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RESUMO

O constante aumento da incidéncia de doencas fangicas oportunistas tem se tornado um
importante problema de salde publica, principalmente ap6s o advento da SIDA quando o
numero de individuos imunocomprometidos aumentou drasticamente. A criptococose € uma
importante micose sistémica causada por fungos do género Cryptococcus, com estimativa
global de um milhdo de novos casos e aproximadamente 600.000 mortes por ano. As opcdes
terapéuticas atuais de criptococose sdo restritas, tanto pelo aumento da resisténcia dessas
leveduras frente aos farmacos utilizados quanto pela elevada toxicidade dos antifungicos para
0 organismo humano sendo necesséria a busca continua por novas entidades quimicas para o
tratamento de infeccdes. Nesse contexto, os produtos naturais e derivados constituem uma
fonte inestimavel de substancias com potencial bioldgico. Xylosma ciliatifolia, popularmente
conhecida como sucard, € uma arvore semidecidua, nativa do Brasil, podendo também ser
encontrada em outros paises. O presente trabalho avaliou a atividade antifungica das folhas de
X. ciliatifolia, in vitro, frente a C. gattii e C. neoformans. Foi determinada a CIM do extrato
etandlico e das fragBes hexano, diclorometano, acetato de etila, butanol e residuo aquoso. A
fracdo acetato de etila (FAXC) apresentou atividade promissora e foi selecionada para 0s
ensaios subsequentes. Através do ensaio de atividade fungicida/fungistatica observou-se que
FAXC possui acdo fungicida. No ensaio de interacdo com fluconazol e anfotericina B, in
vitro, ndo foi observada interferéncia na acdo dos farmacos e o ensaio de curva de morte
demonstrou que FAXC apresenta um comportamento dose dependente. FAXC nédo alterou o
valor de CIM na presenca de sorbitol, indicando que sua acdo possivelmente ndo se da
diretamente através de parede celular. Através da quantificacdo de ergosterol foi possivel
observar que FAXC interfere na biossintese do esteroide, podendo esse ser um dos
mecanismos de acdo. Foi avaliada a producdo de EROs e PRNs nas células fungicas pela
emissdo de fluorescéncia e apds tratamento com FAXC houve um aumento da producdo de
peroxinitrito, que causa danos celulares. Foram medidos os produtos da peroxidacdo lipidica
como substancias reativas ao é&cido tiobarbitdrico (TBARS), onde evidenciou-se a
peroxidacdo lipidica nas membranas celulares fingicas em uma maior concentracdo. O
tamanho do diametro celular e capsula de Cryptococcus foi avaliado através da comparagédo
da contagem de células tratadas e ndo tratadas coradas com a tinta da india. Apos exposicao a
concentracdo equivalente & metade da CIM o didmetro celular diminuiu sugerindo uma
tentativa de defesa, mas ndo houve alteragdo no tamanho da capsula. A carga da superficie
celular foi avaliada por potencial zeta que também ndo demonstrou alteragdo. A interacdo
entre FAXC e os fungos, avaliada por ITC, é provavelmente fraca como as interagcdes ndo
polares. Por fim, verificou-se pelo ensaio colorimétrico de MTT, que FAXC ndo apresenta
citotoxicidade nas concentracgdes ativas, sendo esta dose dependente.

PALAVRA CHAVE: Atividade antifangica, Cryptococcus, Xylosma ciliatifolia



ABSTRACT

The steady increase in the incidence of opportunistic fungal diseases has become a major
public health problem, especially after the advent of AIDS when the number of
immunocompromised individuals increased dramatically. Cryptococcosis is an important
systemic mycosis caused by fungi of the genus Cryptococcus, with a global estimate of one
million new cases and approximately 600,000 deaths per year. The current therapeutic options
of cryptococcosis are restricted, both by the increase of the resistance of these yeasts to the
drugs used and by the high toxicity of the antifungal to the human organism being necessary
the continuous search for new chemical entities for the treatment of infections. In this context,
natural products and derivatives are an invaluable source of substances with biological
potential. Xylosma ciliatifolia, popularly known as Sucard, is a semi-deciduous tree, native to
Brazil, and can also be found in other countries. The present work evaluated the antifungal
activity of X. ciliatifolia leaves, in vitro, against C. gattii and C. neoformans. The MIC of the
ethanolic extract and the fractions hexane, dichloromethane, ethyl acetate, butanol and
aqueous residue were determined. The ethyl acetate fraction (FAXC) showed promising
activity and was selected for subsequent trials. Through the fungistatic / fungistatic activity
assay it was observed that FAXC has fungicidal action. In the interaction test with fluconazole
and amphotericin B, in vitro, no interference was observed in the action of the drugs and the
death curve assay demonstrated that FAXC shows a dose-dependent behavior. FAXC didn't
change the MIC value in the presence of sorbitol, indicating that its action possibly don’t
occur directly through the cell wall. Through the quantification of ergosterol it was possible to
observe that FAXC interferes in the biosynthesis of the steroid, being this one of the
mechanisms of action. The production of ROS and RNS in fungal cells was evaluated by the
emission of fluorescence and after treatment with FAXC there was an increase in
peroxynitrite production, which causes cell damage. Lipid peroxidation products were
measured as thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), where lipid peroxidation was
evidenced in fungal cell membranes in a higher concentration. Cell size and capsule size of
Cryptococcus was evaluated by comparing the count of treated and untreated cells stained
with the India ink. After exposure to the concentration equivalent to half of the MIC, the cell
diameter decreased suggesting a defense attempt, but there wasn't change in capsule size. Cell
surface loading was evaluated by zeta potential, which also showed no change. The
interaction between FAXC and fungi, as assessed by ITC, is probably weak as non-polar
interactions. Finally, it was verified by the MTT colorimetric assay that FAXC didn't present
cytotoxicity in the active concentrations, being this dose dependent.

KEYWORDS: Antifungal activity, Cryptococcus, Xylosma ciliatifolia
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1. INTRODUCAO

O constante aumento da incidéncia de doencas fungicas oportunistas tem se tornado
um importante problema de satde publica, principalmente apos o advento da SIDA (sindrome
da imunodeficiéncia adquirida) onde aumentou drasticamente o numero de individuos
imunocomprometidos. Esses individuos estdo mais susceptiveis a aquisi¢do destas infecces e
a doenca manifesta-se normalmente de maneira mais agressiva, diminuindo a qualidade e a
expectativa de vida (GULLO, 2012).

Dentre as infec¢bes fangicas invasivas mais frequentes destacam-se as causadas por
Candida sp., seguido por Aspergillus sp. e Cryptococcus sp. (GULLO, 2012). A criptococose
¢ uma importante micose sistémica causada por fungos do género Cryptococcus com
estimativa global de um milhdo de novos casos e aproximadamente 600.000 mortes por ano
(COGLIATI, 2013).

A escolha da farmacoterapia para o tratamento de criptococoses € baseada na forma
clinica da doenca e no estado imunolégico do hospedeiro (CHAYAKULKEERE; PERFECT,
2006). Os farmacos mais utilizados devido a seguranca e eficacia sdo a anfotericina B e 0s
fungistaticos triazélicos: fluconazol, itraconazol, posoconazol e voriconazol (PERFECT et al.,
2010; PAPPAS et al., 2009). As opgdes terapéuticas atuais sao restritas, tanto pelo aumento
da resisténcia dessas leveduras frente aos farmacos utilizados quanto pela elevada toxicidade
dos antifangicos para o organismo humano (CANUTO; RODERO, 2002; SILVA, 2014).

Devido ao crescimento da popula¢do imunocomprometida e do uso cada vez mais
frequente dos antiflngicos, h& grande preocupacdo a respeito do aumento da prevaléncia de
linhagens de Cryptococcus sp. ndo susceptiveis ao tratamento farmacoldgico disponivel.
Atualmente ja sdo observados elevados percentuais de falha terapéutica dos farmacos
triazélicos no tratamento da criptococose (CANUTO; RODERO, 2002; SANTOS 2015;
BASSO JR et al., 2015).

Existem diversas estratégias e metodologias disponiveis para a descoberta de novos
farmacos, sendo que os produtos naturais representam uma das alternativas de maior sucesso
(BARREIRO; BOLZANI, 2009). Alguns metabolitos secundarios se mostram como valiosas
matérias-primas na producdo de diversos medicamentos, comprovando que a quimica de
produtos naturais é uma importante ferramenta para a descoberta de novos farmacos
(BURGOS, 2010).

Newman e Cragg (2016) em um estudo avaliando a origem dos farmacos aprovados

pelo FDA (Food and Drugs Administration) nos ultimos 34 anos, apontam que dentre os 221
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novos antimicrobianos aprovados nesse periodo, cerca de 67% (148) tem relagdo com
produtos naturais. Esses fArmacos foram obtidos diretamente, através de semissintese ou ainda
por sintese total, com grupo farmacoférico baseado em substancias naturais, comprovando a
importancia dessa fonte para o desenvolvimento de farmacos.

Uma vez que os antiflngicos disponiveis atualmente ndo atendem as necessidade
clinicas por completo, seja pelo desenvolvimento de resisténcia ou pela elevada toxicidade,
faz-se necessaria a busca continua por novas entidades quimicas para o tratamento de
infeccdes. Nesse contexto, 0s produtos naturais e derivados constituem uma fonte inestimavel
de substéncias com potencial bioldgico.

Uma triagem da atividade antifungica de 20 extratos de plantas nativas
realizada recentemente no laboratério de Microbiologia da UFJF/GV identificou promissora
atividade  anticriptocécicapara 0 extrato  etanolico das folhas de Xylosma
ciliatifolia (Salicaceae), arvore nativa tipicamente presente as margens de rios e lagos na Mata
Atléntica, porém adaptada a outras regides quentes e Umidas do pais. Até 0 momento pouco se
conhece sobre a constituicdo quimica e as atividades bioldgicas da espécie. A escassez de
estudos e a atividade observada para as folhas de X. ciliatifolia fazem da planta uma fonte

promissora de substancias com atividade antiflngica.
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2. OBJETIVOS
2.1 GERAL

Avaliar a atividade antifungica das folhas de Xylosma ciliatifolia in vitro frente a

Cryptococcus gattii e Cryptococcus neoformans.

2.2 ESPECIFICOS

Obter e fracionar o extrato etanolico de folhas de X. ciliatifolia.

Caracterizar as substancias majoritarias da fracdo mais ativa.

Determinar a concentracado inibitéria minima (CIM) de C. gattii e C. neoformans ap6s
tratamento com todas as fracOes e extrato etanolico de X. ciliatifolia.

Determinar o efeito fungicida ou fungistatico, de C. gattii e C. neoformans apos
tratamento com a fragdo mais ativa de X. ciliatifolia.

Determinar a curva de morte de C. gattii e C. neoformans apds tratamento com a
fragdo mais ativa de X. ciliatifolia.

Avaliar a interacdo, in vitro, da fracdo mais ativa de X. ciliatifolia com anfotericina B
e fluconazol;

Avaliar a sintese de ergosterol de C. gattii e C. neoformans ap6s tratamento com a
fracdo mais ativa de X. ciliatifolia.

Avaliar a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e perdxinitrito (PRN), em C.
gattii e C. neoformans apds tratamento com a fracdo mais ativa de X. ciliatifolia.
Avaliar o potencial de membrana mitocondrial de C. gattii e C. neoformans apés
tratamento com a fragdo mais ativa de X. ciliatifolia.

Avaliar a peroxidacdo lipidica nas células de C. gattii e C. neoformans tratadas com
fragdo mais ativa X. ciliatifolia.

Avaliar o diametro celular, o tamanho da capsula, e o potencial zeta da membrana
celular de C. gattii e C. neoformans tratados com a fragcdo mais ativa X. ciliatifolia.
Avaliar a a interacdo intermolecular entre C. gattii e C. neoformans com a fracdo mais
ativa X. ciliatifolia.

Avaliar a citotoxicidade da fracdo mais ativa X. ciliatifolia.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 PRODUTOS NATURAIS

A utilizacdo de plantas medicinais é tdo antiga quanto a civilizagdo humana. Exemplo
disso sé@o os registros datados de 3000 a.C. na China que indicam a utilizacdo de diversas
ervas nos cuidados a saude, alimentacdo e cosmética (FIRMO et al., 2011).

A quimica moderna deu inicio a uma nova era para 0 estudo e uso de produtos
naturais. A quimica analitica e estrutural forneceu ferramentas para purificar varios
compostos e para determinar suas estruturas, o que, por sua vez, auxiliou a compreenséo de
seus mecanismos de acdo no corpo humano (JI et al., 2009).

Existem aproximadamente 250.000 espécies vegetais no mundo, sendo que a
constituicdo quimica e o potencial biologico s6 sdo conhecidos para cerca de 10% das
espécies. O Brasil, concentra uma flora muito rica estimada em cerca de 50 mil espécies de
plantas das quais 43% sdo endémicas, representando aproximadamente 20% da
biodiversidade de espécies vegetais no mundo (PHILIPPSEN 2010, SANTOS et al., 2015).

A importancia dos produtos naturais no desenvolvimento de farmacos se da pela
elevada diversidade estrutural e especificidade bioquimica encontradas (KOENH; CARTER,
2005; HARVEY, 2008). Vegetais e micro-organismos produzem diversas substancias que nao
tém relacdo direta com a manutencdo da vida organismo, mas de alguma forma garantem
vantagens para sobrevivéncia e perpetuacdo da espécie. Essas substancias sdo conhecidas
como metabolitos secundarios e sua sintese € proveniente da energia e matéria prima obtidas
através dos metabolitos primarios (SIMOES et al., 2004).

Esse grupo de substancias podem ser considerados como um conjunto de estruturas
selecionadas pela evolucdo que interagem de forma especifica com um grande nimero de
alvos bioldgicos possibilitando uma multiplicidade de indicacGes terapéuticas KOENH;
CARTER, 2005; HARVEY, 2008).

3.1.1 FAMILIA Salicaceae

A familia Salicaceae era antes incluida por Eicher na ordem Amentaceae, composta
apenas pelo género Salix e Populus. Através de analises moleculares, fitoquimicas e

morfologicas foi possivel evidenciar estreita relacdo entre Salix e Populus com géneros
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anteriormente inseridos na familia Flacourtiaceae. A heterogénea familia Flacourtiaceae foi
entdo desmembrada, e seus membros foram inseridos em outras familias, principalmente as
Salicaceae e Achariaceae. A familia Salicaceae € agora um grupo mais homogéneo de cerca
de 55 géneros em 1000 espécies (CRONK et al., 2015; WANG et al., 2017).

As arvores ou arbustos pertencentes a familia Salicaceae sdo lenhosas de forma
uniforme, com folhas simples, na maioria das vezes alternadas. As folhas possuem aspecto
dentado, e as flores séo discretas podendo faltar o perianto em alguns géneros (CRONK et al,
2015).

3.1.2 Xylosma ciliatifolia

De acordo com Jaszczerski (1987) apud (PHILLIPSEN 2010), o género Xylosma tem
sua denominacdo oriunda do grego, XYLON = madeira, lenho e OSMEN = cheiro, odor,
aroma, perfume, que tem referéncia ao aroma do lenho da planta. O género Xylosma retne
mais de 100 espécies distribuidas em &reas tropicais e subtropicais da América, Asia e
Australia. (PARVEEN; GHALIB, 2012; PHILIPPSEN 2010).

Xylosma ciliatifolia (FIGURA 1) popularmente conhecida como sucara, agucara ou
espinho-de-judeu (PHILIPPSEN, 2013), é uma arvore semidecidua, nativa do Brasil, podendo
ser encontrada em outros paises como como Guiana, Venezuela (SOBRAL et al., 2006) Seus
dominios fitogeograficos sdo preferencialmente regiGes da Caatinga, Cerrado e Mata
Atlantica (REFLORA, 2017).

Segundo Marchiori (1997), a madeira de X. ciliatifolia € clara e rija e, devido ao seu
pequeno didmetro é utilizada como lenha ou na fabricacdo de utensilios, ndo havendo ainda

relatos cientificos sobre o uso medicinal da espécie.
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FIGURA 1: Folhas (A), tronco e espinhos (B) e arvore (C) de Xylosma ciliatifolia

-

) P
© 2004 Eduirdo’ L IB Gl

Fonte: UFRGS, 2017.

A familia Salicaceae possui diversas espécies de uso medicinal produtoras de um
largo espectro de substancias bioativas. Em estudo realizado por Mosaddik et al. (2004), os
extratos de varias espécies da familia, como Casearia costulata, Casearia grewiifolia,
Casearia grayi, Casearia multinervosa, Homalium brachbotrys, Homalium circumpinnatum,
Scolopia braunii, Xylosma terrae-reginae foram avaliados. As espécies C. multinervosa e C.
grayi apresentaram promissora atividade antimicrobiana frente a linhagens de Staphylococcus
aureus, X. terrae-reginae também mostrou atividade moderada contra S. aureus e C. albicans
(MOSADDICK et al., 2004). Os resultados observados confirmam o constante interesse por
plantas de familia Salicaceae em pesquisas nas areas médico-farmacéuticas.

No que se refere a constituicdo quimica, sdo poucos os estudos envolvendo o género
Xylosma. Parveen e Ghalib (2012) isolaram e caracterizaram um novo flavonoide
kaempferol-3B-xylopyranosideo-4'-a-rhamnosideo (1) juntamente com alguns flavonoides ja
conhecidos como kaempferol (2), quercetina (3), kaempferol-3-rhamnosideo (4), e quercetina-

3-rhamnosideo (5) a partir do extrato metandlico das folhas de X. longifolium (FIGURA 2).



19

FIGURA 2: Estrutura quimica dos metabdlitos secundarios isolados das folhas de X.

longifolium

Algumas espécies como a X. longifolium possuem efeito antiespasmodico, narcético e
sedativo (DEVI; SINGH; SINGH, 2013). O extrato metanolico obtido de diferentes partes da
Xylosma terrae-reginae apresentou atividade antioxidante em estudo realizado por Mossadik
e colaboradores (2004) utilizando o método ABTS (2,2-azinobis-3-etil- benzotiazolina-6-
acido sulfénico). O extrato metanolico das cascas de X. terrae-reginae, e das folhas de X.
congestum apresentaram atividade antimicrobiana quando testados frente a linhagens de
bactérias e fungos como Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
e Candida albicans, utilizando o ensaio de microdiluicdo em caldo para determinar a
concentragéo inibitéria minima (CIM) (MOSSADIK et al., 2004).

