.

56



5. DISCUSSAO

Apesar de patogénico para humanos, C. neoformans e C. gattii sdo espécies
de fungos ambientais. O habitat natural do C. neoformans inclui excretas de aves,
especialmente de pombos domésticos (C. livia), embora o fungo j& tenha sido
isolado de fezes de outras aves, como Melopsittacus undulatus (periquito
australiano), Serinus canaria (canario belga), Taeniopigya guttata (mandarim),
Agapornis sp. (agapore) e Nymphicus hollandicus (calopsita) (204). A facilidade do
desenvolvimento da levedura nesses ambientes se deve ao fato de que este fungo
utiliza a creatina, o acido urico, as purinas e xantinas presentes nas excretas como
fonte de nitrogénio para sua sobrevivéncia e reproducéo (205).

Dados de publicacdes nacionais relacionados a C. neoformans, descrevem
sua presenca em todas as regides brasileiras. De acordo com os dados
epidemioldgicos relacionados a criptococose para o Brasil, a macrorregido norte
(Amazonas, Roraima, Pernambuco, Piaui e Bahia) é classificada como endémica
para C. gattii, enquanto a macrorregido sul (Mato Grosso do Sul, Minas Gerais,
Séo Paulo, Rio de Janeiro, Parana e Rio Grande do Sul), em que ha predominio da
infeccdo por C. neoformans (206), endémica para essa espécie. Wirth et al. (207)
demonstraram que varias regides exibiram alta prevaléncia do tipo molecular VNI e
casos esporadicos dos tipos moleculares VNII e VGII no Brasil. A predominancia
do tipo molecular do VNI foi descrita nos estados de Sdo Paulo, Minas Gerais,
Mato Grosso, Amazonas, Plaui, Rio Grande do Sul e Rio de Janeiro. Nunes et al.

(208) caracterizaram tipos moleculares do complexo de espécies Cryptococcus
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isolados de pacientes com meningite criptocécica no estado do Mato Grosso do
Sul. Esses resultados revelaram 105 (87,5%) e 5 (55,6%) isolados dos complexos
C. neoformans e C. gattii, respectivamente. Destes, a maioria dos isolados eram
pertencentes ao tipo molecular VNI (89,1%), enquanto os tipos moleculares VGII
(7%) e VNII (3,9%) foram observados com menor frequéncia.

Em relacdo aos isolados ambientais, os achados aqui apresentados estéo
de acordo com os dados da literatura que mostram forte associacdo entre C.
neoformans em excretas de pombos (204,209), onde confirmamos a prevaléncia
desses isolados no Norte do Brasil (199). Pelo método MALDI-TOF foi possivel
classificar os 23 isolados, com ID de 99,9% de acuracia, como pertencentes ao
genadtipo VNI. Outros estudos usaram a mesma abordagem, com acuracia proxima
a 100% para diferenciacao dos diferentes gendtipos do complexo de espécies de
Cryptococcus (237,238). Em nosso estudo, foi possivel isolar de excretas de
pombos, C. neoformans pertencente ao gendtipo VNI (8% em um total de 212
amostras), provenientes da capital do estado de Roraima, Boa Vista (n=11
isolados), além dos municipios Pacaraima (n=1 isolado) e Bonfim (n=5 isolados)
gue fazem fronteira com o0s paises da Venezuela e Guiana, respectivamente.
Valores superiores de positividade para C. neoformans VNI em comparacdo aos
nossos achados foram descritos na literatura (210-213), Reolon et. al. (214)
obtiveram 88 (100%) das amotras avaliadas como pertecencentes ao genétipo VNI,
confirmando a prevaléncia deste gendtipo em isolados provenientes de excretas de
pombos que habitavam nas pracas da capital Porto Alegre. Outro estudo realizado

na cidade de Tripoli na Nibia, Ellabib et. al. (215), coletaram 100 amostras de
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excretas pombos, destas, 34% foram positivas para C. neoformans VNI. Porém, o
valor de 8% de positividade para C. neoformans VNI em nosso estudo, se
aproximou dos dados descritos por Cafarchia et al. (209), que obtiveram 9,9% de
positividade de C. neoformans VNI em amostras de swabs de cloaca em diferentes
espécies de aves. Valores de 5,7% positivos para Cryptococcus spp. foram
também isolados a partir de excretas de pombos, descritos por Ribeiro F. (216), no
municipio de Maringa/PR.

