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RESUMO

O complexo Cryptococcus gattii/Cryptococcus neoformans, inclui 0os principais
agentes da criptococose. Estas espécies sdo leveduras capsuladas com marcado
neurotropismo, sendo 0s principais responsaveis por meningoencefalite fangica.
Cryptococcus neoformans € predominantemente oportunista e tem seu habitat
relacionado com excretas de aves, enquanto C. gatti se comporta
predominantemente como patdgeno primario e associado a ocos vegetais. A
infeccéo ocorre por inalacdo de leveduras ressecadas e/ou basidiosporos, presentes
no ambiente. Objetivando investigar possiveis fontes ambientais destes agentes,
foram realizadas coletas de material de origem vegetal e excretas nos municipios de
Maraba, Cameta, Igarapé-Acu e os distritos de Outeiro (Belém) e Beja (Abaetetuba),
localizados no estado do Para, Brasil. Em laboratério as amostras foram
processadas e semeadas em meio indicativo, Agar niger. As coldnias fenoloxidase
positivas foram subcultivadas em &gar Sabouraud com antibidtico para estudo
micromorfologico e diferenciacdo das espécies através do teste de canavanina-
glicina-azul de bromotimol (CGB). Das 57 amostras analisadas uma amostra de oco
vegetal foi positiva para C. neoformans e C. gattii. Estes achados representam o
primeiro registro ambiental dos agentes da criptococose para a cidade de Marab4,
sugerindo-se que novas investigacdes devem ser realizadas buscando-se ampliar o
conhecimento das fontes naturais destes importantes patdégenos na regido

Amazobnica.

Palavras chaves: Cryptococcus neoformans, Cryptococcus gattii, fontes saprobias,

Para



1. INTRODUCAO

Fungos sdo organismos eucariontes, unicelulares e multicelulares, com
nutricdo absortiva e capacidade enzimatica que lhes permite colonizar os mais
diferentes tipos de substratos. Estdo amplamente distribuidos na natureza, vivendo
como saproébios, parasitas, predadores ou em associagdo com outros seres Vivos.
Como saprobios tém grande importancia como 0s principais decompositores e
recicladores da matéria organica, incluindo a degradacdo da celulose e madeira
através de um sistema especializado Unico dos fungos (Deacon, 2006). Como
parasitas causam danos em animais, vegetais, protozoarios, fitoplancton entre

outros.

Estima-se que exista aproximadamente 1,5 a 5,1 milhdes de espécies de
fungos (Hawksworth, 1991; O'Brien, 2005) das quais cerca de 100.000 espécies
estdo descritas (Hawksworth, 2004). Destas, aproximadamente 270 espécies tém
sido reportadas como patdgenos para humanos (Perfect, 2006), apresentando-se
como agentes primarios (capazes de causar infeccbes em individuos
aparentemente sadios) ou oportunistas, que acometem hospedeiros

imunocomprometidos.

1.1. HISTORICO

O género Cryptococcus tem sua origem na palavra grega kryptos, que
significa “escondido”, “secreto”, “misterioso”, “obscuro”, e foi criado em 1833 por
Kutzing (Heitman et al., 2011).

O primeiro isolamento de Cryptococcus ocorreu em 1894, na ltalia, pelo
médico e cientista Francesco Sanfelice, que estudou as leveduras que cresciam em
variedade de sucos de frutas, onde a partir do isolamento em suco fermentado de
péssego, foi possivel isolar uma levedura denominada entdo de Saccharomyces
neoformans, e  posteriormente foi demostrada sua  patogenicidade

experimentalmente em cées pelo proprio Sanfelice (Correa & Correa, 1992).

No mesmo ano da descoberta de Santfelice, Otto Busse e Abraham Buschke
descreveram, separadamente, um patdégeno removido de uma lesdo de sarcoma na

tibia de uma paciente. Busse observou formas parasitarias arredondadas, das quais



obteve um cultivo, identificando o agente como Blastomiceto. Por considerarem o
patdgeno parecido com o género Saccharomyces, o organismo foi denominado de

Saccharomyces hominis (Correa; Correa, 1992).

Em 1884, o micologista francés Jean Paul Vuillemin, por considerar mais
adequado, transferiu esta levedura do género Saccharomyces para o género
Cryptococcus, com a denominacdo C. neoformans (Lacaz, 2002; Lazéra et al.,
2000).

Em 1905, Hansemann descreveu o primeiro caso de meningoencefalite, na
qual era visualizada a levedura nas lesdes cisticas gelatinosas presente na doenca.
Em 1916, apoés varios casos semelhantes, Stoddard e Cutler denominaram o agente
de Torula histolytica, o que gerou uma grande confusdo taxonémica. Com isso, em
1934 Rhoda Benham e Jacomina Lodder apontaram que muitas dessas leveduras
que receberam nomes diferentes (Saccharomyces, Cryptococcus, Torula,
Debarymomyces), pertenciam a mesma espécie, e em 1950 Behnham recomendou
“Cryptococcus neoformans” como nome auténtico para os isolados, e criptococose
para a micose ocasionada por este agente (Kwon-Chung et al.,1982a; Barnett,
2010).

Entre os anos de 1949 e 1960, houve uma série de artigos publicados que
ampliaram os estudos antigénicos realizados inicialmente por Benham. Nesse
periodo trés sorotipos foram descritos (A, B e C) com base nas diferencas
antigénicas de polissacarideos capsulares, e 20 anos depois, um quarto sorotipo (D)
foi descoberto, evidenciando claramente que C. neoformans é taxonomicamente
heterogéneo, que até entdo era considerado uma espécie anamorfa homogénea
(Barnett, 2010).