Castro e colaboradores (2008) avaliaram a atividade antimicrobiana de extratos
metanolicos de plantas nativas do Brasil, dentre elas algumas espécies do género Xylosma,
contra trés bactérias que sdo patogénicas em peixes, Streptococcus agalactiae, Aeromonas
hydrophila, e Flavobacterium columnare, utilizando também o ensaio CIM. O extrato
metanolico de folhas de Xylosma sp. inibiu crescimento de Flavobacterium columnare em
uma concentracdo de 375 pg/mL, considerada promissora.

Truong e colaboradores (2011) isolaram dois novos glicosideos do extrato metanolico
da casca e caule de X. longifolium: xylongosideo A (6) e B (7) (FIGURA 3). Além desses

foram isolados outros sete substancias conhecidas: 8-hidroxi-6-metoxi-pentilisocumarina (8),
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xylosmacina (9), &lcool 2-(6-benzoil-B-d-glucopiranosiloxi)-7-(1,2,6-trihidroxi-5-oxociclohex-
3-enoil)-5-hidroxibenzil (10), friedelina (11), epifriedelanol (12), &cido atrarico (13) e
orisilato de metila (14) (FIGURA 3). Todas essas substancias foram testadas, in vitro, frente a
Mycobacterium tuberculosis e a substancia (7) apresentou importante atividade, inibindo o

crescimento do micro-organismo na concentragdo de 40 ug/mL no bioensaio anti-TB.

FIGURA 3: Estrutura quimica dos metabdlitos secundarios isolados de X. longifolium, e X.

ciliatifolia
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O efeito anti-dermatofitico das fracdes éter de petroleo, cloroférmio e metanol das
cascas e folhas de X. longifolium foi investigado por Devi, Singh e Singh (2013) frente a sete
linhagens de fungos dermatofitos. A atividade foi avaliada in vitro pelos métodos de difuséo
em &gar e CIM. Dentre as amostras testadas a melhor atividade foi observada para a fragdo
metanolica das folhas de X. longifolium frente ao fungo Trichophyton ajelloi, com CIM de
140 pg/mL.

Phillipsen e colaboradores (2013) isolaram da fragcdo hexano das cascas e raizes de X.
ciliatifolia o sesquiterpeno ugandensidial (15) (FIGURA 3). A substancia apresentou
atividade antibacteriana frente a S. aureus e S. epidermidis apresentando CIM de 62,5 pg/mL
para ambos micro-organismos. Como descrito anteriormente, os dados na literatura sobre X.
ciliatifolia sdo extremamente escassos, ndo havendo muitos relatos acerca da composi¢do

quimica e atividade biologica da espécie.
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3.2 CRIPTOCOCOSE

A criptococose é considerada a infeccdo fangica mais comum do sistema nervoso
central (SNC) e a terceira complicacdo neurologica mais frequente em pacientes com SIDA
(LIN, HEITMAN 2006; SHAPIRO; ROBINS; COWEN 2011). A doenca é causada por
leveduras do género Cryptococcus, composto por aproximadamente 70 espécies, das quais
Cryptococcus gattii e Cryptococcus neoformans, apresentam maior relevancia clinica por
possuirem capacidade de infectar e causar doencas em uma ampla variedade de hospedeiros,
incluindo o homem (HAGEN et al., 2015; MCMULLAN; SORRELL; CHEN, 2013).

Cryptococcus neoformans foi isolado pela primeira vez por Sanfelice, em 1894. Nesse
mesmo ano, a criptococose teve a primeira descri¢ao pelo patologista Otto Busse e 0 médico
Abraham Buschke. No entanto, a doenca s6 demonstrou relevancia clinica e ameaca a salde
publica apos o inicio de pandemia da SIDA, na década de 1980 (KOW-CHUNG et al., 2014;
MAY et al., 2016).

Embora a criptococose seja uma doenca que acomete na grande maioria pacientes
imunocomprometidos, em meados de 1999 houve o primeiro surto da doenca em individuos
saudaveis, na América do Norte e Canada, chamando a atencdo para a capacidade de algumas
linhagens de Cryptococcus atuarem como agentes patogénicos primarios (MAY et al., 2016).

Inicialmente acreditava-se que o agente etioldgico da criptococose fosse uma espécie
anamdrfica homogénea representada apenas por Cryptococcus neoformans, mas, em 1970,
apos estudos com base em parametros como distribuicdo geogréafica, nichos ecoldgicos,
epidemiologia, apresentacdo clinica e caracteres moleculares, Cryptococcus neoformans var.
gattii foi reconhecido (COGLIATI, 2013; SORRELL, 2001). Em 1999, foi sugerido incluir
uma variedade grubii para amostras do sorotipo A, com base em caracteristicas clinicas,
moleculares e bioldgicas (FRANZOT; SALKIN; CASADEVALL, 1999). As divergéncias
genéticas culminaram com a proposta da separacdo em duas espécies, C. neoformans e C.
gattii (BOEKHOUT et al., 2001), conforme ja havia sido proposto por Kwon-Chung (1976).

Atualmente C. neoformans apresenta duas variagdes: C. neoformans var. neoformans
(com tipos moleculares VNI e VNII) e C. neoformans var. grubii (com os tipos moleculares
VNII e VNIV) e incluiu os sorotipos A e D além de um hibrido AD (FERREIRA-PAIM et al.,
2010; FRANZOT; SALKIN; CASADEVALL, 1999; TAPIA; CORREA, 2014). Ja C. gattii
foi classificado em quatro tipos moleculares distintos: VGI, VGII, VGIII e VGIV, e sorotipos
B e C (COGLIATI 2013; LIN; PERLIN; XUE, 2012).
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C. neoformans e C. gattii sdo as duas espécies atualmente compreendidas no
complexo de espécies C. gattii/C. neoformans. Devido a estudos com métodos moleculares,
nas Gltimas duas décadas alguns autores acreditam que hd uma grande heterogeneidade
genética entre esse complexo de espécies questionando essa estreita abrangéncia, e sugerindo
que o complexo de espécies C. gattii/C. neoformans inclua sete genétipos haploides e quatro
hibridos (HAGEN et al., 2015).

A espécie é conhecida no estado assexuado (anamorfo) e sexuado (teleomorfo), e
recebe nomenclatura de acordo com esse estado. A fase telemorfa no género Filobasidiella é
classificada como Filobasidiella neoformans, correspondendo a C. neoformanse F.
bacillispora correspondendo a C. gattii (BOEKHOUT et al., 2001; KWON-CHUNG et al.,
2014; KWON-CHUNG 1975).

C. neoformans e C. gattii pertencem ao filo basidiomiceto. Sdo leveduras esféricas
encapsuladas, com 5-10 um (STEENBERGEN; SHUMAN; CASADEVALL, 2001)
haploides, heterotéalicas e se reproduzem assexuadamente e sexuadamente. A reproducéo
assexuada é o modo mais rapido de aumento da populacdo através da reproducdo mitotica
por brotamento (WATKINS; KING; JOHNSTON, 2017). Ja a reproducdo sexuada se da
através do sistema de acoplamento bipolar de dois alelos alternativos, MATa e MATa, sendo
a ultima encontrada na grande maioria dos isolados clinicos (KWON-CHUNG et al., 2014;
KWON-CHUNG, BENNETT 1978). O acasalamento acontece quando as células hapléides se
propagam assexuadamente por brotamento, e ha o contato através de substratos das linhagens
do tipo de acoplamento oposto (KWON-CHUNG et al., 2014; MCCLELLAND et al., 2004).

Macroscopicamente 0s agentes etiologicos da criptococose, C. gatti e C. neoformans
apresentam-se como coldnias lisas com aparéncia mucoide quando cultivadas em Agar
Sabouraund Dextrose (ASD) a 37°C (FIGURA 4) (NEGRONI, 2012).
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FIGURA 4: Colbnias de Cryptococcus em ASD (A), células de Cryptococcus coradas pela
tinta da india

FONTE: (A) (NASSER; NASSER FILHO; VIEIRA, 2011); (B) Autoria propria.

3.2.1 EPIDEMIOLOGIA

A criptococose é considerada uma infecgdo com distribuicdo mundial, sendo uma das
principais causas de infeccGes em pacientes imunocomprometidos. A doenca afeta mais de
um milhdo de pessoas por ano em todo o mundo, levando a 6bito mais de 600 mil pessoas
anualmente (INGLIS et al., 2014; COGLIATI 2013).

Em paises desenvolvidos, como Estados Unidos, o nimero de casos de criptococose
vem diminuindo em pacientes com SIDA, principalmente pela alta disponibilidade de
antirretrovirais potentes. Em 2010, nos EUA, a taxa de mortalidade de pacientes com SIDA
por criptococose alcancava 12% (COGLIATI, 2013), enguanto em paises em
desenvolvimento 25% dos individuos com SIDA em estagio terminal desenvolvem a doenca e
20% desses vao a 6bito mesmo com tratamento intensivo. Sem tratamento a mortalidade pode
atingir 100% dos individuos doentes (DROMER et al., 1996; DROMER et al., 2007
LORTHOLARY et al., 2006; MIRZA et al., 2003; PARK et al., 2009; UBEDA et al., 2016).

O maior nimero de casos de criptococose ocorre na Africa subsaariana, onde mais de
25 milhdes de pessoas vivem com SIDA (KWON-CHUNG et al., 2014) e a mortalidade é
estimada em 50% a 70% (COGLIATI 2013). Nas demais regides da Africa, o nimero de
infeccOes causadas por C. neoformans pode chegar a 30% nas infec¢des iniciais e até 40% das
mortes atribuidas a HIV/SIDA. Desses individuos 4,3% apresentam criptococose
extrapulmonar, afetando principalmente pele, prostata e olhos (RODRIGUEZ-CERDEIRA et
al., 2014).
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Na India, em estudo desenvolvido por Mukhopadhyay e colaboradores (2017), foram
avaliados casos de criptococose no SNC diagnosticados no periodo de 2012 a 2015. Durante
esse periodo foram identificados 199 pacientes, 179 com infeccbes causadas por C.
neoformans e 20 com infec¢des causadas por por C. gattii. Dentre as infec¢bes causadas por
C. gattii 75% manifestavam meningite criptococécica e 25% criptococoma lesGes com
aspecto tumoral no SNC (MACHADO et al., 2015). Apenas 50% dos individuos infectados
por C. gattii eram imunocomprometidos, demonstrando que o fungo pode provocar infec¢oes
graves no SNC tanto em individuos imunocomprometidos como em imunocompetentes.

Uma revisdo sistematica com metandlise realizada por Cogliati (2013) analisou
centenas de estudos epidemioldgicos moleculares sobre criptococose publicados no PubMed.
De um total de 68.811 mil isolados de C. neoformans e C. gattii, 2.518 foram relatados na
Oceania, 7.922 isolados na América do Norte, 19.651 na Asia, na Africa 19.753, 7.922 na
Europa e na América central e do Sul foram isolados 10.548, sendo que 53% foram
reportados no Brasil. Todos os tipos moleculares foram relatados no Brasil com excecéo de
VGIV, sendo a grande maioria pertencente ao tipo molecular VVNI.

C. neoformans € o principal causador de criptococose humana nas regides sul, sudeste
e centro-oeste no Brasil, sendo o, sorotipo A o mais prevalente. Em contrapartida, C. gattii é
endémico nos estados do norte e nordeste como Amazonas, Bahia, Pernambuco, Piaui e
Roraima apresentando predominantemente o tipo molecular VGII e afeta pacientes
imunocompetentes, ao contrario dos demais estados do pais (CHEN; MEYER; SORRELL,
2014; NISHIKAWA et al., 2003; MEZZARI et al., 2013; SANTOS et al., 2008). Nos estados
do Piaui e Maranhdo, 90% dos individuos com a doenca tem sistema imunologico
considerado normal e sdo infectados por C. gattii (MEZZARI et al., 2013).

A criptococose causada por C. gattii € expressivamente menos frequente a nivel global
do que a causada C. neoformans, sendo responsavel por menos que 20% dos casos (KWON-
CHUNG et al., 2014). Apesar da constante associacdo entre a infeccdo por C. gattii e
individuos saudaveis, existem estudos que demonstram evidéncias crescentes da infeccdo por
C. gattii em pacientes imunocomprometidos (WATKINS; KING; JOHNSTON, 2017).
Embora a SIDA seja um fator de risco para a infec¢do por C. neoformans, os fatores de risco
para infeccdo por C. gattii sdo bem menos definidos, mas podem ser associados com
linfopenia CD4, cancer, transplantes, uso de corticoesterdides e farmacos imunossupressores
(CHEN; MEYER; SORRELL, 2014; CHEN et al., 2012).
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3.2.2 ECOLOGIA

C. neoformans &€ um organismo cosmopolita comumente associado a certos nichos
ambientais. Embora seu primeiro isolado tenha sido a partir de um suco de péssego, as fontes
sapréfitas mais importantes no mundo séo plantas, solo e excrementos de aves - apesar do
fungo nédo fazer parte de sua microbiota (KWON-CHUNG et al., 2014; LIU et al., 2013).
Apesar de haver uma relacdo ecoldgica consistente entre C. neoformans e espécies avirias, a
ligacdo precisa entre aves e 0 habitat natural criptocococito ainda néo foi definida (KWON-
CHUNG et al., 2014).

C. gattii tem sido relacionado a regides de temperatura tropical e subtropical, no
entanto, recentes surtos na ilha de Vancouver (Canada) e no noroeste do Pacifico dos Estados
Unidos, alertam que a espécie esta expandindo o seu alcance (KWON-CHUNG et al., 2014;
WAGER et al., 2016). J& os nichos ambientais mais comuns de C. gattii sdo tradicionalmente
espécies arboreas, incluindo Eucalyptus sp (KWON-CHUNG; BENNETT, 1984; LIU;
PERLIN; XUE, 2012). O mecanismo preciso que explica a preferéncia das espécies de
Cryptococcus por esses nichos particulares ainda € desconhecido, mas alguns estudos
demostraram que constituintes como o inositol, presente nas plantas, desempenham um papel
importante na reproducdo sexual das espécies de Cryptococcus, sugerindo que a afinidade do
patégeno tem relacdo ao uso de componentes presentes nos nichos que séo utilizados para seu
desenvolvimento (L1U; PERLIN; XUE, 2012; XUE et al., 2007).

3.2.3 PROCESSO DE DISSEMINACAO E INFECCAO

O processo de disseminacéo da criptococose ndo esta totalmente elucidado. O surto de
criptococose causada por C. gattii, em Vancouver, em 1999, trouxe alguns guestionamentos
acerca da dispersdao do fungo, ja que 0 mesmo era associado apenas a climas tropicais e
subtropicais (KWON-CHUNG; BENNETT 1984). Alguns autores sugerem que houve
dispersdo de C. gattii para paises como Canada e Estados Unidos devido a importacdo de
madeiras como eucalipto, da Australia (BYRNES et al.,, 2009; FRASER et al., 2005;
PFEIFFER; ELLIS, 1991).

O processo de infeccdo da criptococose se inicia apés a inalacdo de uma particula
infecciosa, seja um esporo ou uma célula de levedura dessecada (FIGURA 5). Os

basidiosporos sdo mais provaveis de serem as particulas infecciosas pois além de menores,
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sdo mais facilmente aerossolizados (GARCIA-HERMOSO; JANBON; DROMER, 1999;
WICKES et al., 1996).

Em ambas as espécies o propagulo infeccioso é inalado para os pulmdes com ajuda do
movimento mucociliar, depositando-se no espaco alveolar nos pulmdes (VELAGAPUDI et
al., 2009). O fungo pode permanecer incubado no trato respiratério sem manifestar a doenca,
até que as condicdes do sistema imunoldgico do hospedeiro sejam propicias para se instaurar
uma infeccdo (PARK e MEHRAD, 2009; WAGER et al., 2016 ).

FIGURA 5: Processo de disseminagéo de Cryptococcus no hospedeiro.
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Uma vez inaladas, as particulas infeciosas irdo se deparar primeiramente com
macrdfagos alveolares, que sdo a primeira linha de defesa, no pulmido (GARCIA-RODAS;
ZARAGOZA, 2011; MANSOUR; LEVITZ, 2002). Esses macrofagos podem exercer diversas
acOes sobre C. neoformans como fagocitose, sequestro de polissacarideos, producdo de
citocinas e quimiocinas, além de agirem como células apresentadoras de antigenos (GARCIA-
RODAS; ZARAGOZA, 2011). Segundo alguns autores, C. neoformans desenvolveu
mecanismos que dificultam a fagocitose, seja atraves da capsula, que impede a interacéo de

receptores fagociticos com epitopos da parede celular (SMALL; MITCHELL, 1989;
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GARCIA-RODAS; ZARAGOZA, 2011) ou pela secrecdo de proteinas inibidoras de
fagocitose (GARCIA-RODAS; ZARAGOZA, 2011). No entanto, observa-se que, apesar da
capacidade em resistir a internalizacdo, a quantidade de Cryptococcus fagocitada é elevada,
sendo gque o hospedeiro supera essa evasdo através da opsonizagdo do fungo ou pela interacédo
direta da capsula com os receptores fagociticos (VECCHIARELLI et al., 1994; GARCIA-
RODAS; ZARAGOZA 2011).

O contato da particula da levedura com macrofago culmina com a resposta imune, que
pode levar a erradicacdo do patdgeno ou, na grande maioria dos casos, a restricdo da infeccéo
através da formacgdo de granulomas (COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 2014). Os
granulomas poderdo ficar em estado de laténcia até que as condi¢cBes imunoldgicas do
hospedeiro sejam propicias para desenvolvimento da infeccdo (SABIITI; MAY, 2012).
Organismos intra e extracelulares como C. neoformans possuem mecanismos para sobreviver
a ambientes hostis como dentro de fagocitos onde o pH é extremante baixo. Alguns autores
sugerem que Cryptococcus se replicam preferencialmente em pH mais baixo e que possuem
mecanismos para prejudicar o fagolissosoma (ALVAREZ et al., 2009; GARCIA-RODAS;
ZARAGOZA, 2011; LEVITZ et al., 1999), além de produzirem melanina e antioxidantes a
fim de conter moléculas reativas (GILES et al., 2006; WILLIAMSON, 1994).

