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1. INTRODUCAO

Micoses oportunistas, causadas por fungos de baixa viruléncia, afetam
principalmente individuos imunocomprometidos e tém se tornado prevalentes ao
longo dos anos (PARK et al., 2016). A criptococose, uma micose emergente, é
causada principalmente pelos complexos Cryptococcus neoformans e
Cryptococcus gattii, embora outras espeécies oportunistas de fungos também
possam estar envolvidas (ZHANG et al., 2022).

Papiliotrema flavescens (previamente Cryptococcus flavescens) € uma
espécie ndo- Cryptococcus neoformans/ndo-gattii, reclassificada por LIU et al.
(2015). Ja foi relatado em infeccdo coexistente com adenocarcinoma primario
pulmonar (ZHANG et al., 2022) e meningite em paciente soropositivo para HIV
(KORDOSSIS et al., 1998), além de abscessos subcutaneos em canino (KANO et
al., 2012).

Recentemente, P. flavescens foi isolado a partir de cérebro, pulméo e intestino
de pombos higidos capturados na zona urbana do municipio de Pelotas/RS/Brasil
e foi identificado fatores de viruléncia, incluindo presenca de capsula e
termotolerancia (BERMANN et al., 2022), o que motivou 0 prosseguimento de
estudos com esse espécime fungico.

Os fatores de viruléncia do género Cryptococcus ja sdo bem estudados e
definidos, entre eles a presenca de capsula, producdo de melanina, termotolerancia
e urease (KUMARI et al., 2024). Esses fatores sdo responsaveis pela sobrevivéncia
do fungo no ambiente e no hospedeiro, propiciando a disseminacao e resisténcia
ao sistema imunolégico dos hospedeiros (FEDER et al., 2015). Contudo, estudos
guanto os fatores de viruléncia de outras espécies de Tremellomycetes séo
escassos e em um estudo publicado por OLIVEIRA et al. (2021) foi demonstrado
gue podem apresentar diferencas importantes no potencial patogénico quando
comparadas ao complexo C. neoformans e complexo C. gattii, incluindo uma maior
resisténcia a agentes antifingicos.

Com o aumento do numero de infeccBes por espécies de Cryptococcus nao-
neoformans/ndo-gatti em humanos e animais, que inclui espécies de
Tremellomycetes, torna-se relevante analisar a capacidade de expressar fatores de
viruléncia entre isolados de Papiliotrema flavescens oriundas de oOrgados de
pombos.

2. METODOLOGIA
As amostras avaliadas neste estudo (n=5) foram previamente isoladas de

cérebro, pulméo e intestino de pombos Columba livia capturados na cidade de
Pelotas/RS/Brasil e identificadas por analise molecular como Papiliotrema
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flavescens. Os isolados fungicos foram mantidos em tubos com agar Sabouraud
dextrose e armazenados em refrigeracdo no Laboratorio de Micologia da
Universidade Federal de Pelotas (LABMICO- UFPel).

Os isolados foram repicados e cultivados em agar niger a 30°C e avaliados
em dois momentos distintos quanto a producdo de melanina. O primeiro momento
foi analisado macroscopicamente apds 10 dias de incubacao para identificacdo de
colénias amarronzadas ou enegrecidas. Apdés esse periodo, as amostras foram
submetidas a temperatura de 5°C por até 60 dias para avaliacdo de uma possivel
alteracdo na coloracdo mediada pelo estresse térmico (OLIVEIRA et al., 2021).
Como controle positivo foi utilizada uma cepa previamente identificada de C.
neoformans. A producdo de melanina foi pontuada em quatro scores de coloragéo
baseados em PEDROSO et al. (2009): 0 (zero) sem pigmento; 1 castanho claro; 2
castanho; 3 castanho escuro; 4 proximo ao preto.

A atividade de urease foi identificada pela inoculacdo em tubos de ensaio
contendo &gar ureia de Christensen preparado conforme a técnica descrita por
KURTZMAN et al. (2011), utilizando como controle positivo uma cepa de
Cryptococcus neoformans. As amostras testadas foram repicadas no meio e
incubadas a 25°C, com acompanhamento diario por até quatro dias. Durante esse
periodo, as amostras consideradas positivas para producao de urease sao capazes
de catalisar a ureia, alterando sua coloracéo para rosa intenso.