Em 1970, Gattii e Eeckels isolaram uma cepa de Cryptococcus proveniente
de uma crianca de sete anos, com sintomas de meningoencefalite,e a descreveram
como sendo uma nova variedade, denominando-a de C. neoformans var. gattii
(Heitman et al., 2011).



1.2. OS AGENTES: ASPECTOS MORFOLOGICOS E TAXONOMIA

O género Cryptococcus inclui cerca de 100 espécies e variedades, das quais
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii sGo 0s principais agentes da
criptococose (Mitchell et al., 2011). Em sua forma anamodrfica (assexuada)
apresentam-se como leveduras globosas ou ovaladas, com 3 a 8 um de diametro,
com brotamento Unico ou mdudltiplo, com capsula de mucopolissacarideos
caracteristica, de crescimento colonial de textura mucoide, coloracdo branca a

creme brilhante e margem lisa (Kwon-Chung & Bennett, 1984; Lin & Heitman, 2006).

Em 1975, experimentos de reproducdo conduzidos por Kwon-Chung
revelaram a fase sexuada ou teleomérfica do fungo (Kwon-Chung, 1975). Através de
conjugacdo de células haploides compativeis em meios especificos tinha sido
observada a formacédo de basidiosporos que até o momento foi observado apenas in
vivo. A maioria dos isolados clinicos ou ambientais sédo haploides ou heterotalicos e
poucos sdo autoférteis. Os mating types dos isolados haploides pode ser « ou a
(MATa e MATa) (Kwon-Chung & Bennett, 1992). Os basidiosporos medem
aproximadamente 1,8 a 3 x 2 a 5 um de didmetro, sdo uninucleados, ovalados,
elipticos, cilindricos, piriformes a globosos, com uma parede levemente rugosa. Os
basidiosporos sao secos e sem capsula, mas quando sdo liberados no meio
aumentam de tamanho e se multiplicam por brotamento apresentando-se como
leveduras capsuladas em poucas horas (Kwon-Chung & Bennett, 1992). A espécie
heterotélica foi denominada Filobasidiella neoformans (Kwon-Chung, 1976a). Com
base na morfologia dos basidiosporos, foi descrita a espécie F. bacillispora (Kwon-
Chung, 1976b).

Na forma de levedura ou anamorfica, as espécies sdo morfologicamente
semelhantes, porém na forma sexuada exibem diferencas: os basidiosporos de F.
neoformans sdo esféricos, oblongos a elipticos ou cilindricos, com parede finamente
rugosa, enquanto que em F. bacillispora s&o baciliformes e de parede lisa
(Casadevall & Perfect, 1998).

Atualmente sdo reconhecidas duas espécies: Cryptococcus neoformans com
duas variedades: C. neoformans var. grubii (sorotipo A) (Franzot et al., 1999), C.
neoformans var. neoformans ( sorotipo D e AD) e Cryptococcus gattii (sorotipos B e

C). Filobasidiella neoformans e F. bacilllispora, referem-se aos seus respectivos



teleomorfos. No entanto, com o avango dos estudos moleculares, nova proposta
esta em discussdo entre os pesquisadores da area. Em recente estudo detalhado
sobre a taxonomia destes fungos, Hagen e colaboradores sustentam que diferentes
métodos de genotipagem suportam o novo conceito de pelo menos sete espécies
para o complexo Cryptococcus gattii/ C. neoformans, as quais sdo descritas no

artigo (Hagen et al., 2015).

O desenvolvimento e utilizacdo de numerosas técnicas de genotipagem,
resultaram no uso de varias nomenclaturas para diferenciacdo dos genotipos. De
acordo com Meyer & Trilles (2010) a nomenclatura recomendada pelo grupo de
estudo “Genotyping of Cryptococcus neoformans and C. gattii” inclui oito tipos

moleculares: VNI-VNIV para C. neoformans e VGI-VGIV para C. gattiii.

Considerando a complexidade que envolve a taxonomia destes agentes,
neste trabalho serd adotada a taxonomia proposta por Kwon-Chung et al., (2002), ou
seja, C. neoformans com seu teleomorfo Filobasidiella neoformans e C. gattii com
seu teleomorfo Filobasidiella bacillispora. Assim, C. neoformans var. grubii e C.
neoformans var. neoformans, sorotipos A e D respectivamente, seréo referidos como
C. neoformans, e C. neoformans var. gattii (sorotipos B e C), serdo referidos como
C. gattii. Com base nas caracteristicas fenotipicas e genotipicas estas espécies
estdo classificadas no reino Fungi, filo Basidiomycota, subfilo Agaricomycotina,
classe Tremellomycetes, ordem Tremellales e familia Tremellaceae (Index

Fungorum).

