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RESUMO

O presente estudo tem como objetivo realizar uma
pesquisa bibliografica e analisar os estudos publicados sobre
variacdes fenotipicas e genotipicas do complexo C. neoformans
e C. gatti no Brasil, bem como seus nichos ecolégicos e as
caracteristicas desse complexo de espécies com a viruléncia e
patogenicidade dos isolados. As leveduras formam um grande
grupo taxondémico, no qual se enquadram espécies do género
Cryptococcus, que compde-se de espécies saprofiticas e
espécies causadoras de infeccdes (criptococose).
Provavelmente, esta levedura infecta o ser humano mais
comumente por via aerégena, no qual se multiplicam na forma de
leveduras capsuladas. Nas espécies Cryptococcus neoformans e
Cryptococcus gatti, que sdo espécies patogénicas, o0
componente capsular predominante é a glucuronoxilomanana,
um polissacarideo de natureza complexa, cuja variacdo
molecular determina os diferentes sorotipos A, B, C, D e AD. O
C. neoformans € cosmopolita, ocorre em diversos substratos
organicos, estando frequentemente associados a habitat de aves
ou excretas secas, ricas em fontes de nitrogénio, como ureia e
creatinina. Condicdes favoraveis ao crescimento desta levedura
formam microfocos, notadamente em centros urbanos e
relacionados a pombos. Os ocos das arvores representam
interessante nicho ecoldgico para determinadas aves que fazem
ninhos nestes locais, roendo a madeira, como exemplo, alguns
psitacideos. Tais biétipos possibilitam interaces entre fungos e
protozoarios, insetos, pequenos roedores e morcegos em
ambientes urbanos e silvestres. O ambiente domiciliar,
particularmente a poeira doméstica, também pode apresentar
contaminacdo por este fungo. O C. gattii, apesar de ter sido
isolado em ambiente de regides tropicais e subtropicais, pode ser
encontrado em areas de clima temperado e frio, e que desse
modo, estas regides devem ser incluidas na sua distribuicdo
geografica. Seu habitat natural foi inicialmente descrito na
Australia, associado a restos vegetais de Eucalyptus
camaldulensis. Atualmente, sabe-se que eucaliptos néo
representam habitat natural especifico, nem associacdo
especifica com C. gattii, observando-se diferentes padrbes
geograficos de ocorréncia  fungo-arvore-madeira  em
decomposicgéo.



PALAVRAS-CHAVE: Fungos.Nicho Ecoldgico. Viruléncia.
Habitat. Aves. Arvores.



ABSTRACT

The present study aims to conduct a research and review
of the published studies on phenotypic and genotypic variations
of the complex C. neoformans and C. gatti in Brazil, as well as to
characterize their ecological niches, their virulence and
pathogenicity of this complex. The yeasts form a large fungal
taxonomic group, in which includes the genus Cryptococcus, with
comprises saprophytic as well pathogenic species causing
infection (Cryptococcosis). This yeast probably infects the human
being most commonly through aerial dispersal in which it
multiplies as yeasts. Cryptococcus neoformans and Cryptococcus
gattii, which are the pathogenic species, display the capsule,
which is composed by glucuronoxilomanana, a complex
polysaccharide, whose variation in their molecular composition
determines the different serotypes A, B, C, D and AD.C.
neoformans is a cosmopolitan especies, occurring in various
organic substrates, and it is often associated with habitat or dried
excreta of birds, which are rich in nitrogen sources, such as urea
and creatinine. Conditions favourable for yeast growth lead to
formation of microfoci, notably in urban centers, where pigeons
live. The hollow of trees represent an interesting ecological niche
for certain birds that nest in these places, gnawing wood, like
some parrot species. Such biotopes enable the fungus interact
with protozoa, insects, small rodents and bats in urban and wild
environments. The household’s environment, particularly the
household dust, can also be contaminated by this fungus. C.
gattii, despite having been isolated in tropical and subtropical
regions, can also be found in temperate and cold areas. Its
natural habitat was formerly described in Australia, associated
with decomposing Eucalyptus camaldulensis trees. Currently, it is
known that Eucalyptus trees do not represent the only natural
habitat-specific association with C. gattii, which may also display
different geographic patterns of occurrence in decomposing trees.

Key-Words: Fungi.Ecological niche. Virulence. Habitat. Birds.
Trees.
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1. INTRODUGCAO

Os fungos pertencem ao Reino Fungi, séo
eucariodticos, micro ou macroscopicos, geralmente com quitina e
outros componentes na sua parede celular. Sdo aerdbicos e
microaerdfilos, geralmente necessitando de fontes organicas (de
carbono e nitrogénio) para a sua sobrevivéncia. No ambiente,
podem ser saprébios ou patogénicos dependendo das condicdes
e do substrato em que se encontram (ALEXOPOULOS et al.,
1996; LACAZ et al., 2002).

Estes organismos néo realizam fotossintese e obtém
seus nutrientes através da absorcéo dos substratos, por meio de
enzimas que os hidrolisam, para torna-los mais assimilaveis.
Para seu desenvolvimento e manutencdo exigem carbono
(acucares) e nitrogénio (peptideos) como fonte de
macronutrientes. Micronutrientes como ferro, zinco, manganés,
cobre, molibdénio e calcio sdo exigidos em pequenas
quantidades (ALEXOPOULOS et al., 1996; LACAZ et al., 2002).

Embora ndo se conheca 0 nUmero exato de
espécies, estima-se que seu numero seja de centenas de
milhares, dos quais, pouco mais de 200 espécies provocam
infeccbes em seres humanos e animais (SIDRIM; ROCHA,
2004). Do ponto de vista médico, sdo muito importantes em
varios aspectos, pois podem agir como:

1. Agentes de processos infecciosos (micoses);

2. Agentes de hipersensibilidade tardia, como processos
alérgicos;

3. Agentes de micetismo — Pela ingestdo voluntaria e
intoxicacdo por fungos macroscopicos toxigénicos
(cogumelos);

4. Agentes de micotoxicoses — Pela ingestdo continua e
prolongada de alimentos embolorados que contenham
fungos produtores de micotoxinas, que sdo produtos do
metabolismo secundario de muitas espécies de fungos
(LACAZ et al., 2002; SIDRIM; ROCHA, 2004).

O conhecimento basico de aspectos como
morfologia, fisiologia, reproducéo, nutricdo, atividade bioquimica,
metabolitos, viruléncia e estrutura antigénica € de interesse na
area médica uma vez que, auxilia na identificacdo do agente,
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bem como na terapéutica e prevencdo de doencas (LACAZ et al.,
2002; SIDRIM; ROCHA, 2004).

Os fungos microscépicos (ou micromicetos) sao
responsaveis por indmeras doencas. Este grupo ¢é
tradicionalmente dividido em trés subgrupos, de acordo com suas
caracteristicas morfoldgicas, macroscoépicas e microscoépicas:

1. Fungos filamentosos (também conhecidos como

mofos e bolores), que se apresentam na forma de

filamentos micelianos e estruturas de frutificagdo ou
esporulacdo. Ex.: Aspergillus sp. e Penicillium sp.;

2. Leveduras, que se apresentam majoritariamente

por estruturas de forma arredondada ou ovalada, de

reproducdo assexuada por gemulacdo ou brotamento

e conhecidas como blastoconideos. Ex.: Candida sp.

e Cryptococcus sp.;

3. Fungos dimorficos que, em fases distintas de seu

ciclo bioldgico, podem se apresentar como leveduras

ou filamentos micelineos, dependendo das condi¢des
de temperatura e oferta de nutrientes. Ex.: Sporothrix
sp., Histoplasma capsulatum e Paracoccidioides
brasiliensis (LACAZ et al., 2002; SIDRIM; ROCHA,

2004).

As leveduras formam um grande grupo, no qual se
enquadram espécies dos géneros Candida e Cryptococcus, que
sdo importantes agentes causadores de infec¢des. Este grupo é
filogeneticamente heterogéneo, se reproduz por brotamento ou
cissiparidade e apresenta estruturas somaticas globosas, ovais
ou alongadas. Algumas vezes, as gémulas formam cadeias de
células alongadas, denominadas pseudo-hifas, com constricbes
no local do septo. Assim, leveduras de algumas espécies do
género Candida produzem pseudo-hifas e hifas verdadeiras
(filamentos micelianos), dependendo de condicdes de seu
crescimento, enquanto as células somaticas de Cryptococcus
reproduzem-se somente por brotamento. As espécies de
Cryptococcus apresentam hifas verdadeiras somente quando
exercem 0 seu ciclo biolégico sexuado (KWON-CHUNG;
BENNETT, 1992; LACAZ et al., 2002; SIDRIM; ROCHA, 2004).
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1.1.GENERO Cryptococcus

O género Cryptococcus é composto, em sua maioria,
por espécies saprofiticas, embora englobe espécies causadoras
de doencgas (criptococose).

A etimologia da palavra Cryptococcus, oriunda da
palara gregra “Kryptos”, significa “escondido”, “secreto”,
“misterioso”, “obscuro”. Tal terminologia foi criada em 1833 por
Kutzing (HEITMAN et al., 2011). Espécies deste género foram
descritas pela primeira vez em 1894, por Francesco Sanfelice,
que isolou o Cryptococcus neoformans (antigo Saccharomyces
neoformans) ao estudar “blastomicetos” do suco de algumas
frutas. Este trabalho foi um marco nos estudos sobre
criptococose e seu agente etiolégico (LACAZ et al., 2002;
SIDRIM; ROCHA, 2004).

