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RESUMO
Cryptococcus neoformans lato sensu e Cryptococcus gattii lato sensu séo leveduras
hialinas capazes de produzir melanina, estando associados a uma doenca chamada
criptococose. Para sua instalacdo e disseminacao, varios fatores de viruléncia tém sido
associados, como a producdo de melanina, que € produzida por uma fenoloxidase
chamada lacase que oxida os compostos fenodlicos. Estudos demostraram que o0s
inibidores de bomba de prétons (IBP’s) tém efeitos inibitdrios na producéo de melanina,
em melandcitos, produzidos por uma fenoloxidase chamada tirosinase. Este efeito
inibitério da melanogénese foi associado ao bloqueio da tirosinase. Uma vez que 0s
melandcitos e Cryptococcus spp. produzem melanina por uma via semelhante a
oxidacdo de compostos fendlicos, o objetivo deste trabalho foi testar o efeito de IBP’s
na inibicdo de producdo de melanina em C. neoformans/C. gattii lato sensu. Para tanto,
inicialmente foi desenvolvida uma nova metodologia para quantificacdo de melanina
por meio da escala de cinza. Neste sentido, foram analisadas 12 cepas de Cryptococcus
spp., uma cepa de Candida parapsilosis ATCC 22019 (controle negativo) e uma cepa
de Hortaea werneckii (controle positivo), resultando em uma adequada producdo e
quantificacdo de melanina nas cepas testadas. A seguir, foram testados os IBP’s
(omeprazol, rabeprazol, lansoprazol, esomeprazol e pantoprazol), os antifingicos
classicos (fluconazol e anfotericina B) e glifosato (inibidor da melanogénese em
Cryptococcus spp.) sobre a sensibilidade de 20 cepas de Cryptococcus spp. € uma cepa
de C. parapsilosis ATCC 22019, baseado no documento M27-A3 do Clinical
Laboratory Standart Institute (CLSI). Foram observados os seguintes valores de
MIC50: para omeprazol 166,7 + 91,29 pg/mL; esomeprazol 256 + 115,1 pg/mL;
lansoprazol 226 + 200,1 pg/mL; rabeprazoL 142,6 + 74,6 pg/mL; pantoprazol 428,6 +
297,3 pg/mL; glifosato 952,4 + 150,4 pg/mL; fluconazol 4,757 + 1,6 pg/mL e;
anfotericina B 1,464 + 2,6 pg/mL. Finalmente, foram testadas concentragdes
subinibitorias dos IBP’s sobre a producdo de melanina em Cryptococcus spp., obtendo
como resultado uma inibicdo da melanina para os inibidores de bomba de prétons,
sendo o melhor efeito obtido com omeprazol, lansoprazol e pantoprazol. Portanto, IBP’s
tém um efeito importante na inibicdo de melanina em Cryptococcus spp., sendo
necessario estudos mais aprofundados para compreender 0os mecanismos de inibicéo e

seu possivel potencial na diminuicéo de viruléncia, disseminacdo e infecgdo do SNC.

Palavras-chave: Melanina; Cryptococcus; Criptococose; Inibicdo da Melanogénese



ABSTRACT

Cryptococcus neoformans sensu latu and Cryptococcus gattii sensu latu are hyaline
yeasts capable of producing melanin, being associated with a condition called
cryptococcosis. For installation and its spread, several virulence factors have been
associated, such as melanin production, which is produced by phenoloxidase called
laccase, which oxidizes phenolic compounds. Studies have shown that proton pump
inhibitors (PPI's) have an inhibitory effect on melanin production, in melanocytes,
produced by a phenoloxidase, called tyrosinase. This effect on inhibition of
melanogenesis was associated with inhibition of tyrosinase. Since melanocytes and
Cryptococcus spp. produce the melanin with a similar oxidation action of phenolic
compounds, the objective of this work was to test the effect of PP1”s on the inhibition of
melanin production in Cryptococcus neoformans/gattii lato sensu. For this, a new
methodology was initially developed for the quantification of melanin, through the gray
scale. In this experiment, 12 strains of Cryptococcus spp., 1 strain of Candida
parapsilosis ATCC 22019 (negative control) and 1 strain of Hortaea werneckii (positive
control) were analyzed, resulting in an adequate production and quantification of
melanin in tested strains. Next, PPIs were tested (omeprazole, rabeprazole,
lansoprazole, esomeprazole and pantoprazole), classical antifungal agents (fluconazole
and amphotericin B) and glyphosate (inhibitor of melanogenesis in Cryptococcus spp.)
on the susceptibility of 20 strains of Cryptococcus spp. and 1 strain of C. parapsilosis
ATCC 22019, based on the protocol M27-A3 of the Clinical Laboratory Standart
Institute (CLSI). The following MIC50 values were observed: for omeprazole 166.7
91.29 pg/ml, esomeprazole 256 + 115.1 pg/ml, lansoprazole 226 + 200.1 pg/ml,
rabeprazole 142.6 + 74.6 pg/ml, pantoprazole 428.6 + 297.3 pg/ml, glyphosate 952.4 +
150.4 ug/ml, fluconazole 4,757 + 1,6 pug/ml and amphotericin B 1,464 + 2.6 ug/ml.
Finally, subinhibitory concentrations of PPIs were tested on melanin production in
Cryptococcus spp., resulting in an inhibition of melanin for protons pump inhibitors,
the best effect being obtained with omeprazole, lansoprazole and pantoprazole.
Therefore, PP1’s has an important effect on the inhibition of melanin in Cryptococcus
spp., and further studies are needed to understand the mechanisms of inhibition and its

potential in reducing virulence, dissemination and infection of the CNS.

Keywords: Melanin. Cryptococcus. Cryptococcosis. Inhibition of Melanogenesis.
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1. INTRODUCAO

A prevaléncia de doencas fungicas oportunistas tem aumentado especialmente
em pacientes com doencas que comprometem o sistema imune. Em geral, os fungos
causadores de infeccBes oportunistas ndo causam doenca em seres humanos, mas, em
algumas situacOes, podem desenvolver patologias com alta taxa de mortalidade. Neste
grupo de patdgenos oportunistas, podemos encontrar fungos dimorficos, fungos
filamentosos e leveduras (BADIEE; HASHEMIZADEH, 2014; HILARY et al., 2017).

Dentre os fungos dimorficos mais prevalentes, estdo os dos géneros Histoplasma
e Coccidioides. Os principais fungos filamentosos associados a estas patologias sdo dos
géneros Aspergillus e Fusarium. Por sua vez, as leveduras que estdo vinculadas a
doencas sistémicas oportunistas sdo as espéecies de Cryptococcus e de Candida. Esta
prevaléncia depende da regido e de suas particularidades (BADIEE;
HASHEMIZADEH, 2014; HILARY et al., 2017).

Desta ampla gama de patdgenos, chama a nossa atencdo a levedura do género
Cryptococcus, cuja alta prevaléncia deste fungo acomete pacientes
imunocomprometidos, principalmente aquelas pessoas infectadas com o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) e sindrome de imunodeficiéncia adquirida (Aids).
Provavelmente, um deficit na imunidade celular pode aumentar o risco de desenvolver
estas doencas por fungos oportunistas (BADIEE; HASHEMIZADEH, 2014;
CALDERON; IBANEZ; HERNANDEZ, 2009).

Desde a década de 1980, foi observado um aumento dos pacientes com
HIV/Aids cujas infeccdes estdo relacionadas aos fungos oportunistas. Cryptococcus spp.
é o principal agente associado a infec¢Bes no sistema nervoso central (SNC) para este
grupo de pacientes. Um estudo de prevaléncia realizado por Park et al. (2009)
evidenciou que cerca de 957.900 casos de meningoencefalite criptocdcica ocorriam, a
cada ano, em todo o mundo, resultando em 624.700 mortes anualmente. O continente
americano ocupa o terceiro lugar por numero de casos (Park et al., 2009). No estudo
mais atual de Rajasingham et al., (2017), estimam-se 223.100 casos por ano, com cerca
de 181.100 mortes por ano, sendo essa diminuigcdo na prevaléncia explicada por conta
da terapia antirretroviral. No Brasil, a criptococose ocorre como primeira manifestagcdo
oportunista em cerca de 4,4% dos casos de HIV/Aids (BADIEE; HASHEMIZADEH,



2014; CALDERON; IBANEZ; HERNANDEZ, 2009; GRUPO DE CONSENSO DE
CRIPTOCOCOSE, 2008; PARK et al., 2009; RAJASINGHAM et al., 2017).

Criptococose é o termo utilizado para definir a doenga causada por Cryptococcus
spp. Esta doenca é adquirida pela inalagdo de leveduras que podem estar presentes no ar
de solos contaminados. Cryptococcus neoformans lato sensu é cosmopolita, encontrado
principalmente em solos contaminados com fezes de aves, especialmente pombos;
enquanto Cryptococcus gatti lato sensu tem sido associada a madeira em decomposi¢édo
(DIXIT; CARROLL; QURESHI, 2009; HAGEN et al., 2015; SPINA-TENSINI et al.,
2017; TAYLOR-SMITH; MAY, 2016; WILLIAMSON et al., 2016).

Existe uma vasta variedade de formas clinicas da criptococose, sendo a infec¢éo
do SNC a mais predominante, que gera uma infeccdo e inflamacéo do tecido cerebral e
meningeo chamado meningoencefalite. Para desenvolver estas patologias, as espécies
do género Cryptococcus tém um arsenal conhecido como fatores de viruléncia (GRUPO
DE CONSENSO DE CRIPTOCOCOSE, 2008; MAY et al., 2015; PERDIGAO-NETO,
2011; WILLIAMSON et al., 2016). Estes fatores de viruléncia sdo cruciais para o
processo infeccioso, evaséo do sistema imune, sobrevivéncia e disseminagdo do micro-
organismo. Dentro desta gama de fatores, sdo descritos: a producdo de céapsula, a
producdo de melanina, termotolerancia, a producdo de enzimas, resisténcia antifungica e
desenvolvimento de biofilme. Dois fatores de viruléncia sdo fundamentais, ja que cepas
mutantes, sem producdo de capsula e melanina, sdo avirulentas. Melanina é um fator de
viruléncia, que da uma pigmentacdo castanha a esta levedura, e esta associada a evasao
do sistema imune e disseminacdo para 0 SNC (ALSPAUGH, 2016; FISHER;
VALENCIA-REY; DAVIS, 2016; TAYLOR-SMITH; MAY, 2016).

Considerando que a melanina ¢ um dos fatores mais importantes na patogénese de
cepas de Cryptococcus spp., sua inibicdo representa uma estratégia-chave importante a
ser investigada. Nesta perspectiva, os inibidores de bomba de prétons, comumente
usados na pratica clinica humana para o controle da acidez estomacal, podem ser uma
opcao promissora, haja vista seu efeito inibitorio sobre a sintese de melanina em células
eucaridticas. Em estudos com melandcitos, os inibidores da bomba de prétons
impediram a melanogénese em ratos e em modelos de cultura celular, por meio da
obstrugcdo da tirosinase, que se trata de uma fenoloxidase associada a producdo de
melanina em melanocitos (BAEK; LEE, 2015; MATSUI et al., 2015). Vale destacar que



0 Cryptococcus spp. também tem uma enzima com atividade fenoloxidase, conhecida
como lacase, associada a producdo de melanina fangica (EISENMAN et al., 2007;
ERB-DOWNWARD et al., 2008; SALAS et al., 1996; SANCHEZ-FERRER et al.,
1995; SINGHAL; CHOUDHARY; THAKUR, 2012). Por conseguinte, este estudo
avaliou o efeito dos inibidores da bomba de protons (omeprazol, rabeprazol,
lansoprazol, esomeprazol e pantoprazol) na sensibilidade, in vitro, assim como a

inibicdo da producéo de melanina em Cryptococcus spp.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Panorama historico

O agente patogénico, atualmente conhecido como Cryptococcus neoformans, foi
descrito em 1884 e apresentou varios nomes e sindnimos por meio da historia. O
primeiro isolamento, realizado em 1884, foi descrito por Francesco Sanfelice em sumo
de péssego. No mesmo ano, o patologista Otto Busse e o cirurgido Abraham Buschke
também a descreveram numa paciente do sexo feminino, de 31 anos, com lesdo na tibia,
que era semelhante a um sarcoma (DEEPA. SRIKANTA, FELIPE H. SANTIAGO-
TIRADO, 2014).

Busse (1885), ao nomear a doenca Saccharomycosis hominis (DEEPA.
SRIKANTA, FELIPE H. SANTIAGO-TIRADO, 2014), chamou o fungo
Saccharomyces, enquanto que Sanfelice denominou como Saccharomyces neoformans,
embora a formacdo de ascésporo, que caracteriza o0 género Saccharomyces e
Cryptococcus neoformans, ndo produza ascosporos (DEEPA. SRIKANTA, FELIPE H.
SANTIAGO-TIRADO, 2014).

A partir do ano de 1900, ocorreram Vérios relatos clinicos de leveduras
semelhantes a C. neoformans, que, até 1901, eram denominados de Saccharomyces e
Cryptococcus. Jean-Paul Vuillemin, em 1901, chamou a levedura de Busse de
Cryptococcus hominis e também renomeou a levedura de Sanfelice como Cryptococcus
neoformans, pois a levedura ndo formou ascosporos em seus estudos desenvolvidos na
Universidade de Nancy, na Franca (BARNETT, 2010). Mais tarde, adaptou outros
nomes, como Torula klein, Torula neoformans, Torula plimmeri, descritos por Weis em
1902.

Beurmann e Gougerot, em 1909, descrevem um microrganismo chamado

Atelosaccharomyces busse-buschk, que apresenta todas as caracteristicas de



Saccharomyces spp., com excecdo do ascosporo (BARNETT, 2010). Ja em 1916,
Stoddard e Cutler relataram, em seus estudos, o patégeno Torula histolytica como sendo
responsavel pela infeccdo sistémica e destruicdo do tecido, com descricdo de uma
capsula produzida pelo microrganismo (BARNETT, 2010).

Mais de 20 anos depois, em 1934 e 1935, Rhoda Benham, da Universidade de
Columbia em Nova York, apontou que muitas leveduras, até entdo conhecidas por
diferentes nomes, pertenciam a mesma espécie (BENHAM, 1935). Eventualmente, em
1950, Benham denominou, com sucesso, a adocdo de 'Cryptococcus neoformans' de
Vuillemin como o nome auténtico (BENHAM, 1950).

Rhoda Benham, em 1950, baseando-se em observacdes dos aspectos
morfofisioldgicos, patogénicos e soroldgicos dos isolados, concluiu que estes dados
poderiam ser classificados como uma Unica espécie, Cryptococcus neoformans, porém,
apresentando duas variedades, neoformans e grubii. Relatou ainda a doenca produzida
como criptococose. A doenca causada por este fungo era conhecida como blastomicose
europeia em casos com envolvimento subcutaneo ou visceral. Benham desconsidera o
termo blastomicose, usado desde 1920 para descrever as infeccdes causadas por
diferentes géneros, e emprega: Sacaharomyces, Cryptococcus, Monilia, Oidium e
Coccidioides. Criptococose abrange ainda o termo torula meningite, que foi usado para
definir infecgbes do sistema nervoso central e de outros 6rgdos, exceto as referentes a
pele (BENHAM, 1950).

Lodder e Kreger-van Rij, em 1952, no primeiro estudo taxonémico importante
de todas as leveduras conhecidas sob o titulo “The Yeasts. A Taxonomic Study”
(LODDER; KREGER-VAN RIJ, 1952) reconhece as recomendagbes de Rhoda
Benham. Assim, padronizando a nomenclatura deste organismo, foram pelo menos

descritos 49 sindnimos para esta espécie (BARNETT, 2010).

Edwards et al. (1967) publicaram um minucioso estudo micrografico eletrénico
das células de C. neoformans, ilustrando a capsula, parede celular, membrana
plasmatica, ndcleo, nucléolo, membrana nuclear, vacuolos, reticulo endoplasmatico,
mitocondrias e ribossomos (EDWARDS et al., 1967). Edwards et al., usando testes de
aglutinagdo em tubos, encontraram trés sorotipos, A, B e C, com base nas diferencas
antigénicas no polissacarideo capsular (EVANS, 1950). Porém, ap0s quase 21 anos da

descoberta inicial de Evans, um grupo de pesquisadores, do Instituto Nacional de Saude,



em Bethesda, demonstrou um quarto sorotipo, o tipo D (WILSON; BENNETT;
BAILEY, 1968).

Além da importancia na classificacdo dos sorotipos, a formacdo de capsula
desempenha um papel significativo na patogenicidade de C. neoformans. Chang e
colaboradores, em 1994, relatam que cepas mutantes deficientes, na producdo de
capsulas, eram marcadamente menos virulentas do que cepas do tipo selvagem
(CHANG; KWON-CHUNG, 1994). Zaragoza e colaboradores (2009) descreveram que
0s componentes capsulares sdo determinantes na viruléncia: (A) glucuronoxilomanana
(GXM), 90% da céapsula; (B) galactoxilomanana (GalXM), que tem importantes
propriedades imunoldgicas; e (C) manoproteina (ZARAGOZA et al., 2010). Um estudo
melhor da cdpsula sera abordado na se¢do fatores de viruléncia

Outro fator importante na patogénese e identificacdo foi descrito em 1962 por
Friedrich Staib, o qual observou coldnias castanhas de C. neoformans no meio feito com
substrato aquoso de sementes de Guizotia abyssinica (semente de niger) (STAIB, 1962).
Staib revela que esta propriedade foi observada apenas para C. neoformans e poderia ser
utilizada para diferencia-lo dos outros membros deste género. Staib também
desenvolveu um meio que incorpora esses extratos de semente que sofreram muitas
mudancas de nome ao longo dos anos, a partir de "agar Guizotia abyssinica creatinina”,

"&gar de semente de passaro”, "agar de semente de Niger" e, finalmente, "agar Staib"
(POLACHECK, 1991).

