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RESUMO

As plantas medicinais sdo fundamentais na descoberta de farmacos, oferecendo
compostos bioativos com propriedades terapéuticas e reforcando a importancia da preservagédo
da biodiversidade. O estudo de plantas como fontes de moléculas antimicrobianas é uma
estratégia inovadora para a satude. Anacardium occidentale e Myracrodruon urundeuva, ambas
da familia Anacardiaceae, tém uso etnofarmacologico e acdo antibacteriana conhecida. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana in vitro e in vivo de plantas nativas
frente a linhagens do género Cryptococcus e Candida. A fase inicial deste estudo consistiu
numa triagem com plantas nativas por meio do teste de concentracao inibitéria minima (CIM).
Apds esta primeira triagem, A. occidentale e M. urundeuva se mostraram as mais promissoras
para a continuagao do trabalho. E, num segundo momento, a fragéo acetato de etila obtida dos
extratos etandlicos das cascas de A. occidentale (FAA0) e M. urundeuva (FAMu) foi a escolhida
para os testes seguintes. Assim, as duas fragdes foram testadas quanto a sua acdo anti-Candida
e anti-criptococdccica in vitro, através da determinacdo da concentracdo inibitoria e fungicida
minima (CIM/CFM). A seguir, foram avaliadas a cinética de morte e capacidade de inibir a
formagéo de biofilme da FAAo. Foram feitos ensaios para tentar compreender o mecanismo de
acdo da FAMu contra linhagens de Cryptococcus sp., como avaliacdo do conteddo de
ergosterol, peroxidacdo lipidica, causada pela FAMu foi avaliada através da mensuracdo das
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), acdo do sistema antioxidante e alteracdes
no diametro celular. Além disso, um ensaio de infec¢do, in vivo, foi realizado utilizando larvas
de Tenebrio molitor. A FAAo demonstrou CIM menores que 10 pg/mL para todas as linhagens
de Candida testadas e foi capaz de reduzir a formacao de biofilmes das linhagens C. krusei
ATCC 6258 e C. albicans ATCC 10231 em baixas concentracdes. Compostos fendlicos da
FAMu demonstraram atividade antifingica in vitro contra Candida e Cryptococcus, com efeito
dose-dependente em todas as linhagens testadas. A FAMu alterou o conteido de ergosterol,
induziu peroxidagdo lipidica, modificou a capsula do Cryptococcus e influenciou o potencial
zeta, aumentando a vulnerabilidade fangica. Em testes in vivo com T. molitor, a FAMu
demonstrou baixa toxicidade e, em combinacdo com fluconazol, aumentou a sobrevida das
larvas infectadas por C. neoformans, indicando sua eficacia na contencéo da infeccdo. Diante
desses resultados obtidos, podemos concluir que a FAAo apresenta atividade contra linhagens
de Candida e Cryptococcus in vitro, sugerindo a capacidade de inibir a formacéo de biofilme
por C. albicans, principal patégeno oportunista em infec¢bes invasivas. Nossos resultados

também indicam que a FAMu demonstra uma promissora acdo antifingica in vitro e in vivo



contra linhagens de Cryptococcus sp., destacando-se como potencial fonte para a descoberta de
compostos lideres no planejamento de novas moléculas antifingicas. Essas fragdes podem
expandir o arsenal antifungico, oferecendo alternativas eficazes para o controle de patdgenos
resistentes e aprimorando as opcOes terapéuticas disponiveis, tanto como tratamentos

independentes quanto em combinagdo com antifungicos convencionais.

Palavras-chave: Candida; Cryptococcus; Anacardium occidentale; Myracrodruon

urundeuva; Tratamento.



ABSTRACT

Medicinal plants play a crucial role in drug discovery, providing bioactive compounds
with therapeutic properties while emphasizing the importance of biodiversity preservation.
Studying plants as sources of antimicrobial molecules represents an innovative strategy for
health promotion. Anacardium occidentale and Myracrodruon urundeuva, both belonging to
the Anacardiaceae family, are known for their ethnopharmacological uses and established
antibacterial activity. The aim of this study was to evaluate the antimicrobial activity of native
plants in vitro and in vivo against Cryptococcus and Candida species. The initial phase of the
study involved a screening of native plants through the minimum inhibitory concentration
(MIC) test. After this initial screening, A. occidentale and M. urundeuva emerged as the most
promising Candidates for further investigation. In the next phase, the ethyl acetate fraction
obtained from the ethanolic extracts of A. occidentale (FAA0) and M. urundeuva (FAMu) was
selected for subsequent testing. Both fractions were then assessed for their anti-Candida and
anti-Cryptococcus activities in vitro, through the determination of MIC and minimum
fungicidal concentration (MFC). Following this, the death kinetics and the ability to inhibit
biofilm formation of FAAo were evaluated. Assays were also conducted to understand the
mechanism of action of FAMu against Cryptococcus strains, including the evaluation of
ergosterol content, lipid peroxidation (measured by thiobarbituric acid reactive substances,
TBARS), antioxidant system activity, and changes in cell diameter. In addition, in vivo
infection assays were performed using Tenebrio molitor larvae. FAAo demonstrated MICs
lower than 10 pg/mL for all tested Candida strains and was able to reduce biofilm formation in
C. krusei ATCC 6258 and C. albicans ATCC 10231 at low concentrations. Phenolic compounds
from FAMu exhibited antifungal activity in vitro against Candida and Cryptococcus, with a
dose-dependent effect against all tested strains. FAMu altered ergosterol content, induced lipid
peroxidation, modified the Cryptococcus capsule, and influenced the cell surface charge,
increasing fungal vulnerability. In vivo assays with T. molitor showed that FAMu had low
toxicity and, in combination with fluconazole, enhanced the survival of larvae infected with C.
neoformans, indicating its efficacy in controlling the infection. Based on these results, we
conclude that FAAo0 exhibits activity against Candida and Cryptococcus strains in vitro,
suggesting its potential to inhibit biofilm formation by C. albicans, a major opportunistic
pathogen in invasive infections. Our findings also indicate that FAMu demonstrates promising

antifungal activity in vitro and in vivo against Cryptococcus strains, highlighting its potential



as a source for the discovery of lead compounds in the development of new antifungal
molecules. These fractions may expand the antifungal arsenal, offering effective alternatives
for controlling resistant pathogens and improving available therapeutic options, either as

standalone treatments or in combination with conventional antifungals.

Keywords: Candida; Cryptococcus; Anacardium occidentale; Myracrodruon urundeuva;

Treatment.
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1 INTRODUCAO

A incidéncia global de micoses invasivas por patégenos fungicos oportunistas tem
crescido, resultando em elevada morbidade e mortalidade, com milhares de mortes anuais.
Individuos imunossuprimidos, pacientes oncoldgicos, pos-cirdrgicos, transplantados, idosos e
criangas prematuras estdo em alto risco (Wambaugh et al., 2020). Dentre os fungos
responsaveis por estas infeccoes, dois géneros de destacam: Candida e Cryptococcus (Sharma;
Chakribarti, 2023).

Candida é o principal grupo de patégenos fangicos oportunistas, com mais de 100
espécies descritas, com as mais comuns causando micoses em humanos, incluindo C. albicans,
frequentemente isolada de material clinico. Outras espécies frequentes sdo C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. krusei e C. glabrata, esta Gltima conhecida por sua resisténcia intrinseca e
adquirida a azois e outros antifingicos (Hassan; Chew; Than, 2021). Por outro lado, a
criptococose, causada por Cryptococcus sp., emergiu como uma infeccdo fungica
potencialmente fatal de destaque na micologia clinica. A doenca, transmitida pela inalagéo de
esporos ambientais, pode afetar o sistema nervoso central e/ou os pulmdes. E importante
ressaltar que a criptococose pode ser fatal para individuos imunossuprimidos se ndo tratada
adequadamente (Zaragoza, 2019).

O tratamento bem-sucedido de infec¢cBes flngicas graves demanda uma terapia
antifingica eficaz que deve considerar a manifestacdo clinica e o estado imunologico do
paciente. Sabe-se que hoje, apesar da disponibilidade de cinco classes de antifungicos, o
aumento da resisténcia extrinseca, aliado as interacbes medicamentosas, e efeitos
adversos/toxicos graves, limitam seu uso prolongado e representa um desafio significativo na
gestdo do paciente (Hasim; Coleman, 2019). Nesse contexto, a utilizacdo de plantas como fonte
de novas substancias antimicrobianas consiste em uma estratégia bem estabelecida e bastante
promissora. Produtos naturais tém demonstrado historicamente eficacia e potencial para a
descoberta de novos farmacos, sendo uma das principais fontes de moléculas para o
desenvolvimento de tratamentos mais eficazes (Newman; Cragg, 2020; Zida et al., 2017).

Uma triagem da atividade antimicrobiana de extratos de plantas nativas foi realizada no
laboratdrio de Microbiologia da UFJF/GV e identificou-se promissora atividade antimicrobiana
para o extrato etanolico das cascas de Anacardium occidentale e Myracrodruon urundeuva.
Estas duas plantas sdo nativas, tipicamente presentes em diversos biomas, como cerrado, mata

atlantica e caatinga, adaptada a regides quentes do pais e pertencentes a familia Anacardiaceae.
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A seguir, os extratos foram particionados nas fracdes polares, e a fragdo acetato de etila se
mostrou uma fonte promissora com atividade antiflngica. Até o momento pouco se conhece
sobre a constituicdo quimica desta fracdo, obtida das cascas, e as atividades biologicas da da

mesma frente a espécies de Candida e Cryptococcus.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Nesta secdo sera apresentado o embasamento tedrico do trabalho.

2.1 CANDIDIASE

A candidiase é uma infeccao provocada por fungos pertencentes a espécie Candida, com
C. albicans sendo a variedade mais frequentemente envolvida. Este é um fungo patogénico
oportunista que normalmente habita a pele e as mucosas do corpo humano, como a boca, 0
intestino e a vagina. Essa infec¢cdo pode desencadear uma ampla gama de problemas, afetando
tanto as barreiras mucocutaneas quanto o sistema em geral (Lu et al, 2023).

Uma relacdo comensal é estabelecida quando o equilibrio é mantido entre o sistema
imunoldgico do hospedeiro e os fatores de viruléncia da C. albicans. No entanto, varios
elementos desempenham um papel crucial no desenvolvimento de infecc@es, tanto patogénicas
guanto oportunistas. Estes fatores englobam caracteristicas sistémicas, locais, hereditarias,
ambientais e os préprios tragos de viruléncia da Candida sp. Nos casos de pacientes com
HIV/AIDS e individuos com sistemas imunol6gicos comprometidos devido a quimioterapia,
terapia com agentes imunossupressores, ou desequilibrios induzidos por antibiéticos, a

candidiase torna-se um sério desafio para a saude (Miguel et al., 2022).

2.1.1 Género Candida

O género Candida abriga diversas espécies que sdo consideradas patdgenos fungicos
oportunistas e que possuem relevancia na saude publica mundial. Incluidos neste género estao
fungos que podem fazer parte da microbiota normal da mucosa reprodutiva e gastrointestinal,
vivendo em simbiose, em cerca de 50-70% dos individuos saudaveis. Em casos de desequilibrio
imunoldgico, essas leveduras podem causar doenca em diversos 6rgéos do corpo, sendo a causa
mais comum de vulvovaginite (Hani et al., 2015; Harley et al., 2022). Aproximadamente, 90%
das infecgdes sdo provocadas pelas seguintes espécies: C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis,
C. parapsilosis, C. krusei e C. auris (Kulberg; Arendrup, 2015; Kumar et al., 2022).

C. albicans, uma espécie cosmopolita, € a mais encontrada em todo o mundo, exceto

em alguns paises da Asia, onde C. tropicalis ocupa esta posicio. E o principal agente causador
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da candidiase e de infec¢des flngicas nosocomiais, especialmente em hospitaisde grande porte
(Sharma; Chakrabati, 2023). Nos Estados Unidos foi mostrado que a sepse causada por C.
albicans tem uma mortalidade 40% maior do que a provocada por bactérias ou outros fungos
(Talapko et al., 2021).

Encontrada comumente na pele e nas mucosas do trato gastrintestinal e geniturinario,
C. albicans vive como um comensal. No entanto, pode ser fonte enddgena de infec¢do, caso
haja um desequilibrio no sistema imunolégico (Kullberg; Arendrup, 2015). Costuma-se ainda
ser encontrada associada a dispositivos médicos, tais como canulas, marcapassos, catéteres,
dentre outros e a patogénese segue-se em trés momentos. Num primeiro, onde se verifica a
adesdo a superficies bidticas e abidticas, seguido de diferenciacdo e colonizacdo e depois,
penetracdo e invasdo de novos tecidos (Alim; Sircaik; Panwar, 2018). E existem diversos
fatores de viruléncia envolvidos neste processo (Czechowicz; Nowicka; Gosciniak, 2022).
Estes fatores, podem, parcialmente, explicar porque a candidiase invasiva aparece com mais
frequéncia em unidade de terapia intensiva (UTI) e em pacientes portadores da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (Kulberg; Arendrup, 2015; Mikulska et al., 2022; Sharma;
Chakrabati, 2023). Deve-se destacar que a morbidade associada as infec¢@es por C. albicans
depende, principalmente, das respostas imunes associadas do hospedeiro e dos tecidos e/ou
6rgdo afetados (Dadar et al., 2018).

Apesar de C. albicans ser 0 mais prevalente, o nimero de infecgdes por outras espécies
deste género tem aumentado significativamente nos ultimos anos (Wajdan et al., 2023). A C.
glabrata é o segundo agente etioldgico mais comum da candidiase invasiva nos Estados Unidos
e na Europa (Pfaller; Diekema, 2007; Hassan; Chew; Than, 2021). Essa espécie é encontrada
frequentemente no ambiente, além de terem sido observada em galinhas, perus e carvalhos
antigos (Liu et al., 2018; Sokol; Gawel; Bobrek, 2018).

C. glabrata ndo possui a mesma capacidade de formag&o de hifas e mudanga fenotipica
de C. albicans (Schwarzmdiller et al., 2014). Estas diferengas podem ser atribuidas a evolugéo
filogenética, ha 300 milhdes de anos, C. albicans divergiu de Saccharomyces cerevisiae (Van
Ende; Wijnants; Dijck, 2019). Aproximadamente, 150 milhdes de anos depois, S. cerevisiae
sofreu uma alteracdo gendmica, na qual duplicou todo seu material genético, e, apos este
fendmeno, C. glabrata emergiu desta “nova” S. cerevisiae. Desta forma, pode-se dizer que,
filogeneticamente, C. glabrata é mais proxima de S. cerevisiae do que de C. albicans (Herrero,
2005; Sugino; Innam, 2005). Como forma de compensacéo, além de alta toleréncia ao estresse,

e adaptacdo ao hospedeiro (Brock, 2009; Hassan; Chew; Than, 2021), C. glabrata procura



26

vencer o sistema imunolégico do hospedeiro pela sua persisténcia, permanecendo por mais
tempo, por isso, ndo surpreende que cause doenca de forma lenta, e que seu isolamento é
associado com a maior idade do paciente. (Kawai; Yamagishi; Mikamo, 2015). O uso
indiscriminado do fluconazol ao longo dos anos pode estar associado ao surgimento de
linhagens de C. glabrata com resisténcia a este farmaco (Alastruey-lzquierdo et al., 2015).

A natureza emergente de C. tropicalis é evidenciada pelo alto nimero de casos relatados
desta espécie, de 4,6 % a 7,5 %, entre os anos de 1997 a 2003. No Brasil e América Latina ela
ocupa o segundo lugar, atras apenas de C. albicans, causando candidemia (Pfaller; Diekema,
2007; Hassan; Chew; Than, 2021). As infec¢Ges por esta espécie costumam acometer pacientes
apos antibioterapia prolongada ou aqueles com neutropenia. Em caso de infeccGes invasivas,
costumam apresentar uma mortalidade ainda maior que C. albicans (Eggimann; Garbino; Pittet,
2003), o que pode ser atribuido, em parte, a resisténcia adquirida a terapia antifingica
tradicional, com os azois (Zuza-Alves; Silva-Rocha; Chaves, 2017), pois quando sofrem
mutacdes apresentam também resisténcia a anfotericina B (Liu et al., 2015; 2018). Além disso,
essa maior propensao a disseminacdo e alta mortalidade pode ser explicada pelo dimorfismo,
potente formacao de biofilme e secrecdo de enzimas (Silva et al., 2012).

C. parapsilosis, principal causadora de candidemia em pacientes hospitalizados na
Africa do Sul (Sharma; Chakrabati, 2023) costuma infectar dois grupos em especial, pacientes
graves em unidades de terapia intensiva (UTI), onde forma biofilme nos catéteres e neonato de
baixo peso ao nascimento, onde se utiliza da sonda de alimentacdo parenteral para entrar no
organismo (Harrington et al., 2017). Um estudo realizado na Espanha, que comparou os fatores
de risco e as taxas de mortalidade entre C. parapsilosis e C. albicans revelou que a idade
neonatal, a administracdo de nutricdo parenteral total e o historico de terapia antifungica,
especialmente com fluconazol, estdo frequentemente associados a infec¢do por C. parapsilosis.
Neste grupo, as taxas de mortalidade foram significativamente menores para C. parapsilosis
(7%) em comparagdo com C. albicans (56%) (Almirante et al., 2006)

Pfaller e Diekema (2007) mostraram, num estudo multicéntrico, que avaliou as espécies
causadoras de candidemia em todo o mundo, no periodo entre os anos de 1996 a 2003, que C.
albicans, C. glabrata, C. tropicalis e C. parapsilosis eram responsaveis por 95% destas
infeccdes.

E, por ultimo, também compondo o grupo de patdgenos causadores de candidiase, a C.
krusei apesar de ndo ser tdo frequente nos isolados clinicos, merece uma atencdo especial em

fungdo de sua resisténcia intrinseca ao farmaco fluconazol (Gomez-Gaviria; Mora-Montes,
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2020). Comumente, C. krusei é considerado um comensal transitério no hospedeiro humano
saudavel, e tem sido raramente isolado de mucosas superficiais em grupos de pacientes e
individuos saudaveis; por outro lado, € um importante patdgeno em pacientes com cancer,
causando infeccdes sistémicas e superficiais (Gomez-Gaviria; Ramiro-Sotero; Mora-Montes,
2022).

Documentado, pela primeira vez em 2009, em um hospital no Japdo, um isolado do
ouvido externo revelou-se ser C. auris, um fungo multirresistente (Pharkjaksu et al., 2021).
Hoje presente em 39 paises, observa-se um aumento na incidéncia e prevaléncia desta infeccao,
principalmente, em pacientes imunossuprimidos, ou naqueles que estao hospitalizados ha muito
tempo (Spivak; Hanson, 2018). A transmissibilidade de C. auris em ambientes hospitalares,
especialmente nas unidades de cuidados intensivos, ja foi confirmada, embora o exato modo de
transmissdo ainda nao tenha sido definido, a disseminacdo do paciente ou de seu ambiente para
as maos dos profissionais de satde parece provavel. O fungo costuma colonizar mais a pele do
que a mucosa dos pacientes afetados, e ja foi encontrado em diversas superficies de contato,
como colchdes, pias e equipamentos médicos (Schelenz et al., 2016; Pharkjaksu et al., 2021).
No entanto, pode atingir a corrente sanguinea, provocando uma candidemia, com taxas de
mortalidade entre 30 a 70% (Fasciana et al., 2020). A identificacdo e diagndstico adequados de
C. auris frequentemente apresenta desafios, ja que é comum ocorrer confusdo com outras
espécies (por exemplo, C. parapsilosis, C. guilliermondii, C. haemulonii, C. lusitaniae e C.
famata) quando se utilizam os testes e métodos disponiveis atualmente. Como consequéncia
desta identificacdo incorreta da morfologia desta espécie, medidas de prevencdo da infeccédo
podem ser retardadas, o que, por sua vez, aumenta o risco de transmissao (Fasciana et al., 2020;
Silva et al., 2012).

Estes microrganismos podem crescer na forma de levedura ou filamentosa, sendo que
esta pode-se apresentar como pseudohifas (constri¢do nas jungdes, mais ramificagdes) ou hifas
(parede celular, septos, menos ramificadas), onde a divisdo celular se inicia no broto
germinativo. As hifas tém maior capacidade de aderir e penetrar nas células humanas do que os
blastoconidios (Kadosh; Mundodi, 2020; Sudbery; Gow; Berman, 2004). Porém, nem todas as
espécies de Candida apresentam todas estas formas (Dadar et al., 2018).

C. albicans apresenta em todas as formas acima citadas: leveduras hifas, pseudohifas e
clamiddsporos, como mostrado na figura 1. Destas pseudohifas surgirdo micelios, os quais

podem formar biofilmes uni ou multiespécies (Cottier; Hall, 2021; Li et al., 2022).
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Figura 1 - Células de C. albicans em transicao celular analisadas por microscopia Optica. Em

(A) clamidodsporos (ponta de seta) e hifas (setas) e (B) pseudohifas (asterisco), clamiddsporos

Fonte: Macias-z et al. (2023).

A capacidade de C. albicans causar doenca tem sido associada a sua transicdo de fase
de hifa para levedura e formacdao de biofilme (Lo et al., 1997; Zida et al., 2017). A transicdo de
leveduras para hifas altera o estado comensal pata patogénico, e permite a invaséo tecidual,
adesdo e desenvolvimento dos biofilmes (Dadar et al., 2018). Esta espécie se diferencia,
morfologicamente, das demais componentes do género, pela presenca dos clamiddsporos. Estes
sdo células grandes, redondas e com paredes espessas, que se formam, normalmente, nas
extremidades das hifas, como uma resposta a condicdes de estresse, como falta de nutrientes e,
séo mais raras de serem observadas nos tecidos infectados (Kadosh; Mundodi, 2020).

Além da adaptagdo metabolica descritas acima, acredita-se que mecanismos pos-
transcricionais, tais como: estabilidade do RNAmM recém transcrito, sistema de transporte de
RNAmM dependente de SHE, e até mesmo no processo de traducdo, um splicing alternativo,
estejam envolvidos no controle da transi¢cdo entre estas formas, que reflete diretamente os
processos de viruléncia do fungo (Kadosh et al., 2016).

C. tropicalis pode ser encontrada em todas as trés morfologias, levedura, hifas e pseudo-
hifas. C. parapsilosis pode ser encontradacomo levedura e pseudo-hifa, mas cresce
predominantemente na forma de levedura, e, C. glabrata cresce, quase sempre, como levedura
(Hassan; Chew; Than, 2021; Sharma; Chakrabati, 2023). A literatura relata que a capacidade
de transicéo para a forma hifal em C. albicans est& associada com aumento da patogenicidade
e instalacdo da infeccdo (Zida et al., 2017). Porém, Banerjee e colaboradores (2019) mostraram

que 0 mesmo ndo pdde ser observado em seus experimentos com C. parapsilosis e C. tropicalis
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onde a transi¢do esteve associada com baixa patogenicidade, e expressdo reduzida de genes
envolvidos com este processo.

A patogenicidade de C. glabrata parece ndo estar diretamente ligada a morfologia. Uma
vez que este fungo ndo tem capacidade de alterar sua morfologia para hifal, a maneira que
estaespécie possui para chegar até a corrente sanguinea é através da quebra das barreiras
naturais do organismo do hospedeiro (Galocha et al., 2019). Ou, pode-se dizer que uma maior
susceptibilidade a infeccdo pode ser observada quando agem, concomitante, outras doencas
como SIDA e tuberculose, antibioticoterapia prolongada, farmacos imunossupressores
(Hassan; Chew; Than, 2021).

C. krusei produz células leveduriformes cilindricas, que se assemelham a graos de arroz.
Apresentam termodimorfismo, ou seja, produzem hifas em temperaturas de 37°C, e
blastoconidios e pseudohifas, em temperaturas menores, apresentando coldnias lisas, brilhantes
e com aspecto cremoso quando cultivadas em agar Sabourad dextrose (ASD) (Gomez-Gaviria,;
Mora-Montes, 2020). Diferente de outras espécies de Candida de importancia médica, C. krusei
apresenta reproducdo sexuada, e foi mostrado que a composicéo da parede celular é semelhante
a de C. albicans, com quitina, betaglucanas e mananas (Navarro-Arias et al., 2019).

A parede celular fangica tem um papel de grande importancia na interacdo entre o
patdégeno e hospedeiro, uma vez que esta € a principal estrutura em contato, além de ser
essencial para a forma, para a integridade do microrganismo, protege do estresse, assegura
equilibrio osmaético e confere resisténcia (Chaffin, 2008). Devido a especificidade, a parede
celular tem sido usada com sucesso como alvo de farmacos antifingicos, como as
equinocandinas (Lu et al., 2023).

A parede celular de C. albicans que tem, aproximadamente, de 60 a 100 nandmetros
(nm) de espessura (Gow et al., 2012; Lenardon et al., 2020), e a adesdo da célula flngica é
tarefa primordial da parede celular externa. Dentre os componentes da parede celular, a quitina
tem um papel fundamental na manutencdo e integridade desta estrutra. Com o uso da
microscopia eletronica de transmissao observou-se a presenca de microfibrilas de quitinas, em
C. albicans, como pequenos bastonetes presentes nas paredes celulares de leveduras e hifas
(Gow; Lenardon, 2023). Estudo recente tem sugerido que as fibrilas de quitinas estdo apoiadas
nas beta-1,3-glucanas, proporcionando uma estrutura flexivel que pode contrair ou expandir de
acordo com as necessidades da célula (Lenardon et al., 2020).

Ela possui duas camadas na parede celular representada, uma mais externa, onde ha a

predominancia de mananas ligadas covalentemente a proteinas, formando as glicoproteinas, e
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a camada mais interna, com a presenca de quitina e beta-1,3-glucana, que confere forma e
resisténcia a parede, e temos as moléculas de glicosilfosfatidilinositol (GPI) fazendo a ligacdo
destas estruturas (Timmermans et al., 2018). As mananas sdo importantes porque além de
funcionar como um elemento estrutural e de adesdo (adesinas) também funcionam fazendo um
reconhecimento das condi¢Ges ambientais de onde o fungo se encontra (Macias-Paz et al.,
2023). As moléculas de GPI tem um papel fundamental na infeccdo fungica, no processo inicial
de aderéncia, assim, farmacos que tem como alvo a inibicdo da biossintese de GPI estardo
comprometendo este processo (Wilson et al., 2014).

Logo abaixo da parede celular interna encontra-se a membrana plasmatica do fungo, e
tem funcdo de regular a entrada e liberacdo de substancias. De composi¢do muito semelhante a
presente nas células humanas, ela é uma bicamada fosfolipidica associadas a proteinas e a
esterdis, neste caso do fungo, o ergosterol, um 5,7-dieno oxisterol, € o esterol mais
predominante encontrado nas membranas celulares dos fungos (Griffin, 1994; Zhao; Lin;
Brookes, 2005). Essa diferenga na composicdo, permite que o ergosterol, com propriedades
estruturais diferenciadas e sintese especifica, seja, comumente, utilizado como alvo de terapia
antifangica.

O ergosterol é sintetizado no reticulo endoplasméatico, num processo sequencial,
envolvendo 25 enzimas (Dhingra; Cramer, 2017). Atualmente, os antiflngicos utilizados tem
como alvo apenas as enzimas codificadas pelos genes ERG1, ERG11 e ERG2, deixando um
saldo de 22 alvos para serem estudados na biossintese da molécula (Rodrigues, 2018). Um
estudo recente, identificou o ergosterol como um lipidio imunoativo, capaz de induzir
apiroptose (morte celular inflamatéria e necrotica) das células hospedeiras (Koselny et al.,
2018). Na composi¢do da membrana celular fangica ainda estdo os glicerofosfolipidios e
esfingolipidios, moléculas envolvidas em vias de sinalizacdo celulares, sendo alvos promissores
na busca por novos antifingicos (Lu et al, 2023).

Vérias outras organelas que compdem a célula fungica guardam uma proximidade
evolutiva com a humana, no entanto, mesmo que pequenas, estas diferencas podem ser uma
opcéo como alvos terapéuticos. Como exemplo podemos citar duas proteinas, Nuo 1 e Nuo 2,
presentes nas mitocondrias dos fungos, e que possuem um papel importante na integridade da

membrana desta organela (YYamashita et al., 2019).



31

2.1.2 Fatores de viruléncia

Os fatores de viruléncia podem ser identificados como as caracteristicas fenotipicas,
presentes em um microrganismo, que o permitem evadir do sistema imunolégico do hospedeiro
e estabelecer uma infecc¢do (Poulain, 2015).