1.3. EPIDEMIOLOGIA E ECOLOGIA DOS AGENTES.

A criptococose esta entre as mais prevalentes micoses com risco de morte
para humanos de ocorréncia mundial. Trata-se de uma infecgéo sistémica, adquirida
por inalacdo de leveduras desidratadas de tamanho reduzido 2 a 3 um de didmetro e
possivelmente basidiosporos (2 a 4 um) considerados resistentes as condicdes
ambientais (Lazéra et al, 2005). ApGs o evento pulmonar a infeccdo pode evoluir
como quadro com formacdo de focos extrapulmonares, de estrutura tecidual
granulomatosa nos hospedeiros normais que raramente calcificam (Consenso,

2008). O fungo pode espalhar-se através da corrente sanguinea ou linfatica (Figura



1), tendo marcado tropismo pelo Sistema Nervoso Central (SNC) (Cichon et al.,
2011; Takahara et al., 2011).
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Figura 1 - Desenho esquematico evidenciando o ciclo de infecgdo por Cryptococcus spp.
Fonte: Lin & Heitman (2006) Annual Rev Microbiol

Do ponto de vista clinico e epidemiolégico a micose distingue-se em duas
entidades clinicas: criptococose oportunista, cosmopolita, associada a condi¢cdes
de imunodepressdo celular, causada predominantemente por C. neoformans e,
criptococose primaria, endémica em &reas tropicais e subtropicais, ocorre em
hospedeiros aparentemente higidos, imunocompetentes, causada
predominantemente por C. gattii (Consenso, 2008). Segundo Lazéra et al. (2005)
ambas as espécies causam meningoencefalite, de evolucdo grave e fatal,
acompanhada ou nao de lesdo pulmonar evidente, fungemia e focos secundarios na

pele, 0ssos, rins, glandulas supra-renais, entre outros.

7

Nos paises desenvolvidos, a mortalidade por criptococose é estimada em
10% chegando a 43% nos paises em desenvolvimento (Consenso, 2008). No Brasil,
(Darzé et al. 2000) reportaram a incidéncia de 30% em 104 casos analisados
menores de 15 anos. No estado do Para, Corréa et al. (1999), analisaram as
caracteristicas clinicas de 78 pacientes diagnosticados com criptococose no Hospital

Universitario Jodo de Barros Barreto (HUJBB) no periodo de 1992 a 1998, com



énfase em 19 casos (24,3%) que ocorreram em criancas menores de 13 anos de
idade. Santos et al. (2008) em estudo de 56 isolados provenientes de 43 pacientes
diagnosticados no HUJBB, no estado do Pard, evidenciaram C. gattii VGII como o
principal agente de meningite em pacientes HIV negativos, sendo 17% em criancas
e destas 11% eram causadas pelo genoétipo VGII. A infeccdo € endémica,
especialmente no norte e nordeste do pais, onde estudo com 467 isolados
demonstrou que o sorotipo A € prevalente nas regifes Sul, Sudeste e Centro-Oeste
enquanto que o sorotipo B predominou no Norte e Nordeste. (Nishikawa et al.,

2003).

Aspectos clinicos e eco-epidemioldgicos estdo relacionados a sua etiologia e
diferencas comportamentais de seus principais agentes. Cryptococcus neoformans,
como agente predominantemente oportunista tem sido associado a AIDS, sendo o
sorotipo A (VNI) o principal agente nestes pacientes (Hagen et al., 2015). Estima-se
a prevaléncia da criptococose associada a AIDS entre 8 a 12 % (Lazéra et al., 2005).
Dados do Sistema Unico de SAUDE — SUS indicam que a criptococosse tem sido
relatada como a mais prevalente em termos de internacdo no Brasil no periodo de
2000 a 2007, totalizando 4.558 (Brasil, 2012). Entre os fatores de risco incluem-se o
uso de drogas imunossupressoras, sobretudo corticosteroides, presenca de tumores
de linhagem linforreticular, sarcoidose, doenca do colageno e individuos infectados

pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (Passoni et al., 1998).

Em relacdo a ecologia, C. gattii tem distribuicdo endémica nas regides
tropicais e subtropicais, no entanto, em 1999 foi detectado um surto em éareas de
clima temperado (Vancouver, Canadd) atingindo humanos e Varios animais
silvestres e domésticos, tendo se expandido para o oeste dos Estados Unidos. (Kidd
et al., 2004; Dixit et al., 2009), o que demonstra que o fungo pode se adaptar a

novos ambientes.

O primeiro isolamento ambiental ocorreu na Australia, onde tem sido
associado a arvores de Eucalyptus. No Brasil o agente foi registrado em diversas
espécies vegetais incluindo Cassia grandis, Sena multijuga, Ficus microcarpa,
Moquilea tomentosa, Guettarda acreana, Senna sp. e Senna siamea, Ficus
soatensis, Croton bogotanus, Croton funckianus, Coussapoa sp., Pinus radiata,

Eucalyptus golobulus, Cupressus lusitanica, Acacia decurrens (Lazéra, 1993; 1996;



Fortes et. al, 2001; Granados et al, 2005 & Costa et al, 2009), sendo seu habitat
considerado fortemente relacionado a ocos vegetais e madeira em decomposigao.

Cryptococcus neoformans é cosmopolita, com ampla disseminacdo em
ambientes urbanos relacionados a habitats de aves, principalmente pombos
(Columbia livia), e psitacideos (Kwon-Chung & Bennett, 1992; Passoni et al., 1998;
FiliG et al., 2002). As excretas funcionam como uma fonte nutritiva para
Cryptococcus, ideia justificada pelo alto conteddo de substancias nitrogenadas de
baixo peso molecular, como a creatinina, utilizadas por Cryptococcus, que também
assimila ou hidroliza outros constituintes nitrogenados como acido Urico, alantoina,
amonia, ureia, xantina e guanina (Staib, 1963). Também ja foram descritas outras
fontes, como madeira em decomposicdo e poeira domiciliar (Lazéra et al., 1996;
Passoni, 1999).

