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Resumo

Introdugdo: A criptococose é uma infecgdo causada pelos agentes Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii. E considerada uma
infeccdo grave que atinge tanto os seres humanos como animais. O Cryptococcus neoformans causa infeccdes graves em pacientes
imunocomprometidos. Ja o Cryptococcus gattii acomete os individuos imunocompetente. O ciclo de infeccdo do Cryptococcus ocorre por meio
da via respiratoria, devido a inalagdo dos propagulos do Cryptococcus, por meio de fontes ambientais, como madeira em decomposicao,
excretas de aves, principalmente de pombos, folhas, ar, solo e flores. Orgéos mais afetados na infeccdo s&o os pulmdes e cérebro. No caso de
infecgdo no cérebro, resulta em meningite criptocécica, que pode levar a 6bito. Infecgdes em pessoas saudaveis sdo raras. Normalmente, é
comum infeccdes de criptococose em individuos infectados pelo HIV. Objetivo: O objetivo deste trabalho € descrever sobre os principais
fatores de viruléncias presentes no Cryptococcus spp e abordar os principais desafios no tratamento da criptococose. Materiais e Métodos:
Esta pesquisa € uma reviséo bibliografica e, para sua execucao, teve como suporte as bases de dados SciELO, Google Académico e pubmed.
Foram selecionados artigos de 1991 a 2022. Os critérios de inclusdo foram artigos cuja tematica fosse referente ao tema da pesquisa.
Conclusao: A criptococose é uma doenca grave, principalmente para pessoas imunocomprometidas. Por isso, € importante buscar novas
perspectivas para o tratamento. Atualmente, estdo sendo desenvolvidas algumas pesquisas com o objetivo de descobrir novos farmacos para
tratamento da criptococose. Porém, o nimero de estudos voltados para esse objetivo ndo é grande e alguns desses néo sdo exclusivos para a
criptococose. Além disso, umas das principais estratégias € aproveitar farmacos ja conhecidos para o tratamento da criptococose, ao invés de
focar na descoberta de novos compostos.

Palavras-Chave: 1. Cryptococcus neoformans; 2.resisténcia aos antifingicos; 3.alvos terapéuticos; 4.criptococose.

Abstract

Introduction: Cryptococcosis is an infection caused by the agents Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii. It is considered a serious
infection that affects both humans and animals O. Cryptococcus neoformans causes serious infections in immunocompromised patients.
Cryptococcus gattii. affects immunocompetent individuals. The cycle of Cryptococcus infection occurs through the respiratory route due to
inhalation of Cryptococcus propagules through environmental sources such as decaying wood, bird excreta mainly from pigeons, leaves, air, soil
and flowers. The most affected organs in the infection are the lungs and brain. In the case of infection in the brain, it results in cryptococcal
meningitis that can lead to death. Objective: The objective of this work is to describe the main virulence factors present in Cryptococcus spp
and address the main challenges in the treatment of cryptococcosis. Materials and Methods: This research is a bibliographic review and for its
execution it was supported by the SCIELO, Google Scholar and Pubmed databases. Articles from 1991 to 2022 were selected. The inclusion
criteria were articles whose theme was related to the research topic. Conclusion: Cryptococcosis is a very serious disease, especially for
immunocompromised people, so it is very important to seek new perspectives for treatment. Currently, some research is being carried out with
the aim of discovering new drugs for the treatment of cryptococcosis. However, the number of studies aimed at this objective is not many and
some of them are not exclusive to cryptococcosis. In addition, one of the main strategies is to take advantage of already known drugs for the
treatment of cryptococcosis instead of focusing only on the discovery of new compounds.

Keywords: 1. Cryptococcus neoformans; 2.resistance to antifungals; 3.therapeutic targets; 4.cryptococcosis.
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Introducéo flores (OLIVEIRA, 2021).

. A maioria dos casos de criptococose € a

A criptococose é uma infec¢do flngica . . ; ~ N ]
grave causada pelas leveduras Cryptococcus partir do surgimento da mfepgao em trés etapas: a
infeccdo primaria na infancia e controle

neoformans e Cryptococcus gattii, que acomete imunoldgico, seguida de uma fase silenciosa de
tanto seres humanos como animais silvestres e unologico, seg ) .
laténcia, que pode durar anos; depois ocorre a

domésticos (QUEIROZ, 2008). O C. neoformans L . S ;
reativagdo e disseminagdo, que ocasiona 0s

comecgou a ser descrito na literatura cientifica nos ; . ~
anos de 1894 e 1895, quando foi isolado em uma sintomas da |_nfec<;ao_ (ALANIO et al.,, 2020). A
resposta do sistema imune pulmonar & bastante

infecgao ossea de um organismo humano e suco especifica e eficaz em eliminar o Cryptococcus
de péssego (DINIZ-LIMA et al.,2022; ZHAO; LIN, P > . yp ~
spp, porém, em  pacientes que s&o

2021). Esse patégeno flngico pode ser imunossuprimidos, acontece a replicacdo e
encontrado no meio ambiente de forma disseminaF:;éo d(; patégeno  pelo porggnismo
Onipresente (MUSELIUS; DURAND; (ZARAGOZA, 2019). Aproximadamente 15% dos

GEDDES-MCALISTER, 2021). 6bitos relacionados a AIDS é devido a

O ciclo de infec¢@o se inicia por meio da via meningoencefalite  criptocécica, que € a
respiratéria em decorréncia da inalagdo dos manifestacdo clinica mais comum da criptococose
propagulos do Cryptococcus spp, que esta sistémica (ZHAO; LIN, 2021).

relacionado a fontes ambientais como, por
exemplo: madeira em decomposicdo, excretas de
aves principalmente de pombos, folhas, ar, solos e
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individuos com cancer, que fizeram transplante de
o6rgdos e células troncos, que estdo utilizando
corticosterdides, medicamentos para tratar artrite
reumatodide e qualquer medicamento que cause
supressdo ao sistema imunolégico (WOO;
MARTINEZ, 2021).

