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RESUMO

TESE DE DOUTORADO

Manoel Gionovaldo Freire Lourencgo

Introducéo : O envolvimento do sistema nervoso central com meningites tem sido tradicionalmente
relatado em ambas as infecgcdes por C. neoformans e C. gattii, com ou sem sinais clinicos ou
radiologicos de lesdo pulmonar. Quase todas as formas disseminadas por cepas de C. neoformans
ocorreram em individuos imunocomprometidos, exceto em poucos casos com fatores
predisponentes, sugerindo a existéncia de alguns mecanismos de escape. Em contraste,
criptococose por C. gattii, quase sempre afeta individuos sem prejuizo imune identificavel, e
comumente apresenta lesGes de massas pulmonares e sistema nervoso central associado a
meningite. Como o0s mecanismos envolvidos nos estagios precoces da infec¢do pulmonar por
espécies de Cryptococcus ainda sdo poucos conhecidos, foram acompanhados separadamente o
processo de internalizacdo, de duas cepas de C. neoformans e C. gatti, nos pulmbes de
camundongos imunocompetentes, descrevendo esta penetracdo e comparando possiveis
diferencas. Materiais e Métodos : Camundongos Swiss Webster foram instilados intratraquealmente
com: a) 10° leveduras de C. neoformas em 50pL de salina (30 animais); b) 10° leveduras de C. gattii
em 50uL de salina (30 animais); ou c) 50uL de salina sem leveduras de Cryptococcus (10 animais).
ApOs a instilagdo o abdémen dos camundongos foi comprimido e liberado para promover uma
inalacao profunda. Os animais foram mortos 2, 12, 24, 48 e 72h ap0s a instilagao. A cada periodo os
animais foram mortos por injecdo intraperitonial de 1.0 mL de pentobarbital sodico a 2,5%.
Resultados e Discussdo: A histopatologia entre os pulmfes de camundongos infectados por C.
neoformans ou C. gattii revelaram peculiaridades importantes. Uma das diferencas principais foi a
expressdo precoce da capsula de polissacarideo por C. neoformans em comparagao com C. gattii.
Por causa da expressédo precoce da sua capsula de polissacarideo, C. neoformans € maior em
tamanho, o que pode contribuir para seu escape dos mecanismos de defesa do hospedeiro e, maior
persisténcia no trato respiratdrio. Este mecanismo de escape e a conseqiente dificuldade para
difusdo resultam numa grande reacdo inflamatdria local acompanhada de brotamento precoce.
Conclusftes : A invasdo pulmonar e os mecanismos de disseminacdo de Cryptococcus no trato
respiratério em estagios precoces da infeccdo experimental ndo dependeram diretamente da
participagdo de células mononucleares e neutrofilicas. Este processo aconteceu, em parte, pela
interacao fisica entre os fungos e o epitélio respiratorio, contudo sendo desconhecido os
mecanismos intrinsecos.
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ

INITIAL PULMONARY HISTOPATHOLOGICAL CHANGES IN EXPERIMENTAL ACUTE INFECTION
CAUSED BY Cryptococcus neoformans E C. gattii ON IMMUNOCOMPETENT SWISS WEBSTER

ABSTRACT

TESE DE DOUTORADO

Manoel Gionovaldo Freire Lourenco

Summary

Backgrounds/Aims : As the pathogenic mechanisms involved in the early stages of lung infection by
Cryptococcus species are still poorly known, the process of internalization in the lung in
imunocompetent mice we followed separately, describing its penetration and comparing possible
differences.The involvement of central nervous system (CNS) with meningitis has been traditionally
reported in both C. neoformans and C. gattii infections, with or without clinical or radiological signs of
pulmonary lesion. Almost all disseminated forms by C. neoformans strains occur in
immunocompromised individuals, except in a few cases without known predisposing factor, suggesting
the existence of some escape mechanisms. In contrast, cryptococcosis by C. gattii almost always
affects individuals with no identifiable immune impairment, and commonly presents, beside meningitis,
CNS and pulmonary mass lesions. Materials and Methods : Animals were intratracheally instilled
with: a) 10° yeast cells of C. neoformans in 50pL of saline (30 animals); b) 10° yeast cells of C. gattii in
50uL of saline (30 animals); or c) 50uL of saline without fungi (10 animals). After instillation, mice
abdomen was compressed and released to cause deep inhalation. Animals were killed at 2, 12, 24, 48
and 72 hours post-instillation (p.i.). At each period, mice were killed by intraperitoneal injection of 1.0
mL of 2.5% sodium penthotal. Results/Discussion : Comparison between C. neoformans and C. gattii
infected mice revealed important peculiarities. One of the major differences was the earlier expression
of the polysaccharide capsule by C. neoformans in comparison to C. gattii. Because of its earlier
polysaccharide capsule expression, C. neoformans is larger in size, which can contribute for its
escape from the host defense mechanisms and longer persistence in the respiratory tract. This escape
mechanism and the consequent difficulty to diffusion result in a large local inflammatory reaction and
early budding. Conclusion : Pulmonary invasion and dissemination mechanism of Cryptococcus at the
respiratory tract level at the early stages of the experimental infection does not depend directly on the
participation of neutrophils and mononuclear cells. That process takes place, in part, through the
physical interaction between the fungi and the respiratory epithelium, being the intrinsic mechanisms
yet unknown.
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1.0 - Introducéo

A incidéncia de doenca fungica invasiva aumentou drasticamente durante as
tltimas décadas correspondendo ao crescente numero de pacientes
imunocomprometidos. Os principais fatores de riscos para a infeccdo fungica severa
incluem a administracéo de antibioticos de largo-espectro, o uso de corticosterdide e
agentes cititdxicos, procedimentos médicos invasivos, e infec¢do por HIV. A elevada
incidéncia de infec¢Bes fungicas levou os investigadores a identificar determinantes
de viruléncia e a perguntar por que os fungos ambientais podem causar doencas
(Casadevall & Perfect, 1998; Kwon-Chung, 1998; Correa et al., 1999; Casadevall &
Pirofski, 2000; Grosse, 2001; Pirofski & Casadevall, 2002; Hoang et al., 2004).

A criptococose tem uma distribuicdo mundial, coloca-se ente as infeccdes
fungicas humanas de significativa letalidade e morbidade, causada por
basidiomicetos de fungos zoopatogénicos. No momento, sdo propostas como seus
agentes etioldgicos, baseado em conceitos bioldgicos e fenotipicos, duas espécies
distintas de Cryptococcus: C. neoformans (sorotipos A, D, e AD) e C. gattii (sorotipos
B e C) (Kwon-Chung et al., 2002; Trilles et al., 2003; Kwon-Chung & Varma, 2006).
Tipagens moleculares 0s separaram em grupos principais (tipo VN para C.
neoformans e tipo VG para C. gattii) correspondendo a genétipos AFLP descritos em
grandes séries de isolados clinicos e ambientais, propiciando ferramentas para
estudos epidemioldgicos globais de criptococose e seus agentes (Kwon-Chung &
Bennett, 1984; Franzot, 1999; Steenbergen & Casadevall, 2003).

Micose de natureza sistémica com porta de entrada inalatéria, € causada por
leveduras patogénicas conceitualmente pertencentes ao “complexo Cryptococcus
neoformans” e apresenta-se com diferentes quadros clinico-epidemioldgicos: 1)
Criptococose por C. neoformans, infeccdo oportunistica, cosmopolita, associada a
condicdo de imunodepresséao celular, principalmente a aids; 2) Criptococose por C.
gattii, micose endémica em areas tropicais e subtropicais, onde prevalece em
individuos ndo imunocomprometidos, apresentando-se similar a outras micoses
sistémicas; 3) Criptococose por C. gattii sob a forma de surtos em animais e
humanos; 4) Criptococose oportunistica por C. gattii; e 5) criptococose primaria por



C. neoformans em individuos aparentemente sadios (Kwon-Chung & Bennett, 1992;
Passoni et al., 1998; Correa et al., 1999).

A partir da década de 1980, em paralelo a pandemia da infec¢éo pelo virus da
imunodeficiénca humana (HIV), a criptococose emergiu como importante infeccao
oportunistica associada. Simultaneamente, marcantes mudancas ambientais
ocasionadas pelo aquecimento global, desmatamentos desenfreados, queimadas e
outras atividades humanas, propiciaram expansdo dos agentes desta micose no
meio ambiente e, consequentemente, maior interacdo com hospedeiros humanos e
animais (Restrepo et al., 2000; Kidd et al., 2004).

O sistema nervoso central (SNC), com lesdo meningoencefalica
predominantemente de base, representa o principal sitio atingido (90%),
estreitamente relacionado ao risco de vida e graves sequelas, muitas vezes
incapacitantes, destacando-se a hipertensao intracraniana, hidrocefalia e perda de
visdo parcial ou total. Em frequéncia de sitios acometidos seguem-se as
manifestacdes pulmonares, cutaneas, 6sseas, associadas ou ndo as do SNC (Kwon-
Chung & Bennett, 1992).

Cryptococcus  spp. correspondem ao estado assexuado de
heterobasidiomiceto, Filobasidiella spp., da ordem Tremellales, um grupo de fungos
geralmente associados a substratos vegetais, ricos em lignocelulose (Kwon-Chung &
Bennett, 1992). Apresenta-se como levedura haploide, dipléide ou aneupldide,
capsulada, uni ou bibrotante, com a particular propriedade de produzir melanina
através difenoloxidase, enzima recentemente identificada como uma lacase
(Williamson, 1994).

Estudos feitos por Kwon-Chung & Bennett (1992), apontavam para uma
espécie heterogénea com duas variedades distintas (C. neoformans var. neoformans
e C. neoformans var. gatti). Desses estudos, quatro fenotipos basicos foram
identificados pela reatividade de antigenos capsulares a soros hiperimunes,
determinados pela estrutura do componente capsular maior, uma
glucuronoxilomanose (GXM); denominados sorotipos A, B, C e D. Entretanto,

estudos taxondmicos com base no polimorfismo de DNA por AFLP (amplified



fragment lenght polimorphism) e analise de sequéncias IGS (intergenic spacers -
Espacadores intergénicos do DNA ribossomico) sugerem tratar-se de duas espécies
distintas: C. neoformans e C. gattii, correspondendo aos teleomorfos Filobasidiella
neoformans e F. bacillispora, respectivamente (Diaz et al., 2000; Boekhout et al.,
2001).

Os principais fatores de viruléncia relacionados a patogenicidade de
Cryptococcus séo: a termotolerancia a 37°C, a producao de polissacarideo capsular
e a atividade de lacase. Varios genes relacionados a estes fatores ja foram
caracterizados e clonados (Wickes, Moore & Kwon-Chung, 1994; Alspaugh, 2000).
Outro fator de viruléncia esta relacionado aos tipos sexuados MATa e MAT a.
Modelos animais indicam maior viruléncia de isolados MATa, que apresentam
também maior resisténcia aos antifungicos in vitro. Acredita-se que ciclos de
reproducdo sexuada com Filobasidiella spp. possam gerar linhagens recombinantes
com novos genotipos e, assim, alterar a viruléncia de isolados (Kwon-Chung &
Bennett, 1978).

O envolvimento do sistema nervos central (SNC) com meningites tem sido
relatada tradicionalmente em infec¢des por C. neoformans e C. gattii, com ou sem
sinais clinicos e radiologicos de lesdo pulmonar. Quase todas as formas
disseminadas por cepas de C. neoformans ocorrem em individuos
imnocomprometidos (Casadevall & Perfect, 1998), exceto em alguns casos sem fator
predisponente conhecido, sugerindo a existéncia de alguns mecanismos de escape
(Kawakami et al., 1997; Kwon-Chung & Bennett, 1984). Em contraste, criptococose
por C. gattii quase sempre afeta individuos sem prejuizo imune identificavel, e
geralmente apresenta-se associado a meningites, lesbes em massa pulmonares e
no SNC (Steenbergen & Casadevall, 2003). Foram descritos surtos de pneumonia e
infeccbes do SNC causados por C. gattii em animais (Kidd et al., 2004; Franzot et
al., 1999; Bar¢ et al., 1998) e também em humanos. Na ilha de Vancouver, Canada,
C. gattii Mat a gendtipo/molecular VGII/AFLP6 foi identificado como agente de
pneumonia e miningoencefalite em humanos, gatos, cachorros e outros animais
(Kidd et al., 2004; Baro et al., 1998; Raso et al., 2004).

Véarios modelos animais foram usados para o estudo da patogénese da
criptococose, inclusive camundongos, porquinhos da india, ratos e coelhos
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(Casadevall & Perfect, 1998). A maioria deles que usou camundongos infectados
com cepas de C. neoformans pela via intraperitoneal, foi considerada os mais
convenientes. Entretanto, a inoculagao intratraqueal ou intranasal pode simular uma
infecdo natural (Casadevall & Perfect, 1998). A patogenicidade de duas cepas de C.
gattii foi analisada e comparadas para referenciar um modelo de camundongo

imunocompetente infectado pela via intraperitoneal (Torres-Rodriguez et al., 2003).

Neste sentido, os objetivos do presente trabalho foram descrever as
alteracdes histopatologicas pulmonares nos estagios iniciais da infeccdo
experimental por Cryptococcus neoformans e C. gatti via intratraqueal em
camundongos Swiss Webster imunocompetentes e, 0os processos de internalizacao

e disseminacao desses fungos.

Assim, o estudo produziu dados, que nos levaram a concluir que as
alteracdes histopatoldgicas pulmonares precoces na infeccdo pulmonar por C.
neoformans e por C. gattii, apresentando diferengas temporais entre a disseminacao
das espécies de fungo, a ndo dependéncia exclusiva da fagocitose para o processo,
e sugere a via linfatica peri-brbnquica como uma importante alternativa para

disseminagéo.



2.0- Revisao de Literatura

2.1 - ASPECTOS HISTORICOS - CRYPTOCOCCUS

Cryptococcus spp. foi descrito pela primeira vez por Sanfelice (1894), que
realizando estudos a partir do suco de péssego, isolou uma levedura capsulada, a
qgual denominou Saccharomyces neoformans. Naquele mesmo periodo, Busse e
Buschke (1895) realizaram a descricdo do primeiro caso de criptococose humana

com isolamento do agente.

Vuillemin (1901) reclassificou os fungos de Sanfelice e Busse para 0 género
Cryptococcus, denominando-os de C. neoformans e C. hominis, respectivamente.
Vuillemin (1901) também recuperou de uma lesdo pulmonar de cavalo, uma levedura

semelhante ao fungo observado por Busse e Buschke (1895).

Stoddard e Cutller (1916) descreveram dois casos de meningite e, em estudo
histopatolégico, visualizaram um halo claro ao redor das leveduras, interpretada
como evidéncia de lise celular, denominando o agente de Torula hystolytica.

Benham (1935) fez um estudo detalhado com numerosas leveduras incluindo
22 cepas patogénicas e nao patogénicas de Cryptococcus isoladas de humanos,
concluindo que os isolados formavam uma Unica espécie, C. hominis, com duas
variedades. O mesmo autor, por volta de 1950, propés o nome de Cryptococcus
neoformans como nome conservandum, tanto para isolados ambientais quanto para
os achados clinicos, encerrando a polémica em torno de designac¢fes inadequadas
até entdo usadas para casos de criptococose, tais como: Doenca de Busse-

Buschke, blastomicose, turulose e saccharomicose.