Abegg (2006) em seu estudo demonstrou que C. gatti € raramente encontrado
em excretas de aves, tendo sido registrado em Psittaciformes por este autor.
Passoni (1999) sugere que o habitat primario para o Cryptococcus gattii pode ser
espécies de plantas e madeira envelhecida, locais onde a levedura possivelmente

desenvolve o estado sexuado.

No ano 2000, Lazéra et al., estudaram troncos de arvores de uma regiao
endémica para criptococose no Brasil, em seus resultados, 18,5 % desses troncos
foram positivos para Cryptococcus neoformans. Em um desses troncos, encontraram
C. gattii e C. neoformans compartilhando o mesmo habitat. Esse fato & favorecido
pela capacidade de C. gattii e C. neoformans produzirem lacase (fenoloxidase), que
possivelmente permite a colonizacdo da madeira, principalmente em estado

avancado de decomposicédo (Araujo et al.; 2015).

1.4. FATORES DE VIRULENCIA

Varios fatores de viruléncia sdo descritos para os agentes da criptococose
dentre os quais se destacam a capsula, a producdo de pigmentos de melanina, e a
capacidade de crescer a 37°C (Casadevall, 1998; Perfect, 2005; Maziarz & Perfect,
2016).



1.4.1. Capsula

A capsula é uma estrutura complexa que se estende a partir da parede
celular, podendo atingir varias vezes o diametro da célula fangica (Coelho et al.,
2014). E o fator de viruléncia mais estudado de C. neoformans (Poeta, 2004), esta
associada com a parede celular da levedura e é composta predominantemente de
glucuronoxilomanana (GXM). E considerada um fator de viruléncia essencial que
tem mudltiplos efeitos na imunidade do hospedeiro e pode aumentar de tamanho com
a exposicao aos tecidos do corpo e fluidos (Zaragoza et al., 2010). Dentre os efeitos
imunoldgicos, sdo citados: inducdo a apoptose, inibicado de protecdo a anticorpos,
interferéncia na fagocitose entre outros mecanismos que contribuem para a
viruléncia. Além disso, a capsula protege a célula fungica, no ambiente, da

desidratacéo e de predadores ambientais (Steenbergen et al., 2001.)

1.4.2. Melanina

A capacidade de producdo de melanina com formacédo de colénias marrons
em meios de cultura como extrato de sementes de Guizotia abyssinica (niger) e de
Helianthus annuus (girassol), e em meios com acido cafeico ou L-dopa, é
caracteristica de C. neoformans e C. gattii, ndo ocorrendo em outras espécies do
género Cryptococcus. A melanina produzida por essas espécies é consequéncia da
acdo da enzima fenol-oxidase sobre os compostos fendlicos ou difendlicos
presentes nesses meios, e € um importante fator de viruléncia para essas especies,
pois colabora para a protecdo do fungo contra danos oxidativos causados por
fagocitos e radiacdes ionizantes, e ainda, pode proteger o fungo contra a acao de

agentes antifungicos (Pedroso et al.; 2007).

1.4.3. Capacidade de crescimento a 37°C (Termotolorancia)

Em condicdes fisiologicas, C. neoformans mantém sua curva de crescimento

a 38- 39°C e perde a viabilidade a 40°C, apos 24h e C. gattii, possui um limite de



35°C e perde a viabilidade a 37°C (MENDES, 2009). Estudos moleculares associam
0 crescimento em altas temperaturas a multiplas vias de sinalizacdo e enzimas que
esta levedura adquiriu ou adaptou ao longo do tempo para reter ou aumentar a sua
patogenicidade em mamiferos. E uma caracteristica basica de viruléncia para os
fungos causadores de infec¢des sistémicas e em consequéncia, responsaveis por
formas mais graves da micose. Além deste, outros fatores de viruléncia incluem a
producao de fosfolipase, urease e varias enzimas associadas com a protecao contra
0 estresse oxidativo, conferindo sobrevivéncia dentro do fagolisossomo (Coelho et

al., 2014).

A criptococose é uma infeccdo grave, responsavel por elevada mortalidade,
notadamente em pacientes HIV+ ou associada a outros fatores de risco. A forma de
infeccdo esta diretamente relacionada ao ambiente, onde seus agentes séo
frequentemente registrados a partir de substratos associados predominantemente a

excretas de aves (C. neoformans) e ocos vegetais (C. gattii).

O estado do Para, com uma area aproximada de 1.247.689 km? é o segundo
maior estado do Brasil localizado na regido Norte, com clima tropical e elevada
umidade, condi¢des propicias ao desenvolvimento de fungos. O conhecimento sobre
criptococose e seus agentes nesta regido ainda é pouco registrada. Entre o0s
estudos clinicos destacam-se o relato de 19 casos de criptococose em criangas, das
quais 9 foram causadas por C. gattii, sugerindo-se que o estado do Para constitui
uma regido de alta endemicidade da criptococose por esta espécie (Corréa et al.,
1999). Em 2008, Santos et al., detectaram C. gattii como o principal agente de
meningite em pacientes HIV negativos, destas 17% em criangas com 11% causadas
pelo gendtipo VGII. Isolamentos de C. neoformans (VNI) e C. gattii (VGII) foram
registrados na Regido Metropolitana de Belém (RMB) (Costa et al.,, 2008) e no
interior do estado do Amazonas, também se registrou a ocorréncia de C. gattii tipo
molecular VGII (Brito-Santos et al., 2015). Estes achados representam possiveis
focos de infecgcdo humana pelo tipo molecular VGII na regido, ressaltando ainda que
este mesmo gendtipo foi responsavel por surtos epidémicos em Vancouver, Canada
e atualmente Estados Unidos (Kidd et al., 2004; Dixit et al., 2009).