O género de Cryptococcus possui fatores de
viruléncia caracterizado por serem complexos e
heterogéneos, e existe o consenso de que eles
sdo elementos do patégeno que podem provocar
danos ao hospedeiro. O C. neoformans. Nesse
sentido, tem um mecanismo de producdo de
enzimas degradativas, como exemplo as
proteases e lipases como fatores de viruléncia.
Além disso, existem outros fatores de viruléncia
que interferem no sistema imunoldgico do
individuo infectado, que sdo as capsulas e a
melanina (ZARAGOZA, 2019).

O Cryptococcus spp possui uma capsula
polissacaridica e uma camada de melanina que
possuem, juntas, funcbes de proteger esse
patdgeno contra o processo de fagocitose das
células de defesa do sistema do hospedeiro,
protecdo contra lesBes oxidativas geradas pelas
células fagocitarias, prote¢do contra substancias
antifangicas, entre outras fungdes (PEDRO et al.,
2017; CASADEVALL et al., 2019).

O tratamento da criptococose € iniciado com
uma terapia denominada “terapia de ataque”, que
pode durar algumas semanas. Essa terapia de
ataque é nomeada como padrdo ouro que consiste
na administragdo de anfotericina B e
5-fluocitosina. Porém, no Brasil, a fluocitosina nao
€ comercializada. Depois desse periodo de
ataque, é utlizado um farmaco da classe dos
azolis, que é geralmente o fluconazol (GULLO,
2016).

O Cryptococcus spp representou um grande
desafio por um tempo para o0s cientistas
micologistas devido a sua estrutura genética e
biolégica. Com as abordagens utilizadas, foi
possivel ter uma compressdo do Cryptococcus
spp e fazer a identificacdo de genes essenciais
reguladores de reposta ao estresse e fatores de
viruléncia que podem se tornar alvos terapéuticos
para o tratamento da infecgdo (IYER et al., 2021).

O objetivo deste trabalho é descrever os
fatores basicos de viruléncias presentes no
Cryptococcus spp e abordar os principais desafios
no tratamento da criptococose.

Metodologia

Esta pesquisa é uma revisao bibliogréfica,
e para sua execugdo, teve como suporte as bases
de dados SciELO, Google Académico e Pubmed.
Foram utilizados o0s seguintes descritores:

Cryptococcus  neoformans;  resisténcia  aos
antifingicos; alvos terapéuticos; criptococose.
Foram selecionados artigos de 1991 a 2022. Os
critérios de inclusdo foram artigos cuja tematica
fosse referente ao tema da pesquisa. Como
critério de exclusdo, artigos que nao se
enquadrassem ao tema proposto.

Referencial teérico
Cryptococcose

As infeccdes flngicas invasivas séo
transmitidas pelo ar para varias pessoas
pertencentes a grupos de riscos, como, por
exemplo, as que sofrem de imunodeficiéncias, e é
um problema crescente para a medicina moderna.
Devido ao curso agudo e rapido das infeccdes
invasivas, a preven¢do € de suma importancia.
Tais medidas de prevencdo dizem respeito
principalmente a métodos de controle de esporos
de fungos filamentosos e leveduras no ar. Nesse
contexto, o ambiente imediato que oferece nichos
ecoldgicos para crescimento e morfogénese de
particulas infecciosas de fungos, tais como
Aspergillus spp., Mucoraceae, C. neoformans e
alguns outros fungos leveduriformes, é de grande
interesse (STAIB, 1992).

A criptococose tem assumido um papel
significativo entre as infec¢cdes fangicas
oportunistas por ser uma das micoses mais
prevalentes entre individuos imunocomprometidos.
Seus agentes etiolégicos, C. neoformans e C.
gatti, sédo frequentemente encontrados na
natureza em fezes de pombos e de outras aves,
bem como na madeira em decomposi¢cdo, mas
também podem sobreviver saprofiticamente no
organismo do homem. Embora existam cerca de
34 espécies diferentes do género Cryptococcus,
C. neoformans e C. gatti, sdo as Unicas
conhecidas por causar a criptococose em seres
humanos (PEREIRA, BARROS, 2012).

A taxonomia molecular de espécies de
Cryptococcus spp € uma area que tem evoluido
muito, o0 que permitiu uma maior compreenséo das
caracteristicas especificas de cepas, dentre elas
aptiddo e predilecéo por certos nichos ambientais.
Historicamente, o género Cryptococcus foi
inicialmente classificado em 3 variedades, 5
sorotipos distintos, baseados nas diferengas
estruturais das cépsulas, e 8 subtipos moleculares
(HAGEN et al., 2015).