Concomitantemente a esses mecanismos, em exposi¢do ao ambiente pulmonar, cerca
de 20% das particulas da levedura podem aumentar o seu tamanho e modificar a sua
morfologia para a forma titdnica (OKAGAKI; NIELSEN, 2012). Acredita-se que esse
aumento de tamanho confira vantagem ao micro-organismo no estagio inicial da infeccéo,
durante sua interagdo com o hospedeiro, promovendo sua sobrevida, pois esse aumento
dificulta a fagocitose e protege a célula da acdo de farmacos e de radicais livres
(ZARAGOZA et al., 2008; ZARAGOZA et al.,, 2010). Em contrapartida, a producéo
exagerada de células titanicas pode inibir a disseminagdo da criptococose para 0 SNC. Talvez
seja esse 0 motivo de apenas uma parcela da populacdo ser convertida a essa forma durante o
processo infeccioso (OKAGAKI et al., 2010; OKAGAKI; NIELSEN, 2012).

E importante ressaltar que durante o processo de disseminacdo ocorrem mudangas
morfoldgicas nas células do fungo, principalmente relacionadas a capsula. Apesar da sua
importancia para sobrevivéncia do micro-organismo e resisténcia a infecgdo, hd momentos
durante o processo de disseminacdo em que um estado acapsular ou que apresente uma
capsula minima é vantajoso para interacdo com células endoteliais, principalmente na fase
hematogénica (CHANG et al., 2004; LEVITZ; DIBENEDETTO, 1989; STIE; BRUNI; FOX,
2009).
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O desfecho da criptococose vai depender do estado imunoldgico do individuo
infectado e do padrdo de citocinas gerado em resposta ao patdégeno. Caso o sistema imune do
hospedeiro ndo consiga conter o fungo, a infeccdo pode causar pneumonia, se disseminar
através da circulacdo sanguinea e atingir diversas partes do corpo, incluindo a pele, olhos,
miocardio, o0ssos, articulagdes, pulmdes, prostata, trato urindrio e SNC, provocando
meningoencefalite, que em muitos casos pode levar o individuo a obito (HUSAIN;
WAGENER; SINGH, 2001; KWON-CHUNG et al., 2014; LIU et al., 2012; POWDERLY,
1993; SAAG et al., 2000; SORRELL et al., 2016; VAN DER HORST et al., 1997; WAGER
et al., 2016).

Apos a infeccdo inicial nos pulmdes, Cryptococcus se dissemina através da circulacao
por mecanismos ainda ndo totalmente elucidados. Acredita-se que quando as celulas
fagociticas falham e ndo eliminam o patdégeno, podem servir tanto como nicho para a
replicacdo e proliferacdo fangica como meio de transporte para alcancar a circulacdo
sanguinea. Essa seria também uma das formas que permite ao fungo ultrapassar barreiras
biolégicas, como a hematoencefalica (BHE), através de um mecanismo conhecido como
“cavalo de troia” (ALVAREZ; CASADEVALL, 2006; HANSONG et al., 2006; LIU et al.,
2012).
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FIGURA 6: Infeccéo e disseminagdo de Cryptococcus

Barreira Capilar
hematoencefalica cerebral

| ook e-0-0 °
s (8800l

Cérebro

Esporos ou célula de
Cryptococcus dessecadas
vindas do ambiente f),-"

Sangue, circulagzio Mon6citos parasitado | agy  Cryptococcus fivre
sistemica por Cryptococcus |

Circulagdo sistémica

3 .‘ O °s Pl
T8/

Pulmao i
! “__ . .*I-' .
Coragdo | "+, | Alvéolo Cryptococcus extracelular Fagolissosomo
= Cryptococcus intracelular
g Al
Fufune Mérobéol. © Futune Science Geoup (2012) T Graruloma

Esporos ou a célula do fungo dessecada é inalada e coloniza os alvéolos nos pulmdes. Individuos
imunocompetentes formam granuloma pela fagocitose de Cryptococcus por macréfagos, podendo o fungo
permanecer em estado de laténcia até que as condigdes imunoldgicas sejam favordveis. Em
imunocomprometidos o macréfago alveolar infectado serve de cavalo de tréia levando a disseminagdo na
circulagdo sistémica. As células de Cryptococcus extracelulares podem permanecer nos pulmdes ou serem
disseminados transcelularmente para a circulagdo sanguinea. Na circulagdo sanguinia, os Cryptococcus podem se
associar a mondcitos ou sdo transportados livremente para o leito capilar do cérebro. Possiveis formas de
Cryptococcus atravessar a BHE: A) travessia paracelular entre células endoteliais, B) através da transcitose:
ligacdo e internalizacdo por células endoteliais microvasculares cerebrais e C) dentro de mondcitos / macrofagos
infectados (cavalo de Trdia).

Nota: AM®: macréfago alveolar; PM®: macrdéfago alveolar parasitado (CHARLIER et al., 2008; SABIITI;
MAY, 2012; STIE; BRUNI; FOX, 2009; SHI et al., 2010; VELAGAPUDI et al., 2009).

A BHE é composta por células endoteliais intimamente associadas por juncoes
apertadas e células pericitas que visam limitar a circulacdo e o acesso até o compartimento
cerebral (CHARLIER et al., 2008). Alguns fagdcitos, como mondcitos podem atravessar essas
barreiras de forma fisiologica, atraves do processo de rolamento, adesdo e diapedese
associado ao afrouxamento temporario das juncOGes atraves de moléculas de adesdo
(CHARLIER et al., 2008; MASCHIO et al., 1999).

Outra forma de Cryptococcus ganhar a circulacdo sanguinea e ultrapassar a BHE seria
através da forma transcelular onde o fungo atravessa diretamente os capilares endoteliais.
(CHANG et al., 2004). Aternativamente, existe a forma paracelular (FIGURA 6), que ocorre
apos danos nas juncdes (SABIITI; MAY, 2012). Atravessando a BHE Cryptococcus esta livre
para infectar o SNC e causar uma das manifestagdes clinicas mais graves e com maior

mortalidade, a meningoencefalite criptococica (CHANG et al., 2004).
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3.2.4 FATORES DE VIRULENCIA

A capacidade de alguns micro-organismos se adaptarem a certas situacOes esta
associada a uma maior sobrevida em seu nicho ecoldgico. Essas adaptacdes incluem
otimizagdo de metabolismo, a condigOes de estresse, de interagdo com outros organismos e
também de mudancas em sua morfologia, através do desenvolvimento de estruturas
especializadas. Dentre essas estruturas podemos pontuar as capsulas que exercem funcdes
importantes na vida de micro-organismos, conferindo resisténcia a condicGes estressantes e
um importante papel em sua interagdo com o0 meio ambiente. Apesar de ser mais frequente em
bactérias, Cryptococcus tem nas capsulas um dos seus principais instrumentos de viruléncia
(MCCLELLAND; BERNHARDT; CASADEVALL, 2006; ZARAGOSA et al., 2010).

A cépsula de Cryptococcus € formada primariamente pelos polissacarideos
glucuronoxilomanana (GXM), que compreende 90 - 95% de seu peso e galactoxilomana
(GalXM) que compde 5 - 8% do peso. Além dos polissacarideos, a capsula possui proteinas
que correspondem a menos de 1% do peso total (CHUN; BROWN; MADHANI, 2011). Os
polissacarideos presentes na capsula tém acdo supressora de fagocitose em diversas células
imunes, incluindo macréfagos. GalXM e GXM podem induzir a apoptose através da via
Fas/FasL. GalXM pode induzir a producdo de 6xido nitrico pelos fagécitos e existem relatos
que GalXM induz producdo de fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e induz apoptose de
células T, através da ativacdo da caspase-8 (PERICOLINI et al., 2006; VILLENA et al.,
2008).

Outro mecanismo antifagocitico desenvolvido por C. neoformans relacionado a
capsula envolve a expressdo de proteinas antifagociticas como a proteina antifagocitica 1
(APP1). Essa proteina presente na superficie da capsula pode ser secretada para 0 meio
extracelular e se ligar no receptor da proteina CR2 e CR3 do sistema complemento (STANO
et al., 2009).

Ja foi demonstrado que capsula possui a capacidade de mudar sua estrutura de acordo
com a tensdo no meio e durante o curso de uma infeccdo (CHERNIAK et al., 1995;
ZARAGOZA et al., 2009). O tamanho da cépsula se encontra aumentado durante a
colonizacdo pulmonar, o qual se explica devido a alta oferta de CO e baixa oferta de ferro
presente no ambiente, estimulando seu crescimento (GRANGER; PERFECT; DURACK,
1985; WATKINS; KING; JOHNSTON, 2017).
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Estudos realizados por Zaragoza e colaboradores (2008) demonstraram que a capsula,
qguando tem seu tamanho aumentado, pode diminuir o estresse oxidativo e ainda conferir
resisténcia a peptideos antimicrobianos e a anfotericina B.

Outro importante mecanismo que confere protecdo ao fungo é a sintese de melanina,
regulada pela enzima lacase. A melanina protege contra danos causados por luz UV, espécies
reativas produzidas por fagocitos e contra temperaturas extremas (VAN DUIN;
CASADEVALL; NOSANCHUK, 2002). A producao de melanina tem sido relacionada a
resisténcia a alguns farmacos, como anfotericina B (VAN DUIN; CASADEVALL,;
NOSANCHUK, 2002; WANG; CASADEVALLL, 1994).

O género Cryptococcus conta ainda com um potente sistema enzimatico antioxidante
que protege o fungo da acdo de fagocitos e também contra estresses ambientais. Esse sistema
é representado principalmente pelas enzimas superoxidodismutases (SOD) representada pela
SOD1 e SOD2, peroxidase de citocromo ¢ (Ccpl) e oxidase alternativa (Aox1), que realizam
papéis criticos na resisténcia ao estresse oxidativo (GILES et al., 2005).

Estudos onde houve delecdo do gene que codifica a enzima superdxido manganés
dismutase (SOD2), apontam que 0Ss micro-organismos sofreram consequéncias nocivas,
comprometendo a viabilidade celular e sugerindo que SOD2 é um componente essencial do
sistema de defesa antioxidante (GILLES et al., 2005). Uma caracteristica necessaria dos
fungos patogénicos é a capacidade de crescer a 37 ° C. Segundo Giles e colaboradores (2005),
0 mecanismo que permite a C. gattii e C. neoformans resistir a essas temperaturas pode estar
relacionado com a acdo de SOD2 juntamente com outras enzimas.

Outro mecanismo que melhora a sobrevida de C. gatttii e C. neoformans é a presenca
de uma proteina chamada SRE1, homologa a proteina reguladora de esterdis nos mamiferos, a
qual, é ativada em baixos niveis de oxigénio e induz transcricdo de genes para biossintese de
ergosterol e absorcdo de ferro, permitindo crescimento em um ambiente que limita os
nutrientes (CHANG et al., 2007).

3.2.5 FORMAS E MANIFESTACOES CLINICAS

As manifestacGes clinicas da criptococose podem se apresentar desde infestacdo
pulmonar assintomatica até uma infeccdo disseminada que pode atingir diversas partes do
corpo (NEGRONI, 2012). Até pouco tempo atrds, acreditava-se que as manifestacdes clinicas
nas infecgdes por C. gattii e C. neoformans eram muito parecidas, mas o surto no Canada, em

1999, evidenciou que pode existir diferenca entre as infecces, dependendo do agente
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etioldégico. Na criptococose associada a individuos imunocompetentes, causada
principalmente por C. gattii, os individuos estdo mais propensos a desenvolver criptococose
pulmonar, apresentando nodulos e massas pulmonares como manifestagdes mais comuns
(CHAYAKULKEEREE; PERFECT, 2006; CHEN et al., 2000; KIERTIBURANAKUL et al.,
2006; MITCHELL et al., 1995; PAPPAS, 2013; SPEED; DUNT, 1995). Ja individuos
imunocomprometidos tem uma maior taxa de infeccdo por C. neoformans (CHEN et al.,
2000), apresentando acometimento extrapulmonar, com maior indice de hemoculturas
positivas e menor nimero de células inflamatérias no liquido cefalorraquidiano, sugerindo
que individuos com SIDA, apresentam uma carga de micro-organismo elevada e baixa
resposta imunolégica (CHAYAKULKEEREE; PERFECT, 2006).

3.2.5.1 Criptococose Pulmonar

Os pulmdes - porta de entrada dos fungos, sdo também o sitio mais comuns de
infeccdo. A criptococose pulmonar pode ser assintomatica e sua diferenciacdo com as demais
doencas pulmonares se da devido a falta de resposta a medicamentos antibacterianos e
antivirais, além de possuir uma evolugdo mais lenta (NEGRONI, 2012). A forma aguda da
doenca pode apresentar sintomas como febre, tosse produtiva, dor toracica e perda de peso.
As apresentacOes radiogréaficas sdo variadas, sendo as anormalidades mais frequentes os
nodulos pulmonares, Gnicos ou maltiplos. Achados radiograficos menos frequentes incluem
derrames pleurais, linfadenopatia hilar, opacidades reticulonodulares difusas e lesdes
endobrénquicas resultantes da obstrucdo das vias aéreas com colapso pulmonar. Esses
achados sdo semelhantes em pacientes imunocomprometidos e imunocompetentes
(CHAYAKULKEEREE; PERFECT, 2006).

Na forma cronica da doenga, as manifestacdes podem ser semelhantes a tuberculose
ou ao cancer de pulmao. Os individuos apresentam perda de peso, febre prolongada, anorexia,
fadiga, tosse, escarro mucoso e mucopurulento (HUSTON; MODY, 2009; NEGRONI, 2012;
SINGH et al., 2008). Quando diagnosticada a criptococose pulmonar € importante realizar
uma hemocultura e uma puncao lombar para verificar a possibilidade de disseminacao, ja que
em individuos imunocomprometidos a taxa de disseminacdo pode chegar a 90% dos casos
(NEGRONI, 2012).

Os exames laboratoriais demonstram frequentemente um aumento da taxa de
sedimentacdo de eritrocitos, anemia, leucocitose e hipergamaglobulinemia policlonal.

Também é realizada a pesquisa do antigeno capsular de Cryptococcus no soro, por
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aglutinacdo de particulas de latex, que normalmente se apresenta positivo, sobretudo em
individuos com SIDA (NEGRONI, 2012; CHAYAKULKEEREE; PERFECT, 2006; SINGH
et al., 2008).

3.2.5.2 Criptococose no SNC

A doenga criptocdcica em seres humanos pode envolver diferentes 6rgdos. Apesar da
via natural de infeccdo ser o pulmdo, a manifestacdo clinica mais importante é a
meningoencefalite, que pode apresentar evolucdo aguda, subaguda e crénica (FERREIRA et
al.,, 2013; LIN; HEITMAN, 2006). Cerca de 90% dos pacientes imunocomprometidos,
sobretudo os individuos com SIDA, desenvolvem meningoencefalite, que pode ser causada
tanto por C. gattii quanto por C. neoformans (NEGRONI, 2012). Os principais sintomas
incluem dor de cabeca, febre, vomito, convulsbes, comprometimento da consciéncia,
neuropatia craniana, letargia, perda de memoria, sinais de irritacdo meningea e coma
(CHAYAKULKEEREE; PERFECT, 2006).

Em pacientes que ndo possuem SIDA a doenca se apresenta de forma subaguda ou
crbnica, afetando os ganglios basais com formacdo de massa como uma
meningomielorradiculite. Quando o individuo ndo apresenta imunodepressdao grave o0
aparecimento da doenca pode ser capcioso. Além dos sintomas ja apresentados, podem
ocorrer problemas visuais, paralisia dos nervos cranianos papiledema e coroidite
(CHAYAKULKEEREE; PERFECT, 2006; NEGRONI, 2012; PAPPAS, 2013).

Para diagndstico da infeccdo no SNC s&o realizados exames citologicos no liquido
cefalorraquidiano (LCR) que normalmente apresentam poucas alteragbes. Observa-se
normalmente pouca elevacdo de proteinas, glicose normal, podendo haver leve pleocitose
(NEGRONI, 2012). A deteccdo de lesdes nodulares nos ganglios basais pode ser realizada
através da ressonancia magnética. E extremamente importante a realizagdo rotineira desses
exames em pacientes com convulsdes ou paralisias, em individuos que apresentam
hipertensdo intracraniana ou quando existe suspeita de hipertensdo intracraniana grave
(NEGRONI, 2012; POWDERLY 1996).

O prognostico da criptococose do SNC sem tratamento é a morte. A evolucdo da
doenca vai depender do estado imunoldgico do hospedeiro e da gravidade da pressao
intracraniana (BAVA; ARECHAVALA; ROBLES, 1999; NEGRONI, 2012).
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3.2.5.3 Criptococose Cutanea

A criptococose cutanea é uma forma clinica caracterizada por lesdes na pele, podendo
ser classificada como priméria ou secundaria. A infeccdo cutanea primaria € caracterizada
pela idenfificacdo de Cryptococcus em biopsia ou cultura proveniente de individuos que néo
apresentam doenca disseminada. As lesbes se apresentam principalmente como nédulos ou
abscessos no local da penetracdo do fungo, mais raramente como linfangite e adenopatia e
tem relacdo com traumas e atividades em areas onde o fungo € prevalente (NEGRONI, 2012;
TELLO et al.,, 2013). Ja infeccdo a cutanea secundaria ocorre devido a disseminagédo
hematogénica do fungo, que ocorre em 10-20% dos individuos infectados. A leséo inicial é
geralmente uma pépula indolor podendo adquirir uma aparéncia acneiforme. As lesdes sdo
com frequéncia multiplas e dispersas, localizadas em areas expostas e ndo expostas do corpo,
principalmente na cabeca e no pescoco (NEGRONI, 2012; TELLO et al., 2013).

3.2.5.4 Outras manifestacdes clinicas

A criptococose pode atingir qualquer parte do corpo através do processo de
disseminagdo hematogénica, sendo conhecidas ocorréncias urogenitais, lesdes oculares
(frequentes em pacientes com infec¢do de meninges) e lesdes dsseas — que ocorrem em menos
de 10% das formas disseminadas de criptococoses (NEGRONI, 2012; TELLO et al., 2013).

3.2.6 TRATAMENTO FARMACOLOGICO

O tratamento da criptococose esta intimamente relacionado com a condigdo geral do
paciente e suas manifestacdes clinicas (OLIVEIRA et al., 2014; PEREA; PATERSON, 2002).
Atualmente um pequeno numero de farmacos esta disponivel para tratamento da doenca, com
diferentes mecanismos e espectros de acdo. Os mais utilizados sdo a anfotericina B, 0s
antifungicos azolicos e a flucitosina (PERFECT et al., 2010).