1.1.1 CICLO DE VIDA DO Cryptococcus

A maioria das espécies de Cryptococcus nado
sobrevive em tecidos de animais endodérmicos, pois estes
possuem temperaturas elevadas e um sistema imune que os
protege. Assim, C. neoformans e C. gattii sdo consideradas as
Unicas espécies que causam doenca em humanos, devido a
capacidade de crescer em temperaturas de 37 °C. No entanto,
outras espécies, como C. albidus, C. laurentii e C. curvatus tém
sido ocasionalmente relatadas como causa de infeccdo humana
(CONSENSO EM CRIPTOCOCOSE, 2008; VIVIANI;
TORTORANO, 2009).

Segundo Kurtzman et al., (2011), quando apresenta-
se no ciclo teleomérfico ou sexuado (estado perfeito) a forma
teleomorfica do Cryptococcus (Filobasidiella) resulta da
conjugacao de duas cepas compativeis, a e a.

O complexo C. neoformans e C. gatti é
taxonomicamente classificado da seguinte maneira:
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Reino: Fungi

Filo: Basidiomycota;
Ordem: Tremellales;
Familia: Tremellaceae;
Género: Filobasidiella

Espécie:

Filobasidiella neoformans
Filobasidiella bacillispora

Quando observadas In vitro as duas variedades se
apresentam morfologicamente idénticas.No género Cryptococcus
0 componente capsular predominante é a glucuronoxilomanana,
um polissacarideo de natureza complexa, cuja variacdo
molecular determina os diferentes sorotipos A, B, C, D e AD,
conforme mostrado na figura 1 (NISHIKAWA et al, 2007,
CONSENSO EM CRIPTOCOCOSE, 2008).

No estado anamorfo ou assexuado 0s sorotipos
correspondentes sao:

C. neoformans (sorotipo A e D);
C. gattii (Sorotipo B e C).

Figura 1. Sorotipos das espécies de Cryptococcus neoformans e
Cryptococcus gattii.

A - var. grubii
Cryptococcus D - var. neoformans
neoformans
o AD - Hibrido
Espécies

5 |

Cryptococcus
gattii

Fonte: Karine Benitez Ramos
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Os diferentes sorotipos de C. neoformans correspondem a duas
diferentes variedades para esta espécie. O sorotipo A
corresponde a variedade grubii enquanto que o sorotipo D
corresponde a variedade neoformans (figura 1). Entretanto, com
a espécie C. gatti nao existe atualmente este tipo de
correspondéncia. Diferencas biolégicas adicionais observadas
entre C. neoformans e C. gattii sdo mostradas de forma resumida
natabela 1.

Tabela 1. Diferencas observadas entre as duas espécies:Cryptococcus
gattii e Cryptococcus neoformans com suas variacdes. Fonte: Adaptado
de Lacaz, et al., 2002.

g . [
A D

Sorotipo B, C
- - = .
Estado Filobasidiella Filobasidiella Filobasidiella
Perfeito neoformans neoformans bacillispora
. * A4 1 1
Tipo sexual da
cultura (a ou a) « S aea
. [ ’ ]
: i sem crescimento .
Cultivo / CGB SR @EEEITENI com crescimento
' L} | 1
Cultivo / GCP sem crescimento sem crescimento com crescimento
] » . ]
Cultivo / CDB-T sem crescimento com crescimento com crescimento

AbreviagBes: CGB: Canavanina-glicina-azul debromotimol; CGP:
Glicina-cicloehexamina-vermelho de fenol; CDBT: Creatinina-dextrose-
azul de bromotimol-tiamina
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Quando C. neoformans/gattii se apresentam no ciclo
teleomorfico ou sexuado (estado perfeito) possuem um locus
com dois alelos a (MATa) e a (MATa) que é obtido pela
conjugacédo de duas cepas compativeis, a e a. Mais de 95% dos
isolados clinicos e ambientais corresponde ao MATa (KWON-
CHUNG; BENNETT, 1992; LACAZ et al., 2002).

Andlises  com oligonucleotideos iniciadores
especificos para genes a e a, utilizando-se PCR, demonstraram
gue o sorotipo AD é heterozigoto para o locus reprodutivo,
podendo ser encontrado como aneuploide ou diploide, como
resultado da reproducao dos sorotipos A (MATa) e D (MATa)
(CHATURVEDI et al, 2000; BOEKHOUT et al., 2001; LENGELER
et al., 2001 apud PEREIRA et al., 2012).

Na reproducéo sexuada, o fator mais importante para
a ocorréncia do cruzamento entre as células MATa e MATa é a
limitacdo de nutrientes. As células MATa produzem o feroménio
MFa na auséncia de nitrogénio, e em resposta a esse feroménio,
as células MATa também produzem um feromdénio MFa, assim,
ocorre a formacdo de um tubo de conjugacdo e as células
produzem hifas dicaridticas com grampos de conexdo. Essas
hifas produzem basidios terminais subglobulosos ou clavados,
onde ocorrem cariogamia, meiose, mitose e a transformacéo dos
basididosporos em leveduras. Este processo pode ser observado
na figura 2 (KNOW-CHUNG; BENNETT,1992; SORREL &
ELLIS, 1997; CHANG et al., 2000; LENGELER et al., 2001 apud
PEREIRA et al., 2012 6p).

Um processo de Frutificagdo monocariética caracteriza-

se por gerar quantidades abundantes de blastoconidios através
da filamentacdo oriunda de um Unico nucleo (filamentos
monocaridticos). Estudo proposto por LIN et al.,, 2006, relatam
gue a origem de basidiésporos ocorre através da unido entre
células com mesmos tipos sexuais (MATa). Essa reprodugao
inclui a fusdo celular, filamentacdo, formacdo de basidios,
meiose e esporulagdo, como ocorre na reproducdo sexual de
células com tipos sexuais diferentes (MATa e MATa). O que
distingue essa frutificagdo sexual é o fato da fusdo nuclear
ocorrer ao mesmo tempo em que a fusao celular.
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Figura 2. Reproducédo sexuada de Cryptococcus neformans.

REPRODUGAO
Clamidosporo Basidio

°. Fusao
20 L Nuclear :
Meiose 4
Esporulagao

\/v i

Dicario

I
Fusao *) Blastésporo . =

Celular Haploide

) 9%
a o < 68 4—~< Basidiosporos
@(?eve%; Haploide ~Germinacao QQ)@ ® Dispercao

Diploidizagéx‘ Monocariético o
Basidio
z% E; Blastosporo Diploide Meiose

/&7\*,,4

Clamidosporo _ ¥ | evedura Dipléide J

ESPORULAGAO MONOCARIOTICA

Fonte: Adaptado de LIN et al., 2006.

O processo de hibridacdo tem consequéncias para a
biologia reprodutiva das espécies, como novos genoétipos com
viruléncia alterada ou suscetibilidade a drogas antifingicas que
podem surgir através da troca de material genético (LIN et al.,
2006).

1.1.2 Cryptococcus neoformans

O C. neoformans é cosmopolita, ocorre em diversos
substratos orgéanicos, estando frequentemente associados a
habitat de aves ou excretas secas, ricas em fontes de nitrogénio,
como uréia e creatinina. Condigbes favoraveis ao crescimento
abundante desta levedura formam microfocos, notadamente em
centros urbanos e relacionados a pombos. O ambiente domiciliar,
particularmente a poeira doméstica, pode apresentar
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contaminacdo por Cryptococcus. No habitat de diferentes
espécies de aves, sobretudo aves gregdarias em cativeiro, ja foi
isolado Cryptococcus. Ele pode ainda viver saprofiticamente em
diversos sitios anatdmicos do ser humano (LACAZ et al., 2002;
SIDRIM; ROCHA, 2004; VIVIANI; TORTORANO, 2009).

Foi demonstrada no Brasil, a associacdo saprofitica
de C. neoformans var. neoformans com madeira em
decomposicdo em ocos de arvores vivas, constituindo um novo
habitat natural e indicando um possivel nicho ecoldgico primario
para o fungo (OLIVEIRA et al., 2002). Também, em nosso pais,
em 1993, o C. neoformans var. neoformans foi isolado a partir de
madeira em decomposicdo dentro da cavidade de Syzygium
jambolana e, em 1996, a mesma variedade desta levedura
também foi observada em de cavidades de trés outras espécies
de arvores vivas (Cassia grandis, Senna multijuga e Ficus
microcarpa) (LAZERA et al., 2000).

1.1.3 Cryptococcus gattii

O C. gattii, apesar de ter sido isolado em ambiente
de regibes tropicais e subtropicais, pode ser encontrado em
areas de clima temperado e frio, que desse modo, devem ser
incluidas na sua distribuicdo. Seu habitat natural foi inicialmente
descrito na Australia, associado a restos vegetais de Eucalyptus
camaldulensis. No Parque Ibirapuera e em plantacdo da
Embrapa em Teresina, no estado do Piaui, ja foi isolado
Cryptococcus de eucalipto (CONSENSO EM CRIPTOCOCOSE;
2008). Atualmente, sabe-se que eucaliptos néo representam
habitat natural especifico, nem associacdo especifica com C.
gattii, observando-se diferentes padrdes geograficos de
ocorréncia fungo-arvore-madeira em decomposicao
(CONSENSO EM CRIPTOCOCOSE; 2008).