Beker et al. (1950), realizaram necropsias e documentaram a existéncia de
uma infeccao primaria complexa em individuos com e sem histéria de criptococcose.
Aqueles estudos estabeleceram que a patogénese da criptococcose fosse
semelhante a de Mycobacterium tuberculosis e envolvia uma infeccdo pulmonar

inicial que produzia uma inflamacéao granulomatosa dentro do pulmé&o.



Emmons (1955) obteve o primeiro isolamento ambiental do fungo de ninho e
fezes de pombos e de solos contaminados por estes. A partir de entdo, numerosos
trabalhos evidenciaram a presenca do fungo no meio ambiente, em diversas partes
do mundo, sempre relacionada a excretas de pombos, principalmente em centros

urbanos.

Staib (1963) demonstrou que C. neoformans produzia colonias marrons
quando cultivado em determinados meios, indicativo de sua capacidade de sintetizar

melanina.

Estudos imunoldgicos das amostras isoladas de pacientes com criptococose,
realizados por Benham (1935) e por Evans (1950), evidenciaram diferencas
antigénicas, determinadas pela composicdo do polissacarideo capsular do fungo,
identificando trés sorotipos — A, B e C. Vogel, vinte anos depois, identificou um
quarto sorotipo, o D, que também foi descrito por Walter & Coffee (1968).

Gattii & Eckels (1970) observaram uma levedura capsulada, de morfologia
alongada em forma de charuto, ao lado de células arredondadas classicas. A
levedura foi isolada do liquor de um menino da Africa Central, antigo Congo Belga,
que apresentava manifestacbes meningeas. No mesmo ano, Vanbreuseghem &
Takashio (1970), estudando o agente isolado por Gatti, descreveram uma nova

variedade para a espécie, denominando-a C. neoformans variedade gattii.

O ciclo de vida de C. neoformans ainda n&o era conhecido quando Kwon-
Chung (1975), estudando 15 amostras do fungo, observou em laboratério a
reproducdo sexuada, através de cruzamentos entre dois tipos sexuados, chamando-
os de “a” e “a”. Demonstrou que o cruzamento de um com o0 outro produz um
terceiro, de fase sexuada ou teleomorfica, filamentoso, denominando-o Filobasidiella

neoformans.

Kwon-Chung et al. (1982), re-estudando a taxonomia das espécies de
Filobasidiella e seus anamorfos, concluiram que o cruzamento entre as variedades
gattii e neoformans produzia uma progénie viavel, com evidéncias de recombinacéo
e rearranjo do DNA fangico, definindo uma sO espécie sexuada: Filobasidiella

neoformans, com duas variedades, neoformans e bacillispora. O correspondente
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assexuado seria C. neoformans var. neoformans, sorotipos A e D, e C. neoformans
var. gattii, sorotipos B e C (Kwon-Chung 1975, 1976; Kwon-Chung et al.,1982).

2.2 - TAXONOMIA

A palavra cryptococcus deriva do prefixo “cript” ou “cripto”, que procedem do
grego Kryptos = esconderijo , que significa ocultos. A terminologia foi criada em
1833 por Kurtzing (Oliveira, 2001).

Cryptococcus neoformans pertence ao reino Fungi, filo basidiomycota, ordem
Filobasidiales, familia Filobasidiaceae e género Filobasidiella (Kwon-Chung et
al.,1982).

A taxonomia dos agentes da criptococose vem sofrendo mudancgas continuas
desde seu primeiro isolamento, em 1895 (Drouhet, 1997). Até 1950, foram muitas as
nomenclaturas usadas, o0 que gerou bastante confusdo, quando entdo se
estabeleceu uma s6 espécie como agente etiologico para esta micose, Cryptococcus
neoformans (Benham, 1950), com quatro fenotipos basicos identificados pela
reatividade de antigenos capsulares a soros hiperimunes, denominados sorotipos A,
B, C e D (Kwon-Chung & Bennett, 1992).

Posteriormente, foi descrita uma variedade distinta, C. neoformans var. gattii
(De Vroey & Gattii, 1989), a partir de isolado obtido de caso em menino na Africa
Central. Kwon-Chung et al. (1982), apds descobrirem a forma sexuada, Filobasidiella
neoformans, reconheceram duas variedades, tanto na fase assexuada quanto na
fase sexuada: C. neoformans var. neoformans (sorotipos A e D, correspondente a F.
neoformans var. neoformans ) e C. neoformans var. gattii (sorotipos B e C,

correspondente a F. neoformans var. bacillispora).

Em recente revisao filogenética, diferentes genes (URA5, CNLAC1, CAP59,
CAP64, IGS e ITS rRNA, mtLrRNA) de ambas as variedades foram analisados.
Independente do marcador utilizado, a variedade gattii constitui grupo monofilético
distinto e divergente da variedade neoformans. Estudos de polimorfismo de DNA por
AFLP (amplified fragment lenght polimorphism) diferenciam a variedade gattii,
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atualmente reconhecida como espécie distinta (Boekhout et al., 2001; Kwon-Chung
et al., 2002; Gams, 2005).

Assim, atualmente sédo reconhecidas duas espécies dentro do “complexo C.
neoformans”: Cryptococcus gattii (antes C. neoformans var. gattii) e Cryptococcus

neoformans (antes C. neoformans var. neoformans).

2.3 - CICLO DE VIDA

Segundo Oliveira (2001), estudos realizados por Shadomy & Utz (1966)
estimularam Kwon-Chung (1975) a investigar e avancar nas descobertas do ciclo de
vida desse fungo. A reproducdo desse microorganismo em estado anamorfo ou
assexuado ocorre por brotamento Unico ou duplo, surgindo de local ndo especifico
na parede celular. Os blastoconidios formados permanecem, ou nao, ligados a
parede celular que os originou, por um istmo estreito. Em cultivo, apresenta-se como
levedura hapléide, de aparéncia globosa, ovalada ou apiculada (Willianson et al.,
1996). Cultivado em meios sélidos, como Agar Sabouraud glicose, apos trés dias de
incubacdo a temperatura de 25° a 37° C, observa-se colbnia branca, brilhante, de
textura mucéide, com bordas lisas e regulares e auséncia de pseudo-hifas ou micélio
(Kwnon-Chung & Fell,1987).

Desconhecida em condi¢cdes naturais, a reproducdo na forma sexuada ou
teleomorfica ocorre apOs conjugacdo de duas células haploides de sexualidade
distinta, “Mating-types" a e a, em estado de caréncia nutricional, além de meio
apropriado como Agar extrato de malte e temperatura de 25 a 37°C, ocorrendo,
assim, a fase dicaridtica do ciclo de vida do microorganismo. Ap0S uma semana,
macroscopicamente, verifica-se o desenvolvimento do micélio com hifas hialinas e
suas derivagdes. Na porgcao terminal ou ramos laterais da hifa, desenvolvem-se os
basidios, de estrutura longa e delgada, asseptados e com porcao apical dilatada. O
nacleo formado ap0s a meiose da origem a quatro nucleos hapléides, que sofrem
repetidas mitoses e formam os basidiésporos dotados de estrutura oval, eliptica ou

globosa, parede pouco rugosa ou lisa, com célula Unica, desenvolvendo quatro



cadeias de até 20 basididsporos, encerrando, dessa forma, o ciclo reprodutivo
(Nishikawa, 2000; Trilles, 2000; Fortes, 2001).

Fig. 2.1 —Esquema representativo do Ciclo de Vida de C. Neoformans e C. Gattii. A) Fusao de duas
Células Mat Complementares e formacéo da Hifa Dicariética. B) Cariogamia. C) Meiose Esporulagéo.
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A limitacdo de nutrientes e a presenca de feromonios sao fatores primordiais
para a ocorréncia de cruzamento. Quando dois isolados MAT complementares sao
misturados e incubados, as células leveduriformes conjugam-se e produzem hifas
dicariéticas com grampos de conexdo. As hifas produzem basidios terminais sub-
globosos ou clavados, onde ocorre a cariogamia, meiose, mitose e, entdo 0s
basidiésporos germinam a levedura (Kwon-Chung & Bennett, 1992; Sorel & Ellis,
1997; Lengeler et al., 2001).

Kwon-Chung et al. (1992), realizaram cruzamento continuo in vitro com cepas
de C. neoformans Mat a e Mat a e, demonstraram que a taxa 1:1 esperada entre Mat
a e Mat a ndo ocorria. Entretanto, a cada cruzamento, o cariétipo tornava-se mais
similar ao parental Mat a, além da diminuicdo progressiva na capacidade de
cruzamento. Assim, na oitava geracdo foram observados basidios sem esporos,
caracterizando a forma pouco fértil. Apesar dos estudos sugerirem essa condicao,
pesquisas identificaram, na Australia, cepas ambientais de C. gattii Mat a e Mat a na

mesma proporgéao, indicando a recombinacao sexual (Trilles, 2000).



Andlises realizadas por meio da PCR com oligonucleotideos iniciadores
especificos para genes a e a, mostraram que 0 sorotipo AD é heterozigoto para o
locus reprodutivo, podendo ser encontrado como aneuploide ou dipldide, sendo
resultado da reproducao dos sorotipos A MATa e D MATa (Chaturvedi et al., 2000;
Boekhout et al., 2001; Lengeler et al., 2001).

A determinacgéo do fenétipo e da ploidia é importante para o entendimento da
ecologia e viruléncia do fungo, sendo que MATa € considerado mais virulento
(Kwon-Chung e Bennett, 1992; Mitchell e Perfect, 1995; Ohkusu et al., 2002).
Chaturvedi et al. (2000) desenvolveram um teste simples para distinguir isolados de
Cryptococcus spp. quanto ao tipo reprodutivo, baseado nos feroménios MATa e

MATa amplificados pela PCR.

2.4 - CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS

E a forma assexuada do basideomiceto Filobasidiella neoformans, que se
apresenta como levedura capsulada, zoopatogénica, cosmopolita e oportunista, com
células tipicamente arredondadas, algumas sao ovoides, ocasionalmente alongadas,
uni ou bi-brotantes, envoltas em caracteristica capsula mucopolissacaride (Benham,
1956; Kwon-Chung, 1992).

A capsula foi o primeiro fator de viruléncia a ser definitivamente associado
com a habilidade para produzir doenca (Evans, 1950; Ikeda et al., 1985; Wilson,
Bennett e Bailey, 1986; Kwon-Chung, 1975 e 1976). E constituida por trés estruturas
antigénicas, atualmente bem caracterizadas. O componente principal da capsula,
correspondente a 88%, € a glicuronoxylomanana (GXM), formada por um polimero
de manose, xilose, galactose, acido glucurdnico e grupamentos laterais O-acetil. A
estrutura da GXM é determinante dos sorotipos A, B, C, D e do hibrido AD, que
apresentam epidemiologia e ecologia diferentes. Os demais percentuais 12%, séo
compostos por galactoxylomanana (GalXM) formada por manose, xilose e galactose,
e a Manoproteina (MP) (Kwon-Chung, 1975 e 1976; Cherniak & Sundstrom, 1994;
Turner et al., 1992).
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Cryptococcus neoformans possui uma complexa composi¢do bioquimica,
formada por uma parede rigida, composta principalmente por glucanas (James et al.,
1990).

A cépsula que envolve a célula do agente é usualmente espessa, viscosa,
cujo diametro pode variar de 2,5 a 14 um. Algumas cepas podem mostrar capsulas
menores, de 2 a 5 um, e outras podem ser maiores, podendo alcancar 80um. Ha
evidéncias de que os diferentes tamanhos da capsula se originam principalmente de
fatores genéticos e da influéncia exercida sobre o fungo pelo meio em que se
encontram. Assim, uma mesma cepa pode, em condi¢cdes patogénicas “in vivo”,
apresentar tamanhos maiores do que em meio de cultivo “in vitro” (Cruickshank et
al., 1973).

Postula-se que a capsula funciona como agente regulador que possibilita a
adaptacdo do C. neoformans frente as mudancas no meio. Quando estdo
disponiveis nutrientes e agua, a sintese capsular é contida. Porém, sob condi¢cdes
de diminuigdo da concentracdo de nitrogénio ou de difusdo de liquidos, a sintese da
capsula é estimulada. Além disso, em condi¢cbes aridas (secas), a capsula, que é
hidrofilica, colapsa para proteger a levedura da desidratacdo (Cherniak &
Sundstrom, 1994).

Outros autores relatam que a maior funcdo que a capsula exerceria, seria na
promoc¢do da evasdo do C. neoformans frente as defesas do hospedeiro, pelo fato
de que os fagocitos ndo reconheceriam a superficie capsular. Em células pouco
capsuladas, a fagocitose ocorre com mais facilidade (Hogan et al.,, 1996). Os
isolados acapsulares sdo englobados por fagdcitos, possivelmente pelo
reconhecimento de receptores de manose e a-glucagon, presentes na célula (Cross
& Bancroft, 1995). Cepas acapsuladas encontradas naturalmente ou em processo
de mutagénese, apresentam viruléncia bastante diminuida (Kozel & Cazin, 1971;
Fromtling et al., 1982; Jacobson et al., 1982; Chang & Kwon-Chung, 1994).

Cepas capsuladas obtidas de casos clinicos de criptococose, submetidas “in
vitro” a radiacdo ultravioleta, tornam-se mutantes, com “capsulas diferentes ou

acapsuladas”, com pouca ou nenhuma viruléncia. Posteriormente, ao ser retirado o
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“fator stress” as cepas recuperam a capacidade de produzir capsula e tornaram-se

novamente virulentas (Bulmer et al., 1967).

Em cultivo, C. neoformans pode crescer tanto em Sabouraud-glicose 2% a
temperatura ambiente como em &gar de cérebro-coracdo a 37°C. Em meio de cultivo
liquido, tem crescimento em forma de botdo, com formacao de anel, ocasionalmente
formando uma pelicula. Nos cultivos solidos, como agar sabourad glicose, agar
extrato de malte e levedura, apresentam crescimento variado, geralmente de cor
branca para creme, que pode tornar-se creme mais escuro, porém sem produzir
pigmentos carotendides visiveis. Comumente, sdo coldnias brilhantes, com

aparéncia mucoide (Benham, 1956).

Cryptococcus neoformans possui duas formas sexuadas. Essas duas formas,
“mating a” e “mating a” podem fundir-se em condi¢des apropriadas para transformar-
se em basideomiceto do género Filobasidiella, pertencente a ordem Tremellales e
familia Tremellacae (Fell et al.,1998). Um levantamento para a frequéncia de
ocorréncia de cada uma destas formas sexuadas em isolados clinicos e do meio
ambiente, mostrou que o tipo a € mais frequente que o tipo a. Essa freqiéncia
sugere que o tipo o tem uma maior viruléncia e capacidade para sobreviver no meio
ambiente (Kwon-Chung et al., 1982). Estudos tém relacionado a viruléncia do fungo
as suas duas formas sexuadas “mating a” e “mating a”. Para que ocorra o ciclo
sexuado, torna-se necesséria a presenca de tipos sexuados opostos num estado de
caréncia nutricional. Leveduras de C. neoformans, “Mat a” e “Mat a”, quando
cruzadas em meio apropriado, fundem-se para formar o elemento dicariético,
seguindo-se alongamento com formacado de hifa, fusdo nuclear com formacéo de
nacleo dipléide na porcdo apical dilatada da hifa onde, apds algum tempo surgem

basidiésporos haploides (Moore & Edman, 1993).