Neste contexto novas investigacdes sobre o habitat destas espécies sao de

grande relevancia para ampliagdo do conhecimento sobre novos nichos ecoldgicos
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dos agentes e subsidiar estudos para o conhecimento do perfil eco-epidemiolégico

do Cryptococcus spp. em nossa regiao.
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2. OBJETIVOS
2.1. GERAL

Investigar fontes ambientais de Cryptococcus neoformans e C. gattii em

diferentes regides do estado do Par4, Brasil.

2.2. ESPEFIFICOS

» Coletar amostras de origem vegetal e/ou de excretas de aves em areas
publicas de municipios paraenses.

» Processar as amostras e isolar coldnias suspeitas de Cryptococcus
patogénicos para 0 homem e outros animais.

» Estimar a quantidade de unidades formadoras de colonias (UFCs) de
Cryptococcus patogénicos presentes nas amostras analisadas.

» Diferenciar fenotipicamente Cryptococcus neoformans de C. gattii.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. AREAS DE ESTUDO

O estado do Para é dividido em 144 municipios, abrangendo uma area média
de 1.247.955,381 km? (IBGE- Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica). O clima
do estado é equatorial com médias térmicas anuais entre 24 e 26°C, além de alto
indice pluviométrico, que chega a alcancar 2.000 mm nas proximidades do rio
Amazonas. O territério paraense apresenta basicamente mangues, campos,
cerrados e floresta amazoénica, esta ultima predomina no estado. Para amostragem
foram selecionadas trés cidades e dois distritos localizados em Belém e Abaetetuba,

conforme a Figura 2.
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Figura 2 - Mapa do estado do Para, destacando os locais de coleta, representados pelos
municipios de  Abaetetuba, Cametd, |Igarapé-A¢cu, Marabad e Belém. Fonte:

http://www.baixarmapas.com.br/mapa-do-para/

O Quadro 1 relaciona as cidades e seus dados atuais, caracterizando area,

localizag&o e populacéo, de acordo com o IBGE.



13

Quadro 1 - Dados gerais e demograficos dos locais de coleta

Local de coleta Area (Km? Localizacdo Populacéo

(2016)
Abaetetuba 1.610,408 01°43' 05" S e 48°52' 57" W 141.100
(Beja)

Belém (Outeiro) 1.059,458 01°16'01.65" S a 048° 25'47.67" 1.393.399

Cameta 3.081,367  02°14'40" Sa 049°29'45"W 132515
lgarapé Acu 785, 983 01°07' 44" Sa 047°37'12"W  37.547
Maraba 15.128,058  05°22' 07" S e 49° 07' 04" W 266.932

3.3. COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

As coletas foram realizadas de forma aleatéria e de acordo com a
disponibilidade do material, em pracas publicas e areas de praias, no periodo de
novembro/2016 a fevereiro de 2017, totalizando 57 amostras. As amostras foram
coletadas com o auxilio de espatulas estéreis e EPIs necessarios (mascaras e
luvas), sendo acondicionados em frascos coletores estéreis, os quais foram
mantidos sob refrigeracao e transportados até o Laboratério de Micologia do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas (UFPA). Conforme a figura 3 as amostras consistiram de
material oriundos de ocos, cascas, detritos em decomposicéo de diferentes arvores,
especificadas na tabela 1, e material contendo excretas de aves. Algumas amostras

apresentavam liguens, formigas, cupins entre outros organismos.
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Figura 3 — Material vegetal em vias, pracas publicas e areas de praias. A) Cameta; B)
Abaetetuba (Beja); C) Belém (Outeiro); D) Marabé. Fonte: Costa S, S. P. S. E. & Ferreira, A. S.

Tabela 1 - Denominacdo e numero de amostras coletadas.

NOME CIENTIFICO NOME VULGAR DO N° DE AMOSTRAS
VEGETAL COLETADAS
Anacardium occidentale L. Cajueiro 1
Ceiba pentandra (L.) Gaertn Samaumameira 1
Syzygium malaccense (L.) Jambeiro 3

Merr. & L.M. Perry

Ficus benjaminalL. Benjamin 2
Psidium guajava L. Goiabeira 1
inga edulis Mart Ingazeira 1
Licania tomentosa Oiti 6
(Bent.) Fritsch

Mangifera indica L. Mangueira 4
Spondias mombin L. Taperebazeiro 1

Syzygium cumini (L.) Skeels Ameixeira 6
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NOME CIENTIFICO NOME VULGAR DO N° DE AMOSTRAS
VEGETAL COLETADAS
Handroanthus serratifolius L. Ipé 1
N&o identificadas - 24
Amostras de excretas de - 6
pombos
Total 57

No ambito laboratorial as amostras foram maceradas e homogeneizadas em
gral e pistilo de porcelana. Um grama do material foi suspenso em 50 ml de solucéo
salina estéril contendo cloranfenicol. Apds agitacdo vigorosa durante 5 minutos, a
suspensao foi mantida em repouso por 30 minutos, seguindo a metodologia descrita

por Lazéra et al., (1996).