Lazéra et al., (1995; 1996) isolaram o C. gattii,
gue a época era considerado apenas uma variedade do C.
neoformans, de ocos de oiti (Moquilea tomentosa) das cidades
de Teresina (Pl) e Rio de janeiro, demonstrando que outras
arvores podem ser “reservatorios” desta levedura, além do



19

Eucalyptus camaldulensis. Os ocos das arvores representam
interessante nicho ecoldgico para determinadas aves que fazem
ninhos nestes locais, roendo a madeira, como exemplo, alguns
psitacideos. Tais bidtipos possibilitam interagdes entre fungos e
protozoarios, insetos, pequenos roedores e morcegos em
ambientes urbanos e silvestres (LACAZ et al., 2002).

1.1.4 CRIPTOCOCOSE

A criptococose é uma infecgdo fungica oportunistica,
que ocorre com grande frequéncia em  pacientes
imunodeprimidos, com “doenga de base” (Aids, neoplasia,
diabetes, pacientes transplantados, hemopatia grave etc.), e
quase sempre se apresenta clinicamente na forma de lesées,
principalmente, nos pulmdes e sistema nervoso central (KWON-
CHUNG; BENNETT, 1992; LACAZ et al, 2002; SIDRIM;
ROCHA, 2004; VIVIANI, TORTORANO, 2009).

Em geral, o fungo atinge o organismo humano
através do trato respiratério. A capsula parece proteger o fungo
da fagocitose ja que mutantes nao capsulados de C. neoformans
(obtidos in vitro) podem ser facilmente fagocitados por leucécitos
(KOZEL, 1977). Provavelmente, esta levedura penetra o
organismo de humanos, mais comumente por via aerégena, sob
a forma de células pequenas, nao-capsuladas, e que se
transformariam  rapidamente em formas leveduriformes
capsuladas.

No Cryptococcus, 0 componente capsular
predominante é composto de, pelo menos dois polissacarideos
que séo a glucuronoxilomanana e a galactoxilomanana, e uma
pequena propor¢cdo de manoproteinas, que agem sobre o
sistema imunoldgico do hospedeiro, induzindo ativacdo e
deplecdo do sistema complemento, reduzida resposta de
anticorpos, inibicdo da migracdo de leucécitos e da fagocitose.
Além disso, a melanina, presente na parede celular do fungo,
contribui para viruléncia por conferir resisténcia as células
fungicas contra o ataque das células imunoldgicas efetoras
(GOMES et al., 2010; LACAZ et al., 2002).

As lesdes causadas pelo Cryptococcus ocorrem
principalmente nos pulmdes e sistema nervoso central. A rota da
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infecgao por Cryptococcus comega nos pulmdes, e partindo dai,
o fungo pode migrar para outras partes do corpo, apresentando
tropismo pelo sistema nervoso central, onde causa meningite,
meningoencefalite e encefalite (CONSENSO EM
CRIPTOCOCOSE, 2008).

A afinidade do Cryptococcus pelo sistema nervoso
central, provavelmente, se deve a alta concentracdo, de
nutrientes assimilaveis pelo fungo, a falta de atividade do sistema
complemento e a resposta inflamatéria fraca ou ausente no
tecido cerebral. O cérebro é abundante em catecolaminas, que
podem ser utilizadas pelo fungo para sintese de melanina
(RODRIGUES et al., 1999).

Na neurocriptococose, a forma clinica mais comum é
a meningoencefalite, ocorrendo em mais de 80% dos casos, na
forma isolada ou associada com acometimento pulmonar. Com
mais  frequéncia  apresenta-se como  meningite  ou
meningoencefalite aguda ou subaguda. Porém, em pacientes
imunodeprimidos, podem ser encontradas lesGes focais Unicas
ou multiplas no sistema nervoso central, simulando neoplasias,
associadas ou ndo ao quadro de meningite, (MITCHEL &
PERFECT, 1995). Nesses pacientes a doenca manifesta-se por
nauseas, vOmitos e rigidez na nuca. No quadro
meningoencefélico, os pacientes podem apresentar alterages
de consciéncia, déficit de memoria, linguagem e cognicao;
também estrabismo, paralisia facial e, as vezes, deméncia como
Unica manifestacéo da doenca (SORREL et al., 2011).

Num estudo realizado na cidade de Salvador (Bahia),
no periodo de 1972 a 1996, Darze e colaboradores descreveram
as caracteristicas clinicas de 104 casos de pacientes com
meningocefalite criptocécica. Os sinais e sintomas clinicos mais
comumente observados foram: cefaleia (92,1%), febre (84,4%) e
rigidez da nuca (83,2%). A contagem de células no liquor foi
superior a quatro células/ml em 95,5% dos pacientes, com
predominancia de linfécitos em 83,3% dos casos, com letalidade
de 42,7% (DARZE et al., 2000).

Em pacientes imunodeprimidos, a meningoencefalite
se manifesta de modo agudo, com mais frequéncia naqueles do
sexo masculino, com carga fangica elevada, com ampla variacédo
de sinais clinicos, mas pode também apresentar poucos sinais e
sintomas. Cefaleia e febre estdo presentes em torno de 70% dos
casos, e deve-se desconfiar de meningite criptocécica sempre
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que o paciente portador de HIV apresentar cefaleia e febre de
origem inexplicada, deméncia progressiva e confusdo mental
(CHUCK, SANDE, 1989; SORREL et al., 2011).

Com relacdo a distribuicio dos casos de
criptococose no Brasil, de acordo com as variedades de
Cryptococcus, Severo estudou 60 casos de criptococose no Rio
Grande do Sul, no periodo de 1980 a 1990, e observou que, de
52 casos, 44 (87%) foram provocados por C. neoformans var.
neoformans e 8 (13%) por C. neoformans var. gattii, como era
conhecido a época o C. gatti. Este estudo propds que a
criptococose poderia se apresentar sob duas formas, a saber:

1) Criptococose por C. neoformans var. neoformans,
que ocorre em pacientes imunodeprimidos, € generalizada e nao
responde satisfatoriamente ao tratamento classico, sendo,
frequentemente de curso fatal,

2) Criptococose por Cryptococcus neoformans var.
gattii (atualmente foi renomeado como espécie C. gattii), que
ocorre em pacientes imunocompetentes, apresenta manifestacéo
pulmonar exuberante, responde satisfatoriamente ao tratamento
classico e apresenta bom progndstico.

Quanto ao resultado do teste de sorotipagem, foi
observado que amostras analisadas da variedade C. neoformans
eram constituidas majoritariamente pelo sorotipo A, enquanto
que todas as amostras analisadas da variedade C. gattii eram do
sorotipo B (SEVERO et al, 1993).

1.1.5 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Os métodos laboratoriais mais utilizados para a
deteccdo do Cryptococcus no liquor sdo: a pesquisa
microscopica do fungo no sedimento da centrifugagao do liquor,
0 seu cultivo em meios apropriados e a pesquisa imunolégica do
antigeno capsular (CONSENSO EM CRIPTOCOCOSE, 2008).

Para a deteccdo de Cryptococcus no exame
microscopico do liquor, utilizam-se diversos tipos de coloragbes,
dos quais o mais utilizado € a coloragdo com tinta Nanquim (ou
tinta-da-China, figura 3). Ela permite a observacao indireta da
capsula, ja que a mesma vai se destacar contra um fundo negro.
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O teste da tinta-da-China identifica Cryptococcus em 60 a 80%
dos casos de criptococose em pacientes com Aids e,
aproximadamente, 50% dos casos de criptococose sem Aids
(CONSENSO EM CRIPTOCOCOSE, 2008).

Figura 3. Capsula de Cryptococcus observada em tinta Nanquim ou

©

tinta-da-china

Fonte: Prof.Dr. Jairo Ivo dos Santos.

A cultura é um dos métodos mais sensiveis para o
diagnéstico da criptococose, sendo considerada a técnica de
ouro na identificagdo do Cryptococcus. Ela é sensivel, especifica
e de baixo custo, embora haja divergéncias na literatura quanto a
sua real sensibilidade e especificidade (CONSENSO EM
CRIPTOCOCOSE, 2008). As colbnias crescem geralmente apos
48 a 72 horas de incubacdo, em temperaturas entre 28-32°C e
varios tipos de meios de cultura podem ser utilizados, como agar-
sangue, agar-Sabouraud e agar de infusdo de cérebro-coragao
(BHI) (CONSENSO EM CRIPTOCOCOSE, 2008). No isolamento
de Cryptococcus, observam-se colénias com aparéncia mucoide,
e tonalidades de coloragdo creme, evidenciadas na figura 4
(CONSENSO EM CRIPTOCOCOSE, 2008).

A habilidade de utilizar a glicina como fonte de
carbono e nitrogénio e a resisténcia a canavalina azul de
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bromotimol, permite diferenciar C. gattii de C. neoformans, no
meio de CGB (canavanina-glicina-azul de bromotimol). O C. gattii
€ resistente a enzima L-canavanina, e cresce no meio CGB,
fazendo com que haja a producédo de ambnia, alterando o pH do
meio e mudando a sua cor de amarelo para azul, enquanto o C.
neoformans tem o0 seu crescimento inibido neste meio
(CONSENSO EM CRIPTOCOCOSE, 2008; LACAZ et al., 2002).