A regidao do DNA responsavel pela producdo do feromonio (I6cus Mat a) é
encontrada apenas nas células “Mat a” e esta presente em copia Unica no acido
dexorribonucleico (DNA) nuclear da célula. A auséncia de copias silenciosas de
alelos “Mat a”, explica porque ndo ha troca de tipos sexuais, como visto em

Saccharomyces cerevisiae. Achados sinalizam que o tipo “mating a” € de alta
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viruléncia quando comparado ao tipo “mating a” (Kwon-Chung, 1992; Moore &
Edman, 1993).

ApoOs os achados de Emmons (1955), estudos com grandes amostragens em
diferentes regides do mundo mostraram que C. neoformans esta amplamente
difundido no meio ambiente e relacionado a habitats de aves. Esta variedade é
encontrada em varios substratos organicos, principalmente aqueles com alto
conteudo de nitrogénio, como uréia, creatinina e xantina, substancias encontradas

na urina eliminada por aves.

C. neoformans tem sido estudado principalmente em ambientes urbanos,
onde € classica sua relacdo com habitat de pombos, além de outras aves, como
psitacideos. Na area urabna do Rio de Janeiro, o fungo foi isolado de fezes de
pombos, solo, prédios abandonados, prédios publicos, igrejas, pragas, calcados, em
varios tipos de detritos contaminados por fezes de aves e, ainda, de poeira domiciliar
(lazera et al., 1989; Passoni et al., 1998).

2.5 - CRYPTOCOCCUS GATTII

Até 1990, o habitat natural de Cryptococus gattii era desconhecido quando, na
Australia, foi encontrado associado a Eucalyptus camaldulensis (Ellis, 1990). Mais
tarde, foi isolado de outras espécies de eucaliptos, seguindo-se isolamentos de
fontes ambientais na Califérnia (Pfeiffer, 1991), Brasil (Wanke et al., 1995), México
(Licea et al., 1996) e Italia (Montagna et al., 1996).

Assim, o0 Unico habitat natural e fonte de infeccdo conhecidos até 1995,
estavam relacionados a espécies de eucaliptos, arvores originarias da Australia, o
qgue levou Ellis (1990) e Pfeiffer (1991) a sugerirem que fossem arvores hospedeiras
do C. gattii e que a sua exportacdo para diversas regides de todos os outros
continentes contribuiu para sua dispersao, uma vez que coincidia com a distribuicéo

de casos humanos.

No entanto, estudos ambientais mais recentes no Brasil demonstraram C.

gatti e C. neoformans colonizando ocos de arvores vivas, apontando para um
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possivel nicho ecologico primario para ambas as espécies, relacionado a
decomposicao de madeira, mais especificamente ao processo lignolitico (Wanke et
al., 1996). Estes achados trouxeram uma nova visao sobre a ecologia deste agente,
e também sobre fontes ambientais potencialmente relacionadas as arvores tropicais
nativas ou adaptadas. Mais recentemente, Lazera et al. (1993, 1996, 1998 e 2000)
isolaram C. neoformans do oco de arvores em ambientes urbanos, no Rio de Janeiro

e nas regides Norte (Roraima) e Nordeste (Piaui) do Brasil.

Cryptococcus neoformans é encontrado com maior freqiiéncia em ambientes
urbanos e C. gattii tem uma distribuicdo geografica mais restrita a regides tropicais e
subtropicais, predominantemente em populagdes que vivem nas &reas rurais
(Lazera et al., 1993; Nishikawa et al., 2003).

O fungo atinge elevadas concentracbes em substratos secos, caracterizando
micro-focos ambientais, a partir dos quais 0s propagulos se dispersam no ar e
podem ser inalados, causando infeccdo ou doenca (Kwon-Chung, 1992). Estudos
realizados na Africa e no Brasil evidenciaram elevados indices de contaminacdo da
poeira domiciliar e de amostras do peridomicilio (13 a 50%), sugerindo que a
exposicdo do homem ao fungo seja mais frequente do que se imagina

habitualmente.

2.6 — EPIDEMIOLOGIA DA CRIPTOCOCOSE

No Brasil, a criptococose causada por C. neoformans ocorre em todas as
regibes, entretanto, C. gattii comporta-se como um patégeno primario infectando
hospedeiros nativos e principalmente pessoas jovens e criancas nas regides Norte e
Nordeste. Neste grupo de pacientes, a infec¢cdo é caracterizada por alta taxa de
letalidade que varia de 40,6% a 56% (Correa et al. 1999, Lazéra et al. 2005) e
freqientemente causa incapacidades (déficits visuais ou cegueira) e hidrocefalias

(Rozenbaum & Goncgalves 1994, Nishikawa et al. 2003).

Dados epidemiolégicos brasileiros, através da analise da distribuicdo dos

tipos moleculares de C.neoformans e C. gattii, sugerem uma geografia macro-
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regional, norte-sul com tendéncia a infec¢des por C.gattii. A macro-regido Norte, que
inclui os estados do Amazonas, Roraima, Pernambuco, Piaui e Bahia € considerada
endémica para C.gattii. A macro regido Sul, que é representada pelos estados do
Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Sao Paulo, Rio de Janeiro, Parana e Rio Grande

do Sul, apresenta esporadicas infec¢des por C. gattii (Trilles et al. 2008).

2.6.1 — Epidemiologia da Criptococose por Cryptococcus neoformans

Historicamente a criptococose foi descoberta, descrita e estudada através de
sua face oportunistica, associada ao sarcoma, a linfomas, uso de corticéides, uso de
drogas imunossupressoras no curso de transplantes e, atualmente, € uma das

principais co-morbidades associadas a aids.

Epidemiologicamente mostra-se como um marcador de hospedeiros com
imunodeficiéncia celular, sendo seu agente, C. neoformans sorotipo A, amplamente
disperso no meio ambiente do mundo todo. Presente em focos urbanos, associado
as aves e seus habitats adaptados as constru¢cdes humanas, como pombos, aves
em parques, lojas comerciais e domicilios, como periquitos e canarios (Passoni et

al., 1998; Filiu et al., 2002; Barone et al., 2006) e ocos de arvores.

Este agente mostra-se amplamente adaptado ao viver humano, capaz de
reproduzir-se por expansao clonal e sobreviver em substratos secos, protegido da
iluminacao direta. Encontrado, por exemplo, na poeira domiciliar de cerca de 13% de
domicilios do Rio de Janeiro e também em gaiolas de passaros domésticos (Passoni
et al., 1998), sendo facil sua dispersdo aérea e subsequente inalacdo pelos

hospedeiros.

Estudo no Rio de Janeiro mostrou risco aumentado de adquirir criptococose
para moradores com aids em casas contaminadas, quando comparado ao de
pacientes com aids residentes em domicilios onde a poeira ndo estava contaminada
(Passoni et al., 1998). Este sorotipo A também é encontrado em ambientes rurais e

ja foi isolado do cacaueiro e arvore nativa de mata amazoénica, indicando habitats
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naturais em areas preservadas ou com pouca intervencdo humana, provavelmente

seu nicho ecoldgico primario (Lazera et al., 2000; Lazera et al., 2005).

Em diferentes regides brasileiras, este agente foi isolado de madeira em
decomposicdo, em arvores tropicais, nativas ou introduzidas no Brasil, como cassia
rosa (Cassia grandis), cassia amarela (Senna multijuga), ficus (Ficus microcarpa),
jambolao (Sygygium jambolana), cacaueiro (Theobroma cacao), cabori (Miroxylum
peruiferum), sibipiruna (Caesalpinia peltophoroides), Adenanthera peregrina (Lazera
et al., 1993, 1996 e 2000; Restrepo et al., 2000; Montenegro et al., 2000; Reimao et
al., 2007). Pode sobreviver por muitos anos em oco de &rvore em ambientes

urbanos, conforme estudo recente no Campus da FIOCRUZ (Barbosa et al., 2007).

A presenca de isolados sorotipo AD sugere que C. neoformans sorotipo A
possa interagir no meio ambiente com C. neoformans sorotipo D e produzir
recombinantes ou hibridos AD. Tanto o sorotipo D, como o AD, sdo encontrados em
menor frequiéncia do que o sorotipo A, em habitats como ocos de arvores e em
excretas de pombos e outras aves. De forma correspondente, estes sorotipos D e
AD podem também ser oportunistas, ocorrendo em diferentes regides do Brasil
(Nishikawa et al., 2003, Trilles et al., 2003, Casalli et al., 2003).

2.6.2 - Epidemiologia da Criptococose por Cryptococcus gattii

O habitat natural de C. gattii foi inicialmente associado a restos vegetais de
Eucalyptus camaldulensis na Australia (Ellis & Pfeiffer, 1990), mas o conceito
original proposto, de uma associacéo especifica entre ambos ja ndo cabe, frente aos
achados que se seguiram. No Brasil, C. gattii foi encontrado em eucaliptos no
parque lbirapuera, na cidade de S&o Paulo, e em plantacdo experimental de E.
camaldulensis da Embrapa, em Teresina, Piaui (Montenegro et al., 2000; Nishikawa
et al., 2003), bem como em arvores tropicais como cassia rosa, oiti, ficus, mulungu,
“guetarda” (Lazera et al., 1998, 2000, Fortes at al., 2001).
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Também foi encontrado na Colémbia em algodoeiro de praia (Callejas et al.,
1998), no Canada, em arvores como elmo, cedro, pinheiro e carvalho, mas ndo em
eucalipto (Kidd et al., 2004). Portanto, ndo ha habitat ou associacéo especifica de C.
gattii com arvores-hospedeiras, mas sim, padrdes geograficos de ocorréncia do
fungo em madeira em decomposi¢ao, substrato onde ambas as espécies, C. gattii e
C. neoformans, podem estar presentes em diferentes proporcdes (Lazera et al.,
2000).

A criptococose por C. gattii predomina em regifes tropicais e subtropicais,
ocorrendo na América Latina (Brasil, Argentina, Peru, Coldmbia, Venezuela, México),
sul dos Estados Unidos, paises da Africa Central, Australia, Nova Guiné e sudeste da
Asia (Kwon-Chung & Bennett 1992; Lazera et al., 2005).

No Brasil, estudos clinico-epidemiolégicos mostram a importancia da
criptococose por C. gattii no SNC nas regides N e NE, atingindo importante contigente
de criancas, adolescentes e adultos jovens de ambos os sexos, com letalidade de 35%
a 40% (Cavalcanti 1995; Correa et al.,, 1999; Santos, 2000; Darzé et al., 2000;
Nishikawa et al., 2003; Martins, 2004; Lazera et al., 2005). Nestas regides, também
chama a atencdo a auséncia do diagnostico de formas clinicas mais brandas, como
formas restritas ao pulmao, o que parece indicar um importante sub-diagndéstico da

doenca.

A percepcao da importancia da criptococose por C. gattii € crescente; se antes
era vista como problema restrito a grupos populacionais rurais ou nativos, atualmente
identifica-se sua ocorréncia em diversas regides onde surjam condicdes laboratoriais

para o diagndstico e discriminacdo das espécies de Cryptococcus.

Os primeiros casos, no Brasil, de criptococose infantil descritos por Corréa,
em Belém, chamaram a atencdo para a ocorréncia e gravidade da
meningoencefalite em criangas HIV-negativas nesta regidao da Amazonia (Correa et.
Al.,1999). Estudos em andamento mostram o predominio da criptococose por C.
gattii sobre a criptococose por C. neoformans em centro de referéncia em Belém do

Para (Santos et al., 2005), onde a maioria absoluta apresenta lesdo de SNC.
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Estudos ambientais evidenciaram a presenca dos dois agentes (C. gatti e C.
neoformans) em ocos de arvores (Costa et al. 2003), na poeira coletada no interior
de domicilios e em raspados de madeira em decomposicdo obtido de tabuas
utilizadas na construcdo de casas da cidade de Belém (Costa et al., 2004). No
quintal de uma destas casas foi identificado também C. neoformans sorotipo D,
presente em elevadas concentracdes em artropodes coletados entre tdbuas
empilhadas (Costa et al., 2007).

Estes achados mostram um ciclo biolégico complexo dos agentes da
criptococose, adaptados a ambiente domiciliar localizado em &area pobre, cuja
populacdo usa madeira de refugo para a maioria de suas constru¢des, sob regime
de chuva diaria e elevada umidade relativa do ar. Nestas condi¢cfes, observa-se
acelerado processo de decomposicdo de substratos de madeira nao tratada,
propiciando intimo e prolongado contato homem-fungo e atingindo todas as faixas
etarias, incluindo as criancas. Portanto, € bem provavel que basidiésporos formados
na madeira por C. neoformans e/ou C. gattii sejam inalados no cotidiano destes
domicilios, causando infec¢cado pulmonar assintomatica, pneumonia ou disseminando

para o sistema nervoso central.

E preciso ampliar os estudos sobre a criptococose e seus agentes na
Amazobnia e no Nordeste do Brasil, buscar o diagndstico precoce, principalmente em
criancas destas regides, bem como identificar tipos moleculares predominantes em

infeccbes humanas e animais, e no meio ambiente.

18



2.6.3 - Epidemiologia dos Surtos por Cryptococcus gattii

Surtos por C. gattii em animais foram descritos como pneumonia em cabras
na Espanha (Bar6 et al.,, 1998) e forma disseminada em psitacideos de diferentes
espécies em aviario no interior do estado de Sao Paulo (Raso et al., 2004). Também
recentemente foi registrado o maior surto por C. gattii, na ilha de Vancouver, Canada
(Kidd et al., 2004), atingindo 38 casos humanos, entre 1999 e 2001, a maioria
hospedeiros imunocompetentes, 58% do sexo masculino, 72% com lesao pulmonar,
26% com leséo de SNC e letalidade e em torno de 10% (Kidd et al., 2004).

Ainda em Vancouver, 0 mesmo surto atingiu 35 animais, incluindo 18 gatos,
17 caes, seis golfinhos (Phocoenidae dalli), dois furbes e duas Ihamas. Chama a
atencdo neste caso o predominio de manifestagbes pulmonares nos humanos
atingidos, pneumonia criptocécica, com moderada disseminacado para o SNC, baixa
letalidade e diagnostico precoce da micose. A emergéncia de um patdgeno
considerado tipicamente tropical ou subtropical em &rea temperada chama a
atencdo para mudancas ecoldgicas e climaticas e, conseqientemente, também da
distribuicdo geogréfica de C. gattii. O aumento acelerado e global da temperatura em
nosso planeta nas ultimas décadas, incluindo regides do Canada, pode estar
relacionado a expansao deste agente, bem como a mudancga de sua viruléncia (Kidd
et al., 2004).