Estudos demonstram que a taxa de efetividade do tratamento com anfotericina B e
com farmacos azolicos estd entre 50 a 80%. Mesmo com o tratamento ainda existe uma
prevaléncia elevada de Obitos de cerca de 20% (BENNETT et al., 1979; BRATTON et al.,
2013; DROMER et al., 1996; VAN DER HORST et al., 1997).
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A maioria dos antifungicos disponiveis no mercado e na clinica tem relagdo com a
biossintese do ergosterol, o principal esterol das membranas celulares fungicas, com estrutura
analoga a do colesterol presente em mamiferos (SHAPIRO; ROBBINS; COWEN, 2011).

A anfotericina B, um dos principais farmacos do tratamento da criptococose, apresenta
acdo primaria baseada na alteracdo da permeabilidade celular da membrana fangica. O
farmaco se liga ao ergosterol, formando poros e ocasionando danos & membrana (FERREIRA
et al., 2013). Além disso, anfotericina B causa danos oxidativos as membranas plasmaticas
(LOEFFLER; STEVENS, 2003). O mecanismo de acdo, apesar de efetivo, esta associado aos
efeitos toxicos do farmaco, pois além de se ligar ao ergosterol do fungo ele se liga também
aos esterdis da membrana plasmatica humana, como o colesterol, levando o farmaco a
apresentar diversos efeitos adversos como comprometimento da filtracdo glomerular e da
funcdo hepatica, hipocalemia e hipomagnesemia, anemia, trombocitopenia, reacdes
anafilaticas e neurotoxicidade (FERREIRA et al., 2013; LUPETTI et al., 2002; ODDS;
BROWN; GOW, 2003; OLIVEIRA et al., 2014; SHAPIRO; ROBBINS; COWEN, 2011).

Os azdlicos sdo farmacos fungistaticos e tem acdo na biossintese de esterois pela
inibicdo da enzima esterol 14-a-desmetilase, resultando na deplecdo de ergosterol e no
acumulo de esterdis metilados toxicos (FERREIRA et al., 2013; SHAPIRO; ROBBINS;
COWEN, 2011). Ao contréario da anfotericina B, sdo bem tolerados e menos toxicos, mas
devido a consténcia na qual pacientes com SIDA utilizam esses farmacos para tratar infecces
oportunistas, diversos fungos desenvolveram mecanismos de resisténcia, inclusive
Cryptococcus (LUPETTI et al., 2002; HORSBURGH; KIRKPATRICK, 1983).

A flucitosina é outro importante farmaco utilizado no tratamento da criptococose. Seu
mecanismo de agdo consiste na conversdo de flucitosina em fluorouracila dentro das células
alvo. Dessa maneira o farmaco é incorporado ao RNA em formagdo, causando o término
prematuro da cadeia e inibindo a sintese do DNA através da ac&o inibitoria sobre a timidilato
sintase (ODDS; BROWN; GOW, 2003). A flucitosina foi removida da Relagdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (Rename), em 2006, devido ao desenvolvimento rapido de
resisténcia em monoterapia e a elevada incidéncia de efeitos colaterais (LIMA, 2014). Apesar
de ndo ser utilizada no Brasil, o farmaco é amplamente utilizado em varios paises por

apresentar bons resultados em associagdo com a anfotericina B (LOYSE et al., 2013).
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3.2.6.1 Mecanismos de resisténcia a farmacos antifungicos

Resisténcia microbiana é o termo utilizado para descrever um fendmeno onde o
antimicrobiano ndo consegue exercer sua acdo sobre o micro-organismo (LOEFFLER;
STEVENS, 2003). A resisténcia pode ser primaria - quando o patégeno nunca foi exposto
aquele medicamento, ou secundéria - quando ha exposi¢do prévia ao farmaco. O surgimento
de resisténcia tornou-se mais relevante quando as infecgbes oportunistas associadas a
individuos imunocomprometidos emergiram, trazendo grande preocupacéo devidos a escassez
de opgdes de tratamento, podendo se transformar em um sério problema (CANUTO,;
RODERO, 2002; LOEFFLER; STEVENS, 2003; LUPETTI et al., 2002).

A resisténcia secundaria aos poliénicos, representados pela anfotericina B, ja vem
sendo descrita desde a década de 1980 (POWDERLY et al., 1988). O mecanismo exato da
resisténcia ndao é conhecido, mas acredita-se que ocorra devido a uma significativa alteracdo
da composicao lipidica na membrana plasmatica. Alguns trabalhos citam, por exemplo, uma
diminuicdo da quantidade de ergosterol por falta de uma das enzimas responsaveis por
converter o lanosterol em ergosterol, a A8 7 isomerase (KELLY et al., 1994; LUPETTI et al.,
2002), diminuindo a interacdo entre o farmaco e a membrana plasmatica, provavelmente
devido a falta de sitio de ligacdo (HITCHCOCK et al., 1987; JOSEPH-HORNE et al., 1995;
LOEFFLER; STEVENS, 2003).

Outro possivel mecanismo de resisténcia dos poliénicos pode estar associado a
alteracao de B-1,3-glucanos na parede celular de fungos, levando a um aumento da
estabilidade da parede celular, podendo influenciar a interacdo e ligacdo do farmaco a
membrana plasmatica do micro-organismo (GALE, 1986; LOEFFLER; STEVENS, 2003).

Dentre as classes de antifingicos que apresentam resisténcia, a de maior relevancia
médica é a dos azolicos, sendo frequentemente descrita principalmente por individuos com
SIDA. Atualmente se sabe que a resisténcia a azolicos se da principalmente pela diminuicéao
da concentragdo intracelular devido a pouca quantidade de fosfatidilcolina e
fosfatidiletanolamina na membrana plasmatica, mudando o perfil de barreira de membrana e
dificultando a penetragdo do farmaco (LUPETI et al., 2002).

Outro mecanismo frequente esta associado a alteragdo na enzima lanosterol 14a-
demetilase codificada pelo gene ERG11, pois estudos demonstram que mutagdes nesse gene
levam a alteracfes na acdo dessa enzima e essa seria um dos mecanismos fungicos de

resisténcia aos farmacos azélicos (WHITE, 1997).
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A superexpressdo da enzima lanosterol 14-a-demetilase - alvo de acéo dos azdlicos,
pode ser outro mecanismo de resisténcia ao fluconazol e ao itraconazol, ja observado em uma
linhagem de C. glabrata. O acimulo da enzima pode resultar no aumento da biossintese de
ergosterol, prejudicando a acdo de farmacos que agem nesse local (BOSSCHE et al., 1992).

A alteragdo do efeito do farmaco é outro mecanismo de resisténcia dos azolicos.
Alguns estudos demonstraram que linhagens de C. albicans apresentaram uma quantidade até
17 vezes maior de mRNA que codifica CDR1 e de proteinas transportadoras ATP Binding
Cassette, responsaveis pela reducdo do conteddo de fluconazol dentro da célula fangica
(ALBERTSON et al., 1996).

Existem relatos de resisténcia a flucitosina por parte de algumas espécies de fungos,
como C. albicans. Estudos sugerem que esses micro-organismos produzem variantes
moleculares de enzimas responsaveis pela conversao de flucitosina a fluorouracila. No Brasil
a flucitocina nao é usada devido ao rédpido desenvolvimento de resisténcia principalmente
quando usada em monoterapia (LUPETTI et al., 2002; FASOLI et al., 1990).

A principal abordagem para superar a resisténcia aos antifingicos e melhorar
estratégias terapéuticas atuais seria a descoberta de novos farmacos que possam proporcionar
uma melhor atividade antifungica e perfil farmacocinético (CANUTO; RODERO, 2002).

Com o aumento da incidéncia de infeccBes fungicas tornou-se extremamente
necessaria uma nova geracdo de agentes antifungicos. A maioria dos farmacos disponiveis
apresenta efeitos toxicos, alem de ineficacia frente a fungos novos ou emergentes, além do
rapido desenvolvimento da resisténcia (WHITE; MARR; BOWDEN, 1998).

Apesar da evidente necessidade, a Unica classe de antifingicos desenvolvida nas
ultimas décadas é a das equinocandinas (Caspofungina, Micafungina, Anidulafungina,
Aminocandina etc). No entanto, tais farmacos ndo possuem atividade antifingica satisfatoria
frente a Cryptococcus (DENNING, 2003; SHAPIRO; ROBBINS; COWEN, 2011).

A dificuldade no desenvolvimento de novos farmacos antifungicos tem relagdo com
algumas similaridades entre os patdgenos e hospedeiros, ambos eucariontes, que por
compartilharem uma relacdo evolutiva préxima, tornam complexa a obtencdo de agentes
seletivos e isentos de toxicidade (SHAPIRO; ROBINS; COWEN, 2011).

Diante do apresentado, é evidente a importancia da descoberta de novos farmacos para
tratamento de infecgdes fungicas. Nesse contexto, extratos vegetais apresentam-se como
alternativas de sucesso na descoberta de novos farmacos utilizados no tratamento de tais tipos
de infec¢bes (BAKKALI et al., 2008; KUMARI et al., 2017).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

Folhas de X. ciliatifolia foram coletadas no municipio de Governador Valadares, MG e
identificadas pelo botanico Prof. Dr. Vinicius Antonio de Oliveira Dittrich (UFJF, Juiz de
Fora, MG). Exsicatas foram confeccionadas e depositadas no Herbéario Leopoldo Krieger da

Universidade Federal de Juiz de Fora.

4.2 PREPARACAO DO EXTRATO

O material vegetal foi submetido a secagem em estufa de ar circulante e
posteriormente triturado em moinho de facas. As folhas secas e pulverizadas foram
submetidas a extracdo com etanol 96°GL, por 5 dias. Apés extracdo exaustiva o extrato foi
concentrado em evaporador rotatorio sob temperatura inferior a 60 °C e pressao reduzida, para

obtencéo do extrato etanolico.

4.3 FRACIONAMENTO DO EXTRATO ETANOLICO

O extrato etanolico foi dissolvido em agua e submetido a parti¢do liquido-liquido com
solventes de polaridade crescente. Para tanto foram empregados n-hexano, diclorometano,
acetato de etila e n-butanol. As fragdes obtidas foram concentradas em evaporador rotatério
sob temperatura inferior a 60 °C e pressdo reduzida, para obtencdo das fracGes

correspondentes.

4.4 CARACTERIZAQAO DOS COMPOSTOS MAJORITARIOS DA FRAQAO MAIS
ATIVA.

A caracterizacdo dos compostos majortitarios da fragdo mais ativa foi realizada em
parceria com a Fundacdo Ezequiel Dias, em Belo Horizonte, MG. A fragdo mais ativa,
selecionada apds triagem de atividade antifingica conforme descrito a seguir, foi avaliada
usando um cromatografo liquido de alta eficiéncia equipado com os detectores de ionizacao
por eletrospray (ESI) e arranjo de fotodiodos (DAD). O volume injetado da amostra foi de 5
WL por corrida. A andlise teve duracdo de 27 min e post time de 2 min. Os espectros de
massas foram obtidos na faixa de m/z 0 a 1750 para cada um dos constituintes registrados nas
analises cromatograficas no modo ESI (positivo/negativo). Os espectros de UV foram obtidos

na faixa de 190 a 400 nm para cada um dos constituintes registrados nas analises
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cromatograficas no modo DAD no comprimento de onda de 280nm. Os dados obtidos foram
comparados com a literatura (STUKER, 2012).

As eluicbes em gradiente foram realizadas sob um fluxo de 0,6 mL/min da fase mével
composta pela mistura de dois solventes, sendo um &gua ultrapura 100% (A) e o outro
metanol 100% (B), ambos acidificados com 0,1% de acido férmico. As condicGes da eluicdo
foram as seguintes: uma mistura de 85% solvente A e 15% solvente B nos primeiros 25
minutos; 5% solvente A e 95% de solvente B até 26,7 min; e 85% solvente A e 15% de
solvente B até 27 min, o tempo final da corrida cromatografica. A fase estacionaria utilizada

foi em coluna Rapid Resolution HD (2,1 x 50 mm x 1,8 um) a temperatura da coluna a 40 °C.

45 LINHAGENS DE C. gatti E C. neoformans UTILIZADAS E DESENHO DO
ESTUDO

Para avaliar a atividade antifungica in vitro de X. ciliatifolia frente a Cryptococcus
foram utilizadas 12 linhagens de C. gattii e 10 linhagens de C. neoformans (TABELA 1).
Todas as linhagens utilizadas pertencem a cole¢do de micro-organismos do Laboratorio de
Micologia do Departamento de Microbiologia da UFMG e foram gentilmente cedidas ao
Laboratério de Microbiologia da UFJF/GV. Foi realizada primeiramente uma triagem onde
foram testados o extrato etandlico (EEXC) e todas as fracdes de X. ciliatifolia frente as
linhagens 23\10993 e 547\OTTN94-PI-10 de C. gattii e ATCC 24067 e 96806, de C.
neoformans. A fracdo acetato de etila (FAXC) apresentou melhor atividade e foi entdo
utilizada nos demais testes. Para realizar os ensaios de CIM e acédo fungicida/fungistatica foi
utilizada FAXC e EEXC, frente as linhagens apresentadas (TABELA 1). Para os demais
ensaios foram utilizadas duas linhagens de C. gatti: ATCC 32608 e linhagem clinica L2701 e
2 linhagens de C. neoformans: ATCC 28957 e linhagem clinica H99.
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TABELA 1: Linhagens de Cryptococcus gattii e Cryptococcus neoformans.

C. gattii C. neoformans
L28/02 (C) LMM 820 (C)
23/10993 (C) 5396 (C)
196L/03(C) 96806 (C)
1913ER (C) 27JF (C)
L2701 (C) H99 (C)
LMM818 (C) WP (C)
29/10893 (C) C-3-1 (A)
L2401 (C) ATCC 28957
L 135/03 (C) ATCC 24067
547/ OTTI/94-PI-10 (A) ATCC 62066
ATCC 24065
ATCC 32608

Nota: C: isolados clinicos; A: Isolados ambientais; ATCC: American Type Culture Collection.

4.6 REAGENTES E EQUIPAMENTOS

Os reagentes e equipamentos utilizados nos ensaios estao listados na Tabela 2.



TABELA 2: Reagentes e equipamentos utilizados nos ensaios
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Reagente/Meio de
Cultura

Marca

Equipamento

Modelo/Marca

Ergosterol
Diclormetano
Anfotericina B

Acido tiobarbittirico
Acido cloridrico

Agar Sabouraud
Dextrose
Diacetato de 2°,7"-
diclorofluorescina
Acetato de etila

Acido fosférico

Dimetilsulfoxido
Butanol

Caldo Sabouraund
dextrose

Fluconazol

Hidrdxido de potassio
Hidréxido de sédio
Hidroxitolueno
butilado (BHT)
Histopaque®-1077
MOPS

MTT

n- Hexano

n-heptano

Perdxido de hidrogénio
Rodamina

RPMI - 1640

Sigma-Aldrich®
Synth®
Sigma-Aldrich®

Sigma-Aldrich®
Fluka®

Himedia®
Invitrogen®
Synth®
Merck®

Nuclear®
Synth®

Difco®

Sigma-Aldrich®
Dinamica®
Dinamica®
Synth®

Sigma-Aldrich®

Sigma-Aldrich®
Synth®

Synth®
Alphatec®
Sigma-Aldrich®

Sigma-Aldrich ®

RPMI 1640 completo  Sigma-Aldrich®
Sorbitol Vetec®
Zorbax Eclipse Plus Agilent

Centrifuga
Centrifuga

Citébmetro de fluxo
Espectrofotbmetro

Fluorimetro
HPLC

Leitor tipo ELISA
Microcalorimetro

Microscopio dptico
Potencial Zeta

Vortex

Kasvi K14-1215
modelo TJ-6, Beckman
Instruments

BD Accurt ™

Modelo 850Mi marca
Analyser.
Luminescente Synergy
2, Biotek

Agilent Infinity 1290

Biochrom Asys Expert
Plus

VP-ITC, Microcal
LCC

Axioplan, Carl Zeiss
Malvern Zetasizer
Nano ZS

Modelo AP59 marca
Phoenix Luferco

4.7 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

A Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) do extrato e das fracGes de X. ciliatifolia

foram avaliadas frente a linhagens de C. gattii, e C. neoformans, conforme proposto pelo

documento M27-A3 do “Clinical and Laboratory Standards Institute”, com modificagdes.

(CLSI, 2008). O indculo fungico foi preparado a partir de culturas dos fungos e incubados a

35°C, por 48 h em tubos inclinados contendo Agar Sabouraud Dextrose (ASD). A suspenséo
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fangica foi preparada em um tubo de ensaio contendo 5 mL de solugéo salina esterilizada. As
suspensdes foram homogeneizadas em vortex, lidas no espectrofotdmetro a 530 nm e
ajustadas a transmitancia de 77%, que corresponde a concentragio de 1x10° a 5x10° UFC/mL.
Em seguida, as amostras foram diluidas em RPMI — 1640 de modo a alcancar a concentracao
de 1x10° a 5x10° UFC/mL) (CLSI, 2008).

Para avaliar o CIM dos extratos e fragOes de X. ciliatifolia, uma solucdo inicial de cada
amostra foi solubilizada em dimetilsulfoxido (DMSO) e diluida em meio RPMI de modo a
alcancar a concentracdo de 10 mg/mL. Em seguida foram feitas diluicdes seriadas de modo
que as concentracdes das amostras variassem de 128 mg/L a 0,25 mg/L. Posteriormente,
aliquotas de 100 pL de cada concentracdo foram distribuidas em orificios da placa de
microdiluicdo de 96 orificios. Para o controle de toxicidade do solvente foi utilizado o meio
RPMI acrescido de DMSO, na concentracdo correspondente a cada experimento.

Para o CIM de fluconazol foi obtida uma solucéo inicial de concentragdo 1000 mg/L,
solubilizada em 4gua e dissolvida em RPMI. Posteriormente foram feitas diluicGes seriadas de
modo que a concentragdo variasse de 128 mg/L a 0,25 mg/L. Em seguida aliquotas de 100 puL
de cada concentracdo foram distribuidas em orificios da placa de microdiluicdo de 96
orificios.

Para o CIM de anfotericina B foi obtida uma solucéo inicial de concentragdo 500 mg/L
solubilizada em 4gua e dissolvida em RPMI. Posteriormente foram feitas dilui¢Bes seriadas de
modo gue as concentracdes das amostras variassem de 8 mg/L a 0,0015 mg/L. Em seguida
aliquotas de 100 pL de cada concentragdo foram distribuidas em orificios da placa de
microdiluicdo de 96 orificios. Como controle de crescimento e de esterilidade de todas as
amostras, foi utilizado o meio RPMI.