Figura 4. Cultura de Cryptococcus em agar Sabouraud dextrosado.

Fonte: Prof. Dr.Jairo lvo dos Santos.

Com relacdo a sua terapéutica, embora a
criptococose seja uma micose extremamente grave do ponto de
vista clinico, existem protocolos que permitem que geralmente se
faca um tratamento adequado para esta micose. O antifingico
mais utilizado para esta finalidade é a anfotericina B, aplicada por
via venosa e raquidiana. A duragédo e o esquema de tratamento
irdo depender da forma clinica do processo. A 5-fluorocitosina
também tem sido utilizada, por via oral, associada a anfotericina
B, assim como o fluconazol (CONSENSO EM CRIPTOCOCOSE,
2008; SORREL et al., 2011).
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Realizar uma revisdo bibliogréfica sobre a
diversidade bioldgica do Complexo de espécies Cryptococcus
neoformans e Cryptococcus gattii no Brasil.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os estudos de variacbes fenotipicas do
complexo C. neoformans no Brasil;

e Avaliar os estudos de variacbes genotipicas do
complexo Cryptococcus gattii no Brasil;

e Associar os perfis fenotipicos desse complexo de
espécies, relatados na literatura, com possiveis
caracteristicas ecoldgicas ou reservatorios;

e Associar os perfis genotipicos desse complexo de
espécies, relatados na literatura, com possiveis
caracteristicas ecoldgicas ou reservatorios;

e Analisar a existéncia de possiveis caracteristicas
fenotipicas/genotipicas desse complexo de espécies
com a viruléncia e patogenicidade dos isolados.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 FONTES UTILIZADAS

Para a revisdo bibliografica de Cryptococcus, foi

realizada pesquisa bibliografica nos portais periodicos:

Capes http://www.periodicos.capes.gov.br/;
Scielo Brasil http://www.scielo.org/php/index.php;
BU UFSC (Biblioteca Universitaria — Universidade
Federal de Santa Catarina)
http://portal.bu.ufsc.br/ ;
PubMed http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed.
Livros relacionados a Micologia Médica, Andlises Clinicas
e 0s artigos vinculados a Cryptococcus neoformans e
Cryptococcus gattii, com énfase no Brasil;

Foram pesquisados os termos: Cryptococcus sp.,

Cryptococcus spp., Cryptococcus neoformans, Cryptococcus
gattii. O intervalo da pesquisa dos artigos compreendeu o
periodo entre 1992 até 2015.

3.2. ESTRUTURAGCAO DO TRABALHO

Para a escolha da bibliografia, foram utilizados

critérios de relevancia dos estudos a cerca da tematica.

Foram excluidas fontes que nao atenderam os

critérios fenotipicos e genotipicos do complexo C. neoformans/
C. gattii no Brasil e no mundo, bem como as caracteristicas
ecologicas e a patogenicidade e viruléncia do fungo.


http://www.periodicos.capes.gov.br/
http://www.scielo.org/php/index.php
http://portal.bu.ufsc.br/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Fatores de viruléncia de Cryptococcus gattii e Cryptococcus
neoformans

Capacidade de crescer a 37°C

O C. neoformans e C. gattii sdo consideradas as Unicas
espécies que causam doenga em animais endodérmicos, devido
a capacidade de crescer em temperaturas de 37 °C, sendoum
dos principais fatores de viruléncia destes organismos
(BUCHANAN & MURPHY, 1998; BARONI, 2001; VIVIANI;
TORTORANO, 2009; GOMES et al., 2010; LACAZ, et al., 2002).

Producdo melanina, pela enzima lacase (fenoloxidase)

Entre os fatores de viruléncia ja conhecidos para C.
neoformans e C. gattii, estd a producdo de melanina, que pode
ser observada na figura 5. Estes fungos produzem a enzima
lacase (fenoloxidase), que age sobre composto difendlicos
presentes no meio de cultura, gerando a producédo do pigmento
melaninico, que fica aprisionado na parede celular do fungo.
Essa classe de enzima pertence a familia das oxidases, que tem
como cofator os ions cobre e ferro. A melanina é um radical livre
estavel, insolivel em solventes fisiolégicos e resistentes a
degradacao &cida. O C. neoformans e C. gattii sdo as Unicas
espécies no género a produzir melanina a partir de compostos
difendlicos via uso da enzima fenoloxidase a 37°C. A melanina
confere protecdo contra reacbes oxidativas, defesa contra a
radiacdo UV e ataque de células de defesa do hospedeiro, em
funcdo de capacidade de reter enzimas hidroliticas provenientes
do fungo préximo a parede celular (REOLON et al., 2004;LACAZ
et al.,, 2002; BUCHANAN & MURPHY, 1998; BARONI, 2001,
VIVIANI; TORTORANO, 2009; GOMES et al., 2010).
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Figura 5. Cultura de Cryptococcus em agar niger - atividade de lacase.

Fonte: Prof.Dr. Jairo Ivo dos Santos.

Atividade de urease

A atividade de urease pode ser vista na figura 6, onde a
urease hidrolisa ureia a amodnia e carbamato, resultando em
alcalinizacdo do meio, que proporciona mudanca de cor no agar
de amarelo palido, para rosa / magenta, as vezes, num periodo
de poucas horas. O papel desta enzima € converter ureia a uma
fonte de nitrogénio, utlizavel no seu nicho ecolégico
(BUCHANAN & MURPHY, 1998; BARONI, 2001; VIVIANI;
TORTORANO, 2009; GOMES et al.,, 2010; COX et al., 2000;
STEENBERGEN et al., 2003; REISS et al., 2012; REOLON et
al., 2004).
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Figura 6 Atividade de ureia, controle A (-) e B (+).

X
;;s%i

¥
A8

M !
a TN

B+

Fonte: Karine Benitez Ramos.

Atividade de protease e de fosfolipase

Outro fator de viruléncia de C. neoformans, de grande
imortancia, é atividade de proteinase ou protease, que degrada
as proteinas do hospedeiro, tais como colageno, elastina,
fibrinogénio, imunoglobulinas e fatores de complemento. As
proteases atuam no inicio da invasao ao tecido do hospedeiro,
degradando componentes do hospedeiro, o que pode proteger C.
neoformans contra a resposta imune do hospedeiro bem como,
pode auxiliar no mecanismo de escape da célula fungica dos
compartimentos fagossomais (STEENBERGEN et al.,, 2003;
REOLON et al., 2004; BUCHANAN & MURPHY, 1998; BARONI,
2001; VIVIANI;, TORTORANO, 2009; GOMES et al.,, 2010;
LACAZ, et al., 2002).
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As fosfolipases sdo enzimas capazes de promover
a hidrélise de uma ou mais ligacbes éster em glicerofosfolipidios
e auxiliam na degradacédo e desestabilizacdo da membrana da
célula hospedeira e lise celular. A enzima fosfolipase, atua
degradando membranas celulares das células do hospedeiro,
com consequente penetracdo tecidual (REOLON et al., 2004;
GHANNOUM et al.,, 2000; BUCHANAN & MURPHY, 1998;
BARONI, 2001; VIVIANI; TORTORANO, 2009; GOMES et al.,
2010; LACAZ, et al., 2002).

Cepas de MATa e MATa

Quanto as cepas MATa e MATa, nenhuma diferenca
na viruléncia foi observada entre a e a, entretanto, durante co-
infeccdo cepas MATa e MATa sdo equivalentes em tecido
periférico, mas as celulas a tem uma predilecdo acentuada para
penetrar no SNC. Isto pode explicar a marcante prevaléncia de
MATa em isolados clinicos. C. neoformans e C. gattii
apresentam um sistema de mating bipolar com um Unico locus
MAT contendo dois alelos a e a. Ha uma diferenca significativa
em relagdo a ocorréncia MATa e MATa de isolados clinicos e
ambientais de C. neoformans, uma vez que isolados MATa séo
30 a 40 vezes mais frequéntes que isolados MATa. Kwon Chung
et al. (1992) demonstraram que a progenie do tipo a e mais
virulenta que o tipo a, sugerindo que isolados MATa apresentam
vantagem seletiva na sobrevivéncia ambiental (NIELSEN et al.,
2005 Apud COSTA et al., 2008, p.41).

Céapsula Polissacaridea

Alguns fatores de viruléncia destas espécies de
fungos auxiliam na sua capacidade de infectar o hospedeiro.
Dentre elas a capsula polissacaridea, que € uma estrutura que
envolve a parede celular, da célula do C. neoformans e C. gatti,
conferindo-lhes uma morfologia distinta em relacdo a outras
leveduras patogénicas. A capsula é composta por pelo menos
trés componentes: manoproteina, galactoxilomanana e
glucuronoxilomanana (GMX), que representa 90% dos
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componentes da capsula (STEENBERGEN et al., 2003). Muitos
fatores ambientais influenciam no tamanho da cépsula de C.
neoformans. Fontes de carbono e auséncia ou presenca de
certos aminoacidos e vitaminas modificam o tamanho da capsula
in vitro. A presenga ndo apenas de tiamina, L-prolina ou
asparagina, mas também baixa concentracdo de glucose,
manose, xilose ou sucrose induz capsulas largas. Pelo menos
quatro genes capsulares individuais foram identificados,
caracterizados e nomeados como CAP64, CAP60, CAP59 e
CAP10 (JANBON et al., 2004). A funcdo priméria desta estrutura
deve, provavelmente, auxiliar na sobrevivéncia do Cryptococcus
no ambiente. A este respeito, a capsula é essencial para a
sobrevivéncia em amebas, que € um dos provaveis predadores
destes fungos no solo. A cépsula também pode fornecer
protecdo substancial contra a dessecacéo, e é essencial para a
formacé&o de biofilmes criptococicas (MCFADDEN et al., 2006).

