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T resumo

(ryptococcus neoformans Cryptococcus neoformans, levedura encapsulada, é o agente etioldgico da criptococose em humanos
e animais. A variedade neoformans, encontrada em fontes ambientais, incluindo fezes de pombos, é

Pombos

importante causa de mortalidade em individuos imunodeprimidos em todo o mundo. Contudo, ainda
Fontes saprofiticas ndo ha estudos sobre sua ecologia na cidade de Porto Alegre, onde se tem registro da ocorréncia de
(riptococose casos humanos dessa micose. Para pesquisar fontes saprofiticas de C. neoformans na cidade de Porto

Alegre, foram coletadas 88 amostras de excretas de pombos em distintas pracas da cidade. Suspensdes
das amostras em salina estéril foram semeadas em placas com meio agar Sabouraud e incubadas em
estufa a temperaturas entre 29 e 30,5°C. Apo6s cinco dias, coldnias mucéides foram subcultivadas para
identificacdo através de provas morfofisioldgicas. O fungo C. neoformans foi isolado em 88 (100%) das
amostras avaliadas, confirmando sua ocorréncia nos pombos que habitam as pracas da cidade.

abstract I

Cryptococcus neoformans is an encapsulated yeast, causing cryptococcosis in human beings and animals. The | Cryptococcus neoformans
variety neoformans, found in environmental sources, including pigeon excrements, is an important cause of
mortality in immunocompromised individuals in the whole world. However, there are still no studies on its ecology
in the city of Porto Alegre, where register of the occurrence of human cases of this mycosis is found. To study the
saprophitic sources of C. neoformans in the city of Porto Alegre, 88 samples of avian excreta have been collected | ¢ryptococcosis
in distinct squares. Suspension of the samples in sterile saline solution had been planted in plates with Sabouraud
agar and incubated in stove at 29-30.5°C. After five days mucoid colonies were subcultived for identification
through morphologic and physiologic tests. C. neoformans was isolated in 88 (100%) of the samples, proving
its occurrence in the pigeons that inhabit the squares of that city.

Pigeon

Saprophitic source

Introducéo

O Cryptococcus neoformans é a forma assexuada do O C. neoformans apresenta os sorotipos A, B, C, D
basidiomiceto Filobasidiella neoformans, levedura en- e AD, distribuidos em trés variedades: C. neoformans
capsulada de grande importéncia na micologia médica var. neoformans (sorotipos A, AD, D), C. neoformans var.
por ser agente etiolégico da criptococose. Esse fungo gattii (sorotipos B, C)*151® e C. neoformans var. grubii
apresenta na sua estrutura microbioldgica capsula de (sorotipo A)® que diferem em aspectos bioquimicos,
polissacarideos que Ihe confere antigenicidade. ecoldgicos, antigénicos e genéticos. Cepas sorotipo
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AD de C. neoformans séo raramente cepas aneupldides ou
dipléides que resultam de troca entre cepas com sorotipos
A e DU®. Esses antigenos capsulares podem estar presen-
tes no liquor, no plasma ou na urina e sdo detectados
mediante técnicas de aglutinacdo em latex. A variedade
neoformans tem distribuicdo cosmopolita relacionada
a solos contaminados naturalmente com excretas de
aves®11.27-29) A principal fonte de contaminacéo do fungo
nos seres humanos sao as fezes de pombos, onde o fungo
permanece vidvel para contagio por um periodo de até
dois anos. Essa variedade tem a capacidade de colonizar
a mucosa do papo dos pombos sem causar doenca,
sendo um parasita natural dessas aves. A universalidade
e a peculiar adaptacdo dos pombos aos centros urbanos
relacionam-se com a ubiqliidade desse agente flngico,
que é facilmente isolado de fontes ambientais, inclusive
de poeira domiciliar®'-22. A infeccéo por C. neoformans var.
neoformans é adquirida através da inalacéo dos propagulos
do ambiente, na forma de leveduras, menores que 2um
de diametro®".