A cada orificio teste e de controle de crescimento foram acrescentados 100 pL de
indculo fungico. As placas foram incubadas por 72 horas, a 35°C. A leitura foi realizada
visualmente (CLSI, 2008). A CIM foi considerada a menor concentragdo que inibiu 100% do
crescimento fangico, exceto para o fluconazol, em que a CIM foi definida como a menor
concentracdo que inibiu 50% do crescimento. Os resultados foram expressos em mg/L e 0

experimento foi realizado em triplicata.

4.8 AVALIACAO DA ACAO FUNGICIDA/FUNGISTATICA

As leveduras foram avaliadas quanto a agdo fungicida ou fungistatica. Aliquotas de

100 uL. foram removidas dos orificios nos quais ndo foi detectado crescimento visivel na
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CIM, subcultivadas em ASD e incubadas a 35°C. As amostras foram semeadas em placas de
Petri em triplicata. A concentracdo fungicida minima (CFM) foi definida como a menor
concentracdo das fracbes em que nenhuma col6nia for observada apds 72 horas de incubacao
(OBANDO et al., 2009).

4.9 INTERACAO IN VITRO DA FRACAO FAXC COM ANFOTERICINA B E
FLUCONAZOL

A fracdo FAXC de X. ciliatifolia foi avaliada quanto a atividade em combinagdo com
o fluconazol e anfotericina B. Dez diluigdes seriadas da fracao e sete diluicdes dos farmacos
foram preparadas utilizando os mesmos solventes do teste da CIM. Aliquotas de 50 pL de
cada diluicdo das amostras foram adicionadas aos orificios de uma placa de 96 orificios, na
orientacdo horizontal e aliquotas de 50 pL da diluicdo de cada um dos farmacos foram
adicionadas em orientacdo vertical, de modo que a placa contivesse varias combinacGes de
concentracdes das amostras (ODDS, 2003).

Em seguida cada pogo foi inoculado com 100uL do indculo preparado conforme
descrito no teste de CIM e as placas incubadas a 35°C, por 72 horas. A leitura foi realizada
visualmente. A interacdo das amostras com o agente antiflngico foi expressa como a soma do
indice da concentragdo inibitéria fracionaria (CIF) de cada agente. A CIF de cada agente é
calculada como a CIM desse agente em combinacéo, dividido pela CIM do agente sozinho. O

indice de concentracdo inibitoria fracionaria (ICIF) sera calculado pela soma dos CIFs:

Ccomb C§0mb
ICIF = CIFA + CIFB =

— + ——
individual individual
CIM CIME

Onde CIM p ndividial g o0 individial g5 35 CIMs das amostras A e B quando agindo sozinhas e
Ca M ¢ Cp ™ referem-se as combinagdes. O ICIF pode ser interpretado como sinérgico
quando for <0,5; sem interagdo quando 0,5 < ICIF < 4,0 e como antagonista quando > 4,0
(SANTOS et al., 2012; FERREIRA et al., 2013).

4.10 CURVA DE MORTE

As culturas com as linhagens ATCC 32062 e ATCC 28957 foram subcultivadas em

tubos contendo ASD por 48 h e o indculo foi obtido conforme descrito no experimento CIM.
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Os testes foram preparados em placas de microdiluicio de 96 orificios contendo
concentragdes variadas de FAXC em que foram adicionados 100 pL do indculo fungico. Para
cada experimento, foi realizado um controle negativo constituido de 200 uLL. de meio RPMI e
um controle positivo constituido de 100 puL de inoéculo e 100 uL de meio RPMI. As placas
foram incubadas a 35 °C, por 72 horas e durante este periodo foram realizadas leituras em
diferentes intervalos de tempo, comegando com o momento da inoculagdo (tempo zero) e
seguindo com leituras em 3, 6, 12, 24, 36, 48 e 72 horas. Nos intervalos pré-determinados,
foram removidas aliquotas de 100 pL de cada pogo e feito o plaqueamento em placas de Petri
contendo meio ASD e incubadas a 35°C, por 72 horas. Ap6s o periodo de incubacdo, as
colonias foram contadas para determinagdo das unidades formadoras de colonias (UFC) e foi
elaborada a curva de morte em funcdo do numero de UFC recuperadas ao longo do tempo

(SANTOS et al., 2012). Todos os testes foram realizados em duplicatas.

4.11 INTERACAO DE FAXC COM SORBITOL

Para determinar se a fracdo FAXC interfere com a integridade da parede celular
fangica foi realizado o teste de protecdo utilizando sorbitol (CARRASCO et al., 2012). Para
isso, foi determinada a CIM da fracdo na presenca do sorbitol, utilizando placas de
microdiluicdo de 96 orificios, de maneira semelhante ao descrito no tépico 4.7.

Em cada orificio da placa, foram adicionados 50 pL do meio liqguido RPMI com
sorbitol previamente adicionado. Posteriormente, foi adicionado 50 pL da solucdo de FAXC
preparada conforme a descricdo no topico 4.7 e dispensados nas colunas da placa em
concentracdes que variaram de 16 mg/L ate 0,003 mg/L obtidas atraves de diluicdo seriada. O
sorbitol foi utilizado a uma concentragéo final de 0,8 M em cada poco. Por fim, foram
adicionados 100 pL do in6culo dos fungos em todos os orificios, exceto controle de
esterilidade. Foi realizado um controle de crescimento, adicionando 100 pL do inéculo
fangico e mais 100 pL de meio RPMI e sorbitol (0,8 M). Um controle de esterilidade também
foi realizado, onde foi colocado 200 pL do RPMI em um orificio sem a suspensédo dos fungos.
As placas foram incubadas a 35°C por até 7 dias para realizacdo da leitura visual. Todos os

testes foram realizados em duplicata para cada linhagem.

4.12 QUANTIFICACAO DE ERGOSTEROL

Os esteroides intracelulares totais foram extraidos a fim de avaliar a sintese de

ergosterol, componente da parede celular fngica, conforme descrito por Breivik e Owades
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em 1957, com pequenas modificagdes. C. neoformans e C. gattii foram plaqueados em ASD e
levados a estufa 35° C por 48 horas, apds esse periodo uma colénia isolada proveniente dessa
cultura foi inoculada em 50 mL de caldo Sabouraund dextrose. Paralelamente foram
preparadas solucbes com a concentracdo de FAXC equivalente ao CIM e 2 x o CIM das
linhagens testadas, além de preparar um controle positivo com um conhecido inibidor da
sintese de ergosterol, o fluconazol a 64 mg/L. O caldo Sabouraund dextrose contendo o
indculo foi suplementado com as referidas concentracbes de FAXC ou fluconazol e essas
culturas foram levadas a estufa por 16 horas, a 35 °C. Um controle de crescimento sem
tratamento também foi realizado. As células de fase estacionaria foram colhidas por
centrifugacdo a 2.700 rpm durante 5 min e lavadas com &gua destilada estéril. O peso liquido
umido do pellet foi determinado. Na sequéncia foi adicionado 3 mL de solucdo alcodlica de
hidroxido de potassio a 25% a cada pellet e estas foram levadas ao vortex por 1 minuto. As
suspensdes de células foram transferidas para tubos falcon estéreis e incubadas em banho
maria, a 85 °C, durante 1 h. Apés a incubacdo, os esteroides foram extraidos por adi¢do de
uma mistura de 1 mL de agua destilada estéril e 3 mL de n-heptano seguido de
homogeneizacdo vigorosa no vortex durante 3 minutos. A fase orgéanica foi retirada para
leitura em espectrofotdmetro em 232 e 200 nm. A curva de calibragio com ergosterol
padronizado foi construida e usada para calcular a quantidade de ergosterol (OLSSON;
RUNDQUIST; BRUNK, 1987; SANTOS et al., 2012). Em todos 0s casos (ergosterol presente
nos fungos ou no padrdo) a absorbancia foi o resultado da subtracdo da absorbancia obtida em
282 nm e absorbancia obtida em 232 nm. O ergosterol e o 24(28) dihidroergosterol (DHE),
um intermediario da via da biossintese de ergosterol, juntos absorvem energia em 282nm,
enguanto somente 0 DHE mostra intensa absor¢do em 232nm. Os resultados foram expressos

em mg /L*g e 0 peso respresenta o significado de trés experimentos independentes.

4.13 MENSURACAO DA PRODUCAO DE ERO E PRN

A mensuragdo da producdo de EROs (Espécies reativas de oxigénio) e PRN
(peroxinitrito) foi realizada em parceria com o Laboratério de Microbiologia da UFMG.
Quantidades enddgenas de EROs e PRNs foram mensuradas utilizando o ensaio fluorométrico
com sondas especificas (FERREIRA et al., 2013). As células dos fungos C. gattii e C.
neoformans cultivadas em ASD (35° C durante 72 h), foram tratadas com FAXC ou peroxido
de hidrogénio (controle positivo), durante 1 h e 24 h em RPMI sem vermelho de fenol.

Incubou-se com a 10 uM de diacetato de 2,7 -diclorofluorescina para quantificacdo de ERO e
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10 uM dihidrorodamina para quantificacdo de PRN (sonda fluorescente). Também foi
realizado um controle de crescimento com os fungos sem o tratamento FAXC. A
fluorescéncia foi medida com um Fluorimetro usando comprimentos de onda de excitacao e
emissdo de 500 nm. Os resultados foram expressos como unidades arbitrarias de fluorescéncia

+ SEM. Os testes foram realizados em triplicata.

4.14 ENSAIO DE PEROXIDACAO LIPIDICA

As células de C. gattii e C. neoformans foram tratadas com a fracdo FAXC de
maneira semelhante ao ensaio de quantificacdo de ergosterol (item 4.11), nas mesmas
concentracgdes, exceto o controle positivo que nesse ensaio foi o peréxido de hidrogénio a 5%.
Os produtos da peroxidacdo lipidica foram medidos como substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico (TBARS) (FERREIRA et al., 2013). O sedimento foi homogeneizado com 1000
puL em écido fosforico a 1,1% gelado. Foram misturados 400 pl. do homogenato com 400 pL.
de acido tiobarbitdrico a 1% preparado em 50 mM de hidréxido de sodio contendo 0,1 mM
de hidroxitolueno butilado e 200 pL de &cido fosforico a 7% (todas as solugdes foram
mantidas em gelo durante a manipulagcdo). Posteriormente, as amostras (pH 1,5) foram
aquecidas durante 60 minutos a 98 ° C e adicionados 1500 pL. de butanol. A mistura foi
homogenizada vigorosamente utilizando vortex e centrifugada durante 5 min a 2000 rpm.
Separou-se a camada organica que foi medida em um leitor tipo ELISA. A solucdo de acido
tiobarbitarico foi substituida por acido cloridrico 3 mM nos controles. Os resultados foram

expressos em mg/L*g-1, representando trés experimentos independentes.

4.15 MENSURACAO DA ESTABILIDADE DO POTENCIAL DE MEMBRANA
MITOCONDRIAL POR CITOMETRIA DE FLUXO

O ensaio de mensuracgéo da estabilidade do potencial de membrana mitocondrial foi
realizado em parceria com o Laboratério de Microbiologia da Universidade CEUMA no
Maranhdo. O ensaio de citometria de fluxo empregou a sonda fluorescente rodamina (Rho)
(RONOT et al., 1986) para determinacdo do potencial da membrana mitocondrial. As células
de cada linhagem foram ressuspensa a uma densidade de 1 x 10° células/mL em 500 pL em
meio RPMI suplementado com MOPS. Adicionou-se FAXC na concentragéo de 1 x CIM, e
as células foram incubadas durante 12 h, a 37 ° C. Apds incubacdo, as células foram lavadas
3 vezes com tampdo PBS (pH 7,2) sob centrifugacdo a 6000 rpm durante 10 min. Apos a
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lavagem, o pellet de células foi ressuspenso em PBS (500 plL) e marcadas com Rho (10
pug/mL no escuro durante 10 min). Apos a incubacgido, as células foram lavadas 3 vezes com
PBS. As células foram ressuspensas em PBS e analisadas por citometria de fluxo. Um total
de 10.000 eventos foram analisados para cada amostra. As alteracdes na intensidade
fluorescente de Rho foram quantificadas utilizando o indice de variagdo (V) obtido pela
equacdo (MT-MC)/MC, onde MC é a média de intensidade fluorescente de controle e MT a
média das células tratadas. Os valores negativos de IV correspondem a despolarizacdo da

membrana mitocondrial. Os resultados foram expressos em intensidade de fluorescéncia (IF).

4.16 MEDIDAS DE DIAMETRO CELULAR, TAMANHO DA CAPSULA

As células de leveduras foram cultivadas em meio ASD suplementado com 0,5 x
CIM de FAXC e levados a estufa 35° por 48 h. Apds esse periodo as colbnias foram
suspensas em tinta da India e posteriormente visualizadas com um microscopio 6ptico. O
tamanho total da célula foi definido como o didmetro da célula completa, incluindo a cépsula.
Para obter o tamanho da cépsula foi subtraido o tamanho total da célula pelo diametro do
corpo da célula. A céapsula e o diametro de pelo menos 100 células foram medidos usando o
software ImageJ 1.40 g (http://rsb.info.nih.goVv/ij/; National Institutes of Health, NIH,
Bethesda, MD) (ARAUJO et al., 2012). As medidas finais foram apresentadas como
proporcdo do tamanho da cédpsula em relacdo ao didmetro celular e a relacdo
superficie/volume foi calculada usando a formula 3/ r , onde r é o raio (FERREIRA et al.,
2015).

4.17 POTENCIAL ZETA

Para avaliar o potencial Zeta (PZ) de FAXC sobre a superficie celular das leveduras
foi utilizado o equipamento Malvern Zetasizer Nano ZS. Para a realizagcdo do teste foram
repicadas linhagens de C. gattii e C. neoformans em placas de Petri suplementadas com 0,5 x
CIM de FAXC diluido em ASD (ALVES et al., 2017). Os indculos foram diluidos em 2 mL
de solucédo salina esteéril, na escala 0,5 Mac Farland. O PZ foi determinado pela técnica de
micro-eletroforese laser Doppler, em angulo de dispersao de 173°, usando um capilar dobrado

de célula celular (DPS1060). Os valores de PZ foram calculados como a média de dez
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medidas independentes, cada uma obtida pela média de 50 contagens (NOSANCHUK et al.,
1999).
4.18 CALORIMETRIA DE TITULACAO ISOTERMICA

Os ensaios de calorimetria de titulacéo isotérmica (ITC) foram realizados usando um
microcalorimetro a 25°C, ap06s a calibracdo elétrica e quimica prévia. Todas as solugdes
empregadas no experimento foram previamente utilizadas sob vacuo (140 mbar) durante 8
min. Cada experimento de titulagdo consistiu em 51 injegdes sucessivas de 5 uLL de FAXC a
10 mg/mL em uma camara contendo 1,5 mL de suspensdo fungica contendo C. neoformans
ou suspensdo de C. gattii a 1x10®° UFC/mL. A primeira injecdo de 1 mL foi descartada para
eliminar os efeitos de difusdo do material da seringa para a cdmara calorimétrica. O tempo de
injecdo foi de 2 segundos e o intervalo entre as injecGes foi de 240 segundos (ABRAHAM et
al., 2005, RAUDINO; SARPIETRO; PANNUZZO, 2011).

419 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR ATRAVES DO ENSAIO
COLORIMETRICO COM SAL DE TETRAZOLIO (MTT)

4.19.1 OBTENCAO DE CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO

O presente trabalho foi submetido ao comité de ética e pesquisa da Universidade
Federal de Juiz de Fora e teve aprovacdo dia 10 de julho de 2017 (nUmero do parecer:
2.215.172 em anexo). Os voluntarios que doaram o sangue periférico assinaram um
consentimento informado por escrito no momento da doagdo. A populacdo do estudo foi
composta por 4 individuos adultos pertencentes a comunidade académica da UFJF/GV, com
idade entre 18 e 50 anos, de ambos 0s sexos, que ndo fazem uso continuo de medicamentos.
Foram excluidos do processo os individuos que recusassem participacdo, menores de 18 anos
e maiores de 50 anos de idade, bem como fumantes, consumidores frequentes de alcool,
portadores de doencas crénicas e pessoas que utilizaram medicamentos 48 h antes da coleta
de sangue.

Para obtencdo das células mononucleares do sangue periférico, foi realizada uma
coleta de aproximadamente 8 mL de sangue periférico de cada voluntario, por pungdo venosa,
utilizando seringas descartaveis e estéreis. ApOs a coleta, o sangue foi imediatamente
transferido para tubo de coleta heparinizado e gentilmente homogeneizado. Desta amostra de

sangue, 5 mL foram transferidos para tubo cénico contendo 5 mL de Histopaque-1077. O
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material foi centrifugado e apds a centrifugacdo houve a separagdo dos componentes
sanguineos e entdo foi coletado o anel de células mononucleadas. A este anel foi adicionado 3
mL de meio RPMI completo, composto por RPMI-1640, glutamina 2 mM, bicarbonato de
sodio 24 mM, HEPES 20 mM, 10% de soro fetal bovino (SFB) e antibioticos (10000 U/mL
de penicilina e 10000 pug/mL de estreptomicina). As células mononucleadas foram mantidas
em estufa a 37°C, com atmosfera Umida, contendo 5% de CO2 e 95% de ar atmosférico
(SARMA et al., 2007).