Uma hip6tese possivel sobre a baixa taxa de isolamento de C. neoformans
em nossos estudos, se deve a baixa quantidade de excremento de pombo
disponivel e as altas temperaturas comuns em todo ano no estado de Roraima. O
género Cryptococcus ndo cresce usualmente em temperaturas acima de 40° C e os
excrementos também estdo sujeitos a lixiviacdo e a exposicao a luz solar direta, o
gue pode esterilizar os locais contaminados por esta levedura (217).

Nos trés municipios estudados, a quantidade de coleta das amostras de
excretas variou de acordo com a quantidade e ninho das aves presentes nesses
locais. Os valores de UFC/g de excretas variou de 100 a 12.700 UFC/g. Nossos
resultados foram similares aos valores achados por Contin et al. (192), que
obtiveram valores de até 20.000 UFC/g a partir de amostras de excreta de aves.
Valores inferiores de UFC/g, quando comparado com algumas amostras obtidas
em nosso estudo, foram descritos por Filit et al. (204), chegando ao isolamento de
900 UFC/g de C. neoformans em excretas de aves em cativeiros. Nos trés
municipios analisados, os resultados obtidos foram relevantes com a presenca de

by

C. neoformans, principalmente devido a exposicdo de pacientes
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imunocomprometidos, que consistem em um importante grupo de risco para
desenvolver a criptococose (58).

Espécies de fungos que causam doencas em humanos e animais séo
principalmente representado por microrganismos ambientais que desenvolveram
mecanismos para causar danos aos hospedeiros mamiferos (218). Nesse contexto,
agora estéa claro que o arsenal de viruléncia usado pelas células fungicas durante a
doenca, incluindo a capsula criptocdcica, € impactado pelo ambiente (219). Alguns
autores buscaram relacionar o tamanho da capsula em cultura com a viruléncia de
C. neoformans. No entanto, observou-se que em condi¢des de cultivo tradicional, a
levedura apresenta tamanho de capsula reduzido (197). Rivera et al. (220) relata
gue no decorrer da infeccdo o tamanho da capsula pode variar dependendo do
orgao infectado, sendo o pulméo o érgdo de maior tamanho capsular identificado.
O potencial para a diversidade patogénica em cepas ambientais e o0 seu
consequente impacto em doencas humanas ainda é imprevisivel. Em nosso
estudo, analisamos as caracteristicas fenotipicas de isolados ambientais de C.
neoformans obtidos de uma regido endémica do Brasil. Nestes isolados,
observamos uma diversidade consideravel em varios parametros. No entanto, as
diferencas mais marcantes foram relacionadas a urease, um importante fator de
viruléncia necessario para a invasdo do sistema nervoso central, e componentes
da capsula polisacaridica, importante para a persisténcia de C. neoformans no
hospedeiro mamifero (195).

Outra enzima que contribui com a viruléncia de Cryptococcus é a enzima

lacase. Ela é responsavel pela conversao de substratos difendlicos a melanina, na

60



presenca de oxigénio. A sintese de melanina esta relacionada com neurotropismo
em C. neoformans (110). Estudos anteriores demonstraram que uma maior
atividade de lacase em C. neoformans aumenta sua sobrevivéncia dentro de
macrofagos (221). As melaninas sdo pigmentos de alto peso molecular
negativamente carregadas, hidrofébica, anamorfa e insolivel em solventes
aquosos e organicos, sendo responsavel pela protecao do fungo contra os danos
dos raios UV no ambiente, promovendo termotolerancia (222), além de um fator de
viruléncia associado também a resisténcia a peptideos anti-microbianos produzidos
pelo hospedeiro (104). Observamos em nosso estudo que todos os isolados
demonstraram capacidade similar de produzir a melanina em meio agar niger apos
72 horas de incubacdo a 37°C. A melanina esta relacionada com a reducdo a
suscetibilidade a determinados antifingicos como AmB e caspofungina (110,223).
A andlise das caracteristicas relacionadas com a patogénese em cada
isolado revelou uma alta complexidade. Por exemplo, € bem conhecido que a
formacdo de capsula, a liberacdo de GXM e a producdo de urease sdo essenciais
para a viruléncia criptocécica (18). Varios isolados foram eficientes em produzir
todos os trés determinantes de viruléncia. Outros isolados, por outro lado,
produziram painéis fenotipicos mais complexos. O isolado 3Pb3, por exemplo, foi o
maior produtor de GXM extracelular. Este isolado também foi eficiente na formacéao
de uma céapsula e produziu altos niveis de urease, mas apresentou crescimento
defeituoso a 37°C. Os isolados 23Pb2, 19Pb4 e 5Pb2 cresceram bem a 37°C, mas
foram baixos produtores de capsula, urease e GXM extracelular. O isolado (4C) foi