Lazéra et al. verificaram a presenca do C. neoformans
var. neoformans na madeira em decomposicdo e em arvores,
sugerindo um novo héabitat natural e um possivel nicho
ecolégico primério para o fungo(é 17,

O C. neoformans var. neoformans, como agente oportu-
nista®?, infecta hospedeiros imunodeficientes. O aumento
populacional desses individuos com doencas como a sin-
drome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), leucémicos,
transplantados, portadores de tumores e pacientes em uso
prolongado de corticéides e antibiéticos tem aumentado o
nGmero de casos de criptococose®).

A variedade gattii é observada nas regides tropicais e
subtropicais, sendo um patégeno primario que acomete
hospedeiros imunocompetentes 29, Inicialmente era
encontrado em Eucalyptus camaldulensis na Austrélia®, e
posteriormente em restos vegetais de outras espécies de
eucaliptos em diferentes paises. No Brasil, o C. neoformans
variedades gattii foi também encontrado em cassia rosa
(Cassia grandis), ficus (Ficus microcarpa) e outros, eviden-
ciando outros habitats naturais para essa variedade.

No ano de 1998 a variedade grubii foi reconhecida®,
sendo encontrada em quase todos os relatos de casos
associados a AIDS nos EUA. No entanto, a variedade grubii
pode ser encontrada em pacientes imunodeficientes, alguns
individuos higidos, fontes veterinarias, fezes de péssaros,
substratos como sucos de frutas em fermentacdo, agua,
madeira, solo e ar®,

As variedades neoformans e grubii diferem da variedade
gattii nos seus cariétipos eletroforéticos, na amplificacéo
polimérfica do DNA e nas seqliéncias de rDNA®.

O Cryptococcus neoformans foi isolado pela primeira vez
em 1985, a partir de um suco de frutas em deteriorizacéo.
Esse fungo tem em suas caracteristicas morfoldgicas o for-
mato esférico ou ovdide de aproximadamente 4 a 12um
de didmetro e é cercado por uma cépsula espessa de polis-
sacarideos. Cresce em culturas no meio de dgar Sabouraud
a temperatura ambiente (25 a 37°C), formando col6nias
de cor creme, brilhosas e mucéides. Nao fermenta carboi-
dratos, mas assimila glicose, maltose, sacarose e galactose.
A uréia é por ele hidrolisada. Nos tecidos do hospedeiro, o
fungo apresenta-se como levedura encapsulada, fato que
o torna Unico entre os fungos patogénicos®.

Os fatores que induzem a patogenicidade do C. neo-
formans sao divididos em dois grupos: um relacionado as
caracteristicas do estabelecimento de infec¢do no hospedei-
ro e capacitacdo de sobrevivéncia do parasita no mesmo,
e outro relacionado aos fatores de viruléncia propriamente
ditos afetando o grau de patogenicidade.

Para transpor as barreiras existentes no trato respiratério
e depositar-se nos alvéolos pulmonares, o microrganismo
deve produzir formas viaveis de tamanhos compativeis com
um didmetro médio menor que 4um. Isso ocorre através da
reproducdo sexuada, onde hé producéo de basidiésporos de
tamanhos entre 1,8 a 3um. Para o crescimento do fungo nos
tecidos do hospedeiro é necessério transpor as condicdes
fisioldgicas existentes no sitio de infeccdo. Ele deve crescer
a 37°C, numa concentracdo de gés carbonico aproxima-
damente de 5% e pH entre 7,3 e 7,4. Para o crescimento
a 37°C, o fungo deve expressar a subunidade catalitica A
da proteina calcineurina, fosfatase especifica para serinas
e treoninas, sendo esta ativada por Ca*? calmodulina e en-
volvida na resposta ao estresse do fungo. Essa proteina tem
papel fundamental para o crescimento do microrganismo
no hospedeiro e é necessaria a sua patogenicidade®.

