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Resumo
Cryptococcus neoformans é um fungo patogênico, sendo encontrado principalmente nas excretas de aves. É o agente causador da criptococcose, uma micose sistêmica que causa meningoencefalite, a qual tem maior prevalência em pacientes imunodeprimidos, constituindo uma das principais doenças definidoras de AIDS. A infecção e patogênese do C. neoformans estão diretamente relacionadas com seus fatores de virulência, entre eles as proteinases. A proteinase produzida pelo C. neoformans é uma aspartil-proteinase, e é responsável por degradar tecidos do hospedeiro e destruir proteínas do sistema imunológico. O Ritonavir é um antirretroviral que atua inibindo a aspartil-proteinase. O objetivo do trabalho foi verificar a produção de proteinase por cepas de C. neoformans, bem como avaliar a influência do Ritonavir na inibição dessa proteinase. Foram utilizadas seis cepas de C. neoformans obtidas de pacientes do Hospital Universitário do Oeste do Paraná, as quais foram semeadas em meio de cultura capaz de detectar a produção de proteinase. Posteriormente as cepas foram semeadas em meio contendo diferentes concentrações de Ritonavir. Das seis cepas testadas, apenas uma (16,6%) não foi produtora de proteinase, enquanto quatro (66,6%) apresentaram atividade enzimática fortemente positiva e uma (16,6%) atividade positiva. Após a semeadura em meio com Ritonavir foi observado a inibição da produção de proteinase em todas as amostras e com todas as concentrações testadas. Foi observado que o Ritonavir atuou fortemente inibindo a atividade de proteinase das cepas de C. neoformans, diminuindo assim seu grau de virulência.

Introdução
Cryptococcus neoformans e um fungo cosmopolita, ocorrendo em diversos substratos orgânicos, principalmente em excretas de aves, onde há fontes de nitrogênio. É um importante patógeno humano, sendo o causador da criptococose, uma micose sistêmica que causa meningoencefalite de evolução grave e fatal. A patogênese do C. neoformans está intimamente ligada aos seus fatores de virulência, entre eles a cápsula polissacarídea, a produção de melanina, capacidade de crescimento à 37ºC e a produção de enzimas fosfolipases e proteinases. As proteinases degradam tecidos do hospedeiro e destroem imunoglobulinas e fatores do sistema complemento, desta maneira, a produção de proteinase torna-se um importante fator de virulência, uma vez que permite ao microrganismo dar início à invasão dos tecidos e ajuda na evasão do sistema imune. A proteinase produzida pelo C. neoformans é uma aspartil-proteinase, a mesma enzima produzida por cepas de Candida albicans e pelo HIV. O Ritonavir, um antirretroviral utilizado no tratamento de pacientes com HIV, tem como mecanismo de ação a inibição da aspartil-proteinase. Desse modo, espera-se que o Ritonavir iniba a produção de proteinase por cepas de Cryptococcus neoformans. 
Materiais e Métodos

Foram utilizadas seis cepas de Cryptococcus neoformans micotecadas no Laboratório de Micologia do LACEPE. O meio ágar bacteriológico foi preparado a uma concentração de 2% e esterilizado por autoclavagem. O meio de albumina foi preparado utilizando-se 2,34g de Yest Carbon Base, 0,4g de albumina bovina fração V, 10 gotas de Protovit em 20mL de água destilada e esterilizado por meio de filtração em membrana Millipore de 0,22 µm. Os meios foram misturados e em seguida a mistura foi distribuída em placas de Petri com 20mL. Após a solidificação da mistura, as cepas foram semeadas e incubadas à 35° C por quatro dias. A presença de proteinase foi detectada pela formação de um halo de degradação ao redor das colônias, e a atividade enzimática (Pz) foi verificada medindo-se o diâmetro da colônia (dc) e o diâmetro da colônia mais o halo de degradação (ddc), e em seguida foi feita a razão entre dc e ddc (Pz = dc/ddc). Para a inibição da atividade de proteinase foram utilizadas cinco cepas de Cryptococcus neoformans. O antirretroviral Ritonavir foi solubilizado nas concentrações de 2,5 mg/mL, 5 mg/mL, 7,5 mg/mL e 10 mg/mL e adicionado ao meio de proteinase. A semeadura das cepas e a verificação da atividade de proteinase se deu da mesma forma descrita anteriormente.
Resultados e Discussão
O ensaio para verificar a atividade de proteinase das cepas de Cryptococcus neoformans revelou que 66,6% (4/6) das amostras apresentaram atividade fortemente positiva, 16,6% (1/6) apresentou atividade positiva e 16,6% (1/6) não apresentou atividade enzimática (Tabela 1).
Tabela 1 – Atividade de proteinase em cepas de Cryptococcus neoformans
	 
	Índice *

	
	1
	2
	3

	Cepas
	Pz
	Pz
	Pz

	
	
	
	

	C.neoformans 01
	-
	-
	0,27

	C.neoformans 02
	-
	-
	0,36

	C.neoformans 03
	1
	-
	-

	C.neoformans 04
	-
	-
	0,42

	C.neoformans 05
	-
	0,72
	-

	C.neoformans 06
	-
	-
	0,27


*Índices: 1: Pz = 1 – amostra sem atividade enzimática.

               2: 0,64 < Pz < 1 – amostra positiva para atividade enzimática
               3: Pz < 0,64- amostra fortemente positiva para atividade enzimática

Após a semeadura das cepas em meio contendo Ritonavir nas quatro concentrações determinadas, observou-se que as cinco amostras que eram produtoras de proteinase apresentaram Pz = 1, ou seja, não tiveram atividade enzimática.
Conclusões


Nesse estudo verificamos a produção de proteinase por cepas de Cryptococcus neoformans isoladas de pacientes com criptococose e a influência do Ritonavir na inibição dessa enzima. Os resultados mostraram que 83,3% (5/6) das amostras obtidas eram produtoras de proteinase e, quando semeadas em meio contendo o Ritonavir como inibidor de proteinase, as amostras não tiveram atividade enzimática. Com isso, foi observado que o Ritonavir foi eficaz em inibir a aspartil-proteinase produzida pelo C. neoformans nas quatro concentrações testadas. Sendo assim, acreditamos que o a inibição da produção de proteinase pelo Ritonavir atua diminuindo a virulência das cepas de C. neoformans, uma vez que o antirretroviral atua diretamente sobre a aspartil-proteinase e que essa enzima tem papel importante no processo de invasão do hospedeiro e de evasão do sistema imune pelo microrganismo.
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