Em 1970, Gattii e Eeckels descreveram um caso de meningoencefalite em uma
crianca de sete anos. Na ocasido, 0s pesquisadores relataram que o isolado se
assemelhava com C. neoformans, no entanto tinha morfologia atipica, apresentando-se
como leveduras alongadas, sendo considerado uma nova variedade denominada de C.
neoformans var. gattii (GATTI, F; EECKELS, 1970).

2.2 Género Cryptococcus e taxonomia

Segundo Taxonomy Browser, do Centro Nacional para Informagéo
Biotecnoldgica dos Estados Unidos, o género Cryptococcus forma parte do Reino
Fungi, Filo Basidiomycota, Classe Tremellomycetes, Ordem Tremallales, Familia

Cryptococcaceae (Figura 1).



Cryptococcus € um género dentro do Tremellales, uma ordem de fungos que €
comumente encontrada crescendo em madeira em decomposi¢do como saprofitos. Mais
de 100 espécies de Cryptococcus sdo conhecidas, duas destas espécies, C. neoformans e
C. gattii, causam a maioria das infeccBes humanas. Ambas espécies podem ser
facilmente extraidas do ambiente: elas podem ser isoladas da casca de uma grande
variedade de espécies arboreas e de outras matérias organicas, como fezes de aves
(WILLIAMSON et al., 2016).

Figura 1 - Taxonomia do género Cryptococcus

Adaptado por (ACOSTA. 2017) de Taxonomy Browser, NCBI, USA, Ano: 2017.

A Familia Cryptococcaceae e 0 género Cryptococcus passaram por uma
atualizagdo taxondmica no ano de 2015, com base na classificacdo filogenética (LIU et
al., 2015). De fato, foram atualizados a familia e o género, antigamente Tremallaceae e

Filobasidiella respetivamente.

Como resultado da reunido de Torino, em 2007, o grupo de trabalho reconheceu
que os diferentes métodos de genotipagem utilizados pelos diferentes grupos de
pesquisa levam os principais genotipos correspondentes para 0s agentes da criptococose
(MEYER et al., 2009). Duas metodologias tém maior relevancia na genotipagem de
Cryptococcus spp.. Meyer e colaboradores usam impressbes digitais por PCR,
utilizando primers especificos para microsatélites (M13) (MEYER et al., 1999, 2003),



enquanto que Boekhout e colaboradores usam Polimorfismo de comprimento de
fragmento amplificado (AFLP) (BOEKHOUT et al., 2001). Na Figura 1, mostra-se a

correlagdo entre as duas metodologias de genotipagem molecular para Cryptococcus
spp.

Dentro do género Cryptococcus, foi descrito o complexo C. neoformans/C. gatti,
mas, atualmente, diferencas considerdveis foram documentadas entre o complexo de C.
neoformans, de um lado, e o complexo C. gattii (HAGEN et al., 2015), do outro. Com
base na diversidade fenotipica e genotipica entre C. gattii/C. neoformans, o complexo
foi dividido em sete gendtipos haploides e quatro hibridos. Dessa forma, o
Cryptococcus gattii lato sensu foi separado em cinco espécies; C. gattii stricto sensu
(sorotipo B, genotipo AFLP4 / VGI), C. bacillisporus (sorotipo C, genétipo AFLP5 /
VGIII), C. deuterogattii (sorotipo B, gendtipo AFLP6 / VGII), C. tetragattii (sorotipo
C, genétipo AFLP7 / VGIV) e C. decagattii (serotipo B, gendétipo AFLP10).
Cryptococcus neoformans lato sensu, por sua vez, atualmente compreende as espécies
C. neoformans stricto sensu (antiga var. grubii; AFLP1 / VNI, AFLP1A/VNB / VNII) e
C. deneoformans (antiga var. neoformans; AFLP2 / VNIV) (Figura 2).



Figura 2 - Reconhecimento de sete espécies no complexo Cryptococcus

gattii/Cryptococcus neoformans
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Fonte: (Acosta, 2017). Atualizagdo de espécies adaptadas de HAGEN et al., 2015; genotipos adaptados de
MEYER et al., 1999, 2003; e BOEKHOUT et al., 2001; os sorotipos foram adaptados de Evans, 1950 e;
Bennet, 1968.




2.3 Aspectos morfofisioldgicos e diagnosticos.

O género Cryptococcus macro, morfologicamente em &gar batata e Sabouraud, é
visualizado a olho nu. As coldnias apresentam a cor branca, quando estdo recentemente
semeadas, até cremes em cepas mais velhas, com uma textura mucoide (Figura 3B),
sendo esta uma diferenca das cepas de Candida spp., que é uma levedura frequente na

clinica humana.

O é&gar semente de niger (NSA), agar I-DOPA e agar cafeico sdo muito
importantes na identificacdo do género Cryptococcus, ja que, em base aos compostos
fendlicos presentes nestes meios, se criam as condigdes ideais para a producdo de
melanina a partir da enzima lacase. As cepas de Cryptococcus spp., semeadas em NSA,
tém aspecto mucoide, de cor castanho, dado pela producdo de melanina (Figura 3C)
(JOSEPH HEITMAN, THOMAS R. KOZEL, KYUNG J. KWON-CHUNG, JOHN R.
PERFECT, 2011).

O meio I-canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB) existe, além dos meios
para estimular a producdo de melanina, com a finalidade de ajudar na diferenciagdo
entre Cryptococcus gatti latu sensu, que usa a glicina como Unica fonte de carbono, e
nitrogénio. Enquanto que I-canavanina atua como um farmaco inibindo o crescimento
de C. neoformans. Destes, 60% das cepas de C. neoformans sorotipo A sdo resistentes a
L-canavanina, mas ndo conseguem assimilar glicina presente no meio. Assim, 0
crescimento de 100% das cepas pertencentes ao C. neoformans é inibida e, finalmente,
as cepas de Cryptococcus gattii apresentam cor azul no meio CGB (Figura 3D)
(JOSEPH HEITMAN, THOMAS R. KOZEL, KYUNG J. KWON-CHUNG, JOHN R.
PERFECT, 2011; PEREZ et al., 2003).

Por microscopia Optica, apresenta leveduras esféricas ou ovaladas, medindo
cerca de 4um a 10um de diametro. Para a observacdo da capsula, é necessaria uma
coloragdo negativa como a nigrosina (Tinta da china, Tinta Parker, Tinta Ink) (Figura
3A), que deixa o fundo de preto, e a levedura fica refringente, ja que este corante ndo
consegue penetrar no microorganismo por conta da capsula, sendo observada a levedura
com um halo, podendo chegar até 80um de diametro (JOSEPH HEITMAN, THOMAS
R. KOZEL, KYUNG J. KWON-CHUNG, JOHN R. PERFECT, 2011).
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Figura 3 - 3. Aspectos morfofisiologicos do género Cryptococcus.

A - Célula de Cryptococcus spp. encapsulada observada por microscopia Optica com utilizacdo de tinta da
china em aumento de 40 vezes; B - Agar batata com cepa de Cryptococcus spp. com aspecto mucoide; C -

Agar semente de niger em que as cepas, além de apresentar um aspecto mucdide, estdo melanizadas; D -

Meio canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB), na esquerda de cor amarelo negativo, de cor azul
positivo para C. gattii. Fonte: (ACOSTA, 2017).
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As células sdo haploides e se reproduzem por brotamento simples ou multiplo,
sem apresentar hifas ou pseudo-hifas. Por serem basidiomicetos heterotalicos e
possuirem sistema mating bipolar (MATa e MATa) que regula o ciclo sexual, podem
apresentar fase filamentosa, geralmente sob condicdes laboratoriais. A partir da fuséo
entre células haploides MATa e MATa, origina-se uma hifa dicariética que, depois de
sofrer meiose, da origem aos basidiosporos hapldides, em sua maioria do tipo MATa,
sendo considerado mais virulento do que o tipo MATa (JOSEPH HEITMAN, THOMAS
R. KOZEL, KYUNG J. KWON-CHUNG, JOHN R. PERFECT, 2011).

2.3.1 Diagnostico da criptococose

O diagndstico em pacientes com suspeita de criptococose depende do sitio da
infecdo, que pode incluir: lesbes cutaneas com estudo de biopsia das lesdes; amostra de
sangue periférica para diagndstico soroldgico, ¢ obtido por pungdo lombar no caso de
suspeita de infecdo cerebral; amostras de urina e de escarro sdo recomendados, mesmo
que a doenca renal ou pulmonar ndo seja clinicamente evidente. Pacientes com
HIV/AIDS com pneumonia criptococica, indica-se o0 exame do escarro, mas,

principalmente, a cultura do lavado broncoalveolar (WILLIAMSON et al., 2016).

No caso de possivel criptococose do SNC, especialmente em pacientes que
apresentam deficits neurolégicos focais ou histéria compativel com meningite
lentamente progressiva, considere a obtencdo de uma tomografia computadorizada ou
ressonancia magnética do cérebro antes de realizar uma puncao lombar. Se uma lesdo
em massa é identificada, ndo realize uma puncdo lombar para obter fluido espinhal.
Neste caso, € recomendavel consultar um neurocirurgido para um procedimento
alternativo por conta da pressao intracraniana muito elevada e o risco de hérnia cerebral.
Na criptococose pulmonar, os achados radiograficos em pacientes assintomaticos e
imunocompetentes podem incluir o seguinte: pneumonia com lesdes focalizadas e
granulomas variando de 2cm a 7cm, muito semelhantes a tuberculose (GALANIS et al.,
2009; WILLIAMSON et al., 2016).

O material recebido para diagndstico laboratorial sera principalmente liquor ou
lavagem broncoalveolar. Estes sdo considerados materiais estéreis, é recomendado uma

centrifugagdo prévia de 3 ml deste material a 3500 revoluc¢des por minuto (RPM), por 3
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minutos, o liquido sobrenadante sera descartado com cuidado, salvamos o precipitado
que sera usado na microscopia direta e cultura. O objetivo da centrifugacéo é concentrar
a amostra, aumentando a capacidade de capturar as possiveis leveduras presentes em
pacientes doentes (GALANIS et al, 2009; OLIVEIRA; SEVERO, 2009;
WILLIAMSON et al., 2016).

Posterior a centrifugagdo, é recomendada a analise por microscopia direta para
preparar a lamina a ser analisada: utiliza-se uma pipeta de 200ul do precipitado
previamente centrifugado que serd misturado com uma gota de tinta da china
(Nigrosina). Por conta da cépsula fungica presente em Cryptococcus spp., 0 corante
preto ndo consegue penetrar dentro da levedura, mais consegue entrar em outros
componentes presentes na amostra, apresentado um fundo preto com leveduras
refringentes. E importante, portanto, identificar estruturas celulares, como o nicleo
celular, para evitar falsos positivos. Por exemplo, um problema da analise microscopica
direta é que pessoas sem experiéncia podem confundir bolhas de ar com Cryptococcus
spp. (GRUPO DE CONSENSO DE CRIPTOCOCOSE, 2008; OLIVEIRA; SEVERO,
2009).

O microscopista precisa conhecer que tem outros fungos que podem dar um
falso positivo, por também apresentar capsula como Rhodotorula spp., que é um fungo
que coloniza tanto mucosa como pele em humanos. A principal diferenca esta na cultura
de Rhodotorula spp., que é caracterizada por coldnias vermelhas pela presenca de
pigmentos carotenoides. Outro fator importante é a carga de Cryptococcus spp. no
material examinado na microscopia direta, pois a quantidade de leveduras pode ser
baixa por conta de terapia antifungica prévia. Entdo, microscopia negativa com tinta da

china ndo descarta a infecdo, precisando de cultura para conferir o diagndstico.

Cultura é o padrdo ouro para diagndéstico da criptococose. O material recebido,
além de ser analisado por microscopia direta com tinta da china, sera inoculado em agar
Sabouraud simples, &gar Sabouraud com cloranfenicol e NSA, incubado a uma
temperatura até 37 graus Celsius. O cloranfenicol é um antibiotico bacteriostatico de
amplo espectro contra bactérias gram positivas e gram negativas, cujo objetivo € inibir a
contaminagdo bacteriana que poderia estar presente na amostra, especialmente em
escarro. A cultura em &gar Mycosel ndo é recomendada porque as cepas de
Cryptococcus spp. sdo inibidas pela presenca de cicloeximida neste meio. O
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crescimento em cultura é considerado positivo pelo aparecimento de colbnias
leveduriformes, brancas ou cremes, com um fenétipo mucoide pela presenca da capsula,
no entanto, no meio NSA, esta levedura hialina muda seu fenétipo pela producéo de
melanina, apresentado col6nias castanhas (OLIVEIRA; SEVERO, 2009; STAIB, 1962).

Microscopia e cultura sdo exames complementares, isso significa que o resultado
positivo em tinta da china, mais o crescimento da levedura com aspecto mucoide, leva
ao diagnostico laboratorial micolégico de Cryptococcus spp. (MAFRA et al., 2008;
OLIVEIRA; SEVERO, 2009). Como mencionado acima, existem duas espécies
principais associadas a criptococose, que sdo: C. gatti sensu latu e C. neoformans sensu
latu, que podem ser diferenciadas com o meio de CGB, onde as cepas C. gatti sensu
latu crescem neste meio e mudam a cor para um azul-cobalto. O meio CGB, por ter
varidveis, ndao é mais utilizado no diagndstico clinico. Agora sdo usadas técnicas
moleculares para genotipagem que, além da distin¢do entre C. gatti sensu latu e C.
neoformans sensu latu, ajudam na identificacdo das sete espécies dentro deste complexo
(PEREZ et al., 2003).

O teste seroldgico de sangue e LCR sdo recomendados sempre que a infeccdo
criptocécica do SNC seja considerada. Os testes de antigenos estdo frequentemente fora
de alcance, em paises em desenvolvimento, devido ao custo. Como resultado, a
criptococose geralmente ndo € diagnosticada em muitas regides. Em 2009, um ensaio de
exame de fluxo lateral (LFA) para diagndstico de criptococose foi desenvolvido, sendo
um teste imunoldgico baseado nos antigenos capsulares (CrAg) de Cryptococcus. Um
estudo de pacientes infectados pelo HIV na Tailandia comparou resultados de LFA com
cultura e imunoensaio enzimatico (EIA). Os resultados mostraram um alto nivel de
concordancia entre os testes LFA e EIA, o que sugere que LFA pode ser potencialmente
atil como um ensaio com menores requerimentos para melhorar o diagndstico e
atendimento da criptococose em areas com recursos insuficientes (LINDSLEY et al.,
2011).

2.4 Fatores de viruléncia.

O patoégeno fangico humano do género Cryptococcus é capaz de adaptar-se
rapida e efetivamente a diferentes condicdes, favorecendo sua sobrevivéncia no meio
ambiente e no hospedeiro infectado susceptivel (ALSPAUGH, 2016). Muitos fendtipos

microbianos foram especificamente correlacionados a viruléncia deste patdégeno
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oportunista, como a producao de capsula, a formacdo de melanina, a secrecéo de varias
enzimas (protease, urease e fosfolipase), a termotolerancia, a sobrevivéncia intracelular,
a aquisicdo de nutrientes, a biofilme e, consequentemente, a resisténcia aos antifungicos
de uso terapéutico (ALSPAUGH, 2016; JOSEPH HEITMAN, THOMAS R. KOZEL,
KYUNG J. KWON-CHUNG, JOHN R. PERFECT, 2011). Nesta secéo, sdo descritos 0s
fatores de viruléncia mais relevantes, exceto a producdo de melanina, ja que esta terad

uma sec¢éo separada por ser o foco deste trabalho.
2.4.1 Capsula

A cépsula em C. neoformans foi descrita desde o isolamento realizado por San
Felice em 1894. Ele isolou uma cepa de um ganglio bovino e observou uma cépsula em
torno das células. Em 1895, Curtis isolou C. neoformans em um meio a base de gelatina
e relatou que a capsula poderia ser corada com Fucsina de Ziehl, embora a coloracéo
fosse dificil de fixar. Benham, em 1930, foi o primeiro a sugerir que a capsula

criptococica era importante na viruléncia.

Estudos demonstram que, aproximadamente, 90% a 95% da cépsula €
constituida principalmente por um polissacarideo de elevado peso molecular (entre
1,700 kDa e 7,000 kDa) chamado glucuronoxilomanano (GXM), mais outro
polissacarideo chamado galactoxilomanano (GalXM), que representa 0os outros 4% a
5%, juntamente com algumas manoproteinas, como MP-98 e MP-99, que correspondem
menos de 1% (MCFADDEN; DE JESUS; CASADEVALL, 2006).