Com os avangos das técnicas moleculares
de identificac@o genotipica, foi possivel mostrar de
forma mais detalhada e significativa a diversidade
genética entre o complexo C. gattii/C. neoformans,
modificando até entdo, esse sistema de
classificacdo de apenas 2 espécies. Atualmente,
utiliza-se as seguintes divisbes: C. neoformans

SIMP.TCC 2022(24);645-656

CENTRO UNIVERSITARIO ICESP / ISSN: 2595-4210

646



var. grubii (sorotipo A) com 3 genotipos (VNI, VNII,
VNB); C. neoformans var. neoformans (sorotipo D
ou VNIV); e 5 outras espécies cripticas, C. gattii,,
C. bacillisporus, C deuterogattii, C. tetragattii e C.
decagattii (sorotipos B/C ou VGI-IV), como
mostrado no Quadro 1 (HAGEN et al., 2015).

Quadro 1. Classificacdo atual de espécies de Cryptococcus
spp. patogénicas

Sorotipo Espécie e variantes Tipos moleculares
A C. neoformans var. grubbi VNI, VNIl e VNB
B C. gattii VGI, VGII, VGIII, VGIV
[ C. gattii VG, VGIV
D C. neoformans var. neoformans VNIV
AD C. neoformans VNI

Fonte: Adaptado de Hagen et al. (2015).

No entanto, avan¢cos nas analises
filogenéticas, combinadas com a heterogeneidade
reconhecida em relacdo a viruléncia, preferéncia
de hospedeiro e suscetibilidade a antifingico,
fornecem evidéncias para sustentar uma nova
classificagdo taxondmica composta por 7 espécies
e 4 espécies hibridas, conforme mostra no Quadro
2, a seqguir.

Quando 2. Alteracdes de taxonomia proposta para o complexo
Cryptococcus neoformans/C gatti.i

Nome da espécie atual Genétipo por Nome da Espécie Proposta
RFLP

C. neoformans var. grubii VNI C. neoformans

VNI
VNI

C. neoformans var. neoformans VNIV C. deneoformans

C. neoformans x C. deneoformans
hibrido

C. neoformans hibrido de variedade VNI

C. gatlii VGl C. gatfii

pell] C. bacillisporus
VGl C. deuterogattii
VGIV C. tetragattii
VGIVVGlllc C. decagattii

C. neoformans var. neoformans = C. gaitii AFLPANGI  —
hibrido

C. deneoformans = C. gatti hibrido

C. neoformans var. grubii x C gatfi AFLP4/VGI hibrido — C neoformans = C gattii hibrido

C. neoformans var. grubii = C gatfi AFLP6/VGII hibride  — C denesformans = C deuterogatii

hibrido

Fonte: Hagen et al. (2015).

Cerca de 95% das infeccbes por
Cryptococcus séo causadas por cepas de C.
neoformans (sorotipo A) com os restantes 4% a
5% das infec¢Bes causadas por C. neoformans
(sorotipo D) ou C gatti (sorotipos B/C). C.
neoformans var. grubii (sorotipo A) é encontrado
em todo o mundo, C. neoformans var neoformans
(sorotipo D) estd presente principalmente em
paises europeus e C. gattii € historicamente
restrito geograficamente a regides tropicais e
subtropicais, como sul da Califérnia, Havai, Brasil,
Australia, Sudeste Asiatico, e Africa Central.
Recentemente, C. gattii foi identificado em regides
de clima temperado (Ilha de Vancouver, noroeste
do Pacifico dos Estados Unidos e partes da
Europa) (Figura 1).

Figura 1 - DistribuicAo geografica dos principais tipos
moleculares dentro dos complexos de espécies Cryptococcus
neoformans e C. gattii

[V SVNI S VNI S VNIV VGI S VGH VGl - VGIV

Fonte: Firacative; Trilles e Meyer (2017).

Esses dados sugerem uma mudanca
ecolégica, que possivelmente esteja relacionada
com a mudangas globais de temperatura e
umidade (CHEN, MEYER, SORRELL, 2014;
HARRIS et al., 2011; PHILLIPS et al., 2015).
Embora surtos de criptococose estejam em
andamento entre populagbes
imunocomprometidas em todo o mundo, até o
momento apenas cepas de C. gatti foram
relatadas as responsaveis de um surto de doenca
geograficamente definido, como o ocorrido na ilha
de Vancouver, em 2001, tanto em animais como
em seres humanos (KIDD et al., 2004).

A espécie C. neoformans é cosmopolita,
onde o seu principal ambiente sdo as fezes de
pombos e outras aves. Ao passo que as espécies
de C. gattii € endémico em regibes subtropicais e
semitropicais (PEREIRA; BARROS, 2012).
Enquanto C. gattii estd associado a prevaléncia
em individuos imunocompetentes, C. neoformans
esta relacioinado a individuos
imunocomprometidos, principalmente aqueles com
Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) e
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA).
Esses sdo 0s principais grupos de risco para a
infeccdo e desenvolvimento de criptococose
(ALMEIDA; MACHADO, 2014).