No caso do surto de Vancouver, é possivel que a ativagdo do ciclo sexuado
tenha propiciado recombinantes, surgimento de variantes mais virulentas, dispersao
através de propagulos sexuados (basidiosporos) e expansdo geografica para novos
habitats (Fraser et al., 2005). Como consequéncia, a criptococose por C. gattii
passou a ser doenca de notificagdo compulséria no Canada e foi proposto estudo de
cooperacao e vigilancia da infeccao por este agente. Temos noticia de que 0s casos
continuam a ocorrer em Vancouver, sugerindo que a continuidade do fenémeno

possa torna-la endémica (Waters, 2007).
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2.6.4 - Epidemiologia molecular

Estudos de tipagem molecular dos agentes da criptococose tém utilizado
diferentes métodos em amplas séries de isolados de origem humana, animal e
ambiental, como: 1- PCR-fingerprinting (RAPD-PCR com iniciador M13) e RFLP do
gene URA5S segundo Meyer et al. (1999 e 2003), que permitem identificar os tipos
moleculares VN de C. neoformans e VG de C. gattii. 2- AFLP (Amplified fragment
lengh polymorphism), segundo Boekhout (2001), que identificam genotipos.
Comparados, estes dois métodos mostram correspondéncia entre si, bem como
relacdo com sorotipos. Assim, C. neoformans corresponde aos genotipos:
VN1/AFLP1, sorotipo A; VNI/AFLP1A, sorotipo A; VNIII/AFLP3, sorotipo AD; e
VNIV/AFLP2, sorotipo D; e C. gattii corresponde aos genotipos: VG1/AFLP4,
sorotipo B; VGII/AFLP6, sorotipo B; VGIII/AFLP5, sorotipo B; e VGIV/AFLP7,
sorotipo C (Kidd et al., 2004). Note-se que a correspondéncia com sorotipos
restringe-se ao predominio observado nas séries analisadas, mas ndao ha padrao

molecular especifico de sorotipo, principalmente para C. gattii.

Os tipos VNI e VGI predominam no mundo como agentes de criptococose,
mas, na Ameérica Latina a distribuicdo e ocorréncia de tipos moleculares de C. gattii
mostra-se diferente dos demais continentes (Meyer et al., 2003; Trilles et al., 2003;
Boekhout 2001). Isolados clinicos e ambientais no Brasil mostram consideravel
diversidade genética de ambas as espécies, demonstrando ocorréncia simultanea
de diferentes tipos/gendtipos (VNI/AFLP1, VNIV/AFLP2 e VGII/AFLP6) em ocos de
arvores; e que diferentes géneros de arvores e substratos de madeira, bem como

tocas de animais, podem ser fonte de infeccdo humana.

Estudo retrospectivo dos tipos moleculares de C. neoformans e C. gattii
circulantes no Brasil sugere diferencas regionais na distribuicdo destes genotipos.
Assim, as regides S e SE do Brasil apresentam como tipo molecular predominante
VNI, atingindo, sobretudo pacientes imunocomprometidos, principalmente os com
AIDS (Igreja et al., 2004; Matsumoto et al., 2007). Diferentemente, no N e NE o

agente mais comum € o tipo VGII sorotipo B, demonstrando ser endémico nestas
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regides, causando doenca principalmente em pacientes imunocompetentes. Este
mesmo tipo molecular VGII foi o responséavel pela epidemia no Canada, identificado

na grande maioria dos isolados clinicos (humanos e animais) e ambientais.

2.7 - APATOGENIA

Os fatores que induzem a patogenicidade do C. neoformans sao divididos em
dois grupos: um relacionado as caracteristicas do estabelecimento de infec¢cdo no
hospedeiro e capacitacdo de sobrevivéncia do parasita no mesmo, e outro
relacionado aos fatores de viruléncia propriamente ditos afetando o grau de
patogenicidade (Buchanan & Murphy, 1998).

A infeccdo por C. neoformans € adquirida através da inalagdo de propagulos
de origem ambiental, representados por leveduras desidratadas, de pequeno
diametro e facilmente aerossolizadas (Levitz, 1991), promovendo desde colonizacao,
infeccdo subclinica até infec¢des sintomaticas extensas (Duperval et al., 1977). O
fungo, pode causar comprometimento em um ou mais 6rgaos, tendo preferéncia por
localizar-se no sistema nervoso central. As manifestacdes clinicas mais comuns sédo

a neurocriptococose, a criptococose pulmonar e a infec¢ao disseminada.

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 diametro médio menor que 4um. Isso ocorre através da
reproducdo sexuada, onde ha producédo de basidiésporos de tamanhos entre 1,8 a
3um. Para o crescimento do fungo nos tecidos do hospedeiro € necessario transpor
as condicOes fisioldgicas existentes no sitio de infeccdo. Ele deve crescer a 37T,
numa concentracdo de gas carbdnico aproximadamente de 5% e pH entre 7,3 e 7,4.
Para o crescimento a 37C, o fungo deve expressar a subunidade catalitica A da
proteina calcineurina, fosfatase especifica para serinas e treoninas, sendo esta
ativada por Ca*™ calmodulina e envolvida na resposta ao estresse do fungo. Essa
proteina tem papel fundamental para o crescimento do microrganismo no hospedeiro

e € necessaria a sua patogenicidade (Buchanan & Murphy, 1998)
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Ao disseminar-se hematogenicamente C. neoformans tem especial tropismo
pelo sistema nervoso central. Os mecanismos de defesa do hospedeiro contra a
criptococose permitem compreender que provavelmente o neurotropismo é uma
forma de escape do agente, visto que a reposta fagocitica é diminuida e a atividade
do complemento é ausente no liquor cefalorradiano (LCR). Possivelmente, isso leva
a uma deficiéncia local dos fatores quimiotaticos e opsonizantes. Além disso, o
proprio LCR propociona um adequado meio de crescimento para o fungo devido a
presenca de aminoacidos, a dopamina que serve de substrato para producdo de

melanina, um reconhecido fator de viruléncia (Diamond, 1996).

O resultado da infecgéo varia em fungédo do tamanho do in6culo, do estado
imunologico do hospedeiro e de fatores de viruléncia da cepa. A interacdo destes
fatores para determinar precisamente os resultados da infec¢cdo, permanece pouco

entendida, por ser extremamente complexa.

Cryptococcus neoformans sintetiza trés outros produtos que podem afetar a
resposta imune: (1) manitol, (2) melanina, e (3) prostaglandina. Produz manitol nos
tecidos que podem interferir na morte oxidativa de células fagociticas (Chaturvedi et
al.,, 1996). Também pode sintetizar melanina in vitro a partir de precursores
fendlicos, utilizando uma enzima do tipo lacase (Williamson, 1994). J4 a producéo de
melanina em tecidos tem sido documentada durante infec¢cdo experimental tanto de
roedores quanto em infecgbes de humanos (Nosanchuk et al., 2000; Rosas et al.,
2000). Acredita-se que a melanina contribui para a viruléncia por proteger as células
fungicas contra mecanismos oxidativos e ndo oxidativos das células efetoras. A
melanina também pode agir como um imunomodulador por baixar a regulacdo da
resposta imune celular no pulmao (Huffnagle et al., 1995). Recentemente foi
demonstrado C. neoformans como produtor de prostaglandina in vitro, podendo

modular a resposta imune se ela for produzida in vivo (Noverr et al., 2001).

A partir da década de 30, estudos realizados por Benham, objetivando a
caracterizacdo antigénica, foram iniciados. Entretanto, somente na década de 50
foram descritos os primeiros sorotipos (A, B e C), identificados por Evans ao utilizar
reacao de aglutinacao e de precipitacdo a partir da reacdo capsular com antisoro de
coelho. Nesse estudo ficou demonstrada a importancia da capsula para

determinacdo de sorotipagem (Evans, 1950; Evans & Kessel, 1951). Em 1968, o
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sorotipo D foi descrito por Wilson et al. O sorotipo AD, descoberto posteriormente,
apresentando caracterizagdo mais rara que os sorotipos ja identificados (Nishikawa,
2000).

A entidade capsular € um complexo polissacarideo com um determinante de
alto peso molecular, abundante em sua estrutura e de importante reatividade
antigénica: a glucuronoxilomanana (GXM). Esta, além de determinar o sorotipo,
acumula-se nos fluidos corpdreos como a urina, soro e liquido céfalo-raquidiano
(LCR), constituindo fator de diagndéstico da micose por meio de testes especificos
como ELISA (ensaio de imunoabsorvancia enzimética) e aglutinacdo por particulas
de latex, segundo Richardson & Warnock (1997).

A céapsula polissacaridica atua na resisténcia a fagocitose mediada por
macrofagos, neutréfilos e mondcitos (Alspaugh et al., 1998), sendo decorrente do
potencial zeta negativo dos componentes capsulares, o que provoca repulsdo
eletrostatica. Resulta na diminuicdo da fagocitose, diminuindo a apresentacao 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 leucdcitos e prejudicando a
resposta leucocitaria (Buchanan & Murphy, 1998). Concentracdes de bicarbonato e
gas carbbnico em condic¢des fisioldgicas normais humanas também induzem a
producdo da capsula. De modo semelhante, baixas taxas de ferro levam a intensa

elaboracao da estrutura capsular por parte do fungo (Perfect et al., 1998).

Estudos experimentais revelam que leveduras acapsuladas sofrem acao de
monaocitos e macrofagos, facilmente ocorrendo o processo de fagocitose (Small &
Mitchell, 1986, 1989), e que, mediante a transferéncia de células do cryptococcus
neoformans de cultivo in vitro para o estado parasitario, tanto a capsula quanto a
parede celular aumentam de tamanho e de sintese enzimética. Em parasitismo, o
grau de espessura capsular esta diretamente relacionado com o 6rgdo

comprometido, sendo, entretanto, passivel de reversibilidade (Rivera et al., 1998).

O fungo é capaz de produzir, em meio de cultura e durante a infecgéo, o poliol
D-manitol. Este manitol pode ser tanto utilizado como secretado pelo C. neoformans.
A quantidade do poliol secretada estd relacionada com a quantidade de

microorganismos presentes no sitio da infeccéo, apresentando-se como osmalito ou
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antioxidante durante o processo da infec¢do. A producao de manitol pelas células do
C. neoformans no local da infeccéo € responsavel pelo aumento da resisténcia ao
estresse provocado por choque térmico, diferencas osmdéticas, dano por formas
reativas de oxigénio e ataque mediado por polimorfonucleares, com consequente

aumento da patogenicidade (Perfect et al., 1998).

A enzima urease é secretada pelo fungo em condicbes normais de
crescimento tanto no meio ambiente quanto em quadros patologicos. Uma
metaloenzima catalisa a hidrélise da uréia a aménia e carbamato. Essa enzima tem
importancia durante a infeccdo no pulméao, levando a diferentes respostas teciduais
em casos de mutantes ndo-produtoras de uréase (Casadevall & Perfect, 1998).
Outras enzimas que atuam como fator de viruléncia no C. neoformans sédo as
proteases e a fosfolipase. O mecanismo de viruléncia através das proteases é 0
inicio da invasao dos tecidos do hospedeiro e da destruicdo das proteinas de cunho
imunologico (Aoki et al., 1994). Ja a enzima fosfolipase atua degradando
membranas celulares das células do hospedeiro, com conseqiente penetracao
tecidual (Cox et al., 2001).

Outra caracteristica do C. neoformans é a capacidade de sintetizar melanina,
através de substratos especificos (Polak, 1989). A enzima responsavel pela
formagéo de precursores envolvidos na sintese de melanina € uma fenoloxidase
intracelular, caracterizada como uma lacase. Essa classe de enzimas pertence a
familia das oxidases, que tem como co-fator os ions cobre e ferro. A sintese de
melanina esta condicionada a existéncia de DOPA exdgena, que € transportada
para 0 meio intracelular. Essa melanina criptococica 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

0 ataque das células de defesa (Hamilton & Holdom, 1999).

Estudos com células fagociticas primarias (macréfagos) e eventualmente
(neutrdfilos) isoladas demonstraram que C. neoformans sobrevive e replica-se
intracelularmente em alguns sistemas como macréfagos alveolares, sugerindo que o
mesmo pode ser um patdégeno intracelular facultativo in vitro (Diamond & Bennett,
1973; Bulmer & Tacker, 1975; Lee et al., 1995).
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Células destruidoras naturais (NK), neutrofilos, eosindfilos e certos tipos de
linfocitos, tém cada vez mais sido relatadas como mediadoras diretas de efeitos
antifangicos in vitro, sugerindo que elas contribuem para a defesa do hospedeiro
(Casadevall, 1998).

Feldmesser et al. (2000), realizaram estudos em camundongos e mostraram
gue a capsula de mucopolissacarideo nao prevenia a fagocitose in vivo e que as
células da levedura sobrevivem e replicam-se dentro do macrofago, depois da fuséo
fagolisossomal. Os resultados demonstraram que a infeccdo pulmonar € um
processo altamente dindmico, pelo qual a posi¢do das células muda, durante o curso

da infeccdo em funcéo da reproducao intracelular e do grau de inflamacéo.

Anticorpos para glicosylceramide e melanina em células da parede fungica
tém sido estudados experimentalmente, evidenciando que o curso da infeccéo é
modificado pelos mesmos, sugerindo que existe um outro alvo para a imunidade
humoral em adicdo a capsula de polissacarideo (Rodrigues et al., 2000; Rosas et al.,
2001).

2.8 - APATOLOGIA

A interacdo, do agente com o hospedeiro € muito variavel, podendo
manifestar-se como coloniza¢do de superficies mucosa das vias aéreas e arvore
respiratéria, até quadros de invasao tecidual. Também, podem ocorrer colonizacdes
sem que ocorra a doenca e, os locais no organismo com maiores suscetibilidades

sao: a orofaringe, narinas, escarro, pele e interdigitos dos pés (McGinnis, 1975).
Em humanos, a infeccdo por C. neoformans nos pulmdes esta associada a

formacdo de um complexo priméario, que consiste em um nodulo subpleural

granulomatoso (Baker, 1976).
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Grande parte das infeccbes naturais ndo € reconhecida clinica ou
radiolégicamente. Sao evidenciadas por pequenos nédulos pulmonares residuais,
contendo formas do agente e constituem achados de histopatologia, evidenciando
criptococose pulmonar em regressao. Parte de individuos infectados desenvolve
criptococose pulmonar progressiva, de duas maneiras: ocupag¢ao ou invasdo do
parénquima pulmonar. A ocupacdo assintomatica € representada por uma colecao
uniforme do fungo, encistada em meio ao parénquima, causando uma reacao
inflamatoria minima, do parénquima adjacente. J4 no tipo invasivo, ha reacbes
inflamatorias provocadas pelo fungo, que comumente se manifestam por sintomas
de infeccdo respiratdria inespecifica, acompanhada ou ndo de sintomas gerais de
intensidade variavel, compondo quadros polimoérficos (Goldman et al., 2000).

Respostas granulomatosas estao associadas com a predominancia de formas
intracelulares, uma vez que no abscesso de inflamacgéo criptococcica pode crescer
massa fungica extracelular. Esta é grosseiramente visivel em tecidos e podem ter
uma aparéncia de espuma de sabéao (Schwartz, 1988). Tal fato evidencia que o C.
neoformans pode sobreviver em macréfagos por periodos prolongados de tempo
(Goldman & Lee, 2000).

A radiografia do térax em hospedeiros normais € aparentemente bem
definida, sem calcificacdo, ndédulos pulmonares simples ou mudltiplos, indistintos
infiltrados parecidos com massa, linfadenopatia hilar, efusdes pleurais e cavitacao

pulmonar (Feigin, 1983).

Em hospedeiros severamente comprometidos, a pneumonia criptococcica
pode progredir rapidamente, e a habilidade de disseminar-se de focos primarios do
pulm&o para o sistema nervoso central varia de paciente para paciente, tanto quanto
de uma sindrome pulmonar para manifestagdes meningeas (Kerkering et al., 1981).
Alguns pacientes, entretanto, desenvolvem uma pneumonia criptocéccica com
caracteristica de sindrome da angustia respiratoria do adulto (SARA) sem

envolvimento do sistema nervoso central (Henson & Hill, 1984; Murray et al., 1988).