Com espécies de Candida ndo é diferente, estes fatores possuem uma interacéo direta
com a célula do hospedeiro, causando danos a mesma (Singh; Parija, 2012). No entanto,
alteracbes no estado imunoldgico do hospedeiro, ou do fungo, podem afetar o grau de
viruléncia. A figura 2 ilustra alguns dos diversos fatores que facilitam a infec¢do por Candida,
dentre eles: expressdo de adesinas, alteracdo da morfologia, secrecdo de enzimas hidroliticas,
formacéo de biofilme, bomba de efluxo, tigmotropismo, (Silva et al., 2012; Singh; Parija, 2012;
Talapko et al., 2021).

Figura 2 - Viséo geral dos mecanismos de patogenicidade de C. albicans.
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Fonte: Adaptado de Mayer; Wilson; Hube (2013).

C. albicans possui um grupo de proteinas especializadas, denominadas adesinas, que
sdo responsaveis pela ligacdo do fungo a célula do hospedeiro ou as superficies abidticas
(Garcia et al.,, 2011). O grupo de adesinas mais estudadas sdo as ALS (aglutinine-like
sequence), uma familia com oito membros (Als1-7 e Als9) (Mayer; Wilson; Hube, 2013). As
mais importantes sdo a Als 3, associada a hifa, tem um importante papel na adesdo, e ja foi
identificada, tendo seu papel elucidado em infecc¢des orais e vulvovaginal in vivo e in vitro
(Murciano et al., 2012; Phan et al.; 2007), e a Hwpl (Deorukhkar; Roushani, 2017).

A morfologia das espécies que compdem o género Candida pode ser considerada um
dos principais fatores de viruléncias apresentados por este patdgenos, uma vez que 0S mesmos
apresentam diferentes formas em etapas distintas da infeccdo (Mayer; Wilson; Hube, 2013).
Uma vez aderido, o fungo inicia o processo de transicdo, apresentando o dimorfismo, este é

uma etapa crucial e determinante na viruléncia deste patdgeno. A forma hifal permite que o
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fungo penetre ativamente nos tecidos (Tsui; Kong; Jabra-Rizk, 2016). Esta forma hifal é
invasiva, induzindo endocitose, e causando danos ao tecido do hospedeiro. Foi identificada uma
toxina produzida pela hifa, crucial para o processo, a Candidalisina, responsavel por esta
destruicdo tecidual, através da formacdo de poros, (Hanaoka; Domae, 2021; Kasper et al.,
2018).

O processo de invasdo é direcionado, através do tigmotropismo, crescendo sobre as
células do hospedeiro, ou superficies abioticas, como préteses ou catéteres. (Mayer; Wilson;
Hube, 2013). Este importante fator de viruléncia é regulado pelo calcio extracelular, através dos
canais de célcio e tem importante papel na formacdo do biofilme (Viana et al., 2020).

A alternancia fenotipica entre coldnias brancas e opacas, ou swtiching, é outro fator que
garante ao microrganismo uma plasticidade e permite que o mesmo possa se adaptar
rapidamente ao meio em que se encontra. Nas células de C. albicans, esta alternancia, que pode
ser transmitida as futuras geracOes, se reflete em diferencas no crescimento das hifas e na
interacdo com o sistema imunoldgico do hospedeiro (Brimacombe; Sierocinski; Dahabieh,
2020; Mallick et al., 2016).

Biofilmes microbianos podem ser definidos como aglomerados de células, crescendo
em superficies bioticas ou abiéticas, e que interagem fisica e metabolicamente, tornando o
ambiente mais resistente a acdo do sistema imunolégico e/ou de farmacos (Kumar et al., 2022;
Lohse et al., 2018).

A formacéo do biofilme de C. albicans se desenvolve em etapas, a primeira fase consiste
na aderéncia de células individuais a superficie, seja ela bidtica ou abidtica, estas formarédo a
camada mais basal do biofilme. Logo apds, inicia a fase de proliferacdo, filamentacdo, com
hifas alongadas, em continuidade ao processo, acontece a maturacao do biofilme, com acimulo
da matriz extracelular de composicéo polissacaridica. Segue-se com a dispersao de células deste
biofilme que irdo aderir a novas superficies, levando & formacdo de novos biofilmes
(Cavalheiro; Teixeira, 2018).

A matriz extracelular dos biofilmes é, predominantemente, constituida por proteinas,
representando cerca de 55% de sua composi¢do, com a presenca de carboidratos, lipidios e
DNA extracelular, e tem um importante papel na manutengdo na ligacdo do biofilme ao
substrato (Talapko; Skrlec, 2020).

Em um estudo conduzido por Nett e Andes (2020), foi demonstrado que essa matriz
desempenha um papel fundamental na promocdo da toleréncia e resisténcia aos agentes

antifungicos. Além disso, ela atua como uma barreira fisica, impedindo a penetracdo eficaz dos
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farmacos, ao mesmo tempo em que oferece suporte a estrutura geral do biofilme. Um fator que
contribui para a resisténcia oferecida pelos biofilmes aos fa&rmacos antifingicos € a presenca da
beta 1-3-glucano que evita o contato do medicamento com a célula alvo. Células sésseis liberam
maior quantidade desta molécula do que as planctdnicas (Karygianni et al, 2020).

As glucanas e mananas presentes na matriz do biofilme de C. albicans, por exemplo,
conseguem estabelecer uma complexa interacdo que resulta na retencao dos antifingicos. Esse
fendmeno resulta em um consideravel aumento na tolerancia dos biofilmes aos medicamentos,
quando comparado as células plancténicas (Dominguez et al., 2018; Mitchell et al., 2015). A
contribuicdo dos glucanose mananas de matriz para a tolerancia a medicamentos nos biofilmes
€ um mecanismo amplamente reconhecido, e sua relevancia ndo se limita apenas a C. albicans,
essa caracteristica é observada nos biofilmes de C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e C.
auris (Dominguez et al., 2018; 2019).

Dois tipos celulares podem ser encontrados em biofilmes de C. albicans, hifas e
leveduras, além de uma marcante presenca de matriz extracelular, tornando-o denso, com muita
massa fangica e mais espesso. De forma contraria C. glabrata apresenta biofilmes mais finos,
com alta densidade celular, com predominancia de leveduras (Galocha et al., 2019). Embora a
quantidade de matriz seja diferente entre as duas espécies, quando se analisa a composicao,
percebe-se que tem as mesmas proteinas e carboidratos (Al-Fattani; Douglas, 2006). O arranjo
do biofilme de C. albicans apresenta uma estrutura tridimensional, com suas morfologias
diferentes, e espacos vazios por entre as células, onde sdo formados microcanais, fornecimento
de nutrientes, ar e 4gua as células (Ramage et al., 2001; Talapko; Skrlec, 2020).

Um dos principais desafios em ambientes hospitalares é a formacéo de biofilmes em
materiais utilizados em pacientes internados, pois sabe-se que 0s biofilmes sdo responsaveis
pela resisténcia ao tratamento antifingico, e, muitas vezes, a retirada do dispositivo é a forma
mais eficaz a fungemia e, consequentemente, um aumentado risco de vida (Lohse et al, 2020).

Outro fator de viruléncia é a secrecdo de enzimas hidroliticas, como fosfolipase e
hemolisina, que proporciona a invasdo das superficies da membrana mucosa e dos vasos
sanguineos, desempenham um papel na evasdo da resposta imunoldgica do hospedeiro.
(Wibawa, 2016)

Além dos fatores de viruléncia, o fungo ainda expressa moléculas e adaptacGes que o
ajudam no processo de patogenicidade, se ajustando rapidamente ao novo ambiente. Assim,
apresentam um alto grau de flexibilidade, pois possuem diversos mecanismos que 0s ajudam a

adaptar o metabolismo para adquirir os nutrientes necessarios, como novas fontes de carbono e
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de metais como ferro, zinco, cobre e manganés (Chew; Chee; Than, 2019; Dadar et al, 2018;
Galocha et al., 2019).

2.1.3 Epidemiologia

A lista de agentes etiolégicos da candidiase é extensa e novas espécies foram
adicionadas nos ultimos anos. Ainda assim, a maioria dos casos é causada por apenas cinco
especies: C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei (Guinea, 2014).
Das espécies isoladas, tanto de individuos saudaveis, quanto doentes, mais de 80%, séo de C.
albicans (Pfaller et al., 2022). Nos ultimos 20 anos, a frequéncia de casos de candidiase
provocada por espécies de Candida ndo albicans tem aumentando significativamente. Acredita-
se que este aumento pode ser atribuido ao diagndstico mais preciso na identificacédo de espécies,
tais como croméagar, e 0 uso de métodos moleculares (Sharma; Chakrabarti, 2023). Por outro
lado, a resisténcia destas outras espécies aos antifngicos tradicionais pode também explicar
este aumento (Silva et al., 2012).

Pfaller e colaboradores (2005) realizaram um levantamento dos resultados do Programa
de Vigilancia Antifingica ARTEMIS DISK Global Antifungal Surveillance Study, no periodo
de 1997 a 2003, com a identificacdo das espécies e o perfil de suscetibilidade aos antifungicos
de 134.715 isolados clinicos de Candida, coletados em 41 paises, em todos 0s continentes.
Essas amostras foram coletadas em casos de infeccGes sistémicas, do sangue, urina e infeccdes
genitais, em 127 centros médicos distribuidos por 39 paises, mostrando que a lista de espécies
isoladas cresceu nos anos incluidos no estudo. No entanto, ndo se pode descartar a possibilidade
de que, devido ao aumento do nimero de individuos imunocomprometidos em todo o mundo,
espécies anteriormente consideradas “ndo patogénicas” estejam de fato emergindo como
patdgenos oportunistas (Nucci; Marr, 2005).

Embora C. albicans continue sendo a mais prevalente espécie causadora de fungemia,
a frequéncia de ocorréncia varia em todo o mundo, de 37% na América Latina a 70% na
Noruega (Pfaller; Diekema, 2007). A segunda mais frequente foi C. glabrata, com 9,5% a 12
% dos casos, seguida por C. tropicalis com frequéncia de 4,6% a 7,5% e C. krusei, responsavel
por menos de 3% dos casos (Pfaller; Diekema, 2007).

Os dados referentes a América Latina indicam que, ao longo do periodo estudado, a
espécie C. albicans representou 51,8% dos isolados, seguida por C. tropicalis, que

correspondeu a 13,2%, C. parapsilosis com 10,3%, C. glabrata com 7,2% e C. krusei com 1,4%
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de ocorréncia. Embora C. albicans tenha sido a espécie mais frequentemente isolada durante os
dez anos de estudo, apenas 2,1% dos isolados apresentaram resisténcia ao fluconazol e 1,7% a
voriconazol (Pfaller et al., 2011).

Analise mais recente dos dados do Programa de Vigilancia Antifangica SENTRY,
dentre os anos de 1997 a 2016, com 20.788 isolados de Candida, mostrou que C. glabrata foi
a espécie ndo-C. albicans mais comum detectada em todas as regides geogréficas, exceto na
Ameérica Latina, onde C. parapsilosis e C. tropicalis foram mais comuns, 7,1% contra 24,3% e
17,0% respectivamente. C. albicans foi mais comum na Europa, com prevaléncia de 52,5% e
nos Estados Unidos e Canada, 42,7%. Das espécies Candida ndo albicans, C. glabrata foi mais
comum na America do Norte, com 24,3% e menos na América Latina, 7,1% (Pfaller et al.,

2019). A Figura 3 mostra a prevaléncia destas espécies em alguns paises do mundo.

Figura 3 - Prevaléncia de Candida sp. em diferentes paises.
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Fonte: Adaptado de Pappas et al. (2018).

E bem conhecido que C. albicans é a causa mais comum de candidemia em todo o
mundo, as infec¢Bes causadas por C. krusei representam uma ameaga emergente para a saude
publica. Mesmo sendo a menos comum das cinco espécies, como se pode observar nos dados

coletados de 1997 a 2007 mostrando que a frequéncia de infec¢des associadas a esta espéecie
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variou de 1,7% a 3,2% (Guinea, 2014). Mas, de acordo com um estudo conduzido em Montreal,
Canada, que analisou 190 casos de candidemia, C. krusei foi identificado como o agente
etioldgico da micose em 7% dos pacientes. No entanto, esse nimero aumentou para 13% no
periodo de 2003 a 2006. A explicacdo mais provavel para essa variagao no periodo relatado foi
0 uso sistematico de fluconazol, de maneira profilatica, em grupos de risco para o
desenvolvimento de candidemia (Labbé et al., 2009). A literatura mostra que esta espécie é
mais prevalente nos grupos de idosos, e nas pessoas que apresentam doencas hematoldgicas
(Castanheira et al., 2016).

Isto posto, deve-se dar uma atencdo especial a estas espécies de Candida ndo-albicans,
pois, embora sejam menos comuns do que C. albicans, elas demonstram certa resisténcia aos
antifangicos comumente utilizados. C. glabrata tem sido um dos principais desafios, devido a
resisténcia intrinseca ao fluconazol, afeta predominantemente adultos e esta associada a taxas
de mortalidade mais elevadas do que as demais espécies (Rodrigues et al., 2018). C. auris, um
patdgeno emergente, também tem sido uma preocupacao devido a sua notavel resisténcia a
agentes antifingicos: 93%, ao fluconazol; 35% de resisténcia a anfotericina B e 7 %as

equinocandinas (Pappas et al., 2018).

2.1.4 Manifestac0es clinicas

A candidiase pode se manifestar em diferentes locais: pele, trato gastrointestinal,
sistema geniturinario e também provocar infeccdes invasivas, sistémicas. A candidiase
mucocutanea se manifesta de diversas formas. As infec¢des na pele geralmente séo superficiais,
0 acometimento da derme e da camada subcutanea € mais raro. As infec¢bes mais frequentes
ocorrem em 4reas intertriginosas, como as inguinais, e sdo comuns em individuos com
sobrepeso. Candida spp. também podem ser responsaveis por causar paroniquia ou
onicomicose (Czechowicz; Nowicka; Goéciniak, 2022).

A candidiase ¢ a infec¢éo fungica mais comum na cavidade oral e é causada por diversas
espécies de Candida, sendo C. albicans responsavel por 80% dos casos (Macias-Paz et al.,
2023; Wajdan et al., 2023). Dados da literatura mostram que C. albicans faz parte da microbiota
oral normal dos seres humanos (Lewis; Williams, 2017; Peters et al., 2017).

A candidiase oral tem uma grande variedade de manifestacdes clinicas, podendo ser
denominada candidiase primaria, afetando somente cavidade oral e perioral (Baumgardner,

2019), ou secundaria, quando ocorre como parte de uma infeccdo sistémica, ou seja, a mucosa
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jaesté alterada e susceptivel a lesdes e infec¢des associada a Candida (Du et al., 2020). A forma
primaria inclui quatro manifestacbes clinicas: candidiase pseudomembranosa, a mais
prevalente, candidiase eritematosa aguda, candidiase eritematosa cronica, e candidiase
hiperplasica crénica ou nodular (Lewis; Williams, 2017).

A forma pseudomembranosa caracteriza-se pelo aparecimento de manchas ou placas
brancas na mucosa oral, estas podem ser facilmente removidas por raspagem suave, uma vez
que apenas a camada superior do epitélio mucoso é afetada (Baumgardner, 2019). Esta forma é
comumente encontrada em neonatos, pessoas com xerostomia e individuos com HIV e, estas
lesGes podem ser localizadas ou generalizadas (Hellstein; Marek, 2019). E, muitas vezes, essa
condicdo é acompanhada por distarbios no paladar e um gosto ruim na boca (Millsop; Fazel,
2020). As caracteristicas clinicas da candidiase oral e esofagica incluem manchas brancas na
boca além de ulceras orais e dificuldade ao engolir (Maheshwari; Kaur; Chadha, 2016), e é a
infecgdo fangica oportunista mais comum em individuos infectados pelo HIV (Spalanzani et
al., 2018).

A candidiase eritematosa aguda costuma aparecer em pacientes que fazem uso de certos
medicamentos, como antibioticos e corticoides, como efeito colateral destes (Sanghvi et al.,
2020). E a forma cronica, em individuos que usam proteses dentarias, onde o estabelecimento
da doenca é facilitado pela pouca higiene oral (O’Donnell et al., 2015). A candidose
hiperplasica se caracteriza pela penetracdo profunda das hifas na mucosa oral, causando lesdes
gue podem ser homogéneas ou heterogéneas, estas Ultimas, sdo consideradas como
potencialmente pré-cancerigenas (Hellstein; Marek, 2019).

A candidiase vulvovaginal (CVV) afeta milhGes de mulheres anualmente, ficando atras
apenas das infeccOes bacterianas (Mayer; Wilson; Hube, 2013; Zeng et al., 2018). Acredita-se
que, pelo menos, 75% das mulheres enfrentardo um episddio ao longo da vida (Sobel, 2007), e
5 a 8% delas, terdo crises recorrentes, o0 que afeta diretamente a qualidade de vida da mulher
(Mayer; Wilson; Hube, 2013). Diversos fatores podem ser responsaveis pelo aparecimento
desta doenca: diabetes mellitus descontrolado, uso de antibioticos, contraceptivos orais,
gravidez, terapia de reposi¢cdo hormonal, imunossupresséo, corticosteroides e predisposi¢cdo
genética (Gongalves et al., 2016). Os sintomas incluem prurido intenso na vulva e vagina,
queimacdo, corrimento branco, caseoso e sem odor (Sobel, 2007; Czechowicz; Nowicka;
Goéciniak, 2022).

A candidiase vulvovaginal ocorre principalmente em mulheres jovens em idade fértil,

raramente em mulheres antes da puberdade ou na pré-menopausa (Zeng et al., 2018; Lema,
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2017). A atividade sexual e as alterac@es fisioldgicas nos tecidos, induzidas pelos horménios
reprodutivos durante a fase reprodutiva, parecem desempenhar um papel significativo nesse
contexto, aumentando a predisposicdo a infeccdo por Candida spp (Zeng et al., 2018).
Contrariamente, alguns autores tem sugerido que a origem da CVV pode ndo ser atribuida a
uma infecgdo oportunista ou a uma deficiéncia imunoldgica, mas, em vez disso, estar associada
a uma resposta de hipersensibilidade a um organismo comensal com caracteristicas genéticas
definidas (Fan et al., 2008; Fidel Junior, 2007), ou mesmo, uma imunopatologia, onde a
resposta imune dos neutrofilos e citocinas do paciente agrava os sintomas sem controlar o
crescimento da levedura (Richardson et al., 2018). O diagndéstico da candidiase vulvovaginal é
feito atraves do exame clinico quando ha vulvovaginite sintomética, e laboratorial através do
isolamento das Candida spp. a partir do material clinico coletado (Achkar; Fries, 2010; Zyrek
etal., 2021).

A candidiase invasiva se refere a infec¢es na corrente sanguinea que geralmente
ocorrem apds a transposicdo da barreira intestinal, causadas por espécies de Candida (ou seja,
candidemia). Além de infec¢bes profundas, como abscessos intra-abdominais, peritonite ou
osteomielite, com ou sem a infeccdo sanguinea (Pappas et al., 2018). E uma das principais
causas de morbidade e mortalidade em ambientes hospitalares e esta intimamente ligada as
novas tecnologias utilizadas na medicina como cateteres venosos centrais, dialises, longos
periodos de internacdes, tratamentos em unidades de terapia intensiva, a interrupcdo das
barreiras mucosas, durante traumas ou cirurgias, ou mesmo o uso de antibiéticos de amplo
espectro. Como exemplo, ap6s uma cirurgia, a Candida pode se espalhar para a cavidade
abdominal e entrar na corrente sanguinea, causando a doenca (D’Enfert et al., 2021; Magill et
al., 2014; Mayer; Wilson; Hube, 2013). Com sintomas similares as infec¢des bacterianas, o
diagnostico da candidemia se torna desafiador (Grubb et al., 2008).

Na infeccdo invasiva, o fungo penetra no revestimento endotelial dos vasos sanguineos
no local da infeccdo e, apos a disseminagdo hematogénica, atravessa novamente o endotélio e
pode alcancar, virtualmente, qualquer oOrgdo, incluindo cerebro, rins, figado e pulmdes,
frequentemente resultando em 6bito (D’Enfert et al., 2021; Pappas et al., 2018; Talapko et al.,
2021). Na maioria das infec¢Oes invasivas, a fonte de infeccdo é endogena, ou seja, 0 proprio
paciente e estas acontecem quando o fungo escapa do trato gastrointestinal (Zhai et al. 2020).

A candidemia é a quarta infec¢do sanguinea nosocomial mais comum na Ameérica do

Norte (Pfaller; Diekema, 2007). A taxa de mortalidade, variavel entre as diversas regifes do
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mundo, esta entre 10% e 47%, apesar da disponibilidade de terapias antifingicas; este niUmero
é considerado alto, uma situacéo extremamente preocupante (Brown et al. 2014; Pappas, 2018).

2.1.5 Tratamento

A candidiase tem sido, h& tempos, um problema de salde publica. Atualmente existem
apenas trés classes de farmacos que sdo comumente utilizados para o tratamento de infeccdes
por Candida: os azois, equinocandinas e polienos (Costa-De-Oliveira; Rodrigues, 2020). Cada
uma dessas classes possui limitagfes, como efeitos adversos graves, alcance antimicrobiano
restrito e potencial para desenvolver resisténcia, o que vem limitando seu uso clinico (Lu et al.,
2023).

Lancados como farmacos de uso topico, a primeira geracao da familia dos azois surgiu
em 1969, com a introducéo do clotrimazol e miconazol, e em 1974, o econazol. A partir de
entdo, a classe dos farmacos azélicos se tornou uma opg¢do terapéutica indispensavel no
tratamento de doencas fangicas (Shafiei et al., 2020). De acordo com sua estrutura quimica, 0s
azbis podem ser divididos em farmacos imidazolicos e triazélicos, possuindo 0 mesmo
mecanismo de acdo e espectro antifingico. Os triazdis sistémicos sdo metabolizados lentamente
e tém menos impacto na producdo de esteroides naturais no corpo humano em comparagdo com
0s imidazois, motivo pelo qual os novos farmacos em desenvolvimento sdo predominantemente
triazdlicos (Tan et al., 2021). Compostos azolicos tém sido os mais amplamente utilizados no
desenvolvimento de novos farmacos, e sua eficacia com amplo espectro de acao, administracédo
oral e baixo potencial de toxicidade tém justificado sua extensa aplicacdo clinica (Brunton,
2011; Regidor et al., 2023).

A acdo dos azdis se baseia na inibicdo do crescimento e replicacdo dos fungos, através
da inibicdo da enzima lanosterol 14-a-demetilase (Ergllp). Ela é a responsavel pela conversao
do lanosterol em ergosterol, um passo limitante na biossintese do ergosterol, abundante
componente da membrana celular fangica (Douglas; Konopka, 2014; Rodrigues, 2018).
Quando os azdis se ligam a enzima, o nitrogénio presente nas moléculas dos azdis reage com o
atomo de ferro da porgdo heme da enzima. O resultado é a inibicdo da ativagdo do oxigénio,
essencial para a reacdo de desmetilacdo do lanosterol, um passo fundamental na transformagéo
deste em ergosterol pela acdo da enzima. Como resultado desse blogqueio na biossintese de
ergosterol, ocorre 0 acumulo de um esterol toxico para a membrana celular, conhecido como

14-a-metil-3,6-diol. Esse esterol toxico causa estresse na célula flngica e impede a
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continuidade do ciclo celular do micro-organismo (Hani et al., 2015; Shapiro, Robbins, Cowen,
2011).

Sabe-se que os azois prejudicam a funcdo das ATPases, proteinas presentes nas
membranas celulares e que desempenham um papel fundamental no transporte de ions de
hidrogénio (H") através da membrana. Essa atividade é importante para manter a homeostase
de cations. Os azois interferem nesse processo, como resultado, ocorre uma perturbacdo na
homeostase de cations dentro da célula fangica. Isso pode levar a desequilibrios idnicos que
afetam negativamente o funcionamento normal da célula (Lupetti et al., 2002). Essa descoberta
fornece uma compreensdo do mecanismo envolvido, das consequéncias celulares da deplegéo
de ergosterol, componente critico das membranas celulares dos fungos, e sua deplecdo afeta a
integridade e a funcdo destas. Portanto, ao interferir na homeostase de cations e prejudicar a
funcdo das ATPases de membrana vacuolar H*, os az6is contribuem para os efeitos adversos
nas células fungicas causados pela falta de ergosterol. (Zhang et al., 2010).

Os azois tem acdo fungistatica contra leveduras e é fungicida contra fungos filamentosos
(Cowen; Steinbach, 2008). A classe tem mostrado eficacia contra as espécies mais prevalentes
de Candida, C. neoformans, Blastomyces dermatitidis, Histoplasma capsulatum,
Paracoccidioides brasiliensis e dermatofitos (Regidor et al., 2023). Fluconazol, itraconazol e
voriconazol sdo muito utilizados no tratamento de infeccGes por C. albicans devido a sua alta
biodisponibilidade (Feng et al., 2021). Alguns az6is (como o clotrimazol) podem aumentar
diretamente a permeabilidade da membrana fangica, porém, sdo concentracdes muito elevadas,
alcancadas somente com uso tépico (Regidor et al., 2023).

No entanto tem-se observado que estes tratamentos tem se tornado insatisfatorios devido
ao aumento da resisténcia, falta de farmacos para uso sistémico e, principalmente, pelos efeitos
colaterais das doses mais elevadas destes antifingicos (Jothi et al., 2021; Zyrek et al., 2021).
As Ultimas décadas tém sido marcadas por um aumento no uso profilatico de azois em pacientes
de alto risco, numa tentativa de se evitar infec¢Ges oportunistas. Essa utilizacdo em excesso,
aliada a natureza fungistatica destes farmacos levou a um aumento de resisténcia aos azois nos
isolados clinicos (Cowen; Steinbach, 2008).

A resisténcia aos antifangicos pode ser clinica ou micoldgica. A resisténcia clinica é
caracterizada pela incapacidade de erradicar completamente o fungo em um paciente que
recebeu um antifungico com atividade comprovada in vitro contra 0 mesmo. Ja a resisténcia
micologica permite que o fungo continue a crescer e se reproduzir, mesmo na presenca do

antifungico que demonstrou eficacia em testes laboratoriais (Pristov; Ghannoum, 2019).
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Os mecanismos que levam a resisténcia aos azois em espécies de Candida sdo bem
estabelecidos, e estdo principalmente relacionados ao aumento da expressdo de bombas de
efluxo de drogas, modificacBes na estrutura dos sitios-alvo e a formacéao de biofilmes (Perlin;
Rautemaa-Richardson; Alastruey-lzquierdo, 2017).

Embora o fluconazol seja o antifungico mais comumente utilizado, a resisténcia
antifungica atualmente observada tem limitado seu uso (Tan et al., 2021). Quanto as espécies,
C. albicans € a espécie mais encontrada provocando infecgdes graves, no entanto, C. auris, C.
glabrata e C. parapsilosis tém desenvolvido uma consideravel resisténcia antifungica (Costa-
De-Oliveira; Rodrigues, 2020).

Os polienos, farmacos fungicidas como anfotericina B e nistatina, de natureza
anfipatica, se ligam firmemente ao ergosterol, criando complexos de drogas-lipideos que se
intercalam na membrana da célula fangica formando canais transmembranares (Shukla et al.,
2016). Isso funciona como uma espécie de porta de saida para o contetdo celular, incluindo
fons potassio (K*) e sédio (Na*) provocando o rompimento da célula (Shapiro, Robbins, &
Cowen, 2011). No entanto, devido a semelhanca entre o ergosterol e o colesterol, bem como a
baixa solubilidade dos polienos, esses compostos tendem a causar efeitos adversos
significativos em pacientes, limitando ainda mais seu uso (Chandrasekar, 2011).

A anfotericina B é eficaz contra doencas flngicas sistémicas e apresenta atividade contra
varias espécies de Candida, Aspergillus e C. neoformans. Mesmo apds varios anos de uso, um
sério problema ainda € a toxicidade, principalmente renal. 1sso se deve as semelhancas entre a
estrutura do ergosterol e do colesterol (Agwu, 2021; Fanos; Cataldi, 2000; Ostrosky-Zeichner
et al., 2010). A utilizacéo de anfotericina B lipossomal reduz, consideravelmente, a toxicidade
do farmaco para o hospedeiro, tornando-o mais seguro, e novas formulagdes tém sido
desenvolvidas (Segarra; Movshin; Zarif, 2002). A resisténcia aos polienos ocorre devido a
alterac6es nas moléculas de ergosterol ou no conteudo da membrana plasmatica, bem como a
substituicdo de ergosterol, colesterol ou estigmasterol por 3-hidroxi ou 3-oxoesterois, que tém
menor afinidade pelos polienos (Shukla et al., 2016).

