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Resumo
O Cryptococcus neoformans é uma levedura que pode ser encontrada em diversas fontes ambientais, sendo o agente causador da criptococose, essa micose sistêmica com caráter oportunista, acomete principalmente imunocomprometidos, causando o acometimento pulmonar e disseminação no sistema nervoso centra. Dentre os principais fatores de virulência do fungo estão a produção de proteinases, que está ligada à invasão do hospedeiro, e evasão do sistema imune. O objetivo do trabalho foi isolar Cryptococcus sp    em amostras de fezes de pombos e avaliar a atividade de proteinases como fator virulência bem como verificar o efeito dos antirretrovirais na inibição das mesmas. Foram isoladas 33 leveduras suspeitas de Cryptococcus  sp de amostras de fezes, destas 17 cepas foram confirmadas como sendo de Cryptococcus neoformans var. neofomans e uma cepa como sendo de Cryptococcus neoformans var. gatti. Em seguida, em meio de cultivo contendo albumina bovina foi avaliada a capacidade de produção de proteinases antes e depois da adição dos antirretrovirais (Lopinavir 200 mg+ Ritonavir 50mg). A inibição total da atividade de proteinases ocorreu em todos os isolados de Cryptococcus  sp  com a adição dos antirretrovirais. 

Introdução
O Cryptococcus neoformans é uma levedura que pode ser encontra em diversas fontes ambientais, sua presença é mais evidente em fezes de pombo, já que o ambiente torna possível a presença desta, enquanto inibe parcialmente outros microrganismos. A contaminação e disseminação do fungo em humanos causa principalmente o acometimento pulmonar, e do sistema nervoso central (PESSOA, 2012).

Dentre os principais fatores de virulência do fungo, estão a cápsula polissacarídica;  a produção de melanina;  e a produção de proteinases, que está ligada à invasão do hospedeiro, e evasão do sistema imune; o fungo também pode apresentar outros fatores de virulência, como polissacarídeos de cápsula, enzima fenoloxidase, as fosfolipases, e a capacidade de crescimento à 37 °C (SCAIN, 2011).

Materiais e métodos
As amostras de fezes foram homogeneizadas em salina e semeadas em placa de petri contendo ágar níger (1,5% ágar Bacteriológico; 0,125% dextrose; 0,0975% tiamina; 0,005% cloranfenicol; 15% semente de Níger). As leveduras suspeitas produtoras de melanina foram identificadas através da verificação da presença de propágulos de C. neoformans existentes em cada amostra positiva com base na capacidade do fungo na produção de melanina. As colônias aparentemente lisas, úmidas, brilhantes e de coloração creme ao marrom foram repicadas na forma de estrias em placas com ágar Sabouraud 2% para isolamento e posterior realização do exame direto, que consiste na observação das características morfológicas do fungo, e provas bioquímicas (CGB: Canavanina-Glicina-Azul de Bromotimol, uréase e auxanograma).

- Atividade de proteinase 

A atividade de proteinase foi verificada nas 17 cepas de Cryptococcus neoformans var. neofomans  em meio de proteinase é composto por 11,7% de yeast carbon base, 0,2% de albumina bovina fração V, o qual foi esterilizado por filtração, em seguida uma solução de 1,8% de ágar à 55°C foi adicionado ao meio de proteinase e distribuído em  placas  de 20mL. Foram inoculados 4 cepas de Cryptococcus neoformans em pontos equidistante. As placas foram incubadas à 35°C por 4 dias com leitura diária. A presença da enzima foi detectada pela formação de um halo de degradação ao redor das colônias. A atividade enzimática (Pz) foi medida utilizando-se a razão entre o diâmetro da colônia (dc) e o diâmetro da colônia mais a zona de degradação (ddc), ou seja, Pz = dc/ddc. Os resultados obtidos foram classificados da seguinte maneira: Índice 1 (Pz=1) - amostras sem atividade enzimática; Índice 2 (0,64 ≤ Pz < 1) - amostras positivas para atividade enzimática; Índice 3 (Pz < 0,64) - amostras fortemente positivas para atividade enzimática. Todos os ensaios foram realizados em duplicata.
- Inibição de atividade de proteinase