produtor eficiente de todos os fatores analisados em nosso estudo. Neste contexto,
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parece improvavel que os isolados fungicos com crescimento defeituoso a 37°C
tenham um potencial patogénico relevante, mesmo sob condicfes de alta producéo
de urease e GXM. Da mesma forma, cepas de crescimento rapido provavelmente
nao causariam danos ao hospedeiro sob condicdes de expressdo reduzida de
fatores de viruléncia. Em resumo, esses resultados sugerem que o potencial
patogénico dos isolados ambientais de Roraima € dificil de prever, mas altamente
diversificado.

Todos os isolados utilizados em nosso estudo sdo da espécie C.
neoformans, pertencentes ao genétipo VNI que correspondem a variedade grubii
de acordo com a classificacdo tradicionalmente usada para o complexo de
espécies C. neoformans/C. gattii (16). C. neoformans var. grubii produz
polissacarideos capsulares do sorotipo A (224). A sorotipagem de polissacarideos
€ baseada na relacdo entre o reconhecimento sorolégico e as particularidades
estruturais (18) o que implica que os isolados de VNI deveriam produzir padrdes
semelhantes de reconhecimento de anticorpos. Nossos resultados atuais
contradizem fortemente esta suposicdo, como concluido a partir dos padrées
variaveis de reconhecimento soroldgico dos isolados pelo mAb 18B7. Esta
observacdo provavelmente impacta a interpretacdo no nosso modelo de deteccéo
de GXM em sobrenadantes de cultura. A reatividade de GXM extracelular com o
mAb 18B7 foi altamente variavel, o que poderia certamente ser resultante de
capacidades diferenciais de cada isolado para produzir e exportar GXM.
Resultados similares foram descritos por Cleare et al. (225) e Garcia-Hermoso et

al. (226) utilizando o mAb 2H1, mencionaram que isolados de C. neoformans
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poderiam ter padrbes heterogéneos, ou seja, o perfil molecular estabelece o
fendtipo individual de cada célula, porém reprodutiveis quando analisados por
citometria de fluxo (227). Estas mudancas na dinamica capsular resultariam em
uma populacdo muito heterogénea de células criptocdcicas que diferem em sua
composicdo antigénica. Esse fator prejudicaria a eficacia da resposta imune. Sabe-
se que densidade das fibras polissacaridicas aumentam in vitro (228) e também in
vivo durante a infeccdo (229). Embora as consequéncias desse aumento na
densidade nado sejam totalmente conhecidas, supfe-se que seja afetada a
funcionalidade de elementos da resposta imune, como anticorpos e 0 sistema
complemento, ou ainda peptideos antimicrobianos (230).

A nossa andlise por imunofluorescéncia revelou que os isolados de C.
neoformans apresentaram diferentes perfis de reatividade com anticorpo.
Observou-se ainda que os isolados analisados neste estudo tiveram eficiéncia
baixa, média e alta na producdo de GXM. No entanto, a possibilidade de diferentes
estruturas de GXM serem produzidas em cada isolado ndo pode ser descartada.
Esses resultados ilustraram com eficiéncia as limitagcdes da classificacdo classica
baseada no sorotipo.

Nosso estudo revelou uma interessante e ainda pouco compreendida
correlacdo entre diferentes caracteristicas fenotipicas em C. neoformans. Algumas
das correlagbes positivas foram de fato esperadas (tamanho da cépsula ou
dimensodes celulares com deteccdo de GXM extracelular). De fato, a correlacao
mais forte observada em nosso estudo resultou da andlise das dimensbtes

capsulares e celulares. No entanto, também observamos valores de correlacdo
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intrigantes envolvendo a atividade da urease, que se correlacionou com dimensodes
celulares, tamanho da capsula e deteccdo da GXM extracelular.

A atividade secretora € obrigatéria para a funcionalidade de todos os quatro
parametros (231), o que sugere uma conexao entre o potencial de secrecdo de
cada isolado com a capacidade de produzir mecanismos de viruléncia. Por outro
lado, sorologia e o reconhecimento da cépsula ndo se correlacionaram com a
tamanho da capsula e deteccdo extracelular de GXM. O reconhecimento da
capsula pelo mAb 18B7, de fato, ndo se correlacionou com nenhum dos
parametros analisados em nosso estudo, confirmando o que foi discutido
anteriormente de que propriedades sorolégicas consistem em um sistema fragil de
classificacdo do género Cryptococcus. A importancia dos achados aqui descritos
para o potencial patogénico de C. neoformans ainda precisa ser explorada, mas a
alta diversidade observada em nosso estudo é compativel com a observacdo de
gue caracteristicas fenotipicas podem se correlacionar com a manifestacdo da
doenca.