4.19.2 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR

O ensaio colorimétrico do MTT, conforme proposto por Takeuchi, Baba e Shigeta
(1991), foi utilizado para determinacdo da viabilidade de células mononucleares de sangue
periférico humanas. Em uma placa de 96 orificios foi adicionado 100 uL de suspensdo celular
de células mononucleares do sangue na densidade de 1x 10° células/mL. Apés 24 h de
incubagdo, a 37° C, em estufa de CO2, foram adicionados mais 100 pl de diferentes
concentragdes de FAXC que partiram de 512 pg/mL até 4 pg/mL dissolvidas em meio RPMI.
As placas foram incubadas em estufa de CO2, a 37° C, por mais 24h. Foi realizado um
controle negativo - sem tratamento com FAXC, apenas as células e 0 meio RPMI e um
controle positivo — onde as células foram tratadas com uma solugdo 250 mM de peréxido de
hidrogénio. Apos esse periodo, 10 pL da solugdo de MTT (5 mg/mL) foi adicionado a todas
as cavidades da placa, sendo esta incubada por 4 h. Apds o periodo de incubacdo, o0 meio +
MTT foi cuidadosamente removido de todas as cavidades, e adicionados 100 uL de DMSO,
para solubilizacdo da formazana. As placas foram suavemente agitadas, a temperatura
ambiente, por 5-10 min, e lidas a 570 nm em leitor tipo ELISA. Os resultados foram gerados a
partir de quatro experimentos independentes. Para as andlises dos dados, foi realizada a
subtracdo do valor de absorcéo do controle em branco de todos os outros valores. Apés iSSo 0S
valores foram transformados em porcentagem de viabilidade de acordo com o controle. Esses
dados foram entéo inseridos no software GraphPad Prism version 7.0. onde foram construidos
os graficos. A interpretacdo dos resultados foi feita por comparagdo entre os valores de
absorbancia obtidos nos orificios tratados com FAXC e os obtidos no controle sem

tratamento.
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4.20 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas usando o programa GraphPad Prism version
7.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). O tipo de anlise estatistica
foi determinado ap6s a avaliacdo da normalidade dos dados. Para as amostras com
distribuicdo normal foi utilizado o Teste T e ANOVA e Mann Whitney e Kruskall-Wallis para
os com distribuicdo ndo normal. Para as analises foi adotado o intervalo de confianca de 95%
(p>0,05).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXTRACAO E FRACIONAMENTO

A partir de 340,0 g de folhas secas de X. ciliatifolia, foram obtidos 68,29 do extrato
etanolico, o que equivale a um rendimento de extracdo 20,06%. O extrato etandlico, apds
ressuspensdo em solucdo hidroalcoolica, foi particionado com solventes de polaridade
crescente, dando origem as fracdes hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol,
respectivamente (TABELA 3).

TABELA 3: Rendimento das frages obtido a partir do extrato etandlico de X. ciliatifolia.

Fracéo Massa (g) Rendimento (%)

Hexano 13,96 20,46
Diclorometano 2,925 4,28
Acetato de Etila 8,194 12,01

Butanol 5,989 8,78

Aquosa 0,8438 1,23




o1

5.2 DETERMINA(;AO DA CIM DO EXTRATO ETANOLICO E FRAQC)ES X.
ciliatifolia

A CIM de X. ciliatifolia frente as linhagens de C. gattii e C. neoformans foram
determinadas por teste de microdiluigdo em placa de 96 orificios, como proposto pela CLSI
(2008). A principio foi realizada uma triagem onde foram testadas todas as fracGes de X.
ciliatifolia (hexano, diclorometano, acetato de etila, butanol e aquosa) e o extrato etandlico
frente a duas linhagens de C. gattii (23/10993; 547/OTTI1/94-P1-10) e duas de C. neoformans
(ATCC 24067; 96806). Diante dos resultados observados (TABELA 4) optou-se por utilizar a
fracdo acetato de etila (FAXC) na sequéncia do estudo pois além de apresentar resultados
promissores, obteve-se um rendimento relativamente maior para FAXC, além de se tratar de
uma fracdo com polaridade intermediaria, caracteristica que facilita o estudo fitoquimico.
Dessa maneira, FAXC foi testada, juntamente com o extrato etandlico, frente a 22 linhagens
de C. gattii e C. neoformans (TABELA 1) e os resultados estdo expressos na Tabela 5.

As concentracdes de FAXC que inibiram o crescimento de ambas as espécies de
Cryptococcus variaram de 16 mg/L a 0,5 mg/L. A CIM observada para FAXC apresentou
concentragfes semelhantes e em algumas linhagens até menores que o fluconazol, um dos
principais farmacos utilizados na terapia de criptococose. De acordo com Rios e Recio (2005),
extratos com CIMs inferiores a 100 mg/L podem ser considerados fontes promissoras de
substancias com atividade antimicrobiana, abrindo novas possibilidade para a descoberta de
moléculas ativas para o tratamento de infec¢bes fungicas.

Como j& descrito anteriormente, 0 esquema terapéutico para tratamento de
criptococose € bem limitado, tendo como representantes principais a anfotericina B e
farmacos azolicos, como o fluconazol. Outro obstaculo na terapia da criptococose tem relagédo
com a toxicidade, principalmente da anfotericina B como ja citado anteriormente. Afim de
diminuir esses efeitos toxicos, a anfotericina B foi encapsulada com lipossomas e complexada
com lipidios, mas essas preparacdes sdo substancialmente caras e ndo possuem 0S mesmos
efeitos da anfotericina B pura (GRUSZECKI et al.,, 2003; BLAU; FAUSER, 2000;
OLIVEIRA et al., 2014). Além disso, 0 aumento do surgimento de resisténcia a antifingicos
trouxe a necessidade do descobrimento de novos agentes fungicidas.

Nessas perspectivas, hd uma demanda crescente de agentes antifungicos novos e
eficazes, justificando a busca intensa de novos medicamentos de vérias fontes, incluindo
produtos naturais. As plantas medicinais contém diversidade de constituintes que servem para

protegé-las contra agentes patogénicos. Sabe-se que metabdlitos de produtos naturais tém
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importancia historica no tratamento de varias doencgas e muitos serviram como prot6tipo para
0 desenvolvimento de um elevado nimero de farmacos utilizados atualmente (NJANJE et al.,
2017).

Na literatura os relatos sobre X. ciliatifolia de forma geral sdo escassos Philipssen e
colaboladores (2013) realizaram estudo quimico das cascas e raizes de X. ciliatifolia e
testaram atividade bioldgica frente a algumas bactérias, mas o estudo nas folhas frente a
espeécies de Cryptococcus € inédito.

Diversos trabalhos propdem o uso de produtos naturais como alternativa para o
tratamento de doencas, inclusive a criptococose. Oliveira e colaboradores (2014) testaram a
atividade do extrato aquoso de Euphorbia tirucalli frente a amostras clinicas de algumas
leveduras oportunistas como Cryptococcus e encontraram CIM de 102 mg/L. Outro estudo
que testou atividade frente a Cryptococcus foi o de Caceres e colaboradores (2012), utilizando
0 extrato etandlico de Smilax domingensis, que apresentou uma CIM de 500 mg/L. Em
trabalho realizado por Mozaddik e colaboradores (2004), X. terrae-reginae e Xylosma sp.
apresentaram atividade antifingica frente a algumas espécies de Candida, com CIM menor
gue 5mg/mL. No presente trabalno FAXC apresentou atividade antifungica promissora em
ambas as espécies testadas, em especial as linhagens de C. gattii, espécie que pode se
comportar como agente primério de infeccdo. FAXC apresentou CIM de até 0,125mg/L frente
a Cryptococcus, valores bem promissores visto que apresentam 0 mesmo valor de CIM de

alguns farmacos disponiveis para tratamento de criptococose, frente a algumas linhagens.

TABELA 4: Concentracdo inibitéria minima (CIM) frente C. gattii e C. neoformans das
fragdes em hexano (FH), diclorometano (FD), acetato de etila (FAXC), butanol (FB) em agua
(FA) e extrato etandlico (EEXC) de X. ciliatifolia.

) CIM (mg/L)
Linhagens FH FD FAXC FB FA EEXC
23/10993 (C) 2 <0,25 <0,25 <0,25 2 8
C. gattii
547/0TTI/94-P1-10 (A) 32 2 05 05 8 32
ATCC 24067 8 <025 <025 <0,25 2 8
C. neoformans

96806 (C) 8 05 <0,25 <0,25 1 8

Nota: Valores de CIM determinada em trés experimentos independentes. A CIM representa a concentracdo da
fracdo capaz de inibir o crescimento in vitro do respectivo isolado. C: isolados clinicos; A: Isolados ambientais;
ATCC: American Type Culture Collection.
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TABELA 5: Concentracdo inibitoéria minima (CIM) de FAXC do extrato etanolico (EEXC),
de anfotericina B (ANFb), e fluconazol (FLU) frente as linhagens de C. gattii e C.
neoformans.

CIM (mg/L)

Linhagens EEXC FAXC FLU ANFb
ATCC 24065 32 8 2 0,125

ATCC 32068 32 4 2 0,60

L135/03 (C) 16 4 8 0,25
L28/02 (C) 16 4 4 0,125

23/10993 (C) 8 0,5 16 0,50
C. gattii 196L/03 (C) 32 1 8 0,125

1913ER (C) 32 4 16 0,50

547/0TTI1/94-P1-10 (A) 32 2 16 0,50
L27/01 (C) 32 8 8 0,125

LMM818 (C) 64 2 8 0,50
29/10893 (C) 32 0,125 4 0,125

L24/01 (C) 16 8 8 0,50

Méd. geométrica 25,39 2,13 6,72 0,25

Meéd. aritmética 28,66 3,42 8,33 0,32

ATCC 28957 32 4 2 0,25

ATCC 24067 8 1 4 0,5

ATCC 62066 32 8 2 0,25

LMM 820 (C) 32 8 2 0,5

C. neoformans C-31(A) 32 4 4 1

WP (C) 32 8 8 0,5

5396 (C) 64 16 1 0,5

96806 (C) 8 05 8 0,5

27JF (C) 64 8 2 0,5

H99(C) 32 4 4 0,5

Méd. geométrica 27,85 4,28 3,03 0,46

Méd. aritmética 33,6 6,15 3,7 0,5

Nota: Valores de CIM determinada em trés experimentos independentes. A CIM representa a concentracdo da
fracdo capaz de inibir o crescimento in vitro do respectivo isolado. C: isolados clinicos; A: Isolados ambientais;
ATCC: American Type Culture Collection.

5.3 CARACTERIZACAO DE COMPONENTES DE FAXC

Na figura 7 estdo apresentados os perfis cromatograficos do FAXC utilizando o
detector de ionizagéo por eletrospray (ESI) nos modos positivo e negativo.
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FIGURA 7: Perfil cromatogréafico obtido por CLAE-MS da fragdo acetato de etila (FAXC) no
modo positivo (A) e negativo (B). Coluna: Rapid Resolution HD, fase movel: A) agua
ultrapura e B) metanol, no modo gradiente detector: ionizagao por eletrospray (ESI).

o

3 1 15
quisition Time (min)

Nota: “+”= Modo positivo; “-”= Modo negativo.

Ao compararmos 0s cromatogramas da figura 7, podemos observar que no modo
positivo foi possivel visualizar um maior nimero de constituintes para amostra. 1sso pode ser
justificado pela associacdo de sodio as moléculas neutras durante o processo de ionizacao,
formando assim as espécies do tipo [M+Na]".

Na figura 8 estdo apresentados os perfis cromatograficos do FAXC nas mesmas
condigdes da figura anterior registrado pelo detector de arranjo de fotodiodo (DAD) no
comprimento de onda de 280 nm. A escolha desse comprimento de onda se deve ao fato de
ser normalmente utilizado para caracterizar compostos fenolicos (ANDERSEN; MARKHAM,
2006). Estudos com extratos/fracfes de plantas apontam que tais substancias podem ser as
responsaveis pela atividade antifungica observada (BARROS et al., 2013; MORAIS-BRAGA
etal., 2017; TEMPESTI et al., 2011; VASHISTH et al., 2013).
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FIGURA 8: Perfil cromatogréafico obtido por CLAE-MS-UV da fracdo acetato de etila
(FAXC) no modo no modo positivo (A) e negativo (B). Coluna: Rapid Resolution HD, fase
movel: A) agua ultrapura e B) metanol, no modo gradiente detector: arranjo de fotodiodo
280nm).
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Nota: “+”= Modo positivo; “-”= Modo negativo.

Nessa situacdo observa-se que ndo ha uma diferenca significativa no perfil observado
para 0 modo negativo e positivo. Estdo presentes seis picos com tempo de retencdo na faixa
de 1,014 - 1,156; 4,514 - 4,603; 4,688 - 4,832; 5,057 - 5,179; 9,097 - 9,202 e 9,450 - 9,591
min no modo positivo e ligeiramente maiores no modo negativo.

Observamos também que apesar do grande nimero de constituintes registrados pelo
detector ESI, no detector DAD no referido comprimento de onda existe no minimo seis
constituintes majoritarios com picos semelhantes em ambos 0s modos.

Ao compararmos 0s dados dos espectros de massas e UV obtidos os constituintes nas
seis regides do cromatograma, foi possivel notar que pelo menos trés deles apresentam
formula molecular distinta que serdo a partir de agora designados como C1, C2 e C3 e 0s

9 (¢ 11 9 [T AL

isdbmeros configuracionais serdo designados como “ " ”, ou
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Nas figuras 9 e 10 estdo apresentados 0s espectros de massas e os de UV no modo
negativo, respectivamente. Nos anexos estdo apresentados os espectros de massas e 0s de UV

no modo positivo.

FIGURA 9: Espectros de FAXC em LC- MS modo negativo
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FIGURA 10: Espectro FAXC LC-DAD modo negativo
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A partir da analise do espectro de massas e UV comparadas com dados da literatura

(STUKER, 2012) é possivel sugerir que C1 seja um

derivado de é&cido clorogénico,

especificadamente um acido X-O-cafeoilquinico. No espectro de massas de C1 no modo
negativo foram observados os picos m/z 353,0892, 191,0568 e 707,1853, atribuido,

respectivamente, aos ions [M-H]™ - formula molecular CisH1709; [M-163]" - formula

molecular C7H110s, relativo a uma molecula de &cido quinico desprotonado; e [2M-H] -
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férmula molecular C32Hss018, um dimero do X-O- cafeoilquinico desprotonado.. No modo
positivo foram observados os picos m/z 355,1147, 377,0973, 163,0437 e 731,2069, atribuidos
aos ions [M+H]* - formula molecular C16H1909; [M+Na]" - formula molecular C1sH1sNaOs,
a molécula sodiada; [M-191]" - formula molecular C9H7O3, um ion derivado do acido caféico;
e [2M+Na]* um dimero da molécula sodiada, respectivamente. Alguns desses ions foram
observados no trabalho de Stuker (2012) durante o isolamento do composto &cido 3,4-
dicafeoilquinico obtido a partir da fracdo aquosa acetato de etila obtida das folhas de Pluchea
sagittalis. Além disso, o perfil do espectro na regido do ultravioleta obtido para C1 é muito

semelhante ao obtido para o acido clorogénico (STUKER, 2012).

FIGURA 11: Provaveis ions gerados a partir da fragmentacao do acido X-O- cafeoilquinico.
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Para os compostos do tipo C2 e C3 ndo foi possivel atribuir uma provavel estrutura
quimica, contudo com as informacdes obtidas podemos sugerir que estes compostos apesar de
apresentarem um espectro na regido ultravioleta semelhantes entre si e ao composto C1,
sugerindo a presenca de um grupo cromdéforo fenolico, nenhum dos fragmentos observados
para as espécies C2 e C3 foi semelhante aos ions detectados no espectro de massas de C1.
Isso sugere que C2 e C3 ndo sejam derivados de acido clorogénico, mas sim compostos de
outra classe de compostos fendlicos. Os trés compostos do tipo C2 devem se tratar de
isdbmeros configuracionais pois seus espectros de massas no modo positivo e negativo exibem

a presenca de picos de razdo m/z muito semelhantes. O mesmo comportamento foi
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apresentado pelos isdmeros de C3, porém novamente sem nenhuma relagdo com 0s isdmeros

do tipo C2. Na tabela 6 estéo apresentados os picos de m/z para os isdbmeros de C2 e C3.

TABELA 6: Dados dos espectros de massa obtido para os isdmeros do tipo C2 e C3 durante a
CLAE-MS

Composto  Modo Tr (min)  lons

oy Negativo 4,667 419, 1371 (pico base); 839,2814
Positivo 4,584 443,1472 (pico base); 421,1646; 863,3069; 147,0484
e Negativo 4,759 419,1366; 447,0952 (pico base); 515,1218; 839,2797; 895,1973
Positivo 4,860 443,1482 (pico base); 863,3065; 147,0484
s Negativo 5,221 419,1366 (pico base); 839,2801
Positivo 5,137 443,1467 (pico base); 147,0484; 863,3075
Negativo 9,279 581,1697 (pico base); 695,1649; 1163,3440.
e Positivo 9,195 605,1869 (pico base); 1187,3832
. Negativo 9,648 581,1695 (pico base); 695,1657; 1163, 3448
Positivo 9,564 605,1875 (pico base); 1187, 3834

Nota: T,= Tempo de retencéo.

5.4 DETERMINACAO DE CFM

Para compreender 0 modo de acdo de FAXC realizou-se o teste de determinacdo de
CFM (Concentracao fungicida minima). A relacdo CIM:CFM é utilizado para avaliar a
natureza do efeito antimicrobiano frente a determinado patégeno (CLSI, 2009).

A CFM e considerada como a menor concentragao necessaria para causar a reducao de
99,9% de unidades formadoras de colénias (UFCs) do in6culo inicial (ERNST et al., 1996). A
partir desses dados é possivel presumir se a substancia/farmaco € fungicida, ou seja, causa a
morte dos fungos através de mecanismos que sdo vitais para sua sobrevivéncia, ou se tem
acdo fungistatica, inibindo o desenvolvimento microbiano dificultando sua proliferagdo no
meio e deixando a cargo de uma atuagdo externa para sua eliminacdo (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2012). Se na concentracao de inibi¢do obtida no ensaio CIM houver crescimento apos
subcultivo em ASD pode-se sugerir que a fracdo tem acdo fungistatica. Caso ndo houver
crescimento posterior, pode-se sugerir que ela possui agdo fungicida. Para que a
substancia/farmaco seja considerada fungicida, a relagdo CIM:CFM de um fungo deve ser 1:1
ou no méximo 2:1 (CLSI, 2009; HAFIDH et al., 2011).
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Os resultados apresentados sugerem que FAXC e EEXC tém acdo fungicida, pois o
perfil de atividade antifingica foi similar a CIM, exercendo atividade préxima ao ponto de
inibicdo do respectivo micro-organismo, conforme € possivel observar na Tabela 7.

O modo de acdo fungicida é desejavel para os agentes antimicrobianos, principalmente
no tratamento de individuos imunocomprometidos. Isso se explica porque os agentes
fungistaticos apenas inibem o desenvolvimento do fungo ndo os eliminando, os tornando
assim clinicamente menos interessantes que os fungicidas (BAUMGART, 2014).

Fungistaticos como a flucitosina e fluconazol raramente sdo utilizados como
monoterapia no tratamento de micoses sistémicas, isso porque grande parte dos fungos
desenvolvem mecanismos de resisténcia e esse farmaco (GROLL; PISCITELLI; WALSH,
2001). Segundo White, Marr e Bowden (1998) um dos muitos fatores relacionados a

resisténcia a farmacos pelos fungos, pode estar relacionado ao efeito fungistatico.
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TABELA 7: Valores da concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo fungicida
minima (CFM) de FAXC e extrato etanolico (EEXC) de X. ciliatifolia frente as linhagens de
C. gattii e C. neoformans.