Ciclo de infeccdo de Cryptococcus spp

A infeccdo geralmente ocorre por meio das
vias aéreas e é causada pela inalacdo do fungo
que se aloja principalmente nos pulmdes (Figura
2) (ARAUJO JUNIOR et al., 2015) A maioria dos
gue se infectam com o C. gatti sdo individuos
saudaveis, enquanto C. neoformans afeta
principalmente agueles pacientes
imunocomprometidos portadores de HIV/AIDS
(SILVA, 2022). Os principais alvos da infeccao por
criptococose sao os pulmdes e o sistema nervoso
central (SANTOS; FIGUEIREDO, 2021). De
acordo com alguns estudos, as infec¢cBes
provocadas por C. gattii geralmente evoluem para
uma doenca pulmonar grave, mas infeccdes por
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C. neoformans tém preferéncia pelo sistema
nervoso central (SNQC), causando
meningoencefalite e meningites (ANTON, 2021).

Figura 2 - Esquema do Processo de Infeccdo C. gatti
(esquerda) versus C. neoformans (direita)

C. gattii C. neoformans

Imunocompetente Imunocomprometido

Fonte: Adaptada de Bielska e May (2016).

Tratamento para Criptococose

As diretrizes para o tratamento da
criptococose foi publicado em 2010 pela
Sociedade Americana de Doengas Infecciosas
(Infectious Diseases Society of America/IDSA). O
tratamento da infec¢do da criptococose depende
da gravidade dos sintomas apresentados e da
localidade da infeccdo (MADA, 2022). Para isso,
sdo utilizados alguns antifingicos, tais como o
fluconazol, a anfotericina B e a 5-flucitosina
(QUEIROZ, 2012).

No tratamento de criptococose que nao é
pulmonar e ndo meningea, é recomendado a
utilizacdo de fluconazol. O tratamento antifingico
€ compreendido em algumas fases que seriam
fase da inducdo, consolidacdo e manutencao,
sendo que a anfotericina B e a-flucitosina sdo para
um periodo de duas semanas e sédo utilizadas na
fase de indugéo. O fluconazol é para um periodo
de oito semanas e € usado na fase de
consolidacdo (MADA, 2022).

A fase da inducdo tem objetivo de reduzir a
maior quantidade possivel de patégenos num
prazo de pelo menos duas semanas. Ja na fase
de consolidagdo consiste em manter a carga
fungica baixa, para que seja comprovado, por
meios de exames laboratoriais em um periodo de
oito semanas, uma negativacdo da carga fungica
conforme parametros clinicos. A fase de
manutencdo ou supressdao depende do estado
imunol6gico do paciente e o periodo disso pode
ser no prazo de um ano (PASA, 2011).

Outro fator a se considerar é que o
tratamento pode variar dependendo dos diversos
grupos de riscos, tais como: pacientes infectados
pelo HIV, receptores de transplante de érgaos,
pacientes ndo infectados pelo HIV e néo

transplantados (IYER et al., 2021). A resisténcia
aos antimicrobianos é uma preocupacao crescente
para a criptococose e outras doencgas infecciosas,
dificultando o tratamento. E um fator que colabora
para aumentar a dificuldade do tratamento da
criptococose e sua resisténcia natural as
equinocandinas (anidulafungina, caspofungina e
micafungina), que séo lipopeptideos sollveis em
agua que inibem a sintese de glicana presente na
parede celular de fungos (MACHADO, 2022).

Fatores de Viruléncia

A capacidade de o sistema imunoldgico do
hospedeiro reconhecer a presenca de células
estranhas no corpo €é fundamental para
desencadear uma resposta imunoprotetora. Da
mesma forma que o sistema imunolégico possui
estratégias para reconhecer e proteger o individuo
da colonizacdo desses agentes, 0s patégenos
possuem mecanismos para fugir dessas
estratégias e se estabelecer no organismo, além
de outros fatores que podem causar danos ao
hospedeiro. Numerosos fatores de viruléncia de C.
neoformans influenciam a gravidade de uma
infeccdo. No entanto, os trés que mais se
destacam sdo: a produgdo de capsulas,
capacidade de crescimento a 37°C e sintese de
melanina (FRAZAO, 2018).

Producéo de Capsula

A capsula das espécies de Cryptococcus
spp. (Figura 3) tem sido extensivamente estudada
e é o principal fator de viruléncia das espécies de
Cryptococcus spp. O aspecto mais caracteristico
do C. neoformans é uma capsula polissacaridica
que envolve o corpo celular. A capsula ndo é
visivel a microscopia regular porque é altamente
hidrofilica, e devido ao seu alto teor de 4gua (99%
do peso total da capsula), tem 0 mesmo indice de
refragdo do meio. No entanto, pode ser faciimente
visivel por varias técnicas (MAXSON et al., 2007).
A imagem classica da capsula é a de um halo que
circunda a célula tornada visivel pela suspenséo
da levedura em preparacbes de tinta nanquim
(Figura 4) (ZARAGOZA et al., 2010).

O efeito de halo € consequéncia de o fato
da capsula ndo manchar com nanquim, visivel
apenas por uma area translicida. Essa estrutura
também pode ser observada por outras técnicas
de microscopia, como microscopia eletronica de
varredura e de fluorescéncia (MAXSON et al.,
2007).