Exames histolégicos de Cryptococcus spp. infectando tecidos puderam

revelar diversas respostas inflamatorias, tais como reacdo tecidual por intensa
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inflamacéo granulomatosa, lembrando uma necrose caseosa (Schwartz, 1988). Nos
tecidos infectados, foi revelado que os macréfagos estdo intimamente associados
com a criptococcose (Levitz, 1994). Os macréfagos alveolares sao provavelmente as
primeiras células imunes efetoras encontradas ao se inalar o Cryptococcus
(Huffnagle et al., 1997; Levitz & Di Benedeto, 1989).

2.8.1 — Técnicas para coloracéo de laminas no estudo histopatologico

A coloracado por hemotoxilina-eosina (HE) € utilizada na rotina do diagndstico
histolégico sendo de grande utilidade na avaliacdo dos padrdes de reacdes teciduais
(Harding et al., 1979; Lacaz et al., 2002).

A Grocott, coloaragdo também chamada de impregnacéo pela prata € a mais
sensivel, sendo largamente utilizada na pesquisa dos elementos fungicos tanto nos
cortes de tecidos, quanto nos esfregacos, corando de negro a parede celular, que é
visualizada sobre um fundo verde-claro (Kwon-Chung et al., 1981; Lacaz et al.,
2002).

A utilizacéo da coloracdo Mucicarmim de Meyer tem por objetivo diferenciar o
Cryptococcus de outros fungos similares em tamanho e forma. E o método exclusivo
de visualizagdo do material polissacarideo capsular. O carmim liga-se a mucina, a
qual se destaca dos outros componentes celulares pela coloragdo magenta
(Lazcano et al., 1991; Chandler & Watts, 1997; Lacaz et al., 2002).

2.82 - Aspectos Clinicos em Seres Humanos, Animais e Aves

No homem a criptococose pode se apresentar de forma localizada ou
generalizada (Rozenbaum e Goncalves, 1994; Pappalardo e Melhem, 2003), sendo
na maioria das vezes, diagnosticada na forma disseminada (Rozenbaum e
Gongalves, 1994). Os propégulos colonizam primariamente os pulmdes podendo

causar doenca aguda, subaguda ou crbnica e, subsequentemente, invadem o SNC,
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podendo acarretar quadros de meningite, encefalite ou meningoencefalite
(Casadevall e Perfect, 1998; Casali et al., 2001). Outros tecidos também sao
afetados, especialmente em individuos infectados pela aids ou em terapia
imunossupressora drastica (Mitchell e Perfect, 1995). A maioria dos casos de

infeccdo cutanea é decorrente da doenca disseminada (Casadevall e Perfect, 1998).

Apesar de o pulmao ser a porta de entrada do patdgeno no organismo, a
pneumonia raramente manifesta sinais clinicos, sendo a meningoencefalite a forma
clinica mais comum da doenca (Calvo et al., 1991; Rozenbaum e Gongalves, 1994;
Mitchell e Perfect, 1995). As leveduras podem permanecer latentes e serem

reativadas por um evento imunocomprometedor (Abegg, 2003).

Em estudos realizados por Rozenbaum e Gongalves (1994), observou-se que
91,8% dos pacientes apresentavam criptococose disseminada e apenas 8,2%
apresentavam criptococose pulmonar. Aproximadamente 70 a 90% dos pacientes
com aids e neurocriptococose possuiam sinais e sintomas de meningite ou
meningoencefalite subaguda, como cefaléia, nausea, vomito, febre, rigidez de nuca,
letargia, alteracdes no estado mental, distarbio na personalidade, perda de memoria,
lesbes em nervos cranianos, déficits visuais e outros, os quais ocorrem duas a
guatro semanas antes do estabelecimento do diagnéstico. Grandes criptococomas
pulmonares e cerebrais sdo comumente associados a C. gattii (Calvo et al., 1991,
Rozenbaum e Goncalves, 1994; Mitchell e Perfect, 1995; Darzé et al., 2000;
Fernandes et al., 2000; Casal et al., 2003; Pappalardo e Melhem, 2003).

A doenca pode estar associada a outras infec¢fes flngicas, especialmente
candidiase oral, dermatofitose, pitiriase versicolor, pneumaocistose,
paracoccidiodomicose ou histoplasmose e doencas oportunisticas, incluindo a
tuberculose e equinococose (Mitchell e Perfect, 1995; Darzé et al., 2000; Fernandes
et al., 2000; Casali et al., 2003; Pappalardo e Melhem, 2003).

O neurotropismo da levedura, além de possibilitar a evasédo ao sistema imune
do hospedeiro, pode ser explicado pela grande quantidade de catecolamina
existente no SNC, que serve de substrato para a enzima fenoloxidase, sendo que a

melanina protege o agente da atividade oxidante do SNC (Mitchell e Perfect, 1995).
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A prevaléncia da criptococose parece ser igual ou até mesmo maior em
animais de companhia quando comparada a de seres humanos (Malik et al., 1995,
1997). A espécie felina € a mais acometida (Malik et al., 1995, 1997; Kerl, 2003)
sendo que, em gatos, a criptococose € a micose sistémica mais comum em paises
de clima temperado (Kerl, 2003) e a segunda mais comum no Brasil, perdendo
somente para esporotricose (Larsson, 2000). N&o foram evidenciados fatores
predisponentes para criptococose em animais, entretanto a leucemia viral felina e a
imunodeficiéncia adquirida felina parecem ser desfavoraveis ao tratamento em gatos
(Kerl, 2003).

A criptococose atinge caes adultos jovens, com idade média de dois anos, de
ambos o0s sexos, de racas de grande porte, sem haver sazonalidade para o
aparecimento dos sinais. Tal como ocorre no homem, C. neoformans é o
responsavel pela maioria das infeccbes e os animais infectados por C. gattii sdo

pertencentes ao meio rural ou areas suburbanas (Flatland et al., 1996; Kerl, 2003).

Segundo Malik et al. (1995), a rinosinusite é a infecgdo priméria na maioria
dos cées e gatos, envolvendo a por¢cdo caudal da cavidade nasal e seios nasais,

atingindo o SNC através da placa cribiforme ou por via hematégena.

Os sinais envolvem as vias aéreas superiores (cavidade e plano nasal, 0ssos
turbinados nasais, seios frontais, 0ssos e tecido subcutaneo, além do aparelho
nasolacrimal e linfonodos), SNC e/ou bulbo ocular (MALIK et al., 1995) e incluem
deformidade nasal e facial, tumores protuberantes, corrimento nasal, espirro,
estridores nasais e mudancas na fonagcdo. A cegueira pode ser causada por
descolamento de retina e corioretinite granulomatosa. A meningoencefalite é
caracterizada por depressdo, paresia, papiledema, convulsdo, ataxia, andar em
circulo, cefaléia, dor toraco-lombar e cervical, disturbios vestibulares e envolvimento
multiplo dos nervos cranianos. As vias aéreas inferiores sdo raramente afetadas e as
lesdes cutaneas aparecem em 50% dos gatos. Além disso, sinais inespecificos
podem incluir perda de peso, febre, letargia e anorexia, como resultado de doenca
cronica (Mailk et al., 1995; Flatland et al., 1996; Kerl, 2003).

29



Embora estando presente em grande numero no ambiente das aves,
Cryptococcus spp. hdo causa doencga nesses animais, na maioria das vezes, devido
a alta temperatura corporal das aves, a qual inibe o crescimento da levedura
(Bauwens et al., 1986; Nigro et al., 1987; Mitchell e Perfect, 1995) e da baixa
capacidade de invasao sistémica do fungo nessas espécies. A infeccdo subclinica,
com subsequente erradicagdo da levedura no organismo pela imunidade celular
intacta também pode ocorrer (Connolly et al., 1999). Neste caso, as aves poderiam

funcionar como reservatorio transitorio e portadores assintomaticos da doenca.
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3. 0 - Materiais e Métodos

Estudo experimental desenvolvido na Fundagé&o Instituto Oswaldo Cruz, Rio
de Janeiro, envolvendo o Servico de Micologia Médica do Instituto de Pesquisas
Clinicas Evandro Chagas - IPEC e o Laboratério de Patologia do Instituto Oswaldo
Cruz — 10C, tendo sido submetidos ao Comité Etica no Uso de Animais da Fundac&o

Oswaldo Cruz (CEUA-FIOCRUZ), sob o protocolo numero 0250/05.

3.1 - CULTURA E CONDICOES DE CRESCIMENTO

Os fungos Cryptococcus neoformans (isolado LMM 736) sorotipo A (MAT a),
VN I/AFLP 1, e Cryptococcus gattii (isolado LMM 21) sorotipo B (MAT a), VG IlI/AFLP
6, caracterizado como previamente descrito (Kidd et al.,2004), ambos isolados de
pacientes HIV no Rio de Janeiro, Brasil, foram cedidos pela colecdo de cultura do
servico de micologia médica, Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas (IPEC/
FIOCRUZ), Rio de Janeiro.

Os cultivos foram feitos em agar saboraud dextrose 2% a partir de uma
populacao estoque conservada a -70°C e incubada por 48 horas a 37°C. As células
fungicas foram diluidas em salina (NaCl 0,9%) estéril e contadas usando camara de

Neubauer até a obtencdo de uma contagem de col6nias estimada em 10° UFC/mL.

3. 2 - ANIMAIS UTILIZADOS

Foram utilizados 70 camundongos Swiss Webster, imunocompetente, machos,
oriundos do Centro de Criacdo de Animais de Laboratério - CECAL/Fundacéo
Oswaldo Cruz - FIOCRUZ, com peso corporal entre 20 e 30g. Os animais foram
alojados em (7 gaiolas destintas, com 10 animais) e colocados em estantes
assépticas com controle de temperatura, umidade, ventilacdo e luz ambiente

recebendo agua e comida ad libitum.
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3. 3 - CARACTERIZACAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram divididos em trés (03) grupos:

1 - Grupo Cryptococcus neoformans (Cn)

Trinta camundongos foram submetidos a instilacdo intra-traqueal com 50 pL
de solucdo concentrada (10° UFC/mL) da cepa de Cryptococcus neoformans
sorotipo A (Mat a) VN I/AFLP 1.

2 - Grupo Cryptococcus gattii (Cg)

Trinta camundongos foram submetidos a instilacéo intra-traqueal com 50 pL de
solucdo concentrada (10° UFC/mL) da cepa de Cryptococcus gattii sorotipo B (Mat
a) VG II/AFLP 6.

3 - Grupo Controle (Ctrl)

Dez camundongos foram submetidos a instilacdo intra-traqueal de 50 pL de

solucéo estéril de NaCl 0,9%.

ApoOs a instilacdo intratraqueal, cada um dos grupos acima, foi subdivido em
cinco subgrupos correspondentes aos tempos de realizagéo do estudo (2, 12, 24, 48
e 72 horas).

3.4 - PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Todos os animais foram anestesiados por injecao intramuscular de uma mistura
contendo 50 pL de cloridato de cetamina (Ketalar 100 mg) (Park-Davies and Co.
Bogot4, Colombia) e xilazina (20 mg) (Bayer S.A., Brasil).
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Posteriormente, os camundongos foram colocados em uma pequena mesa
em decubito dorsal e seus membros fixados por esparadrapos. Ap0s 0s animais
atingirem o plano anestésico e realizarem assepsias cervical, foram feitas incisdes
medianas nas regides cervicais anteriores ficando suas traquéias expostas e cada
animal instilado intra-traquealmente, com uma seringa de 1 mL contendo: a) 10°
UFC/mL de C. neoformans diluidas em 50 pL de solucéo salina (30 animais); b) 10°
UFC/mL de C. gatti diluidas em 50 pL de solugéo salina (30 animais); ou 50 pL de
solucédo salina sem células fungicas (10 animais), em dose Unica. Posteriormente
foram realizadas suturas das regibes cervicais, com Cat gut 5.0. Todos estes
procedimentos foram realizados em Cabine de Seguranca Biolégica Classe 11 B 1.

Apos a instilacdo, o abdémen de cada camundongo foi comprimido e liberado

para promover uma inalagcéo profunda.

Os animais utilizados nos experimentos foram submetidos a eutanasia por
injecdo intra-peritoneal de 1,0 mL de pentobarbital sédico a 2,5% (Abbott
Laboratories, Chicago, IL, E.U.A) e, colocados em uma pequena mesa dentro da
Cabine de Seguranca Bioldgica Classe Il B Il, em decubito dorsal e sendo seus
membros fixados por esparadrapo. Os membros superiores foram mantidos
estendidos a 90 graus em relagéo ao corpo e os membros inferiores estendidos em
diagonal.

Para cada animal, os pulmbes foram retirados e fixados em formalina
Milloning de Carson (Carson et al., 1973) com posterior inclusdo em parafina. Os
orgaos foram submetidos a microtomia (5 pm), corados com hematoxilina-eosina
(H&E), Lennert's Giemsa e Sirius red (pH= 10.2) para determinar o tipo e a
intensidade da resposta inflamatoria. Para detectar as estruturas fungicas os tecidos
foram corados com Silver methenamine (Grocott), Mucicarmin e Acido Peréxido de
Schiff (PAS). Todos os cortes foram examinados por microscopio de campo claro
(Photomi, Zeiss) e as imagens adquiridas com uma camara digital Hamamatsu

C5810.
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3.5 - DESUNHO DO ESTUDO

70 camundongos
Swiss Webster

Al




4.0 - Resultados

Todos os camundongos Swiss Wester, instilados intrattraquealmente com 10°

células fungicas de mabos as espécies, desenvolveram criptococose pulmonar.

Os camundongos Swiss Wester, instilados intrattraquealmente com salina ndo

apresentaram alteracde histopatoldgicas.

4.1 - Achados histopatoldgicos do pulmao

Todos os camundongos instilados com cepas de C. neoformans e C. gattii,
tiveram distribuicdo segmentar do fungo em espacos aéreos bronquiolar, alveolar e
no parénquima tecidual, produzindo reacdo inflamatdria localizada. Também
apresentaram acumulos de células polimorfonucleares (PMN), constituindo extensa

massa inespecifica.

4.1.2 - Infeccé@o pulmonar por Cryptococcus gattii (Cg):

Apés 2 horas da infeccdo, grande quantidade de células de C. gattii, sem
expressar capsula, estava presente no brénquio, bronquiolos e alvéolos. Foram
observadas pequenas células fungicas entrando em alguns alvéolos e fixando-se na
parede do epitélio bronquiolar sem mudar suas formas principais (Fig. 4.1). Neste
momento, ndo foi observado infiltrado inflamatoério, apesar da presenca de alguns
neutréfilos e mondcitos maduros. Algumas células de C. gattii interagiram com a

parede brénquica, as vezes sendo internalizados pela camada epitelial (Fig. 4.2).