3.4. ISOLAMENTO DAS COLONIAS

Para o isolamento das colénias, 1 mL do sobrenadante foi distribuido em
placas de Petri descartaveis contendo meio de cultura com sementes de niger (Niger
Seed Agar-NSA), num total de 10 (dez) placas por amostra ambiental. As placas
foram incubadas a temperatura ambiente +27° e observadas em até sete dias. As
colénias leveduriformes de coloracdo marrom (fenoloxidade positiva), sugestiva do
complexo Cryptococcus neoformans foram isoladas em Agar Sabouraud com
cloranfenicol (figura 4). Quando necessario, sucessivos repiques foram realizados
em NSA até a obtencdo de colbnias puras e posteriormente isoladas em agar

Sabouraud com cloranfenicol.
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Figura 4 - Coldnias leveduriformes de coloracdo marrom (fenoloxidade positivas), sugestivas
do complexo Cryptococcus gattii/Cryptococcus neoformans. Fonte: Costa S, S. P. S. E. &
Ferreira, A. S.

3.5. IDENTIFICACAO FENOTIPICA

As colbnias isoladas em meio Agar Sabouraud foram identificadas com base
na producdo de melanina em Agar Niger (coldnias fenoloxidases positivas),
observacédo de capsula em preparacdes com tinta da China e teste CGB.

O meio canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB) proposto por Kwon-
chung & Rhodes (1986) permite a diferenciacdo de C. neoformans e C. gattii. Os
isolados foram semeados em CGB e incubados a temperatura ambiente (x 27°C)
durante 5 dias. Cryptococcus gattii cresce na presenca de L-canavanina e utiliza
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glicina como Unica fonte de Nitrogénio e em consequéncia ocorre aumento do pH
(inicialmente 5,8), o que é revelado pelo azul de bromotimol que altera a coloragéo
do meio de amarelo esverdeado para azul cobalto. Cryptococcus neoformans néo
cresce na presenca de canavanina e nao utiliza glicina, ndo ocorrendo alteracdo na

coloracdo do meio (Klein et al., 2009).

Os resultados da reacéo foram obtidos segundo os parametros sugeridos por
Melo et al. (1993), discriminados a seguir: 0 = nenhuma variacdo; 1+=leve variagao
na cor; 2+ = meio azul esverdeado; 3+ = azul cobalto e fundo azul-esverdeado; 4+ =
azul cobalto até o fundo do tubo. Resultados variando 0 a 2+ = Cryptococcus
neoformans (sorotipos A-D), 2+ = indeterminado e igual ou acima de 3+ =
Cryptococcus gattii. O teste € positivo quando o meio de cultura de cor verde

amarelado altera para a cor azul = C. gattii.
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4. RESULTADOS

A partir de 57 amostras ambientais processadas, foi possivel detectar a
presenca de colOnias fenoloxidases positivas, sugestivas de Cryptococcus spp. em
apenas uma amostra proveniente de um oco de arvore nao identificada e coletada

no municipio de Maraba-PA, representando 1,54% do total (Tabela 2).

Tabela 2 — Procedéncia, nimero e positividade das amostras processadas em agar niger.

LOCALIDADE N° DE AMOSTRAS COLETADAS AMOSTRAS
(N) POSITIVAS
Abaetetuba (Beja) 5 0
Belém (Outeiro) 10 0
Cameta 20 0
Igarapé-Acu 10 0
Maraba 12 1
TOTAL 57 1

Na Tabela 3 evidencia-se o0 substrato e densidade de UFCs estimadas na
amostra positiva. A densidade foi estimada através da quantificacdo do namero de
unidades formadoras de colonias em 1:50 (P/V) da suspensao inoculada em meio
NSA e expressa em UFC/g.

Tabela 3 - Distribui¢cdo de Cryptococcus spp de acordo com o substrato e densidade.

AMOSTRA N° DE ISOLADOS DENSIDADE (UFC/G)

Oco vegetal 21 4,3 X 10°

Embora tenham sido observadas 87 colbnias fenoloxidades positivas, em
virtude do crescimento competitivo de fungos filamentosos, apenas 21 (24.1 %)
foram repicadas em novas placas contendo agar niger para obtencdo de colbnias

puras, observadas na figura 5.
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Figura 5 - Colbnias purificadas em meio com semente de niger. Fonte: Costa S,S.P.S.E. &

Ferreira, A. S

Apls o isolamento das colénias em Agar Sabouraud, as colénias foram
submetidas a andlise microscoépica utilizando tinta da China, para a revelacdo da
espessa capsula mucopolissacaridica, caracteristica destes patdgenos. Os
resultados das amostras isoladas e submetidas ao teste CGB (Figura 6), séo
apresentados na Tabela 4, onde se observa que das 21 cepas isoladas, 8 (38,1 %)
foram identificadas como C. neoformans e 13 (61,9 %) como C. gattii. Os resultados

da analise fenotipica obtidos neste estudo estdo demonstrados na Tabela 5.

POSITIVO NEGATIVO

Figura 6 - Teste em meio CGB. Resultado positivo= C. gattii e resultado negativo= C.
neoformans. Fonte: Adaptado de Gomes et al. (2010).
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Tabela 4 — Diferenciacado das espécies de Cryptococcus spp. em meio CGB.