Figura 3 — Microscopia 6tica de C. neoformans evidenciando a
capsula criptocécica apds coloragdo com nanquim. A barra
indica uma escala de 10 um. Ampliagédo da objetiva de 100X e
aumento da ocular de 10X (aumento total de 1000X)
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Fonte: Adaptado de Zaragoza et al. (2010).

Os polissacarideos que constituem a
capsula sdo encontrados em dois pontos
diferentes. O primeiro local esté ligado a parede
celular, formando a estrutura fisica definida como
a capsula. Em seguida, esses polissacarideos
também sdo liberados constitutivamente pela
célula para o meio ambiente circundante, os quais
podem ser isolados como exopolissacarideos
apés certos protocolos de purificagdo em
laboratérios. Nao se sabe se a liberacdo da
capsula no meio é um fendmeno ativo regulado
pela célula, ou se é apenas um desprendimento
inespecifico de  capsulas (NOSANCHUK;
CASADEVALL, 1997; ZARAGOZA et al., 2010).

E uma estrutura bastante complexa que
reveste a levedura, e no meio ambiente, ela
desempenha um papel importante na protecao
contra o estresse hidrico e oxidativo. No
hospedeiro, ela desempenha um papel importante
na viruléncia fangica, como evidenciado por
experimentos em infeccdo de murinos infectados
com mutantes acapsulados, que foram
significativamente  menos  virulentos quando
comparados a linhagens selvagens. Como
resultado, é possivel concluir que a capsula
desempenha um papel importante na viruléncia
desse patdégeno. No entanto, alguns estudos
mostraram que certos mutantes acapsulares ou
hipocapsulares sdo capazes de causar danos em
organismos gravemente imunocomprometidos ou
sob certas condi¢bes (FRAZAO,2018).

Os principais polissacarideos encontrados
em C. neoformans s@o o glucoxilomannano/GXM
e o] glucoronogalactoxilomanano/GXMGal
(BIELSKA e MAY, 2016) (Figura 4). GXM é
aproximadamente 90% da massa da capsula,
enquanto GXMGal representa 5%. Além desses
dois componentes, a capsula contém
manoproteinas (MP), que representam 1% do seu
peso total (MUNIZ, 2015).

Figura 4 - Estrutura da superficie do C. neoformans. A)
Organizacdo e composicdo da cépsula. (B/C) Vista em

reconstrucéo 3D de diferentes se¢bes de células tratadas por
imunofluorescéncia usando anticorpos monoclonais especificos
para a capsula (fluorescéncia verde/floureceina e
vermelha/rodamina) mostrando também a localizagdo da
parede celular (fluorescéncia azul/calcofluor)

Vi

da célula S Eg

A oxm &  cxmca S

Parede da célula ——"
contendo melanina e T
e quitina -'"

Capsula contendo
GXM e GXMGal _-‘1\

Fonte: Adaptada de Bielska e May (2016).

Enquanto o GXM estda amplamente
distribuido por toda a capsula, 0 GXMGal em
células acapsulares é encontrado nha membrana
celular fingica e nas células capsuladas em
regifes discretas mais proximas a superficie da
capsula (FRAZAO, 2018). Entre as funcdes do
GXM, esta a inibicdo da migracéo das células de
defesa do hospedeiro, dentre elas os neutrdfilos.
Além disso, em conjunto, 0 GXM e o GXMGal
causardo alteracbes na producdo de citocinas e
sdo responsaveis por induzir a apoptose células
apresentadoras de  antigenos, como 0s
macrofagos e linfécitos T (PERICOLINI et al.,
2006; VILLENA et al., 2008).

Uma das caracteristicas da capsula é que
apos causar infeccdo nos tecidos pulmonares, ela
aumenta de tamanho. O tamanho e a estrutura da
capsula correspondem ao seu ambiente
extracelular, por exemplo, as capsulas isoladas do
tecido cerebral sdo menores do que a do tecido
pulmonar (CASADEVALL et al., 2019).

A implantac@o da capsula também pode ser
realizada in vitro. Littman (ZARAGOZA, 2009)
descreveu métodos para aumentar o tamanho de
uma capsula in vitro no final da década de 1950.
Desde entdo, varios estudos mostraram Vvarios
fatores criticos para aumentar o tamanho de uma
capsula, como a presenga de CO,, soro de
mamifero, concentracdo de ferro, pH, e outros
fatores fisicos.
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Crescimento a 37°C

Um dos mecanismos de imunidade inata de
hospedeiros mamiferos é a alta temperatura
corporal. Por causa da temperatura de 37°C,
certos microrganismos que podem causar danos a
esses hospedeiros ndo conseguem se estabelecer
ou causar doengas (ABBAS et al., 2015). Devido a
isso, a capacidade de crescer a 37°C € um dos
fatores de viruléncia para patégenos humanos
responsaveis por infeccdes sistémicas.

Além de poder crescer em temperatura
ambiente, as espécies de Cryptococcus spp
também podem se estabelecer a 37°C. Como
resultado, o nimero de sitios em que o fungo pode
sobreviver cresce. O fungo pode crescer bem no
ambiente, como nas fezes de alguns passaros e
nos restos de plantas em decomposicdo, bem
como em mamiferos como humanos, ratos e gatos
(KRAUS et al.,, 2004; BUCHANAN e MURPHY,
1998).