Nos ultimos anos, tém sido realizados varios estudos
relacionados a filogenética e genotipagem de C. neoformans e C.
gattii. Um esquema de tipagem multilocular foi desenvolvido pelo
grupo de pesquisa em Cryptococcus da Sociedade Internacional
de Micologia Animal e Humana para genotipagem e analise
filogenética de C. neoformans e C. gattii (MEYER et al., 2009).
Esse processo de tipagem multilocular incluiu os seguintes loci
do genoma fangico: CAP59, GPD1, LAC1, PLB1, SOD1, URA5,
e aregido de IGS1. Um aspecto interessante dessa abordagem é
que trés desses genes estao relacionados a fatores de viruléncia
para o Cryptococcus: CAP59 (capsula polissacaridica), LAC1
(sintese de melanina), e PLB1 (fosfolipase B).

Com relagdo as caracteristicas genotipicas de C.
neoformans, foram descritos até o momento, trés principais
gendtipos: VNI / VNB, VNII, e VNIV. Para o C. gattii foram
descritos quatro principais genétipos: VGI, VGII, VGIII, e VGIV
(MEYER et al, 2009). Os genotipos do complexo
C.neoformans/gattii sdo mostrados de forma resumida na figura
7.
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Figura 7. Caracteristicas genotipicas das espécies de C. gattiie C.
neoformans com suas variagdes
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Fonte: Adaptado de CHATURVEDI et al., 2011.

Estudos prévios atestam que o gendétipo VNI de C.
neoformans esta fortemente associada a ocorréncia de Aids em
todo o Brasil com maior incidéncia no sul e sudeste. Este
resultado pode ser explicado pelo fato que estas regifes incluem
as maiores cidades do pais, onde as acdes antropicas sao mais
evidentes (CASALI et al, 2003; MATSUMOTO et al, 2007,
RIBEIRO, NGAMSKULRUNGRO, 2008; TRILLES et al, 2008).
Por outro lado, a criptococose causada por C. gattii VGII ocorre
esporadicamente nessas regides, principalmente detectado como
casos isolados provenientes das regides Norte e Nordeste
(HORTA et al. 2002; NISHIKAWA et al., 2003; MATSUMOTO et
al.,, 2007; TRILLES et al. 2008, MORA et al. 2010; apud
MARTINS et al., 2011).

Em trabalho realizado nas regides Brasileiras Trilles
et al., (2008) estudaram sobre a distribuicdo dos diferentes tipos
moleculares de 443 isolados brasileiros de Cryptococcus
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neoformans e Cryptococcus gattii

para determinar a sua

distribuicdo geografica nos seguintes estados: AM: Amazonas;
BA: Bahia; MG: Minas Gerais; MS: Mato Grosso do Sul; PE:
Pernambuco; PIl: Piaui; PR: Parana; RJ: Rio de Janeiro; RR:
Roraima; RS: Rio Grande do Sul; SP: Sdo Paulo, e obtiveram os
seguintes dados que podem ser observados na figura 8:

Figura 8. Mapa com os diferentes tipos moleculares e o nimero de

amostras obtidas em cada estado.

PI{N=T79)
WHNI, VRNIV, VGII

RR (N=3)
VGII ‘---_g:qf‘ A
|l N \| \q’pd E‘; :' Equator
g
amey %*’:E~

VNL VGIL [/ -

J - 7| (X I PE(N=5)
Ao S {Jla P #* vor, vo

AS T VY

T b L BA (N=8)
4 A e VGII
"‘"""""""_'LY:;_"J{'\"‘—‘.'}‘""‘:;J ......................
MS (N=8) e 5 5 =0y
VNL VGII SRS Y. '

L VNI, VNII, VGII
Tropic of Capricorm ' II' LN \
TR

WNL VNIL VNIV, VGIIT

Fonte: Adaptado de TRILLES et al., (2008).

No geral,

“\OSP (N=4)
VINL VNI VGII

S
/ 7
-\r‘.l
RE (MN=136) PR (N=5)

VGI, VGII

RI (=132}
VNI, VINIL VINIIL
VGI VGIL VG

0os tipos moleculares mais comuns

encontrados foram: VNI (64%) e VGII (21%), seguido por VNII
(5%), VGIII (4%), e VIG VNIV (3% de cada), e VNIII (<1%) o tipo
molecular VGIV ndo foi identificado entre os Isolados brasileiros.
Neste estudo, duas grandes tendéncias epidemiolégicas foram
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identificadas no Brasil: C. gattii predominantemente ocorreu em
NM ( Macro regido do Norte) que é composta pelos estados do
Amazonas, Roraima, Pernambuco, Piaui e Bahia, e C.
neoformans predominantemente ocorreu em SM (Macro regido
Austral) que englobam os estados de Mato Grosso do Sul ,
Minas Gerais , S&o Paulo, Rio de Janeiro, Parana e Rio Grande
do Sul, estes estados demostraram infec¢bes esporadicas por C.
gattii (TRILLES et al., 2008).

Nas diferentes regides brasileiras, C. neoformans foi
isolado de madeira em decomposicdo, em arvores tropicais,
nativas ou introduzidas no Brasil (LACAZ et al., 2002; LAZERA
et al., 2000; 1996;). A presenca do fungo em excretas de pombos
e de aves tem sido explicada pelo fato de que estas servem de
meio seletivo para C. neoformans na natureza, por conter alto
conteldo de substancias nitrogenadas, tais como a creatinina
(LUGARINI et al., 2008; ABEGG et al., 2006; FILIU et al., 2002).

Uma das diferencas entre C. neoformans e C. gattii
esta no seu nicho ecoldgico. O Cryptococcus gattii esta mais
associado a ocos de Aarvores e madeira apodrecida,
especialmente o eucalipto (Eucalyptus camaldulensis). No
entanto, outras 54 espécies de arvores atuam como hospedeiros
de C. gattii como, por exemplo, os géneros Ficus e Terminalia.
Sua “dispersdo” ocorre pela exportacdo de madeira das areas
nativas onde esta disseminado, além de correntes de ar e agua,
bem como passaros, alguns mamiferos e insetos. O C. gattii
pode sobreviver em agua doce e salgada por longos periodos,
expondo os mamiferos marinhos, como os botos (REISS et al.,
2012).

Na década de 1990, durante o surto que ocorreu na
ilha de Vancouver e areas proximas no Canada e nos EUA, o
gendtipo C. gattii VGlla / VGIlic emergiu como um patégeno
primario, ilustrando que a espécie ndo esta presente apenas em
regides tropicais e subtropicais, mas também em outras areas
geograficas, incluindo aqueles com climas temperados. Este
surto mostrou que a exposicado a fontes ambientais, tais como
arvores e solos contaminados por esta levedura, pode levar a
infeccdo (criptococose) em humanos e animais (FAVALESSA et
al., 2014).

O C. neoformans tem uma distribuicdo global, sendo
uma espécie cosmopolita. Estd associado a fezes de pombos
misturadas com poeira do solo e provoca infeccdo por meio da
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inalacdo de pds e aerosois contendo a levedura com producao
de basidiosporos (esporos) (REISS, et al., 2012). O ciclo de vida
de C. neoformans permite que este fungo tenha flexibilidade
adicional na adaptacdo a mudancas de ambientes, na geracao
fenotipica e plasticidade genaotipica (LIN et al., 2006).

Cinco sorotipos sdo reconhecidos atualmente por
Cryptococcus neoformans/gattii: A, B, C, D, e AD. A distin¢édo
entre esse diferentes sorotipos baseia-se na reacao imunolégica
ao anti-soro produzida contra o0 polissacarideo e
diferentescomponentes da capsula da levedura. O sorotipo AD
foi classificado como um hibrido dipléide de A e D sorotipos e a
formacéo de hibridos dentro de C. neoformans e populacbes C.
gattii pode gerar diversidade genotipica e fenotipica, com
linhagens que podem ocupar novos nichos ecolégicos. Estudos
recentes, utilizando polimorfismo de DNA AFLP (polimorfismo de
tamanho de fragmentos amplificados), demonstraram que as
diferencas genéticas entre variedades de Cryptococcus séo
suficientes para classificd-los em duas espécies distintas: C.
neoformans e C. gattii ( LEITE et al., 2012; AMINNEJAD et al.,
2012).