Em 12 horas ap0s a infeccdo, varias células de C. gatti comecam a
apresentar capsula e brotamento (Fig. 4.3). Células fungicas encapsuladas
mostraram adesao preferencial por pneumécitos do tipo Il. O padrdo inflamatério
com infiltrado pneumaénico focal mostrou-se moderado em relacdo ao observado nos

pulmdes 2 horas poés-infeccéo (Fig. 4.4).
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Depois de 24 horas da infec¢édo, o padrao de infeccado continuou sendo focal,
embora neste momento tenha sido observado um grande namero de células de C.
gattii encapsuladas dentro de um grande infiltrado inflamatoério neutrofilico. Também
foram detectadas infec¢cdes focais, com atelectasias alveolares. Outros eventos
foram marcados pelo crescimento de células fungicas aderidas ao bronquiolo
formando massas compactas (rolhas) de células de C. gattii e, células epiteliais e
mucosas descamadas, caracterizando destruicdo do epitélio bronquiolar (Figs. 4.5 e
4.6).

A expansao da capsula causou atelectasia nas vias aéreas, 48 horas ap0s a
infeccdo. Células encapsuladas de C. gattii dispersas, foram observadas nos
alvéolos, sem infiltrados peri-alveolares. Observou-se também, uma formacédo de
massa compacta semelhante a vista dentro do bronquiolo, em 24 apds a infeccao
(Fig. 4.7). Estas células encapsuladas pareciam ser internalizadas através do
epitélio bronquiolar (Fig. 4.8).

Ao final de 72 horas da infeccdo, os fungos ficaram maiores, com enorme
capsula, com diferentes respostas a coloragdo, algumas positivas ao Sirius Red e
outras negativas. Persiste a adesao do fungo, bem como a formacdo de massa
compacta junto a mucosa, dentro do brénquio (Fig. 4.9). Foi observada grande
guantidade de células de C. gattii ao redor das artérias brdnquicas e no territorio
linfatico (Fig. 4.10). Foram vistos macréfagos hiperplasticos espumosos, alguns
contendo particulas fungicas (Figs. 4.11 e 4.12). O epitélio brdnquico mostrou-se
hiperplastico e contendo enorme quantidade de material PAS-positivo. Algumas
células fungicas foram vistas livres dentro de vasos sanglineos (Fig.4.10),

circulando com o sangue.
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C. gattii 2h C. gattii 12h

Prancha I: Cortes histolégicos dos pulmbes de camundongos Swiss webster
instilados intratraquealmente com 10° células fungicas de C. gattii, 2h p.i. Fig.
4.1 — Mostra presenca do fungo (sem mudancas morfolégicas) em brénquios,
bronquiolos e alvéolos ou aderidos a parede do epitélio — ver seta (corado
por Giemsa). Fig. 4.2 — Mostra células de C. gattii interagindo com a parede
brébnquica, as vezes sendo internalizado através da camada epitelial — ver
seta (corado por Sirius red). Fig. 4.3 — Mostra células apresentadndo capsula
e comecando a brotar, em 12h p.i., (corado por Sirius red). Fig. 4.4 — Mostra
células encapsuladas do fungo com adeséao preferencial por pneumocitos Il —
ver seta (corado por Sirius red).
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. gattii 48h

Prancha II: Cortes histopatologicos dos pulmdes de camundongos Swiss
webster instilados intratraquealmente com 10° células fungicas de C. gattii.
Fig. 4.5 — Mostra em 24 p.i., um grande namero de células encapsuladas de
C.gattii dentro de um infiltrado inflamatério maior no limen dos bronquiolos e
alvéolos, bem como, infeccBes focais com atelectasia, (corado por Sirius
red). Fig. 4.6 — Células fungicas aderidas ao bronquio formando massa
compacta por C. gatti e células destacadas do epitélio da mucosa,
caracterizando dano do epitélio brénquico, 24h p.i. — ver seta (corado por
Giemsa). Fig. 4.7 — Em 48h p.i.,, mostra uma formacéo de massa, dentro do
brénquio, semelhante a observada em 24h p.i. (corado por Sirius red). Fig.
4.8 — Mostra células encapsuladas de C. gattii sendo internalizadas através
do epitélio brénquico, 48h p.i. — ver seta (corado por Sirius red).
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C. gattii 72h
'5‘.‘4"£'

Prancha lll: Cortes histopatologicos dos pulmbes de camundongos Swiss
webster instilados intratraquealmente com 10° células fungicas de C. gattii, 72h
p.i. Fig. 4.9 — Mostra obstru¢do bréonquica, causada por formacdo de massa
junto com muco e células fungicas (corado por Sirius red). Fig. 4.10 — Mostra
células de C. gattii ao redor da artéria brénquica e territério linfatico — ver seta
(corado por Sirius red). Figs. 4.11/4.12 — Mostram macréfagos hiperplasticos
espumosos, alguns contendo particulas fungicas no Ilimen dos alvéolos e
brénquios — ver seta (corado por Sirius red).
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4.1.3 — Infeccao pulmonar por Cryptococcus neoformans (Cn):

A infeccdo produzida neste grupo se caracterizou por mostrar um grande

namero de células fungicas, no interior do trato respiratério em periodos precoces.

Apés 2 horas da infeccdo, as células fungicas exibiram forma e tamanho
semelhantes aos mantidos in vitro; utilizados para a inoculacdo. Neste momento, 0s
fungos foram localizados no interior da arvore respiratoria, inclusive em nivel de vias
aéreas superiores, laringe, traquéia, bronquios e bronquiolos, se distribuido
aleatoriamente em grupos ou isoladamente. Alguns deles, especialmente se
aderiram ao epitélio brénquico, bronquiolar e alvéolos, exibindo uma expanséo da
capsula (Fig. 4.13) e outros atravessaram as células do epitélio bronquico,
promovendo dano local e permitindo que fungos alcancassem o tecido peri-
brénquico (Fig. 4.14). Neste tempo foi observada variacdo no tamanho das células
de C.neoformans, com aparecimento de pequenas formas brotando, indicativo de

multiplicacéo extracelular “in vivo” (Figs. 4.13 e 4.14).

Em 12 horas apds a infeccdo, a maioria das células de C.neoformans,
mostrou formas encapsuladas maiores, fixadas na parede brénquica ou nos espagos
alveolares. Também foram observadas massas compactas (rolhas) de células de
C.neoformans, dentro da luz brénquica, bloqueando parcial ou totalmente a via
aérea (Fig. 4.15). Em algumas areas pulmonares as leveduras de C.neoformans
mostram projecdes radiais dentro da cépsula (Fig. 4.16). Neste momento brotos
aparecem dentro de intensas reacoes inflamatorias, com linfécitos, neutrofilos,

monaocitos e células plasmaticas (Fig. 4.16).

O numero de células de C.neoformans ainda persistiu aumentado com
intenso brotamento, 24 horas pos-infecgcdo, acompanhado de intensa reacao
inflamatoria, bem maior que a observado apos 12 horas da infeccdo. Também foram
observadas células de C.neoformans broénquicas e peri-brébnquicas dentro de um
intenso infiltrado neutrofilico, caracterizando uma pneumonia supurativa (Figs. 4.17 e
4.18).
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Depois de 48 horas da infec¢éo, foi observada uma diminuicdo no numero de
células de C.neoformans bem como um decréscimo progressivo na extensao da
inflamacédo (Fig. 4.19) e muitos macrofagos pareciam espumosos, poucos deles
contendo elementos fungicos (Fig. 4.20). Também foram observadas células
fungicas dentro do brbénquio, artéria brébnquica e area peri-brénquica, sugerindo
penetracdo através de vasos linfaticos (Fig. 4.19). Alguns macréfagos pareciam

incapazes de envolver as células fungicas e fagocita-las (Figs. 4.19 e 4.20).

Passadas as 72 horas da infecgdo, as mesmas obstrucdes de vias aéreas e
distribuicbes peri-bronquiolares (peri-linfaticas) foram observadas (Figs. 4.21 e 4.22).
As figuras 4.23 e 4.24 mostram células de C.neoformans interagindo com o epitélio

bronquiolar apresentando-se com maiores tamanhos que os macréfagos.

Foram observadas céulas fungicas promovendo lesdes teciduais, desde o
epitélio bronquico, passando pelos bronquiolos e alvéolos. Também foram
observadas células de C. gatti com adesdo preferencial pelos pneumdcitos Il

(Fig.4.4) e rara observacao de células gigantes (Fig.4.3).
ApOs esta cinética histopatolégica, foi possivel observar que ambas as

espécies (C. gattii e C. neoformans) apresentaram vias linfaticas e hematogénicas

como importante formas de disseminacgéao (Figs. 4.10 e 4.19).
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Prancha IV - Cortes histopatolégicos dos pulmdes de camundongos Swiss
webster instilados intratraquealmente com 10° células fungicas de C.
neoformans. Fig. 4.13 —. Mostra em 2h p.i. o fungo situado no limen da arvore
respiratéria e aderido ao epitélio brénquico, ja& exibindo uma expansdo da
capsula — ver seta (corado por Giemsa). Fig. 4.14 — Mostra variacdo de
tamanho das células de C. neoformans, nos alvéolos e bronquiolos, com o
aparecimento de pequenas formas brotando, indicativo de multiplicacéo celular
“in vivo”, também foram observadas outras células passando através do
epitélio bronquico causando dano tecidual local — ver seta (corado por
Grocott). Fig. 4.15 — Mostra formas encapsuladas maiores de C. neoformans,
aderidas ao epitélio ou dentro dos espacos alveolares. Observadas células
fungicas constituindo massa compacta de C. neoformans dentro do Iimen
brénquico, bloqueando parcial ou totalmente a via aérea, 12h p.i. (corado por
Giemsa). Fig. 4.16 — Mostra em 12h p.i.,, células de C. neoformans com
brotamentos dentro de uma intensa reacdo inflamatéria, contendo linfécitos,
neutrofilos, mondcitos e células plasméaticas — ver seta (corado por Giemsa).
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Prancha V - Cortes histopatologicos dos pulmdes de camundongos Swiss
webster instilados intratraquealmente com 10° células fungicas de C.
neoformans. Fig. 4.17 — Mostra, em 24h p.i., um maior numero de células de C.
neoformans com brotamentos, acompanhado por intensa reacéo inflamatéria
maior que a observada em 12h p.i. Apresenta também, células de C.
neoformans dentro de grande infiltrado neutrofilico, caracterizando uma
pneumonia supurativa (corado por Giemsa). Fig. 4.18 — Mostra células de C.
neoformans dentro de intenso infiltrado neutrofilico, com varias células
apresentando capsula e comecando a brotar, 24h p.i. — ver seta (corado por
Giemsa). Fig. 4.19 — Mostra uma diminuicdo no numero de células de C.
neoformans, bem como, diminuicdo progressiva na extensao da inflamacéo —
ver seta. Células de C. neoformans foram observadas dentro do brénquio,
artéria bronquica e area peri-brénquica, sugerindo invasédo por territorio
linfatico, 48h p.i. (corado por sirius red). Fig. 4. 20 — Mostra macrofagos com
aparéncia espumosa, contendo elementos fungicos 48h p.i. (corado por Sirius
red).
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Prancha VI - Cortes histopatolégicos dos pulmdes de camundongos Swiss
webster instilados intratraquealmente com 10° células fungicas de C.
neoformans. Figs. 4. 21/ 4.22 — Mostram a mesma obstrucdo de via aérea por
massa fungica compacta e distribuicdo peri-arterial (peri-linfatica), 72h p.i. ver
seta (corado por Sirius red). Figs. 4.23/4.24 — Mostram células de C.
neoformans, muito maiores que macréfagos, interagindo com epitélio
brénquico sem fagocitose, 72h p.i. ver seta (corado por Sirius red).




5. 0 - Discussao

A instilac&o intratraqueal resultou em deposicao rapida de cepas nos alvéolos.
Apoés 2h, células das cepas de C. neoformans ou C. gattii, foram vistas dentro do

parénquima pulmonar, indicando rapida penetracéo a nivel alveolar.

A via de infeccdo eleita baseou-se em estudos laboratoriais ainda nao
publicados, que demonstram ser de melhor distribuicdo pulmonar as inoculagbes
intratraqueais com acesso através do anel cartilaginoso apds incisdo cervical,
quando comparadas as tentativas por manobras de entubacdo oro-traqueal. A
relevancia reside em oferecer uma alternativa de modelo experimental, a partir da
instilacao intratraqueal de ambas as espécies do fungo (C. neoformans e C. gattii),
podendo simular as condicdes de exposicdo da via inalatéria de individuos

supostamente saudaveis, com o0 agente patoldgico da criptococose.

A comparacdo entre os pulmdes de camundongos infectados por C.
neoformans ou C. gattii revelaram peculiaridades importantes. Uma das diferengas
principais foi a expressao precoce (2h p.i) da cépsula de polissacarideo por C.
neoformans em comparacéao com C. gattii (12h p.i). Por causa da expressao precoce
da sua capsula de polissacarideo, C. neoformans € maior em tamanho (Fig. 4.16), o
que pode contribuir para seu escape dos mecanismos de defesa do hospedeiro e
maior persisténcia no trato respiratério. Este mecanismo de escape e a consequiente
dificuldade para difusdo resultam numa grande reacdo inflamatéria local

acompanhada de brotamento precoce.

Em contraste, C. gattii foi observado em formas de cepas menores no
parénquima pulmonar (Fig. 4.1), causando uma reacgdo inflamatoria fraca que
também favorece o escape dos fungos permitindo sua difusdo precoce. A capsula
polissacaridica de glicuronoxylomanana (GXM) do C. neoformans foi mostrada
interferindo na migracdo de neutréfilos e o 6-O-acetylated mannose de GXM é um
motivo crucial para a inibicdo do recrutamento de neutrofilos (Ellerbroek et al., 2004).
Este efeito é devido a interferéncia de GXM em ambos, neutréfilos e células
endoteliais (Ellerbroek et al., 2002).
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Os resultados da presente pesquisa demonstram que C. gattii esta envolvido
mais precocemente nas lesdes bronquicas e que ambas as espeécies produzem
atelectasia como resultado da expansdo de sua capsula de polissacarideo dentro
dos alvéolos. Entretanto, C. gattii e C. neoformans mostram semelhancas relativas a
adesdao para o epitélio brébnquico e bronquiolar. Tais resultados sugerem a existéncia
de tropismo do fungo para o epitélio respiratorio. Isto poderia ser mediado através de

moléculas especificas (ligantes/receptores), que podera ser objeto de futuro estudos.

A observacdo de células de C. gatti com adesado preferencial pelos
pneumacitos 1l (Fig.4.4), sinaliza que tal evento necessita de maiores pesquisas,
pois a superficie alveolar pulmonar € protegida com um fluido que quebra a tensao
superficial, o surfactante, que é composto principalmente por fosofolipideos, mas
também contém proteinas multiméricas chamadas colectinas e fazem parte do
sistema imune inato. Um destas proteinas, SP-D, contém um dominio que liga
carboidrato e podem interagir com glicoconjugantes presentes na superficie de
micro-organismos patogénicos, inclusive o componente capsular (GXM)

glicuronoxylomanana (Van de Wetering et al., 2004).