Para avaliacdo da producgédo de hemolisina foi utilizada a metodologia de
LUO et al. (2001) adaptada por OLIVEIRA et al. (2021). Os isolados avaliados foram
cultivados em caldo Sabouraud overnight e dez microlitros dessa suspensao foram
semeados em duplicata em agar Sabouraud-dextrose (SDA) contendo 7% de
sangue de carneiro e 3% de glicose e incubadas a 37°C/ 48 horas em atmosfera
de 5% CO:s.. A leitura da hemolise foi feita pela formacéo de halo claro ao redor das
coldnias.

Os resultados foram planilhados em Microsoft Excel® para comparagéao dos
fatores de viruléncia entre os isolados.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que dos isolados avaliados, apenas um (1/5) nao foi capaz de
produzir coloracdo acastanhada em agar niger, indicando que nesta colénia néo
houve producao de melanina mesmo apos o periodo estipulado em temperatura de
geladeira, portanto considerada score zero. As demais amostras (4/5) foram
classificadas em score 1 por serem fracas produtoras de melanina, nao
manifestando a coloracdo acastanhada completa na colénia, mas em formas de
raias de melanizacdo. Dessa forma, foram consideradas capazes de produzir
melanina de forma discreta quando comparadas ao controle de C. neoformans
(score 4). Ainda foi possivel notar que duas amostras (2/5) desenvolveram mais
melaniza¢do com o tempo em estresse térmico, chegando ao score 2.

A producdo de melanina esta diretamente envolvida a invasdo hemato-
encefélica, visto que o fungo utiliza as catecolaminas para expressao desse fator
de viruléncia (BAKER et al., 2022). Além disso, a melanina esta associada a evasao
do sistema imunolégico do hospedeiro (AL-HUTHAIFI et al.,, 2024), logo, a
melanizacao das colbnias era algo esperado nesse estudo, tanto nas amostras que
tiveram tropismo pelo cérebro quanto as que ficaram alojadas nos pulmdes. O
tempo de incubacdo em estresse térmico foi um estudo primeiramente
observacional das amostras, mas segundo KUMARI et al. (2024), assim como na
forma ambiental o fungo utiliza da melanina para protecédo contra raios UV, pode
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utilizar o pigmento como defesa em baixas temperaturas devido ao estresse
térmico causado nas ceélulas.

Quanto a atividade de urease, quatro (4/5) amostras alteraram a coloragao do
meio agar para rosa intenso sinalizando a catalisagdo da ureia, enquanto uma
amostra (1/5) néo sofreu alteracéo. A atividade de urease foi presente em todas as
amostras provenientes de cérebro e pulméao, 6rgaos estes que possuem barreiras
imunologicas mais complexas e que dificultam o alojamento desses micro-
organismos e ausente na amostra isolada de intestino. A urease é responsavel pela
evasdo do sistema imunoldgico, persisténcia e disseminacdo no hospedeiro
(FEDER et al., 2015) e a expressao dessa enzima em grande parte dos isolados
de P. flavescens corrobora os resultados avaliados por SANCHEZ et al. (2008) em
amostras de C. neoformans.

Nenhum dos isolados testados (0/5) demonstrou capacidade de produzir
hemolise, caracteristica observada em algumas espécies de Cryptococcus mais
patogénicas, conforme observado no estudo de OLIVEIRA et al. (2021). Por ser um
fator de patogenicidade responsavel pela liberacdo de ferro através da destruicdo
da fragcdo heme da hemoglobina, esta relacionado a sobrevivéncia e capacidade de
infeccdo no hospedeiro (LUO et al., 2001). Essa caracteristica, entretanto, ndo é
relatada em espécies oportunistas como P. flavescens.

Curiosamente, a amostra proveniente de intestino foi Unica a ndo demonstrar
os fatores de viruléncia esperados. Isso pode ser explicado pela possibilidade de
nao estar causando infeccdo no animal, mas sim, fazendo sua passagem pelo trato
digestivo como é esperado pelo papel dos Columba livia na disseminacdo e
enriguecimento do solo através das fezes contendo Cryptococcus (BERMANN et
al., 2022).

4. CONCLUSOES

Os isolados de P. flavescens isoladas de cérebro e pulmdo de pombos
Columba livia foram capazes de expressar fatores de viruléncia importantes para
um fungo oportunista, como producdo de melanina e urease, porém nao
expressaram hemoalise. Além disso, a amostra de intestino ndo expressou henhum
fator de viruléncia testado no presente estudo.
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