Sintese de melanina

A capacidade de C. neoformans produzir
pigmentos foi descoberta por Staib no inicio da
década de 1960, quando ele observou que as
colbnias cultivadas meio agar, tendo como base
semente de passaro (Niger seed), ficavam
marrons (POLACHECK, 1991). Essa propriedade
tem sido utilizada na identificagdo de C.
neoformans por laboratérios de microbiologia de
diagnéstico. Quando cultivadas na presenca de
certos compostos  o-difendlicos, como a
3,4-dihidroxifenilalanina (L-dopa), as células de C.
neoformans apresentam coloragdo escuras,
diferentemente de outras leveduras, como a
Saccharomyces cerevisiae, conhecida como
levedura de padeiro (ndo patogénica), que nao
produz melanina e Candida albicans. Essa,
embora produza melanina, ndo é induzida no meio
anteriormente mencionado (Figura 5). Esse
pigmento escuro foi identificado como sendo a
melanina (CASADEVALL; ROSAS; NOSANCHUK,
2000).

Lacase, uma enzima fenol oxidase, usa
compostos precursores, incluindo L- e D- dopa,
dopamina, epinefrina e norepinefrina para
sintetizar melanina. Dois genes da lacase séo
encontrados em C. neoformans, LAC1 e LAC?2,
ambos responséaveis pela sintese da melanina,
sendo o primeiro o principal, € com um nivel muito
mais alto de transcricdo basal (SANTOS, 2017).
Somente na presenca de substratos exdgenos,
como a L-DOPA, C. neoformans, sintetiza
melanina (MUNIZ, 2015).

Figura 5. Andlise de sintese de melanina em diferentes
espécies de leveduras. (A): Saccharomyces cerevisiae
cultivada em meio Sabouraud-agar; (B) S. cerevisiae cultivada

em meio Niger-seed-agar; (C): Candida albicans (esquerda) e
C. neoformans (direita) cultivadas em meio Sabouraud-agar;
(D) Candida albicans (esquerda) e C. neoformans (direita)
cultivadas em meio Niger-seed-agar

(D)

Fonte: Proprios autores (2022). Dados nao publicados.

A melanina é uma particula pigmentada de
cor escura, marrom ou preta, encontrada na
parede celular do fungo. O processo de
melanizacdo em C. neoformans é resultado da
deposicdo do polimero na parte mais interna da
superficie da parede celular (Figura 6). A melanina
€ um pigmento composto de particulas esféricas
compactas que variam de 40 a 130 nm de
didametro, e que se encontram dispostas em
camadas concéntricas na parede celular. Os
granulos de melanina estdo ancorados a quitina,
quitosana e-glucana, componentes da parede
celular subjacentes a capsula polissacaridica de
C. neoformans (EISENMAN; CASADEVALL,
2012).

Figura 6 - Estrutura da superficie de C. neoformans. (A)
Modelo apresentando a arquitetura da membrana plasmatica
composta por uma bicamada lipidica, que interage com as
nanoparticulas de melanina que se agregam para formar os
granulos de melanina maiores. (B) Microscopia eletrénica de
transmissdo de uma célula melandtica de C. neoformans
mostrando a estrutura do anel concéntrico (B) da camada de
melanina em detalhe. Barra de escala, 500 nm, (Ampliagdo X
10.000)
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Capsula polissacaridica

I
R
I

Grinulos de malanina
(200 nm}

T} Nanoparticulas de melanina
(30 nm)

1. —I- Membrana plasmaética

Fonte. Adaptado de Camacho et al. (2019) e Mandal et al.
(2007).

A melanina trabalha para proteger a célula
fungica do estresse oxidativo e da fagocitose.
Também pode modificar a resposta imune do
hospedeiro, fornecer mais protecdo para a parede
celular, e tornar a célula fungica mais resistente a
antifingicos como a anfotericina B (SANTOS,
2017). De acordo com alguns estudos, pequenas
moléculas de nutrientes, como acUcares e
aminoé&cidos, podem entrar na célula, passando
por meio de espacgos presentes entre os granulos
de melanina. Além disso, o tamanho grande de
certos medicamentos antifingicos pode impedir
sua passagem pelos espacos apertados entre 0s
granulos de melanina. A ligacdo de anticorpos a
melanina pode impedir a passagem de nutrientes,
blogueando esses espacos (Figura 7B). Portanto,
0 bloqueio da entrada de nutrientes leva a um
processo de privagdo nutricional da levedura,
inibindo o seu crescimento (EISENMAN et al.,
2005). Esse mecanismo implicaria em uma
alternativa para tratamento contra infeccdes
criptocécica (Figura 7).

Figure 7 - Modelo da estrutura da melanina em C. neoformans.
Cap (capsula), CW (parede celular)) PM (membrana
plasmatica). Camada de melanina em preto (A).
Permeabilidade de diferentes compostos pela camada de
melanina (B)

A B

0

*- -

e

G lo d -
ranule de ® nutriente Y= anticorpe T antifingicos

melanina

Fonte: Adaptado de Eisenman et al. (2005)

A melanina é insolivel em solventes
organicos e aquosos e, por isso, sao dificeis de
serem estudadas por técnicas bioquimicas e
biofisicas convencionais. Isso torna o conhecimento
sobre os mecanismos de protecdo do Cryptococcus
spp pela melanina muito complexo (CASADEVALL;
ROSAS; NOSANCHUK, 2000).