Espécies N° de Isolados %
Ambientais
C. neoformans 8 38,1
C. gattii 13 61,9
Total 21 100 %

Tabela 5 - Caracterizacéo fenotipica dos isolados de Cyptococcus spp.

Cepa Aspectos Fenotipicos Identificacéo
Melanina Cépsula (CGB)

MA 1.1 + + C. neoformans
MA 1.2 + + C. gattii

MA 2.2 + + C. gattii

MA 2.4 + + C. gattii

MA 2.5 + + C. gattii

MA 3.2 + + C. neoformans
MA 3.3 + + C. gattii

MA 3.4 + + C. gattii

MA 3.7 + + C. gattii

MA 3.9 + + C. gattii

MA 6.3 + + C. gattii

MA 7.7 + + C. neoformans
MA 7.8 + + C. neoformans
MA 8.3 + + C. gattii

MA 8.4 + + C. neoformans
MA 8.11 + + C. gattii

MA 9.2 + + C. neoformans
MA 9.3 + + C. neoformans
MA 9.4 + + C. neoformans
MA 9.8 + + C. neoformans




21

5. DISCUSSAO

O género Cryptococcus caracteriza-se por leveduras encapsuladas que
podem estar dispersas no ambiente, podendo causar infeccdo grave no homem e
outros animais, dependo das complexas relacdes que envolvem parasitas e
hospedeiros (Passoni, 1994). Ndo se sabe ao certo a totalidade desta infeccdo no
mundo, visto que em geral a micose ndo é de notificagdo compulsoria o que dificulta
informacdes precisas sobre sua incidéncia. No entanto, esquemas profilaticos com
antifangicos (Casadeval & Perfect 1998), ajudaram na reducdo significativa da
doenca em portadores HIV, tendo em conta que Cryptococcus neoformans é
considerado o0 agente predominantemente oportunista nestes pacientes (Hagen et
al., 2015).

A estimativa de prevaléncia da criptococose associada a AIDS é entre 8 e
12% em centros de referéncia das Regides Sul e Sudeste e no Brasil a criptococose
tem sido relatada com maior prevaléncia em relacdo a internacdo no periodo de
2000 a 2007, totalizando 4.558 casos (Brasil, 2012). Diferentemente, Cryptococcus
gatti se comporta como patdégeno priméario atingindo predominantemente
hospedeiros imunocompetentes. Muito se tem reportado sobre o comportamento
eco-epidemiolégico destas espécies, no entanto muitos aspectos de sua ecologia,

viruléncia, ciclo biolégico e origem ainda permanecem desconhecidos.

Neste estudo obteve-se o isolamento de C. gattii (n=13) e C. neoformans
(n=8) a partir de uma amostra cujas espécies foram isoladas do mesmo substrato,
ou seja, oco vegetal, constituido de material em decomposi¢cdo em uma arvore viva
ndo identificada, localizada em uma praca publica com muito transito de pessoas
bem como foi registrada a presenca de aves e outros animais no local. A literatura
mundial tem evidenciado a ocorréncia de C. gattii neste nicho ecolégico, sendo esta
espécie fortemente associada a este habitat (Hagen & Boekhout, 2010; Hagen et al,
2015).

O predominio de C. gattii sobre C. neoformans registrado aqui esta em
consonancia com a literatura. Sobre este assunto, Lazéra et al. (2000) ponderam
gue estas espécies e seus teleomorfos possivelmente estejam associados a madeira
em decomposicdo atuando numa sucessdo ecologica como decompositores de

substratos lignificados. O compartilhamento destas espécies em um mesmo 0co
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também foi reportado por Lazéra et al., (1999) em Syzygium jambolana (RJ) e Costa
et al.,, (2008) em Cassia siamea (PA). De fato, esta relacdo ainda néo esta

totalmente esclarecida, necessitando de estudos mais aprofundados.

Varios estudos associam C. neoformans a excretas de aves notadamente
pombos, em ambientes urbanos, locais em geral com grande fluxo de pessoas
suscetiveis ou ndo a patogenia (Emmons, 1951; Lazéra et al., 1993; Kobayashi,
2005). Faria et al., (2010), em um estudo realizado na Cidade de Pelotas — RS,
isolaram 26,9% de C. neoformans, a partir de excretas coletadas em prédios
historicos, igrejas, engenhos e armazéns. Staib (1963) enfatiza que as excretas
funcionam como fonte nutritiva para Cryptococcus que assimila a creatinina, acido
arico, purinas e xantinas presentes nas excretas. Contrastando com este cenario,
em nosso estudo nao foi identificada a presenca dos agentes da criptococose nas
amostras de excretas. No entanto ressaltamos que poucas amostras desta natureza
(n=6) foram analisadas. Estas foram coletadas em pracas publicas onde se registrou
a presenca de aves, incluindo pombos, porém todas negativas. Ao invés, observou-

se macico crescimento de colbnias leveduriformes fenoloxidases negativas.

Em estudo conduzido em Votuporanga (SP), Rezende et al. (2008)
analisaram 30 amostras de excretas de pombos, ndo obtendo éxito no isolamento de
Cryptococcus, enquanto que na Jordania Hamasha et al. (2004) analisaram 509
amostras de excretas de pombos resultando em 100% de negatividade para
Cryptococcus, constatando a raridade de C. neoformans neste habitat na referida
regiao.