A necessidade de testes padronizados e reprodutiveis de suscetibilidade
antifangica (AST) foi motivada pelo crescente niumero de infec¢des fungicas e pelo
reconhecimento da resisténcia antifingica como um problema clinico importante
(148,232,233). Os testes de suscetibilidade antifungica in vitro sdo padronizados
internacionalmente, o que é essencial no gerenciamento e vigilancia de resisténcia
(234,235).

A avaliacdo da suscetibilidade aos antifungicos neste estudo revelou

também uma variabilidade. Os isolados apresentaram variabilidade de
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susceptibilidade para fluconazol, com CIMs variando de 2.0 a 8.0 yg/mL. Para
AmB, os valores situaram-se entre 0,25 ug/mL a 2.0 ug/mL. Portanto, todos os
isolados foram sensiveis e ndo apresentaram perfil de resisténcia aos antifingicos
testados. Valores distintos foram demonstrados no estado do Amazonas por Alves
et. al. (61), onde a avaliacdo da susceptibilidade aos antifungicos utilizando a
metodologia do E-test®, revelou valores diferentes para os isolados de C.
neoformans presentes em poeira domiciliar, com elevada variabilidade de
susceptibilidade para fluconazol (CIMs variando de 2.0 a 48 ug/mL). Soares et al.,
(2005) estudaram a sensibilidade a antifungicos de 11 amostras de C. neoformans
isoladas de excretas de Columba livia segundo a metodologia EUCAST. Todas as
cepas foram sensiveis a AmB, com valores 0,25 a 1 ug/mL. Para o fluconazol, 9%
dos isolados foram classificados como resistentes (CIM = 64 pg/mL), sendo o
restante dos isolatos inibidos por concentracdes iguais ou menores que 8 pg/mL.
Na cidade de Goiania-GO, Sousa et al. (236) utilizaram o método de microdiluicao
em caldo (referéncia NCCLS M27-A2) e obtiveram valores de CIM para isolados
clinicos de C. neoformans de 0,06-1,0 pug/mL para AmB, 0,125-8 pg/mL para
fluconazol, 0,03-0,5 pg/mL para itraconazol e 0,03-0,25 pg/mL para voriconazol. Os
isolados ambientais de C. neoformans apresentaram valores de CIM 0,015-0,125
pg/mL, 0,25-2,0 pg/mL, 0,007-0,125 pg/mL e 0,03-0,25 pg/mL para AmB,
fluconazol, itraconazol e voriconazol, respectivamente.

Os mecanismos mais comuns de resisténcia a azois estdo bem descritos
para Saccharomyces cerevisiae e espécies patogénicas de Candida, como C.

albicans e C. glabrata. Estas espécies sao filogeneticamente distantes de C.
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neoformans, mas sabe-se que nelas ocorrem varios mecanismos que podem estar
envolvidos com resisténcia. Esses fatores incluem menor acumulo intracelular de
antifangicos azélicos associado com maior expressdo de proteinas de efluxo
celular Afrl e Mdrl, além de superproducéo de alvos de azdis, e implementacéo de
vias metabolicas alternativas e/ou alteragcdes na molécula 14-a-demetilase (237).
No género Cryptococcus spp., modificaces na membrana celular decorrentes de
alteracdes na biossintese do ergosterol representam um dos mecanismos
associados ao fluconazol (237).

A resisténcia natural de Cryptococcus spp. a AmB néo foi relatada na
literatura, mas a resisténcia adquirida, apesar de rara foi descrita (238,239). As
cepas resistentes apresentaram, de modo geral, alteracdes na composicdo dos
esterdis das membranas, com diminuicdo ou auséncia do ergosterol e substituicdo
por outros esteroéis, gerando menor eficiéncia da ligacdo da AmB (239,240). Além
disso, a relacdo entre mutacdes genéticas em Cryptococcus spp. e valores de CIM
elevados para este antifiungico ainda nao foi totalmente esclarecida (241).

Atualmente, no estado de Roraima, ndo ha dados publicados sobre a
susceptibilidade a antifungicos em isolados obtidos a partir de excretas de pombos,
no entanto, a suscetibilidade dos isolados a AmB € alta nesta regido norte
(54,159,242).