Plasticidade genémica

A plasticidade gendmica se refere a
caracteristica do gene de ter uma alta capacidade
e flexibilidade de mudanca, que consiste em
modificacdo de sua arquitetura gendmica.
Segundo lyer et al. (2021), a plasticidade,
juntamente com adaptabilidade fisiolégica, confere
uma resisténcia aos antifingicos utilizados, e é
possivel encontrar esse fendbmeno nas espécies
de Cryptococcus spp. Esse processo de
modificacdo da estrutura dos genes é devido a
heterorresisténcia, a qual pode ser conceituada
como subpopulagfes de microrganismos que tém
uma resisténcia a certos antibidticos, ao mesmo
tempo em que existirdo populacBes que ndo sao
resistentes (LUZ, 2014). Ela é desenvolvida a
partir da constituicdo tanto in vitro como in vivo de
células, que s&o aneuploides, e associada a
ocorréncia de dissomia do cromossomo 1, que
incluem o ERG11 e o gene principal na bomba de
efluxo AFR1 (IYER et al., 2021).

E possivel concluir que a plasticidade
gendmica confere aos patdégenos fangicos a
capacidade de adaptacdo ao meio externo e o
desenvolvimento da resisténcia (LEE, 2020).

Alteracdes morfolégicas

Alteracdes morfolégicas sdo modificacdes
na estrutura da célula ou tecido. No caso da
Cryptococcus spp, ocorrem mudancas na capsula
e parede celular, que sdo essenciais para 0
desenvolvimento de resisténcia e influencia a
viruléncia (IYER et al., 2021). A viruléncia do C.
neoformans esta associada a células titds, que
também sdo associadas com os mecanismos de
alteracbes estruturais. Esses consistem, por
exemplo, no aumento do tamanho da célula e nas
transformacdes na parede celular e na capsula
que sdo responsaveis por alterar a resposta do
sistema imune do hospedeiro (ZAFAR, 2019).

Resisténcia a antifungicos

O tratamento da criptococose, na maior
parte das vezes, depende dos antifiingicos da
classe dos azdis, cujo alvo é a enzima Ergl1, que
€ a responsavel pela sintese de ergosterol
presente nha membrana plasméatica do C.
neoformans (Figura A). Quando ocorre a inibigdo
da sintese de ergosterol, a membrana sofre um
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estresse, 0 que acarreta a morte do C.
neoformans (Figura 8B). O desenvolvimento dessa
resisténcia aos az6is em C. neoformans é
considerado um evento raro em nivel mundial,
pois um estudo com 1.811 isolados clinicos
obtidos entre 1990 e 2004 mostrou ser incomum
(PFALLER et al., 2005). Apesar dessa raridade,
cerca de 80 isolados resistentes a azois foram
detectados do liquido cefalorraquidiano de
pacientes com quadro de meningite criptococoide
no Quénia. No total, 11,2% dessas cepas se
mostraram ser resistentes ao fluconazol, enquanto
65% foram suscetiveis, mas dependentes da dose
(BIl et al., 2007). Além disso, o surgimento de
resisténcia a azoéis tem sido documentado para
pacientes com AIDS submetidos a longo prazo a
terapia com fluconazol (ARMENGOU et al., 1996).
Estudos epidemioldgicos recentes observaram
gue isolados coletados de diferentes regibes
geograficas tém suscetibilidades alteradas ao
fluconazol, como a resisténcia documentada entre
isolados da Asia-Pacifico, Africa/Oriente Médio e
regides da América Latina, mas nédo entre isolados
provenientes da Europa ou América do Norte
(PFALLER et al., 2009).

Semelhante ao caso de C. albicans, um
mecanismo de resisténcia a drogas bastante
eficaz em C. neoformans é a superexpressdo de
transportadores de multidrogas. Esse mecanismo
leva a uma diminuicdo do acumulo dos azdlicos na
regido intracelular, fazendo que essa levedura
escape da acao antifungica (Figura 8C). O
transportador de drogas mais bem caracterizado
C. neoformans é o transportador ABC AFR1. Uma
constatacdo que foi feita partiu de ensaios clinicos
onde mutantes resistentes ao fluconazol foram
gerados in vitro por meio da exposicdo de um
isolado clinico inicialmente sensivel ao fluconazol.
Observou-se que posteriormente ao tratamento
continuo dessa cepa, que houve uma
superexpressdo do gene que codifica AFR1
tornando-a resistente (POSTERARO et al., 2003).

Figura 8 - Mecanismos de agéo de antifingicos da classe dos
azo6is na membrana de C. neoformans e resisténcia.

A, Azoles Ergosterol

4

o000 0000000000 OOo0O

B. Dano na sintese de ergosterol

i
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o000 000000 O00000
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Fonte: Adaptado de Shapiro, Robbins e Leah (2011).