Apesar de a capsula ter sido considerada como um fator de viruléncia em
Cryptococcus spp. por anos, foi apenas na década de 1990 que Chang et al., (1990)
forneceram uma demonstracao definitiva de seu papel. Eles clonaram quatro genes (isto
é, CAP10, CAP59, CAP60 e CAP64), os quais foram, individualmente, necessarios para
a biossintese de capsulas. Estas cepas mutantes, com fendtipo deficiente destes genes,
eram avirulentas em ratos (CHANG; KWON-CHUNG, 1994, 1999).

E importante distinguir o papel da cépsula no meio ambiente, assim como um
patdgeno em um hospedeiro humano. Os investigadores especularam que esta capsula
pode proteger o fungo de dessecacdo ambiental e/ou predadores naturais, como
nematodos ou amebas (CHRISMAN et al., 2011; GARCIA-RODAS et al., 2011;
MYLONAKIS et al., 2002; STEENBERGEN; CASADEVALL, 2003). No hospedeiro,
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a capsula atende a muitas funcdes protetoras, incluindo a reducéo das respostas imunes
do hospedeiro, por meio da reducdo das citocinas inflamatdrias (interleucina-10 e fator
de necrose tumoral), da reducdo dos componentes do complemento e da inibicdo da
capacidade de apresentacdo de antigenos pelos mondcitos (KOZEL et al., 1995;
RETINI et al., 1998).

A cépsula também pode atuar como um escudo para regular a fagocitose por
macrofagos (CROSS; BANCROFT, 1995). O tratamento de mondcitos com
Cryptococcus spp. encapsulados ou Cryptococcus spp. Acapsulares, tratados com
GXM, suprimiu a expressdao de moléculas de complexo de histocompatibilidade
principal classe Il (MHC), que era importante na apresentacdo de antigeno (RETINI et
al., 1998), mostrando, assim, que a capsula pode inibir a apresentacdo de antigeno dos

mondcitos.

Uma vez dentro dos macréfagos, as células com cépsulas aumentadas foram
mais resistentes a varios fatores de estresse que, provavelmente, desempenhardo um
papel significativo no fagolisossomo, ja que a capsula serve como protecdo contra as
espécies reativas de oxigénio, geradas pelo hospedeiro, de modo a proporcionar defesas
antioxidantes efetivas (OSCAR ZARAGOZA et al., 2008; ZARAGOZA et al., 2010).

2.4.2 Termotolerancia a 37 °C

Do ponto de vista da viruléncia dos fungos em mamiferos, tolerancia térmica
pode ser definida como a capacidade de crescer na gama 35 °C a 40 °C (ROBERT;
CARDINALI; CASADEVALL, 2015). Entre as leveduras basidiomicéticas, apenas
algumas espécies como Cryptococcus bacillisporus (75/77, 97%), C. neoformans
(46/46, 100%), Trichosporon asahii (13/13, 100%), T. inkin (8 / 8, 100%), Malassezia
furfur (16/16, 100%), M. globosa (6/9, 67%), M. pachydermatis (11/11, 100%), M.
slooffiae (4/5, 90%) e M. sympodialis (6/6, 100%) sdo destacadas em termos de sua
capacidade de crescer a altas temperaturas (ROBERT; CARDINALI; CASADEVALL,
2015)

O suporte experimental para a nogcdo de que a endotermia restringe a infeccéo
por fungos vem da observacdo de que os coelhos, que tém temperaturas centrais de
38°C a 39°C, sdo notoriamente resistentes a criptococose, e a infecgdo s6 pode ser

induzida apenas em 6rgdos mais frios, como os testiculos. Além da temperatura na
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patogenia, a criptococose sistémica pode ser induzida em coelhos ap6s administracao de
corticosteroides, o que mostra que 0 sistema imunolégico de mamiferos também
contribui decisivamente para a defesa do hospedeiro contra fungos. Como foi descrito,
0s géneros termotolerantes a 37°C incluiam o género Cryptococcus, sendo esta
termotolerancia um importante fator de viruléncia (ROBERT; CARDINALI;
CASADEVALL, 2015).

C. neoformans é uma levedura que pode ser encontrada em fezes de passaro,
porém, as aves ndo se contaminam, provavelmente porque C. neoformans néo vive bem
na temperatura corporal aviaria de 40° a 42°C (MITCHELL; PERFECT, 1995). Um
perfil de transcricdo de microensaios de genes de C. neoformans mostrou que a
expressdo de genes para crescimento em temperaturas de 37°C versus 25°C estéo
associados a 49 genes induzidos a temperatura de 37°C, incluindo MGA2, que
apresentaram expressdo significativamente maior durante o crescimento a 37°C
(KRAUS et al., 2004).

2.4.3 Producao de enzimas

As enzimas sdo proteinas com atividade catalitica que podem degradar
diferentes tipos de substratos. Diferentes micro-organismos usam estas enzimas como
protecdo em condicBes adversas. No caso do Cryptococcus spp., vamos abordar trés
principais enzimas: fosfolipase, urease e proteases ndo especificas. As fosfolipases
clivam os fosfolipidos para produzir varios compostos biologicamente ativos. Este
grupo heterogéneo de enzimas sao capazes de hidrolisar uma ou mais ligacGes éster em
glicerofosfolipidos. Estas enzimas alteram o microambiente da infeccdo e podem
favorecer a sobrevivéncia de C. neoformans no hospedeiro (SANTANGELO et al.,
2004).

As fosfolipases sdo categorizadas em cinco classes (Al, A2, B, C e D),
dependendo do local de hidrélise da ligagdo éster de fosfolipidio (ALSPAUGH, 2016).
A acdo das fosfolipases pode resultar na desestabilizacdo das membranas, C.
neoformans secreta uma enzima fosfolipase que mostra atividade, como a fosfolipase B
(PLB), lisofosfolipase hidrolase e lisofosfolipase transacilase (MA; MAY, 2009). De
fato, a ruptura do gene PLB1 levou a uma viruléncia reduzida in vivo e a inibigdo do
crescimento de Cryptococcus em um modelo celular com linhagem de células do tipo

macrofagos (COX et al., 2001). Tal como acontece com as proteinases, as fosfolipases
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contribuem para a degradacdo da membrana celular do hospedeiro e, assim, a lise
celular (MA; MAY, 2009).

Os isolados ambientais e clinicos de C. neoformans possuem atividade
proteinase. Estas enzimas catalisam a clivagem de ligacdes peptidicas, resultando na
digestdo de proteinas, o que possibilita uma maior aquisi¢cdo de nutrientes. Chen et al.
(1996) atestaram que elas degradam proteinas hospedeiras, incluindo colageno, elastina,
fibrinogénio, imunoglobulinas e fatores de complemento (CHEN; BLANK;
CASADEVALL, 1996). Tucker et al., (2002) propuseram que a replicacdo de C.
neoformans dentro dos macrofagos seja acompanhada pela producdo de enzimas,
incluindo proteinases e fosfolipases, para danificar a membrana fagosomal (TUCKER,;
CASADEVALL, 2002). Portanto, as proteinases criptocécicas podem causar danos aos

tecidos fornecendo nutrientes ao patdgeno e protecdo do hospedeiro.

Urease é uma enzima que catalisa a hidrélise de ureia em aménia (NH3) e &cido
carbénico (CO2). Esta enzima é importante quanto ao fator de viruléncia para certas
bactérias, como Vibrio cholerae e Helicobacter pylori. A urease criptococica, associada
ao gene Urel, também se torna fator significativo de viruléncia. Exemplificando: os
ratos infectados com cepas mutantes sem Urel ndo expressam a uréase; 0S ratos
infectados com cepas deficientes de urease vivem mais tempo do que os ratos infectados

com cepa de tipo selvagem com producdo normal de urease (COX et al., 2000).

Embora a urease ndo fosse necessaria para o crescimento no cérebro, os padrdes
de disseminacdo no encéfalo, baco e outros dérgdos, ap6s a inoculacdo intravenosa,
diferenciaram-se da cepa de tipo selvagem. Isso leva a proposta de que o gene Urel €
importante para a invasdo do SNC ao aumentar o sequestro da levedura dentro do
microcapilar (dentro do cérebro) durante a disseminacdo hematogénica, facilitando,

assim, a transmissdo do sangue para o cérebro (OLSZEWSKI et al., 2004).

Lacases sdo uma classe de metaloenzimas, dependentes de cobre, que foram
descritas pela primeira vez em plantas como uma atividade muito versatil. Estas
enzimas tém a capacidade de oxidar uma variedade de compostos difendlicos para a
correspondente o-quinona altamente reativa, que pode formar aductos com uma
variedade de proteinas contendo nucleofilos, assim como autopolimerizar moléculas,
incluindo  pigmentos semelhantes a melanina (NOSANCHUK; STARK;
CASADEVALL, 2015). Além da importancia na produgdo de melanina, por meio de
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caminhos alternativos, podem proteger os Cryptococcus dos radicais livres toxicos e

citocinas pré-inflamatorias geradas pela anfotericina B (SABIITI et al., 2014).
2.4.4 Biofilme

Tradicionalmente, os microbiologistas tém estudado as doencas de origem
infecciosa produzidas por microrganismos em estado planctonico. O isolamento dos
patdgenos em estado planctonico tem sido realizado por meio de cultura pura, porém,
esse crescimento em cultura pura ndo poderia representar as condi¢des no hospedeiro ou
ambiente. Por exemplo, Donlan (2002) demonstrou que aproximadamente 80% de todas
as bactérias no ambiente existem em comunidades de biofilme; e, ainda, estima-se que
mais de 65% das infeccdes microbianas (fibrose cistica, endocardite e outras), que sdo
transmitidas por Candida albicans em humanos, envolvem a formacdo de biofilme.
Estes patégenos fungicos tém sido associados a dispositivos intrauterinos e dispositivos
para cateter venoso central (DONLAN, 2002).

Os biofilmes microbianos sdo comunidades dinamicas de micro-organismos
fortemente ligados a superficies bi6ticas ou abidticas que estdo incluidas em uma matriz
autoproduzida de exopolimero protetor (EPM). A dindmica de formacdo dos biofilmes
possui etapas definidas de desenvolvimento, como adesédo, colonizacdo, producao da

matriz extracelular, maturacéo e dispersdao (COSTERTON et al., 1995).

Segundo relatos de Walsh et al. (1986), relatam uma infeccdo por C.
neoformans, envolvendo um shunt ventriculoatrial. Estudos ultraestruturais do shunt
ventriculoatrial demonstraram organismos semelhantes a leveduras consistentes com C.
neoformans dentro de um biofilme neste dispositivo (WALSH et al., 1986). Também
existem varios relatos de infeccdo por C. neoformans em fistula de dialise peritoneal de
politetrafluoroetileno (BRAUN et al., 1994) e proteses de valvulas cardiacas
(BANERJEE., 1997).

O uso crescente de shunts ventriculoperitoneais para controlar a hipertensédo
intracraniana, associada a meningoencefalite criptocdcica, sugere a importancia de
investigar as propriedades formadoras e as caracteristicas do biofilme em Cryptococcus
spp. O interesse dos pesquisadores em estudar o papel dos biofilmes microbianos em
doengas humanas decorre da observacdo de que os microbios nos biofilmes apresentam

caracteristicas fenotipicas Unicas que aumentam a resisténcia dos mecanismos
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imunolégicos do hospedeiro e da terapia antimicrobiana (MARTINEZ;
CASADEVALL, 2006, 2015). A erradicacdo bem-sucedida de biofilmes in vivo
geralmente requer concentragcbes de drogas antimicrobianas que, geralmente, séo
toxicas para o hospedeiro. Em Cryptococcus neoformans, os biofilmes sdo mais
resistentes do que as células planctnicas em relacdo a anfotericina B e a caspofungina,
além de serem completamente resistentes a fluconazol e voriconazol (MARTINEZ;
CASADEVALL, 2006).

Outro fator importante é o estresse oxidativo causado pelas espécies reativas de
oxigénio produzidas como mecanismo de defesa para o controle de varios agentes
infecciosos. As células de C. neoformans, dentro dos biofilmes, sdo mais resistentes do
que as células plancténicas submetidas ao estresse oxidativo, porém, permanecem
vulnerdveis a péptidos antimicrobianos catidnicos (MARTINEZ; CASADEVALL,
2015).

Embora ndo tenham sido esclarecidos todos os mecanismos de patogenia de um
biofilme de forma geral, como o0 aumento da densidade celular, o estado fisiolégico em
que as celulas se encontram, a presenca de células persistentes, a matriz exopolimérica e
a resisténcia mediada por bomba de efluxo, poderiam estar associadas para explicar os

diferentes mecanismos patogeénicos ja tratados (RAMAGE et al., 2012).
2.4.5 Melanina: sua identificagdo e quantificacao.

A melanina € um pigmento na gama de castanho até preto, formado por
macromoléculas bioldgicas que sdo compostas por varios tipos de mondémeros indolicos
ou fendlicos, geralmente complexados com proteinas ou carboidratos (NOSANCHUK;
STARK; CASADEVALL, 2015). De fato, uma variedade de enzimas diversas,
incluindo fenoloxidases, tirosinases, catecolases e lacases, podem gerar melaninas
(SANCHEZ-FERRER et al., 1995). Esta variedade de enzimas produtoras de melanina
tem uma explicacédo, j& que os membros de todos os reinos biologicos sdo capazes de
produzir melanina, incluindo uma ampla gama de fungos, bactérias e helmintos que

causam doencas em humanos.

Comparativamente no caso dos mamiferos, células especializadas da epiderme
tém sido descritas como produtores de melanina. Os melandcitos produzem este

pigmento via tirosinase (TRY) em base ao metabolismo de tirosina ou L-3, 4 -
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dihidroxifenilalanina (I-DOPA) (SANCHEZ-FERRER et al., 1995). A biossintese da
melanina € modulada pela expressdo do fator de transcricdo associado a microftalmia
(MITF), que regula a expressdo transcricional de TRY por meio dos genes de proteinas
relacionados a TRY 1-2 (TRP-1 e TRP-2) (KIM et al., 2008). Além da regulagdo
genética, a tirosinase € dependente de cobre, sendo estas vias interessantes no blogueio

ou modulacdo da melanogénese.

Retornando aos fungos patogénicos produtores de melanina, estes tém duas
variedades: os fungos demaceos, cuja caracteristica principal € a producdo intrinseca
constante de melanina; e os fungos melanizados, que produzem melanina dependendo
das condi¢cBes ambientais. Os fungos demaceos, também conhecidos pelos nomes
comuns de fungos negros (ou leveduras negras, do inglés black yeast), sd&o fungos
ambientais pretos, como exemplo temos a Hortaea werneckii (Figura 4A). Este fungo
filamentoso causa Tinea nigra no hospedeiro humano e aparece como uma macula

hiperpigmentada da pele.

Figura 4 - Comparacgéo entre fungo deméceo e melanizado

A - Agar batata sem suplemento de compostos fendlicos com colonias demaceas de Hortaea
werneckii.
B - Agar semente de niger com coldnias melanizadas de Cryptococcus spp. Fonte ACOSTA, 2017.
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Os fungos melanizados sédo caracterizados por terem um estimulante e condicdes
especificas para expressar e produzir melanina. Habitualmente, estes fungos séo
hialinos, porém, nos meios com presenca de compostos fendlicos (NSA, agar I-DOPA),
sdo capazes de produzir melanina (POLACHECK, 1991). Como exemplo mais

representativo temos as cepas de Cryptococcus neoformans/gatti sensu latu (Figura 4B).

Esta melanina fungica tem duas vias principais de producdo: a via da policétida
sintase por médio do metabolismo de 1,8-dihidroxinaftaleno (DHN). Alternativamente,
alguns fungos produzem melanina por via das fenoloxidases por meio do metabolismo
de L-3,4- dihidroxifenilalanina (I-DOPA) (MICHAEL H. WHEELER, 1988).

O Cryptococcus spp. foi usado em varios estudos de melanina fangica porque
esse tipo de levedura requer a adicdo de substratos fendlicos exdgenos para produzir
melanina via uma fenoloxidase, que se denominou lacase. Assim, a melanizagcdo pode
ser observada de perto, alterando a quantidade e o tipo de substrato (SALAS et al.,
1996).

A andlise desta melanina fungica tem sido um dos maiores desafios. As
metodologias classicas de biofisica ndo podem ser aplicadas para decifrar a estrutura da
melanina porque este polimero € insoltvel em fluidos aquosos ou organicos, e qualquer
tentativa de solubilizacdo ira danificar sua estrutura (NOSANCHUK; STARK;
CASADEVALL, 2015).

A dificuldade de se definir melanina com base em técnicas de estado de solucéo
ou cristalograficas permitiu 0o uso de abordagens alternativas para sua caracterizacdo
estrutural, incluindo a espectroscopia de ressonancia paramagnética eletrénica (EPR)
que, baseada na presenca de radicais livres organicos estaveis, fez a analise da estrutura
de um composto (NOSANCHUK; STARK; CASADEVALL, 2015).

Para obter a analise e quantificacdo da melanina fungica, é obrigatdria a extracao
das células previamente melanizadas. Dentro da célula, a melanina localiza-se no
interior da parede celular, porém, a distribuicdo e a quantidade variam amplamente entre
as espécies. No caso de C. neoformans, a melanina €, antes de tudo, detectada ao longo
da membrana plasmatica, que enche toda a parede celular ao longo do tempo
(NOSANCHUK; CASADEVALL, 2003).
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O procedimento usado para a extracdo da melanina € uma combinagdo quimica e
fisica, no entanto, como foi relatado por ROSAS et al.,, (2000) e BUTLER; DAY,
(1998), este procedimento pode mudar a composi¢do original desta melanina. Os
métodos atuais para a quantificacdo de melanina séo dificeis de aplicar, demorados e
caros, isso devido ao uso de microscopia eletrnica de varredura que requer
equipamentos e reagentes de alto custo (FERNANDES et al., 2016).

