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    APRESENTAÇÃO




    Cryptococcus neoformans é o agente etiológico da criptococose doença infecciosa cosmopolita que acomete animais e humanos, especialmente imunodeprimidos.




    Em meados da década de 1980 com o crescimento do número de pacientes com o HIV (Human Immunodeficiency Virus) observou-se que mais de 80% das infecções criptococócicas na época foram relatadas em pacientes com estas características, com prevalência variando de 2 a 10% nos Estados Unidos, Europa Ocidental e Austrália e 5 a 30% na África1. Estima-se a mortalidade em 10% nos países desenvolvidos e 43% nos países emergentes2. Em países considerados de baixa renda, a mortalidade foi estimada em 70%; 40% em países de renda média, 20 a 30% na Europa e 20% na América do Norte3.




    No período entre 1990-2017 foram relatados 6.011 casos de criptococose somente na África4. Há uma estimativa de 223.100 casos de meningite criptococócica por ano em pacientes com HIV e contagens de CD4<100 células/µl, resultando em 181.100 mortes5. Nas regiões tropicais e subtropicais, com maior ônus da doença, a proporção de mortes relacionadas com o HIV devido ao Cryptococcus, representa cerca de 15%, sendo a segunda causa mais comum de mortalidade relacionada ao HIV em adultos, após a tuberculose 4.




    A infecção ocorre por inalação das leveduras que se estabelecem no pulmão e pode se disseminar para outros órgãos por via hematogênica, tendo tropismo pelo sistema nervoso central6. Entretanto, a criptococose também pode acometer indivíduos não infectados pelo HIV, como transplantados, paciente com outras condições imunossupressoras e pacientes imunocompetentes7,8. Estima-se que no Brasil a meningite criptococócica ocorra como primeira manifestação oportunista em cerca de 4,4% dos casos de HIV e que a prevalência da criptococose associada ao HIV esteja entre 8% e 12% na região sudeste. Nas regiões norte e nordeste prevalecem os casos de criptococose em indivíduos sem evidência de imunossupressão, causados pela variedade gattii, comportando-se como endemia regional. Nos países desenvolvidos a mortalidade por criptococose seja 10%, chegando a 43% nos países em desenvolvimento9.




    A anfotericina B, associada ou não a 5-flucitosina é o principal tratamento e entre os fatores de virulência mais estudados estão à produção de cápsula polissacarídica rica em glicoxilomanana e a produção de proteinases e fosfolipases extracelulares10,11,12.




    Considerando que C. neoformans é um dos principais patógenos em indivíduos imunodeprimidos, que o uso da anfotericina B, associada ou não a 5-flucitosina é o principal tratamento para a criptococose, apesar dos efeitos colaterais, como a nefrotoxicidade serem extremamente graves e que existe a possibilidade da resistência de algumas cepas aos antifúngicos convencionais 11 é relevante contribuir com novas opções terapêuticas, eficazes, seguras, de baixo custo para a população com maior acessibilidade ao produto, no controle de condições mórbidas prevalentes. Estudos apontam as valiosas propriedades terapêuticas de óleos essenciais de plantas sobre as leveduras patogênicas13.




    Na busca de novas alternativas terapêuticas, eficazes, seguras e de baixo custo avaliou-se nesta pesquisa a atividade in vitro dos óleos essenciais de Eucalyptus citriodora Hooker, Eucalyptus globulus Labill, Eugenia caryophyllus Sprengel, Melaleuca alternifolia Chell e Thymus vulgaris Linneaus e os compostos químicos de Eugenia caryophyllus e Thymus vulgaris sobre C. neoformans.




    A avaliação da atividade antifúngica destes óleos essenciais e compostos químicos foi realizada sobre isolados biológicos de origem humana e ambiental. Assim como a pesquisa da presença, redução ou ausência de cápsulas polissacarídicas e a produção das exoenzimas proteinase e fosfolipase, de isolados de C. neoformans, antes e após contato com os óleos essenciais e principais compostos químicos. Também avaliou-se a atividade dos isolados de C. neoformans frente ao antifúngico anfotericina B.




    Nas condições desse estudo conclui-se que os óleos essenciais de E. caryophyllus e T. vulgaris, apresentaram atividade fungicida com as menores concentrações inibitórias em relação aos óleos essenciais de E. citriodora, E. globulus e M. alternifoia e cada composto químico sobre os isolados biológicos.