Uma outra dificuldade no tratamento da
criptococose é a resisténcia propria do patégeno,
as equinocandinas. As equinocandinas pertencem
a classe de medicamentos candinas, que atuam
inibindo a enzima 1,3-beta glucano sintase (Figura
9), responséavel pela formacdo de polimeros
1,3-beta-glucano, que compde a parede dos
fungos. A ruptura desse polissacarideo resulta na
perda da integridade da parede celular e estresse
severo da parede celular na célula. O
Cryptococcus spp. € resistente as classes das
equinocandinas. Uma das teorias seria que essa
resisténcia pode ser pelo alto efluxo da célula e
devido também & degradacéo do farmaco no meio
intracelular e extracelular (CUENCA-ESTRELLA,
2010; SHAPIRO, ROBBINS; LEAH, 2011).

As equinocandinas tém uma caracteristica
singular pela sua atuagdo na parede celular, sendo
gue essa estrutura ndo faz parte das células
animais, e, por isso, S80 menos propensas a
ocorréncia de eventos toxicos (BADER, 2018).

Figura 9 - Mecanismo de agdo da equinocandina

/
(1.3) p-D-glucan synthase T
EQUINOCANDINA

Fonte: Adaptado de Shapiro, Robbins e Leah (2011).

Alvo terapéutico
Genes essenciais

Por muitos anos, o objetivo de pesquisas
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cientificas abrange a identificacdo de genes
essenciais em espécies de fungos que possam ser
usados como alvos terapéuticos (IYER et al.,
2021). Em um estudo realizado por Aniri e Idnurm
(2015), foram identificados 32 genes que
compdem uma lista de genes que ndo fazem parte
do organismo humano, mas s&o presentes nos
fungos que incluem o TRR1, FOL1, MGM101,
FAS1, FAS2, HOM3, THR1 e IPC1. Esses
achados podem conduzir a estudos mais
aprofundados no desenvolvimento de substancias
ou métodos de inibicdo da expressédo, visto que
€sses genes mostraram ser essenciais para o
desenvolvimento do C. neoformans.

Respostas ao estresse

Para sobrevivéncia de organismos flingicos
frente &s mudancas ambientais é essencial o
mecanismo de resposta ao estresse. O C.
neoformans, por exemplo, é capaz de crescer em
determinadas situacdes de estresse, como na
escassez de nutrientes, em temperatura de 37°C e
diante do estresse nitrosativo e oxidativo
(GOULART, 2009).

Outro exemplo sobre resposta ao estresse
gue colabora para resisténcia e viruléncia é a
proteina  fosfatase calcineurina. Essa ¢é
responsavel pela resisténcia e viruléncia em
fungos patdégenos, pois direciona as respostas do
fungo ao estresse e permite que ele sobreviva a
essas mudancas ambientais. A maioria dos
inibidores de calcineurina que existe atualmente
compreende imunossupressores, porém, é
necessario que os inibidores sejam seletivos para
fungos (IYER et al., 2021).

Novas drogas

A descoberta de novas drogas antifingicas
€ bastante desafiadora, pois a maioria dos
compostos  desenvolvidos foi criada para
potencializar suas propriedades em relacdo ao
organismo de mamiferos. Em contrapartida, as
drogas para fungos requerem propriedades
especificas principalmente devido a necessidade
de atravessar sua parede celular (IYER et al.,
2021).

Um estudo em 2018 relata a existéncia de
11 compostos que seriam promissores para se
utilizar no tratamento da criptococose, porém, a
conclusdo do artigo € que muitos desses
compostos ndo sdo exclusivos para o tratamento
da criptococose, e que embora alguns estudos
tenham identificado novos compostos, a maioria
desses ensaios consiste no reaproveitamento de
drogas que também podem atuar como agentes

anticriptocécicos (SANTOS-GANDELMAN;
RODRIGUES; MACHADO SILVA, 2018).

Dentre as alternativas esta a inibicdo da
enzima lacase. Como descrito anteriormente, a
sintese de melanina é dependente da enzima
lacase e uma vez que o hospedeiro mamifero ndo
possui essa enzima, ela se torna um alvo
candidato bastante atrativo para o estudo da
patogénese fungica, bem como um alvo de drogas

(EISENMAN et al., 2005, ZIMBRES et al., 2019).

Conclusao

A criptococose € uma doenca grave,
principalmente para pessoas
imunocomprometidas.

Os fatores de viruléncia do Cryptococcus
sédo essenciais para conseguir infectar o
hospedeiro, que consiste na produ¢éo da capsula,
sintese de melanina e o crescimento 37°c. A partir
desses mecanismos e possivel compreender
como funciona o processo de infeccdo do
Cryptococcus.

Outro fator importante é a plasticidade
genbmica que é um mecanismo essencial para
desenvolvimento da resisténcia a antifungicos. A
compreensdo desses fatores contribui para a
busca de novos tratamentos da criptococose.

Atualmente, estdo sendo desenvolvidas
algumas pesquisas com o objetivo de descobrir
novos farmacos para tratamento da criptococose.
Porém, o numero de estudos voltado a esse
objetivo ndo é grande e alguns desses ndo séo
exclusivos para a criptococose. Além disso, umas
das principais estratégias é aproveitar farmacos ja
conhecidos para o tratamento da criptococose, ao
invés de focar somente na descoberta de novos
compostos.
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