As equinocandinas sdo uma classe de antifungicos amplamente utilizados para tratar
candidemia e candidiase invasiva. O mecanismo de acdo desses medicamentos envolve a
inibicdo da enzima 1,3-beta-D-glucana sintase, essencial para a formacdo da parede celular
fangica. Essa inibicdo leva a uma quebra da homeostasia do fungo, resultando em lise (Baltaci;
Kalkanci, 2021; Jothi et al., 2021).
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Atualmente, existem trés farmacos dessa classe: caspofungina, micafungina e
anidulafungina. MutacGes no gene FKS, que codifica a glucano sintase, deixam o fungo menos
responsivo ao farmaco, aumentando a resisténcia (Perlin; Rautemaa-Richardson; Alastruey-
Izquierdo, 2017; Lara-Aguilar et al., 2021). A acdo das equinocandinas € oposta a dos azois,
sdo fungistaticas contra fungos filamentosos e, fungicidas contra leveduras como, Candida e
Aspergillus (Denning, 2003). O fato de as equinocandinas se direcionarem para um componente
especifico dos fungos, faz com que o uso destas seja seguro. No entanto, seu uso por um curto
periodo ainda ndo permitiu estudos de longo prazo sobre resisténcia (Ostrosky-Zeichner et al.,
2010).

2.2 CRIPTOCOCOSE

A criptococose, uma doenca fungica potencialmente fatal e globalmente disseminada,
tem ganhado destaque na micologia clinica nos Gltimos 50 anos. J& foi conhecida como,
torulose, blastomicose europeia ou doenca de Busse-Buschke, € uma importante micose
sistémica (Casadevall et al., 1998). Esse destaque se da pelo aumento do nimero de casos
associados a populagfes de hospedeiros imunocomprometidos, como os portadores de HIV.
Entretanto, a infeccdo também pode acometer individuos imunocompetentes (Zavala; Baddley,
2020).

Causada por leveduras capsuladas do género Cryptococcus, a infeccdo em humanos
ocorre através da inalacdo do fungo presente em excretas de pombos e em arvores, sendo capaz
de levar a morte hospedeiros susceptiveis, mesmo com tratamento (Gushiken; Saharia;
Baddley, 2021). Em 1894, o cientista Francesco Sanfelice, do Instituto de Higiene da
Universidade de Cagliari, na Italia, foi o primeiro a isolar o Cryptococcus a partir de suco de
péssego, demonstrando a capacidade do mesmo de causar lesdes quando inoculado em animais
de laboratorio. No entanto, ele so foi reconhecido como patdégeno humano a partir da década de
60. Apoés diversas classificacdes, o género hoje pertence ao filo Basidiomycota, classe
Tremellomycetes e ordem Tremellales (Mitchell; Perfect, 1995; Perfect; Bicanic, 2015).

Usualmente, sdo dois 0s agentes etiologicos da criptococose: Cryptococcus neoformans
e Cryptococcus gattii, que compartilham semelhancas, mas diferem entre si nas manifestacoes
clinicas, epidemiologia e distribuicdo geografica (Maziarz; Perfect, 2016). Eles s&o

responsaveis por uma ampla variedade de infec¢fes, que podem se apresentar como doencas
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pulmonares e do sistema nervoso central (SNC), sendo a meningoencefalite criptocdcica (CM)
a manifestacdo mais frequente e grave (Perfect et al., 2010).

A criptococose comeca com a inalacdo de leveduras desidratadas presentes no ar, ou,
possivelmente, via sexuada, pode produzir basididsporos nos pulmdes (Kwon-Chung et al.,
2014). Estudos soroldgicos indicam que a infeccdo criptococdcica em humanos é prevalente,
porém, a doenca é rara (Kwon-Chung et al.,2014; Goldman et al. 2001). Em individuos
imunocompetentes, uma resposta imune efetiva elimina a maioria dos esporos inalados, porém,
naqueles individuos portadores de HIV ou que fazem uso de drogas imunossupressoras, estas
células proliferam e se disseminam via hematogénica, atravessando a barreira hemato-

encefalica (Zaragoza, 2019).

2.2.1 Cryptococcus gatti e Cryptococcus neoformans

Inicialmente, acreditava-se que o agente causador da criptococose era uma espécie
anamarfica homogénea representada apenas por C. neoformans. As divergéncias genéticas
culminaram na proposta de separacdo em duas espécies distintas, C. neoformans e C. gattii
(Boekhout et al., 2001), uma ideia que ja havia sido proposta anteriormente por Kwon-Chung
(1976).

Assim, historicamente, C. neoformans e C. gattii foram classificados desta forma devido
as diferencas estruturais apresentadas na capsula de polissacarideo (Kwon-Chung et al., 2017).
No entanto, em 1970, estudos baseados em diversos parametros, como distribuicdo geografica,
nichos ecoldgicos, epidemiologia, manifestacdes clinicas e caracteristicas moleculares, levaram
ao reconhecimento da variante C. neoformans var. gattii (Cogliati, 2013; Gushiken et al., 2016).

A heterogeneidade antigénica do Cryptococcus foi confirmada em 1950 por Evans, que
identificou trés sorotipos: A, B e C, um quarto sorotipo, D, foi descoberto em 1968 (Kwon-
Chung et al. 2014). Em 1999, com base em diferencas clinicas, moleculares e bioldgicas, foi
sugerido incluir uma variedade denominada grubii para amostras do sorotipo A (Franzot;
Salkin; Casadevall, 1999).

Através de andlises filogenéticas baseadas em abordagens de concordancia genealdgica
e estudos de genotipagem, Hagen e colaboradores (2015) propuseram uma nova nomenclatura
para os subtipos moleculares. De acordo com esta classificacdo proposta, 0s agentes causadores
da criptococose estdo divididos em dois complexos: C. neoformans e C. gattii, e esses

complexos exibem uma notavel diversidade genética. Baseando-se em estudos moleculares,
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foram classificados em sete espécies distintas: C. neoformans (C. neoformans variedade grubii,
que engloba trés tipos moleculares - VNI, VNII, VNB - e linhagens do sorotipo A), C.
deneoformans (C. neoformans variedade neoformans, VNIV, sorotipo D), C. gattii (VGI), C.
deuterogattii (VGII), C. bacillisporus (VGIIIl), C. tetragattii (VGIV) e C. decagattii
(VGIVIVGlIIc), abrangendo os sorotipos B e C. Além disso, foram identificados isolados que
representam quatro formas hibridas entre essas espécies, incluindo C. neoformans x C.
deneoformans (VNIII), C. deneoformans x C. gattii (hibrido VGI), C. neoformans x C. gattii
(hibrido VGI) e C. neoformans x C. deuterorogattii (hibrido VGII) (Cuomo; Rhodes;
Desjardins, 2018, Maziarz; Perfect, 2016, Hagen et al. 2015, Kwon-Chung et al. 2017).

Esta proposta de reclassificacdo das espécies de C. gattii em cinco categorias e C.
neoformans em duas categorias, além dos hibridos, tem gerado debates significativos dentro da
comunidade de micologistas clinicos e taxonomistas. Em um esforco para resolver essa
discussdo em curso, evitando uma instabilidade no uso da nomenclatura, Kwon-Chung e seus
colegas publicaram um trabalho importante em 2017. Nesse estudo, eles examinaram
cuidadosamente as vantagens e desvantagens dessa proposta de reclassificacdo e sugeriram o
uso dos termos "Cryptococcus neoformans complexo de espécies” e "C. gattii complexo de
espécies” como uma etapa intermediaria antes de atribuir mais categorias taxondémicas. 1sso
reflete o reconhecimento de que existe uma grande diversidade genética dentro dessas espécies,
embora ainda ndo haja dados suficientemente conclusivos para reconhecer novas espécies
(Kwon-Chung et al., 2017).

As leveduras do género Cryptococcus sao, tipicamente, encapsuladas embora algumas
possam nao apresentar a estrutura. Elas tém uma forma globosa ou ovalada, com um tamanho
variando de 3 a 8 um de diametro (Liu et al., 2015). Em condi¢fes normais, na forma de
levedura unicelular, C. neoformans se reproduz, assexuadamente, por meio de brotamento. Sob
condicBes que estimulam a reproducdo sexual, como desidratagdo ou falta de nitrogénio, o
fungo passa por uma transicdo morfologica, de levedura para hifas. A formacdo de hifas
possibilita a aquisicdo de nutrientes do ambiente circundante e a producdo de esporos
infecciosos capazes de resistir ao estresse (Zhao; Lin, 2021). A habilidade de utilizar uma
variedade de substratos fendlicos, como a dopamina, para produzir de melanina, contribui para
a sua sobrevivéncia no hospedeiro e € uma caracteristica distintiva em relacéo a outras leveduras

patogénicas.
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As colobnias de Cryptococcus costumam ser de cor branca a creme, com uma textura
mucoide e margens lisas e intactas. 1sso ocorre apds trés dias de crescimento a uma temperatura
de 25 a 37°C em meios como o0 agar Saboraud dextrose (ASD) 2% (Kon et al., 2008).

Uma estrutura fundamental, a parede celular dos fungos é composta de glicoproteinas,
lipideos e pigmentos, o que confere grande adaptabilidade e desempenha um papel vital na
preservacao da integridade e viabilidade das células (Gow et al., 2012). Além de desempenhar
diversas funcGes bioldgicas cruciais, como o controle da permeabilidade celular e a protecédo
contra situacoes de estresse osmatico e mecanico (Garcia-Rubio et al., 2020).

A parede celular fangica desempenha um papel fundamental no reconhecimento e
adesdo por meio de adesinas e varios receptores. Apds sua ativagdo, esses receptores
desencadeiam uma complexa cascata de sinais no interior da célula (Zaragoza, 2019). A sintese
e a manutencao da parede celular envolvem uma ampla rede de biossintese e vias de sinalizacédo
(Casadevall; Perfect, 1998). A parede celular do Cryptococcus € uma estrutura dindmica, sujeita
a continuos processos de remodelacdo para ajustar a distribuicdo e conexdo de seus
componentes, essenciais para o crescimento e a divisdo celular (Wang; Li; Doering, 2018).
Dado que a parede celular fungica €, predominantemente, composta por moléculas ausentes no
organismo humano, a inddstria farmacéutica tem frequentemente direcionado sua atengdo para

essa estrutura no desenvolvimento de novos farmacos (Cortes et al, 2019).

2.2.2 Fatores de viruléncia

Para que um microrganismo se torne patogénico, é necessario que ele desenvolva
mecanismos que proporcionem vantagens durante a infec¢do, permitindo que o patdgeno supere
ou contorne os sistemas de defesa do hospedeiro. Isto é possivel devido a presenca dos fatores
de viruléncia, termo complexo, dificil de ser caracterizado, mas que, basicamente, se refere a
mecanismos moleculares e celulares que permitem que um patégeno se estabeleca, se reproduza
e colonize o hospedeiro (Pirofski; Casadevall, 2015; Zaragoza, 2019).

As espécies patogénicas do género Cryptococcus apresentam como principais fatores de
viruléncia: a presenga da cépsula, producdo de melanina, capacidade de sobreviver em
macrofagos, termotolerancia e secrecdo de enzimas, como proteases, lipases e ureases
(Almeida; Wolf; Casadevall, 2015; Fu et al., 2018; Garcia-Rubio et al., 2020).

A capsula polissacaridica, principal fator de viruléncia desse fungo, € ancorada pela

parede celular, e é a estrutura que tem sido caracterizada com maiores detalhes (Zaragoza,
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2019). E composta de glucanos, quitina, quitosana e glicoproteina; contendo dois tipos
principais de polissacarideos: a glucuronoxilomanana (GXM) (~90%) e a
glucuronoxilogalactomanana (GalGXM) (~7%) (Cherniak; Jones; Reiss, 1988; Gilbert; Lodge;
Specht, 2011; Heiss et al., 2009). A organizacdo da capsula é complexa e, interessantemente,
pode variar em resposta as condi¢fes ambientais. Ela é composta por fibras ramificadas que se
ancoram a parede celular e se interconectam por meio de ligagdes ndo covalentes (Frases et al.,
2009).

O entendimento sobre a sintese das capsulas € de grande relevancia para compreender a
biologia deste patdgeno, muitas das proteinas ai envolvidas séo glicosidases, que desempenham
um papel na conversdo dos diversos aglcares que se unem para formar as fibras de
polissacarideos (Agustinho et al., 2018; Ding et al., 2016; Wang; Li; Doering, 2018). E,
recentemente, mecanismos de sintese da capsula tém sido elucidados, mostrando que a mesma
é produzida no reticulo endoplasmatico e exportada para o citosol em vesiculas pequenas, que
também carregam outros fatores de viruléncia (Nimrichter et al., 2016).

A céapsula ndo é essencial para a sobrevivéncia do fungo; de fato, existem espécies que
carecem dessa estrutura. No entanto, a falta da capsula leva a uma reducéo na viruléncia. Esse
fendmeno pode ser explicado pelo papel crucial da capsula no processo de infeccdo, onde ela
atua inibindo a fagocitose e mascarando os epitopos presentes na membrana celular, resultando
na diminuicdo e/ou atraso da resposta imune (Chang; Kwon-Chung, 1994; Zaragoza, 2019).

Com o objetivo de evadir o sistema imunologico do hospedeiro, a levedura tem a
capacidade de modificar tanto a estrutura quanto o tamanho da cépsula (Zaragoza; Nielsen,
2013). Durante a infeccdo inicial nos pulmdes, as leveduras tém a capacidade de gerar células

an

conhecidas como "células titd", que se destacam por seu tamanho, mais de 100 pm de diametro,
em contraste com as celulas tipicas que apresentam cerca de 5-7 um quando cultivadas in vitro.
Estas células ndo sofrem fagocitose e continuam a dar origem a células-filhas com tamanho
normal, indicando que desempenham um papel estratégico na disseminacdo da levedura e na
sua sobrevivéncia, particularmente em ambientes de estresse dentro do hospedeiro (Hommel et
al., 2018).

Um exemplo desta célula é mostrado na Figura 4, onde temos a imagem de células
originadas de um lavado broncoalveolar de camundongo infectado mostra leveduras de
tamanho tipico, em azul, as quais séo prontamente fagocitadas pelas células mononucleares do
hospedeiro (em cinza). Em vermelho, célula titd de C. neoformans, a qual ndo sofre o processo

de fagocitose pelas células hospedeiras (Zaragoza; Nielsen, 2013).
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Figura 4 - Célula titd de Cryptococcus em um modelo de infeccdo murino

Fonte: Zaragoza; Nielsen (2013).
Nota: Barra =5 pm.

Além da cépsula, a melanina é outro fator de viruléncia que interfere com o sistema
imunolégico do hospedeiro. De forma intrigante, esses dois elementos desempenham um papel
duplo, atuando ndo apenas como fatores de viruléncia, mas também como protetores contra
ataques do sistema imunoldgico (Zaragoza, 2019).

A melanina, sintetizada por diversas espécies de fungos, é um pigmento escuro, de alto
peso molecular, que possui carga negativa, é hidrofobica e insolivel em solugdes aquosas. Ele
é depositado na parede celular fungica, € reconhecido por desempenhar papel protetor contra o
estresse ambiental, contribuindo para sua sobrevivéncia no hospedeiro (Nosanchuk;
Casadevall, 2006; Nosanchuk; Stark; Casadevall, 2015). Diferentemente de outros fungos
negros, presentes no solo, C. neoformans néo produz eumelanina de forma constitutiva, ou seja,
ndo a produz continuamente. Em vez disso, ele sintetiza eumelanina somente na presenca de
substratos especificos, como a 3,4-dihidroxifenilalanina (DOPA) e outros compostos di ou
polifendlicos, mostrando que esta producéo € ativada quando ele encontra esses substratos em
seu ambiente (Kwon-Chung et al., 2014).

Como ilustrado na Figura 5, a melanizagéo de C. neoformans depende de uma enzima,
a difenol oxidase, codificada por dois genes, Lacl e Lac2, sendo LACL1 a principal proteina
envolvida na producdo deste pigmento, mutantes lacl e lac2 falham em produzir quantidade
significativa de melanina (Pukkila-Worley et al., 2005).

A producdo de melanina aumenta a resisténcia do Cryptococcus a danos ambientais,
como temperaturas extremas, radiacdo ionizante (pois absorve a radiacdo eletromagnética) e

toxinas, além de poder se ligar e diminuir a acdo dos antifungicos, como anfotericina B
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(Cordero et al, 2018; Martinez; Casadevall, 2006; Nosanchuk; Casadevall, 2006; Wang;
Casadevall, 1994) também pode alterar a producdo de citocina do hospedeiro, e atuar
protegendo contra macréfagos (Mednick; Nosanchuk; Casadevall, 2005). O papel da melanina,
como fator de viruléncia, foi elucidado através de pesquisas sobre particulas de melanina, sendo
observado que, 0s camundongos que receberam o pigmento purificado do Cryptococcus
desenvolveram granulomas no baco, pulmao e figado indicando respostas pré-inflamatdrias que

modificam a resposta imunoldgica do hospedeiro (Rosas et al., 2002).

Figura 5 - Melanizagéo de C. neoformans
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Fonte: Adaptado de Pukkila-Worley et al. (2005).

Outro fator fundamental na patogénese de C. neoformans e C. gattii € a capacidade de
se adaptar a temperatura corporal do hospedeiro, uma das caracteristicas que difere o fungo
ambiental dos fungos patogénicos. Estes tém a capacidade de se reproduzir a 37°C, e esta
adaptacdo é fundamental para que se tornem patégenos em hospedeiros imunossuprimidos
(Bergman; Casadevall, 2010). O processo de adaptacdo ao crescimento em temperaturas mais
elevadas envolve uma série de respostas, como a ativacdo de sistemas antioxidantes, a
acumulacdo de trealose e o engajamento de diferentes vias de sinalizagdo (Zaragoza, 2019).

C. neoformans produz algumas enzimas de degradacdo, consideradas fatores de
viruléncia, como a urease e fosfolipase e estas desempenham um papel crucial na doenca
criptococécica (Chayakulkeeree et al., 2011; Singh et al. 2013).A atividade da urease
criptocécica é necesséria para a disseminagdo do fungo no pulméo, além de ser responsavel

pela capacidade do fungo atravessar a barreira hematoencefalica, aumentando o nimero de
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leveduras dentro dos microcapilares (Olszewski et al. 2004; Osterholzer et al. 2009, Fu et al.,
2018). Um estudo mostrou que a urease é importante para o crescimento do Cryptococcus e
apresentando uma atividade maior, a 37°C mesmo sob restricdo de nutrientes. Células
deficientes em urease apresentaram alto niveis de ureia intracelular, além de maior atividade da
arginase, que poderia estar fornecendo ureia endégena (Toplis et al., 2020).

Outro fator que contribui para a viruléncia de Cryptococcus spp. € a sua capacidade de
formar biofilmes, matrizes poliméricas que atuam como uma espécie de escudo protetor para
as células fangicas. Do ponto de vista clinico, uma das fungdes mais significativas da matriz
extracelular do biofilme é criar uma barreira fisica que separa as células do biofilme do seu
entorno (Martinez; Casadeval, 2007; Carmo et al., 2022). Essas comunidades podem aderir a
superficies bioticas ou abidticas, protegendo a levedura dos farmacos antifingicos e do sistema
imunoldgico do hospedeiro (Ramage; Williams, 2013) e pode afetar dispositivos médicos
(Benaducci et al., 2016). Estudo com modelo invertebrado, Galeria mellonella, mostrou que as
células do biofilme de Cryptococcus spp. sdo mais virulentas que as células planctdnicas e
expressam genes de viruléncia, como LAC1, UREL e CAP59, relacionados a lacase, urease e
capsula polisacaridica, respectivamente (Benaducci et al., 2016).

O conhecimento dos elementos que desempenham um papel crucial na viruléncia do
Cryptococcus spp. € de grande relevancia, ndo apenas para a compreensao da criptococose, mas
também para a pesquisa e desenvolvimento de terapias inovadoras e eficazes para o tratamento

da doenca.

2.2.3 Epidemiologia

A criptococose é uma infec¢do flngica sistémica, cosmopolita e endémica no nordeste
do Brasil, Paraguai, México, Australia, india, Sudeste Asiatico, Europa, Califérnia (Estados
Unidos) e varios paises africanos. No inicio, acreditava-se que a infec¢do acontecia somente
em individuos imunossuprimidos, mas um episdédio que ficou conhecido como “surto de
Vancouver” ocorrido nos Estados Unidos e Canada evidenciou a capacidade de certas linhagens
do fungo de atuarem como patdgenos primarios (Fraser et al., 2005; May et al., 2016). E,
mesmo sendo uma doenca disseminada, sua epidemiologia ainda ndo é amplamente
compreendida (Rhodes et al., 2017).

O complexo C. neoformans complexo é o principal patdgeno em todo o mundo, € a

maioria das infeccbes é causada por C. neoformans var. grubii, que corresponde aos subtipos
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moleculares, VNI, VNII, VNBI, VNBII e VNIII (Figura 6). A doenca causada por C.
neoformans var. neoformans, correspondente subtipo VNIV, é mais prevalente na Europa,
representando aproximadamente um terco dos casos (Howard-Jones et al., 2022).

Enquanto isso, o complexo C. gattii € responsavel por uma significativa parcela das
infecgBes por criptococose em determinados paises, como Australia, Papua Nova Guiné, EUA
e Canada. Estas espécies sdo comumente encontradas em arvores como eucaliptos e outras trés
espeécies nativas da regido Noroeste do Pacifico, que sdo consideradas reservatorios naturais
(Saidykhan; Onyishi; May, 2022). No passado, acreditava-se que o C. gattii estava limitado a
areas subtropicais e tropicais, porém, sua distribuicdo atual é mais abrangente, e as limitacGes
geogréficas relatadas eram, em parte, devido a falta de diferenciacdo de espécies (Bielska; May,
2015).

O numero de infeccBes causados por espécies diversas daquelas constantes dos
complexos C. gattii e C neoformans tem aumentado, nas ultimas quatro décadas, com destaque
para C. laurentii e C. albidus, que respondem juntas por 80% dos casos registrados de
criptococose. E mais, outras espécies como C. curvatus, C. humicolus e C. uniguttulatus
também tém sido associadas a infec¢fes oportunistas em seres humanos, e a imunossupressao
se mostra como o fator de risco mais preponderante para a aquisicdo desses patdgenos
(Ragupathi; Reyna, 2015).

A criptococose ndo possui predisposi¢ao por sexo ou raga, contudo, estudos revelam
uma incidéncia maior em homens, entre 30 e 60 anos, sendo muito raro 0 acometimento em
criancas. Entretanto, ha pesquisas que relatam alta frequéncia da doenca nesta faixa etaria nas
regides Norte e Nordeste do pais, acreditando ser um fator ligado a desnutricdo ou ao
imunocomprometimento das criangas, mas, de forma controversa, também foi relatada em
paises desenvolvidos, como Australia (Firacative et al., 2018; Grimshaw et al., 2019; Severo et
al., 2009).

Em todo o mundo, séo relatados entre 200.000 e 300.000 novos casos de criptococose
relacionada ao HIV anualmente, resultando em cerca de 180.000 obitos, e o principal
responsavel sdo espécies do complexo C. neoformans (Rajasingham et al., 2017). Estima-se
gue 181.100 mortes relacionadas ao HIV tenham sido causadas pela meningite criptocdcica,
representando 15% das mortes totais associadas a AIDS. Os sobreviventes da meningite
criptocécica enfrentam um risco significativo de morbidade a longo prazo, incluindo

deficiéncias cognitivas e auditivas (Pasquier et al., 2018).
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Embora a incidéncia de meningite criptocdcica associada ao HIV tenha diminuido em
paises com acesso crescente a terapia antirretroviral (TAR), em 2014, houve uma estimativa
global de 223.100 casos de meningite criptocdcica em pacientes com HIV. A maior parte desses
casos (73%) ocorreu na Africa Subsaariana, totalizando 162.500 casos. A América Latina
registrou o terceiro maior numero de casos anuais, totalizando 5.300. Brasil e Colémbia
apresentaram as incidéncias mais altas, com 1.001 a 2.500 casos, seguidos pela Argentina e
México, com 501 a 1.000 casos (Maziarz; Perfect, 2016; Rajasingham et al., 2017).

Importante ressaltar que a frequéncia de casos de criptococose em individuos nao
infectados pelo HIV e nédo transplantados tem aumentado, possivelmente devido ao uso de
terapias imunomoduladoras (Deming et al., 2019).

Figura 6 - Distribuicdo geografica dos complexos C. gattii e C. neoformans.

Complexo C. neofromans  KVNI &VNII “ VNIl BVNIV A S

Complexo C. gattii VGI ®VGII * VGIII 5 VGIV

Fonte: Adaptado de Howard-Jones et al. (2022).

O complexo C. neoformans é o mais prevalente globalmente, com a maioria das
infeccbes atribuidas & variante C. neoformans var. grubii (serotipo A). Essa infeccdo €
frequentemente relacionada a exposicdo ocasional ao excremento de aves, como pombos e
galinhas, embora também tenha sido associada a matéria organica em decomposi¢éo, produtos

lacteos e solo (Emmons, 1995; Howard-Jones et al., 2022).
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H& uma certa escassez de dados relacionados a prevaléncia da criptococose na América
Latina. No entanto, alguns estudos mostram a situa¢do, isoladamente, em alguns paises, como
por exemplo, no México a criptococose foi o patdgeno mais comum (10% prevaléncia),
causando meningoencefalite (Angulo; Escorza; Gonzalez, 2005); e C. neoformans foi o
segundo fungo mais prevalente (21%) encontrado causando fungemia em pacientes
imunossuprimidos (Gaona-Flores et al., 2016). Na Venezuela, um levantamento sobre micoses
endémicas mostrou a criptococose em 3° lugar, sendo superada apenas pela histoplasmose (1°)
e pela paracoccidioidomicose (2°), entretanto, quando se avaliou o percentual em pacientes
HIV™, ela subiu para o segundo lugar (Revidkina et al., 2007). E, uma pesquisa nacional
realizada na Argentina identificou a criptococose como a segunda doenga fungica invasiva mais
comum, com uma prevaléncia de 20%, sendo superada apenas pela fungemia causada por
Candida spp. (Davel; Canteros, 2007).

Na Colombia, num estudo com pacientes com HIV/AIDS, a criptococose foi a doenca
oportunista mais prevalente com prevaléncia de 76% (Castro-Jiménez et al. 2011). Em todo o
pais, entre as infeccdes oportunistas que afetam o SNC nestes pacientes, a criptococose se
posiciona como a segunda mais frequente, atrds da toxoplasmose (Lizarazo et al., 2006;
Lozano; Manrique, 2007; Mantilla; Céardenas, 2009, Firacative et al., 2018).

No Brasil, a criptococose emergiu como uma das infeccdes fingicas com alta letalidade
para individuos com HIV (Nunes et al., 2018). Embora inimeros estudos tenham investigado
a meningite criptocdcica em todo o mundo, poucas pesquisas foram realizadas levando-se em
conta todo o territorio brasileiro, comumente, observamos estudos a partir de centros de
referéncia, por estados. Um estudo, avaliando os casos ocorridos em uma década, mostrou uma
média anual de 0,45 casos de criptococose meningea por 100.000 habitantes na populacdo em
geral no estado do Rio de Janeiro (Leimann; Koifman, 2008).

Estudos realizados sobre prevaléncia de gendtipos, entre 2004 e 2020, em 12 estados
brasileiros, que analisou as amostras clinicas de 1.204 pacientes, imunocomprometidos ou nao,
mostrou que 80,07% das amostras correspondiam a C. neoformans VNI, 5,73% a C.
neoformans VVNII, 0,17% a C. neoformans VNIV e 0,33% a C. neoformans VNB. No caso de
C. gattii, a prevaléncia foi de 0,42% para VGI, 12,79% para VGII e 0,50% para VGIII (Carmo
etal., 2022).

C. gattii geralmente afeta individuos imunocompetentes e é endémico nas regides Norte
e Nordeste do Brasil, afetando criancas, adolescentes e adultos jovens (Alves et al., 2016; Chen;

Meyer; Sorrell, 2014). A criptococose priméria estd principalmente relacionada ao genotipo
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VGII nas regides Norte e Nordeste do Brasil. Esse genotipo também est4 associado a uma parte
significativa dos casos de criptococose infantil em estados como Amazonas, Para, Piaui e
Maranh&o (Santos et al., 2008; Martins et al., 2011). A alta incidéncia de meningite criptocécica
em criancas que ndo sdo portadoras do HIV nas regides Norte e Nordeste do Brasil sugere que
essa infeccdo ocorre nos estagios iniciais da vida nessas areas (Souto et al., 2016).

As regides Sul e Sudeste mostram infecges esporadicas por C. gattii (Pinto Junior et
al., 2010). Um estudo de coorte retrospectiva, num hospital de alta complexidade no sul do
Brasil, entre os anos de 2009 a 2016, avaliando setenta e nove casos de meningite criptocdcica,
mostrou que o exame do liquido cefalorraquidiano (LCR) de 96% dos pacientes foi positiva
para C. neoformans. E, a condi¢cdo mais comumente encontrada foi o HIV/AIDS, seguida por
transplantes de érgdos, as manifestacdes clinicas mais comuns foram, febre, nausea, vomito,

dor de cabeca e alteracdo do estado mental (Azambuja et al., 2018).