Os resultados deste trabalho apontam para duas diferentes vias de
disseminacéao de Cryptococcus: 1) Penetracao através de capilares alveolares e 2)
invasao atraves artérias justa-bronquica e/ou linfaticas. Na situagcéao anterior, o fungo
pode partir dos sacos alveolares, e por transposicdo da barreira através dos
pneumdacitos eles podem alcancar os septos e capilares alveolares. No segundo eles
podem aderir longe do limem bronquiolar, transpor o epitélio e o tecido conectivo
peribronquial e periarterial ou perilinfatico, invadindo a parede do vaso. Eles também
podem sair dos sacos alveolares adjacentes para os vasos. Atividades de
proteinases extracelulares foram estudadas em oito cepas de C. neoformans e duas
cepas de C. gattii. Todas as cepas estudadas produziram atividades proteoliticas
extraceluares (Chen et al.,, 1996). C. neoformans podem produzir aspartil, serina
protease e mataloprotease semelhante a alastinolitica metaloprotease de Aspergillus
fumegatus (Yoo et al., 2004; Eigenheer et al., 2007; Pinti et al., 2007).
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Estudos prévios conduzidos com modelos experimentais de silicose e
paracoccidioidimicose relatam que histiécitos capturaram particulas fungicas e entao
as disseminavam por via hematogénica (Gonzalez et al., 2005). Em nosso estudo,
entretanto, macréfagos com corpos fagociticos contendo fungos foram muito
incomuns. A observacao de células gigantes também foi muito rara. O brotamento
de cepas de C. neoformans e C. gattii ocorreu independentemente de fagocitose
macrofagica, como o verificado “in vitro” por Feldmesser et al. (2000). Ademais, o
presente estudo sugere a importancia de eventos extracelulares durante estagios
precoces da invasdao pulmonar por C. neoformans e C. gatti como parte do

processo.

Ambas as cepas, C. neoformans e C. gattii expressaram uma capsula de
polissacarideo apoOs elas aderirem ao epitélio respiratorio. Isto reforca que a
presenca da capsula dentro dos pulmdes pode contribuir para o sucesso do
estabelecimento da infeccdo pulmonar, e que o tamanho da capsula poderd inibir a
fagocitose, tendo um papel significante destruindo o epitélio e, aumentando a
penetracdo no hospedeiro. A capsula de polissacarideo de Cryptococcus é
necessaria para a sobrevivéncia do fungo in vivo. Liberacdo de componentes
capsulares esta previamente associada a dono e doenca no hospedeiro
(Steenbergen & Casadevall, 2003). Recentes estudos sugerem um novo mecanismo
pelo qual capsulas de polissacarideo empacotados em vesiculas lipidicas cruzam a

parede da célula e alcancam o ambiente extracelular (Rodrigues et al., 2007).

N&do sabemos o significado molecular das mudancas morfolégicas (cor e
forma) observada na capsula de polissacarideo durante diferentes momentos da
infecgao. ProjecgOes radiais apareceram com sombras distintas coradas de vermelho
com Sirius red dentro da capsula, bem com formas distintas de estrutura de fungica,
também foram detectadas, sugerindo alguns aspectos dinamicos da secrecao

fungica como foi descrito por Rodrigues al de et. (2008).

Predominantemente, cepas de C. neoformans produzem doenca em
hospedeiros imune-comprometidos e cepas de C. gatti em imune-competentes
(Casadevall, Perfect, 1998; Banerjee, Data e Casadevall, 2004; Rozenbaum et al.,
1990), produzindo entidades clinicas distintas, assim sugerindo patogéneses
distintas. Os mecanismos usados por cada cepa em doenca natural sao dificeis de
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comparar “in vivo” devido as diferencas marcadas em estado imune dos hospedeiros
afetados. Assim foram utilizados animais imunocompetentes para comparar
diferentes respostas histopatolégicas entre as cepas. Os camundongos
imunocompetentes permitiram evidenciar reacdes inflamatorias locais mais
conspicuas e capacidade de obstrucdo pelas cepas de C. neoformans nas vias
aéreas respiratérias e alvéolos, comparando a uma resposta menos inflamatoéria do
hospedeiro provocada por cepas de C. gattii. Entretanto, esta cepa apresentou uma
capacidade invasiva mais alta das paredes bronquiolar e alveolar, seguida por mais
intenso acesso vascular dos fungos a circulacdo. A diferenca nas caracteristicas da
capsula entre as cepas pode ser um fator diferencial importante relacionado a
patogénese. Realmente, a capsula de C. neoformans é considerada um fator de
viruléncia por causa de suas propriedades antifagociticas e fungos acapsulados
aderem singnificativamente mais a células endoteliais causando maior dano a

células endoteliais que os organismos encapsulados (lbrahim et al., 1995).

A cepa de C. neoformans utilizada em nosso modelo animal foi sorotipo A,
correspondendo ao tipo molecular mais comum (gendtipo VNI/AFLPI) associado a
AIDS no mundo. A cepa de C. gattii usada foi uma molecular (genotipo VGII/AFLP6),
a mais comum na América latina, endémica nas regides Norte e Nordeste do Brasil,
relacionada aos recentes casos na Espanha e Vancouver, considerada um tipo
virulento. De qualquer maneira, diferencas em viruléncia observada em cepas
individuais devem ser consideradas, sendo necessarios futuros estudos
experimentais analisando melhor as cepas de C. neoformans e C. gattii (Kidd et al.,
2004; Baro et al., 1998; Raso et al., 2004).
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6.0 - Conclusao

Neste contexto podemos concluir que:

- Na infeccao pulmonar, as células da cepa C. neoformans expressaram suas
capsulas de polissacarideo logo apés 2h da instilacdo intratraqueal, diferentemente
das células da cepa C. gattii que ndo apresentaram tal alteracdo morfofuncional.

- A invasdo pulmonar e o mecanismo de disseminacdo das cepas C.
neoformans e C. gatti no trato respiratério na fase precoce da infeccao
experimental, ndo dependeram diretamente da participacdo de células

polimorfonucleares (neutréfilos) e monocleares (macrofagos).

- A invasdo pulmonar e o mecanismo de disseminacdo das cepas C.
neoformans e C. gattii aconteceram, em parte, pela interacao fisica entre os fungos

e o0 epitélio respiratdrio, contudo, sendo desconhecido 0s mecanismos intrinsecos.

- Os pneumdcitos Il podem ter papel importante no processo de adesado e

internalizacao fungica.

- Esses dados sugerem que a adesdo de ambas as cepas C. neoformans e C.
gattii seguida de internalizacdo, pode potencialmente determinar a lesdo do pulméo

e 0S mecanismos de disseminacao.

- O alto in6culo foi critico para o modelo de infecgdo, dos camundongos
imunocompetentes aqui analisados, e pode esclarecer a patogenia e eventos
precoces da disseminacdo criptocécica por C. gatti em hospedeiros normais
recentemente descritas em humanos e surtos animais (Kidd et al., 2004; Raso et al.,
2004).
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Perspectivas de publicagéo

Encaminhamos o primeiro manuscrito intitulado “HISTOPATHOLOGIC STUDY OF
THE EARLY INFECTION BY Cryptococcus neoformans OR Cryptococcus gattii IN
RESPIRATORY TRACT OF EXPERIMENTALLY INFECTED SWISS WEBSTER
MICE”, para apreciacdo e posterior publicacdo na revista Medical Micology contido

no Apéndice I.
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pulmonary invasion

Summary

Backgrounds/Aims : As the pathogenic mechanisms involved in the early stages of lung infection by
Cryptococcus species are still poorly known, we followed separately the process of internalization in
the lung in imunocompetent mice, describing its penetration and comparing possible differences.The
involvement of central nervous system (CNS) with meningitis has been traditionally reported in both C.
neoformans and C. gattii infections, with or without clinical or radiological signs of pulmonary lesion.
Almost all disseminated forms by C. neoformans strains occur in immunocompromised individuals,
except in a few cases without known predisposing factor, suggesting the existence of some escape
mechanisms. In contrast, cryptococcosis by C. gattii almost always affects individuals with no
identifiable immune impairment, and commonly presents, beside meningitis, CNS and pulmonary
mass lesions. Materials and Methods: Animals were intratracheally instilled with: a) 10° yeast cells of
C. neoformans in 50pL of saline (30 animals); b) 10° yeast cells of C. gattii in 50uL of saline (30
animals); or c) 50uL of saline without fungi (10 animals). After instillation, mice abdomen was
compressed and released to cause deep inhalation. Animals were killed at 2, 12, 24, 48 and 72 hours
post-instillation (p.i.). At each period, mice were killed by intraperitoneal injection of 1.0 mL of 2.5%
sodium penthotal. Conclusion : Pulmonary invasion and dissemination mechanism of Cryptococcus at
the respiratory tract level and early stage of the experimental infection does not depend directly on the
participation of neutrophils and mononuclear cells. That process takes place, in part, through the
physical interaction between the fungi and the respiratory epithelium, being the intrinsic mechanisms
yet unknown.

Corresponding author: Dr. Marcelo Pelajo-Machado, M.D., Ph.D.
Laboratory of Pathology
Instituto Oswaldo Cruz (IOC)
Fundacéo Oswaldo Cruz (Fiocruz)
Av. Brasil, 4365 — Pav. Gomes de Faria, Manguinhos
21040-900 - Rio de Janeiro/RJ, Brazil
e-mail: mpelajo@ioc.fiocruz.br
tel/fax: (+5521) 2598 4350

51



52



INTRODUCTION

The incidence of invasive fungal disease has drastically increased over the
past few decades corresponding to the rising number of immunocompromised
patients. The major risk factors for severe fungal disease include administration of
broad-spectrum antibiotics, corticosteroids and cytotoxic agents, invasive medical
procedures, and HIV infection. The rise in fungal infection incidence has led
researchers to identify virulence determinants and to ask why environmental fungi
may cause disease (1, 2, 8, 10, 11, 12,13).

Cryptococcosis is a worldwide distributed, life-threatening mycosis, caused by
zoopatogenic basidiomycetous yeasts. At present, based on phenotypical and,
biological concepts, two distinct species of Cryptococcus are proposed as their
etiologic agents: C. neoformans (serotypes A, D, and AD) and C. gattii (serotypes B
and C) (14, 15, 16). Molecular typing separated major groups (VN types for C.
neoformans and VG types for C. gattii) corresponding to AFLP genotypes described
in large series of clinical and environmental isolates, providing tools for global
epidemiological studies on cryptococcosis and its agents (3,17,18).

Clinical and environmental isolates present as round or oval encapsulated
yeast cells, measuring 5-10 pm in diameter without capsule. They reproduce
assexually by budding, but they also can reproduce sexually in vitro forming basidia
and basidiospores of two Filobasidiella species (F. neoformans corresponding to C.
neoformans and F. bacillispora corresponding to C. gattii) (22, 23, 24, 25). Two
mating types are recognized: MATq strains predominate worldwide in the
environment as well as in infected individuals (1,6,9,18) and are significantly more
virulent than MATa strains, as experimentally demonstrated in mice (2, 23, 24, 27).

The involvement of central nervous system (CNS) with meningitis has been
traditionally reported in both C. neoformans and C. gattii infections, with or without
clinical or radiological signs of pulmonary lesion. Almost all disseminated forms by C.
neoformans strains occur in immunocompromised individuals (1), except in a few
cases without known predisposing factor, suggesting the existence of some escape
mechanisms (5,17). In contrast, cryptococcosis by C. gattii almost always affects
individuals with no identifiable immune impairment, and commonly presents, beside
meningitis, CNS and pulmonary mass lesions (3). Outbreaks of pneumonia and CNS
infection caused by C. gattii have been described in animals (17, 18, 19) and also in

humans. For instance, on Vancouver Island, Canada, C. gatti MATa
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molecular/genotype VGII/AFLP6 was identified as agent of pneumonia and
meningoencephalitis in humans, cats, dogs and other animals (17, 19, 20).
Cryptococcus strains express a variety of virulence factors involved in the
modulation of infection and disease, being remarkable the link between virulence and
mating type a (3). The surrounding capsule is a major virulence factor and, together
with the ability of melanine production by a laccase, are unique features among
human pathogenic fungi. The respiratory tract is the portal of entrance of airborne
propagules from the environment and is capital for understanding the pathogenesis
of cryptococcal infections. After inhalation of basidiospores or capsule desiccated
yeast cells by immunocompetent hosts, the initial infection is supposed to be usually
trapped in a lung granuloma that induces an immunomodulatory response (4, 21).
Pulmonary infections, if not restricted by granuloma formation, can
disseminate and cause significant disease, attaining mainly the CNS, lungs, skin, and

eyes. In fact, every organ can be affected (1).

Several animal models have been used for the study of pathogenesis of
cryptococosis, including mice, guinea pigs, rats and rabbits (1). Most of them used
mice infected with C. neoformans strains by the intraperitoneal route, considered the
most convenient. However, intratracheal or intranasal inoculation may simulate a
natural infection (1). The pathogenicity of two C. gattii strains has been analised and
compared to reference strains in an immunocompetent mouse model infected by the
intraperitoneal route (22).

As the pathogenic mechanisms involved in the early stages of lung infection
by Cryptococcus species are still poorly known, in the present study we followed
separately the process of internalization of C. neoformans and C. gattii strains in the
lung in imunocompetent mice, describing its penetration and comparing possible

differences.



MATERIALS AND METHODS

Cryptococcus cultures and growth conditions

Cryptococcus neoformans (isolate LMM 736) serotype A (MAT a), VN I/AFLP
1, and Cryptococcus gattii (isolate LMM 21) serotype B (MAT a), VG IlI/AFLP 6,
characterized as previously described (17), were provided by the Culture Collection
of the Mycology Service, Evandro Chagas Clinical Research Institute (IPEC/
FIOCRUZ), Rio de Janeiro, Brazil. Stock cultures were maintained at -70 °C, and
cultures started by inoculation on Sabouraud dextrose agar (Difco Laboratories,
Detroit, Mich.), incubated for 48h at 37 °C. The yeast cells assigned for inoculation
were obtained by centrifugation and washing in phosphate buffered saline (PBS).
The yeast cell number was estimated by Neubauer chamber counting and confirmed

by the CFU number obtained by plating on niger seed agar medium.

Animals

Swiss Webster male mice, 4-6 weeks old, weighing 18-20g, were obtained
from the breeding colony of the Fundagdo Oswaldo Cruz - Fiocruz, Rio de Janeiro,
Brazil. Mice were kept into cages with sterilized bedding and supplied with sterilized
commercial food pellets and fresh water ad libitum.

Infection

All animals were anesthetized by intramuscular injection of a mixture containing
50 pL ketamine hydrochloride (100 mg) (Park-Davies and Co. Bogota, Colombia) and
xylazine (20 mg) (Bayer S.A., Brasil). When deep anaesthesia become obtained,
animals were intratracheally instilled with: a) 10° yeast cells of C. neoformans in 50pL of
saline (30 animals); b) 10° yeast cells of C. gattii in 50pL of saline (30 animals); or c)
50pL of saline without fungi (10 animals).

After instillation, mice abdomen was compressed and released to cause deep
inhalation. Animals were Kkilled at 2, 12, 24, 48 and 72 hours post-instillation (p.i.). At
each period, mice were killed by intraperitoneal injection of 1.0 mL of 2.5% sodium
penthotal (Abbott Laboratories, Chicago, IL, E.U.A).
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Histopathology

For each animal, lungs were recovered, preserved in Carson’s Milloning-
formalin (28), and embedded in paraffin. Tissue sections (5 um-thick) were stained
with hematoxylin and eosin (H&E), Lennert's Giemsa and Sirius Red (pH=10.2) to
determine the type and intensity of the inflammatory response. Silver methenamine
(Grocott), Mucicarmin and PAS stain were used to detect fungal structures. All
sections were examined by brightfield microscopy (Photomi, Zeiss) and images were

acquired with a Hamamatsu C5810 digital camera.
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RESULTS

Histopathological findings

In all C. neoformans and C. gattii yeast-instilled mice there was segmented
distribution of fungi with localized reaction in the alveolar and bronchiolar air spaces
as well as in tissue parenchyma. Parenchymal yeasts were predominantly
extracellular and not associated with tissue necrosis. There were also
polymorphonuclear cells (PMNs) accumulations that constituted extensive, ill-defined

masses.