A cépsula polissacaridica é um fator de viruléncia do
C. neoformans®. Ela atua na resisténcia a fagocitose me-
diada por macréfagos, neutréfilos e mondcitos®, sendo
decorrente do potencial zeta negativo dos componentes
capsulares, o que provoca repulsao eletrostética. Resulta na
diminuicdo da fagocitose, havendo consideravel diminuicéo
da apresentacdo de antigenos nas células T, acarretando
diminuicdo da resposta imunoldgica. Essa capsula também
interfere na presenca dos componentes do complemento
impossibilitando a ligacdo aos receptores CR3 dos leucécitos
e prejudicando a resposta leucocitaria®. Concentragdes
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de bicarbonato e gés carbdnico em condicdes fisioldgicas
normais humanas também induzem a producéo da cépsula.
De modo anélogo, limitacdes de ferro levam a intensa ela-
boracdo da estrutura capsular por parte do fungo®.

O C. neoformans é capaz de produzir, em meio de cultura
e durante a infeccao, o poliol D-manitol. Este manitol pode
ser tanto utilizado como secretado pelo C. neoformans. A
quantidade desse poliol secretada esté relacionada com
a quantidade de microorganismos presentes no sitio da
infeccdo, apresentando-se como osmdlito ou antioxidante
durante o processo da infeccdo. A producdo de manitol
pelas células do C. neoformans no local da infeccéo é res-
ponsavel pelo aumento da resisténcia ao estresse provocado
por choque térmico, diferencas osméticas, dano por formas
reativas de oxigénio e ataque mediado por polimorfonuclea-
res, com conseqliente aumento da patogenicidade®.

A enzima urease € secretada pelo fungo em condigdes
normais de crescimento tanto no meio ambiente quanto em
quadros patol6gicos. Uma metaloenzima catalisa a hidrdlise
da uréia a amonia e carbamato. Essa enzima tem impor-
tancia durante a infeccdo no pulmao, levando a diferentes
respostas teciduais em casos de mutantes ndo-produtoras
de urease®™. Outras enzimas que atuam como fator de vi-
ruléncia no C. neoformans séo as proteases. O mecanismo
de viruléncia dessas proteinas é o inicio da invasdo dos
tecidos do hospedeiro e da destruicao das proteinas de
cunho imunoldgico®. A enzima fosfolipase atua degradan-
do membranas celulares das células do hospedeiro, com
conseqliente penetracao tecidual®.

Outra caracteristica do C. neoformans é a capacidade de
sintetizar melanina, através de substratos especificos@®. A
enzima responsavel pela formacdo de precursores envolvi-
dos na sintese de melanina é uma fenoloxidase intracelular,
caracterizada como uma lacase. Essa classe de enzimas
pertence a familia das oxidases, que tem como co-fator
os fons cobre e ferro. A sintese de melanina esta condicio-
nada a existéncia de DOPA exdgena, que é transportada
para o meio intracelular. Essa melanina criptocécica tem
sido observada como um fator de viruléncia. Localiza-se
na parede celular do fungo e confere a célula um efeito
protetor contra reacdes oxidativas, atuando na defesa
contra a radiacdo UV e o ataque das células de defesa(?. A
melanina dé protecéo a célula fingica contra as defesas do
hospedeiro em funcdo de sua capacidade de reter enzimas
hidroliticas provenientes do fungo préximo a parede celular.
Com isso gera a estabilidade das enzimas impedindo que as
mesmas sejam degradadas, deixando os produtos da acdo
dessas enzimas para o microorganismo‘®. A melanina do

C. neoformans tem a capacidade de proteger as proteinas
do hospedeiro, impedindo que as proteinas microbicidas
interfiram na membrana plasmética do fungo e resultem
na acdo hidrolitica de algumas enzimas('?.

A criptococose tem a forma meningoencefalica como a
mais freqiiente, sendo fundamental o diagnéstico precoce,
para reduzir a morbidade e a letalidade dessa micose.