    Quanto à produção de proteinase e fosfolipase todos os isolados eram fortemente produtores das exoenzimas e após exposição aos óleos essenciais e compostos químicos todos tornaram-se não produtores. Quanto a presença de cápsulas todos os isolados apresentavam cápsula e após contato com o óleo essencial e compostos químicos, ocorreu redução ou ausência da mesma, bem como as células de leveduras tenderam a se agrupar em número de 2, 4 ou mais células.
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    CAPÍTULO 1 - GÊNERO Cryptococcus





    O gênero Cryptococcus é classificado segundo o estado teleomórfico no Reino: Fungi, Divisão: Basidiomycota, Ordem: Filobasidiales, Família: Filobasidiaceae, Gênero Filobasidiella: Espécie: Filobasidiella neoformans var neoformans (sorotipo A e D) e Filobasidiella neoformans var bacillispora (sorotipo B e C). E respectivamente, na forma anamórfica: Cryptococcus neoformans var neoformans e Cryptococcus neoformans var gattii14,15. Cryptococcus sp podem formar hifas verdadeiras durante a reprodução sexuada, mas não são considerados fungos dimórficos verdadeiros porque a fase filamentosa é apenas transitória, surgindo após fusão entre dois mating types, ou tipos sexuais: α e a resultando no estágio sexuado do fungo denominado Filobasidiella spp 15,16.




    Este gênero possui em torno de 40 espécies e bioquimicamente, as espécies não fermentam açúcares, hidrolisam amidos, produzem urease e assimilam Inositol 15.




    Três sorotipos de C. neoformans foram reconhecidos e são citados por alguns autores como: sorotipo A (var. grubii), sorotipo D (var. neoformans) e sorotipo AD híbrido. Posteriormente C. neoformans foi definido como tendo duas variedades, var neoformans e var gattii17,18,19.




    Estudos genômicos mostraram que as diferenças genéticas entre as variedades foram suficientes para classificá-las em duas espécies distintas:. C. neoformans e C. gattii; sendo considerados os principais patógenos para os seres humanos 19. E em cinco sorotipos com base na especificidade antigênica do polissacarídeo capsular, denominado glicoronoxilomanana (GXM), que é sintetizado tanto in vivo quanto in vitro, ficando C. neoformans (sorotipos A, D e AD), com distribuição mundial e responsável pela maioria das infecções associadas aos pacientes infectados pelo HIV (Human Immunodeficiency Virus) e C. gattii (sorotipos B e C) limitado a regiões tropicais e subtropicais, frequentemente podendo ser a causa de infecção em indivíduos imunocompetentes. O sorotipo AD é o resultado da fusão entre a variedade de sorotipo A e um sorotipo D seguido por um defeito na meiose devido a incompatibilidades genômicas 11-20,21,22.




    A criptococose é causada por duas espécies subdivididas em tipos moleculares de acordo com diferentes técnicas23: C. neoformans, com os principais tipos moleculares VNI/VNII/VNB (C. neoformans var. grubii, sorotipo A), VNIV (C. neoformans var. neoformans, sorotipo D e VNIII (híbridos AD); e C. gattii com VGI, VGII, VGIII e VGIV (sorotipos B e C).




    Além disso, alguns híbridos de interespécies como AB e BD podem ocorrer24,25. Uma proposta para elevar o status do tipo molecular principal ao nível das espécies foi publicada em 201526. No entanto, a nomenclatura clássica do complexo C. neoformans/C. gattii como espécies ainda é utilizado.




    1.1CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS





    C. neoformans são leveduras que macroscopicamente apresentam colônias lisas, convexas, na cor creme-amarelado, em meios de cultura sólidos, crescem entre 20 e 37°C e microscopicamente apresentam formas arredondadas com 3 a 6 µm de diâmetro e se reproduzem por brotamento. No hospedeiro e em certos meios de cultura, observa-se uma cápsula de polissacarídeo ao redor de cada célula. (Figura 1). Cepas de C neoformans podem utilizar creatinina como fonte de nitrogênio e produzir melanina. É comumente encontrada nas fezes de pombos ou no solo 14,15.




    Normalmente os isolados de C. neoformans são do sorotipo A e D. O sorotipo A é predominantemente o mais isolado e o responsável por 95% das infecções. O sorotipo D é mundialmente encontrado, sendo prevalente em climas temperados. Na Europa, 30% dos isolados são deste sorotipo 20.




    As manifestações clínicas das infecções causadas pelos sorotipos A e D são semelhantes, embora sejam relatadas diferenças quanto à virulência em modelos animais27.




    O sorotipo AD é um híbrido das variedades A e D. Diferentemente do que se pensava a infecção por esse sorotipo pode ser comum. Lengeler et al28 e Xu et al29, relataram que na América do Norte aproximadamente 7,5% dos isolados ambientais são sorotipo AD. No Brasil a presença do sorotipo AD foi observada em isolados de amostras tanto de origem humana como ambiental30.
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    Figura 1: Micrografia de Cryptococcus neoformans - Aumento 400X




    O polimorfismo celular de C. neoformans também está envolvido com a dinâmica da patogênese. Células de morfologia menores ou maiores do que as habituais, denominadas de formas anãs ou microformas (< 1µm de diâmetro) e células gigantes ou titãs (>10 a 100µm de diâmetro) é outro aspecto do polimorfismo em C. neoformans31,32.