A determinacdo do gendtipo das espécies de Cryptococcus € muito
importante para o entendimento da epidemiologia desse grupo de microrganismos.
Diferencas de suscetibilidade frente aos antifungicos entre os diferentes genotipos

ja foi descrita, enfatizando a importancia de definir o tipo molecular ao se
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diagnosticar a criptococose, para assim decidir qual a melhor op¢éo de tratamento
(243).

Cabe reforcar que C. neoformans € classificado como patégeno oportunista
adquirido no meio ambiente, através da inalacdo de particulas infectantes. No meio
ambiente, esses agentes estdo expostos aos mais diversos estimulos fisicos,
guimicos e ameacas predatdrias que induzem alteracbes adaptativas no genoma
para sua sobrevivéncia. Em nichos naturais essas espécies demonstram facilidade
de se adaptarem a distintas situacées decorrentes da interacdo com agentes
predatorios, de modo a garantir sua preservacdo e multiplicacdo. A extenséo e
mecanismos dessa plasticidade merecem ser mais profundamente investigados,
com vistas a detectar pontos criticos que podem ser alvos de controle para manejo
da criptococose (8,244).

O estado de Roraima possui um perfil epidemiolégico unico de
criptococose devido ao seu status socioecondmico, incluindo desigualdade social e
econdmica, condicbes sanitarias e baixo acesso a servicos de saude, além de um
fluxo migratorio recente sem precedentes. A diferenciacdo de espécies de
Cryptococcus patogénicas fornece dados Uteis para estudos e diagndstico clinico e
tratamento de pacientes.

O trabalho aqui apresentado mostra parametros epidemiolégicos de
Cryptococcus nunca demonstrados, abrindo precedentes para novos estudos e
diretrizes que buscam entender melhor a dinAmica da criptococose no estado de

Roraima.
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6. PERSPECTIVAS

A criptococose é uma doenca potencialmente fatal em todo o mundo. Ela esta
distribuida por todos os estados do Brasil, assumindo um papel relevante dentre as
infeccBes fungicas oportunistas. Os objetos de estudo dessa tese podem abrir uma
interessante perspectiva sobre a epidemiologia e os fatores de viruléncia do C.
neoformans. A ocorréncia de meningite criptococica causada por C. neoformans
tem sido registrada na regido Norte, notadamente acometendo pacientes de ambos
0s sexos com indices importantes de morbidade e mortalidade em areas
endémicas na regido. Dessa forma, pode-se especular sobre a importancia de
estudos futuros, incluindo a determinacao da diversidade genética de Cryptococcus
pela técnica de tipagem molecular por sequenciamento de multilocus (MLST),
estudos comparativos da frequéncia de ocorréncia C. neoformans no periodo do
inverno, nos mesmos biétopos pertencentes aos municipios de Pacaraima, Bonfim
e Boa Vista — RR e, finalmente, validar os dados aqui obtidos com o potencial de
viruléncia dos isolados em modelo de criptococose animal. E também importante
discutir a possibilidade de elaborar material informativo para divulgar junto a
populacdo de areas afetadas pelo C. neoformans, visando auxiliar na prevencéao

desta micose.
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7. CONCLUSOES

C. neoformans encontra-se presente em amostras ambientais, provenientes de
excretas de pombos em diferentes locais particulares e publicos das cidades de
Pacaraima, Bonfim e na capital Boa Vista, no estado de Roraima. Os isolados de
C. neoformans pertenceram ao genotipo VNI.

Todos os isolados de C. neoformans formaram melanina e demonstraram
capacidade de multiplicacdo a 30°C e 37°C, com excecdo do isolado 3Pb3, que
apresentou deficiéncia de crescimento a 37°C. Apenas 34% (n=8 isolados)
demonstraram taxas de crescimento elevadas nas primeiras 12 horas, néo
apresentando diferengas no crescimento apés 24 horas de incubacéo.

Os fatores de viruléncia avaliados, como secrecdo de GXM, tamanho capsula e
urease, apresentaram diferencas expressivas entre o0s isolados. Esses dados
sugerem que os isolados avaliados neste estudo apresentam potencial de
viruléncia altamente diversificado.

Embora ainda ndo haja pontos de corte estabelecidos para determinacdo de
resisténcia aos antifingicos de Cryptococcus spp, foi possivel observar que os
isolados de C. neoformans apresentaram sensibilidade para ao fluconazol e

anfotericina B.
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