CIM(mg/L) CFM(mg/L)
Linhagens EEXC FAXC EEXC FAXC
ATCC 24065 32 8 32 8
ATCC 32068 32 4 32 4
L135/03 (C) 16 4 16 16
L.28/02 (C) 16 4 16
23/10993 (C) 8 05 8 0,5
) 196L/03 (C) 32 1 32
C. gattii
1913ER (C) 32 4 32
547/0TT1/94-P1-10 (A) 32 2 32 4
L27/01 (C) 32 8 32 16
LMM818 (C) 64 2 64 4
29/10893 (C) 32 0,125 32 0,125
L24/01 (C) 16 8 16 16
ATCC 28957 32 4 32
ATCC 24067 8 1 16
ATCC 62066 32 8 32
LMM 820 (C) 32 8 32 16
C-3-1(A) 32 4 32
C. neoformans
WP (C) 32 8 32
5396 (C) 64 16 64 16
96806 (C) 8 0,5 16 1
27JF (C) 64 8 64 8
H99 (C) 32 4 32 4

Nota: A CIM representa a concentracdo da fragdo capaz de inibir o crescimento in vitro do respectivo isolado.
CFM: menor concentragdo necesséria para causar a reducdo de 99,9% de unidade formadora de colbnia. C:
isolados clinicos; A: Isolados ambientais; ATCC: American Type Culture Collection.

5.5 INTERACAO in vitro DE FAXC COM ANFOTERICINA B E FLUCONAZOL

O efeito antifungico da FAXC foi avaliado em combinacdo com fluconazol e
anfotericina B, através do metodo de microdiluicdo de checkerboard que proporciona uma
matriz de todas as possiveis combinacGes de farmacos. Nesse teste foram avaliadas duas
linhagens de C. gattii (ATCC 32608 e 2701) e duas linhagens de C. neoformans (ATCC
28957 e H99).

Para ter sua combinacdo considerada sinérgica, o valor de ICIF tem que se enquadrar
entre 0,5 a 1. Valores de 1 a 4 séo considerados indiferentes, e acima de 4 séo classificados
como antagonistas (SANTOS et al., 2012; FERREIRA et al., 2013). O resultado de ICIF

obtido foi 0 mesmo para todas as especies e linhagens testadas, apresentando valores que se
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enquadram indiferentes (TABELA 8). Isso sugere, inicialmente, que a administragéo da
FAXC concomitante os antifangicos fluconazol e anfotericina B, farmacos utilizados no
tratamento de criptococose, ndo iria interferir na acdo dos mesmos. Os resultados séo
promissores, pois além de FAXC possuir uma potente atividade antimicrobiana, ndo causa

interferéncia na acdo dos principais farmacos utilizados no tratamento da criptococose.

TABELA 8: Avaliacdo de FAXC com fluconazol (FLU) e anfotericina B (ANFb) frente a
linhagens de C. gattii e C. neoformans.

CIM(mg/L) CIM(mg/L)
Linhagens FAXC + FLU Interacio FAXC + ANFb Interacio
ICIF ICIF
C. gattii ATCC 32068 2 Indiferente 2 Indiferente
L27/01 (C) 2 Indiferente 2 Indiferente
C. neoformans  ATCC 28957 2 Indiferente 2 Indiferente
W99(C) 2 Indiferente 2 Indiferente

Nota: C: isolados clinicos; A: Isolados ambientais; ATCC: American Type Culture Collection; CIM:
concentragdo inibitdria minima; FAXC: fracdo acetato de eitla de X. ciliatifolia; ICIF: indice de concentracéo
inibitéria fracionéria.

5.6 CURVA DE MORTE

Com base na curva de morte é possivel avaliar a atividade antifungica da fracdo em
razdo do tempo, além de algumas informacgfes farmacodindmicas como relacdo entre
concentracdo, efeito e efeito pos-antibidtico (KLEPSER et al., 1998).

Os resultados obtidos através do ensaio curva de morte mostraram que as duas
espécies, C. gattii, e C. neoformans, apresentaram tempos de acdo fungicida diferentes
(FIGURA 12). Na concentracdo que representa metade do CIM houve uma curva ascendente
em ambas as espécies embora menor gue o grupo controle, sugerindo que o numero de UFC
caiu, embora ainda houvesse crescimento mesmo apos 72 horas. C. gattii, quando exposto a
concentragdo de CIM de FAXC, apresentou um modesto crescimento cessando totalmente o
namero de coldnias cerca de 70 horas ap6s a incubacéo inicial. Ja C. neoformans, na mesma
concentragdo, apresentou um pico de crescimento por volta de 24 horas, regredindo o nimero
de col6nias até cessar totalmente em 50 horas de incubacao.

Foi possivel observar que quanto maior a concentracdo de FAXC menor foi o tempo
de morte de ambas as espécies, sugerindo que a fracdo exerca uma relagio de dose resposta. E
importante ressaltar que os estudos in vitro apresentam apenas um indicativo de um potencial
efeito, pois ndo representam de forma fidedigna um organismo complexo (KEELE et al.,

2001) sendo necessaria a realizacdo de estudos em animais para confirmar essa hipétese.
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FIGURA 12: Curva de morte de células de C. gattii e C. neoformans tratadas com a FAXC de

X. ciliatifolia.
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Nota: Resultados expressos em Unidade Formadora de Colonia (UFC) em razdo do tempo. Cada simbolo
representa a média das porcentagens de crescimento. Resultados obtidos em triplicata.

UFC: unidade formadora de col6nia, h: horas, CIM: concentracdo inibitéria minima, ¥ CIM: metade da
concentragdo minima inibitdria, 2CIM: equivalente a 2x a concentragdo inibitdria minima, e 4x concentracéo
inibitéria minima.

5.7 INTERACAO DE FAXC COM SORBITOL

Apbs avaliada a atividade antifingica, foram realizadas algumas analises afim de
tentar compreender qual o mecanismo da atividade antifingica observada para FAXC. Nesse
sentido foi realizado o teste de sorbitol, que se baseia na propriedade do sorbitol de estabilizar
0 protoplasto fungico. A parede celular € uma estrutura que garante aos fungos prote¢do ao
protoplasma frente a choques osmoticos externos, possui propriedades de comunicagdo
celular e ainda é responsavel por definir o crescimento celular (BOWMAN; FREE, 2006).

Caso uma substancia cause algum dano a parede celular fangica, na presenga de um suporte
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osmatico a CIM apresentard um valor maior (ESCALANTE et al., 2008). Nesse estudo
comparamos a CIM apresentada apds tratamento com FAXC com FAXC e sorbitol 0,8M
(TABELA 9). Observamos que a CIM de nenhuma das linhagens de C. gattii e C. neoformans
testadas foi alterada na presenca de sorbitol, sugerindo que a FAXC néo age diretamente na

parede celular.

TABELA 9: Avaliacdo da interacdo de FAXC com sorbitol frente a linhagens de C. gattii e C.
neoformans.

_ CIM(mg/L)
Linhagens FAXC FAXC + Sorbitol
ATCC 32068 4 4
C. gattii
L27/01 (C) 8 8
ATCC 28957 4 4
C. neoformans
W99(C) 4 4

Nota: C: isolados clinicos; ATCC: American Type Culture Collection;

5.8 QUANTIFICACAO DE ERGOSTEROL

O ensaio de quantificacdo de ergosterol avalia a acdo de FAXC sobre a sintese de
ergosterol, principal esteroide da membrana celular fangica. A preservacdao da membrana
celular como barreira de permeabilidade é fundamental para a sobrevivéncia celular e a
mesma € alvo de acdo de diversos farmacos, como fluconazol e anfotericina B (LUPETTI et
al 2002).

Os resultados observados mostraram que a sintese de ergosterol de C. gattii e C.
neoformans diminuiu ap6s tratamento com FAXC (FIGURA 13), apresentando significancia
estatistica em ambas as concentragdes, equivalente ao CIM e duas vezes o CIM. Os dados
sugerem que FAXC interfere na via de biossintese de ergosterol, podendo esse ser um dos
mecanismos no qual exerce sua ac¢ao. Alguns trabalhos apresentaram resultados semelhantes
utilizando fenil aldeido e propandides frente a espécies de Candida spp. (KHAN; AHMAD;
CAMEOTRA, 2013) e também com a exposi¢do ao 6leo de cravo-da-india (PINTO et al.,
2009).

A estrutura celular fungica se assemelha muito com a de seres humanos. A principal
diferenga se relaciona a presenca de ergosterol nas membranas celulares do fungo em
substituicdo ao colesterol, presente nas membranas celulares de mamiferos (HUNG et al.,

2016). Dessa maneira, as diferencas estruturais permitem que a interferéncia na sintese de
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ergosterol seja interessante devido a seletividade. Além da funcéo estrutural, o ergosterol é
importante para manutencdo da fluidez, assimetria, integridade da membrana e para o bom
funcionamento das enzimas ligadas a membrana, assegurando assim a viabilidade de varias
funcdes celulares (KHAN; AHMAD; CAMEOTRA, 2013).

FIGURA 13: Quantificacdo de ergosterol na membrana celular de linhagens de C. gattii e C.
neoformans tratadas com FAXC de X. ciliatifolia.
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Nota: Cada barra representa a média + desvio padrdo da quantificacdo dos niveis de ergosterol expressos em
mg/L de trés experimentos independentes realizados em triplicata. *: indicam significancia estatistica (P>0,05)
quando comparadas ao grupo controle (sem a fragdo). Teste estatistico Mann-Whitney SR: Sem a fragdo, CIM:
Concentragdo inibitéria minima, 2CIM: duas vezes a concentracéo inibitéria minima, FLC: fluconazol.

5.9 MENSURACAO DA PRODUCAO DE ERO E PRN

A fim de verificar se FAXC induz estresse oxidativo e nitrosativo nas especies e
linhagens de Cryptococcus testadas, foi mensurada a producdo de ERO (espécies reativas de
oxigénio) e PRN (perdxinitrito) através da emissdo de fluorescéncia.

Em condigdes normais, o oxigénio molecular produto da cadeia respiratéria é captado
nas mitocondrias e convertido em H»O pela agdo de enzimas do sistema citocromo oxidase. O
estresse oxidativo acontece quando ocorre um desequilibrio entre a producdo de especies
reativas e a acdo dos sistemas de defesa antioxidante, levando a danos celulares
(FERNANDES, 2017). As enzimas superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) séo
responsaveis por catalisar a conversédo de perdxido de hidrogénio a oxigénio molécular e agua
(BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2004).

As EROs que desencadeiam o estresse oxidativo, sdo representadas principalmente
pelo anion superoxido (O2) pelo radical hidroxila (OH") e por perdxido de hidrogénio (H20>)



66

(KIM et al., 2014). Peroxinitrito (ONOQ), é um dos principais representantes das espécies
reativas de nitrogénio que é formado a partir da reagdo de 6xido nitrico, e superdxido em
proporcéo quase equimolar (FIGURA 14) (VIRAG et al., 2003).

FIGURA 14: Representacdo esquematica da formag&o do sistema antioxidante.

O, SOD H,0, _CAT H,O + X
+
NO*

l
ONOO

Nota: 02 &nion superdxido; OHe radical hidroxila; H.O». perdxido de hidrogénio; NO: éxido nitrico;

SOD: superdxido dismutase; CAT: catalase; ONOO™: peroxinitrito.

Os resultados demonstraram que as espécies de Cryptococcus tratadas com FAXC,
apresentaram aumento na quantidade intracelular de PRN (FIGURA 15) induzindo um
aumento de peroxinitrito ndo dependente de concentracdo, que apresentou maiores
intensidades apds 24h de tratamento. Em contrapartida, ndo houve aumento da producéo
intracelular de EROs nas espécies de C. gattii e C. neoformans tratadas com FAXC nem em
concentra¢fes maiores, nem em um maior periodo de tratamento como pode ser observada na
Figura 16, pois a emissdo de fluorescéncia nas espécies tratadas com FAXC foi menor que a
emissdo do controle. Uma hipotese para o resultado observado é que talvez haja uma grande
demanda de Oz para a formagdo de ONOO", (FIGURA 14) aumentando PRN e néo
permitindo que os niveis de ERO se elevem.

O peroxinitrito € um potente indutor de morte celular mesmo sendo uma espécie de
curta duracdo (SZABO; ISCHIROPOULOS; RADI, 2007). Ainda que o peroxinitrito néo
apresente elétrons desemparelhados, ndo se comportando como um radical livre por natureza
quimica, & um poderoso oxidante que manifesta uma imensa gama de efeitos prejudiciais aos
tecidos, incluindo a peroxidacdo lipidica e a inativacdo de enzimas entre outros efeitos na
célula (VIRAG et al., 2003). Esse poderia ser um dos mecanismos pelo qual FAXC exerce
sua atividade fungicida. Sabe-se que um antimicrobiano pode apresentar mais de um
mecanismo de acdo, como a anfotericina B e o itraconazol por exemplo, que tem agdo na

sintese de ergosterol e também provocam estresse oxidativo nos fungos sensiveis
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(SHEKHOVA; KNIEMEYER; BRAKHAGE, 2017; FERREIRA et al.,, 2013; GUIRAO-
ABAD et al., 2017).

Peralta e colaboradores (2015) testaram o efeito de um flavonoide prenilado 2’,4'-
dihidroxi-5"-(1"",1""-dimetilalil)-8-prenilpinocembrina (8PP) de Dalea elegans frente a
biofilmes de Candida albicans e observaram que a substancia gerou estresse nitrosativo no

fungo, causando a diminuicdo dos biofilmes, relacionando esse resultado ao mecanismo de
acao antifangica.

FIGURA 15: Mensuracdo de peroxinitrito (PRN) produzidas por C. gattii e C. neoformans
apos tratamento com FAXC de X. ciliatifolia.
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Notas: Cada barra representa a média + desvio padrdo da quantificacdo da fluorescéncia no A500nm expressos
em intensidade de fluorescéncia (UA) de trés experimentos independentes realizados em triplicata *: indicam
significancia estatistica (P>0,05) quando comparadas ao grupo controle (sem a fracdo). Teste estatistico
ANOVA. SF: Sem a fragdo, CIM: Concentracdo inibitoria minima, 2CIM: duas vezes a concentragdo inibitoria
minima, PH: per6xido de hidrogénio.

FIGURA 16: Mensuracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) produzidas por C. gattii e
C. neoformans apos tratamento com FAXC..
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Notas: Cada barra representa a média + desvio padrdo da quantificacdo da fluorescéncia no A500nm expressos
em intensidade de fluorescéncia (UA) de trés experimentos independentes realizados em triplicata *: indicam
significancia estatistica (P>0,05) quando comparadas ao grupo controle (sem a fracdo).. Teste estatistico
ANOVA. SF: Sem a fracdo, CIM: Concentracéo inibitéria minima, 2CIM: duas vezes a concentracéo inibitéria
minima, PH: peroxido de hidrogénio.
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5.10 ENSAIO DE PEROXIDACAO LIPIDICA

Diante dos resultados de inducdo de geracdo de peroxinitrito por FAXC, avaliou-se a
peroxidacdo lipidica das membranas celulares. Para isso, foi utilizado o teste que avalia as
substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), um biomarcador comumente utilizado
para mensurar a peroxidacéo lipidica (ESTERBAUER, 1993). A peroxidacéo lipidica é uma
degradacéo oxidativa de lipideos desencadeada por radicais livres que sequestram elétrons dos
acidos graxos poliinsaturados presente nas membranas bioldgicas, ocasionando uma alteracédo
da permeabilidade, fluidez e consequentemente perda da integridade das mesmas, resultando
em dano celular (ALVES et al., 2017; FRANCA et al., 2013).

Os resultados encontrados nos experimentos evidenciaram um dano crescente nas
membranas das espécies de Cryptococcus testadas. O envolvimento de peroxidos lipidicos e
seus produtos levam a deformidade estrutural e funcional da membrana. A acumulacdo de
TBARS aumentou consideravelmente nas membranas citoplasméaticas a uma concentracdo
correspondente a 2 vezes o CIM em células de Cryptococcus tratadas com FAXC (FIGURA
17), representando dano lipidico.

Estando bem estabelecido que a peroxidacdo lipidica € mediada por radicais livres
(ALVES et al., 2017; FERREIRA et al., 2013), foi suposto que este efeito pode estar
relacionado a PRNs e o dano as membranas associada a morte celular. O fato de necessitar de
uma maior concentragdo de FAXC pode estar relacionado com a falta de aumento da
producdo de EROs, pois apesar do Oz apresentar baixa capacidade de oxidacdo e H20. ndo
ser considerado um radical livre verdadeiro, o radical OHe é 0 mais reativo na inducdo de
lesbes nas moléculas celulares (LIOCHEV, 2013). Além disso, como ja demonstrado nesse
estudo, FAXC apresentou in vitro uma relacdo dose dependente, portanto supde-se que iSso
também justifigue uma maior concentracdo para provocar peroxidacdo lipidica nas

membranas das espécies de Cryptococcus testadas.
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FIGURA 17: Avaliacdo de FAXC sobre a peroxidagdo lipidica em células C. gattii e C.
neoformans.
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Nota: Cada barra representa a média + desvio padrdo da quantificacdo da peroxidagdo lipidica expressos em
nmol/g de trés experimentos independentes realizados em triplicata. *: indicam significancia estatistica (P>0,05)
quando comparadas ao grupo controle (sem a fragdo). Teste estatistico Mann-Whitney SR: Sem a fracdo, CIM:
Concentracdo inibitéria minima, 2CIM: duas vezes a concentracdo inibitéria minima, PH: perdxido de
hidrogénio.

5.11 AVALIACAO DA ESTABILIDADE DA MEMBRANA MITOCONDRIAL

Além de produzir PRNs e causar peroxidacdo lipidica, € possivel que FAXC cause
danos a membrana mitocondrial de C. gattii e C. neoformans. A principal funcdo das
mitocondrias é a producdo de energia por respiracdo oxidativa, que acontece pelo ciclo do
acido tricarboxilico e através da cadeia de transporte de elétrons (KIM et al., 2014). Existe a
possibilidade de que, quando expostas a FAXC, as fungdes mitocondriais possam ser afetadas,
ja que sdo locais provaveis para a iniciagdo da apoptose induzida por peroxinitrito (VIRAG et
al., 2003).