Para a cultura das amostras coletadas nos diferentes
trabalho, foi utilizado agar-Sabouraud, geralmente incubados a
temperatura de 25°C e 37°C, mas o crescimento do fungo é
melhor a 30°C, a termotolerancia maxima é de 40°C. Nestas
condicbes, a levedura cresce facilmente, formando coldnias
brilhantes, viscosas e Umidas, com tonalidade creme (LACAZ et
al., 2002; LIN et al., 2006;LUGARINI et al., 2008; LEITE et al.,
2012; FILIU et al., 2002; LAZERA et al., 2000; MOREIRA et al.,
2006; CORREA et al., 1999; CONSENSO EM CRIPTOCOCOSE;
2008).

A diferenciacdo entre as espécies C. neoformans e
C. gattii, foi obtida fenotipicamente através do uso do meio de
canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB). Este meio tem pH
5,8 e, com o crescimento do fungo, o pH do meio aumenta, o que
é revelado pelo azul de bromotimol que altera a coloracdo do
meio de amarelo esverdeado, para azul cobalto. Alguns isolados
de C. neoformans séo capazes de assimilar a glicina, mas séo
sensiveis a L-canavanina, ndo havendo, portanto, crescimento e
nem alteracédo da coloracéo do meio (LACAZ et al., 2002; LIN et
al., 2006, KWON-CHUNG; BENNETT, 1992).
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Ainda, com relacéo as diferencas fenotipicas entre C.
neoformans e C. gattii, Sorrel et al. (2001) em trabalho de revisédo
sobre C. gatti, mostrou que esta variedade é genética e
bioguimicamente diferente do C. neoformans, produzindo uma
fosfolipase B tanto in vivo quanto in vitro (SORREL et al, 2001).

Foram utilizados por alguns pesquisadores, meios de
cultura especificos para o crescimento de C. neoformans, que
produz a enzima fenoloxidase, capaz de oxidar substancias
fendlicas presentes nos meios de cultivo preparados com
extratos vegetais (cenoura, batata) ou sementes (vicia fava ou
Guizotia abyssinica), produzindo um pigmento de cor escura
semelhante a melanina (LACAZ et al., 2002; LIN et al., 2006).

Em todos os artigos analisados, a principal técnica
disponivel para estudar a capsula do C. neoformans, foi a
microscopia de campo claro apés coloracdo, pois a capsula nao
€ visivel sem tinta da china, porque seu indice de refracdo é
semelhante ao de meios aquosos. No entanto, a capsula é
facilmente visualizado como um halo branco que separa a célula
a partir de o fundo escuro de particulas da tinta e, esta técnica
simples tem sido crucial para muitos estudos da capsula
(MCFADDEN et al., 2006; CORREA et al., 1999; IGREJA et al.,
2004; MOREIRA et al., 2006; MARTINS et al., 2011;MATOS et
al.,, 2012; FAVALESSA et al, 2014; LACAZ et al, 2002;
MITCHELL et al., 2010).

A analise dos resultados fenotipicos e genotipicos no
Brasil, do género Cryptococcus spp. em diferentes nichos
ecolégicos tem a pesquisa realizada no estado do Rio de
Janeiro, onde Cryptococcus neoformans var. neoformans, que foi
repetidamente isolado a partir de madeira em decomposicéo, nas
cavidades de arvores vivas que crescem em areas urbanas do
Rio de Janeiro, no Brasil. O estudo foi realizado em trinta e uma
espécies diferentes de arvores vivas em areas urbanas. Foram
selecionadas quatroze arvores no campus da FioCruz e
dezessete no norte da cidade. Sessenta e duas coletas foram
realizadas por raspagem da madeira em decomposi¢cdo no
interior das cavidades e da casca exterior dos troncos. Oito dos
31 ocos de arvores produziram col6nias de C.neoformas. var.
neoformans. Cinco arvores, Cassia rosa (Cassia grandis), Cassia
amarela (Senna multijuga) e duas figueiras (Ficus microcarpa).
Ocos de Aarvores vivas fornecem ambiente, Umido e
provavelmente, menos exposta a alteracbes climaticas.
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Recentemente, C. gattii, foi isolado a partir de casca e madeira
detritos recolhidos no oco de Eucalyptus tereticornis. Os autores
mostraram que C. neoformans var. neoformans ndo esta
associada a alguma arvore em particular, mas sim com um nicho
especializado, resultante da biodegradacdo natural da madeira
que fornece um substrato favoravel para o seu crescimento (
LAZERA et al., 1996).

Lazéra (2000), em estudo na cidade de Teresina, no
estado do Piaui, coletadas amostras de 32 ocos de arvores vivas
e semeadas em meio de &gar niger (NA). A identificacdo de C.
neoformans foi baseada em testes fisiolégicos e morfol6gicos. O
meio de Canavanina-glicina-azul de bromotimol foi utilizado para
pesquisar a variedades e Cryptococcus. Um total de 123 colbnias
castanho escuro foi recuperado a partir de meios NA, todas
identificadas como C. neoformans. Os autores sugeriram que C.
neoformans var neoformans, uma vez estabelecido nestas
cavidades, se reproduz melhor do que C. gattii. Pela primeira
vez, C. neoformans var. neoformans (sorotipo A) e C. gattii
(Sorotipo B) foram encontrados compartilhando o mesmo habitat,
estabelecendo assim, uma possivel ligacdo entre eles em seu
ciclo de vida na natureza e um nicho natural primario para as
espécies.

Filid (2002); Abegg (2006) e Lugarine (2006), fizeram
pesquisa com aves,em distintas regides do Brasil, entretanto, nos
estudos realizados pode-se observar, que a espécie C.
neoformans tem intima associagcdo com algumas espécies de
aves, como relatado por Abegg, no estado do Rio Grande do Sul.
Nestes estudos, constatou-se que das 59 espécies de aves em
cativeiro, mantidas nas gaiolas em um Jardim Zooldgico, foram
obtidos 38 isolados ambientais de C. neoformans a partir de
Psittaciformes (Psittacidae, Cacatuidae e Psittacula). 33 isolados
(87%) eram da var. grubii, sorotipo A, tipo molecular VNI, e 5
(13%)de C.gattii sorotipo B, tipo molecular VGI.

Filii, obteve 20 amostras das quais, 10 (50%) das
amostras foram positivas para Cryptococus neoformans var
neoformans sorotipo A, correspondentes a trés locais,
comprovando a ocorréncia saprofitica de C. neoformans na
cidade de Campo Grande, relacionado a habitat de aves em
cativeiro. Dezesseis amostras obtidas em seis lojas de aves, uma
delas obtida em uma escola, uma obtida em um domicilio, e duas
oriundas de raspados de excretas encontradas em solo, em
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ambiente aberto. Na cidade de Campo Grande, foram
observadas elevadas concentragdes do fungo, até 46.000
propagulos viaveis por grama de material seco, refletindo a
existéncia de fontes ambientais na forma de microfocos deste
fungo. Nestes locais a levedura pode se dispersar no ar e,
subseqlientemente, inalado.

Lugarini, no Parand, analisou 141 amostras
ambientais de Passerine e Psittacine (108 de Passerine, 32 de
aves Psittacine, e um de uma gaiola contendo tanto a ordem de
aves). Dezenove amostras fecais foram coletadas de aves em
cativeiro, em pet shops localizados na cidade de Curitiba, Parana
e 122 amostras coletadas de aves em Centro de Triagem de
Animais Silvestres (Cetas) PUCPR / IBAMA, localizado em uma
Cidade vizinha, Tijucas do Sul, Estado Parana, que eram em
sua maioria aves de companhia de trafico ilegal. C. neoformans
foi isolado a partir de 34 (24,11%) e duas amostras de Passerine
(1,42%), com uma ocorréncia global de 25,53%.C. neoformans &
geralmente isolado a partir de excrementos de aves, enquanto
que C. gattii ndo é tipicamente isolado. O nimero de amostras
positivas foi significativamente maior para Passerine do que para
aves Psittacine; Excrementos secos sdo substratos favoraveis,
porque tém um menor ndimero de bactérias viaveis e menos
competicdo bibtica. Assim, € mais provavel que haja um elevado
ndmero de C. neoformans do que em fezes Uimidas.

Leite (2012), realizou pesquisa em uma Bibloteca no
estado do Mato Grosso do Sul, na cidade de Cuiaba, com 84
amostras coletadas de poeira de livros, oito (21,4%) foram positivos
para Cryptococcus sp, totalizando 41 UFC (Unidade de colbnia
formadora). Foram encontradas diferentes espécies de
Cryptococcus dentre eles C. gattii em 15 amostras (36,6%) e C.
neoformans em trés amostras (7,3%). Este estudo demonstrou o
potencial de se adquirir infeccdo por criptococose de poeira nas
bibliotecas.

Apesar de numerosas técnicas moleculares terem
sido aplicadas para identificar os subtipos das cepas C.
neoformans e C. gattii, apenas trés métodos foram comprovadas
para produzir resultados comparaveis: PCR fingerprinting
(Reacdo em Cadeia da Polimerase), AFLP (Polimorfismo de
Comprimento Fragmentado e Amplificado), e MLST (Tipagem
de Sequéncia Multilocular) (COGLIATI et al., 2013).
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A PCR figerprinting é baseada na amplificacdo de
sequéncias de DNA flanqueadas por repeticdes simples de DNA
gue sdo usadas como oligonucleotideos iniciadores (primer)
simples na PCR (COGLIATI et al., 2013). Fingerprinting de cepas
de Cryptococcus recuperado in vitro e in vivo ao longo do tempo
mostram que genotipos evoluem de forma diferente, dependendo
do meio ambiente (LIN et al., 2006).