Material e método

Foram colhidas 88 amostras de excretas de pombos em
cinco pracas de Porto Alegre, Rio Grande do Sul. As amos-
tras sdo raspados de excretas encontradas no solo. Foram
colhidas as amostras envelhecidas e secas, e as amostras
frescas provenientes de pombos (Columba sp.). Essas amos-
tras foram acondicionadas em frascos plasticos estéreis. O
material foi processado em camara de fluxo laminar (classe
2-B1). Aamostra foi homogeneizada em gral com pistilo de
porcelana previamente esterilizado. Cerca de 1g do material
homogeneizado foi suspenso em 2ml de solucéo fisioldgica
estéril. Apés agitacdo em vortex por trés minutos e repouso
por 30 minutos a temperatura ambiente, o sobrenadante
foi aspirado e 0,1ml foi semeado em placa de Petri com
meio de agar Sabouraud. As placas foram incubadas em
estufa a temperatura entre 29 e 30,5°C e observadas dia-
riamente até sete dias. As col6nias lisas, tmidas, brilhantes
e de coloracdo creme a marrom foram repicadas na forma
de estrias em placa de agar Sabouraud para isolamento
(Figura 1) e posterior obtencdo de subcultivos em tubos
contendo &gar Sabouraud 2%, para a realizacéo da prova

de identificacdo (prova da urease). O exame direto foi feito
em montagens de lamina com a suspensdo das fezes e tinta
da China e sobrepondo uma laminula (Figura 2). A presenca
de leveduras com formas regulares, globosas, arredondadas,
encapsuladas, unibrotantes ou multibrotantes e sem hifas ou
pseudo-hifas sugeriu a presenca do fungo, por ser a capsula
de polissacarideos uma estrutura peculiar do C. neoformans
e ndo de outras leveduras, o que permite sua identificacdo
(Figura 2). Foi também estimada numericamente a quan-
tidade de propagulos de C. neoformans existentes em cada
amostra positiva através da contagem das col6nias com
caracteristicas de C. neoformans que se desenvolveram a
partir da semeadura de 0,1ml que é equivalente a 0,05¢g
de fezes; essa contagem foi entdo expressa em unidades
formadoras de colénias do fungo por grama de matéria
organica processada (UFC/g). Posteriormente foi realizado
o teste fisioldgico da producao de urease (Figura 3) confir-
mando o crescimento do fungo.
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Figura 1 - Crescimento de C. neoformans em placa de dgar Sabouraud,
demonstrando o isolamento das coldnias. A) verso; B) frente da placa

Resultados

Das 88 amostras analisadas, 100% foram positivas para
Cryptococcus neoformans nos cinco ambientes estudados
(Tabela). A contagem das unidades formadoras de colonias
(UFC) de C. neoformans foi realizada em todas as amostras
positivas (Tabela).

Emmons, no inicio da década de 1950, ja fazia refe-
réncia as excretas de pombos (Columba livia) como fontes
saprofiticas de C. neoformans em ambientes urbanos®7.
Staib (1984) refere a exposicdo de homens e animais na
epidemiologia da criptococose®”. No entanto, ainda nao
foi esclarecido o porqué da presenca do fungo nesses
excrementos, uma vez que o mesmo ndo ¢ isolado do
trato intestinal desses pombos. Existem poucos relatos de

Figura 2 - Cdpsula de C. neoformans delineado por tinta da China em aumento de

100x. O circulo externo representa a cdpsula e a estrutura interna, a célula fiingica

F A B !

Bakns
e

Figura 3 - Prova da urease em tubo A) prova negativa; B) prova positiva

criptococose em pombos‘*29, porque eles sdo resistentes
a invasao pelo fungo devido a sua elevada temperatura
corporal. O isolamento do C. neoformans em excretas de
psitacideos também jé foi relatado na literatura. Essas aves
tém o hébito de raspar e fragmentar pedacos de madeira
e galhos, onde as condicdes sdo favoraveis a sobrevi-
véncia e a multiplicacdo do C. neoformans* 2. Nossos
resultados 100% positivos comprovam a contaminacdo
das excretas dos pombos urbanos por C. neoformans na
nossa cidade.