Outra metodologia utilizada € a quantificacdo da atividade da lacase com a
interpretacdo por espectrofotometria a 436 nm. Apesar de ser barata, € uma estimativa.
Também é importante lembrar que a atividade desta enzima é variada e modificada pela
temperatura e outros fatores adversos (SINGHAL; CHOUDHARY; THAKUR, 2012).

Como ja foi mostrado, a avaliacdo e analise de melanina é uma tarefa dificil.

Todos os estudos tém sido desenvolvidos principalmente em um meio liquido
chamado meio minimo (ROSAS et al., 2000). Este meio é quimicamente conhecido e
composto por 0,015 mole I de glicose, 0,01 mole I"! de MgS0,, 0,0294 mole 1! de
K,HPO,, 0,013 mole I't de glicina, e 0,003 mole I tiamina, pH 5,5. Sendo
suplementado com um composto fendlico, que pode ser a I-DOPA, é a Unica fonte de
composto fendlico possivel de ser controlada, permitindo, assim, avaliar e quantificar a

producdo de melanina.

A anélise deste pigmento é realmente importante, ja que a melanina é um fator
significativo na viruléncia de varios microrganismos, incluindo C. neoformans lato
sensu e C. gattii lato sensu (BUTLER; DAY, 1998; DA SILVA et al.,, 2009;
NOSANCHUK; CASADEVALL, 2003; NOSANCHUK; STARK; CASADEVALL,
2015; RANI et al., 2012). As células melanizadas do género Cryptococcus sao0 menos
susceptiveis a anfotericina B em comparacdo as células ndo melanizadas
(BUCHANAN; MURPHY, 1998; WANG; CASADEVALL, 1994). Verificou-se que a
deposicdo de melanina na parede da célula pode inibir a opsonizagdo por anticorpos
especificos (HUFFNAGLE et al., 1995). Observou-se também que este pigmento ajuda
a proteger, de modo eficaz, este fungo de compostos oxidativos produzidos por
macrofagos (WANG; AISEN; CASADEVALL, 1995).

A interrupcao dos genes essenciais para a producdo de melanina (CNLAC1) em
C. neoformans resulta, consideravelmente, na reducdo da disseminacdo de fungos,
(OLSZEWSKI et al., 2004) assim como na letalidade (SALAS et al., 1996) de certos
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tipos de infeccdo murino. Estes estudos mostram que as cepas de C. neoformans
mutantes, geneticamente bloqueadas para a producdo de melanina, sdo avirulentas,
tornando a modulacdo ou inibicdo de melanina uma importante estratégia para reduzir a

viruléncia potencial em pacientes suscetiveis.

.....

foram relatadas trés drogas como inibidoras deste pigmento. O primeiro relato de uma
droga nesta area foi feito por Nosanchuk et al. (2001), em seu artigo “o glifosato inibe a
melanizacdo de Cryptococcus neoformans e prolongada a sobrevivéncia de ratos apos
infecgao sist€émica” (NOSANCHUK; OVALLE; CASADEVALL, 2001). O glifosato
inibiu a autopolimerizacdo da I-DOPA e a oxidacdo da l-epinefrina pelas células
criptococicas. No entanto, pela toxicidade deste herbicida, € impossivel passar para
aplicacdes clinicas, pois, segundo a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer
(IARC), da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o glifosato foi classificado como

um "potencial carcinégeno humano".

Martinez et al. (2007) apresentam o artigo “voriconazol inibe melanizacdo em
Cryptococcus neoformans” (MARTINEZ et al., 2007). Eles relatam que o voriconazol
atua inibindo a enzima 14-alfa-esterol demetilase, que € essencial na biossintese de
ergosterol. Além disso, o voriconazol afeta a melanizacdo em C. neoformans,
interagindo diretamente com lacase, porém ndo é usado como droga na terapia da

neurocriptococose.

Dalisay et al. (2001), em seu artigo “Ptilomicina A inibe lacase e melanizacdo
em Cryptococcus neoformans” (DALISAY DS, SALUDES JP, 2011), falam que a
ptilomicina A é um alcal6ide antiflngico espirociclico da guanidina extraido da esponja
marinha Monanchora arbuscula. Eles relatam ainda que a Ptilomicina A mostrou
suprimir fortemente a melanogénese de C. neoformans in vitro por inibicdo potente da
lacase. Este composto, extraido de uma alga, € um farmaco em estudo que necessita de
uma melhor descricdo do mecanismo de acdo e aplicabilidade clinica. Embora a
melanina seja 0 segundo mecanismo mais importante de viruléncia em Cryptococcus

spp., existem poucos estudos relacionados com a inibi¢cdo de melanina.
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2.4.5.1 Inibidores da bomba de prétons na inibicdo de melanina.

Os inibidores da bomba de protons (IBPs) sdo medicamentos utilizados para o
tratamento de distarbios de secrecdo de acidos gastrointestinais, como a doenca do
refluxo gastroesofagico (DRGE), e prevencdo da doenca de Ulcera péptica (PUD),
clinicamente o uso destas drogas alteraram dramaticamente a gestdo destas condic¢oes
desde a sua introducdo. Os IBPs sdo os medicamentos mais potentes para reducéo da
producdo de acidos gastricos, sendo ainda, em geral, os mais eficazes para o tratamento
da DRGE. Atualmente, existem cinco IBPs aprovados pela administracdo de drogas e
alimento dos Estados Unidos (FDA) (KNOLLMAN; CHABNER; BRUNTON, 2011).

Todos estes IBPs sdo administrados por via oral, com a excecdo do pantoprazol,
que pode ser administrado nas formulagdes orais e intravenosas. O pantoprazol IV foi
aprovado atualmente pela FDA para o controle dos sintomas de DRGE em pacientes
impossibilitados de tomar IBPs orais e estados de hipersecrecdo de &cido, como:
sindrome de Zollinger-Ellison. O desenvolvimento continuo de novos medicamentos,
com diferentes propriedades farmacocinéticas, e a experiéncia clinica com os IBPs, bem
como o aperfeicoamento, em nossa compreensdo, dos distdrbios Aacido-pépticas,
levantaram muitas questdes sobre o papel dos IBPs na pratica clinica (KNOLLMAN;
CHABNER; BRUNTON, 2011).

O controle fisioldgico da secrecdo de &cido no estdmago é dado por segundos
mensageiros que responde a ligacdo de gastrina, acetilcolina, histamina,
prostaglandinas. O processo final da secrecdo &cida acontece na parede das células
parietais do estdmago, relacionado com uma bomba de protons (H +, K + -ATPase), que
secreta iGes de hidrogénio para o limen gastrico em troca de iGes de potassio. O IBP se
acumula no canaliculo secretor de é&cido da célula parietal, onde é protonado
rapidamente a sua forma ativa. Esta forma ativa, uma sulfenamida catiénica, liga-se a
um grupo sulfidrilo na H +, K + -ATPase (bomba de protdes) impedindo a secrecdo de
acido no lumen gastrico (KNOLLMAN; CHABNER; BRUNTON, 2011).

Além da funcdo como protetores gastricos, estudos desenvolvidos por BAEK,
LEE, (2015) e MATSUI et al., (2015) mostram efeito na inibicdo da melanogénese em
células tratadas com IBPs. Eles descobriram que o omeprazol e seus congéneres,
estreitamente relacionados, inibiram a melanogénese em concentragdes micromolares

em células de melanoma de camundongo B16, melandcitos epidérmicos humanos
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normais e em um modelo de pele humana reconstruida (MATSUI et al., 2015). O
tratamento com rabeprazol resultou numa forte inibi¢do da producao de melanina, sendo

estd dose dependente, atingindo a tirosinase em cogumelos (TYR) (BAEK; LEE, 2015).

Os melandcitos sdo células especializadas na producdo de melanina em varias
células eucaridticas de mamiferos. As duas primeiras reagdes, a hidroxilagdo de tirosina
em DOPA (3,4-dihidroxifenilalanina) e a oxidacdo de DOPA em dopaquinona, séo
catalisadas pela enzima tirosinase que é dependente de cobre e, portanto, considerada a
principal enzima na sintese de melanina. O processo da producdo da melanina ocorre
nos melanosomas dos melandcitos e esta representado na Figura 5 (SANCHEZ-
FERRER et al., 1995; TIEF et al., 1996).

Figura 5 - Reacdo de producéo de melanina em melandcitos
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Intermediarios indol 4&cidos ——s=— | Eumelaninas

Resultado principal desta via é a eumelanina que é um pigmento escuro. Adaptado de SANCHEZ-
FERRER et al., 1995

A DOPA ¢é um composto fenolico, cuja funcdo da tirosinase é oxidar este
composto fendlico de duplo anel. Esta enzima é considerada um fenoloxidase.
Cryptococcus spp. possui uma enzima fenoloxidase, chamada lacase, para producéo de
melanina, que é elaborada a partir de I-DOPA. Diante disso, surge a hip6tese de que 0s
inibidores de bomba de protons poderiam ter um efeito na inibicdo de melanina em

cepas de Cryptococcus spp.
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2.5 Criptococose: epidemiologia, ecologia, patogenia, principais formas clinicas.

A criptococose € uma micose sistémica causada por Cryptococcus neoformans
lato sensu e Cryptococcus gatti lato sensu. Atualmente, o paradigma de infecdo,
unicamente oportunista, tem sido modificado pela ocorréncia da doenca em pacientes
imunocompetentes (FISHER; VALENCIA-REY; DAVIS, 2016). Os patdgenos
incluidos dentro do complexo C. gatti sensu lato foram relacionados especificamente
com infecdo em pacientes imunocompetentes (CHAYAKULKEEREE; PERFECT,
2006; GALANIS et al., 2009). Porém, esse conceito tem sido atualizado, ja que duas
espécies, C. bacillispora (VIII) e C. tetragattii (VGIV), foram encontradas
principalmente em pacientes infectados pelo HIV/Aids no Sul da Califérnia e no
Zimbawe, respectivamente, tendo como causa principal a meningite criptocécica
(NYAZIKA et al., 2016; SPRINGER et al., 2014).

Segundo estudo de Park et al. (2009), estima-se que um milhdo de casos de
meningite criptocdcica ocorrem entre pessoas com virus da imunodeficiéncia humana
na fase de sindrome de imunodeficiéncia adquirida (HIVV/AIDS). Esses casos acontecem
em todo o mundo a cada ano, o que resulta em cerca de 625.000 mortes. A maioria dos
casos de meningite criptocdcica ocorre na Africa subsaariana (Figura 6). Ao longo de
grande parte da Africa subsaariana, Cryptococcus spp. é a causa mais comum de
meningite em adultos (PARK et al., 2009). Estudos mais atuais de Rajasingham et al.
(2017) estimam que o numero de casos por ano de meningite criptococica chegam a
223.100 mil, com cerca de 181.100 mil dbitos. A diminuicdo na prevaléncia dos estudos

de Rajasingham et al. (2017) é explicado por conta da terapia antirretroviral.
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Figura 6 - Epidemiologia global da meningite criptococica relacionada ao HIV/Aids ano
2009
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Prevaléncia da meningite criptococica na Africa subsaariana com 72.0000 mil casos. O continente
Americano ocupa o terceiro lugar com 70.000 mil casos. Fonte: (ACOSTA, 2017) adaptado por PARK et

al., 2009.

O continente Americano esta em terceiro lugar no estudo de Park et al. (2009), o
que mostra a relevancia da doengca em nosso continente. Dentro da descrigdo
epidemioldgica desta doencga, criptococose inclui como agente etioldgico sete espécies

com seus respetivos gendtipos, tal como foi previamente descrito na Figura 2.

Meyer et al. (2003), no estudo “tipagem molecular de isolados Ibero-
Americanos de Cryptococcus neoformans”, aplicam impressdes digitais de PCR
(Fingerprint PCR) e tipificacdo do gene URA5 com a metodologia RFLP para investigar
a estrutura genética e possiveis relacbes epidemioldgicas entre os isolados clinicos e
ambientais obtidos na América Latina e na Espanha (MEYER et al., 2003).

Meyer destaca que Cryptococcus VNI é o genotipo mais comum dos isolados
estudados, variando entre os diferentes paises estudados: México: 96.9%; Guatemala:
93.3%; Coldmbia: 45.2%; Peru: 93.3%; Chile: 42.1%; Argentina: 82.5%; Venezuela:
75%); e Brasil: 82.3%. Correlacionado a descrigédo atualizada de Hagen e colaboradores,
a espécie Cryptococcus neoformans stricto sensu séria a mais predominante (HAGEN et
al., 2015). Para Cryptococcus gattii sensu latu, ndo existe um genotipo comum
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comparado com Cryptococcus neoformans sensu latu, que apresenta alta variabilidade

entre os paises estudados por Meyer et al., (2009).

Chen et al. (2014) destacam C. gattii, tipo molecular VGII, como o mais
frequente em Ameérica. O surto de C. gattii, tipo molecular VGII, foi verificado na
América do Norte, com destaque para a ilha de VVancouver, e no Canadé, entre 0s anos
de 2003 a 2005 (MACDOUGALL et al., 2007). Ja a Australasia, Asia e Europa
mostram que o C. gattii, tipo molecular VGI, teve maior prevaléncia dos isolados
estudados, numa porcentagem de 65% até 73% (CHEN; MEYER; SORRELL, 2014).
Comparado a descricdo atualizada de Hagen et al. (2015), as espécies C. gatti stricto
sensu e C. deuterogatti foram as de maior relevancia nos estudo de Chen et al. (2014)
(HAGEN et al., 2015).

No Brasil, dados do Sistema de Internagdo Hospitalar do Sistema Unico de
Saude-SIH-SUS demonstram que a criptococose apresentou 0 maior nimero de
internac6es no periodo de 2000 a 2007, sendo que a criptococose ndo € uma doenca de
notificacdo compulsoria para o Ministério de Saude no Brasil, pois ndo se tém dados
oficias de prevaléncia desta doenca. Os estudos de Nishikawa et al. (2003) relatam que,
nas regibes Sul, Sudeste e Centro-Oeste, h4 predominancia de criptococose por C.
neoformans, enquanto a criptococose por C. gattii possui distribuicdo geografica mais
restrita as areas de clima tropical e subtropical, notadamente nas regides Norte e
Nordeste (NISHIKAWA et al., 2003; SOUTO et al., 2016).

Vale ressaltar que, no Brasil, a criptococose por C. gattii possui uma das maiores
taxas de prevaléncia da América do Sul, levando a crer que essa espécie parece ser
endémica na regido Nordeste do pais (NISHIKAWA et al., 2003). Em estudo de Prado
et al. (2009), que investigaram micoses sistémicas como causa primaria de morte em
individuos com Aids, a criptococose foi atribuida como causa de morte em 50,9% dos
pacientes com HIV/Aids, cujo 6bito foi associado a micoses sistémicas (PRADO et al.,
2009).

Dados epidemioldgicos sobre a criptococose na regido Nordeste, em especial no
Estado do Ceara, ainda sdo escassos. Na dissertacdo de Perdigdo-Neto (2011), para a
obtenc&o do titulo de mestrado em Microbiologia Médica pela Universidade Federal do
Ceard, ele desenvolve um estudo para coleta de dados, entre os periodos de janeiro de

1985 a julho de 2010, no Hospital de doengas infecciosas “Sao José”, localizado na
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cidade de Fortaleza, estado do Ceara, referente a 95 casos de criptococose, com
predominio da meningoencefalite, com 91 casos. A Figura 7 apresenta a distribuicao
das formas clinicas de criptococose (PERDIGAO-NETO, 2011).

Figura 7 - Distribuicao das formas clinicas de criptococose
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Ocorréncia das formas clinicas de infeccdo por Cryptococcus spp., fonte: (ACOSTA, 2017) adaptado de
Perdigdo-Neto (2011).

O C. neoformans é encontrado predominantemente em solos contendo fezes de
pombo (OH; HWANG, 2005), enquanto C. gattii é isolado em madeira em
decomposicdo e nos solos que contém essa madeira (KIDD et al., 2007). As hipGteses
atuais explicam a dissemina¢do mundial de C. neoformans ao afirmar que estas espécies
ganharam a capacidade de metabolizar as fezes de pombo que se tornou seu nicho.
Essas adaptacdes podem ter contribuido para que esses agentes patogénicos fossem
espalhados pelo mundo, como vetores, por intermédio das aves em suas rotas
migratérias (GRANADOS; CASTANEDA, 2005). Os propagulos flngicos sdo achados
em excretas de aves, especialmente pombos, para C. neoformans lato sensu; e em
madeira em decomposicdo, para C. gattii; e podem ser inalados pelo hospedeiro
suscetivel (Figura 8A).