Neste ensaio foram utilizados 07 cepas de Cryptococcus neoformans var. neofomans que apresentaram atividade fortemente positivo juntamente com a associação dos antirretrovirais lopinavir/ritonavir. Os mesmos foram diluídos em água e esterilizados por filtração. Em seguida esses princípios ativos foram adicionados em placas contendo quantidade suficiente de meio de cultura proteinase a 55ºC para completar 20 mL. Em seguida as placas foram homogeneizados e após a solidificação, foram adicionados inóculos com cepas de Cryptococcus neoformans var. neofomans, semeados em pontos equidistantes da placa. Então foram incubados a 35ºC por 4 dias com leituras diárias do Pz medindo o halo da colônia comparada ao halo de degradação. Os experimentos foram realizados com a associação de lopinavir/ritonavir (4,7/1,19 mg/mL; 2,4/0,6 mg/mL; 1,2/0,3mg/mL; 0,25/0,06 mg/mL; 0,1/0,25 mg/mL; 0,05/0,0125 mg/mL). Todos os ensaios foram realizados em duplicata.
Resultados e discussão
Foram isoladas 33 leveduras suspeitas de Cryptococcus  sp de amostras de fezes, destas 17 cepas foram confirmadas como sendo de Cryptococcus neoformans var. neofomans e uma cepa como sendo de Cryptococcus neoformans var. gatti.

Sendo que em uma pesquisa realizada em Lages – SC, Scain (2010), das 58 amostras fecais de pombos analisadas, 39 apresentaram suspeita para o Cryptococcus neoformans, para a confirmação do diagnóstico foi realizado a prova de urease, destas, 25,8% (15 amostras) apresentaram resultados positivos, sendo oito na primeira coleta e sete na segunda, nas demais amostras, não se observou a morfologia colonial ou microscópica compatível com Cryptococcus neoformans.

 Das 17 cepas ambientais isoladas 41,1% (7) produziram atividade de proteinase fortemente positiva (Tabela 1).
Tabela 1- Atividade de proteinase em cepas ambientais de Cryptococcus neoformans.

	
	
	 
	
	

	
	
	Índice*
	
	

	Cepas
	1
	2
	3
	Total

	
	N(%)
	N(%)
	N(%)
	 

	Cryptococcus neoformans
	07(41,1%)
	03(17,6%)
	07(41,1%)
	17(100,0%)

	
	
	
	
	


*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
Já para Baroni (2010), que testou atividade em 4 cepas clínicas de Cryptococcus sp.,3 cepas apresentaram índice 3 de atividade de proteinase (fortemente positiva) perfazendo 75% enquanto 1 cepa resultou índice 2 (atividade positiva da proteinase).

Para a combinação lopinavir/ritonavir: 42,8% (3) das cepas ambientais testadas tiveram inibição da atividade na concentração 0,25/0,0625 mg/mL; 14,28% (1) das cepas ambientais testadas teve inibição na concentração de 0,1/0,25 mg/mL; 14,28% (1) das cepas ambientais testadas teve inibição na concentração 2,43/0,60 mg; enquanto 28,6% (2) das cepas ambientais testadas tiveram a inibição na concentração mais alta testada, que foi de 4,76/1,19 mg/mL. Todas as cepas testadas com a associação do lopinavir/ritonavir passaram de alta produção de proteinase para produção zero deste fator de virulência na dose máxima aplicada no experimento (4,76/1,19 mg/mL) (Figura 1).

Para Perdigão (2011) que testou, em meio líquido utilizando cepas clínicas de Cryptococcus neoformans, a ação do ritonavir isolado como inibidor de proteinase, demonstrou que as médias de atividade enzimática, foram estatisticamente significante comparado ao grupo controle, indicando que à concentração mais elevada deste princípio ativo resultou na maior diminuição deste fator de virulência (proteinase).
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                     Cepas de Cryptococcus neoformans
Figura 1 - Avaliação da atividade de proteinase de 7 cepas de Cryptococcus neoformans ambientais com ação de Lopinavir/Ritonavir em diferentes concentrações.  Índice 3 – atividade enzimática altamente positiva; Índice 2 – atividade positiva; Índice 1 – sem atividade enzimática.

Conclusão
Nas amostras de fezes de pombo coletadas foram isoladas 17 cepas Cryptococcus neoformans var. neofomans;

- a atividade fortemente positiva para proteinase foi verificada em 41,1% das cepas;

- a inibição da atividade de proteinases com a associação dos antirretrovirais lopinavi/ritonavir foi verificada nas respectivas concentrações 4,76/1,19 mg/mL. 
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