2.2.4 Manifestac0es clinicas

As manifestacdes mais frequentes da infeccdo por Cryptococcus spp ocorrem no sistema
nervoso central e no trato respiratorio inferior, mas pode se espalhar para outros 6rgaos.
Considerando os desfechos desfavoraveis que podem estar associados a um diagndstico tardio,
é essencial estar atento e avaliar casos atipicos de criptococose, independentemente do estado
imunoldgico do paciente (Gushiken; Saharia; Baddley, 2021).

Tempos atrés, acreditava-se que as manifestacfes da criptococose eram semelhantes nas
infeccbes causadas pelos dois complexos, C. neoformans e C. gattii, porém, o surto de
Vancouver desafiou essa premissa (Zavala; Baddley, 2020). As pessoas imunocompetentes,
infectadas pelo C. gattii, € mais provavel que desenvolvam massas inflamatorias proeminentes
(criptococomas), frequentemente resultando em sequelas neuroldgicas que necessitam de
intervencdo cirurgica ou tratamento antifungico prolongado (Chayakulkeeree; Perfect, 2006;
Speed; Dunt, 1995). A doenca se manifesta de forma diversa nos individuos imunossuprimidos,
quando C. neoformans se associa ao HIV (Perfect; Casadevall, 2002). Esta associacgéo resulta
em maior envolvimento do sistema nervoso central e extrapulmonar, maior taxa de resultados
positivos nos testes de Nanquim, culturas sanguineas positivas e menor nimero de células
inflamatdrias no liquido cefalorraquidiano. Esses resultados clinicos sugerem que pacientes
infectados pelo HIV apresentam uma alta carga fungica e rea¢Ges inflamatdrias deficientes no

local da infeccdo, e uma apresentacdo semelhante pode potencialmente ocorrer em um
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hospedeiro imunocomprometido devido a outras causas (Chayakulkeeree; Perfect, 2006;
Perfect et al., 2010).

A manifestacdo clinica mais comum da criptococose envolve uma infec¢do do SNC,
geralmente na forma de meningite criptocécica (CM). Os pacientes com este tipo de infeccao
podem apresentar diversos de sintomas inespecificos, incluindo dores de cabega, nauseas,
vomitos, mal-estar, alterages no estado mental e febre. O aumento da presséo intracraniana
(PIC), a invasdo dos nervos cranianos pelo fungo e a formacdo de lesdes cerebrais
(criptococomas) podem resultar em disfuncdo neuroldgica e sintomas associados (Maziarz;
Perfect, 2016; Gassiep et al., 2018). Convulsdes, frequentemente reflexo do aumento da PIC
ou dos criptococomas, tendem a surgir em fases posteriores da doenca, e € uma caracteristica
marcante da MC, podendo resultar em complicacdes graves, como hidrocefalia, perda de visao,
surdez ou mesmo obito (Baddley; Forrest, 2019). Avaliar a presenca de hidrocefalia relacionada
ao aumento da PIC ou a presenca de possiveis criptococomas atraveés da tomografia
computadorizada (TC) é importante no diagnostico e acompanhamento dos pacientes (Zavala;
Baddley, 2020).

A infeccdo pulmonar, observada em até 50% dos pacientes com criptococose, € mais
comum em pacientes infectados com C. gattii, sendo que este tende a provocar doenca
pulmonar mais grave em comparagdo com C. neoformans. As manifesta¢des incluem desde a
colonizacdo das vias aéreas, que pode ser assintomatica, até o desenvolvimento de nodulos
pulmonares e pneumonia, incluindo a sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA). Os
sintomas sdo inespecificos e podem incluir febre, tosse, dispneia, sudorese noturna, mal-estar,
dor no peito e, ocasionalmente, hemoptise, e sdo mais frequentes nos pacientes
imunocomprometidos (Setianingrum; Rautemaa-Richardson; Denning, 2019; Wang et al.,
2017; Zavala; Baddley, 2020). Em pacientes imunocompetentes, a doenca geralmente
permanece localizada nos pulmoes e frequentemente se resolve sem a necessidade de terapia
antifingica (Chang et al., 2006; Lomes et al., 2016; Wang et al., 2017).

Apesar de ser incomum, a criptococose grave com disseminacao e desenvolvimento da
MC a partir de uma infeccdo assintomatica tem sido descrita na literatura. Numa analise
retrospectiva com pacientes diagnosticados com criptococose pulmonar, aqueles que também
tinham a doenca extrapulmonar tinham maior probabilidade de possuir condigdes subjacentes,
como cirrose, e de relatar sintomas como dor de cabeca, perda de peso, febre, alteracdes no
estado mental ou uso de altas doses de corticoides em compara¢do com 0S pacientes que

apresentavam apenas doenga pulmonar localizada (Baddley et al., 2008).
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A infeccéo criptococica pode afetar uma variedade de tecidos, incluindo a pele e os
tecidos moles, prostata, figado, rim, ossos e articulagdes (Lanternier et al., 2007; Siddiqui;
Zamani; Parada, 2005). A manifestacdo cutanea, o terceiro local mais comum de infeccdo, pode
ser categorizada como primaria (inoculacdo direta de Cryptococcus por meio de lesédo
traumética) ou secundaria (decorrente de disseminacdo hematogénica). Individuos com
infecgdo priméria sdo mais velhos, residem em &reas rurais, praticam atividades ao ar livre, tém
contato com fezes de passaros e costumam ndo apresentar comorbidades. Nestes casos, esta
lesdo se apresenta como uma Unica lesdo cutanea, semelhante a um panaricio (Shelburne 111 et
al., 2005). Apesar de haver casos de infeccdo cutanea primaria, a maioria das infeccGes cutaneas
ocorrem em pacientes imunossuprimidos, como uma manifestagdo secundaria de doenga
disseminada. Estas manifestacdes cutaneas abrangem uma variedade de lesGes, como placas,
Ulceras, celulite, abcessos, pustulas, papulas umbilicadas, bolhas e nédulos (Du et al., 2015;
Noguchi et al., 2019). A maioria destas lesGes é localizada nas extremidades inferiores e muitas
vezes esta associada a doencas do sistema nervoso central (Sun et al., 2010).

A criptococose do SNC pode ocasionar manifestagdes oculares relacionadas a PIC
elevada ou a atrofia primaria do nervo éptico causada pela invasao direta do fungo (Goldberg
et al., 2005). A criptococose prostatica é rara e ocorre durante uma infeccdo disseminada; ela
geralmente ndo causa sintomas, mas, em alguns casos, pode levar a problemas como disria ou
uropatia obstrutiva (Wada et al., 2008).

E crucial reconhecer a capacidade de disseminacéo da infecgo criptocdcica para que se
possa, corretamente, e em menor tempo, diagnosticar as apresentacées atipicas. A criptococose
pode afetar varias partes do corpo por meio da disseminagdo hematogénica. E, sdo poucos 0s
casos conhecidos de envolvimento urogenital, lesdes oculares (particularmente comuns em
pacientes com MC) e lesBes 0sseas, embora estas Ultimas ocorram em menos de 10% das formas
disseminadas da doenca (Mitchell; Perfect, 1995; Medaris et al., 2016).

2.2.5 Tratamento

A escolha do tratamento da criptococose deve levar em conta o estado imunolégico do
paciente e as manifestacdes clinicas apresentadas, tais como a localizagcdo da infeccédo e a
gravidade da doenca (Baddley; Forrest, 2019). Nos pacientes com acometimento do SNC, o

tratamento objetiva eliminar ou controlar a infeccdo, baixar a PIC e prevenir sequelas
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neuroldgicas a longo prazo. Para os pacientes com doenca pulmonar, o objetivo é a erradicar a
doenca e prevenir a disseminacdo para o SNC (Saag et al., 2000; Shoham et al., 2005).

Atualmente, ha um limitado nimero de farmacos disponiveis para o tratamento desta
doenca, com diferentes mecanismos de acéo e alcances terapéuticos. Os mais frequentemente
empregados incluem a anfotericina B (AmB), os antifingicos azolicos e a 5-flucitosina. Em
certos grupos de pacientes, a preparacao lipidica de AmB ¢ preferivel devido a reducéo de sua
nefrotoxicidade. Para prevenir os efeitos adversos da 5-flucitosina, incluindo supressdo da
medula éssea e nefrotoxicidade, é essencial o monitoramento e manutencdo dos niveis dentro
do padrdo de seguranca. (Baddour; Perfect; Ostrosky-Zeichner, 2005; Pappas et al., 2001;
Schwartz et al., 2018; Williamson et al., 2017).

A maioria dos antifungicos disponiveis no mercado e utilizados na préatica clinica esta
relacionada a enzima 14-a-demetilase (Ergll), para atuar na inibicdo da biossintese do
ergosterol, que é o principal esteroide presente nas membranas celulares dos fungos (Shapiro;
Robbins; Cowen, 2011). No entanto, o éxito de um ensaio clinico de fase Il que avaliou a
eficacia da combinacédo de anfotericina B e 5-flucitosina levou a OMS a revisar e atualizar suas
diretrizes para o tratamento da criptococose em pacientes portadores do virus HIV (Molloy et
al., 2018; WHO, 2018).

O tratamento da MC ¢ estruturado em trés fases distintas: (1) inducéo, (2) consolidacdo
e (3) manutencdo dos regimes terapéuticos antifingicos. Conforme as diretrizes de 2018 da
OMS para o tratamento da criptococose em pacientes HIV*, a fase de inducdo consiste em uma
semana de tratamento com AmB (1,0 mg/kg por dia) e 5-flucitosina (100 mg/kg por dia,
divididos em quatro doses diarias), seguida por uma semana de fluconazol (1200 mg/dia para
adultos e 12 mg/kg por dia para criancas e adolescentes, até uma dose maxima de 800 mg/dia).
A fase de consolidacdo abrange um periodo de 8 semanas com fluconazol (800 mg/dia para
adultos e 6-12 mg/kg por dia para criangas e adolescentes, até uma dose maxima de 800 mg/dia)
apos a concluséo da fase de indugéo. Por fim, a fase de manutencao envolve o uso continuo de
fluconazol (200 mg/dia para adultos e 6 mg/kg por dia para adolescentes e criancas) até que
ocorra a reconstituicdo imunolégica (WHO, 2018).

No ano de 2022, as recomendag0es do Grupo de Desenvolvimento de Diretrizes da OMS
sofreram uma reviséo, resultando em um novo protocolo de tratamento que enfatiza o uso de
doses elevadas de anfotericina B lipossomal, combinadas com 5-flucitosina e fluconazol por 14
dias, como a opcdo de terapia de inducdo preferencial para o tratamento da criptococose (WHO,

2022). E essencial destacar que essa atualizagio do protocolo amplia o desafio relacionado ao
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acesso a tratamentos, um problema ja agravado pela disponibilidade limitada e pelo alto custo
da 5-flucitosina, que frequentemente ndo esta acessivel em paises com recursos financeiros
limitados (Zhao et al., 2023).

A AmB, um exemplo de polieno, foi o primeiro agente antifingico desenvolvido para
combater infecges fungicas sistémicas e exibe atividade fungicida, através da formacao de
poros na membrana fangica (Ellis, 2002; Ferreira et al., 2013; Gray, 2012; Oura; Sternberg;
Wright, 1955).A resisténcia a AmB por parte do C. neoformans é raramente documentada,
embora a deteccdo eficaz de tal resisténcia possa ser uma tarefa desafiadora, e a verdadeira
extensdo da resisténcia ao fa&rmaco ainda ndo é completamente compreendida (Ellis, 2002;
Moore et al., 2000; Rex et al., 2001). Alguns isolados de Cryptococcus demonstraram
sensibilidade reduzida a AmB (Arechavala et al., 2009; Khyriem; Sujatha; Parija, 2006;
Lozano-Chiu et al., 1998), mas 0os mecanismos subjacentes a essas alteracdes permanecem em
grande parte desconhecidos. Foi identificado que mutacdes no esterol A8-7 isomerase,
envolvida na biossintese do ergosterol, podem levar a resisténcia da AmB em C. neoformans
(Khyriem; Sujatha; Parija, 2006; Lozano-Chiu et al., 1998). Curiosamente, também foram
observados isolados resistentes a AmB sem evidéncia de modificacbes na biossintese de
ergosterol, o que sugere a existéncia de mecanismos alternativos de resisténcia a esse
antifungico no C. neoformans (Sangalli-Leite et al., 2011).

A 5-flucitosina, originalmente desenvolvida em 1957, surgiu como uma substancia
guimica potente com aplicac@es tanto antibacteriana como antitumoral. Sendo um pré-farmaco,
a flucitosina é transportada para o interior das células por meio da citosina permease Fcy2. Sua
funcionalidade depende da conversdo em 5-fluorouracila, um processo que envolve a acdo da
citosina desaminase Fcyl e os metabolitos resultantes levando & inibi¢éo da sintese de DNA e
RNA (Vermes; Guchelaar; Dankert, 2000). A resisténcia a flucitosina é um obstaculo que limita
seu uso como monoterapia em infecgdes fangicas, tornando a combinagdo com anfotericina B
a abordagem preferencial de tratamento inicial para infec¢des criptocdccicas (Schwarz et al.,
2007; WHO, 2022). Apesar de termos uma compreensdo aprofundada da resisténcia a
flucitosina em Candida spp. (McManus et al., 2009; Papon et al., 2007), ha uma lacuna
significativa na investigagdo da resisténcia em C. neoformans. Relatos demonstraram que
mutacdes sem sentido no gene MSH2, que codifica a proteina de reparo de DNA, podem
conferir resisténcia a flucitosina em isolados clinicos de C. neoformans (Rhodes et al., 2017).
Billmyre e colaboradores (2020) realizaram um estudo mostrando como defeitos no reparo de

incompatibilidades de DNA podem acelerar o desenvolvimento de resisténcia a flucitosina em
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C. deuterogattii, uma espécie relacionada ao C. neoformans. Os resultados desse trabalho
também evidenciaram o papel da mutagénese por transposon na aquisicdo de resisténcia a
flucitosina durante a transi¢cdo do ambiente para o hospedeiro em C. neoformans (GUSA et al.,
2020).

O fluconazol, frequentemente empregado como o principal agente antifingico no
tratamento de infecgdes criptocdcica, possui acao na biossintese do ergosterol, um componente
essencial das membranas celulares fungicas, por meio da interacdo com a enzima esterol 14-
desmetilase, também conhecida como citocromo P450 (Ergll ou Cyp51). Esse processo
culmina na perturbacdo da integridade da membrana celular do fungo (Pasko; Piscitelli; Van
Slooten, 1990). A heterorresisténcia ao fluconazol e outros az6is, um fenémeno clinicamente
comum, tem um papel significativo na recaida da criptococose durante a terapia de manutencgéo
com fluconazol (Rhodes et al., 2017, Stone et al., 2019). C. neoformans exibe resisténcia inata
ao fluconazol (Sionov et al., 2009), principalmente, devido a duplicacBes transitdrias de
cromossomo 1, que abriga os genes ERG11 e AFR1, sendo este o evento inicial observado em
niveis de fluconazol acima do valor do CIM (Sionov et al., 2010, Sionov; Chang; Kwon-Chung,
2013). Entretanto, essas duplicacdes cromossémicas ou aneuploidias podem ser facilmente
perdidas na auséncia do agente antifingico (Sionov et al., 2010). Mutacfes no gene ERG11
também foram associadas a resisténcia ao fluconazol em C. neoformans (Gago et al., 2016).

Por fim, deve-se ressaltar que triaz6is de nova geracao, desenvolvidos a partir do
fluconazol e itraconazol, como voriconazol, posaconazol e isavuconazol tém demonstrado
atividades mais eficazes contra patogenos fangicos emergentes e resistentes (Peyton;
Gallagher; Hashemzadeh, 2015). Esses triazois de nova geragdo foram avaliados no tratamento
de aspergilose e candidiase invasiva, sinalizando implica¢fes clinicas promissoras para o
tratamento da MC (Jovi¢ et al., 2019).

2.3 PLANTAS MEDICINAIS

Os produtos naturais desempenharam um papel crucial na histéria da pesquisa e
desenvolvimento de farmacos e constituiram a base da maioria dos remedios primitivos. Essas
substancias de origem natural tém se revelado uma fonte inestimavel de novos tratamentos para
diversas doencas graves, muitas das quais ainda carecem de terapias eficazes (Watkins et al.,
2015). A natureza tem consistentemente fornecido um reservatorio de Candidatos a farmacos

e permitindo a busca continua por compostos lideres (Chopra; Dhingra, 2021).
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No passado, a etnofarmacologia desempenhou um papel fundamental na origem de
farmacos e medicamentos a base de plantas, com o conhecimento sendo acumulado ao longo
dos tempos (Swerdlow, 2000). A consequéncia desta busca pelo homem é que, hoje em dia,
produtos naturais derivados de plantas nativas sdo amplamente utilizados por boa parte da
populagéo em diversas opcdes terapéuticas, abrangendo uma ampla gama de patologias, que
vao desde infec¢des até doencas cronicas (Verpoorte, 2000). Ainda hoje, os produtos naturais
se mantém como uma fonte valiosa de potenciais farmacos e sdo muito utilizados na industria
farmacéutica (Newman; Cragg; Snader, 2003).

As plantas medicinais sdo caracterizadas pela presenca de compostos ativos, que podem
ser constituidos por uma Unica substancia ou por um complexo fitoterdpico (Mianaet al., 2015).
O uso destas plantas tem sido os mais diversos, comecando com preparacGes caseiras e
evoluindo para uso industrial, com isolamento de moléculas com algum tipo de acdo
farmacoldgica (Lorenzi, 2008). Desta forma, a natureza exibe um extraordinario potencial de
compostos bioativos, alguns deles representados na Figura 7.

No mundo, existem cerca de 250.000 espécies de plantas, embora apenas cerca de 10%
tenham sua composi¢do quimica e potencial biolégico conhecidos. O Brasil, por sua vez, abriga
uma flora excepcionalmente rica, com uma estimativa de cerca de 50 mil espécies de plantas,
das quais 43% sdo encontradas exclusivamente neste pais. Esse numero representa
aproximadamente 20% da biodiversidade global de espécies vegetais (Souza et al., 2021b).

A utilizacdo de plantas medicinais para tratar uma variedade de doengas possui uma rica
histéria entre a populacdo brasileira. Essa pratica é resultado da influéncia das culturas
indigenas, africanas e europeias, que, ao longo do tempo, moldaram os fundamentos da
medicina popular no Brasil, e 0 conhecimento € passado de geracdo em geracdo (Brandéo et
al., 2009).
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Figura 7 - Constituintes bioativos da natureza e seu potencial farmacoldgico.
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Fonte: Adaptado de Chopra; Dhingra (2021).

Plantas fornecem substancias bioativas utilizadas desde a antiguidade para tratar um
grande nimero de doencas. Pequenas alteraces em suas estruturas quimicas podem contribuir
para aprimorar sua eficacia no tratamento de outros problemas ou doencas potencialmente fatais
(Carvalho et al., 2018). Portanto, pode-se afirmar que modificacbes da estrutura de um
fitocomposto em busca de uma molécula lider aprimorada pode ser muito Util para a industria
farmacéutica no contexto da pesquisa e desenvolvimento de farmacos (Dutra et al., 2016).

Em 2009, o Ministério da Salde estabeleceu uma relacdo de Plantas Medicinais de
Interesse para o SUS (Sistema Unico de Satide), conhecida como Renisus, tem como propdsito
direcionar e fortalecer a pesquisa relacionada as espécies nela mencionadas, especialmente, as
de origem nativa. Hoje, sdo relacionadas 71 espécies, incluindo exemplos como Bauhinia
forficata Link, Equisetum arvense L. e Maytenu silicifolia Mart. Ex Reissek e Anacardium
occidentale (Brasil, 2016). Muitas plantas medicinais, quer estejam elencadas na lista Renisus
ou ndo, sdo empregadas na medicina tradicional brasileira devido as suas potenciais
propriedades antimicrobianas, como Myracrodruon urundeuva (Hacioglu; Oyardi; Kirinti,
2021; Ndhlala et al, 2015; Nonato et al, 2018; Pai et al, 2010; Pires et al., 2019; Sachivkina;
Podoprigora; Bokov, 2021; Sangalli et al., 2018).
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No caso de doencas fungicas, os compostos naturais, extraidos de plantas nativas do
Brasil, se tornam uma opgao que pode além de diminuir os efeitos adversos do tratamento, ser
uma alternativa de menor custo para a saude publica e, ainda, contornar o crescente problema

da resisténcia aos medicamentos hoje disponiveis (Zida et al., 2017).

2.3.1 Familia Anacardiaceae

A familia Anacardiaceae possui, aproximadamente, 77 géneros e cerca de 700 espécies,
distribuidas em regides tropicais, subtropicais e temperadas (Tianlu; Barfod, 2008). Um deles,
0 género Anacardium, inclui plantas que podem viver de 30 a 40 anos, crescendo em uma
variedade de tipos de solo, incluindo solos pedregosos, arenosos, argilosos e pesados, desde
que esses solos sejam bem drenados (Adewale et al., 2013). No entanto, ela ndo consegue se
desenvolver em solos que sejam muito pobres em nutrientes e cresce melhor em locais com
estacdo de seca bem definida, de 3 a 4 meses (Akinwale; Olubamiwa; Ajav, 2001; Desai, 2008).
Outro género presente nesta familia € o Myracrodruon (sinonimia de Astronium), que também
tem sido bastante utilizado na medicina popular, para tratar alergias, inflamacao, diarreia e
Ulceras, e com pesquisas que demonstrando resultados positivos em diversas atividades
farmacoldgicas (Silva et al., 2011; Resende et al., 2015).

E importante notar que essas plantas tendem a ter um crescimento limitado em éreas
onde o solo é particularmente pesado, predominantemente argiloso ou excessivamente
encharcado com salinidade (Tamuno; Onyedikachi, 2015). Com flores hermafroditas, a

polinizacdo pode ser feita por insetos ou pelo vento (Adejumo; Otuonye, 2002).

2.3.1.1 Anacardium occidentale

O género Anacardium é representado por cerca de 20 espécies, encontradas em regides
tropicais (The Plant List, 2013) e com diferentes usos etnomedicinais. Dentre os diversos efeitos
bioativos das plantas deste género destacam-se suas atividades antioxidantes, antimicrobianas
e anticancerigenas, esta Ultima tem recebido muita atengdo, e, 0s metabolitos responsaveis por
estas acOes estdo em diversas partes da planta: folhas, frutos, cascas e brotos (Salehi et al.,
2020). Anacardium humile tem sido utilizado como purgante, antiemético, diurético (Siracusa
et al., 2020), Anacardium giganteum para tratar diarreia, inflamacéo e até mesmo hemorragia
(Castro et al., 2011; Costa et al., 2021; Coutinho; Travassos; Amaral, 2002) e Anacardium
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microcarpum, o cajui, tem mostrado atividade antioxidante, citotoxica e antibacteriana
(Barbosa Filho et al., 2015).

Anacardium occidentale, conhecida como cajueiro (Figura 8), é registrada como espécie
medicinal no RENISUS e, devido a sua elevada versatilidade vem sendo muito utilizada em
alguns lugares do mundo e também no Brasil, 0 que a tornou a espécie mais cultivada e utilizada
deste género (Baptista et al., 2018).

Figura 8 - Arvore (A), casca (B) e fruto (C) de Anacardium occidentale.

Fonte: Serrano; Vidal Neto; Melo (2012).

Preparacdes fitoterapicas tradicionais com cascas de A. occidentale (Sika et al., 2013)
tém sido utilizadas popularmente para tratar hemorroidas e diarreia grave (Stasi; Hiruma-Lima,
2002) alem de doencas reumaticas (Rufino et al., 2010). A infusdo com cascas de A. occidentale
é indicada no Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira para tratamento de diarreia
leve ndo infecciosa (Brasil, 2023).

Nas cascas do cajueiro ja foram encontrados diversos metabolitos secundarios, dentre
eles flavonoides, taninos, cumarinas, triterpenos e acidos fendlicos (Barbosa Filho et al, 2015;
Encarnacéo et al., 2016; Ojezele; Agunbiade, 2013).

Entre as infecgOes tratadas com cascas de A. occidentale, encontra-se a candidiase oral
(inflamacdo da garganta, gengivas doloridas, afta) e vulvovaginal (inflamagdo dos érgdos
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femininos). Além disso, as cascas sdo utilizadas na medicina tradicional para tratar outras
condigdes infecciosas e inflamatorias, geralmente encontradas na criptococose, como encefalite
e pneumonia (Arendrup; Patterson, 2017; Bitu et al., 2015; Albuquerque et al., 2007; Diatta et
al., 2019; Salehi et al., 2020; Silva et al., 2020; Vieira et al., 2014).

Estudos feitos com plantas nativas selecionadas a partir de indicagdes populares,
mostrou que o0s extratos hidroetandlicos bruto de A. occidentale apresentou atividade
antifngica contra as espécies de Candida e Cryptococcus, com CIM de 0,312 pg/uL (Silva et
al., 2020). Um estudo feito, por meio da contagem de col6nias, mostrou que as solucdes de
enxague feitas a partir do extrato etandlico da casca de A. occidentale (1 a 5%) afetaram a
aderéncia de C. albicans a resina acrilica. O nimero de col6nias variou de 1757,50 a 670,00
UFC/mL, apresentando resultados melhores do que o grupo controle (1912,50 UFC/mL)
(Harsini, 2016).

Uma preparagéo, a partir do extrato aquoso da casca do cajueiro tem sido utilizada no
Brasil para tratar a diabetes tipo 2 (Encarnacgdo et al., 2012). Uma andlise fitoquimica deste
extrato, utilizando cromatografia em camada fina (CCD), além de um ensaio colorimétrico
mostrou o teor total de compostos fendlicos, a presenca de acido galico e elagico (Encarnacéo
etal., 2022).

Costa e colaboradores (2020) identificaram, através de cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) acoplada a um espectdmetro de massa (MS), a presenca de 11 compostos
nos extratos etandlico brutos obtidos das folhas e 6 compostos do extrato das cascas de A.
occidentale. Neste estudo destaca-se a presenca de flavonoides e taninos, tanto hidrolisaveis
quanto condensados. Este mesmo grupo, outra andlise, utilizando HPLC-MS feita a partir de
extratos etandlico bruto das cascas elucidou a estrutura quimica de alguns compostos presentes:
(1) galoil-B-glicose ou glucogalina, (2) &cido gélico, (3) hexosideo de acido galico, (4)
epigalocatequinagalato, (5) luteolina, (6) agatisflavona, (7) acido 9,12,13-triidroxioctadec-10-
enoico e (8) cafeoil-D-glicose (Figura 9) (Costa et al., 2021).

As moléculas presentes no extrato etanolico da casca, taninos e flavonoides, podem ser
as responsaveis pelas aces antioxidantes (glucogalina, epigalocatequinagalato), anti-
inflamatdrio e antitumoral (luteolina); além do uso como fitohormonios (agastiflavona) (Bitu
et al., 2015; Paola et al., 2018; Taiwo et al., 2017). J& a acdo antifungica pode ser devida a
presenca de acido galico (Camara et al., 2019). Essa acdo antimicrobiana promissora tem sido
observada em estudos que mostram que extratos brutos obtidos de cascas de caule, folhas, flores

e frutos demonstraram atividade antibacteriana, abrangendo tanto bactérias Gram-positivas
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quanto Gram-negativas, incluindo linhagens resistentes, e atividade antifingica contra fungos
do género Candida (Andrade Janior et al., 2018).

Figura 9 - Estrutura quimica dos constituintes do extrato etandlico das cascas de A.
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Fonte: Costa et al. (2021).

Como mostrado acima, observa-se na literatura estudos analisando composigéo quimica
e acdo antimicrobiana de extratos etanolico brutos obtidos das cascas de A. occidentale. No

entanto, percebe-se uma escassez, quando se deseja analisar a acdo individual das fragoes
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polares obtidas destes extratos. A diversidade de metodologias aplicadas na obtencdo dos
extratos, locais onde a coleta das plantas foi realizada, e microrganismos analisados, também

deixa uma lacuna a ser preenchida.

2.3.1.2 Myracrodruon urundeuva

Uma outra espécie integrante da familia Anacardiaceae, Myracrodruon urundeuva M.
Allemao, sinonimia de Astronium urundeuva (M. Allemao) Engl. é encontrada na Caatinga, no
Cerrado e na Mata Atlantica, caracteriza-se por um caule, uma copa larga e um tronco com
diametro aproximado de 35 cm, e pode chegar a 15m de altura (CNIP, 2014). Conhecida
popularmente como aroeira, aroeira do sertdo ou aroeira preta € uma arvore caducifolia, dioica,
com casca cinzenta a pardacenta e madeira muito dura, que tem levado a uma exploracao

desmedida, colocando a espécie em risco (Lorenzi; Matos, 2002).