Outro fator a discutir refere-se a colonizacdo dos substratos analisados por
diferentes espécies de fungos e possivelmente bactérias, que podem interferir no
crescimento dos agentes pesquisados e/ou dificultar o isolamento e mesmo a

visualizacéo das colbnias.

Por outro lado, o isolamento de C. neoformans a partir de substratos vegetais
também tem sido notificado em diferentes regiées do Brasil (Consenso, 2008),
incluindo a regido do Norte (Costa et al., 2008; Nishikawa, 2003). Neste estudo C.
neoformans, foi isolado de oco vegetal, representados por 21 coldnias totalizamos

38,1 % para C. neoformans.
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O encontro de C. gattii e C. neoformans no sudeste do Para traz novas
evidéncias sobre a ocorréncia do fungo neste ambiente e de certa forma condizente
com a expectativa destes achados visto que a criptococose tem sido considerada

endémica na regido amazonica (Correa et al., 1999; Santos et al., 2008).

No levantamento epidemiolégico realizado no periodo de 1992 a 1998,
realizado por Correa et al. (1999), os autores detectaram 78 casos de criptococose
diagnosticados no Hospital Universitario Jodo Barros Barreto (HUJBB), dos quais
dezenove eram criancas, procedentes de varias localidades do estado do Para. O
estudo demonstrou elevado numero de casos de criptococose em criancas entre
dois e 13 anos onde C. gattii foi responsavel por metade dos o6bitos ocorridos.
Destaca-se que destes casos 2 procederam da regido sudeste do Pard, sendo 1 de
Maraba. Mais recentemente Santos et al., (2008), analisando amostras clinicas de
pacientes diagnosticados no HUJBB no periodo de maio de 2003 a abril de 2007
obteve os seguintes resultados: C. gattii frequente em pacientes HIV negativos
(19/29, 65,5%), e C. neoformans predominante em pacientes HIV positivos (12/14,
85,7%), com registro do tipo molecular VGII na regido sudeste do Para. Cabe
destacar que este gendtipo foi o principal responsavel pelo surto ocorrido no Canada
e Estados Unidos (Kidd et al., 2004; Dixit et al., 2009).

No periodo de mar¢o de 2004 e abril de 2005, em Belém, Costa et al., (2008)
realizaram visitas nos domicilios de 8 pacientes com diagnostico comprovado de
criptococose. Foram coletadas 186 amostras de diversos ambientes, destas, 10
amostras de poeira foram positivas para C. neoformans e/ou C. gattii (em poeira de
cinco residéncias foram encontradas as duas espécies simultaneamente) dos tipos
moleculares VNI e VGII. O estudo registrou pela primeira vez o isolamento de C.
neoformans e C. gatti de fontes ambientais na cidade de Belém (Costa et al., 2008).
Mais recentemente, Brito-Santos et al. (2015) investigando amostras de poeira em
habitacbes do interior do estado do Amazonas, associaram as variaveis arvore-
espécies e local-espécie do complexo de Cryptococcus e concluiram que tanto C.
neoformans quanto C. gattii podem ser encontrados em diferentes locais, espécies

de arvores e periodo do ano.

Estudos conduzidos por Beheregaray et al. (2005), indicam que temperaturas

superiores a 30°C, diminuiria a viabilidade da levedura no ambiente. Levando em
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consideracdo que a temperatura média no estado se situa entre 24 a 26 °C, €
importante avaliar esta varidvel em futuras investigacdes. No presente trabalho, as
coletas foram realizadas em dezembro e janeiro 2016, na regido de Maraba, quando
a temperatura média oscila entre 22 °C a 30 °C (Instituto Nacional de Meteorologia),

fator importante para o crescimento da levedura.

Estes resultados configuram-se no primeiro registro de C. neoformans e C.
gattii isolados de fontes saprobias na regido sudeste do Para, levantando a hipétese
de que estes vegetais possam representar reservatorios do fungo e possivel risco de

contaminacao a populacao local.

Considerando que a Amazodnica paraense apresenta condi¢cdes climaticas
favoraveis a biodiversidade fungica, bem como os resultados desta pesquisa,
sugere-se que o estudo deva ser ampliado e conduzido de forma a abranger
periodos chuvosos e de estiagem, e outros diferentes substratos para uma avaliacdo
mais abrangente dos agentes e aspectos ambientais relacionados, uma vez que se
trata de espécies de importancia médica que tém como principal forma de infeccdo a

inalacéo.
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6. CONCLUSOES
Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que:

1. Em 57 amostras analisadas, uma apresentou positividade para os agentes da
criptococose, embora com registro de 4,3 X 10° UFC/g, constatando-se a ocorréncia
dos agentes em uma das cidades pesquisadas.

2. Quanto aos substratos analisados, detectou-se positividade apenas em oco

vegetal, evidenciando-se predominio de C. gattii em relacdo a C. neoformans.

3. Amostras de excretas, normalmente relacionadas ao habitat de C. neoformans,
nao apresentaram positividade, embora representem neste estudo menor nimero de

amostras em relacdo ao substrato vegetal.

4. Registra-se a primeira ocorréncia de C. neoformans e C. gattii, a partir de fontes

saprébias, para a cidade de Marab4, Par4, Brasil.

5. Estes achados iniciais indicam a necessidade de realizacdo de estudos mais
abrangentes no estado, onde a criptococose gattii tem sido considerada endémica.
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