A patogénese da criptococose € determinada por trés fatores principais: o status

da defesa do hospedeiro, a viruléncia da cepa e o tamanho do inoculo. Além disso, C.
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neoformans ¢é distribuido globalmente, conhecido também como cosmopolita, enquanto
C. gattii pode ser encontrado em regides de climas tropical ou subtropical. No entanto, o
aumento da vigilancia ja identificou reservatorios ambientais para C. gattii no Norte dos
EUA, no Canada e no Norte da Europa, indicando que esta espécie também pode ter um

alcance ecoldgico ainda maior do que o reconhecido anteriormente (MAY et al., 2015).

Dentro do pulméo, Cryptococcus spp. podem causar pneumonia em pacientes
imunossuprimidos. No entanto, em hospedeiros imunocompetentes, as células fungicas
sdo eliminadas pelo sistema imunoldgico ou podem estabelecer uma infeccdo latente
assintomaética (Figura 8B). Numa possivel imunossupressao subsequente, esta infeccdo
latente pode se disseminar para outros tecidos, principalmente o sistema nervoso central
(SNC) (WILLIAMSON et al., 2016).

C. neoformans se prolifera dentro de células fagociticas hospedeiras do pulméo,
0 que pode conferir vantagens em termos de disseminacdo e prote¢cdo imune. As
interaccdes iniciais da levedura com células hospedeiras podem ser mediadas por uma
adesina e sdo capazes de reconhecer o hospedeiro dos componentes das capsulas
fangicas (WANG; ZHAI; LIN, 2012).

A levedura ndo encapsulada é prontamente fagocitada e destruida, enquanto que
0s organismos encapsulados sdo mais resistentes a fagocitose. A capsula de
polissacarideo, composta principalmente por GXM e GalXM, tem propriedades
antifagociticas e pode ser imunossupressora. As propriedades antifagociticas da capsula
evitam o reconhecimento da levedura pelos fagocitos e inibem a migracdo de leucdcitos
para a area de replicacdo fungica (MAY et al., 2015; TAYLOR-SMITH; MAY, 2016).

E importante salientar que os Cryptococcus apresentam uma estratégia notavel
para escapar de fagocitos (Figura 8C). Este processo, que foi rotulado de vomocitose ou
extrusdo, busca induzir a fusdo da membrana fagosomal com a membrana plasmatica,
resultando na expulséo dos fungos do fagocito (NICOLA; ROBERTSON, 2011). Varios
fatores de viruléncia criptocdcica, como melanizacgdo e secrecdo de urease, combinam-
se para proteger o fungo do ambiente severo, dentro de células fagociticas,
neutralizando espécies reativas de oxigénio e pH, permitindo-lhe sobreviver e proliferar
dentro dessas células (CHOWDHARY et al., 2012).
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Uma caracteristica fundamental da patogénese criptococica implica na saida de
Cryptococcus spp. dos pulmdes para a circulacdo periférica de sangue e entrada no
compartimento do SNC. O SNC é um sitio imunoprivilegiado e um ambiente altamente
estéril e, portanto, Cryptococcus spp. deve ter evoluido com métodos potentes para
atravessar a barreira hematoencefalica e conseguir subsistir no SNC. Existem trés
mecanismos propostos para penetrar nesta barreira impermeavel. Primeiro, as células
Cryptococcus poderiam forcar seu caminho entre as juncdes apertadas das células
endoteliais em um processo conhecido como paracytose, usando proteases como a Mprl

(metaloproteinase 1) para promover a migracao transendotelial (VU et al., 2014).

O segundo mecanismo de penetracdo da barreira hematoencefélica é a
transcitose. O &cido hialurénico, situado na superficie da célula criptoctcica, liga-se ao
receptor CD44, no endotélio luminal do vaso sanguineo, anexando o fungo a célula
hospedeira. Esta ligacdo induz a remodelacdo de actina dependente de proteina C na
célula hospedeira, levando a engolir a célula de Cryptococcus anexada (JONG et al.,
2008). Tem sido postulado que Cryptococcus spp. passa por meio da barreira
hematoencefalica, ou seja, "pega carona” dentro dos fagdcitos hospedeiros, e por isso é
conhecido como a hipétese do "Cavalo de Troia" (Figura 8D). Estudos apoiam a
hipotese de que os fagdcitos atuam como portadores de fungos, afetando a barreira
hematoencefélica, e, assim, permitem o ingresso até 0 SNC (CHARLIER et al., 2009;
KECHICHIAN; SHEA; DEL POETA, 2007).
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Figura - 8 Principais etapas da patogénese da criptococose.
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SNC = Sistema Nervoso Central. A) A levedura é inalada do ambiente; B) Ingresso do fungo
até o alvéolo; C) Sistema imune celular tenta conter a infecdo; D) Propagacdo hematica da
levedura representada principalmente pelo mecanismo “Cavalo de Troia”. Adaptado por
ACOSTA, 2017, baseado em MAY et al., 2015.

Clinicamente, a criptococose pode se manifestar como uma infecdo pulmonar
primaria (GUY et al., 2012); infecio da pele (SEGOLENE et al., 2003); osteite
(WOOD; MIEDZINSKI, 1996); meningoencefalite (WILLIAMSON et al., 2016);
prostatite (CHANG et al., 2008). Desta ampla gama de patologias, a meningoencefalite
representa cerca de 90% das doencas diagnosticadas por Cryptococcus spp. no ser
humano, seguida pela condi¢do pulmonar de 5% a 9% dos casos, sendo a percentagem

restante dada pelas outras possiveis manifestacfes de criptococose.

A infeccdo do sistema nervoso central pode afetar o tecido cerebral,
desenvolvendo encefalite, e as meninges, causando meningite. Habitualmente, existe
infecdo das meninges e do cérebro produzindo meningoencefalite criptococica. Este
neurotropismo tem sido associado a uma série de fatores de viruléncia, especificos dos
criptocécicos, que facilitam a penetragdo da barreira hematoencefalica, tais como

metaloproteinases e uréases, as enzimas que causam neuroimunomodulagdo, como
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lacase que usa dopamina, epinefrina, e outros compostos fenolicos que atuam no
cérebro na producdo de melanina (WILLIAMSON et al., 2016). De fato, a lacase
desempenha papel importante na disseminacdo de Cryptococcus até o SNC. As cepas
mutantes que ndo possuem producdo de lacase mostram a atenuagdo da viruléncia

devido a incapacidade de escapar dos pulmdes (NOVERR et al., 2004).

As manifestacbes mais comuns da criptococose no SNC séo, geralmente, de
natureza subaguda ou crénica. Os pacientes infectados pelo HIV/Aids podem ter
sintomas minimos ou inespecificos (Tabela 2). A duracdo meia desde o inicio dos
sintomas até a apresentacdo da doenca é de duas semanas em pacientes com infeccéo
por HIV/Aids, e de seis a doze semanas em casos ndo associados a HIV/Aids
(WILLIAMSON et al., 2016). O artigop de GOMEREP et al. (2010) apresenta a
frequéncia dos principais sinais e sintomas na meningoencefalite criptococica em
pacientes infectados pelo HIV-1: a maior énfase é dada para a dor de cabeca em 100%
dos pacientes estudados, seguida de febre e rigidez no pescoco, 70%; e outras

manifestacdes em menor frequéncia.
Tabela 1- Sinais e sintomas associados a meningoencefalite

Dor de cabeca 100%

Febre 72% e pescoco rigido 77.8% (com uma resposta inflamatdria agressiva, menos
comum)

Né&useas e vomitos 55.6% (com aumento da pressao intracraniana)

Defeitos auditivos, convulsdes, ataxia, afasia e movimentos coreohetoides 27.8%

Visdo turva, fotofobia e diplopia 22.7%

Estado alterado de consciéncia: confuséo, letargia ou coma

Ocorréncia das manifestacdes clinicas em paciente com infec¢do do SNC. Adaptado por (ACOSTA,2017)
de WILLIAMSON et al., 2016 e GOMEREP et al., 2010).

Além da infecdo no SNC, a criptococose pode se manifestar em nivel pulmonar.
Uma pequena pneumonia focal é desenvolvida, que pode ser ou ndo sintomatica. Esta
apresentacgdo clinica é variavel, uma vez que certas cepas criptocdcicas podem ser mais

virulentas do que outras. Também ¢é importante mencionar que a resposta inflamatdria
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sistémica varia de um paciente para outro (GUY et al., 2012). Os pacientes infectados

pelo HIV/Aids, com criptococose pulmonar, podem apresentar sinais e sintomas

descritos na Tabela 2.

Tabela 2 - Sinais e sintomas associados criptococose pulmonar

Febre (84%)

Tosse (63%)

Dispnéia (50%)

Perda de peso (47%)

Outras manifestacdo de menor frequéncia: dor pleuritica, hemoptise, rales ou esfrega
pleural.

Ocorréncia das manifestagdes clinicas em paciente com infeccdo pulmonar. Adaptado por
(ACOSTA, 2017) de WILLIAMSON et al., 2016 e GOMEREP et al., 2010).

2.6 Tratamento da criptococose e sensibilidade aos antifungicos em cepas de
Cryptococcus spp

Os pacientes que séo coinfectados com HIV/AIDS e C. neoformans, o objetivo
terapéutico pode ser diferente daqueles pacientes com infeccdo criptococica sem
complicacdes por infeccdo por HIV/AIDS. Para infecgBes criptocdcicas em pacientes
com infec¢do concomitante de HIV/AIDS com uma contagem de CD4 inferior a 200
ceélulas/uL, o objetivo terapéutico é controlar a infec¢do aguda, seguida de uma terapia
de supressdo ao longo da vida. Para pacientes infectados pelo HIV/AIDS que
concluiram com sucesso a terapia inicial, que permanecem livres dos sintomas da
doenca criptocdcica e reconstituem sua contagem de CD4 superior a 200 células/uL por
mais de seis meses, algumas autoridades sugerem que a terapia supressiva pode ser
descontinuada. No entanto, se a contagem de CD4 do paciente cai para menos de 200
células/uL, a terapia supressora deve ser reinstituida (KAPLAN; MASUR; HOLMES,
2002).

Os pacientes com doenca criptococica, ndo complicada pela infeccdo por

HIV/Aids, ttm como objetivo terapéutico conseguir a cura permanente da infeccdo
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fangica, de modo que nédo seja necessaria uma terapia supressiva crénica. Pacientes com
aids e meningite criptocdcicas representam mais de 80% dos pacientes com
criptococose. Os principais agentes antifingicos utilizados para o tratamento da
meningoencefalite criptocdcica incluem anfotericina B desoxicolato, por via
intravenosa, ou formulagtes lipidicas, flucitosina e fluconazol orais (SPANAKIS;
APERIS; MYLONAKIS, 2006).

Para a maioria dos pacientes, as preparagdes lipossémicas de anfotericina B séo
preferidas para minimizar o risco de toxicidade renal e melhorar a capacidade de dar um
periodo ininterrupto de inducdo do tratamento. Os antifungicos de equinocandinas ndo
possuem atividade significativa contra C. neoformans e ndo devem ser usados para
tratar esta infeccdo (SPANAKIS; APERIS; MYLONAKIS, 2006). Muitas autoridades
recomendam um curso inicial de tratamento agressivo. Inicialmente, deve-se
administrar anfotericina B a 0,7-1 mg/kg/dia por duas semanas; depois, mais duas
semanas de flucitosina a 100 mg/kg/dia, divididas em 4 doses, seguida de fluconazol a

400 mg/dia, de oito a dez semanas no minimo.

A adicdo de flucitosina a anfotericina B resulta na depuracdo mais rapida de
levedura viavel do LCR em relacdo a observada com anfotericina B (AMB) isolada ou a
anfotericina B mais fluconazol (FCZ). A analise teve como base o informe de que a
terapia combinada com anfotericina B e flucitosina é fungicida (conduz a morte
celular), enquanto que o fluconazol sozinho é apenas fungistatico (isto é, inibe sem
matar). Esta investigacdo é importante porque o uso de um regime fungicida, durante a
fase inicial da terapia, tem sido associado a resultados clinicos melhores. No entanto, os
pacientes podem ser tratados com sucesso sem a adi¢do de flucitosina (e sua potencial

toxicidade).

O potencial tdxico da flucitosina aumenta em pacientes com disfuncdo renal de
qualquer causa. Estudo realizado em 2016 sobre pacientes com meningite criptocdcica
associada a Aids verificou que a adicdo de dexametasona, corticoide usado para
diminuir a inflamagéo, ndo reduziu a mortalidade, além de estar associada a eventos
adversos e a incapacidade de uma depuracdo mais lenta do Cryptococcus do LCR
(BEARDSLEY et al., 2016; BICANIC et al., 2006; KAPLAN; MASUR; HOLMES,
2002; SPANAKIS; APERIS; MYLONAKIS, 2006).
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Atualmente, no Brasil, ndo é encontrado flucitosina disponibilizado para uso
clinico, tendo como Unica opc¢édo de tratamento a anfotericina B associada a fluconazol.
Em pacientes com infeccdo por HIV/AIDS, que ainda ndo estdo em terapia
antirretroviral, iniciar o tratamento para meningite criptococica antes da terapia
antirretroviral pode reduzir o risco de sindrome inflamatéria de reconstituicdo imune
(IRIS) (LORTHOLARY et al., 2005). A terapia inicial somente devera ser considerada
bem-sucedida apos a cultura do LCR e confirmacédo negativa para Cryptococcus spp., e,

ainda, o paciente apresentar melhora clinica significativa.

A susceptibilidade das cepas de fungicas foi estudada e padronizada nos Estados
Unidos de América, pelo Instituto de Padrbes Clinicos e de Laboratério (CLSI), e na
Europa, pelo Comité Europeu de Testes de Susceptibilidade aos Antimicrobianos
(EUCAST). O CLSI estuda varios antifangicos contra Cryptococcus spp. no protocolo
M27 suplemento A3, mas o EUCAST estuda sensibilidade para cepas de Candida spp. e
Aspergillus spp.

As metodologias utilizadas para susceptibilidade in vitro incluem disco-difusao,
macro e microdiluicdo em caldo. Recomenda-se o0 uso da microdiluicdo em caldo
porque essa técnica ajuda a obter a concentracdo minima inibitéria de crescimento
(MIC), sendo a concentracdo minima de droga que consegue inibir o crescimento do
microrganismo em condi¢cdes padronizadas de meio, temperatura, tempo, etc. Os
protocolos EUCAST e CLSI usam a técnica de microdiluicdo. O estudo realizado por
Alastruey-lzquierdo et al. (2015) comparam os testes de susceptibilidades antiflngica,
na Tabela 3, em que sdo especificadas as principais diferencas (ALASTRUEY-
IZQUIERDO et al., 2015).
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Tabela 3 - Comparacdo para testes de susceptibilidade por microdiluicéo

CLSI M27-A3 EUCAST Edef 7.2
Técnica microdiluicdo microdiluicdo
Forma do fundo da placa Fundoem U Fundo chato
Meio RPMI 1640 RPMI 1640
Contetdo de glicose 02¢g 20
Tamanho de inéculo 0.5-25x 103 0.5-2.5x 10°
Temperatura de incubacao 35°C 35°C
Tempo de incubacao
AMB, FCZ 24 horas 24 horas
Azoles 48 horas 48 horas

Pardmetros para Analise de Cryptococcus spp.

Cryptococcus 72 horas 48 horas
Leitura Visual espectrofotometria
AMB Inibicdo 100% Inibicdo 90%
Azoles Inibicdo 50% Inibicdo 50%

Comparacao entre CLSI e EUCAST na sensibilidade por microdiluicdo. AMB = anfotericina B, FCZ
= fluconazol, RPMI = Roswell Park Memorial Institute médium. Adaptado por (ACOSTA, 2017) de
ALASTRUEY-I1ZQUIERDO et al., 2015.

Diferentes estudos tém sido desenvolvidos para investigar a susceptibilidade in

vitro das cepas de Cryptococcus spp. a partir de amostras clinicas (BEJAR et al., 2015;

HAGEN et al., 2016). Pesquisadores mostraram que 0s pontos de corte de resisténcia,

estabelecidos para o género Candida, podem ser validos para uso em ensaios de

resisténcia a farmacos em Cryptococcus spp. (CLSI, 2012; JESSUP et al., 1998). No

protocolo M27-S4, para susceptibilidade de leveduras do CLSI (2012), tém sido

atualizados os pontos de corte para o0 género Candida. Um ponto de corte (ou, no inglés,

“breakpoint”) é uma concentra¢do escolhida (ug/ml) de um antibiotico que define se

uma espécie de microrganismo é suscetivel ou resistente ao antibiético (CLSI, 2012).

Para os estudos apresentados aqui, utilizamos os pontos de corte de fluconazol

mais antigos, que se mostraram relevantes para Cryptococcus: MIC < 8 ug/ml, como

suscetiveis; 16 pg/ml a 32 pg/ml como dependentes da dose e suscetiveis; e > 64 ug/ml,
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como resistentes. Para a anfotericina B, o ponto de ruptura do MIC para
susceptibilidade ¢ < 1 pg/ml (CLSI, 2008). Atualmente, tem sido relatado resisténcia a
fluconazol em cepas clinicas de Cryptococcus spp. (TAYLOR-SMITH; MAY, 2016).
Porém, um estudo no Brasil apresenta uma alta taxa de resisténcia a anfotericina B (> 1
pg/ml), incluindo 40% dos isolados para C. gattii e 12% dos isolados de C. neoformans
(LOZANO-CHIU et al., 1998). Sendo estes dois medicamentos 0s Unicos disponiveis
no Brasil para o tratamento da criptococose, fica evidente a importancia dos estudos
para detectar cepas resistentes.