Figura 10 - Arvore (A) e caule (B) de Myracrodruon urundeuva.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

M. urundeuva possui folhas imparipinadas, que podem medir até 5 cm de comprimento,
e quando esmagadas, emitem um forte odor de terenbitina, devido a presenca de 6leos volateis
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(Costa et al, 2014). As flores sdo sésseis e unissexuadas, e 0s sexos ocorrem em individuos
separados (CNIP, 2014). A madeira € vermelha, muito resistente (inclusive a decomposicao),
sendo considerada imputrescivel. Devido a permeabilidade extremamente baixa, costuma ser
muito utilizada na industria civil (Kiill; Martins; Silva, 2010). As propriedades fisicas, quimicas
e bioldgicas da aroeira permitem uma maior resisténcia a compressdo, flexdo, erosdo, fogo,
ataque de insetos e microrganismos (Vieira; Camilo; Coradin, 2016). Aliado a sua resisténcia,
0s taninos presentes na casca desta arvore conferem a mesma um elevado valor econdmico.
Taninos de M. urundeuva costumam ser utilizados para curtimento de pele e, na medicina
popular, para tratamento de feridas, gastrite e outras doencas internas devido as suas
propriedades cicatrizantes, balsamicas, reguladoras do ciclo menstrual e anti-inflamatérias
(Souza et al., 2022).

M. urundeuva foi uma das espécies citada em mais de 50% das comunidades avaliadas
num estudo etnofarmacoldgico, indicando um conhecimento amplo e/ou uso dessas espécies no
nordeste do Brasil (Macedo et al., 2018). A medicina popular tem utilizado esta planta para
tratamento de diversas lesbes (Cartaxo; Souza; Albuquerque, 2010) e a ciéncia vem
comprovando as a¢des antimicrobianas, anti-inflamatorias, analgésicas e antioxidantes (Jandu
et al., 2013; Viana; Bandeira; Matos, 2003). A infusdo das entrecascas de M. urundeuva é
indicada no Formuléario de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira como auxiliar no tratamento
sintomatico de aftas e inflamacdes da orofaringe e como antiacido (Brasil, 2023).

Lectinas presentes no extrato obtido das cascas de M. urundeuva apresentaram agédo
contra ovos do Aedes aegypti (Alves et al., 2020). Contudo, a acdo antimicrobiana desta espécie
é a caracteristica mais marcante até o momento (Ferreira et al., 2021). A hemaglutinina, uma
lectina extraida da madeira do cerne de M. urundeuva que parece ser a responsavel pela
resisténcia da arvore, apresentou atividade antimicrobiana contra fitopatdgenos do género
Fusarium (Sa et al., 2009). As lectinas extraidas da casca, cerne e folhas de M. urundeuva
exibiram baixa citotoxicidade, bem como ndo causaram genotoxicidade em linfocitos. Em
concentragOes ndo toxicas, as lectinas das folhas mostraram uma citotoxicidade moderada nas
linhagens de células cancerigenas, e atividade antifingica contra isolados de C. neoformans e
C. gatti (Videres et al., 2023).

O extrato da casca do caule de M. urundeuva foi investigado no controle do crescimento
e na prevencéo da formacao de biofilme de Pseudomonas aeruginosa, uma bactéria oportunista

gue se fixa em superficies e cria biofilmes protetores. Os resultados apontam que 0s taninos
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encontrados na aroeira, como o acido gélico, podem ser os responsaveis pelos danos causados
na membrana da bactéria, impedindo a formacédo do biofilme (Trentin et al., 2013).

Foi descrito para o extrato metandlico das folhas de M. urundeuva a presenca de taninos
e heterosideos de flavonoides. O extrato apresentou citotoxicidade dose dependente em
fibroblastos gengivais humanos, inibindo a viabilidade em concentragdes elevadas (100 e 1000
pg/mL) (Machado et al., 2016). Esse mesmo extrato apresentou atividade frente a C. albicans e
C. glabrata, inibindo a formacéo de biofilmes em CIM de 62,5 e 250 pug/mL, respectivamente
(Bonifécio et al., 2019).

Uma andlise fitoquimica dos extratos etandlico bruto obtidos das cascas, galhos e folhas
de M. urundeuva revelou a presenca de flavonoides, fendis, taninos, derivados de quercetina e
acidos anacardicos, sendo que a casca mostrou predominantemente, chalconas e catequinas
(Castro et al., 2020).

De forma semelhante ao observado para A. occidentale, nota-se uma escassez de na
literatura de estudos analisando composicdo quimica e acdo antiflngica de extratos etandlicos
brutos obtidos das cascas de A. occidentale contra linhagens de Cryptococcus. A lacuna é ainda
maior em estudos que desejam analisar a acdo individual das fracdes polares obtidas destes

extratos.
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3 JUSTIFICATIVA

A frequéncia de micoses invasivas causadas por patdgenos fungicos oportunistas
aumentou significativamente nas Gltimas décadas, associada a maiores niveis de morbidade e
mortalidade. Estudos recentes estimam que, em todo 0 mundo, infec¢des fungicas matam mais
de 1,5 milhdes de pessoas por ano, taxa semelhante a mortalidade por tuberculose, e cerca de
trés vezes mais do que a malaria (Wambaugh et al., 2020). Tal situacdo torna as doencas
fangicas um grave problema de saude publica. Nos Estados Unidos, estima-se que 0S custos
com as micoses cheguem a 12 bilhdes de dolares, e, que, somente a candidiase, seja responsavel
por quase 30% deste valor (Benedict; Whitham; Jackson, 2022).

Desde o primeiro relato de caso em 1895 até alcancar a marca de um milhdo de casos
anuais no mundo, a criptococose conquistou um lugar de destaque na area da micologia clinica.
Causada principalmente pelas espécies C. gattii e C. neoformans, pode ser uma doenca
infecciosa fungica letal. Por outro lado, espécies do género Candida sdo, sem ddvida, o grupo
de patogenos fungicos oportunistas mais importante. Sabe-se que existem mais de 100 espécies
descritas, sendo as mais frequentes encontradas causando micoses em humanos: C. albicans,
espécie isolada com mais frequéncia de material clinico, C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
krusei, C. glabrata, esta apresenta resisténcia intrinseca e adquirida aos az6licos e a outros
antifungicos usados. Existem ainda, as espécies C. dubliniensis, C. lusitaniae, C. haemuloniie
C. auris (Hassan; Chew; Than, 2021).

A producdo de novos farmacos antimicéticos precisa superar alguns desafios, pois
patdgenos eucarioéticos, como os fungos compartilham uma relacéo evolutiva préxima com seus
hospedeiros humanos, tornando dificil a descoberta de agentes seletivos e isentos de toxicidade
(Shapiro; Robins; Cowen, 2011).

No caso de doencas fungicas, os compostos naturais, extraidos de plantas nativas do
Brasil, se tornam uma opgao que pode além de diminuir os efeitos adversos do tratamento, ser
uma alternativa de menor custo para a saude publica e, ainda, contornar o crescente problema
da resisténcia aos medicamentos hoje disponiveis (Zida et al., 2017). A Myracrodruon
urundeuva, também conhecida como aroeira do sertdo, ou simplesmente aroeira, € uma destas
plantas que sdo amplamente utilizadas como medicinais, sendo uma com um maior numero de
indicacOes terapéutica por comunidades (Macedo et al., 2018). E, junta com ela, também
pertencente a familia Anacardiaceae, que abriga o género Anacardium, com espécies com

diferentes usos etnomedicinais, como, por exemplo, Anacardium humile utilizado como
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purgante, antiemético, diurético (Siracusa et al., 2020), disso, estudos atestam as propriedades
de Anacardium giganteum para tratar diarreia, inflamagdo e até mesmo hemorragia e A.
occidentale é registrada como espécie medicinal, devido a sua elevada versatilidade.(Castro et
al., 2011; Coutinho; Travassos; Amaral, 2002; Costa et al., 2021).

Assim, ap0s uma triagem para avaliar a atividade antimicrobiana de extratos de plantas
nativas, foi possivel observar resultados promissores ao explorar o potencial do extrato
etanolico das cascas de A. occidentale e M. urundeuva, plantas nativas que sdo adaptadas as
condicdes climaticas quentes da nossa regido. Ao identificar propriedades antifingicas na
fracdo acetato de etila dos extratos etandlico destas plantas, visamos ainda elucidar sua
composicdo quimica, possiveis mecanismos de acdo e propriedades termodindmicas. E
importante ressaltar que, at¢ o momento, ha lacunas significativas no entendimento da
composicdo quimica destas fracdes e suas atividades bioldgicas em relacdo as espécies de
Candida e Cryptococcus. Este achado promissor podera contribuir para a compreenséo destes
processos citados, e, quem sabe, oferecer perspectivas inovadoras para o desenvolvimento de

prototipos com acao antifingica.
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4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro das plantas nativas frente a linhagens do

género Cryptococcus e Candida.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Escolher duas plantas nativas que apresentassem melhor atividade contra Candida sp e
Cryptococcus sp.

e Obter e fracionar o extrato etandlico de cascas de A. occidentale e M. urundeuva.

e Caracterizar quimicamente a fracdo mais ativa de A. occidentale e M. urundeuva.

e Auvaliar a citotoxicidade do extrato e fracdes de A. occidentale e M. urundeuva frente
aos macrofagos murinos RAW 264.7 e J744A.1.

e Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) do extrato e fracbes de A.
occidentale e M. urundeuva frente & Candida spp. e Cryptococcus sp.

e Verificar a agdo antifungica da fracdo mais ativa das cascas de A. occidentale frente a
espécies dos géneros Candida e Cryptococcus avaliando in vitro o efeito fungicida ou
fungistatico, cinética de morte, interacdo com fluconazol e inibicdo da formacdo de
biofilme.

e Estudar a acdo anticriptococdccica da fracdo mais ativa das cascas de M. urundeuva
através de ensaios que avaliem, in vitro, o efeito fungicida ou fungistatico, a cinética de
morte, a interacdo com fluconazol e anfotericina B e o efeito p6s-antibiotico.

e Auvaliar se a fracdo mais ativa das cascas de M. urundeuva provoca induz mudancas na
producdo de ergosterol, no estresse oxidativo celular, na morfometria e na carga de
superficie das leveduras de C. neoformans e C. gattii.

e Auvaliar a toxicidade e a sobrevida da fracdo mais ativa de M. urundeuva em Tenebrio

molitor.
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5 METODOLOGIA

5.1 TRIAGEM DE PLANTAS NATIVAS

O presente trabalho iniciou com a triagem de plantas nativas, utilizando o teste de
microdiluicdo em caldo para a determinacdo da concentracdo inibitoria minima. O objetivo foi
identificar plantas com consideravel atividade antifungica, in vitro, sobre Candida e
Cryptococcus (CIM < 100 ug/mL). As plantas incluidas nesta triagem foram: Anacardium
occidentale (caju), Mauritia flexuosa (buriti), Myracrodruon urundeuva (aroeira) e
Calycophyllum spruceanum (pau-mulato). Estas plantas foram escolhidas ap6s um
levantamento bibliografico de plantas nativas com indicacdes etnobotanicas.

Todas as plantas foram coletadas no mesmo dia, 17 de agosto de 2021, entre 9:00h e
10:00h, no municipio de Governador Valadares (18°51'04"S, 41°56'58"0), Minas Gerais, € as
partes escolhidas de cada uma delas para producdo de extrato foram: A. occidentale (cascas),
M. flexuosa (cascas), M. urundeuva (folhas, galhos e cascas) e C. spruceanum (cascas). Apés a
coleta, o material vegetal foi seco em estufa de ar circulante, sob temperatura inferior a 40 °C e
triturado em moinho de facas. Os materiais foram entdo submetidos a maceracdo com etanol
96° GL. Apos 7 dias o extrato foi filtrado e o solvente removido em evaporador rotatorio sob
pressdo reduzida e temperatura inferior a 50 °C, sendo o0 processo extrativo repetido por mais
trés vezes

Para a determinacdo da atividade antifingica, os experimentos seguiram o protocolo
descrito no documento M27-A3 do Clinical and Laboratory Standards Institute com
modificacdes (CLSI, 2008), com modificacdes. As linhagens utilizadas para estes experimentos
foram: Cryptococcus neoformans ATCC H99, Cryptococcus neoformans WM 148;
Cryptococcus gattii R265, Cryptococcus gattii WM 161, Candida albicans ATCC 10231,
Candida krusei ATCC 6258, Candida parapsilosis ATCC 22019 e Candida tropicalis ATCC
750.

5.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Com base nos valores de CIM e no rendimento dos extratos, as cascas de A. occidentale
e as cascas de M. urundeuva foram selecionadas como objetos de estudo. Na primeira parte

deste trabalho, foram utilizadas as cascas de A. occidentale, o delineamento experimental desta
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etapa esta representado, esquematicamente, no Fluxograma 1. Inicialmente, avaliamos as
atividades antifingica e citotoxica tanto do extrato etanolico quanto de suas fragoes.

O extrato bruto das cascas de A. occidentale foi particionado nas seguintes fracoes:
hexano (FHAO0), diclorometano (FDAO), acetato de etila (FAAO0), n-butanol (FBAO) e aquosa
(FAQAO). Para os testes de sensibilidade antifungica e de citotoxicidade com o extrato e estas
fracOes foram utilizadas as linhagens Candida albicans ATCC 10231, Candida krusei ATCC
6258, Candida parapsilosis ATCC 22019, C. gattii ATCC R265 e C. neoformans ATCC H99.

A partir dos resultados dos testes citados acima, foi calculado o indice de seletividade
(IS), e a fracdo de acetato de etila de A. occidentale (FAAO0) foi selecionada para dar
continuidade ao estudo. Desta forma, a FAAo foi caracterizada quimicamente e foram
realizados testes de suscetibilidade antifingica para obtencdo da concentracdo inibitoria
minima (CIM) e Concentracdo Fungicida Minima (CFM) contra as linhagens descritas nas
Tabelas 1 e 2.

Para avaliar a interacdo da FAAo com farmacos antiflngicos, sua cinética de acdo e a
inibicdo da formacao de biofilmes, foram selecionadas, aleatoriamente, as linhagens C. albicans
ATCC 10231, C. parapsilosis ATCC 22019, C. tropicalis ATCC 750, C. krusei ATCC 6258,
C. glabrata ATCC 2001, C. gattii ATCC R265 e C. neoformans ATCC H99. Todos os isolados
foram armazenados em caldo dextrose Sabouraud (SDB) a —20°C. Antes de cada teste, as

linhagens foram cultivadas em &gar dextrose Sabouraud (SDA) por 48 horas a 35°C.

Fluxograma 1 - Delineamento experimental para A. occidentale.

Caracterizacao
g quimica
§ I
S =
2 Obtengao Obtencao Triagem
§ = do extrato dai rracﬁes citotoxica e —_— FAAo
=‘§ etanoélico ¢ microbiolégica
g l
=
=
=
Atividade anti- Candida e » Inibico da formacao de
CIM/CFM - anti-Cryptococcus biofilme
Curva de morte L

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

* FAAO - Fracdo acetato de etila de A. occidentale; FLZ: fluconazol; CIM: Concentragdo inibitdria
minima; CFM: Concentragdo fungicida minima.
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Tabela 1 - Isolados de Candida sp que foram utilizados no presente estudo.

Candida sp

Linhagem

Origem

C. albicans ATCC 10231
C. albicans ATCC 18804
C. krusei ATCC 20298
C. krusei ATCC 6258
C. glabrata ATCC 2001
C. glabrata ATCC90030
C. tropicalis ATCC 750
C. parapsilosis ATCC 22019

Homem com broncomicose
Lesdo de pele interdigital erosiva
IAM - 4801
Escarro de paciente com broncomicose
Fezes
Sangue
Paciente com broncomicose

Infeccdo intestinal

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Tabela 2 - Isolados de C. gattii e C. neoformans que foram utilizados no presente estudo.

Cryptococcus gattii

Gendtipo/Sorotipo

Origem

ATCC 32608 (ATCC® 32608 ™) VG III/C Clinica; Califérnia, EUA
ATCC WM179 (ATCC® WM179 ™) VGI/B Clinica; Australia
ATCC WM161 (ATCC® WM161 ™) VG III/ B Amb'e”tel‘E';USAa” Diego,

ATCC R265 (ATCC® R265 ™) VG lla/ B Clinica; Canada
ATCC WM178 (ATCC® WM178 ™) VG II/B Clinica; Australia

ATCC 24065 (ATCC® 24065 ™) VG Il /B Clinica; Califérnia, EUA

L.28/02 ND Clinica; Brasil
L27/01 VG I Clinica; Brasil
ICB181 (A) ND Ambiental; Brasil
1913 ER ND Clinica
Cryptococcus neoformans Gendtipo/Sorotipo Origem
ATCC 28957 (ATCC® 28957 ™) NID/Sorotipo D C"”'Ci;uﬁ;gg 0ssea

ATCC 24067 (ATCC® 224067 ™)
ATCC 62066 (ATCC® 62066 ™)

ND/Sorotipo D
ND/Sorotipo A

Clinica; Maryland, EUA
Clinica; Franca

ATCC H99 (ATCC® 208821 ™) VN I/ A Clinica; Nova lorque; EUA
ATCC WM 148 (ATCC® MYA4564 ™) VN I/ A Clinica; Australia
ATCC WM 626 (ATCC® MYA4565 T'\") VN I/ A Clinica; Australia

27JF ND Clinica
C31 ND Ambiental
WP ND Clinica
96806 ND Clinica

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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De forma semelhante ao procedimento realizado com as cascas de A. occidentale, na
segunda parte deste trabalho foram utilizadas as cascas de M. urundeuva para investigar a
atividade antimicrobiana do extrato etandlico e das fracGes obtidas dessa planta, conforme
mostrado no Fluxograma 2. O extrato bruto foi particionado para obtencédo das fracdes hexano
(FHMu), diclorometano (FDMu), acetato de etila (FAMu), n-butanol (FBMu) e aquosa
(FAgMu), que foram submetidas & avaliacdo de citotoxicidade e acdo antiflngica contra as
seguintes linhagens: Candida albicans ATCC 10231, Candida krusei ATCC 6258, Candida
parapsilosis ATCC 22019, C. gattii ATCC R265 e C. neoformans ATCC H99.

A fracdo de acetato de etila (FAMu) apresentou os melhores resultados nos testes de
concentracdo inibitoria minima e citotoxicidade, obtendo assim, o melhor IS. A seguir, a FAMu
foi submetida a caracterizacdo quimica, além de testes de sensibilidade antifingica, como
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida Minima (CFM) contra um
maior nimero de linhagens (Tabela 2).

Com o objetivo de avaliar a interacdo da FAMu com farmacos antiflngicos, sua cinética
de acdo frente as leveduras, e outros ensaios, as linhagens C. gattii ATCC (R265 e WM179) e
C. neoformans ATCC (H99 e WM626) foram selecionadas. Todos os isolados foram
armazenados em caldo dextrose Sabouraud (SDB) a —20°C. Antes de cada teste, as linhagens

foram cultivadas em &gar dextrose Sabouraud (SDA) por 72 horas a 35°C.



75

Fluxograma 2 - Delineamento experimental para M. urundeuva

Myracrodruon nurundeuva

|

Obtencao do extrato etanolico

v
Obtencao das fracoes
Triagem citotoxica e microbiologica
1 Ensaios de toxicidade e sobrevida com
Caracterizaciio quilnica \ / Tenebrio molitor
. Atividade enzim:atica do sistema
CIM/CFM —
o FA Mu antioxidante

Curva de Morte Anilise da morfometria e da carga da

capsula
Interacéio com / \

Peroxidacio lipidica
flnconazol :

Efeito pos- Quantificacao do
antibidtico ergosterol

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

5.3 IDENTIFICACAO DO MATERIAL

Cascas de A. occidentale e M. urundeuva foram identificadas pelo botanico Vinicius
Dittrich e depositadas no herbario Leopoldo Krieger, sob os nimeros CESJ 57696 E e CESJ
43810, respectivamente. O presente trabalho foi registrado no Sistema Nacional de Gestdo do
Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado — SisGen, sob 0s nimeros de
registro ACC16E7 (A. occidentale) e A14E18C (M. urundeuva).

5.4 PREPARACAO E FRACIONAMENTO DO EXTRATO ETANOLICO

O material vegetal foi seco em estufa de ar circulante, sob temperatura inferior a 40° C
e triturado em moinho de facas. Cerca de 524 g de cascas de A. occidentale e 822 g de cascas
de M. urundeuva foram entdo submetidas a maceracao com etanol 96° GL. Apos 7 dias 0 extrato
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foi filtrado e o solvente removido em evaporador rotatério sob pressao reduzida e temperatura
inferior a 50 °C, sendo o processo extrativo repetido por mais trés vezes.

O extrato etanodlico de A. occidentale e M. urundeuva foi dissolvido em agua e
submetido a parti¢do liquido-liquido com solventes de polaridade crescente. Para tanto foram
empregados n-hexano, tendo como produto, a fragdo hexano das cascas do A. occidentale
(FHAO0), diclorometano (FDAO), acetato de etila (FAA0), n-butanol (FBAO) e fracdo aquosa
(FAgAo0). Da mesma forma, obteve-se a fragdo hexano das cascas do M. urundeuva (FHMu),
diclorometano (FDMu), acetato de etila (FAMu), n-butanol (FBMu) e fracdo aquosa (FAgMu).
As fracbes obtidas foram concentradas em evaporador rotatério sob pressdo reduzida e

temperatura inferior a 50 °C para obtencdo das fragdes correspondentes.

5.5 CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS MAJORITARIOS DA FRACAO MAIS
ATIVA.

A caracterizacdo dos compostos majoritarios da fracdo mais ativa foi realizada em
parceria com o Departamento de Quimica Organica, UMYMFOR-CONICET, FCEN, da
Universidade de Buenos Aires, Buenos Aires, Argentina. O extrato de FAAo foi dissolvido em
metanol a 4 mg/mL, filtrado através de cartuchos C18 (Hypersep C18 25mg, Thermo Scientific)
em um frasco de 1 mL e injetado no HPLC pelo mddulo de amostragem automatica. As analises
de HPLC-MS foram realizadas em um RRLC Agilent 1200 usando uma coluna Luna C18 (3
um, 2,0 x 100 mm; Phenomenex, Torrance, CA, Estados Unidos). A fase movel consistiu em
agua contendo 0,1% de acido férmico (A) e metanol (B). Método 1: A 50:50 (0 a 3 min); A
0:100 (10-34 min); A 1:1 (35 a 40 min). Método 2: A 90:10 (0 a 2 min); A 0:100 (25-45); A
90:10 (45 a 50 min). A taxa de fluxo foi de 0,3 mL/min, e a temperatura da coluna foi ajustada
para 30°C. A deteccdo foi realizada com um detector de arranjo de diodos (DAD) de 190 a 950
nm acoplado a um espectrémetro de massas.

As anélises espectrométricas de massa foram realizadas em um espectrdmetro de massas
Bruker micrOTOF-Q Il (Bruker Daltonics, Billerica, MA, Estados Unidos), equipado com uma
fonte de electrospray usando o modo negativo. O instrumento foi operado com uma voltagem
de capilar de 4,5 kV com um deslocamento da placa terminal de 500 V, uma temperatura de
secagem de 200°C, usando N2 como gés de secagem a 11,0 L/min e uma pressdo do nebulizador
de 3,3 bars. A calibragéo de massa multiponto foi realizada usando uma solugéo de formiato de

sodio de m/z 50 a 1.200. A aquisicdo de dados, processamento e conversdo para o formato
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mzML para analise GNPS foram realizados usando o software Bruker Compass Data Analysis

versao 4.4 fornecido com o instrumento.

5.6 ANALISE DE REDES MOLECULARES REALIZADA NO GNPS

Uma rede molecular foi criada por meio do fluxo de trabalho cléssico de redes
moleculares (Wang et al., 2016), acessivel em https://ccms-
ucsd.github.io/GNPSDocumentation, no site do GNPS (http://gnps.ucsd.edu). Os dados foram
submetidos a uma filtragem, que resultou na remoc&o de todos os ions fragmentados de MS/MS
dentro de uma faixa de £17 Da do m/z precursor. Os espectros de MS/MS foram submetidos a
filtragem por janelas, na qual apenas os seis ions fragmentados mais proeminentes em uma
janela de 50 Da foram mantidos em todo o espectro. A tolerancia de massa do ion precursor foi
ajustada para 2,0 Da. A tolerancia para ions fragmentados de MS/MS foi definida em 0,5 Da.
Uma rede foi criada. As arestas foram filtradas para que tivessem um valor de cosseno maior
que 0,7 e mais de seis picos coincidentes. As arestas foram mantidas na rede se 0s nds
aparecessem entre os 10 no6s mais semelhantes entre si. O limite superior para o tamanho de
uma familia molecular foi estabelecido em 100. Até que o tamanho da familia molecular
estivesse abaixo desse limite, as arestas com menor pontuacgao foram removidas. As bibliotecas
espectrais do GNPS foram entdo comparadas com 0s espectros da rede. Os espectros da
biblioteca foram filtrados da mesma forma que os dados de entrada. Todas as correspondéncias
entre os espectros da rede e da biblioteca exigiram uma pontuacdo maior que 0,7 e, pelo menos,

seis picos coincidentes (Khan et al., 2020; Menezes et al., 2021; Nicault et al., 2021).

57 TESTES DE DILUICAO EM CALDO PARA A DETERMINACAO DA
SENSIBILIDADE DE LEVEDURAS AS FRACOES

A determinacdo da atividade antifungica do extrato etanolico (EEAo, EEMu) e das
fracOes das cascas de A. occidentale e M. urundeuva foi realizada através do método da
microdiluicdo em caldo, conforme proposto pelo documento M27-A3 do Clinical and
Laboratory Standards Institute com modificagcbes (CLSI, 2008), com modificagdes. As
linhagens utilizadas para estes experimentos estdo descritas nas tabelas 3 e 4.

Os extratos e fragbes (FHAo0, FAAo0, FDAo, FBAo, FHMu, FAMu, FDMu e FBMu)
foram solubilizadas em dimetilsulféxido (DMSO) de modo a obter a concentracdo inicial de


https://ccms-ucsd.github.io/GNPSDocumentation
https://ccms-ucsd.github.io/GNPSDocumentation
http://gnps.ucsd.edu/
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10000 pg/mL. Posteriormente, foram realizadas dilui¢cdes seriadas utilizando os meios de
cultura RPMI-1640 e obteve-se concentragoes finais nos pogos de 100pg/mL a 0,195ug/mL
(CLSI, 2008). Foi considerada a CIM que inibiu 100% do crescimento fangico.

Os in6culos fungicos foram preparados a partir de col6nias jovens, com crescimento em
agar Sabouraud Dextrose (ASD), durante 48 ou 72 horas, a 35 °C e entdo, ressuspendidas em
tubos contendo solucéo salina (0,9%) estéril na concentragdo de 1x10° a 5x10° UFC/mL
(padronizadas pela transmitancia 75-77%). Em seguida, o inoculo foi diluido em caldo RPMI -
1640 de modo a alcangar a concentragéo final no po¢o de 1x10°% a 5x103 UFC/mL.

Para fins de comparacdo com farmacos de reconhecida acdo antifungica, foram
realizados os testes de suscetibilidade antimicrobiana com 08 linhagens de Candida e 20
linhagens de Cryptococcus (Tabelas 1 e 2) frente ao fluconazol (FLZ) com concentracdes
variando entre 256 pug/mL a 0,5 pg/mL e anfotericina B (AMB) com concentracfes variando
entre 16 pg/mL a 0,313 pg/mL, conforme descrito pelo protocolo M27-A3. Para o FLZ foi
considerada a CIM a concentragao que inibiu 50% do crescimento fngico em comparagéo com
0 controle de crescimento. Ja para a AMB foi considerada a CIM a concentracdo que inibiu
100% do crescimento fungico (CLSI 2008; Ferreira et al., 2013).