Foram observadas concentracdes do fungo até mais
de 10 mil unidades formadoras de col6nias por grama
de material semeado, confirmando a existéncia de fontes
ambientais desse fungo. Nesses locais o fungo pode ser
disperso no ar e, posteriormente, inalado. A inalacdo de
grande quantidade dos propagulos podera causar doenca
em individuos imunocompetentes e imunodeprimidos.
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LI EW  Distribuicdo das amostras e respectivos resultados

Local Amostras Exame direto com  Exame da colonia Teste Isolamento de C.
tinta da China com KOH 10% da uréia neoformans UFC/g
Praca 1 lall Positivos Positivos Positivos Superior a
10.000UFC/g
12 Negativo Positivo* Positivo 4.500UFC/g
13222 Positivos Positivos Positivos Superior a
10.000UFC/q
Praca 2 23238 Positivos Positivos Positivos Superior a
10.000UFC/g
Praca 3 39 a 59 Positivos Positivos Positivos Superior a
10.000UFC/g
Praca 4 60 a 72 Positivos Positivos Positivos Superior a
10.000UFC/q
Praca 5 73 a2 88 Positivos Positivos Positivos Superior a

10.000UFC/g

UFC = unidades formadoras de coldnias; *positivo para a presenca de células leveduriformes cuja identidade de C. neoformans foi confirmada pela positividade do teste da

urease.

A doenca pode disseminar-se e atingir o sistema nervoso
central (SNC), em fun¢do do tropismo desse fungo pelo
SNC. Atribui-se essa afinidade as concentracdes 6timas de
nutrientes (tiamina, 4cido glutamico, glutamina, dopamina,
carboidratos e minerais) assimilaveis pelo fungo presentes
no liquido cefalorraquidiano, e a fraca ou ausente resposta
inflamatéria do tecido cerebral(.

Swinne et al.®9 isolaram C. neoformans var. neofor-
mans da poeira doméstica das amostras oriundas das
residéncias dos pacientes com criptococose associada a
AIDS. Em outro estudo foi demonstrada uma correlagao
significativa entre a existéncia de pombos préximas ao
ambiente domiciliar e a probabilidade de contaminacdo
dessas residéncias por C. neoformans. Conseqlientemen-
te, pacientes com AIDS apresentavam risco aumentado
de adquirir a doenca quando residentes em domicilio
positivo para o fungo@" 22,

Mitchel e Perfect® relataram que é grande o ndmero
de individuos com anticorpos circulantes ap6s exposicéo e
manejo de aves e habitats contaminados com propagulos
do C. neoformans. Porém, podem nao desenvolver a doen-
ca. O C. neoformans infecta individuos imunocompetentes
e imunodeprimidos, com variagdes nos achados clinicos
e radioldgicos. O fator predisponente mais comum € a

imunossupressdo relacionada com alteracdes da funcao
das células T.

Conclusao

Os resultados obtidos neste estudo permitiram verificar

a elevada prevaléncia ambiental do agente flngico C. ne-
oformans nos pombos que habitam as pracas localizadas
na cidade de Porto Alegre, sendo verificado que em todas
as pracas onde as coletas foram realizadas foi encontrado
ndmero semelhante de propagulos por grama de fezes,
permitindo assim afirmar que, independente da localizacdo,
nao houve diferenca significativa na contaminacao ambien-
tal verificada. Estes achados trazem a luz a questéo de mi-
nimizar o risco de exposi¢do a microfocos de C. neoformans
em locais de circulagéo publica e em domicilios de pacientes
imunodeprimidos através da vigilancia das condi¢des de
higiene e limpeza de excretas, aeracdo, iluminacao e ven-
tilacdo adequadas, bem como monitorizacdo de locais de
risco. A presenca do C. neoformans em 100% das amostras
pesquisadas neste estudo sugere estudos subsequientes para
monitorar essa freqliéncia e determinar a variedade do C.
neoformans de maior prevaléncia em Porto Alegre.
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