C. neoformans (Cn) infection: The groups showed a great number of fungal
cells at early periods. At 2 hours p.i. these cells exhibited similar shape and size to
those maintained in vitro as used for inoculation. At this time, Cn cells were located in
the lumen of respiratory tree, including the upper nasal level, larynx, trachea, bronchi
and bronchioles, randomly distributed in single or clusters of yeast cells. Some of
them, especially those adhered to the bronchial epithelium, exhibited already a
capsule expansion (Fig. 2) and others passed through the bronchial epithelial cells,
causing local damage and allowing some fungi to reach the peribronchial tissue (Fig.
4). At these periods there was observed variation in the size of Cn cells, with
emergence of small budding forms, indicative of extracelular replication in vivo (Figs
2,4).

At 12 hours p.i. most Cn cells showed larger encapsulated forms, attached to
the bronchial epithelium or to alveolar spaces. Compact clusters of Cn cells were
also observed inside the bronchial lumen, blocking totally or partially the air pathway
(Fig. 6). In some lung areas the Cn cells showed radial projections inside the capsule
(Fig. 8). At this time more small buds appeared within intense inflammatory reactions,

with lymphocytes, neutrophils, monocytes and plasma cells (Fig. 8).

At 24 hours p.i. the number of Cn cells still increased by intense budding,
accompanied by intense inflammatory reactions, similar but more intense than that
observed at 12h. There were also bronchial and peri-bronchial Cn cells inside an

intense neutrophilic infiltrate, characterizing a suppurative pneumonia (Figs. 10, 12).
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At 48 hours p.i. it was observed a decrease in the number of Cn cells, as well
as progressive decrease in inflammation extension (Fig. 14), and many macrophages
looked foamy, few of them containing fungal elements (Fig. 16). Yeast cells were
also visualized inside the bronchium, bronchial artery, and peri-bronchial area,
suggesting penetration through lymphatic vessels. Some macrophages seemed to be

unable to reach the fungal cells to phagocyte them (Figs. 14, 16).

At 72 h p.i. the same airway obstruction and periarterial distribution
(perilymphatics) were observed (Figs. 18, 20). Figures 22 and 22 show Cn cells

interacting with bronchial epithelium, much bigger size than macrophages.

Cryptococcus gattii (Cg) infection: At 2 hours p.i. Cg cells were present at
bronchi, bronchioles and alveoli. Small fungal cells were observed entering some
alveoli or attached to bronchial epithelium wall, without major shape changes (Fig. 1).
At this moment, inflammatory infiltrate was not observed, despite the presence of
some neutrophils and mature monocytes. Some Cg cells interact with the bronchial

wall, sometimes being internalized by the epithelium layer (Fig. 3).

At 12 hours p.i. several Cg cells present capsule and start to bud (Fig. 5).
Encapsulated yeast cells showed preferential adhesion to pneumocytes.

Inflammatory pattern was mild like in 2 h p.i. animals (Fig. 7).

After 24 hours p.i. the infection pattern continued to be focal, even though at
this time there was observed a great number of encapsulated Cg cells inside a bigger
inflammatory infiltrate. Focal infections, with alveolar athelectasia, were also
detected. Fungal cells grown adhered to the bronchi forming masses composed by
Cg cells, mucous and detached epithelial cells, characterizing bronchial epithelium
damage (Figs. 9, 11).

At 48 hours p.i., capsule expansion caused bronchial athelectasia. Single
encapsulated Cg cells were observed without peri-inflammatory infiltrate in the
alveoli. A similar mass formation inside the bronchi as it was seen at 24h p.i., was
observed (Fig. 13). These capsulated cells seemed to be internalized through the
bronchial epithelial cells (Fig. 15).
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At 72 hours p.i., the fungi became larger, with a huge capsule, which had
some staining differences, i.e., some were negative to Sirius Red and some others
were positive. The attachment to bronchial epithelia persists as well as the mass
formation together with mucous inside the bronchi (Fig. 17). Many Cg cells were
observed around bronchial arteries, at lymphatic territories (Fig. 19). Foamy
hyperplastic macrophages were seen, some of them containing fungal particles
(Figs. 21, 23). Bronchial epithelia were also hyperplastic and contained huge amount
of PAS-positive material. Some yeast cells were seen inside blood vessels circulating
with blood.

Saline-treated animals (“sham group”) had no histopathological modifications.

DISCUSSION

Here, a mice model was used to sequentially analyze the intrapulmonary
changes in the early stages of cryptococcal infection, after intratracheal instillation, of
pathogenic strains of C. neoformans and C. gattii, isolated from HIV patients in Rio
de Janeiro, Brazil. The main sequential histopathological changes from 2 up to 72h of
infection were presented. The intratracheal instillation of both strains resulted in a

rapid deposition of yeasts in alveolar sacs, detected already at 2 hours pi.

Comparison between Cn and Cg infected mice revealed important
peculiarities. One of the major differences was the earlier expression of the
polysaccharide capsule by Cn in comparison to Cg. Because of its earlier
polysaccharide capsule expression, Cn is larger in size, what can contribute for its
escape from the host defense mechanisms and longer persistence in the respiratory
tract. This escape mechanism and the consequent difficulty to diffusion result in a

large local inflammatory reaction and early budding.

In contrast, Cg was observed in smaller yeast forms in the pulmonary parenchyma,
causing a weak inflammatory reaction, which also favors the fungus escape, allowing
its early diffusion. The capsular polysaccharide glucuronoxylomannan (GXM) of C.
neoformans has been shown to interfere with neutrophils migration and the 6-O-

acetylated mannose of GXM is a crucial motive for the inhibition of neutrophils
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recruitment (29). This effect is due to interference of GXM both in neutrophils and
endothelial cells (30).

Both species adhered to the apical surface of bronchial and bronchiolar
epithelium. Such results suggest the existence of fungal tropism toward the
respiratory epithelium. This could be mediated by unknown specific molecules
(ligands/ receptors). Otherwise, Cg cells showed more frequent adherence to
pneumocytes. In fact, secreted C. neoformans phospholipase B (PLB1l) was
demonstrated to play a role in the binding of the fungi to host epithelial cells in vitro
(A549 epithelial cell line), possibly due to production of fatty acids from plasma
membranes and/or surfactant by PLB activity (31). There were no studies showing

the differential expression of PBL1 in each strain.

Our findings point to two different ways of Cryptococcus dissemination: 1)
through penetration in alveolar capillaries and 2) through invasion of juxta-bronchial
arteries and/or lymphatics. In the former situation, the fungi can depart from alveolar
sacs, and by transposition through the pneumocytes barrier they can reach the
alveolar septa and capillaries. In the second one, they can get away from the
bronchiolar lumen, transpass the epithelium and the peribronchial and periarial or
perilymphatic connective tissue, invading the vessel wall. They can also exit from
alveolar sacs adjacent to the vessels. Extracellular proteinase activity was studied for
eight strains of C. neoformans var. neoformans and two strains of C. neoformans var.
gatti. All studied strains produced extracellular proteolytic activity (32). C. neoformans
can produce aspartyl and serine proteases and metalloprotease with similarity to an

alastinolytic metalloprotease of Aspergillus fumegatus (33, 34, 35).

Previous studies conducted with experimental models of silicosis and
pulmonary paracoccidioidimycosis reported that histiocytes capture the fungi
particles and then disseminate them through the hematogenic way (36). In our study,
however, macrophages with phagocytic bodies containing fungi were very
uncommon. The observation of giant cells was also very rare. The budding of Cn and
Cg yeasts occured independently from macrophage phagocytosis, which was verified
in vitro by Feldmesser et al. (39).
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Both Cn and Cg expressed a very large polysaccharide capsule after they
adhere to the respiratory epithelium. This reinforces that the presence of capsule
inside the lungs may contribute to the successful establishment of lung infection, and
that the capsule size may, in addition to inhibiting phagocytosis, play a significant role
in destroying the epithelium, enhancing the penetration into the host. Cryptococcal
polysacharide is necessary for fungal survival in vivo. Release of this capsular
component has been previously associated to host damage and disease (3). Recent
studies suggest a new mechanism through which polyssacharide packaged in lipid
vesicles crosses the cell wall and the capsule network to reach the extracellular

environment (40).

We do not know the molecular meaning of the morphological changes (color
and shape) observed in the polysaccharide capsule during different moments of the
infection. Inside the capsule, radial projections appeared with distinct shades of red
with Sirius Red staining, as well as distinct forms of the fungus structure were also
detected, suggesting some dynamic aspects of the fungal secretion as was

described by Rodrigues et al. (41).

The strain Cn produces disease predominantly in immune-affected hosts and
Cg in immune-competent ones (1, 30, 31), resulting in distinct clinical entities,
suggesting the occurrence of different pathogenesis. The mechanisms used by each
strain in natural disease are difficult to compare in vivo due the marked differences in
immune status of the affected hosts. Thus, immune-competent animals were here
applied to compare different histopathological responses between the strains. The
immune-competent mice allowed evidencing a more conspicuous local inflammatory
reactions and obstruction capacity of Cn cells in the respiratory airways and alveoli,
compared to a less inflammatory host response provoked by Cg cells. However, this
strain presented a higher invasive capacity of the bronchiolar and alveolar walls,
followed by more intense vascular access of the fungi to the circulation. The
difference in the characteristics of the capsule between the strains can be an
important differential factor related to the pathogenesis. Indeed, the capsule of the C.
neoformans is considered to be a virulence factor because of its antiphagocytic
properties and acapsular fungi adhered significantly more to endothelial cells and

caused greater endothelial cell injury than did encapsulated organisms (42).
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The Cn strain used in our animal model was serotype A, corresponding to the
most common molecular type (genotype VNI/AFLPI) associated to AIDS in the world.
The Cg strain used was a molecular (genotype VGII/AFLP 6), the most common in
Latin America, endemic in the northern north east regions of Brazil, related also to
outbreaks in Spain and Vancouver, considered a virulent type. Differences in the
virulence between these strains is requiring further studies in experimental models
(17, 19, 20).
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CONCLUSION

In conclusion, our studies on the early stages of acute cryptococcal infection
using a mice model revealed different histopathological responses in the lungs
produced by C. neoformans or C. gattii. Pulmonary invasion and dissemination
mechanism of Cryptococcus at the respiratory tract level and early stage of the
experimental infection does not depend directly on the participation of neutrophils
and mononuclear cells. That process takes place, in part, through the physical
interaction between the fungi and the respiratory epithelium, being the intrinsic
mechanisms yet unknown.

These data suggest that adhesion of both C. gattii and C. neoformans strains,
followed by internalization, can potentially determine the Ilesion and Ilung
dissemination mechanisms. The high inoculum seems to be critical for the
imunocompetent mice infection model here analised, and it may shed light to early
events and pathogenesis of disseminated cryptococcosis by C. gattii in normal hosts

recently described in human and animal outbreaks (17, 20).
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LEGENDS

FIGURE 1 — Histological description of lungs in mice intratracheally instilled with 10°
yeast cells C. gattii were present at bronchi, bronchioles and alveoli or attached to

bronchial epithelium wall, without changes, 2h p.i. (stained with Giemsa).

FIGURE 2 — Histological description of lungs in mice intratracheally instilled with 10°
yeast cells C. neoformans were located in lumen of respiratory tree and adhered to
the bronchial epithelium, exhibited already a capsule expansion, 2h p.i. (stained with

Giemsa).

FIGURE 3 — Show C. gattii cells interact with the bronchial wall, sometimes being

internalized by the epithelium layer, 2h p.i. (stained with Sirius red).

FIGURE 4 - Show variation in the size of C. neoformans cells, with emergence of
small budding forms, indicative de extra cellular replication in vivo, was observed
others passed thought the bronchial epithelial cells, causing local damage, 2h p.i.

(stained with Grocott).

FIGURE 5 — Show several C. gattii cells present capsule and start to bud, 12h p.i.

(stained with Sirius red).

FIGURE 6 — C. neoformans cells showed larger encapsulated forms, attached to the
epithelium or to alveolar spaces. Compact clusters of C. neoformans cells were also
observed inside the bronchial lumen, blocking totally or partially the air pathway, 12h

p.i. (stained with Giemsa).

FIGURE 7 — Encapsulated yeast cells showed preferential adhesion to pneumocytes,
12h p.i. (stained with Sirius red).

FIGURE 8 — Show more small buds appeared within intense inflammatory reactions,

with lymphocytes, neutrophils, monocytes and plama cells, 12h p.i. (stained with

Giemsa).
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FIGURE 9 — Show a great number of encapsulated C. gattii cells inside a bigger
inflammatory infiltrate. Focal infections, with alveolar athelectasia, 24h p.i. (stained

with Sirius red).

FIGURE 10 — Show the number of C. neoformans cells still increased intense
budding, accompanied by intense inflammatory reactions more intense than the
observed at 12h. As well as also bronchial and peri-bronchial C. neoformans cells
inside an intense neutrophilic infiltrate, characterizing a suppurative pneumonia, 24h

p.i. (stained with Giemsa).

FIGURE 11 — Fungal cells grow adhered to the bronchi forming masses composed
by C. gattii cells, mucous and detached epithelial cells, characterizing bronchial

epithelium damage, 24h p.i. (stained with Giemsa).

FIGURE 12 — Show C. neoformans cells inside an intense neutrophilic infiltrate,

several cells present capsule and start to bud, 24h p.i. (stained with Giemsa).

FIGURE 13 — Show at 48h p.i., a similar mass formation inside the bronchi it was

seen at 24h p.i. (stained with Sirius red).

FIGURE 14 — Show a decrease in the number of C. neoformans cells, as well as
progressive decrease in inflammatory extension and also visualized inside the
bronchium, bronchial artery, and peri-bronchial area, suggesting penetration through

lymphatic vessels, 48h p.i. (stained with Sirius red).

FIGURE 15 — Show capsulated cells seemed to be internalized trough the bronchial

epithelium cells, 48h p.i. (stained with Sirius red).

FIGURE 16 — Show a progressive decrease in inflammatory extension and many,
macrophages looked foamy, few of them containing fungal elements, 48h p.i.

(stained with Sirius red).
FIGURE 17 — Show the attachment to bronchial epithelia persists as well as the

mass formation together with mucous inside the bronchi, 72h p.i. (stained with Sirius
red).
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FIGURE 18/20 — Show the same airway obstruction and periarterial distribution

(perilymphatics), 72h p.i. (stained with Sirius red).

FIGURE 19 — Show Many C. gattii cells around bronchial arteries, at lymphatic

territories, 72h p.i. (stained with Sirius red).

FIGURE 21/23 — Show foamy hyperplastic macrophages, some of them is containing

fungal particles, 72h p.i. (stained with Sirius red).

FIGURA 22/24 - Show C. neoformans cells interacting with bronchial epithelium,

much bigger size than macrophages, 72h p.i. (stained with Sirius red).
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