Os resultados de CIM obtidos dos experimentos com leveduras foram confirmados
utilizando o corante MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide- Sigma, St, Louis, MO, USA).
Brevemente, 10 uL de MTT (5 mg/mL) foram adicionados em cada pogo e posteriormente a
microplaca foi incubada a 35 °C por 3 horas (Nga et al., 2020). Transcorrido este periodo a
reacdo foi finalizada com a adicdo de dimetilsulfoxido (DMSQO) e realizado a leitura em
espectrofotdbmetro de microplaca Multiskan TM FC Microplate Photometer para medicéo da
densidade 6ptica no comprimento de onda de 570nm. A concentracéo inibitéria minima (CIM)
foi considerada a menor concentracdo que promoveu 100% de inibicdo da atividade metabdlica
em comparagdo com o controle de crescimento, exceto para o fluconazol, em que a CIM foi
definida como a menor concentracao que inibiu 50% do crescimento. Todos o0s experimentos

foram realizados trés vezes e em duplicata.
5.8 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA (CFM).
Tanto a FAAo0 quanto & FAMu foi testada contra todas as linhagens das tabelas 1 e 2

foram avaliadas quanto a a¢éo fungicida ou fungistatica. Apos a identificacdo da CIM, aliquotas

de 100 pL dest fragdes foram removidas dos pogos em que houve 100% de inibigao visual do
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crescimento antimicrobiano, e foram subcultivadas em &gar Sabourad dextrose (ASD),
incubadas a 35 °C por 48 ou 72 horas. A menor concentragdo em que ndo houve crescimento
de coldnias foi considerada a CFM. A fracdo foi considerada como fungicida quando a CFM
foi igual a CIM, e como fungistatica, quando a CFM foi maior que a CIM (CLSI, 2008). Esse
experimento foi realizado trés vezes e em duplicata, com todos os isolados de Candida sp e
Cryptococcus sp. listados nas tabelas 1 e 2.

5.9 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DAS SUBSTANCIAS FRENTE AOS
MACROFAGOS MURINOS

A viabilidade dos macréfagos RAW 264.7 e J744.A Al foi determinada pelo método
colorimétrico do MTT (corante Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide- Sigma, St, Louis, MO,
USA). Macrofagos murinos RAW 264.7 e J774.A1 foram cultivados em meio RPMI 1640
suplementado com 10% de soro bovino fetal, 1 % de aminoacidos essenciais e 0,5% de solucéo
penicilina/estreptomicina (10.000 Ul/mL, 10.000 mg/mL, respectivamente). Apos atingirem
confluéncia, as garrafas foram raspadas e as células colocadas em placas de 96 po¢os na
concentragdo de 2 x 10° células/mL. As células foram tratadas com o extrato e as frages nas
concentragdes finais de 200 pg/mL a 3,12 pg/mL, e incubadas em estufa com 5% de CO2 por
48 h. Em seguida, os sobrenadantes foram descartados, 100 pL de RPMI-1640 foram
adicionados em todos 0s pocos, seguidos da adi¢do de 10 pL da solucdo de MTT (5 mg/mL).
As placas foram incubadas a 35 °C em estufa com 5 % de COz por 4 horas. A reacdo foi
finalizada com a retirada do meio de cultura e adi¢do de 100 pL de DMSO. A leitura foi feita
em leitor de microplaca Multiskan™ FC Microplate Photometer com comprimento de onda de
570 nm. Os dados foram inseridos e analisados no programa Prisma 6.0. Como controle foram
utilizadas células RAW264.7 e J774.A1 ndo tratadas.

Os dados séo apresentados em porcentagem de viabilidade comparados ao controle, e
expresso através do indice de citotoxicidade (IC). Os valores de 1C7o (IC70 = concentracdo do
extrato/fracdo onde 70% dos macrdéfagos estavam viaveis) obtidos neste experimento foram
utilizados para calcular o indice de seletividade (IS) do extrato e de cada fragdo. O IS foi
determinado pela razéo do valor do 1C7g em macrofagos murinos dividido pelo valor do CIM
(IS = IC7/CIM). Valores maiores que 10 foram considerados indicativos de auséncia de

toxicidade (Menezes; Campos; 2021).
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5.10 INTERACAO DA FAAO E FAMU COM FLUCONAZOL IN VITRO

O método de microdiluicdo em tabuleiro de xadrez foi utilizado para testar interacao de
fluconazol e a FAAo frente as linhagens C. albicans ATCC 10231, C. krusei ATCC 6258, C.
glabrata ATCC 2001, C. tropicalis 750 e C. parapsilosis ATCC 22019 (Khodavandi et al.,
2010). E, também foi testada a interacdo de fluconazol e FAMu frente as linhagens C. gattii
ATCC R265, C. gattii ATCC WM148, C. neoformans ATCC H99 e C. neoformans ATCC
WM626. As concentragOes das fracOes variaram entre 25 pg/mL e 0,39 pg/mL; e a do
fluconazol variaram de 64 pg/mL a 0,0625 pg/mL.

Um volume de 100 pL da suspensdo do inoculo (1x10% a 5x10* UFC/mL) foi transferido
para placas estéreis de 96 pocos de fundo plano contendo 50 puL de cada um dos antifingicos e
50 pL de fracdo ou RPMI-1640 (controle de crescimento). As placas foram incubadas a 35°C
por 48 ou 72 horas. A leitura foi realizada visualmente. A interacdo das amostras com o agente
antifangico foi expressa como a soma do indice da concentracdo inibitoria fracionaria (CIF) de
cada agente. A CIF de cada agente foi calculada como a CIM desse agente em combinacéo,
dividido pela CIM do agente sozinho. O indice de concentragdo inibitoria fracionaria (ICIF)

sera calculado pela soma dos CIFs:

CIM (FLZ ou ANF B + FAMu/FAAo) N CIM (FAMu/FAAo + FLZ ou ANF B)

ICIF = CIM FLZ ou ANF B CIM FAMu

O ICIF pode ser interpretado como sinérgico quando for <0,5; sem interagdao quando 0,5

<ICIF < 4,0 e como antagonista quando > 4,0 (Ferreira et al., 2013; Folly et al., 2020).
5.11 CURVA DE MORTE

Para avaliar a cinética da acdo da FAAo, foi realizado o experimento de curva de morte
utilizando as linhagens C. albicans ATCC 10231, C. krusei ATCC 6258, C. glabrata ATCC
2001, C. tropicalis 750, C. parapsilosis ATCC 22019, C. gattii ATCC R265 e C. neoformans
ATCC H99. E, na avaliacédo da cinética da acdo da FAMu, as linhagens utilizadas foram C.
gattii ATCC R265, C. gattii ATCC WM148, C. neoformans ATCC H99 e C. neoformans
ATCC WM626.

Neste experimento foram utilizadas as concentragdes de FAAo ou FAMu referentes a
metade (1/2 CIM), a CIM e ao dobro (2xCIM) desse valor para cada linhagem. Para todos 0s
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experimentos foram realizados controle negativo (meio de cultura) e um controle positivo com
meio RPMI 1640 mais o in6culo fangico (Ferreira et al., 2013). Apds a preparagéo das placas,
todos os pocos das diluicdes e controles, com excecdo do controle negativo, receberam 100 pL
de in6culo fangico preparado conforme o item 5.7. As placas foram incubadas a 35°C por 48
ou 72 horas e durante esse periodo foram realizadas leituras em diferentes intervalos de tempo,
comecando com 0 momento da inoculagdo (tempo zero) e seguindo com leituras em 0, 6, 12,
24, 36 e 48 horas (Candida sp) ou 0, 3, 6, 12, 24, 36, 48 e 72 horas (Cryptococcus sp).

Nos intervalos pré-determinados, foram removidas aliquotas de 30 puL de cada pogo ¢
plaqueadas em placas de Petri contendo ASD e incubadas a 35°C por 48 ou 72 horas. Apos a
incubac&o, as colonias foram contadas para determinacao das unidades formadoras de colbnias
(UFC). Esse experimento foi realizado em duplicata, e os resultados sdo mostrados em
quantidade de unidades formadoras de colénias (UFC/mL) ao longo dos tempos avaliados. Para
esse experimento foram utilizadas as concentracdes de fluconazol capazes de inibir visualmente

100% o crescimento fungico.

5.12 ATIVIDADE DA FAAO CONTRA A FORMACAO DE BIOFILMES DE CANDIDA E
CRYPTOCOCCUS

A capacidade de inibicdo da formacdo de biofilme de Candida sp. pela FAAo foi
avaliada através do uso de placas de 96 pocos (Pierce et al., 2008) com as seguintes linhagens:
C. albicans ATCC 10231, C. krusei ATCC 6258, C. glabrata ATCC 2001, C. tropicalis 750 e
C. parapsilosis ATCC 22019. A fracéo foi diluida em RPMI, seriadamente, em concentracdes
finais que variavam de 1024 pg/mL até 1,0 pg/mL. Cada poco recebeu 100 uL de FAA0 em
diferentes concentracdes, seguido de 100 uL de uma suspensdo de 1x108/mL de indculo fangico
em meio RPMI. O controle positivo consistiu em indculo e meio RPMI e o controle negativo
apenas meio RPMI. As placas foram incubadas por 24h, a 35°C. Ap0s 24 horas, 0 sobrenadante
foi descartado, e as placas foram lavadas duas vezes com PBS 1X para remocéo das células
planctonicas e ndo aderentes. Ap6s a lavagem, 100 pL de RPMI-1640 foram adicionados em
todos o0s pogos, e por fim adicionados 10 pL da solugéo de MTT (5 mg/mL). As placas foram
incubadas a 35 °C em estufa por 3 horas. A reacdo foi finalizada com a retirada do meio de
cultura e adicdo de 100 uL de DMSO. A leitura foi feita em leitor de microplaca Multiskan™
FC Microplate Photometer com comprimento de onda de 570 nm. Para fins de comparacgéo, o

experimento foi realizado com um farmaco com reconhecida agdo antifungica, o fluconazol,
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nas mesmas concentragdes. Os ensaios foram realizados em triplicata e repetidos pelo menos
duas vezes, e os resultados s&o mostrados como porcentagem do crescimento do biofilme em

comparagdo com o controle néo tratado.

5.13 AVALIAC}AO DA ATIVIDADE ANTICRIPTOCOCOCICA DA FAMU
5.13.1 Efeito pos-antibiotico

Um método previamente descrito foi utilizado para esse proposito, com algumas
alteracdes (Ellepola et al., 2014). As linhagens C. gattii ATCC R265, C. gattii ATCC WM148,
C. neoformans ATCC H99 e C. neoformans ATCC WM626 foram cultivadas a 35°C por 72
horas em meio SDA, e o indculo foi preparado conforme descrito no item 5.7. Em seguida,
foram utilizados 100 pL de in6culo com 100 uLL de FAMu, em concentragdes de CIM. As placas
foram incubadas a 35°C por um periodo de 1 hora. Apos essa exposicao limitada, as drogas
foram removidas por um ciclo de diluicdo com PBS estéril e centrifugacdo por 30 minutos a
3000 g. Em seguida, o sobrenadante foi completamente decantado e os pellets foram
ressuspensos em 100 uL de RPMI. Apds a remocdo da droga, a supressdo do crescimento e a
subsequente recuperacdo do crescimento fungico, conhecida como EPA, foram avaliadas. Para
esse experimento, utilizou-se um método previamente descrito, com algumas pequenas
adaptacOes. A equacdo EPA =T - C foi empregada, onde "T" é o tempo (em horas) necessario
para que a densidade Optica da suspensao celular tratada com o farmaco aumente em 0,05 a 520
nm, e "C" € o tempo que a suspensdo celular controle (sem fracdo) leva para aumentar este

mesmo valor. Os resultados foram expressos em horas.

5.13.2 Quantificacao do Ergosterol

As linhagens C. gattii ATCC R265, C. gattii ATCC WM148, C. neoformans ATCC
H99 e C. neoformans ATCC WM626 foram cultivadas a 35°C por 72 horas em meio SDA, a
partir da qual 20,0 mg da massa celular fungica foram transferidos para tubos de polipropileno.
Em seguida, essas amostras foram submetidas ao tratamento com CIM da FAMu ou do CIM
do fluconazol por um periodo de 24 horas, a 35°C. Além destes, um controle de crescimento
apenas com RPMI foi mantido. Apo6s o término da incubacgéo, os tubos foram submetidos a
centrifugacdo a 1643 g por 5 minutos a 4°C, e o sobrenadante foi cuidadosamente retirado. As
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celulas foram posteriormente lavadas com agua destilada estéril, e o peso umido do pellet
resultante foi entdo determinado. Para a extracdo dos lipidios, 3 mL de uma solucéo etandlica
de hidroxido de potassio a 25% foram adicionados a cada massa celular e agitados por 1 minuto.
Os tubos foram entéo incubados em banho-maria a 85°C por 1 hora e posteriormente resfriados
a temperatura ambiente. Em seguida, uma mistura de 1 mL de &gua estéril e 3 mL de n-heptano
(Sigma-Aldrich) foi adicionada, seguida de agitacdo em vortice por 3 minutos. O sobrenadante
foi separado, e a leitura foi realizada utilizando um espectrofotdmetro a 282 e 230 nm. O teor
de ergosterol foi calculado como uma porcentagem do peso Umido da célula pelas seguintes
equac0es: % de ergosterol + % 24(28)DHE = [( A 282 /290) x F ]/peso do pellet, % 24(28)DHE
=[( A 230/518 ) x F ]/peso do pellet, e % ergosterol = [% ergosterol + % 24(28)DHE] — %
24(28)DHE, onde F € o fator de diluicdo em etanol e 290 e 518 sdo os valores E (em
porcentagens por centimetro) determinados para ergosterol cristalino e 24(28)DHE,
respectivamente. Estes ensaios foram realizados duas vezes, em triplicatas, e o teor de
ergosterol apresentado como porcentagem em funcéo do peso imido em ng/mL. (Arthington-
Skaggs; Warnock; Morrison, 2000; Santos et al., 2012).

5.13.3 Peroxidacao lipidica

As células foram tratadas conforme descrito no item anterior “Quantificagdo do
ergosterol”, porém, o peroxido de hidrogénio (H20.) & 5%, foi utilizado como controle positivo.
A quantificacdo dos produtos resultantes da peroxidacdo lipidica foi realizada por meio da
medicdo das substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS). O pellet resultante foi
congelado e homogeneizado em 1000 pL de &cido fosférico a 1,1%, previamente resfriado.
Deste homogeneizado, foram retirados 400 uL, que foram misturados com 400 pL de &cido
tiobarbitdrico a 1% (Sigma-Aldrich), preparado em solucdo de NaOH 50 mM contendo
hidroxitolueno butilado (BHT) a 0,1 mM, e mais 200 pL de &cido fosforico a 7% (todas as
solugdes foram mantidas em condicdes refrigeradas durante o manuseio). Posteriormente, as
amostras foram aquecidas a 98°C por 60 minutos, seguido da adi¢do de 1500 pL de butanol. A
mistura foi vigorosamente agitada usando um vortex e entéo centrifugada por 5 minutos a 2.000
g. A camada organica resultante foi transferida, e a absorbancia a 532 nm foi medida utilizando
um Espectrofotdmetro Multiskan da Thermo Fisher Scientific. Para os controles em branco, a

solucéo de &cido tiobarbiturico foi substituida por HCI 3 mM. Os valores de TBARS foram
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calculados utilizando o coeficiente de extingdo de 156 mM™ cm™, e expressos em nmols/g. Os
resultados representam a média de trés experimentos (Ferreira et al., 2013).

5.13.4 Interacédo in vitro de FAMu com 3-AT e DETC

FAMu foi testada em combinacdo com o inibidor especifico da catalase, 3-AT e 0
inibidor da SOD, DETC. Um meétodo de microdiluicdo em tabuleiro xadrez foi utilizado para
avaliar a suscetibilidade de C. gattii ATCC R265, C. gattii ATCC WML179; C. neoformans ATCC
H99 e C. neoformans ATCC WM626 a essas drogas, proporcionando uma matriz de todas as
possiveis combinacGes de drogas dentro das faixas de concentracdo necessarias (Ferreira 2013).
As concentracGes de FAMu variaram de 0,19 a 200 mg/L, e as de perdxido de hidrogénio, de
1,5a 0,01 mg/mL. Para os inibidores, as concentracGes foram de 1,25 a 80 mM para 3-AT e de
0,5 a 32 mM para DETC, com base nas CIM encontradas nos testes de suscetibilidade a drogas
antiftingicas. O indculo foi preparado conforme descrito no item 5.7. Um volume de 100 pL da
suspensdo do inoculo foi adicionado a placas estéreis de 96 pocos de fundo plano contendo 50
uL de fragdo e 50 pL de cada inibidor ou RPMI-1640 (controle de crescimento). As placas

foram incubadas a 35°C por 72 horas, seguido de leitura visual.

5.13.5 Anélise do tamanho e carga da capsula de leveduras desafiadas pela FAMu

As linhagens C. gattii ATCC R265, C. gattii ATCC WM148, C. neoformans ATCC
H99 e C. neoformans ATCC WM626 foram cultivadas a 35°C por 72 horas, em meio ASD, em
concentracdes de 0,5 CIM e visualizadas em um microscopio 6ptico (AXIOPLAN, Carl Zeiss),
apos suspensdo em tinta Nanquim. O tamanho total da célula foi definido como o didmetro da
célula completa, incluindo a capsula. Para obter o tamanho da capsula foi subtraido o tamanho
total da célula pelo didametro do corpo da célula. A capsula e o diametro de pelo menos 100
ceélulas foram medidos usando o software Image J 1.40 g (http://rsb.info.nih.gov/ij/; National
Institutes of Health, NIH, Bethesda, MD) (Araujo et al., 2012). As medidas finais foram
apresentadas como propor¢do do tamanho da capsula em relagéo ao diametro celular e a relagdo
superficie/volume foi calculada usando a formula 3/ r, onde r é o raio (Ferreira et al., 2015).

Para avaliar o potencial Zeta (PZ) de FAMu sobre a superficie celular das leveduras foi
utilizado o equipamento Malvern Zetasizer Nano ZS. As células de C. gattii ATCC R265, C.
gattii ATCC WM179; C. neoformans ATCC H99 e C. neoformans ATCC WM626 foram
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cultivadas em Agar Sabouraud por 72h a 35 °C. Os experimentos de potencial Zeta (pZ) foram
feitos pela titulagdo de quatro injegdes manuais de 50 pL de FAMu nas concentragdes finais de
3,12, 6,25 ¢ 12,5 ng/mL em uma suspensao salina contendo a levedura (1 x 102 UFC/mL) a
temperatura ambiente. O PZ foi determinado pela técnica de micro-eletroforese laser Doppler,
em angulo de disperséo de 173°, usando um capilar dobrado de célula celular (DPS 1060). Os
valores de PZ foram calculados como a média de dez medidas independentes, cada uma obtida

pela média de 40 contagens (Nosanchuk et al., 1999).

5.13.6 Ensaios de toxicidade e sobrevida com Tenebrio molitor

Antes de realizar o ensaio de sobrevida, foi conduzido um teste de toxicidade da FAMu
utilizando o modelo de Tenebrio molitor. Grupos de 10 larvas foram tratadas com a fracdo na
CIM, 5xCIM, 10xCIM e 20xCIM, administradas por inje¢do no segundo ou terceiro escudo
ventral visivel acima das pernas. A morte das larvas foi monitorada por inspe¢do visual com
base na falta de movimento apds togue. A avaliacdo da toxicidade foi realizada ao longo de um
periodo de 7 dias (Sangalli-Leite et al., 2011).

Os ensaios de sobrevida foram executados conforme Souza e colaboradores (2015), com
adaptacdes. Foram selecionadas larvas com peso entre 100 e 200 mg, com cor clara e uniforme,
sem manchas escuras ou marcas esbranquicadas. As larvas selecionadas foram inoculadas com
células de C. gattii ATCC R265 e C. neoformans ATCC H99, utilizando uma seringa para
insulina. E foi realizada injetando o inoculo na cavidade corporal, no segundo ou terceiro
escudo ventral visivel acima das pernas. As larvas foram distribuidas em placas, em grupos de
15 animais, e cada uma recebeu uma aplicacao de 10 pL da suspensao contendo o patogeno. As
concentracdes finais sdo apresentadas nas figuras quando necessario. Utilizamos um grupo
controle, que foi inoculado com PBS estéril. Para verificar a eficacia do tratamento, a FAMu
foi administrada uma vez, na CIM, 24 horas pos-infeccdo. As larvas foram entdo incubadas a
35 °C em placas de Petri contendo dieta de criacdo e o numero de larvas mortas foi registrado
em intervalos de 24 horas durante 10 dias (Villis et al., 2021). Para determinar a morte das
larvas, verificamos visualmente a melanizacdo e a resposta a estimulos fisicos, tocando-as
gentilmente. Os experimentos foram realizados em duplicata com grupos de 15 animais,
totalizando 30 larvas por grupo, que foram usadas para construir a curva de sobrevivéncia. Os

resultados foram analisados com o GraphPad Prism 5, organizados em uma curva de
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sobrevivéncia usando o método Kaplan-Meier e a analise estatistica foi realizada utilizando o
teste log-rank. Um valor de p < 0,05 foi considerado significativo.

5.14 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas usando o programa GraphPad Prism versao 8.0
para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). O tipo de analise estatistica foi
determinado apos a avaliacdo da normalidade dos dados. Para as amostras com distribuico
normal foi utilizado o Teste T e ANOVA e Mann Whitney e Kruskall-Wallis para os com
distribuicdo ndo normal. Para curva de sobrevivéncia foi utilizado o Teste Kaplan-Meier. Para

todas as andlises foi adotado o intervalo de confianca de 95% (p>0,05).
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6. RESULTADOS

6.1 RENDIMENTO SIGNIFICATIVO E POTENCIAL BIOATIVO DE A. OCCIDENTALE E
M. URUNDEUVA

Os resultados da Tabela 3 mostram variagOes significativas nos rendimentos dos
extratos etandlicos obtidos a partir de diferentes partes vegetativas de plantas nativas. M.
urundeuva destacou-se com 0s maiores rendimentos percentuais, especialmente a partir dos
galhos (3,36%) e cascas (3,05%), apesar de as folhas terem fornecido a maior quantidade
absoluta de extrato (2,74 g). C. spruceanum apresentou um rendimento percentual de 2,90% a
partir de suas cascas. Em comparacdo, A. occidentale e M. flexuosa, embora tenham mostrado
rendimentos menores (1,30% e 2,47%, respectivamente), continuam relevantes devido ao seu
potencial bioativo e importancia etnofarmacoldgica. Esses resultados sugerem que as cascas e
galhos de M. urundeuva e as cascas de C. spruceanum sdo, particularmente, promissoras para

estudos futuros.

Tabela 3 - Rendimento do extrato etanélico das plantas nativas.

Planta nativa Massa (g) Rendimento (g / %)
A. occidentale (cascas) 78,5 1,02/1,30
M. flexuosa (cascas) 61,3 1,51/2,47
M. urundeuva (folhas) 103,8 2,741 2,64
M. urundeuva (galhos) 8,9 0,30/ 3,36
M. urundeuva (cascas) 49,4 1,52 /3,05
C. spruceanum (cascas) 43,8 1,27 /2,90

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

Os resultados do teste de suscetibilidade antifungica para diferentes extratos vegetais
mostram uma variacdo significativa na atividade dos extratos etandlicos contra espécies de
Candida e Cryptococcus (Tabela 4). O extrato de cascas de A. occidentale apresentou
interessante atividade antifingica, com CIM de 3,12 pg/mL para C. albicans e C. parapsilosis,
e de 12,5 pg/mL para C. gattii e C. neoformans. O extrato de folhas de M. urundeuva também
mostrou atividade relevante, particularmente contra C. parapsilosis e C. krusei com CIM de
6,25 pg/mL. Por outro lado, os extratos de cascas de M. flexuosa ndo demonstraram atividade

significativa, com CIM superiores a 100 pg/mL para todas as linhagens testadas. Os galhos de
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M. urundeuva e as cascas de C. spruceanum exibiram atividade moderada, com CIM variando
entre 25 e 100 pg/mL dependendo da cepa, sendo mais eficazes contra C. gattii e C. krusei. E,
os CIM das cascas M. urundeuva variaram entre 3,12 e 100 pg/mL para Candida, e de 6,25 e
12,5 pg/mL C. neoformans e C. gattii, respectivamente. Esses resultados indicam que 0s
extratos de A. occidentale (cascas) e M. urundeuva (folhas) s&o os mais promissores para
desenvolvimento de novos agentes antifungicos.

A escolha de A. occidentale (cascas) e M. urundeuva (cascas) para a continuacéo deste
trabalho é justificada pelos resultados obtidos nos testes de sensibilidade antifingica, e também,
pelo rendimento consideravel dos extratos etanélicos obtidos, que, embora ndo sejam 0s mais
elevados, apresentam porcentagens significativas. Em particular, a M. urundeuva destaca-se
por ter diferentes partes vegetativas (folhas, galhos, cascas) analisadas, e as cascas exibiram um
rendimento de 3,05%, o que sugere um potencial bioativo consideravel que merece exploracao.
Além disso, apresentou promissores valores de CIM diante das linhagens de Cryptococcus
testadas, e mais, a pouca informacéo disponivel na literatura sobre este efeito, nos encorajou a
trabalhar mais com esta planta. Ja A. occidentale (cascas), apesar de seu rendimento menor
(1,30%), ¢ amplamente utilizada em estudos etnofarmacolégicos, o que agrega valor a escolha

desta planta para futuras investigacdes devido ao seu conhecido potencial medicinal.

Tabela 4 - Concentracdo inibitéria minima (ug/mL) do extrato etanélico de A. occidentale

(caju), M. flexuosa (buriti), M. urundeuva (aroeira), e C. spruceanum (pau-mulato).

. A. M. M. M. M. C.
Candida sp/ i e fi q q q
Cryptococcus sp occidentale flexuosa urundeuva urundeuva urundeuva spruceanum
Cascas Cascas  Folhas Galhos Cascas Cascas
C. albicans 10231 3,12 > 100 100 > 100 3,12 > 100
C. parapsilosis 22019 3,12 > 100 6,25 50 3,12 50
C. krusei 6258 25 > 100 6,25 50 25 25
C. tropicalis 750 50 > 100 > 100 > 100 100 > 100
C. gattii R265 12,5 > 100 6,25 25 12,5 50
C. gattii WM 161 12,5 > 100 6,25 25 12,5 50
C. neoformans H99 12,5 > 100 > 100 50 6,25 25
C. neoformans WM 148 12,5 > 100 > 100 50 6,25 25

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)
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6.2 EXTRAQAO E FRACIONAMENTO DAS CASCAS DE A. OCCIDENTALE E M.
URUNDEUVA.

A partir de 524,0 g de cascas de A. occidentale e 822,0 g de cascas de M. urundeuva,
foram obtidos, respectivamente, 84,30 g e 114,03 g de extrato etandlico, apds duas extracdes,
com rendimentos de 16,08% e 13,87%. O extrato etanolico, apos ressuspensdo em solucao
hidroalcdolica, foi particionado com solventes de polaridade crescente, dando origem as fracoes

fracdo hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol, respectivamente (Tabela 5).

Tabela 5 - Rendimento das fraces obtido a partir de 30g de extrato etandlico de A.
occidentale e M. urundeuva.

A. occidentale M. urundeuva
Fracao Massa Rendimento Massa Rendimento

(9) (%) (9) (%)
Hexano 0,03 0,10 0,33 1,10
Diclorometano 0,02 0,06 0,22 0,73
Acetato de etila 5,64 18,80 3,55 11,83
Butandlica 11,0 36,66 9,06 30,20
Aquosa 0,69 2,30 0,57 1,90

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

6.3 AS FRACOES POLARES DE A. OCCIDENTALE E M. URUNDEUVA POSSUEM
SIGNIFICATIVA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

O extrato etandlico e as fracdes de A. occidentale e M. urundeuva foram testados quanto
a atividade antifungica frente a diversas leveduras. O extrato etandlico de A. occidentale
apresentou CIM de 3,12 pug/mL para C. albicans e C. parapsilosis e 25 pg/mL para C. krusei,
enquanto a fragdo FAAO0 se destacou com CIM de 6,25 pg/mL para C. albicans e C. parapsilosis
e 3,12 pg/mL para C. krusei, sendo que as fragcdes n-butanol e aquosa também demonstraram
acao antifungica semelhante. Para M. urundeuva, o extrato etanélico apresentou CIM de 12,5
png/mL para C. gattii R265 e 6,25 pg/mL para C. neoformans H99, com a fragdo FAMu
mostrando os melhores resultados (CIM de 3,12 pug/mL para ambas as leveduras, exceto C.

krusei, que apresentou CIM de 50 pg/mL), e as fragcbes n-butanol e aquosa com atividade
antifungica similar (Tabela 6).
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Tabela 6 - Concentracdo inibitéria minima (pug/mL) do extrato etandlico e fragdes das cascas
de A. occidentale e M. urundeuva frente a Candida sp e Cryptococcus sp.

A. occidentale M. urundeuva
Candida sp/

Cryptococcus sp Extrato FAq FB FA FD FH |[Extrato FAq FB FA FD FH

C. albicans ATCC 10231 312 312 15 6,25 100 >100| 156 15 15 3,12 50 50
C. parapsilosis ATCC 2201' 3,12 156 3,12 625 50 100 | 312 156 312 312 50 100
C. krusei ATCC 6258 25 50 50 3,12 >100 100 25 50 50 25 >100 >100

C. gattii ATCC R265 125 125 12,5 3,12 >100 25 12,5 25 625 312 25 25

C. neoformans ATCC H99 125 6,25 6,25 3,12 100 25 6,25 125 6,25 312 25 25

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

Nota: FAQ: fracdo aquosa; FB: fracdo butandlica; FA: fracdo acetato; FD: fracdo diclorometano; FH: fracéo
hexano.