    Geralmente as células anãs são encontradas dentro de macrófagos, mas a interferência dessa ocorrência para evolução da infecção é desconhecida. Já as células titãs são mais resistentes à fagocitose, possuem tolerância a danos oxidativos e estresse nitrosativos (espécies reativas de nitrogênio atuam junto com espécies reativas de oxigênio) danificando as células do hospedeiro. Essas células titãs representam um problema para o hospedeiro porque contribuem para a sobrevivência fúngica, a disseminação para o sistema nervoso central e, possivelmente, até mesmo o período de latência 32.




    A levedura é encontrada em substratos de origem animal e vegetal e a infecção ocorre com a inalação de basidiósporos ou leveduras desidratadas infectantes presentes no ambiente. A infecção ocorre em locais contaminados por excretas secas de aves, pela ingestão de poeira e/ou de alimentos contaminados com as excretas, sendo eventualmente eliminadas para o meio ambiente, e por inalação das leveduras destes ambientes, se estabelecem no pulmão e pode se disseminar para outros órgãos por via hematogênica, tendo tropismo pelo sistema nervoso central (SNC) 6.




    1.1.1 Fatores de virulência




    Apesar de certos aspectos da virulência ser determinados geneticamente, estes são expressos pelos microrganismos apenas quando existem condições ambientais favoráveis, tais como: teor nutricional, atmosfera de oxigênio e temperatura. Essas condições são especificas para cada microrganismo e podem variar de hospedeiro para hospedeiro e mesmo entre os diferentes tecidos de um mesmo hospedeiro33.




    Nenhum fator de virulência parece ser responsável individualmente pela patogenicidade, mas provavelmente uma combinação dos diferentes fatores que atuam em determinadas fases da infecção34.




    Cryptococcus spp possuem uma variedade de fatores de virulência, como a produção de cápsula polissacarídica, melanização, secreção de exoenzimas, enzima urease, termotolerância e sobrevivência intracelular, conferindo uma vantagem ao microrganismo durante a infecção35.




    Entre os fatores de virulência mais estudados estão à produção de cápsula polissacarídica rica em glicoxilomanana, crescimento a 37°C e a produção das exoenzimas proteinases e fosfolipases 11,12.




    A cápsula é considerada um importante fator de virulência com capacidade imunossupressora e antifagocítica. É constituída pelos polissacarídeos glucuronoxilomanana (GXM) (90%), galactoxilomanana (GalXM) (7%) e manoproteína (MP) (3%)14-30 36,37,38. Como um patógeno intracelular facultativo, Cryptococcus libera a cápsula polissacarídica intracelularmente, que se acumula em vesículas no citoplasma, e que tem efeito negativo nos macrófagos permitindo a sobrevivência da levedura39. A cápsula promove a proteção do fungo no meio ambiente como a desidratação e o efeito de radiações solares 38,39. Os sinais que induzem o crescimento da cápsula são heterogêneos, tais como pH, concentrações de ferro livre, disponibilidade de CO2, osmolaridade do meio, concentração de nutrientes, temperatura e sorotipo 38.




    A distinção dos cinco sorotipos neste fungo (A, B, C, D e AD) é baseada na reação imunológica com antissoro produzido contra epítopos dos polissacarídeos que compõe a cápsula da levedura 30.




    Para iniciar uma infecção sistêmica, qualquer microrganismo deve ser capaz de crescer no hospedeiro 14. Estudos com mutante de C. neoformans sensível a altas temperaturas demonstraram ter a virulência atenuada40. C. neoformans e C. gattii crescem a 37°C41, mas nem todas as leveduras do gênero Cryptococcus tem habilidade de crescer nessa temperatura 14. A 41°C, essas leveduras podem ser inibidas ou mortas, sendo esta temperatura de restrição determinante para a patogenicidade. Apesar de C. neoformans e C. gattii apresentarem bom crescimento a 37°C, a temperatura ótima de crescimento para ambas as espécies está entre 30 e 35°C 14-40.




    Quanto as exoenzimas, as proteinases contribuem para a virulência do microrganismo por destruírem proteínas do hospedeiro, causando danos tecidual ou vasodilatação crescente, que provavelmente fornece nutrientes para o patógeno, fazendo com que ocorra a invasão e disseminação dos fungos nos tecidos do hospedeiro. As proteinases atuam por meio da degradação de proteínas como: colágeno, elastina, fibrinogênio e principalmente de proteínas imunologicamente importantes como imunoglobulinas e fatores do sistema complemento. Desta forma pode interferir com os mecanismos de defesa do hospedeiro, pela destruição destas proteínas envolvidas no sistema imune42. C. neoformans apresenta na maioria das vezes baixa atividade proteolítica 36.




    A fosfolipase é um fator de virulência relacionado à capacidade da levedura de desestabilizar as células epiteliais e endoteliais, por meio da hidrólise das ligações éster em glicerofosfolipídeos na bicamada lipídica da membrana celular43, permitindo a penetração do microrganismo nos tecidos do hospedeiro.
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