O método AFLP ¢é baseado na digestao de amostras
de DNA com uma rara e frequente enzima endonuclease de
corte, combinada com a amplificacdo usando um adaptador que
cria especificidade nos sitios de restricdo. As etapas
subsequentes da PCR sé&o capazes de selecionar um perfil Gnico
de acordo com o numero de nucleotideos adicionados aos
primer. Fragmentos marcados com fluorescéncia sdo separados
por um sequenciador capilar automatizado e visualizados como
um perfil de bandas virtuais. A aplicacdo dessa técnica para a
tipagem do Cryptococcus requer a digestdo com enzimas de
restricio Msel e EcoRIl e amplificagdo com os dois primers
seletivos Msel-G e EcoRI-AC (COGLIATI et al., 2013).

MLST é uma técnica de tipagem baseada em
analises de sequéncia de um conjunto de loci polimorficos. A
combinacdo de diferentes tipos alélicos dos loci selecionados
determina o gendtipo MLST (COGLIATI et al.,, 2013). Para
Mitchell & Litvintseva (2010), a maioria dos métodos de digitacdo
pode ser usada para identificar estirpes individuais, desde que se
utilizem controles adequados e protocolos padronizados. No
entanto, os métodos variam em estabilidade, reprodutibilidade e
custo (MITCHELL; LITVINTSEVA, 2010).

As caracteristicas epidemiolégicas de infeccoes
causadas Cryptococcus tém sido extensivamente estudadas em
todo o mundo. Infelizmente, poucos estudos moleculares tém
sido realizados no Brasil e a auséncia de um sistema de
comunicagédo eficiente, restringe a compreensdo do dado clinico
e epidemiologico assim como dificuldades em se realizar o
diagnostico correto de espécies e variedades (MARTINS et al.,
2011).

Na tabela 2, podem ser observadas algumas
pesquisas realizadas em cidades brasileiras, com pacientes que
apresentavam diagndstico para criptococose, sendo obtidos
alguns dados quanto ao fenétipo e gendtipo das espécies de
Cryptococcus, que estdo no contexto a seguir.
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Tabela 2. Analise dos resultados fenotipicos e genotipicos no Brasil, do
género Cryptococcus spp em pacientes. Fonte: Karine Benitez Ramos.

Local N° de pacientes | C. neoformans C. gattii
Belém (PA) 78 19 59
Rio de Janeiro (RJ) 28 25 03
Minas Gerais (MG) 96 89 07
Teresina (PI) 63 37 24
Bahia (BA) 62 49 13
Cuiaba (MT) 27 17 10
TOTAL 354 236 116

Historicamente, a criptococose foi descoberta,

descrita e estudada através de sua face oportunistica, associada

a sarcoma, linfomas,

uso de corticoides,

uso de drogas

imunossupressoras em hospedeiros transplantados e atualmente
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€ uma das principais co-morbidades associadas a Aids.
Epidemiologicamente, mostra-se como um marcador de
hospedeiros com imunodeficiéncia celular (LAZERA et al., 2005).
A percep¢do da importancia da criptococose por C. gattii €
crescente; se antes era vista como problema restrito a grupos
populacionais rurais ou nativos, atualmente identifica-se sua
ocorréncia em diversas regides onde surjam condicbes
laboratoriais para o diagnéstico e discriminagéo das espécies de
Cryptococcus (LAZERA et al., 2005).

A descricdo de alguns surtos regionais de
criptococose é mostrada nas tabelas 2. Onde foi realizada
pesquisa na cidade de Belém, estado do Para, por Corréa
(1999). A esse respeito, no Brasil, nos ultimos anos, tem sido
observado um incremento nos relatos de criptococose em
criancas, sendo que em 29 casos relatados, verificou-se a
variedade fungica em cinco pacientes, dois dos quais estavam
infectados por C. gattii. O aumento na incidéncia desta infec¢éo
fungica na infancia pode ser atribuido a migracdo da populacao
rural para a &rea urbana, principalmente em areas de
desmatamento da Regido Amazénica, onde predomina C. gattiii,
conforme foi verificado neste estudo, bem como consequéncia de
desnutricdo ou imunodeficiéncia adquirida (CORREA et al, 1999).

Em um periodo de sete anos, 19 dentre 79 (24%)
pacientes com criptococose, hospitalizados em Belém, foram
criancas menores de 13 anos, de idade. Em nove (47%) das 19
criancas foi estabelecida como agente causador da micose C.
gattii. Todos os pacientes apresentavam comprometimento do
sistema nervoso central (SNC). Febre e cefaléia foram achados
constantes. Rigidez da nuca e vémitos foram observados em 13
(68%) pacientes. Outras queixas: sinais e sintomas respiratorios
em dez (53%); alteragBes visuais em nove (47%). Os pacientes
foram tratados com anfotericina B e, em 11 deles, foi associada a
5-fluorocitosina. Fluconazol foi associado em dez dos pacientes.
Seis pacientes foram a 6bito e 13 apresentaram melhora clinica.
Esse achado sugere que o Estado do Para constitua uma regido
de alta endemicidade da criptococose por C. gattii (CORREIA et
al., 1999).

Nos pacientes avaliados com Aids, em estudo
prospectivo realizado no Hospital de Clinicas da Universidade
Federal de Uberlandia, estado de Minas Gerais, entre marco de
1998 e novembro de 2003, em 96 pacientes com diagndstico
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clinico e laboratorial de criptococose, sendo 81,3% portadores de
AIDS. C. neoformans foi isolado em diferentes amostras, sendo
77% em liquido cefalorraquidiano. A variedade neoformans foi
isolada em 89 casos e C. gattii em sete. A meningoencefalite
criptocdcica (56,3% dos casos), foi a manifestacao clinica mais
frequente, seguida de fungemia (13,5%). Entre os fatores de
risco, a AIDS (81,3%) foi 0 mais comumente associado & micose.
A pesquisa direta do fungo realizada em 121 amostras
demonstrou o microrganismo em 98,3%, com cultura positiva
para todas as amostras. Dos pacientes avaliados, 59,4% foram
tratados com anfotericina B ou derivados triaz6licos, sendo que
72,9% evoluiram para 6bito, em particular os portadores de AIDS
(62,5%) (MOREIRA et al., 2006).

Areas urbanas em regibes brasileiras exibem a
possibilidade que, pacientes imunocomprometidos, possam
adquirir a infeccdo por C. neoformans e C. gatti a partir de
multipla fontes de indculo em suas vidas. C. neoformans foi
isolado a partir de dois grupos de pacientes com AIDS e
criptococose no Rio de Janeiro, onde foram estudados por
reacdo em cadeia da PCR fingerprinting, e amplificado
aleatoriamente analise polimérfica DNA (RAPD). O primeiro
grupo continha 60 isolados de série, obtido a partir de 19
pacientes por periodos que variam de 18 a 461 dias; a intengéo
era determinar se a linhagem original persistiu ou se reinfeccéo
com uma hova estirpe ocorreu. O segundo grupo foi composto
por 22 isolados de 11 pacientes, e consistiu de um par de
isolados recolhidos de sangue e fluido cerebrospinal do cada
paciente antes ou logo apés o tratamento ser iniciado. O objetivo
era determinar se o paciente foi infectado por diferentes estirpes
simultaneamente. Todos os isolados foram subtipados por PCR
fingerprinting, usando minissatélite (M13) e microssatélite
[(RPDC) e quatro (GTG) 5] primers especificos e andlise de
RAPD empregando o primers combinados 5SOR e CN1. A
maioria dos isolados foram C. neoformans var. grubii,
especificamente, os tipos moleculares VNI ou VNII, mas
numerosos subtipos foram encontrados. Apenas trés isolados
foram C. gattii (genotipos VGI ou VGII). Exceto em dois casos,
todos os isolados obtidos a partir de um mesmo paciente
apresentaram perfis idénticos PCR, independentes do tempo de
isolamento ou local do corpo. Os resultados confirmam que a
infeccdo criptocécica é causada pela recaida em vez de
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reinfeccdo, mas mostram também que, em casos excepcionais,
pacientes podem ser infectados com mais do que uma estirpe de
C. neoformans (IGREJA et al., 2004).

Em todo o Brasil, C. neoformans é a causa da
criptococose, e C. gattii € endémico e prevalente nos estados do
Norte e Nordeste. No estudo, realizado no esta do Piaui, na
cidade de Teresina, foram analisados os tipos moleculares de 63
isolados, coletados a partir do liguido cefalorraquidiano de
pacientes diagnosticados com meningite entre 2008-2010. Dos
63 pacientes avaliados, 37 (58,7%) eram positivos para HIV e 26
(41,3%) eram negativos para HIV. Analise de restricdo do
polimorfismo de fragmentos (RFLP) identificou 37/63 (58,7%)
isolados como sendo C. neoformans gendtipo VNI,
predominantemente em pacientes de HIV positivos (32/37,
86,5%) e 24/63 (38,1%). Também foi identificado C. gattii VGII,
principalmente em pacientes HIV-negativos (21/26, 80,8%). A
ocorréncia de C. gattii VGII em seis criangcas aparentemente
saudaveis e em sete adolescentes / adultos jovens nesta regido
reafirma a ocorréncia endémica da criptococose primariamente
causada por C. gattii VGII e infeccao criptococética humana em
pacientes com idade mais jovem. A letalidade ocorreu em 18/37
(48,6%) dos individuos HIV - positivos e em 13/26 (50%) dos
pacientes HIV — negativos. Os resultados fornecidos no estudo
trazem novas informacdes sobre a epidemiologia molecular de C.
neoformans e C. gattii em algumas areas endémicas brasileiras
(MARTINS et al., 2011).