6.4 A FRACAO ACETATO DE ETILA DE A. OCCIDENTALE E M. URUNDEUVA TEM
UM PERFIL INTERESSANTE DE SELETIVIDADE FRENTE A LEVEDURAS

A citotoxicidade dos extratos e fraces de A. occidentale e M. urundeuva foi avaliada
frente a macréfagos murinos RAW264.7 e J774.A1. Nas figuras 11 e 12, observa-se que FAAO,
FBAo, FAMu e FBMu foram citotoxicas para macrofagos RAW264.7 somente na concentracao
de 200 pug/mL, enquanto as fragdes diclorometano, hexano e as demais de A. occidentale e M.
urundeuva foram toxicas em concentracGes menores. Para macréfagos J774.A1, a FDAo e 0
extrato de M. urundeuva mostraram auséncia de citotoxicidade nas concentra¢Ges avaliadas,
enquanto a FAAo foi citotoxica a 200 pg/mL e a FDMu a partir de 12,5 pg/mL. As demais
fracdes de A. occidentale e M. urundeuva foram citotoxicas em concentracdes inferiores.

De acordo com Menezes e Campos (2021) indices de seletividade (I1S) acima de 10
indicam relativa seguranga do extrato ou fragcdo em relacéo a atividade antimicrobiana. Como
mostrado na Tabela 7, o IS das fragdes de A. occidentale variou entre 0,5 e 128, destacando-se
a FAAo com IS de 64 para C. albicans e C. parapsilosis e de 16 para C. krusei em todos 0s
modelos celulares. Ja o IS das fragdes de M. urundeuva variou entre 0,25 e 64, com a FAMu
apresentando IS de 16 e 32 nos macrofagos RAW264.7 e nos macrdfagos J774.Al para todas
as linhagens, exceto para C. krusei ATCC 6258, onde obteve um IS menor que 10 (Tabela 8).
Esses valores indicam uma boa seletividade para patdgenos fangicos, posicionando a FAAo e

a FAMu como promissoras para estudos in vivo, o que justificou sua escolha para a continuidade
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da pesquisa, com a FAAo0 sendo testada contra linhagens de Candida e Cryptococcus, e a
FAMu, especificamente contra Cryptococcus.
Figura 11 - Avaliacdo da citotoxicidade do extrato etandlico e fracdes de A. occidentale em
macréfagos murinos RAW 264.7 (A) e J774A.1 (B).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

Nota: Os dados sdo mostrados como média + desvio padréo.
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Figura 12 - Avaliacéo da citotoxicidade do extrato etandlico e fracdes de M. urundeuva
macréfagos murinos RAW 264.7 (A) e J774A.1 (B).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Nota: Os dados sdo mostrados como média +desvio padrao.
Tabela 7 - indice de seletividade (IS) do extrato e fragdes de A. occidentale em funcio das
concentracdes inibitérias minimas (CIM) de Candida albicans ATCC 10231, C. parapsilosis
ATCC 22019 e C. krusei ATCC 6258, C. gattii ATCC R275 e C. neoformans ATCC H99.

IS (IC70/CIM)
Extrato/ : — - =
fracoes - C. albicans C. parapsilosis C. krusei C. gattii C. neoformans
A ATCC 10231 ATCC 22019 ATCC 6258 ATCC R265 ATCC H99
occidental Macréfagos murinos
e J774A. RAW264  J774A. RAW264. J774A. RAW264. J774A. RAW264. J774A. RAW264.
1 7 1 7 1 7 1 7 1 7
Extrato 32 32 32 32 4 4 8 8 8 8
FAgAOo 16 32 32 64 1 2 4 8 8 16
FBAO 32 64 16 32 1 2 4 8 8 16
FAAo0 16 16 16 16 32 32 32 32 32 32
FDAo 2 2 4 4 1 1 1 1 2
FHAo 0 0,1 0,1 0,2 0,1 0,2 0,5 1 0,5

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
Nota: IS: indice de seletividade; IC: Indice de citotoxicidade

Tabela 8 - indice de seletividade (1S) do extrato e fracdes de M. urundeuva em funcao das
concentrages inibitdrias minimas (CIM) de Candida albicans ATCC 10231, C. parapsilosis
ATCC 22019 e C. krusei ATCC 6258, C. gattii ATCC R275 e C. neoformans ATCC H99

IS (IC7/CIM)
Extrato/ C. albicans C. parapsilosis C. krusei C. gattii C. neoformans
fraces -
M. ATCC 10231 ATCC 22019 ATCC 6258 ATCC R265 ATCC H99
urundeuva Macrofagos murinos
JTT4A1 RAW2647 J774A1 RAW264.7 IT74AL AW2647 JTT4AL AW2647 JT74A1  AW264.7
Extrato 64 64 32 32 4 4 8 8 16 16
AgMu 16 64 16 64 1 2 1 4 2 8
FBMu 32 64 16 32 1 2 8 16 8 16
FAMu 16 32 16 32 2 4 16 32 16 32
FDMu 0 1 0 1 0 0 1
FHMu 1 1 0 0 0 0 1 1 1

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Nota: IS: indice de seletividade; IC: indice de citotoxicidade

6.5 COMPOSICAO QUIMICA DA FAAO E DA FAMU

A analise de pico a pico do cromatograma HPLC-MS no modo negativo (Figura 13 e
Tabela 9) mostrou a presenca de varios compostos fendlicos em FAAo0. A reandlise desses
dados de LC-MS no site do GNPS, usando o protocolo classico de rede molecular, permitiu a

construcdo de uma rede molecular na qual as caracteristicas dos compostos, presentes na FAAO,
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relacionados a estrutura sdo agrupadas de acordo com seus espectros MS2 (Figura 14). Além
disso, vérias correspondéncias com o banco de dados GNPS levaram a proposta e identificacéo,
por meio de inspecdo manual cuidadosa, das catequinas (2-6) e do acido elagico (7). A posicao
do grupo galloil nos compostos 2-6 foi deduzida a partir dos espectros MS2, bem como pela
analise NMR da subfracdo polar de FAAo. A anotagcdo dos pares diastereoisomeéricos
epigalocatequina galato (3)/galocatequina galato (4) e epicatequina galato (5)/catequina galato
(6) foi atribuida considerando o comportamento cromatografico desses compostos em colunas
de fase reversa (C18) (Zeeb et al. 2000; Pelillo et al. 2004), uma vez que seus espectros MS2
resultaram quase idénticos. Além disso, o &cido galico (1) (tR: 4,1 min, m/z 169) e vérios &cidos
anacérdicos (8-16) (tR 33 a 46 min) mostrando cadeias laterais C13 a C17 com ate trés duplas
ligacGes (Figura 13, Figura 14 e Tabela 9) também foram identificados pela anélise de seus
espectros MS e MS2, como esperado para o género Anacardium. Os sinais LC-MS mais
intensos dos acidos anacardicos correspondem aos compostos 13 (C15:1), 14 (C17:2), 15 (15:0)
e 16 (17:1), enquanto o pico mais intenso das catequinas corresponde ao epigalocatequina
galato (3). Os cardandis (17), que também foram relatados para Anacardium, ndo puderam ser
detectados nos cromatogramas HPLC-MS, nem no modo negativo nem no positivo, devido a
baixa eficiéncia de ionizacdo observada para fendis. No entanto, os espectros de 1H NMR do
subextrato de FAAo em cloroférmio-d mostraram sinais caracteristicos do grupo m-alquil-feno,
que foram consistentes com os valores 6H relatados para os cardanoéis (Yokoyama et al. 2023).
A anélise 2D-NMR HSQC-DEPT e COSY permitiu anotar varios sinais de 1H e 13C
consistentes com a presenca desses metabo6litos. O comprimento da cadeia lateral e o grau de
insaturacdo ndo puderam ser determinados; esses compostos geralmente ocorrem como
misturas micro-heterogéneas com cadeias laterais variaveis (Yokoyama et al. 2023). Além
disso, foi notada sobreposicdo de sinais com outros compostos relacionados a estrutura
presentes nesse subextrato, como &cidos anacérdicos e triacilglicerdis. A comparacdo
semiquantitativa da area dos sinais caracteristicos dos acidos anacardicos e cardanois sugere

abundancias similares para esses produtos naturais.
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Figura 13 - Cromatograma de pico base no modo de ionizagéo negativa (BPC, em vermelho)
e absorbancia a 254 nm (laranja), mostrando o perfil de FAAo.
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Tabela 9 - Compostos presentes em FAAo0 detectados por HPLC-ESI-MS no modo de

ionizagdo negativa.

tr tr [M-H] Calculado Ero Ton  |lons produzidos
- Composto Férmula - .
indice| pa ; M-H] precursor | . ; Referéncias
Método 1[Metodo 2| proposto Molecular | (mz) M-H] (ppm) (intensidade
(min) (min) (m/z) (m/z) relativa)
1 41 25 Acido gélico C/HsOs |169.0150| 169.0132 | -4.3 169 125(100) Encarnagdo et al.,
2024
) ) 245(56), 137(11), [Pelillo et al, 2004
2 10.3 Epicatequina* C15H140 289.0711| 289.0718 22 289 ' '
picateq 1w 125(100) Encarnacio et al.,
2024
Epigallocatequina 305(14), Pelillo et al, 2004
3 12.4 2.6 CpH1g011 |457.0777| 457.0765 | -0.2 457 ' '
gallato* 2rsn 169(100), 125(19) [Encarnago et al.,
2024
Gallocatequina 305(18), Pelillo et al, 2004
4 13.9 2.8 CpH1s011 |457.0774| 457.0765 | 0.6 457 ' '
gallato* 2rsn 169(100), 125(25) [Encarnagdo et al.,
2024
Epicatequina 289(70),
5 15.1 29 gallato* C2H15010 |441.0833| 441.0816 13 441 169(100), 125(24) ZeebNet al, 2000,
Galvdo et al., 2018
Catequina 289(65),
6 16.0 3.0 gallato* C2H15010 |441.0840| 441.0816 2.8 441 169(100), 125(21) ZeebNet al, 2000,
Galvdo et al., 2018
P 284(60), 257(70),
7 19.1 4.4 Acido elagico C1HgOs 1300.9990| 300.9979 -0.5 301 Encarnagdo et al.,
229(100)  |5024
8 33.9 165 |Acdoanacardico | o\ o lsa12125| 3412111 | 09 | 341 | 207(100), 119(9) | HAMad: Mubofu,
C15:3 2015
9 34.4 173 Ac'doglng_clard'co CaHxO; |317.2142| 317.2111 | 6.2 317 | 273(100), 119(5) ;/;;;ura etal,




10 353 17.8 Ac'doca:;‘_csrd'co CuHz0s |3432275| 3432268 | 1.1 343 | 299(100), 119(2)
Acido anacérdico

11 36.5 18.9 c17:3 C24H340;5 |369.2439 | 369.2424 -1.2 369 325(100), 119(3)
Acido anacérdico

12 37.1 19.3 C13:0 CH30; |319.2279| 319.2268 -0.1 319 275(100), 119(2)
Acido anacardico

13 37.8 19.6 C151 CpoH3405 [ 345.2449| 345.2424 -4.1 345 301(100), 119(1)
Acido anacardico

14 39.5 21.4 C17:2 CH305 [ 371.2590| 371.2581 04 371 327(100), 119(1)
Acido anacérdico 303(100),

15 44.2 25.5 C15:0 CH3s0;3 | 347.2588 | 347.2581 1.0 347 119(0.2)
Acido anacérdico 329(100),

16 46.0 26.3 Cl7:1 Co4H3g03 | 373.2759| 373.2737 -3.0 373 119(0.2)

96

Hamad; Mubofu,
2015

Ventura et al.,
2023

Ventura et al.,
2023

Hamad; Mubofu,
2015

Ventura et al.,
2023

Hamad; Mubofu,
2015

Ventura et al.,
2023

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Figura 14 - Rede Molecular de LC-MS realizada no site do GNPS, destacando as

caracteristicas de catequinas e &cido anacardico.
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Figura 15 - Estrutura quimica dos constituintes detectados na FAA0
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

E, de acordo com analise do HPLC-ESI-MS no modo de ionizagdo negativa, foram
identificados 12 constituintes quimicos na fragdo acetato de etila do extrato etanolico das cascas
de M. urundeuva, que podem ser vistos na tabela 10 e na figura 16. Foram encontrados
compostos do metabolismo secundario, compostos fenodlicos da classe dos taninos
hidrolisaveis, como acido 1,6 - di-galoil-hexose (Rt: 10,9 min) e tri-galoil-hexose (13,1 min),
(Fig. 16). Outros metabdlitos secundarios, que estdo relacionados a protecdo da planta, foram
identificados o acido galico (Rt: 3,7 min), &cido clorogénico (Rt: 11,5 min), acido elégico (Rt:
18,9 min) e as urundeuvinas C, A e B (Rt: 20,3 min, 20,9 min e 21,3 min, respectivamente) que

sdo flavonoides glicosilados (Figura 16 e Tabela 10).
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Tabela 10 - Compostos presentes em FAMu detectados por HPLC-ESI-MS no modo de

ionizacao negativa.

tr . . |Calculado
indice | Método 1 C?(r)n%osit)o l\;glrerz?:tjllgr [?r/ln'/g)] [M-H] (Er::])) Precursor Pro?_ ;ItOS Ref.
(min) prop (miz) | PP 0
, . - Sarria et
1 3,7 4cido gélico C7Hs0Os 169,0000 | 169,0142 | -8,6 169 125 al 2018
1,6-di- 313, 271,
i Castro et
2 10,9 galoil- CxoH20014 | 483,0722 | 483,0780 | 12,2 483 227, 211, al. 2020
hexose 169 "
3-4cido Castro et
3 11,5 cloragénico CiH1809 | 353,0757 | 353,0878 | 34,3 353 191 al.. 2020
tri-galoil- 465, 410, Galvéo et
4 13,1 hexose Co7H24018 | 635,0000 | 635,0890 | 12,2 635 313 al.. 2018
acido galico 357, 217 Galvao et
5 13,8 derivado | CaHi160s | 467,0924 | 467,0925 0,1 467 al., 2018
&cido galico 357, 217 Galvio et
6 14,2 derivado | - Ca1H160s | 467,0942 | 467,0925 | -3,6 467 al 2018
isdmero v
&cido galico 357, 217 Galvio et
7 14,6 derivado | - C31H160s | 467,0944 | 467,0925 | -4,0 467 al. 2018
isdmero "
acido galico 341, 217 Galvio et
8 17,4 derivado | - Ca1H1604 | 451,0995 | 451,0976 | -4,4 451 al 2018
analogo B
cido 284, Encarnacédo
9 18,9 elégico C1HeOg | 300,9978 | 301,9990 3,8 301 257 229 etal., 2024
523,505,
urundeuvina 431,415,40 Viana et
10 20,3 c C30H22010 | 541,1172 | 541,1140 -5,8 541 5,389 371, al., 2003
151, 135
urundeuvina 389, 371, Castro et
11 20,9 A C3oH2209 | 525,1181 | 525,1191 2,0 525 385 al., 2020
urundeuvina 387, 413, Viana et
12 21,3 B CaoH2009 | 523,1026 | 523,1035 1,7 523 410, 251 al., 2003
urundeuvina
13 215 A CaoH20s | 525,1175 | 525,191 | 3,1 525 389, 371, | Castro et
. > 385 al., 2020
diasterébmero

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Figura 16 - Estrutura quimica dos constituintes detectados na FAMu.
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6.6 OS TESTES DE SENSIBILIDADE ANTIFUNGICA DAS FRACOES
DEMONSTRARAM CIM MENORES QUE 10 uG/ML PARA QUASE TODAS AS
LINHAGENS DE CANDIDA E CRYPTOCOCCUS TESTADAS.

A Tabela 11 mostra os resultados do experimento de CIM da FAAo, fluconazol e
anfotericina B diante de Candida spp e Cryptococcus sp. Neste ensaio, a FAAo0 apresentou
valores de CIM que variaram entre 1,56 (para as duas linhagens C. glabrata) ¢ 6,25 pg/mL
(para C. albicans 10231, C. albicans 188084, C. tropicalis 750 e C. parapsilosis 22019). Além
disso, os valores de CIM variaram de 1,56 a 12,5 pg/mL contra as linhagens de C. neoformans
e de 1,56 a 3,12 pug/mL contra as linhagens de C. gattii. Os valores individuais de CIM para
anfotericina B variaram entre 0,5 e 4,0 pg/mL e para o fluconazol variaram entre 1 e 16 pug/mL.

A Tabela 12 mostra os resultados do experimento de CIM da FAMu, fluconazol e
anfotericina B diante de Candida sp e Cryptococcus sp. Neste ensaio, a FAMu apresentou
valores de CIM que variaram entre 1,56 a 3,13 pg/mL para todas as linhagens de Candida sp,
C. gattii e quase todas de C. neoformans, a Unica excegédo, foi C. neoformans WM 626 que
apresentou um CIM de 12,5 pg/mL. Os valores individuais de CIM para anfotericina B variaram

entre 0,01 e 1,0 pg/mL e para o fluconazol variaram entre 1 e 16 pg/mL.
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Tabela 11 - Efeitos antifungicos da FAAo.

FAAo AmB FLZ
CIM CFM CFM/ CIM CIM

Linhagens (ug/imL) | (ug/imL) | CIM | (ug/imL) | (ug/mL)
C. albicans ATCC 10231 6,25 50,00 8 1,00 8,00
o C. albicans ATCC 18804 6,25 50,00 8 0,50 4,00
g C. krusei ATCC 6258 3,12 25,00 8 2,00 2,00
% C. krusei ATCC 20298 3,12 25,00 8 2,00 2,00
= C. glabrata ATCC 2001 1,56 12,50 8 1,00 16,00
(@) C. glabrata ATCC 90030 1,56 12,50 8 1,00 16,00
C. tropicalis ATCC 750 6,25 50,00 8 1,00 4,00
C. parapsilosis ATCC 22019 6,25 12,50 2 1,00 4,00
Meédia aritmética 4,30 29,69 - 1,19 7,00
Meédia geométrica 3,71 25,00 - 1,09 5,19
C. gattii ATCC R265 3,12 6,25 2 0,06 8,00
C. gattii ATCC 32608 1,56 3,12 2 0,50 2,00
C. gattii ATCC 24065 1,56 6,25 4 0,12 2,00
C. gattii ATCC WM161 1,56 3,12 2 0,03 2,00
C. gattii ATCC WM178 1,56 3,12 2 0,01 8,00
C. gattii ATCC WM179 1,56 3,12 2 0,01 1,00
C. gattii L27/01 1,56 6,25 4 0,12 8,00
o C. gattii 1913 ER 1,56 6,25 4 0,50 16,00
o C. gattii ICB181 1,56 6,25 4 0,03 4,00
§ C. gattii L28 1,56 25,00 16 0,12 4,00
S C. neoformans ATCC H99 3,12 3,12 1 0,12 1,00
%_ C. neoformans WM 626 12,5 25,00 2 0,06 2,00
P C. neoformans ATCC 24067 1,56 6,25 4 0,03 2,00
© C. neoformans ATCC 28957 3,12 12,50 4 0,25 2,00
C. neoformans ATCC62066 1,56 3,12 2 0,25 2,00
&geoformans ATCC WM 156 6.25 4 0,25 8,00
WP 1,56 6,25 4 0,50 2,00
C31 1,56 12,50 8 1,00 4,00
96806 1,56 12,50 8 0,50 8,00
27JF 1,56 12,50 8 0,50 2,00
Meédia aritmética 2,34 8,44 - 0,25 4,40
Média geométrica 1,92 6,70 - 0,13 3,25

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).



Tabela 12 - Efeitos antifungicos da FAMu.

FAMu AmB FLZ
. CIM CFM CFM/ CIM CIM

Linhagens (wg/mL) | (ugmb) | CIM_| (ug/mb) | (ug/mL)
C. albicans ATCC 10231 3,12 12,50 4 1,00 8,00
%' C. albicans ATCC 18804 1,56 12,50 8 0,50 4,00
< C. krusei ATCC 6258 3,12 25,00 8 2,00 2,00
= C. krusei ATCC 20298 3,12 25,00 8 2,00 2,00
g C glabrata ATCC 2001 1,56 6,25 4 1,00 16,00
© C. glabrata ATCC 90030 1,56 12,50 8 1,00 16,00
C. tropicalis ATCC 750 3,12 25,00 8 1,00 4,00
C. parapsilosis ATCC 22019 3,12 25,00 8 1,00 4,00
Média aritmética 2,53 26,56 - 1,19 7,00
Meédia geométrica 2,40 22,92 - 1,09 5,19
C. gattii ATCC R265 3,12 3,12 1 0,06 8,00
C. gattii ATCC 32608 1,56 1,56 1 0,50 2,00
C. gattii ATCC 24065 1,56 12,5 8 0,12 2,00
C. gattii ATCC WM161 1,56 1,56 1 0,03 2,00
C. gattii ATCC WM178 1,56 1,56 1 0,01 8,00
C. gattii ATCC WM179 1,56 1,56 1 0,01 1,00
C. gattii L27/01 1,56 1,56 1 0,12 8,00
C. gattii 1913 ER 1,56 1,56 1 0,50 16,00
% C. gattii ICB181 1,56 6,25 4 0,03 4,00
&2 C.gattii L28 1,56 6,25 4 0,12 4,00
8 C. neoformans ATCC H99 3,12 3,12 1 0,12 1,00
g C. neoformans WM 626 12,5 12,5 1 0,06 2,00
‘é_ C. neoformans ATCC 24067 1,56 1,56 1 0,03 2,00
G C. neoformans ATCC 28957 3,12 6,25 2 0,25 2,00
C. neoformans ATCC62066 1,56 3,12 2 0,25 2,00
C. neoformans ATCC WM 148 1,56 3,12 2 0,25 8,00
WP 1,56 12,5 8 0,50 2,00
C31 1,56 6,25 4 1,00 4,00
96806 1,56 1,56 1 0,50 8,00
27JF 1,56 6,25 4 0,50 2,00
Média aritmética 2,34 4,69 - 0,25 4,40
Média geométrica 1,92 3,46 - 0,13 3,25

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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6.7 A INTERACAO ENTRE FAAO E FAMU COM FLUCONAZOL SE MOSTROU
INDIFERENTE IN VITRO.

Os valores do indice de concentragdo inibitoria fracional (ICIF) para a FAAo e
fluconazol (Tabela 13) foram considerados indiferentes para quase todas as espécies de
Candida testadas, exceto para C. tropicalis, onde a fracdo apresentou sinergismo com o
fluconazol, com um ICIF de 0,13. Da mesma forma, os valores do ICIF para a FAMu e

fluconazol foram considerados indiferentes para todas as linhagens de Cryptococcus testadas.

Tabela 13 - Avaliacdo da interacdo da FAAo e FAMu com fluconazol (FLZ) frente as

especies de Candida e Cryptococcus.

LINHAGEM e FAAo X FLZ INTERA(;AO

C. albicans ATCC 10231 0,51 Indiferente

s C. krusei ATCC 6258 1 Indiferente
% C. glabrata ATCC 2001 1 Indiferente
8 C. parapsilosis ATCC 22019 1 Indiferente
C. tropicalis ATCC 750 0,13 Sinergismo

C. gatti ATCC R265 1 Indiferente

C. neoformans ATCC H99 0,5 Sinergismo
LINHAGEM FAMu x FLZ INTERAQAO

@ C. gatti ATCC R265 1 Indiferente
§ C. gatti ATCC WM 179 1 Indiferente
§ C. neoformans ATCC H99 1 Indiferente
g C. neoformans ATCCWM 626 1 Indiferente

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

6.8 CURVA DE MORTE

O ensaio da curva de morte oferece uma perspectiva mais dindmica da interagdo entre
um agente antimicrobiano e um patdgeno. Os efeitos da FAAO0 na capacidade das leveduras de
produzir colénias sdo mostrados na Figura 17. As concentrag¢fes usadas para a curva de morte
foram CIM, 0,5CIM ou duas vezes a CIM (2xCIM) ao longo de 48 horas para Candida spp. e
72 horas para Cryptococcus sp. A FAAo reduziu as contagens de UFC ao longo do tempo de
maneira dependente da dose em comparacdo com o indculo inicial contra C. krusei ATCC 6258
(Figura 17B), C. glabrata ATCC 2001 (Figura 17C) e C. parapsilosis ATCC 22019 (Figura
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17E). E interessante notar que a fragdo a 12,5 pg/mL ndo gerou crescimento de C. parapsilosis
ATCC 22019, sugerindo uma atividade fungicida (Figura 17E). Entre outras espécies, a FAA0
proporcionou aproximadamente 48% a 53% de morte em comparacdo com o controle sem
droga na concentracdo de CIM ap0s 48 horas (Figura 17A-D). No entanto, o0 nimero de UFC
por mL permaneceu 0 mesmo ou aumentou ligeiramente em comparagao com o inoculo inicial.

Nenhum crescimento foi observado em Cryptococcus sp. apds 24 horas de tratamento
nas concentracdes inibitdrias testadas, o que persistiu por até 72 horas (Figura 17 F-1). Isso
indica um efeito fungicida. Curiosamente, a FAAo0 em 2CIM reduziu 100% das contagens de

UFC dentro de 6 horas de exposigéo para C. neoformans ATCC H99 (Figura 18H).

Figura 17 - Curva de morte da FAAo0 contra Candida sp. (A-E) e contra Cryptococcus sp.
(F-1) nas concentracdes %2 CIM, CIM e 2X CIM.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Nota: Os dados s&o apresentados em média + desvio padrdo de UFC/mL (logio).
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O efeito tempo-dependente da FAMu na viabilidade das células de C. gattii e C.

neoformans foi avaliado através do ensaio de curva de morte. Analisando os gréaficos da figura

18 foi possivel observar que a FAMu apresentou o inicio do declinio da viabilidade celular a

partir das 12 horas na concentracdo CIM e, essa reducao da viabilidade celular foi progressiva,

inibindo 100% das células fangicas, a partir das 24 horas. Esses resultados expressivos nos
valores de CIM (1,56 pg/mL para C. gattii ATCC WM 179, 3,12 pg/mL C. gatti R265 e C.
neorfomans ATCC H99, e, 12,5 C. neorfomans ATCC WM626, reforcam o0 comportamento

fungicida da fracdo para todas as linhagens de Cryptococcus testadas, num comportamento

tempo-dependente da FAMu.



105

Figura 18 - Curva de morte da FAMu contra Cryptococcus sp. nas concentragdes ¥2 CIM,
CIM e 2X CIM.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
Nota: Os dados séo apresentados em média + desvio padrdo de UFC/mL (logio).

6.9 A FAAO REDUZ A FORMACAO DE BIOFILMES DAS LINHAGENS C. KRUSEI
ATCC 6258 E C. ALBICANS ATCC 10231 EM BAIXAS CONCENTRACOES

O efeito do FAAo0 na formacao de biofilme foi analisado pelo ensaio MTT (Figura 19).
A fragdo reduziu o desenvolvimento do biofilme em aproximadamente 60% a 64 pg/mL para
C. albicans ATCC 10231 (Figura 19A) e a 32 pg/mL para C. krusei ATCC 6258 (Figura 18B).
Para C. glabrata ATCC 2001 (Figura 19C), C. parapsilosis ATCC 22019 (Figura 19E) e C.
neoformans ATCC H99 (Figura 19G), a atividade metabodlica das células sesséis foi reduzida
em mais de 50% a 512 pg/mL. A adeséo as placas foi impedida a 1028 pg/mL para C. tropicalis
ATCC 750 (Figura 19D). A concentragdo minima inibitoria que reduziu 50% da formagéo de
biofilme foi de 128 pg/mL para C. gattii ATCC R265 (Figura 19F). Além disso, o efeito

inibitério do FAAO sobre esses biofilmes pareceu ser dependente da dose.
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Como esperado, o fluconazol foi ineficaz contra C. glabrata ATCC 2001. Este
medicamento ndo prejudicou efetivamente a formacao de biofilme de C. tropicalis ATCC 750
e C. krusei ATCC 6258 nas concentracOes testadas. As menores concentracdes de fluconazol
que inibiram 50% da atividade metabolica da formacao de biofilme foram: 4 pug/mL para C.
albicans ATCC 10231, 512 pg/mL para C. parapsilosis ATCC 22019, 8 pg/mL para C.
neoformans ATCC H99 e 128 pg/mL para C. gattii ATCC R265.