Novas opgdes terapéuticas tém sido estudadas, além das drogas classicas no
tratamento da criptococose, como, por exemplo: VT-1129, um inibidor de sintese de
ergosterol, que mostra boa penetragio do SNC e é fungicida em modelos de
camundongos (BRAND et al., 2016); arlyamidine T-2307, que tem como alvo a
membrana mitocondrial fangica, e € um composto injetavel fungicida que mostra
eficacia comparavel & AMB em modelos com ratos infetados (NISHIKAWA et al.,
2017); sertralina, usada como antidepressivo, mostrou uma atividade na inibicdo da
sintese proteica e diminuiu a carga de Cryptococcus associada a AMB (TREVINO-
RANGELL et al., 2016); tamoxifeno, como acdo no metabolismo do calcio, atua na

calmodulina, com efeito fungicida associado a FCZ (BUTTS et al., 2014).

Os inibidores da bomba de prétons tém sido associados a um efeito na inibicédo
da melanogénese em melandcitos (BAEK; LEE, 2015; MATSUI et al.,, 2015). A
melanina € um importante fator de viruléncia em cepas de Cryptococcus spp.
(NOSANCHUK; STARK; CASADEVALL, 2015). Atualmente, existem poucas drogas
relatadas na literatura cientifica na modulacdo de melanina em Cryptococcus
neoformans, apesar de ser um fator crucial na patogénese, ja que cepas mutantes
deficientes de LAC1 s&o avirulentas (EISENMAN et al., 2007). Em vista disso, 0
estudo de drogas capazes de inibir a producdo de melanina poderia estar associada a
uma diminuicdo na patogénese e disseminacdo em doentes infectados por Cryptococcus
spp. Para desenvolver estes estudos, sdo necessarias metodologias eficientes na
quantificacdo de melanina, de modo a permitir uma avaliacdo rapida e confiavel dos
efeitos na modulagdo da melanina. Por isso, o presente trabalho se concentrou no
desenvolvimento de uma metodologia capaz de mesurar a producdo de melanina por
meio da escala de cinza e os efeitos na modulagdo de melanina em cepas de

Cryptococcus spp.
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3  HIPOTESES

v' A producdo de melanina, em cepas de Cryptococcus spp., pode ser avaliada
mediante metodologia eficiente, em meio solido, com o auxilio da escala de cinza
que permite uma semiquantificacdo confiavel.

v Os inibidores da bomba de prétons inibem o crescimento in vitro de cepas de

Cryptococcus spp.

v' Os inibidores da bomba de prdtons, com base nos estudos em melandcitos,
impossibilitam a producdo de melanina em Cryptococcus spp.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Avaliar a producdo de melanina em cepas, de importancia clinica de
Cryptococcus neoformans/gatti lato sensu, e o efeito dos inibidores de bomba de
prétons na inibicdo da melanogénese.

4.2 Objetivos especificos.
v Padronizar um método alternativo para producdo e quantificacdo indireta de
melanina, por meio da escala de cinza, em C. neoformans lato sensu e C. gattii

lato sensu;

v' Testar os inibidores da bomba de prétons na sensibilidade in vitro de

Cryptococcus spp;

v Quantificar a producdo de melanina em cepas, de C. neoformans lato sensu e C.
gattii lato sensu, expostas e ndo expostas a inibidores da bomba de prétons.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 Local do estudo

Esse estudo foi conduzido no Centro Especializado em Micologia Médica
(CEMM), do Departamento de Patologia e Medicina Legal da Faculdade de Medicina
da Universidade Federal do Ceara (UFC).

5.2 Microrganismos utilizados.

Neste estudo, foram empregados isolados clinicos e ambientais de C.
neoformans latu sensu (n=13) e C. gattii latu sensu (n=7). Todas as cepas pertencem a
micoteca do CEMM, onde estdo mantidas a 4 °C em solucdo salina a 0,9%. As cepas
foram repicadas em &gar semente de niger e armazenadas em estufa por 48 horas a 35°C
para verificagdo da auséncia de contaminacdo. Uma cepa Candida parapsilosis ATCC
22019 foi utilizada como controle nos experimentos de sensibilidade antifungica e no
controle negativo de producdo de melanina no experimento de quantificacdo de
melanina na escala de cinza. Uma cepa de Hortaea werneckii foi usada como controle
de producdo de melanina no experimento de quantificacdo de melanina na escala de
cinza. A manutencdo das cepas foi realizada com repiques, em tubos de ensaio,
contendo Agar Batata (Himedia®), as quais eram incubadas por 48 horas a 35°C antes
de cada experimentacdo. O quadro 1 apresenta a relacdo das cepas empregadas na
pesquisa, bem como suas caracteristicas de identificacdo e origem de isolamento.
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Quadro 1 - Identificacdo, espécie, gendtipo, fenbtipo e origem de isolamento das cepas de
Cryptococcus spp., Candida parapsilosis ATCC 22019 e Hortaea werneckii

Cepa Espécie Fungica | Genotipo | Melanina | Urease | Origem
em NSA
# Interno CEMM
1 Crnl C. deuterogattii VGII + + Clinico
2 Crn2 C. neoformans VNI + + Clinico
3 Crn3 C. neoformans VNI + + Animal
4 Crn4 C. neoformans VNI + + Animal
5 Crn5 C. neoformans VNI + + Clinico
6 Cpf59 C. gattii stricto VGI + + Clinico
sensu
7 Cpf60 C. deuterogatti VGII + + Clinico
8 Cpf6l C. deuterogatti VGII + + Ambiental
9 Cpf62 C. deuterogatti VGII + + Clinico
10 Cr6 C. neoformans VN1 + + Clinico
11 Cr7 C. neoformans VNI + + Clinico
12 Cr8 C. neoformans VNI + + Clinico
13 Cr9 C. deuterogatti VGII + + Ambiental
14 Crl0 C. deuterogatti VGII + + Clinico
15 Crl1 C. neoformans VNI + + Clinico
16 Cri2 C. neoformans VNI + + Clinico
17 Cri2 C. neoformans VNI + + Clinico
18 Cr13 C. neoformans VNI + + Clinico
19 Crl4 C. neoformans VNI + + Clinico
20 Cri5 C. neoformans VNI + + Clinico
21 | candida C. parapsilosis ) ) ) STOCK
ATCC 22019 CEMM
22 | Hortaea Hortaea werneckii - - - STOCK
werneckii CEMM
Identificacdo, espécie, gendtipo, fenétipo e origem de isolamento das cepas usadas no estudo. NSA &gar
semente de niger.

5.2 Desenho experimental

No presente estudo, mesuramos a producdo de melanina em cepas de C.

neoformans lato sensu e C. gattii lato sensu. Pelas dificuldades na mensuracdo da
melanina com as técnicas existentes, foi desenvolvida uma nova metodologia

semiquantitativa por meio da analise na escala de cinza. As cepas de Cryptococcus spp.
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foram avaliadas por essa metodologia para conhecer o comportamento na producéo de
melanina por meio da escala de cinza com modificacGes, ja usado nos estudos de Cunha
et al., (2010), em que se avaliou o crescimento flngico com o software ImageJ mediante
referida escala.

A sensibilidade de cepas planctonicas de Cryptococcus spp. foi, posteriormente,
realizada com os seguintes farmacos: omeprazol, esomeprazol, rabeprazol, pantoprazol,
lansoprazol e glifosato. A solugéo estoque foi diluida em solu¢do de DMSO estéril, com
concentracdo final de 40 mg/mL. Aliquotas da solugdo estoque foram armazenadas a —
20 °C até o momento do experimento. Analisou-se o efeito na susceptibilidade de
anfotericina B e fluconazol, segundo as recomendacdes do protocolo M27-A3 do CLSI,
em células planctbnicas de Cryptococcus spp., por microdiluicdo em caldo, como
controle dos testes de sensibilidade. O objetivo da sensibilidade para os IBPs e glifosato
foi encontrar a concentracdo minima inibitéria em cepas de Cryptococcus spp. Em
seguida, doses subinibitérias foram usadas para avaliar o efeito na melanogénese dos

IBPs e glifosato.

Finalmente, foi feito um piloto em placas de Petri, avaliando-se a inibicdo da
melanina de forma qualitativa com omeprazol em doses subinibitorias. Depois,
observou-se o efeito inibitdrio sobre a producdo de melanina e, em seguida, avaliou-se a
inibicdo da producdo da melanina de forma quantitativa. Doses subinibitorias de IBPs e
de glifosato foram testadas frente as cepas previamente avaliadas na producdo de
melanina. Estas cepas foram analisadas com a metodologia desenvolvida neste estudo
por meio da escala de cinza. Um esquema do desenho experimental esta representado na
Figura 9.
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Figura 9 - Organograma das principais etapas experimentais do estudo

Metodologia » Medicéo da produgéo de
melanina em 12 cepas de

quan“ﬂca_gao Cryptococcus, 1 cepa de
de melanina Candida parapsilosis e
uma cepa de Hortae
(n=14) werneckii

« Susceptibilidade em
Testes de 20  cepas  de

il Cryptococcus, 1
susceptibilidade cegf de Candida
_ parapsilosis e uma
(n—21) cepa de Hortae

werneckii.

*Esta inibicdo foi

A inibicao da avaliada em forma
melanina (n=12) | qualitativa e
quantitativa

Descrigdo das etapas neste experimento: A) producdo e quantificacdo da producdo de melanina, B)
avaliacdo da sensibilidade dos IBPs, glifosato, anfotericina B e fluconazol frente as cepas de
Cryptococcus spp., C) avaliagdo do efeito na melanogénese dos IBPs e glifosato.

5.3.1 Método alternativo para a analise da producdo de melanina em cepas de
Cryptococcus neoformans lato sensu e Cryptococcus gattii lato sensu

Oito cepas de C. neoformans gendétipo VNI e trés de C. gattii (2 C. gattii stricto
sensu VGI; 1 C. deuterogattii VGII) foram utilizados neste estudo. O genétipo das
cepas testadas foi determinada por meio de ensaio de polimorfismo de fragmentos de
restricdo de comprimento (RFLP), como é recomendado por Velegraki et al. (2001).
Uma cepa Candida parapsilosis ATCC 22019 e um isolado clinico de Hortaea
werneckii foram incluidos como controle negativo e positivo para a melanizagéo,
respectivamente. As cepas foram obtidas a partir da colecdo de fungos do CEMM da
Universidade Federal do Ceard, Brasil. Todas as cepas foram conservadas em agar
batata a temperatura ambiente de 28 °C, com subcultura frequente para manter a sua

viabilidade.

Inicialmente, as doze cepas de Cryptococcus spp. foram cultivadas em agar
semente de niger (Guizotia abyssinica) (STAIB, 1962) a 35 °C, durante cinco dias, para
assegurar a capacidade de produzir melanina das cepas de Cryptococcus spp. Como ja é
conhecido, este meio possui compostos fenolicos que estimulam a producdo de

melanina. Todas as cepas testadas apresentam coldnias caracteristicas de cor castanho-
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escuro. Em seguida, as cepas foram cultivadas em &gar de batata, a 35 °C, durante trés
dias. Neste meio, o fungo apresenta novamente seu fenotipo sem producdo de melanina.
Os indculos fungicos utilizados para realizar os ensaios adicionais deste estudo foram

obtidos a partir das col6nias cultivadas em agar de batata.

Agar meio minimo (AMM) foi preparado em duas condigdes: A) um mililitro de
MM duas vezes concentrado (2X) foi misturado com um mililitro de agar bacterioldgico
sem aminoacidos e sem glicose a uma concentracdo de 3%, como controle de
crescimento e; B) realizaram-se as mesmas condi¢Ges descritas na condicdo A,
suplementado com 0,001 mol L-1 de I-DOPA (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA), para
induzir a melanogénese. Condigdes A e B foram adicionados a diferentes pocos de uma
placa de 24 pogos, com um volume final de 2 ml por poco. Em seguida, 100 ul de
inoculo fangico, a uma turbidez 3 na escala de McFarland, contendo aproximadamente
9,0 x 108 células por ml, foram adicionadas a dois pogos da condi¢do A e dois pogos da
condicgéo B, sendo feito o experimento em duplicata. As placas foram incubadas a 35 °C
durante sete dias.

Uma fotografia de cada placa foi realizada diariamente, desde o terceiro até o
sétimo dia de incubacdo, dentro de uma camara fotografica preparada para este
experimento, que teve uma iluminacdo indireta uniforme por LED 15W. A camera
fotografica foi colocada dentro da filmadora, a uma distancia de 25 cm da placa de 24
pocos. A camera Nikon D3300 foi utilizada em condi¢bes padronizadas (F/8, tempo de
exposicdo 1/250, ISO 200, abertura maxima 4.6, distancia focal 40 mm). E importante
enfatizar que as fotos foram tiradas em condic¢des similares, com a mesma camera, pelo

mesmo fotografo.

As fotografias obtidas foram convertidas em imagens em escala de cinza e
analisadas  pelo  programa de  computador ImageJ, versdo  1.51g
(https://limagej.nih.gov/ij/index.html), que ja foi aplicada para fins semelhantes
(CUNHA et al., 2010). Em nosso estudo, a area de medicao foi padronizada, variando
de 245,000 a 246,000 pixels por poco, cujos pixels de cada pogo foram quantificados na
escala de cinza. A escala de cinza é uma gama de tons cinzentos, na gama de cor de
branco até preto, que é medido de zero a 250, em que zero é o valor mais preto e 250, 0

mais branco.
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Os valores obtidos mediante a quantificacdo de pixels na escala de cinza foram
convertidos em porcentagem de preto (PP), a fim de facilitar a compreensdo e a

interpretacao dos dados, usando a formula:

250— meia na escala de cinza de cada cepa por dia

PP.
250 X100

. Em seguida, a porcentagem obtida de

preto foi utilizada para comparar quantitativamente a pigmentagédo de cada cepa por dia.
Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo da porcentagem de preto obtida

para cada cepa, por dia de analise.
5.3.2 Sensibilidade em células planctdnicas de Cryptococcus spp.

O teste de susceptibilidade foi desenvolvido com 20 cepas de C. neoformans / C.
gattii sensu latu e uma cepa de Candida parapsilosis ATCC 22019 em estado
planctonico, por meio da técnica de microdiluicdo em caldo, conforme o documento
M27-A3 que padroniza a sensibilidade de leveduras (CALSI, 2008). As drogas
antifangicas classicas usadas no tratamento da criptococose, como anfotericina B
(AMB) e fluconazol (FLU), foram testadas, bem como os inibidores de bomba de
prontos (IBPs) e glifosato. Esta Gltima droga foi incluida como controle da inibi¢do da
melanogénese, ja que apresentou efeitos na inibicdo de melanina em estudos prévios
(NOSANCHUK; OVALLE; CASADEVALL, 2001).

Os antiflngicos (ATF) foram testados nas concentracdes preconizadas pelo
documento citado anteriormente, com intervalos que variaram de 0,125 — 64 pg/mL
para FLU e 0,0313 — 16 pg/mL para AMB. Os IBPs e glifosato foram testados em
concentragdes que variaram de 1,15 — 1000 ug/mL (KUCUKASLAN et al., 2013).

Os isolados foram previamente semeados em agar batata e incubados em estufa
a 35°C por 48 horas. Foi preparado um indculo das leveduras em solucédo salina estéril
(0,85% NaCl), ajustando a turbidez da suspensdo a escala 0,5 de McFarland. A
suspensdo fungica foi submetida a diluicdo de 1:50 e, posteriormente, a 1:20 em meio
RPMI-1640 tamponado com 0,165 M de MOPS a pH 7,0. Aliquotas de 100 pL do
indculo final foram adicionadas as placas ja contendo 100 pL de RPMI-1640,
suplementadas das drogas, distribuidas em dilui¢cBes seriadas decrescentes. As placas
foram incubadas a 35 °C por 72 horas. As leituras dos pontos de corte das drogas foram
determinadas de acordo com documento M27-A3. Para o IBPs e glifosato, os pontos de
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corte foram definidos como a menor concentracdo capaz de inibir 50% do crescimento

visivel (MIC50), com leitura visual em 24. 48 e 72 horas.

5.3.3 Inibicdo da melanogénese em cepas de Cryptococcus neoformans lato sensu e

Cryptococcus gattii lato sensu

Inicialmente, foi feito um andlise qualitativa da capacidade de producdo de
melanina, baseada na metodologia de Brilhante et al. (2017), e quatro condi¢des foram
avaliadas: A) Agar meio minimo; B) Agar meio minimo suplementado com 0,001 mol
L= I-DOPA; C) Agar meio minimo adicionado a uma concentracio de 125 ug/ml de
omeprazol; D) Agar meio minimo suplementado com 0,001 mole L=! I-DOPA e 125
pg/ml de omeprazol. Nesta avaliacdo qualitativa, s6 foi testado omeprazol em

concentragdes subinibitorias.

Na condicdo A, avaliou-se a capacidade de crescimento em meio minimo solido;
na condicdo B, serviu como controle positivo de producdo de melanina; na condicao C,
foi controlado o crescimento do agar suplementado com omeprazol; e na condicéo D,
testou-se a capacidade de inibicdo da producgdo de melanina, por parte do omeprazol,
pela mistura de substrato para melanogénese e omeprazol. No teste qualitativo, foram

usadas onze cepas de Cryptococcus e uma cepa de C. parapsilosis ATCC 220109.