Para confirmar essa hipotese, avaliou-se o potencial de membrana, através da
mensuracdo de estabilidade por emissdo de fluorescéncia. Foram expostas a FAXC um grupo
de celulas de Cryptococcus tratadas com o corante catibnico Rho 123. Esse corante é
altamente permeavel a membrana celular, sendo rapidamente absorvido pela mitocondria,
emitindo alta fluorescéncia em células normais. J& em células que estejam em apoptose,
especificamente pela via intrinseca ou mitocondrial, a mitocondria sofre alteracbes no
potencial transmembranico, ocorrendo efluxo do corante para fora da organela, havendo uma
menor emissdo de fluorescéncia (TRAGANOS, DARZYNKIEWICZ, 1994).

Os resultados encontrados demonstraram que ndo houve dano a permeabilidade da
membrana mitocondrial, pois a emissdo de fluorescéncia foi a mesma emitida pelo controle de
crescimento (FIGURA 18). Diante desses dados, pontuamos a importancia da realizacdo de

mais experimentos - como avaliacdo das enzimas antioxidantes SOD e PER (que se encontra
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em andamento) (SOARES et al., 2010), pois estes podem indicar se h4 uma maior atividade
enzimatica em resposta as PRN produzidas. Esses ensaios explicariam se a auséncia de dano
a permeabilidade da mitocdndria ocorre por aumento da atividade do sistema antioxidante ou
ainda direcionar para outros testes que verifiguem outras perturbacées na mitocondria. No
estudo conduzido por Ferreira e colaboradores (2015) houve uma maior resisténcia ao estresse
oxidativo das células de Cryptococcus heterorresistentes em contato com itraconazol. Esse
comportamento poderia estar relacionado com uma maior expressdo de enzimas antioxidantes

como a SOD, para a qual foi demonstrada uma maior atividade.

FIGURA 18: Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial de C. gattii e C. neoformans
apos tratamento com FAXC.
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Cada barra representa a média + desvio padrdo da quantificacdo da fluorescéncia expressos em intensidade de
fluorescéncia (UA) de trés experimentos independentes realizados em triplicata *: indicam significancia
estatistica (P>0,05) quando comparadas ao grupo controle (sem a fracdo). Teste estatistico Teste T. SF: Sem a
fracdo, CIM: Concentragdo inibitdria minima.

5.12 MEDIDAS DE DIAMETRO CELULAR, TAMANHO DA CAPSULA E
POTENCIAL ZETA

Para avaliar o comportamento das células de Cryptococcus frente ao estresse
provocado por FAXC, as leveduras foram expostas a uma concentracdo equivalente a metade
da CIM, ou seja, uma concentragdo sub-inibitoria. Verificou-se que houve alteragdo da
morfologia da célula com a diminuicdo do tamanho celular (FIGURA 19). J& no tamanho da
capsula ndo houve alteracdes (FIGURA 20). C. neoformans e C. gattii, quando exposto a
farmacos como anfotericina B, itraconazol e fluconazol apresentaram uma diminuicdo do
tamanho celular e de capsula (NOSANCHUK ET AL., 1999; FERREIRA et al., 2015). E

possivel que a exposi¢do de Cryptococcus @ FAXC leve a um estresse que induz mudancgas na
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expressdo génica que, consequentemente, resulta em alteragdo no tamanho da célula
(NOSANCHUK et al., 1999). Farmacos como itraconazol promovem estresse oxidativo nas
células de Cryptococcus e para se proteger desse estresse, acredita-se que a célula do fungo
diminuia seu diametro e capsula (FERREIRA et al., 2015; MADINGAN et al., 2011). As
vantagens de apresentar um tamanho menor para a célula sdo significativas, pois sendo
menores suportam uma maior taxa de troca de nutrientes por volume celular comparadas com
as células de maior tamanho. Sendo assim, uma quantidade de recursos menor permitira
evolucdo de uma maior populacdo de células pequenas (ALVES et al., 2017; FERREIRA et
al., 2015; MAXSON et al., 2007).

Com relacéo ao tamanho da cépsula, sdo descritos alguns resultados contraditérios em
experimentos com farmacos como terbinafina, itraconazol e fluconazol, frente as espécies de
Cryptococcus, utilizando metodologia similar (FERREIRA et al., 2015; GUERRA et al.,
2012; SANTOS et al., 2014). Sob condices de estresse ou de limitacdo de nutrientes a
relacdo cépsula e diametro celular pode ser inversamente proporcional. Dessa maneira,
sugere-se que para responder e se defender do estresse provocado por FAXC o tamanho da
capsula foi mantido e fatores transcricionais atuaram para a diminuicdo do tamanho celular.
Alguns estudos demonstraram que a céapsula é utilizada como defesa as espécies reativas
produzidas pelo hospedeiro, sugerindo que esse fosse um dos mecanismos de resisténcia
intracelular (ZARAGOSA et al., 2008). Sugere-se que esse talvez possa ser 0 mecanismo
utilizado para defesa frente as espécies nitrosativas provocadas por FAXC. Foi avaliado
também se houve alteracdo da carga da superficie de C. gattii e C. neoformans apo6s o
tratamento com FAXC. Os fatores que conferem carga negativa a superficie célular séo
principalmente a presenca de melanina e da capsula polissacaridica, devido a presenca de seu
componente majoritario, o acido glicurdnico (NOSANCHUK; CASADEVALL 1997).

Os resultados obtidos nesse experimento ndo demonstraram alteracdo da carga da
superficie das linhagens testadas (FIGURA 21), pois as voltagens (m/V) foram praticamente
as mesmas nos fungos com e sem o tratamento. Esse resultado pode estar associado
principalmente ao tamanho da capsula apds a exposicdo a FAXC, que ndo alterou seu
tamanho comparado ao controle de crescimento. Como ndo houve reducéo significativa dos
niveis de &cido glicurénico, consequentemente ndo houve alteracdo de carga da superficie
celular de C. gattii e C. neoformans. Essa hipotese foi sugerida porque para que os fungos
sintetizem melanina, fator que também altera a carga da superficie celular, seria necessario
seu cultivo em meios de cultura que possua substratos fendlicos (NOSANCHUK;

CASADEVALL 1997), fato que ndo aconteceu nesse trabalho. Alguns estudos demonstraram
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que ap6s uma situacdo de estresse, onde houve uma redugdo da cédpsula de Cryptococcus
houve também uma diminuicdo da carga negativa (ALVES et al., 2017; SANTOS et al.,
2014).

FIGURA 19: Efeito de FAXC sobre a superficie/volume celular de células de C. gattii e C.
neoformans.
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P
C.neoformans
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Nota: Cada barra representa a média + desvio padrdo da superficie/volume celular expresso em um de 100
células. *: indicam significancia estatistica (P>0,05) quando comparadas ao grupo controle (sem a fracdo). Teste
estatistico Teste T ndo pareado. SF: sem fracdo, %2 CIM valor correspondente a metade concentragdo inibitéria
minima.

FIGURA 20: Efeito de FAXC sobre o tamanho da cépsula de células de C. gattii e C.
neoformans.
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Nota: Cada barra representa a média + desvio padrdo da capsula expresso em pm de 100 células. *: indicam
significancia estatistica (P>0,05) quando comparadas ao grupo controle (sem a fracdo) teste estatistico Teste T
ndo pareado. SF: sem fracdo, CIM valor da concentracao inibitéria minima.
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FIGURA 21: Efeito de FAXC sobre a carga da membrana celular de C. gattii e C.
neoformans.
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Nota: Cada barra representa a média + desvio padrdo da medida do potencial zeta expresso em mV. *: indicam
significancia estatistica (P>0,05) quando comparadas ao grupo controle (sem a fracdo). Teste estatistico: Teste T
ndo pareado. SF: sem fracdo, CIM valor da concentracgdo inibitéria minima.

5.13 CALORIMETRIA DE TITULACAO ISOTERMICA

Para avaliar a natureza quimica da interacdo existente entre FAXC e Cryptococcus
utilizamos o método de Calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC). O experimento tem como
objetivo medir diretamente o calor liberado ou absorvido durante um evento de interacédo
biomolecular (MAGESTE, 2009). A técnica consiste no equilibrio térmico de dois
compartimentos, um para a amostra a ser testada e outra para o padréo de referéncia. Essas
solugdes inseridas nesses compartimentos se misturam e interagem entre si envolvendo
processos termodinamicos, com o rompimento e formacéo de ligacGes gerando uma variacéo
da temperatura que é altamente controlada. A diferenca de potencial elétrico é entdo
mensurada permitindo determinar a quantidade de energia que foi liberada ou absorvida no
processo (VELOSO, 2014).

Na literatura é bem estabelecido que ligacdes fortes, como as covalentes, possuem
uma poténcia energética alta, chegando a 85 kcal/mol. Outras interagdes consideradas fortes
sdo as eletrostaticas e as ligagdes de hidrogénio, que possuem uma energia que varia de 1,0 a
10 kcal/mol, de maneira que a formacdo dessas interacfes leva a um aumento da entalpia. J&
as interacdes mais fracas como dipolo-dipolo e Van der Walls séo interagcGes que possuem
baixas energias, ndo alcancando 1,0 Kcal/mol e consequentemente geram uma baixa entalpia
de ligacédo (BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2002). Os resultados observados apresentaram
uma forca fraca de interacéo intermolecular entre FAXC e as células de Cryptococcus testadas
(FIGURA 22), sugerindo com base nas informac6es descritas, que essa interagdo acontece

através de ligacdes que gerem baixas entalpias como as interagcdes nao polares.
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FIGURA 22: Avaliagdo da interagdo intermolecular entre C. gattii e C. neoformans com
FAXC de X. ciliatifolia.
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Nota: Medida da variacéo da entalpia envolvida nas interagdes moleculares entre C. gattii e C. neoformans frente

a FAXC na concentracdo de 10mg/ml. FAXC: fracdo acetato de etila de X. ciliatifolia, CG: C. gattii, CN: C.
neoformans.

5.14 AVALIACAO DE VIABILIDADE CELULAR PELO ENSAIO MTT

A citotoxicidade de FAXC foi avaliada através do método de viabilidade colorimétrica
do MTT. Esse ensaio € baseado na reducdo do MTT em cristais de formazana através de
reacOes de enzimas mitocondriais e citosélicas que estdo operacionais em células viaveis
(GANOT et al., 2013). A realizacdo de testes de citotoxicidade ¢ de suma importancia em
estagios iniciais da pesquisa por possiveis candidatos a farmacos, visto que € fundamental que
além de possuir uma boa agdo, os candidatos ndo provoquem efeitos toxicos a células normais
do organismo (MELO et al., 2000). Aléem disso, esses testes garantem parametros e
delineamento de limites de concentracdo para testes posteriores mais especificos como 0s
testes de genotoxicidade, por exemplo (EISENBRAND et al., 2002).
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As células mononucleares de sangue periférico, foram incubadas em concentragoes
crescentes de FAXC (4 mg/L a 512 mg/L) que conduziram a um aumento da citoxicidade

(FIGURA 23), ou seja, a citotoxicidade de FAXC é concentracdo dependente.

FIGURA 23: Viabilidade celular de células mononucleares de sangue periférico apds
tratamento com diferentes concentragdes de FAXC.

Viabilidade celular (%)

Concentragdo mg/L

Nota: Cada barra representa a média + desvio padrdo da porcentagem de viabilidade celular expressos em % de
guatro experimentos independentes realizados em triplicata considerando a viabilidade das células ndo tratadas
como 100%. *: indicam significancia estatistica (P>0,05) quando comparadas ao grupo controle (control -).
Teste estatistico Kruskal Wallis. Control-: onde ndo houve tratamento, contendo apenas meio RPMI 1640 e
células; Control + onde foi tratado com perdxido de hidrogénio.

Os dados obtidos através do ensaio de citotoxicidade demonstraram que a partir da
concentracdo 64 mg/L ndo houve significancia estatistica comparada ao controle negativo
(onde ndo houve tratamento nas células mononucleares humanas). Esses resultados sugerem
que a partir da concentracdo 32 mg/L houve uma perda significativa da viabilidade celular. E
importante destacar que a acdo antifungica de FAXC ocorreu em uma concentracdo nao
citotoxica em todas as linhagens testadas, apresentando até a concentra¢do 32 mg/L uma
viabilidade celular > 80%, valor esse considerado por alguns autores como ndo toxico
(ARAUJO et al., 2015). Em contrapartida, nas demais concentragdes houve uma queda
significativa da viabilidade celular. O comportamento apresentado nesse trabalho foi
também observado em outros estudos, onde a concentracdo que apresentou atividade
bioldgica, ndo exibiu citotoxicidade (KAPEWANGOLO et al., 2017). Ressalta-se que o

ensaio MTT sozinho ndo é capaz de definir um perfil citotoxico, mas demonstra a
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necessidade e apresenta alguns pardmentros para a realizagdo de mais testes de toxicidade

in vitro e in vivo.

5.15 PROVAVEL EFEITO FUNGICIDA DE FAXC EM CELULAS DE Cryptococcus

gattii e Cryptococcus neoformans.

As analises realizadas para compreender o mecanismo de acdo de FAXC apresentaram
resultados importantes, e apesar de nao elucida-lo completamente, direcionam a realizacdo de
novos experimentos para esse fim. Os resultados apontam que FAXC tem efeito fungicida,
que provavelmente se da pela diminuigdo da sintese de ergosterol e inducéo da producéo de
peroxinitrito (FIGURA 24). Ainda, como resposta ao estresse gerado, a célula diminui seu

tamanho.

FIGURA 24: Representacdo esquematica da célula criptococécica antes e apds o

tratamento com FAXC
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Nota: PRN: peroxinitrito, FAXC: fracdo acetato de etila de Xylosma ciliatifolia.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

- O presente trabalho descreve pela primeira vez a atividade antifungica in vitro das
folhas de X. ciliatifolia frente a linhagens de C. gattii e C. neoformans. Foram testadas 5
fracOes obtidas a partir do extrato etandlico das folhas da espécie, sendo a fragdo acetato de
etila (FAXC) a que apresentou melhor atividade nos ensaios preliminares de CIM.

- A andlise do perfil cromatografico de FAXC sugere que a fragdo apresenta em sua
constituicdo majoritariamente substancias fenolicas.

- FAXC demonstrou acdo fungicida - caracteristica positiva e desejada em um
antimicrobiano.

- Através do ensaio curva de morte FAXC apresentou atividade dose dependente.

- Néo foram observadas alteracdes na acdo de farmacos antifngicos utilizados no
tratamento de criptococose e outras doencas fungicas em ensaios que avaliam tal
interferéncia.

- FAXC ndo alterou a permeabilidade de membrana mitocondrial de C. gattii e C.
neoformans.

- FAXC diminui a sintese de ergosterol e induziu a producdo de PRN, podendo esses
serem responsaveis pela peroxidacgdo lipidica nas membranas celulares de Cryptococcus em
maiores concentragoes.

- Houveram altera¢cdes morfoldgicas em células criptocécicas, resultado de adaptacéo as
condi¢Ges ambientais hostis, como a pressdo causada por FAXC. N&o houve diminuicdo da
capsula nem alteracdo da carga da superficie das linhagens de C. gattii e C. neoformans tratadas
com FAXC.

- A avaliacdo preliminar de citotoxicidade de FAXC frente a células humanas apontou

auséncia de toxicidade para a concentracao ativa.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

O isolamento dos componentes de FAXC ja se encontra em andamento para
identificacdo dos metabdlitos responsaveis pela atividade bioldgica observada.

O isolamento da(s) substancia(s) ativa(s) pode contribuir também para diminuir os
indices de toxicidade, considerando que a fragdo obtida de um extrato € uma mistura
complexa de varios compostos organicos.

Serdo necessarios a realizacdo de mais ensaios que avaliem a toxicidade de FAXC

para confirmar a seguranca pelo efeito antifingico observado.
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e experiéncia compativel com o projeto de pesquisa, estando de acordo com as atribuigies definidas no
Manual Operacional para CPEs. Apresenta DEELAH‘.M;.E.D de infraestrutura e de concorddncia com a
realizagdo da pesquisa de acordo com as atribuigies definidas na Morma Operacional CHS 001 de 2013
itemn 2.3 letra h.

Recomendagies:
1- Mo campo “Hipdtese™ , rever a frase

danos a salde humana”. A frase esta sem sentido.

2- Mo campo Objetive Secundario, os itens listados sdo contribuigies, resultados esperados da pesquisa.

Objetivos devem ser alcangados por meio da metodologia proposta.

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagbes:
O projeto esta aprovado, pois esta de acordo com os principios eficos norteadores da éfica em

Emdarego:  JOSE LOURENCO EELMER SN

Balrro: SA0 PEDRO CEP: 36035900
UF: MG Municipla: JUIZ DE FORA
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Y

mo

pesquisa estabelecido na Res. 486/12 CHS e com a Morma Operacional N® 001/2013 CHE, segundo este

relator, aguardando a

analise do Colegiada.

Consideragtes Finais a critério do CEP:
Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa CEF/IUFJF, de acordo com as afribuigies definidas na
Res. CHS 486/12 e com a Morma Operacional N*001/2013 CNS, manifesta-se pela AF'F!D‘I..I'AI;.E.U do
protocolo de pesquisa proposto. Vale lembrar ao pesquisador responsavel pelo projeto, o compromisso de
envio ao CEP de relatdrios parciais efou total de sua pesquisa informando o andamento da mesma,

comunicando também eventos adversos e eventuais modificagies no protocolo.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagio

1 bes Basicas | PB_INFORMAGOES_BASICAS DO P | 10/7/2017 Aceito

do Projeto ROJETO 851872 pdf 08:32:20

TCLE! Termos de | TCLE_Biomepositorio_Mariany_pdf 1072017 |Leonardo Meneghin | Aceito

Assentimento / 08:22:05 |Mendonga

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado /| ProjetoCEP_Mariany. pdf 10072017 |Leonardo Meneghin | Aceito

Brochura 08:200:47 | Mendonga

Investigader

Declaragdo de Declaracao_de_Infraestrutura_biomeposi| 10072017 |Leonardo Meneghin | Aceito

Manuseio Material  |torio_Mariany_pdf 08:18:56 |Mendonga

Biologico !

Biorepositania /

Biobanco:

Folha de Rosto Folha_de_rosto CEP_Mariany.pdf 10072017 |Leonardo Meneghin | Aceito
08:17:28  |Mendonga

Situagio do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:

Mao

Emdarego:  JOSE LOURENCO EELMER SN
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JUIZ DE FORA, 11 de Agosto de 2017

Assinado por:
Patricia Aparecida Fontes Vieira
(Coordenador)
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