A criptococose é uma infeccédo flngica sistémica que
afeta seres humanos e animais, principalmente devido a C.
neoformans e C. gattii. Na sequéncia da epidemia da sindrome
da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), infec¢des fangicas por C.
neoformans tém se tornado mais comum entre pacientes
imunocomprometidos. C. gattii foi primeiramente isolado como
um patégeno primario em hospedeiros saudaveis e ocorre
endemicamente nas regides Norte e Nordeste Brasil. Os isolados
de pacientes HIV-positivos e HIV-negativos atendidos em
hospitais universitarios na cidade de Cuiabd, Mato Grosso do
Sul, na regido Centro-Oeste do Brasil, foram avaliados quanto ao
seu genotipo e perfil de suscetibilidade in vitro a drogas
antifangicas. A metodologia utilizada para identificar espécies do
fungo foi: cultivo em meio CGB (agar canavanina-glicina-azul de
bromotimol) e genotipagem por URA5-RFLP (fragmentos de DNA
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gerados por enzima de restricdo). As drogas antifingicas
testadas foram anfotericina B, fluconazol, flucitosina, itraconazol
e voriconazol. As concentracdes inibitérias minimas (MICs) foram
determinadas de acordo com a metodologia do CLSI M27-A3 e
os resultados encontrados nas amostras de C. neoformans, VNI
(17/27, 63,0%) e C. gattii, VGII (10/27, 37,0%). As CIMs
observadas para as drogas antifiUngicas foram: anfotericina B
(0,5-1 mg / L), fluconazol (1-16 mg / L), flucitosina (1-16 mg / L),
itraconazole (0,25-0,12 mg / L) e voriconazol (0,06-0,5 mg / L).
Isolados de C. neoformans, VNI foram predominantes em
pacientes com HIV / AIDS, e C. gattii, VGII em pacientes HIV-
negativos. Os genotipos identificados foram susceptiveis aos
antifingicos testados. Sendo assim, € importante ressaltar que
VGIl é um genétipo predominante que afeta individuos HIV-
negativos em Cuiaba. Estes resultados serviram como orientacao
a respeito da epidemiologia molecular de C. neoformans e C.
gattii no Estado de Mato Grosso (FALAVESSA et al., 2014).

Para determinar os perfis de susceptibilidade a
antifingico e os gendtipos de isolados clinicos de Cryptococcus
no estado da Bahia. Sessenta e dois isolados foram obtidos de
casos de meningite no periodo de 2006 a 2010. Sua
sensibilidade ao fluconazol, itraconazol, anfotericina B e 5-
flucitosina foi determinada pela técnica de microdiluicdo e por
fragmentos de DNA gerados por enzima de restricdo (RFLP). C.
neoformans foi responsaveis por 79% da levedura identificada e
C. gattii representado os 21% restantes. Na avaliagdo dos
genotipos, os autores observaram que todas as amostras de C.
gattii isolados eram do genotipo VGII, e 98% dos isolados de C.
neoformans eram do gendtipo VNI A avaliacdo da
susceptibilidade antifingica revelou a existéncia de isolados
resistentes ao fluconazol (4,8%), 5-flucitosina (1,6%) e
anfotericina B (3,2%). A estratificacdo dos resultados de
sensibilidade para cada espécie mostrou diferencgas significativas
na susceptibilidade aos azodlicos. Este estudo é o primeiro a
descrever os perfis de susceptibilidade dos isolados moleculares
e clinicos de Cryptococcus na Bahia. A alta porcentagem de C.
gattii isolados pertencentes para o genétipo VGIl e sua menor
susceptibilidade aos antifingicos destaca a importancia de se
conhecer as espécies envolvidas em infec¢des criptocécicas no
nordeste do Brasil (MATOS et al., 2012).
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Calvo M. (1999, 2001), estudou os perfis de
suscetibilidadea diversas drogas antifingicas bem como a
cariotipagem eletroforética de amostras de C. neoformans var.
neoformans e C.gatti isoladas no Brasil, Chile e Venezuela,para
determinar perfis segundo as variedades e sorotipos dessa
levedura, de acordo com a area geografica e eventual presenca
de infeccdes pelo virus HIV. De 100 amostras estudadas, 89
foram identificadas como C. neoformans var. neoformans. Seis
dos 11 isolados de C. gattii procediam da regido sul do Brasil. C.
neoformans var. neoformans, foi considerado o agente da
criptococose mais prevalente e apresentou elevada
suscetibilidade & anfotericina B, fluconazol, intraconazol e 5 FC.
Apesar de pequenas diferencas de suscetibilidade antifungica
exibidos pelas duas variedades de C. neoformans, a maioria dos
isolados foi sensivel para varios farmacos testados.

A estrutura genética Unica de C. neoformans também
contribui para a geracdo de polimorfismo. O genoma deste fungo
€ particularmente rico em elementos repetitivos, o que é
incomum para um microorganismo. A expansao de elementos de
repeticio num genoma poderia produzir recombinacdo e
instabilidade gendmica, causando alteracGes no nivel genémico,
como as duplicacdes, delecdes, translocacbes, inversdes e
mutacgBes (LIN et al., 2006). Segundo Franzot et al., a existéncia
de variabilidade genética é importante porque pode traduzir-se
em variabilidade fenotipica, tais como diferencas antigénicas,
viruléncia ou na suscetibilidade aos agentes terapéuticos
(FRANZOT et al, 1997).

A escolha do esquema terapéutico deve considerar
a disponibilidade dos agentes antifiingicos, o sitio anatdmico da
infeccdo e o estado imune do hospedeiro, assim como
diagnostico rapido e o pronto estabelecimento da terapia
antifingica (GRAYBIL et al., 2000; LACAZ et al., 2002, REISS et
al., 2012).

Se os fenodtipos morfoldgicos ou bioquimicas de um
isolado sdo atipicos, os métodos moleculares podem ser usados
para estabelecer a identificacdo. Os marcadores moleculares
podem ser utilizados para determinar a estrutura e modos de
reproducéo de populacdes e subpopulacdes de C. neoformans e
C. gatti. Estas informac¢Bes tém importancia para a saude
publica, tendo em vista a capacidade do microrganismo se
adaptar rapidamente as mudancas ambientais, hospedeiros,



45

antibioticos e antimicrobianos (BROWNLEE et al.,, 1996;
MITCHELL et al., 2010).
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5. CONCLUSAO

Cryptococcus neoformans difere do Cryptococcus
gattii sob varios aspectos, dentre eles, observa-se a distribucéo
geografica, onde foi constatado maior endemismo em certas
regibes Brasileiras, como na Macro regido Austral (SM), com
tipos moleculares predominantes, VNI e VNII, enquanto que
Cryptococcus gattii, gerou maior endemismo nas regides
Brasileiras, na Macro regido do Norte (MN), com tipos
moleculares predominantes VGII e VGIII.

Para chegar a nivel de espécie, a maioria das
pesquisas utilizaram o mesmo critério nas culturas, com o CBG :
Canavanina-glicina-azul de bromotimol, que de uma maneira
rapida e eficaz converte o meio de cultura, revelando qual é a
espécie, juntamente é claro, com os métodos de genotipagem,
PCR fingerprinting (Reacdo em Cadeia da Polimerase), AFLP
(Polimorfismo de Comprimento Fragmentado e Amplificado),
MLST (Tipagem de Sequéncia Multilocular) e RFLP (Fragmentos
de DNA gerados por enzima de restricdo), para uma maior
precisao.

Quanto ao nicho ecoloégico e habitat de cada
espécies, parece-me claro que estes organismos estédo dividindo
0 mesmo espago, entretanto, deve-se levar em conta as
condicbes ambientais favoraveis, para amabas espécies
crescerem, isto, foi demonstrado em alguns trabalhos no Brasil
abordados na pesquisa, ressaltando a importancia de se realizar
estudos mais concretos para 0 monitoramento e dispersédo do
fungo.

Fatores de viruléncia do C. neoformans e C. gatti
sdo desencadeadores dos processos patogénicos, no decorrer
da criptococose. Os aspectos fenotipicos, tais como diametro de
capsula, hidrélise de ureia, atividade fenoloxidase e producéo de
melanina, contribuem para a viruléncia do fungo, e requerem
maiores estudos, pois, estes proporcionam barreiras eficazes
contra agcdo dos medicamentos utilizados no tratamento dos
pacientes.

Maiores investimentos em pesquisa S0 necessarios
para que se possa desenvolver métodos mais sensiveis e
especificos para identificar corretamente as espécies, variedades
e tipos que existem dentro do complexo Cryptococcus
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neoformans/gattii, para que se possa realizar um diagndstico
mais preciso e precoce da criptococose, minimizando assim a
alta morbidade e mortalidade desta micose.
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