Em razdo dos resultados satisfatorios na inibicdo da melanogénese no
experimento qualitativo, baseado na metodologia de producdo de melanina com a
metodologia descrita por Brilhante et al. (2017), foi avaliada a capacidade de inibicédo
de melanina de omeprazol, esomeprazol, lansoprazol, rabeprazol, pantoprazol e
glifosato como controle de inibicdo da melanogénese. Numa placa de 24 pogos por
cepa, foi avaliado: condicdo A, meio minimo com 0,001 mole L1 I-DOPA, como
positivo para producdo de melanina; condi¢do B, meio minimo mais IBP, como controle
de crescimento nas concentragdes subinibitorias usadas; condicdo C, meio minimo
suplementado com IBP e 0,001 mol L™ I-DOPA, para avaliar a capacidade inibitoria da
melanogénese por parte dos IBPs. As doses testadas das drogas sdo descritas na Figura
10.
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Figura 10 - Doses subinibitorias utilizadas no experimento qualitativo e quantitativo de
inibicdo da melanogénese

N
‘ Glifosato 250 pg/mi

‘ Omeprazol 125 pg/ml

|

‘ Lanzoprazol 250 pg/ml
‘l Pantoprazol 500 pg/ml
‘/ Esomeprazol 250 pg/ml

‘ Rabeprazol 125 pg/ml
V4

O indculo das 12 cepas de Cryptococcus, testadas previamente na producdo de
melanina, foi feito em meio minimo liquido estéril, com uma turbidez atingindo trés na
escala McFarland, com aproximadamente 9x108 células/mL, sendo que 200 pl foram
colocados em duplicata nas condigdes A, B e C do experimento quantitativo. Apos a
incubacdo em estufa a 35°C, por sete dias, a partir do terceiro dia, em condi¢Oes
padronizadas, duas fotografias foram tiradas de cada uma das placas. A producdo de
melanina foi quantificada por meio da escala de cinza, mediante programa ImagelJ e, em
seguida, usando a formula previamente descrita transformada a percentagem de preto,
0s resultados sdo descritos na se¢é@o de resultados.

5.4 Testes estatisticos

Os dados da produgdo melanina e inibicdo da melanogénese, no experimento
quantitativo, foram analisados por meio da avaliagdo de variancia unidirecional de
Friedman e Kruskal-Wallis, seguida do teste de postura de Dunn, realizado com o
software GraphPad Prism sete (7), versdo 1,51 g, CA, EUA. Os valores de P, inferiores

a 5%, indicaram conclusdes significativas.
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6 RESULTADOS

6.1 Método alternativo para a analise da producdo de melanina em cepas de

Cryptococcus neoformans lato sensu e Cryptococcus gattii lato sensu

Os dias um e dois ndo foram analisados porque o crescimento flngico e a
producdo de melanina ndo eram adequados, portanto, as fotograficas foram feitas desde
o terceiro até o sétimo dia. As cepas de Cryptococcus spp., ha condicdo A, apresentaram
as medidas mais baixas dos microrganismos testados nesta condi¢do, com valores
significativamente menores de porcentagem de preto (P <0,05), variando de 36,1 +4,0a
39,2 + 2,2 ao longo dos dias analisados. J& nas cepas Cryptococcus spp., sob a condicao
B, as coldnias foram significativamente mais escuras (P <0,05) do que as cultivadas sob
a condicdo A, comecando logo no terceiro dia. A porcentagem de preto das cepas
analisadas variava de 62,9 + 8,4 a 80,8 *+ 2,8 durante os dias testados (Tabela 6 e Figura
12). A producdo de melanina variou de acordo com cada cepa, mas todas as cepas
produziram pigmento. As cepas de Cryptococcus spp. apresentaram um aumento
significativo da pigmentacdo ao longo dos dias fotografados (P <0,05), cultivada sob a

condicdo B, como mostra a Tabela 6 e a Figura 12.

A C. parapsilosis ATCC 22019, um dos fungos causadores da Candidiase, foi
utilizado como controle negativo de pigmentacéo, atingindo valores de porcentagem de
preto variando de 46,3 + 1,42 49,3+ 1,0 ede 53,3 + 2,1 a 55,7 + 3,2 nas condicdes A e
B, respectivamente. H. werneckii foi usado como controle positivo de pigmentacao,
porém, ndo mostrou crescimento satisfatério na condicdo A, apresentando uma
porcentagem de preto variando de 52,4 + 2,0 a 60 + 0,4 para os dias estudados. Sob a
condicdo B, as coldnias foram bem cultivadas, obtendo uma porcentagem de preto
variando de 73,4 =+ 1,6 a 86,0 + 0,6. Os dados sobre a porcentagem de preto foram
analisados para o periodo de sete dias. A pigmentacdo de Cryptococcus spp., sob a
condicdo B, foi significativamente maior (P <0,05) do que o obtido para C. parapsilosis

ATCC 22019, mas com dados semelhantes aos obtidos por H. werneckii.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Fungo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Candid%C3%ADase

Tabela 4 - Producéo de melanina por Cryptococcus spp. (N = 12) em &gar médio minimo sem e com L-DOPA do terceiro até o sétimo
dia de crescimento

Cepas Condicao A Condicao B

Porcentagem de preto (meia = DS) por dia de crescimento
3 4 5 6 7 3 4 5 6 7
Cryptococcus spp. - 39 242 2a  36.1+4.0a 36.0+1.2a 36.7+1.9a 36.8+1.5a 62.9+8.4a 77.3+6.0b 79.8+#3.5b 80.8+2.8b 80.8+1.8b

C.parapsilosis A7 6+2.4a 46.3t1.4a 47.6+2.3a 47.6+2.3a 49.3+1.0a | 53.4+2.2a 54.3+1.2a 53.3+2.1a 53.3+2.1a 55.7+3.2a

H. werneckii 52.4+2.0a 52.5%1.3a 52.4+2.1a 52.4+2.1a 60.0+0.4a | 73.4+1.6a 79.6+0.5a 73.5+1.5a 73.5+1.5a 86.0+0.6b

Condigdo A: 4gar médio minimo sem L-DOPA,; Condicao B: 4gar médio minimo com I-DOPA; Candida parapsilosis ATCC 22019: controle negativo produgao
de melanina; Hortaea werneckii: controle positivo para producdo de melanina. A porcentagem de preto, esta expressado em média + desvio padrdo, foi calculada
a partir da quantificacdo de pixels obtidos a partir das imagens analisadas na escala de cinza das col6nias de fungos estudadas, desde o terceiro até o sétimo dia
de crescimento. Letras diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas (P <0,05) na produgdo de melanina (porcentagem de preto) de Cryptococcus
spp., C. parapsilosis e H. werneckii, ao longo do periodo de analise. Adaptado de BRILHANTE, ESPANA, ALENCAR, et al., 2017.
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Figura 11 - Andlise da producao de melanina em cepas Cryptococcus neoformans/C. gattii lato sensu

Cryptacoceus spp. Candida parapsilosis ATCC 22019 Hortaea werneckii
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Andlise da produgdo de melanina em cepas Cryptococcus neoformans/C. gattii lato sensu no meio minimo com e sem L-DOPA (A, B Candida, C Hortaea werneckii)
representativas das col6nias de fungos cultivados sob condi¢fes A, &gar meio minimo (MM) sem L-DOPA, e condicdo B, 4gar MM com L-DOPA, no quarto dia de
crescimento. Imagens semelhantes foram obtidas para todas as cepas testadas, a partir do terceiro ao sétimo dia de crescimento, a fim de analisar a pigmentagdo da coldnia na
escala de cinza mediante a quantificacdo pelo software ImageJ; (D e E) Percentagem de preto obtido para C. neoformans (N = 8) e C. gattii lato sensu (n = 3), Candida

parapsilosis ATCC 22019 e Hortaea werneckii, apos crescimento em condicdes de A (D) ou condicdo B (E), a partir do terceiro ao sétimo dia de crescimento. Adaptado de
BRILHANTE, ESPANA, ALENCAR, et al., 2017
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6.2 Sensibilidade em células plancténicas de Cryptococcus spp.

Baseado no protocolo do CLSI, para sensibilidade de leveduras, documento
M27-A3, foi avaliada, em duplicata, a sensibilidades de 20 cepas de Cryptococcus spp.
(Tabela 5) e uma cepa de C. parapsilosis ATCC 22019 como controle do teste de
sensibilidade (Tabela 6). As placas de 96 pocos foram lidas de forma visual para AMB,
uma inibicdo de 100% crescimento, e FLZ, uma inibicdo de 50% do crescimento foi
obtida. No caso dos inibidores da bomba de prétons (IBPs) e glifosato, foram feitas as

leituras de inibicdo de 50% do crescimento.

Para C. parapsilosis, as leituras foram feitas em 24h e 48h, com concentragdes
inibitdrias esperadas para AMB e FCZ como é representado na Tabela 5. O objetivo da
sensibilidade foi avaliar a possivel atividade no crescimento de cepas de Cryptococcus,

para usar doses subinibitorias nos ensaios de inibi¢do da melanina.

As cepas de Cryptococcus, testadas com AMB, apresentaram MICs com um
rango entre 0,25 até 0,5 pg/ml, na leitura de 24 horas; de 0,25 até 2 pg/ml, na leitura de
48 horas, 0,25 até 4 pg/ml, na leitura de 72 horas, sendo que, para esta leitura, nove
cepas mostraram concentra¢fes mais elevadas que 2 pg/ml. FLZ apresentou MICs de 2
até 4 pg/ml, na leitura de 24 horas; 2 até 8 pug/ml, na leitura de 48 horas, 2 até 8 pg/ml,
na leitura de 72 horas. Todas as cepas mostraram concentragdes de FCZ <8 pg/ml na
leitura de 72 horas (Tabela 4).

Dos IBPs em cepas de Cryptococcus, na leitura de 24 horas, rabeprazol
apresentou MICs com meia geométrica de 108,3 + 1,54, sendo a menor concentracdo
comparada com os outros farmacos usados desta familia. Pantoprazol mostrou MICs
maiores com uma meia geométrica de 250 + 1,96, sendo que a droga precisou de
concentracdes maiores para se conseguir uma inibicdo de 50% de crescimento da cepa
(Figura 11A). Na leitura de 48 horas, rabeprazol continua apresentando uma melhor
atividade com meia geométrica de 120,2 £ 1.7. Da mesma forma, pantoprazol mostrou
concentracgdes inibitdrias mais altas do grupo com meia geometrica de 993 + 1,2 (Figura
11B). O omeprazol foi a melhor droga inibitéria com 72 horas, mostrando uma meia
geométrica de 148,7 + 1,3. J& o pantoprazol continua com as concentra¢fes mais altas
com meia geomeétrica de 993 + 1,2 (Figura 11C). Glifosato apresentou MICs altos
representados na Tabela 4.
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Tabela 5 - Sensibilidade para as 20 cepas de Cryptococcus

Cryptococcus spp.

24 horas 48 horas 72 horas
Intervalode MICem | MG +=DPem | Intervalode MICem | MG xDPem | Intervalode MICem | MG = DPem

pg/mi pag/mi pag/mi pg/ml pg/ml pag/mi
AMB 0.25-0.5 0.308 +£1.38 0.25-2 051+20 0.25-4 1.464 + 2.6
FLU 2-4 3.06 +1.28 2-8 428715 2-8 4.757+1.6
Omeprazol 125-250 143.6 +£1.32 125-250 143.6 +1.32 125-250 148.7+1.3
Esomeprazol 125-500 203.1 £ 1.66 125-500 233.3+1.55 125-500 203.1+1.3
Lansoprazol 61.5-250 116.3 +1.47 125-1000 183.3+1.77 125-1000 196.1+1.7
Pantoprazol 125-1000 250+ 1.96 500-1000 993+1.2 500-1000 993+1.2
Rabeprazol 61.5-250 108.3 +1.54 61.5-250 120.2+1.7 125-250 163.6+1.4
Glifosato 500-1000 933 +1.238 500-1000 933 +1.238 500-1000 933+1.23

Drogas usadas: AMB = anfotericina B relatado a concentracéo inibitéria minima para inibir 100% do crescimento; FLZ = fluconazol relatado a concentracédo inibitdria
minima para inibir 50% do crescimento; inibidores de bomba de prétons e glifosato foram relatados a concentracdo inibitéria minima para inibir 50% do crescimento;
MG= meia geométrica e DP desvio padrdo da meia geométrica.
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Figura 12 - Analise comparativa da sensibilidade em 20 cepas de Cryptococcus
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Meia geométrica e desvio padrdo das concentragdes minimas inibitdrias para os inibidores de bomba de protons e glifosato na leitura de 24 (A), 48 (B) e 72 (C) horas.




Tabela 6 - Sensibilidade para Candida parapsilosis ATCC 22019
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24 horas 48 horas
MIC em pg/ml MIC em pg/ml

AMB 0.25 0.25

FLU 2 2

Omeprazol 250 500
Esomeprazol 250 250
Lansoprazol 250 250
Pantoprazol 1000 1000
Rabeprazol 125 250

Glifosato 1000 1000

Drogas usadas: AMB = anfotericina B relatado a concentracéo inibitoria minima para inibir o 100% do crescimento, FLZ = fluconazol relatado a concentracéo inibitoria
minima para inibir o 50% do crescimento, inibidores de bomba de prétons e glifosato foi relatado a concentragdo inibitéria minima para inibir o 50% do crescimento.

MG= meia geométrica e DP desvio padrdo da meia geométrica.
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6.3 Inibicdo da melanogénese em cepas de Cryptococcus neoformans lato sensu e

Cryptococcus gattii lato sensu

Inicialmente, testou-se omeprazol em dose de 125 pg/ml. Este experimento
qualitativo foi desenvolvido em quatro condigfes como descrito na metodologia. As
onze cepas de Cryptococcus apresentaram melanizacdo na condi¢do B; algumas cepas
tiveram um aspecto mais escuro se comparadas a outras. As cepas foram numeradas de
um até doze. As primeiras onze cepas foram de Cryptococcus, a cepa nimero doze foi
de Candida parapsilosis ATCC 22019, sem producdo de melanina na condicdo B
(Figura 11). Na condicdo C, todas as cepas tiveram crescimento semelhante as outras
condigdes em dose subinibitorias de omeprazol. A condi¢do D apresentou inibicdo total
da producdo de melanina nas onze cepas de Cryptococcus testadas. A partir do sexto
dia, as cepas dois e oito comecaram uma leve producdo do pigmento. As imagens do

experimento qualitativo sdo mostradas na Figura 13.

No experimento quantitativo, a producdo de melanina na condicdo A (com I-
DOPA), as cepas apresentaram uma percentagem de preto desde 62.86 + 8.38 no
terceiro dia até 80.8 £ 2.91 no sétimo dia. As coldnias serdo consideradas como
melanizadas com valores de percentagem de preto maior que 60. Das drogas testadas na
condicdo C (inibitoria da melanogénese), o glifosato aparentou maior inibicdo, com
dados, no quarto dia, na média de porcentagem de preto 39.35 + 0.94, comparado ao
controle de producéo de melanina para 0 mesmo dia, que foi 77.59 + 6.09. O valor mais
alto de percentagem de preto na condicdo C foi, em média, de 52.97 + 1.87 para
esomeprazol no sétimo dia, marcando, assim, o inicio da producdo de melanina nesta
condicdo. Os dados da meia de percentagem de preto mais o desvio padrdo para as

cepas testadas por dia sao apresentados na Tabela 7 e na Figura 13.

Os testes de postura de Dunn, comparativamente aos testes de Friedman e
Kruskal-Wallis, mostraram diferencas estatisticamente significativas, para glifosato,
omeprazol, pantoprazol e lansoprazol, entre a condigdo A, das cepas melanizadas, e a
condicdo C, das cepas com inibi¢cdo de melanina, durante todos os dias estudados com
uma p<0.05 (Tabela 7).



57

Figura 13 - Experimento qualitativo da inibicdo da producdo de melanina com
omeprazol foram testadas em onze (11) cepas de Cryptococcus e uma cepa de C.

parapsilosis ATCC 22019
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Condicdo A, agar meio minimo; condicdo B, agar meio minimo mais I-DOPA; condicdo C, a4gar meio
minimo mais omeprazol; condi¢do D, 4gar meio minimo suplementado com I-DOPA e omeprazol.




Tabela 7 - Experimento de inibi¢cdo da melanogénese
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Condicéo . .
A Condicéo B Condicéo C
Omeprazol Esomeprazol Lansoprazol | Rabeprazol | Pantoprazol | Glifosato +
I-DOPA Omeprazol Esomeprazol Lansoprazol Rabeprazol Pantoprazol Glifosato
+ |-DOPA +|-DOPA +|-DOPA + |-DOPA + |-DOPA I-DOPA
. 62.86 + 41.16 + 42.76 + 35.79 41.74 4761 + 36.1+ 46.96 + 49.72 + 49.72 £ 0.37 39.49 +
Dia 3 49.6 £0.54 457 +0.2b
8.38a 0.27 0.59 0.74 0.53 0.79 0.87 042b 0.39 b 0.92b
] 77.59 + 41.22 + 42.7 + 35.81 4172 + 47.56 + 36.08 + 45.85 + 49.67 + 49.73+0.43 39.35 +
Dia 4 49.29 +0.59 457+0.4b
6.09 a 0.29 0.54 0.52 0.25 0.78 0.84 0.33b 0.42 b 0.94b
. 79.82 + 41.07 £ 4224 + 35.75 % 4147 + 47.62 + 362+ 45.75 + 46.03 £0.95 49.66 + 0.41 39.75
Dia5 49.43+0.51 51.9+4.14
3.528 a 0.51 0.62 0.71 0.62 0.92 0.78 049b b b 1.08b
) 80.81 + 41.07 £ 4224 + 35.75 % 4147 + 47.62 + 362+ 50.43 £ 47.72 £1.06 5233+ 49.66 £ 0.41 46.94 +
Dia 6 52.08 +2.37
2.83a 0.51 0.62 0.71 0.62 0.92 0.78 0.50b b 4.03 b 415b
80.8+2.91 | 41.26+ 42.7 + 3581+ 4172 + 36.59 + 36.08 + 5242 + 48.76 + 2.16 48.76 + 50.73 +2.12 50.42 +
Dia7 52.97 +1.87
a 0.29 0.54 0.52 0.25 068 0.84 1.32b b 2.16 b 4.01b

Foram testadas 11 cepas de Cryptococcus para omeprazol, lansoprazol, pantoprazol, esomeprazol e rabeprazol e glifosato. Os dados sdo expressados em média de
percentagem de preto mais desvio padrdo, analisados desde o terceiro até sétimo dia através da escala de cinza do programa ImageJ. Condi¢cdo A meio minimo agar mais |-
DOPA. Condi¢do B agar meio minimo mais inibidor da bomba de prétons ou glifosato. Condigdo C &gar meio minimo suplementado com I-DOPA e inibidor da bomba de
prétons ou glifosato. As letras a e b mostram diferenca estatisticamente significativa entre a condicdo A e condic¢do C, resultando em inibi¢do da producdo de melanina.




Figura 14 - Experimento quantitativo da inibi¢do da producao de melanina.
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Dados expressos em média de percentagem de preto mais desvio padrdo em onze cepas de Cryptococcus spp., analisados por meio da escala de cinza com ImagelJ, desde o
terceiro até o sétimo dia. Condigdo A, producdo de melanina em agar meio minimo suplementado com I-DOPA; condi¢do B, controle de crescimento (ndo melanizado) em
meio minimo mais a droga testada em concentracéo subinibitorias (IBP ou glifosato); condicdo C, inibicdo de melanina em agar meio minimo com |I-DOPA e glifosato/IBP
em doses subinibitorias.
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7 DISCUSSAO

A criptococose € uma doenga com distribuicdo global (RAJASINGHAM et al.,
2017), associada, antigamente, a infeccdo em pacientes com HIV/Aids. Além dessas
associag0es, diferentes estudos demostram que essa patologia pode afetar pessoas com
outras alteracbes do sistema imune, bem como pacientes com transplantes e pacientes
imunocompetentes (FISHER; VALENCIA-REY; DAVIS, 2016). Surtos por
Cryptococcus gattii tém sido relatados em Vancouver, podendo estar relacionados a
uma provavel adaptacdo dessa levedura ou a um possivel aumento dessa patogenia
(MACDOUGALL et al., 2007).

Na verdade, este organismo tem varios fatores de viruléncia para permitir a
infeccdo e disseminacédo. Esta disseminacdo e o tropismo pelo SNC tém sido explicados
pela producdo de melanina por Cryptococcus spp. A neurocriptococose é uma condigdo
grave com uma taxa elevada de mortalidade (KAPLAN; MASUR; HOLMES, 2002).
Além disso, a dificuldade do diagndstico precoce da doenca, com a progressao da
infeccd0 no sistema nervoso central, leva a um alto indice de mortalidade
(WILLIAMSON et al., 2016). Apesar dos muitos obstaculos no estudo e caracterizacdo
de melanina, devido a sua importancia na patogenia in vivo, esse tema tem grande

relevancia na literatura cientifica.

Estudos mostram que a melanina produzida por Cryptococcus spp. tem a
capacidade de: alterar as respostas de citoquinas; diminuir a fagocitose e reduzir a
toxicidade de peptideos microbicidas, espécies reativas de oxigénio e antifingicos; e
desempenhar um papel significativo na resisténcia mecénica de Cryptococcus spp.
(NOSANCHUK; STARK; CASADEVALL, 2015). Esta melanina ¢é tdo importante na
patogénese de Cryptococcus que cepas, com a ruptura dos genes essenciais para a
producdo de melanina em C. neoformans, causam uma reducdo na disseminacdo do
fungo (OLSZEWSKI et al., 2004) e letalidade (SALAS et al., 1996) em modelos de

ratos.

Até agora, trés drogas foram relatadas na inibi¢do de melanina: voriconazol, que
impede a capacidade da lacase para catalisar a formacdo de melanina (MARTINEZ et
al., 2007); glifosato, que bloqueia a autopolimerizacdo e a oxidacdo de I-DOPA e I-
epinefrina (NOSANCHUK; OVALLE; CASADEVALL, 2001); e ptilomycalin A, pela
inibicdo da lacase (DALISAY DS, SALUDES JP, 2011). Embora a melanina seja fator
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importante na inibicdo, existem poucas drogas estudadas nesta area, de modo que, neste
trabalho, foi considerada a modulacdo dos inibidores da bomba de prétons na

melanogénese.

Os inibidores da bomba de prétons (IBPs) mostraram um efeito inibidor na
melanogénese nos estudos de Matsui et al. (2015). O estudo mostra que o omeprazol e
0S seus congéneres, intimamente relacionados, inibem a melanogénese em
concentracdes micromolares em células de melanoma B16 de rato, melandcitos normais
da epiderme humana e em um modelo de pele humana reconstruida (MATSUI et al.,
2015). Enquanto que BAEK e LEE, (2015) mostram uma diminuigdo na tirosinase de
cogumelo, com uma consequente inibicdo da melanogénese nos seus estudos (BAEK;
LEE, 2015).

Antes dos testes na modulagdo da melanogénese dos IBPs, procedeu-se a
quantificar a produgdo de melanina nas cepas testadas. Assim, verificou-se que
diferentes métodos para a quantificacdo de melanina sdo amplamente utilizados e
necessarios para avaliar a biologia microbiana e testar novas drogas que modulam a
melanina. Como mencionado acima, os métodos atuais para a quantificacdo de melanina
sdo dificeis de implementar, demorados e caros, tal como 0 uso de microscopia
eletrbnica de varredura, que requer equipamento de alto custo e reagentes (RANI et al.,
2012). Além disso, pode-se também realizar a extracdo de melanina, mas este processo
pode alterar a sua composicdo (NOSANCHUK; STARK; CASADEVALL, 2015).

Outro método utilizado para avaliar indiretamente a producdo de melanina é a
quantificacdo espectrofotométrica da atividade de lacase, que consiste num método
econdmico que d& uma estimativa da producdo de melanina. No entanto, é importante
notar que esta atividade da enzima é variavel e influenciada pela temperatura, dentre
outras condicdes experimentais, o que pode afetar, sobremaneira, a variabilidade dos
resultados (SINGHAL; CHOUDHARY; THAKUR, 2012).

O meio minimo liquido tem sido amplamente utilizado em ensaios para induzir a
producdo de melanina, porém requer o processo de extracdo da parede flngica antes da
quantizacdo de melanina, uma vez que ndo permite avaliar visualmente as diferengas na
pigmentacdo da célula. Além disso, as colonias fungicas ndo sdo formadas em meios
liquidos, o que torna impossivel uma leitura rapida qualitativa. Portanto, a nova

metodologia desenvolvida no presente trabalho pode ser muito benéfica neste campo
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para ajudar na avaliacdo qualitativa visual continua, bem como na possibilidade de
semiquantificacdo por meio da escala de ucinza. Essa metodologia permitiu também
observar uma boa producéo de melanina de H. werneckii, com percentagem de negro de
86%, e Cryptococcus spp., com uma percentagem de preto de 81%, nas cepas estudadas
na condicdo B (L-DOPA). De acordo com o esperado, devido a falta de producdo de
melanina de Candida parapsilosis ATCC 22019, observaram-se valores mais baixos de
percentagem de preto na presenca e na auséncia de I-DOPA, que foram inferiores a 60
de percentagem de preto, o que corresponde as cepas ndo melanizadas.

Em seguida, foi avaliada a sensibilidade dos IBPs e glifosato frente as cepas
Cryptococcus spp., com o objetivo de avaliar a concentracdo inibitéria minima (MIC)
utilizando concentragdes abaixo da MIC na inibicdo da melanogénese. O controle para
esta sensibilidade foi o fluconazol (FCZ), sendo que todas as cepas testadas foram
sensiveis a anfotericina B (AMB), o que mostrou nove cepas de Cryptococcus spp. com
MIC >2 ug/mL, levando-se em consideracdo que estas cepas sao resistentes a AMB. Os
IBPs mostraram um intervalo varidvel; o rabeprazol mostrou MIC mais baixo em 24 e
48 horas; e 0 omeprazol mostrou 0os menores MICs na leitura de 72 horas. Embora nédo
tenha sido o objetivo deste estudo, drogas como omeprazol, rabeprazol e lansoprazol

mostraram os MICs mais baixos.

O artigo de Kigikaslan et al. (2003) testaram o efeito antifingico de omeprazol
em cepas de Candida spp. mostrando resultados semelhantes a uma boa sensibilidade
com MIC de 320 pg/mL. Néo existem estudos em cepas de Cryptococcus. Além da
sensibilidade antifingica, estudos de Sterbini et al. (2016) mostram que o0s pacientes
tratados com omeprazol tém diferencas na microbiota se comparados aos pacientes nao
tratados. Ja os pacientes tratados com o uso de IBPs apresentam uma alteracdo na
microbiota (KUCUKASLAN et al., 2013; STERBINI et al., 2016). Gatta et al. (2002)
estudaram 52 isolados de Helicobacter pylori frente a omeprazol e rabeprazol, com uma
inibicdo de 50% de crescimento e concentragdes de 32mg/L e 16mg/L, respectivamente
(GATTA et al.,, 2003). Estes estudos apontam uma atividade na sensibilidade de
microrganismos, sdo 0s possiveis mecanismos de acdo ndo sdo explicados, abrindo,

assim, a possibilidade de novos estudos nesta area.

Cepas previamente avaliadas na producdo de melanina foram usadas nos testes

de inibicdo da melanogénese. De forma qualitativa, o omperazol apresentou uma
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atividade inibidora interessante, em concentracfes de 125 ug/ml, sem interferir no
crescimento das cepas testadas de Cryptococcus spp.. Também ficou evidente,
visualmente, o potencial inibitério da melanogénese por parte de omeprazol. A hipétese
para esta atividade € que, provavelmente, esta droga iniba a lacase de forma reversivel,
ja que, no sétimo dia, existe a presenca de pontos pretos na condicdo D em que as cepas
comecaram a produzir melanina. Essa hipotese da inibi¢do da lacase, como mecanismo
de modulagdo negativa da melanogénese, é correlacionada aos estudos realizados em
melandcitos (BAEK; LEE, 2015).

TR

qualitativo, avaliou-se quantitativamente: omeprazol, esomeprazol, lansoprazol,
pantoprazol, rabeprazol e glifosato. O glifosato foi utilizado como controle positivo por
ser uma droga previamente descrita como inibidora da melanogénese em cepas
Cryptococcus neoformans. Assim, as solucGes foram compativeis com os estudos de
Nosanchuk et al., (2001), em que o glifosato apresentou uma inibi¢do da producéo de
melanina muito satisfatoria, sendo considerada a melhor droga com os valores mais

baixos de percentagem de preto.

Atualmente, ndo existem estudos avaliando o efeito dos IBPs na melanogénese
fangica. Os IBPs apontam uma atividade semelhante ao glifosato na inibicdo da
melanogénese, cujo bloqueio de producdo de melanina foi estatisticamente significativo
com p <0,05, quando comparada a condicdo A (I-DOPA) e a condi¢do C (I-DOPA mais
IBP). Esses resultados s6 confirmam a hip6tese inicial deste trabalho em que os IBPs
poderiam ter um efeito inibitério na producdo de melanina, e que este efeito poderia
estar associado a uma inibicdo de lacase, enzima responsavel pela oxidacdo dos
compostos fendlicos para a producdo de melanina em cepas Cryptococcus. Outra
hipo6tese possivel seria que os IBPs inibem a capacidade da lacase de oxidar compostos
fenolicos, mediante impedimento da ligacdo de cobre com esta enzima, uma vez que a
lacase € uma enzima dependente de cobre. Esta hipoGtese é sustentada nos estudos de
Matsui et al. (2015) (MATSUI et al., 2015). Os mecanismos explicados nesta pesquisa
sdo hipotéticos e deixam um campo muito interessante para ser analisado e para se
entender a ferramenta de acdo dos IBPs na modulagdo negativa de melanina em cepas

de Cryptococcus neoformans/gattii lato sensu.
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Essa inibicdo da melanogénese tem, provavelmente, implicacdes na patogénese
de Cryptococcus, logo, serdo necessarias mais investigacGes para avaliar o potencial
patogénico in vivo de cepas tratadas com IBPs. Melanina ¢ um fator de viruléncia
realmente relevante para Cryptococcus spp. e esta relacionada a disseminacdo e
tropismo pelo SNC. Cepas tratadas com IBP poderiam diminuir o potencial patogénico
de Cryptococcus. Essas sdo perspectivas futuras que deixam um campo vasto de estudos

sobre a patogénese in vivo e como esta pode ser afetada pela inibicdo da melanogénese.

Neste contexto, o presente estudo revelou que os IBPs tém um efeito sobre a
inibicdo de crescimento em cepas de Cryptococcus neoformans/gattii lato sensu. Eles
mostraram ainda que tém efeito na inibicdo da producéo de melanina nas cepas testadas,
que, provavelmente, poderiam modular a patogénese de Cryptococcus spp.. Porém,
ainda sdo necessarios estudos aprofundados para compreender 0 mecanismo de acao na

sensibilidade e na inibicdo da melanina.
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8 CONCLUSAO

» A metodologia proposta para mensurar a producdo de melanina em cepas de
Cryptococcus neoformans/gatti lato sensu por meio da escala de cinza é efetiva,
permitindo uma semiquantificacdo confiavel,

» Os inibidores da bomba de prétons impedem o crescimento planctdnico in vitro
de cepas de Cryptococcus neoformans/C. gattii lato sensu;

» A producdo de melanina ¢ inibida em cepas de Cryptococcus neoformans/gatti
lato sensu por meio de concentragBes subinibitorias de omeprazol, pantoprazol,

rabeprazol, esomeprazol e lansoprazol.
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Summary

Melanim is an important wirulence factor for several microorganisms, including
Cryptoceccus necformans sensu late and Cryptococcus gattii sensu lato, thus, the assess-
ment of melanin production and its quantification may contribute to the understand-
ing of microbial pathogenesis. The objective of this study was to standardise an
alternative method for the production and indirect quantification of melanin in C. neo-
formans sensu lato and C. gattii sensu lato. Eight C. neofermans sensu late and three
C. gattii sensu lato, identified through URAS methodelogy, Candida parapsilosis ATCC
22019 (negative control) and one Hortaea werneckii (positive control) were inoculated
on minimal medium agar with or without L-DOPA, in duplicate, and incubated at 35°C,
for 7 days. Pictures were taken from the third to the seventh day, under standardised
conditions in a photographic chamber. Then, photographs were analysed using gray-
scale images. All Cryptococous spp. strains produced melanin after growth on minimal
medium agar containing L-DOPA. C. parapsilosis ATCC 22017 did not produce melanin
on medium containing L-DOPA, while H. werneckil presented the strongest pigmenta-
tiom. This new method allows the indirect analysis of melanin production through picel
quantification in grayscale images, enabling the study of substances that can modulate

melanin preduction.

KEYWORDS
Cryptococcus, grayscale images, melanin, pigmentation measurement, yeast
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ANEXO B

Agar meio minimo adaptado para analise da producdo de melanina em
Cryptococcus spp.

Inicialmente, é preparado meio minimo liquido, duas vezes concentrado (2X), para
preparar 100 ml, sendo necessario:

Glicose: 0.54 gramos
MgS0,: 0.48 gramos
K,HPO,: 1.02 gr
Glicina: 0.194 gramos
Tiamina 0.2 gramos
[-DOPA: 10 mM
Agua destilada 100 ml.

Este meio minimo liquido (2X concentrado) s6 pode ser filtrado com membrana de 0.22
pm, ja que ndo pode ser autoclavado por conter tiamina e I-DOPA, que séo termolabeis.
Também é necessario &gar bacterioldgico, sem aminoacidos e glicose, numa
concentracdo de trés gramas em 100 ml de agua destilada; este meio pode ser
autoclavado.

Para a montagem na placa de 24 pocos, é recomendado manter o meio minimo liquido a
uma temperatura de 40 °C. Este aquecimento é importante porque, na hora de misturar o
agar bacteriologico, se 0 meio minimo liquido estd muito frio, a mistura de meio
minimo com &gar bacterioldgico solidifica muito rapidamente. Para formar 4gar meio
minimo, mistura-se meio minimo liquido e agar bacteriol6gico a uma taxa de 3% em
partes iguais (1/1).