Figura 19 - Efeito da fracdo acetato de etila de A. occidentale (FAAO0) e fluconazol (FLZ) na
inibicdo da formacéo de biofilmes de Candida sp. e Cryptococcus sp., em varias

concentrages, por 24 horas, a 35°C.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

6.10 EFEITO POS-ANTIBIOTICO (EPA) DA FAMU FRENTE A CRYPTOCOCCUS

O efeito pds antibidtico encontrado para a FAMu variou de 5 a 8 horas (média de EPA,

6,5 horas) para uma concentracdo de FAMu igual a CIM.
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Tabela 14 - EPA ap6s 1 hora de exposi¢do a FAMu na concentragdo CIM para Cryptococcus.

Cryptococcus sp. EPA (h)

C. gattii ATCC R265

C. gattii ATCC WM179

C. neoformans ATCC H99

C. neoformans ATCC WM626
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

o1 o o

6.11 FAMU COMPROMETE A INTEGRIDADE DA MEMBRANA CELULAR

Em seguida, avaliamos a capacidade da FAMu de alterar a composi¢cdo da membrana
celular criptocdcica, cuja estrutura lipidica é predominantemente composta por esterois e
representa o alvo mais comum de drogas anticriptocdccicas.

Observa-se que ap6s 24 h de tratamento com FAMu conseguiu reduzir,
significativamente, os niveis de ergosterol em comparacdo ao controle (p<0,05) da mesma
forma que o controle fluconazol.

Figura 20 - Niveis do contetdo de ergosterol das linhagens de C. gattii e C. neoformans apés

24 horas de tratamento com FAMu e fluconazol.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Nota: Os resultados sdo expressos como uma porcentagem do peso Umido da célula (ng/mL) + o
desvio padrdo da média, de dois experimentos independentes em ensaios triplicados. Diferencas
estatisticas entre os antifingicos e o controle sdo representadas por * (P < 0,05).

RPMI: meio sem fragdo; FAMu: fracéo acetato de etila de M. urundeuva. FLZ: fluconazol.
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6.12 FAMU INDUZ A PEROXIDACAO LIPIDICA DAS CELULAS CRIPTOCOCOCICAS

Ap0s os resultados do ergosterol, a fim de se evidenciar o mecanismo de acdo da FAMu,
avaliou-se a peroxidacao 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 peroxidacgéo lipidica (Ferreira et al., 2013).
Nossos resultados mostraram niveis elevados de TBARS ap0s 24 horas de tratamento

com FAMu para C. gattii R265 e C. neoformans H99 em comparacdo com o controle de

crescimento (P < 0,05), indicando dano nos lipidios (Figura 5).

Figura 21 - Peroxidacdo lipidica como consequéncia do tratamento das células de C. gatti e C.

neoformans com FAMu com a concentracdo inibitéria minima.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Nota: Os resultados séo expressos como uma média + desvio padrao da quantificagdo de peroxidagdo
lipidica, em nmols/g de dois experimentos independentes realizados em triplicata. RPMI: meio sem
fracdo; FAMu: fracdo acetato de etila de M. urundeuva. H>O-: perdxido de hidrogénio como controle

positivo. Diferencas em relacdo ao controle negativo, *p<0,05.
6.13 INTERACAO IN VITRO DE FAMU COM 3-AT E DETC

Para determinar a influéncia das enzimas antioxidantes, catalase e superoxido dismutase
(SOD) na toleréncia das linhagens de Cryptococcus a FAMu, testamos 3-AT (inibidor
especifico da catalase) e DETC (inibidor da SOD) em combinacdo FAMu. Foi observado um
efeito sinérgico do 3-AT com FAMu para C. gattii ATCC R265 (ICIF=0,26) e para C.
neoformans ATCC H99 e ATCC WM626 (ICIF=0,5 e ICIF=0,07, respectivamente) (Tabela
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15). Também foi observado um efeito sinérgico do DETC com FAMu para C. gattii ATCC
R265 (ICIF=0,5), C. gattii ATCC WM179 (ICIF=0,5) e a interagdo com as linhagens de C.

neoformans foi indiferente (Tabela 15).

Tabela 15 - Avaliacdo da interacdo da FAMu com DETC e 3-AT frente as espécies de

Cryptococcus.
ICIF
LINHAGEM EQ"C“ *NTER AGAO F?_'\A"$X INTERAGAO
% C. gatti R265 0,50 Sinergismo 0,26 Sinergismo
§ C. gatti WM 179 0,50 Sinergismo 1 Indiferente
g C. neoformans H99 0,53 Indiferente 0,5 Sinergismo
5 C. neoformans WM 626 0,56 Indiferente 0,07 Sinergismo

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
Nota: DETC= dietilditiocarbamato; 3-AT= 3-amino-1,2,4-triazol

6.14 AVALIACAO DA MORFOMETRIA E POTENCIAL ZETA DE CRYPTOCOCCUS SP.
APOS TRATAMENTO COM FAMU

Para avaliar o comportamento das células de Cryptococcus frente ao estresse provocado
por FAMu, as leveduras foram expostas a uma concentracdo equivalente a metade da CIM, ou
seja, uma concentracdo sub inibitéria. A analise morfométrica mostrou que a FAMu reduziu
significativamente as razdes capsula/didmetro celular, para trés linhagens, C. gattii ATCC R265
- ndo tratado: 0,28 + 0,039, tratado: 0,24 + 0,046; C. gattii ATCC WM 179 - ndo tratado: 0,31
+ 0,046, tratado: 0,21 £ 0,054; C. neoformans ATCC H99 - ndo tratado: 0,32+ 0,048, tratado:
0,27 £ 0,043 (p<0,01), no entanto, para C. neoformans ATCC WM 626: néo tratado: 0,24+
0,064, tratado: 0,24 + 0,10 ndo houve diferenca significativa (Figura 22A). Exemplos de

imagens que sustentam esses dados estdo na Figura 22C.
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Figura 22 - Avaliacdo do tamanho da cépsula de C. gattii e C. neoformans ap0s tratamento

com concentracdo subinibitéria da FAMu.
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Para avaliar o efeito da FAMu na carga superficial das células de C. gattii e C.
neoformans, mediu-se 0 potencial Zeta. Os resultados, apresentados na figura 23, mostraram
que, apos a interacdo entre o fungo e a FAMu, com as leveduras cultivadas em condicdes de %2
CIM, houve uma reducdo da carga superficial em todas as linhagens de C. gattii (R265 e
WM179) e C. neoformans (H99 e WM626).

Figura 23 - Efeito da concentracdo subinibitéria da FAMu sobre a carga da membrana celular

de C. gattii e C. neoformans.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Nota: Cada barra representa a média + erro padrdo da média. O potencial Zeta expresso em mV*;
indicam significancia estatistica (P>0,05).

6.15 ENSAIOS DE TOXICIDADE E SOBREVIDA COM T. MOLITOR

A toxicidade e sobrevida in vivo foi realizada com larvas de um besouro, Tenebrio
molitor, um modelo invertebrado com protocolo descrito para Candida e Cryptococcus (Souza
etal., 2015; Villis et al., 2021). A inoculagdo da FAMu ndo causou toxicidade significativa em
larvas saudaveis de T. molitor nas concentracfes 5xCIM, sendo semelhante a salina. No
entanto, as larvas que receberam a dose 20xCIM (62,14 pug/mL) as larvas morreram dentro de
24 horas, e apenas 25 % das que receberam a dose 10xCIM sobreviveram até o final do
experimento, uma diferenca significativa para as que receberam salina (grupo controle) ou a
dose de 5xCIM (Fig. 24).
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Figura 24 - Avaliagéo da toxicidade da FAMu em larvas de T. molitor ndo infectadas.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
Nota: *p<0,05

A Figura 25 mostra o efeito de diferentes tratamentos sobre a sobrevida das larvas
infectadas com C. gattii (Fig. 25A) e C. neoformans (Fig. 25B), ao longo de sete dias.
Observamos que no grupo 2, composto por larvas que receberam inéculo e ndo foram tratadas,
a sobrevivéncia caiu rapidamente, chegando a zero no 5° dia, média de sobrevida semelhante a
dos animais que receberam salina ap6s infeccdo. Os animais que receberam a FAMu ou
fluconazol tiveram a mesma média de sobrevida, 5 dias, uma diferenca significativa em relacédo
aos animais nao tratados ou que receberam somente salina (p<0,05). A combinacdo de FAMU
e fluconazol, mostrou um perfil de reducdo da sobrevivéncia semelhante ao de G5, sugerindo
um efeito potencialmente sinérgico entre os dois compostos, porém, sem diferenca significativa
entre 0s grupos.

Quando observamos o0 comportamento das larvas infectadas com C. neoformans ATCC
H99, no gréafico B, nota-se um padrdo semelhante ao de C. gattii, mas com algumas diferencas
notdveis. O grupo tratado com a combinacdo FAMU + fluconazol teve maior sobrevida do que
0s demais grupos infectados, semelhante ao grupo controle, ndo infectado, (6,5 dias) (p<0,05),
reforcando a ideia de que a combinacgdo dos compostos pode atuar sinergicamente para inibir o

crescimento de C. neoformans. A sobrevida deste grupo foi, inclusive, maior que a do grupo
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que recebeu apenas a fragdo (p<0,05). N&o houve diferenca entre os grupos que receberam
apenas FAMu ou fluconazol.

Figura 25 - Curvas de sobrevida de larvas de T. molitor infectadas com 103 leveduras de
Cryptococcus/larva e tratadas com FAMu e/ou FLZ na concentracdo inibitoria minima. (A)
Larvas infectadas com C. gattii ATCC R265. (B) Larvas infectadas com C. neoformans

ATCC H9.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Nota: As larvas foram agrupadas em grupos de 15, infectadas com a concentracdo fingica de 10%. O
experimento foi repetido duas vezes, e as larvas foram agrupadas para formar curvas de sobrevivéncia
com 30 animais. G1: Grupos de controle negativo, nos quais as larvas de T. molitor foram injetadas com
salina; G2: Grupos de controle positivo, nos quais as larvas de T. molitor foram inoculadas apenas com
fungos. *p<0,05
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7 DISCUSSAO

Neste estudo, investigamos a caracterizacdo quimica e atividade antifungica do extrato
etanolico e fragBes produzidos partir das cascas de Anacardium occidentale e Myracrodruon
urundeuva, duas plantas nativas do Brasil, pertencentes a familia Anacardiaceae. A utilizaco
de extratos vegetais ¢ uma prética difundida na medicina tradicional, considerando que a
fitoterapia € amplamente acessivel e de baixo custo. Nesse contexto, Anacardium occidentale
e M. urundeuva foram as escolhidas como duas representantes da flora brasileira, pois sdo
amplamente reconhecidas por seu uso etnomedicinal, especialmente as cascas, utilizadas no
tratamento de diversas infeccGes e neoplasias (Lucena et al., 2012), além de propriedades
antieméticas, diuréticas, antidiarreicas, anti-inflamatérias e antimicrobianas (Coutinho;
Travassos; Amaral, 2002; Castro et al., 2011; Siracusa et al., 2020; Costa et al., 2021).

Devido a complexidade envolvida na bioprospeccdo de plantas com atividade
antifungica, a literatura tem mostrado que o uso de plantas nativas que foram diretamente
citadas para infecc@es e inflamacgdes pode ser Gtil na busca por potenciais Candidatos, uma vez
que as plantas medicinais sem essas indicagdes ndo demonstram boa atividade antimicrobiana
(Silva et al, 2020). Neste estudo, num primeiro momento, direcionamos nossa atencéo para a
investigacdo da atividade antifingica do extrato etandlico e suas fracfes obtidas a partir das
cascas de Anacardium occidentale.

Até onde sabemos, ndo ha estudos sobre a caracterizagcdo quimica da FAAo das cascas
de A. occidentale por LC-MS (cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas),
embora existam alguns estudos sobre a atividade antimicrobiana e a caracterizagdo dos extratos
brutos (Costa et al., 2021; Encarnacdo et al., 2024). Para selecionar uma fracdo para
investigacdo mais detalhada, realizamos um ensaio de citotoxicidade com o objetivo de
identificar fragdes eficazes contra microrganismos e seguras para uso em células hospedeiras.
Notavelmente, a FAA0 apresentou 0 maior indice de seletividade (IS) (16 a 32) contra as
linhagens de Candida e Cryptococcus. Esses resultados sé&o relevantes, pois um IS > 10 indica
maior seguranga da amostra testada e a torna uma boa Candidata para estudos in vivo (Bagla et
al., 2014; Magalhées et al., 2013; Menezes; Campos, 2021).

Extratos com concentragdes inferiores a 100 pg/mL apresentam grande potencial como
novas fontes de agentes antimicrobianos para 0 combate a infec¢Bes fangicas (Rios; Recio,
2005). Em nosso estudo, a FAAo0 apresentou atividade antifungica com valores de CIM

(Concentracdo Inibitoéria Minima) contra as linhagens testadas que variaram entre 1,56 e 12,5
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pg/mL. Esses resultados estdo de acordo com os de Silva et al. (2020), que mostram que o
extrato hidroetandlico de A. occidentale é eficaz contra Candida e Cryptococcus, com CIM
abaixo de 1 pg/mL.

A atividade da FAAo contra linhagens de Candida e Cryptococcus pode estar
relacionada a sua composicao, que consiste principalmente em compostos fendlicos, sendo que
estes podem atuar de forma sinérgica ou independente (Oliveira et al., 2008; Gehrke et al.,
2013). E importante ressaltar que varios estudos indicam a presenca abundante de polifendis
em todas as partes das plantas, estes que s@o 0s principais responsaveis pelos diversos efeitos
antifungicos dos extratos vegetais. Entre esses polifendis, o acido elagico e derivados do acido
cafeico tém sido consistentemente identificados (Freires et al., 2016; Costa et al., 2017; Phuong
et al., 2020). A fracdo acetato de etila extraida dos caules de Myrcia hatschbachii contém uma
guantidade consideravel de compostos fenolicos, sendo os mais importantes o acido elagico e
0 &cido elagico 3-O-metil, e apresentou atividade fungistética ao inibir o crescimento de C.
albicans a 15,6 pg/mL (Gatto et al., 2021). A eficacia de produtos naturais contendo acidos
fenolicos contra Candida pode ser devido a sua capacidade de precipitar proteinas e as suas
propriedades antioxidantes. Esses compostos provavelmente induzem alteracBes no
metabolismo dos patdgenos e, assim, contribuem para sua atividade anti-Candida (Aradjo et
al., 2019).

Neste estudo, encontramos trés classes de compostos fenolicos, principalmente
catequinas, &cidos anacardicos e cardandis. Algumas catequinas importantes incluem o
epigalocatequina galato, a epicatequina galato e a epicatequina. Outras catequinas como galato
de catequina e o galato de gallocatequina, também estdo presentes na FAAo, em menor
quantidade. A presenca de catequinas foi associada a atividade anti-Candida do cha verde. As
CIM de catequinas padrdo (epigalocatequina galato) e purificadas foram semelhantes para C.
albicans e C. glabrata, variando de 125 a 500 pg/mL (Anand; Rai, 2017). A eficacia de
produtos naturais contendo &cidos fenolicos contra Candida pode ser atribuida a sua capacidade
de precipitar proteinas e suas propriedades antioxidantes. Esses compostos provavelmente
induzem alteragbes no metabolismo dos patdgenos, contribuindo para sua atividade anti-
Candida (Aratjo et al., 2019). Outro componente identificado é o acido galico (GA), um
composto fendlico conhecido por seu potencial antimicrobiano e antiviral (Cordero et al., 2018;
Costa et al., 2021). Testes in vitro mostraram as capacidades antifungicas de amplo espectro do

GA, sendo C. albicans o fungo mais sensivel (CIM = 12,5 pg/mL). Além disso, experimentos
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in vivo mostraram uma reducdo significativa na taxa de mortalidade no modelo de infecgéo por
C. albicans em camundongos tratados com GA (Li et al., 2017).

A composicdo dos metabolitos secundarios varia de acordo com o 6rgdo da planta. As
catequinas, por exemplo, estdo presentes apenas na casca do cha verde. Os extratos da casca
podem ter um efeito mais forte do que os extratos das folhas devido as suas propriedades
antifungicas. As catequinas podem melhorar a eficacia de outros agentes antimicrobianos
(Anand; Rai, 2017). Um estudo que investigou o potencial antifingico do epigalocatequina
galato contra 60 isolados de Candida e trés linhagens ATCC encontrou valores baixos de CIM
consistentes com nossa pesquisa (Behbehani et al., 2019).

A FAAOo atuou sinergicamente com o fluconazol contra C. tropicalis ATCC 750 e C.
neoformans ATCC H99. Um estudo anterior investigou a atividade antifungica do
epigalocatequina-3-O-galato (EGCG) em combinacdo com fluconazol e com cetoconazol
contra linhagens orais de Candida. A combinacdo de EGCG com esses az6is demonstrou uma
atividade sinérgica (Behbehani et al., 2019). No entanto, novos testes sdo considerados
necessarios para validar e confirmar esses resultados.

Os valores de CFM (Concentracdo Fungicida Minima) da FAAo contra linhagens de
Candida e Cryptococcus variaram de 3,12 a 50 pg/mL. Os &cidos anacardicos também tém
chamado a atencédo por sua atividade antimicrobiana (Aslam et al., 2024; Morais et al., 2017;
Souza et al., 2021a). Silva et al. (2016) e Tscherner e Kuchler (2019) mostraram que o extrato
etanolico de cascas, folhas e flores de A. occidentale apresentou atividade fungicida em uma
concentracdo de 20 mg/mL contra C. albicans e C. tropicalis, valores muito mais altos do que
0s encontrados neste estudo. Morais et al. (2017) relacionaram a composicao e a estrutura dos
acidos anacérdicos a sua atividade antifungica e mostraram que o acido anacardico monoeno
apresenta uma CIM mais baixa do que os trienos e dienos. Os pesquisadores postularam que a
atividade antifingica esta diretamente relacionada a lipofilicidade do agente antifingico, uma
propriedade essencial para penetrar nas membranas celulares de microorganismos lipofilicos
(Morais et al., 2017). Curiosamente, os acidos anacardicos monoinsaturados foram os mais
abundantes entre os acidos anacardicos totais observados na FAAO0, o que pode ser responsavel
pela atividade fungicida observada contra algumas espécies de Candida e Cryptococcus.

A FAAO inibiu a formacéo de biofilme em mais de 50% nas concentragGes de 64 e 32
ug/mL para C. albicans e C. krusei, respectivamente. Foi demonstrado que os flavonoides estdo
envolvidos na acdo antiflngica exibida pela fragdo acetato de etila de algumas plantas,

conforme observado neste estudo (Fonseca et al., 2022). Interessantemente, o cardanol de A.



117

occidentale demonstrou a capacidade de se ligar a quitina na parede celular de C. albicans
(Mahata et al., 2014). Os acidos anacardicos foram eficazes na reducdo do biofilme de C.
albicans. Os resultados foram semelhantes aos da anfotericina B a 2 pg/mL (Araujo et al.,
2021). Alguns estudos mostram que o fluconazol pode agir diretamente nos biofilmes
reduzindo a formacgdo de hifas (Sudbery, 2011), e, uma vez que esta € a forma que tem
capacidade de invadir tecidos, esta redugdo impacta na producgdo de novas células, diminuindo
a quantidade desta nos biofilmes, também pode provocar alteragdes na matriz extracelular do
biofilme (Panariello et al, 2018). Estudos realizados com extratos hidroalcodlicos de A.
urundeuva (Anacardiaceae) corroboram nossas descobertas sobre a acdo de plantas dessa
familia na inibicdo da formacéao de biofilmes em linhagens de Candida (Bonifécio et al., 2019).

Apdbs a caracterizacdo e analise da atividade antifungica do extrato etandlico e das
fracdes obtidas das cascas de A. occidentale contra as linhagens de Candida e Cryptococcus a
investigacdo foi direcionada para o extrato e fragOes obtidos a partir das cascas de M.
urundeuva. Nesta etapa, buscamos avaliar as propriedades antimicrobianas do extrato etanélico
e suas fracdes, com o objetivo de compreender seu potencial antifingico e citotoxico. Apds a
escolha da fracédo a ser trabalhada, a FAMu, realizamos uma série de experimentos. Isto posto,
dado o impacto significativo de Cryptococcus sp. na satde publica e os melhores resultados na
triagem para esta levedura, decidimos investigar sua eficacia contra linhagens deste fungo e
examinar possiveis mecanismos da FAMu.

Em um primeiro momento nds avaliamos a citoxicidade e a acdo anticriptococdccica do
extrato etandlico e fracOes obtidas das cascas desta planta. Os valores de CIM encontrados para
as fracGes butandlica (6,25 pg/mL) e acetato de etila (3,12 pg/mL) colocaram estas duas fracdes
como promissoras para 0 desenvolvimento de novos compostos. Um trabalho que avaliou a
acao do extrato etanolico e/ou fracbes obtidos de cascas e folhas de M. urundeuva, contra
isolados de C. albicans obtidos de pacientes com candidiase vaginal, observou que tanto o
extrato quanto as fracbes acetato de etila e hidroalcoolicas derivadas das cascas apresentaram
uma boa atividade contra os isolados, com CIM que variaram entre 4 e 512 pg/mL (Oliveira et
al., 2017). Esta agéo pode ser creditada aos compostos presentes nos extratos das folhas e cascas
de M. urundeuva, sendo que este apresenta uma composigéo ativa que inclui componentes como
acido galico, taninos, acido clorogénico e protocatecuico, saponinas e flavonoides (Mota et al.,
2015). Ao se testar o extrato etanolico das cascas, agora contra Cryptococcus, outro trabalho
mostrou uma CIM de 12,5 pg/mL e, acredita-se que esta acdo pode ser atribuida a presenca de

flavonoides e taninos (Jandu et al., 2013). Esta grande variacao nos ensaios biologicos pode ser
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reflexo das mudancas provocadas pelas variagdes ambientais no desenvolvimento das plantas,
que afetam a producdo de uma ampla variedade de compostos quimicos, especialmente 0s
metabolitos secundarios, além das caracteristicas morfologicas de cada levedura testada. Como
visto, na literatura, os relatos sobre acao anticriptococdccica do extrato etanolico das cascas de
M. urundeuva sdo escassos, mas 0 ensaio com a fracdo acetato de etila frente a linhagens de
Cryptococcus sp € inédito.

A caracterizagdo quimica da FAMu feita no presente estudo mostrou a presenca de acido
galico e derivados, acido clorogénico, acido elagico além das urundeuvinas (Castro et al., 2020;
Viana; Bandeira; Matos, 2003). Um estudo que avaliou a composi¢cdo quimica do extrato
metandlico das estruturas reprodutivas de Octaviania asterosperma revelou a presencga de
compostos fendlicos, como acido clorogénico, catequinas e acido galico, os quais, em testes in
vitro, demonstraram atividade antifingica contra espécies de Candida albicans, C. glabrata e
C. krusei, com valores de CIM variando entre 25 e 50 pg/mL (Sevindik et al., 2021). Gehrke e
colaboradores (2013) ao produzirem extrato metandlico, fracdo acetato e isolamento de
composto das fracGes de Schinus lentiscifolius encontraram CIM de 100 pg/mL (acido galico)
e 500 pg/mL (fracdo acetato de etila) contra Cryptococcus neoformans.

Os resultados do presente estudo demonstraram que as células fungicas tratadas com
FAMu apresentaram o inicio do declinio da viabilidade celular a partir das 12 horas na
concentracdo CIM e, essa reducdo foi progressiva, inibindo 100% das mesmas, a partir das 24
horas, uma eliminacdo de Cryptococcus sp. dose-dependente. Azam e colaboradores (2022)
também encontraram uma reducdo dose-dependente em estudo in vitro com é&cido elégico,
composto presente na FAMu, contra C. neoformans.

Ao avaliarmos a capacidade da FAMu de alterar a composicdo da membrana fangica,
cuja estrutura lipidica é, predominantemente, composta por esterois e representa o alvo mais
comum de drogas anticriptococica (Casadevall et al., 2019), percebemos que ela foi capaz de
reduz o teor de ergosterol (Figura 20). Taninos e outros polifenois naturais podem inibir o
crescimento de leveduras, especialmente por alterar componentes da membrana celular. De
forma semelhante ao nosso estudo, um trabalho mostrou que a punicalagina, um composto
fenolico obtido da planta Lafoensia pacari, induz danos em C. gattii e C. albicans ao reduzir o
conteddo de ergosterol na membrana plasmatica da levedura, sem causar ruptura completa
dessa membrana (Silva et al, 2020). A oleuropeina, um composto fendlico, foi capaz de reduzir
em 28% o conteudo total de esterois na membrana de C. albicans na maior concentracéo testada.

E, a fisetina, um polifenol vegetal, diminuiu a quantidade de ergosterol em isolados do
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complexo de espécies C. neoformans (Zoric et al. 2016; Reis et al. 2016). O &cido gélico, um
precursor natural usado pelas plantas na sintese de taninos, mostrou atividade antifingica contra
C. albicans e Trichophyton rubrum, atuando sobre o ergosterol e inibindo enzimas chave da
sua biossintese (Santos et al., 2018; Carvalho et al., 2018).

A seguir, foi observado que a FAMu provoca peroxidagdo lipidica nas células, com
niveis elevados de TBARS apds 24 horas de tratamento, para C. gattii ATCC R265 e C.
neoformans ATCC H99 em comparacdo com o controle de crescimento, indicando dano nos
lipidios, como visto noutro estudo utilizando a fracdo acetato de etila do extrato das folhas X.
prockia (Folly et al., 2020). Ao investigar a influéncia das enzimas antioxidantes catalase e
superoxido dismutase (SOD) na tolerancia das linhagens de Cryptococcus a fracdo FAMu,
realizamos experimentos com inibidores especificos dessas enzimas, 3-AT e DETC,
respectivamente, ambos em combinacdo com a FAMu. Os resultados revelaram um efeito
sinérgico entre a FAMu, 3-AT e DETC para C. gattii ATCC R265, enquanto nas linhagens de
C. neoformans, a interagdo com DETC foi indiferente. Combinados, estes resultados sugerem
gue a FAMu pode estar intensificando o estresse oxidativo nas células de C. gattii, através da
peroxidacdo lipidica, o que compromete a viabilidade das células fungicas, aliado ao sinergismo
com 3-AT sugerindo que, ao inibir essa via de defesa antioxidante, a fragdo FAMu se torna
mais eficaz, reforcando a hipdtese de que o estresse oxidativo desempenha um papel importante
no efeito antifingico da FAMu. De modo semelhante, Ferreira e cols. (2013) observaram que
o itraconazol gera estresse oxidativo significativo logo no inicio do tratamento contra C. gattii,
contribuindo para seu efeito antifangico. Porém, as células que conseguem sobreviver ao inicio
do tratamento aumentam sua atividade antioxidante como uma adaptagdo para resistir ao
itraconazol.

Estudos anteriores indicam que alguns compostos fendlicos, como os acidos cinamico,
benzoico, galico e cafeico; punicalagina, catequina e galato de epigalocatequina, podem
potencializar a atividade antifungica de azois, especialmente fluconazol e itraconazol, contra
Candida spp. (Lima et al., 2016; Dos Santos et al., 2018). Esse efeito sinérgico pode ser
explicado pela similaridade nos mecanismos de agdo dos fendlicos e dos azois contra Candida,
ambos atuando na permeabilidade da membrana celular (Martins et al., 2011).

O é&cido galico, em particular, aumenta a fluidez da membrana ao quelar cations
divalentes, devido a presenca de grupos fenolicos hidroxila e carboxila em sua estrutura
guimica, resultando em vazamento de citoplasma e outros componentes celulares. Esse

aumento na fluidez torna a membrana mais suscetivel a acdo de espécies reativas de oxigénio
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(EROs), favorecendo a peroxidacédo lipidica. Em ambientes ricos em EROs ou sob condigdes
de estresse oxidativo, o &cido galico pode, assim, agir como um prd-oxidante, potencializando
a peroxidacdo lipidica e contribuindo para a desestabilizacdo da membrana (Rocha et al., 2019).

A capsula de Cryptococcus protege contra o estresse oxidativo, sendo que seu aumento
de tamanho reforca essa protecdo (Zaragoza et al., 2008). Além disso, a capsula de C.
neoformans contribui para a viruléncia por proteger as células de levedura contra a agdo
fagocitica E, caso a levedura seja fagocitada, a capsula também contribui para a resisténcia ao
estresse oxidativo, um fator chave na degradacéo fagolisossomal (Casadeval et al., 2019). Em
nosso trabalho, a anélise morfométrica mostra que a FAMu, em concentracdo sub-inibitdria,
reduziu a razdo capsula/diametro celular em trés das quatro linhagens de Cryptococcus,
sugerindo interferéncia na producdo ou manutenc¢éo da capsula, diminuindo as defesas da célula
fangica. Um estudo, com modelo murino, mostrou que o fluconazol provoca alteracbes na
capsula polissacaridica de C. gattii como uma adaptacdo ao estresse celular causado por este
agente antifngico (Santos et al., 2014). Qian e cols. (2024) mostraram que o tratamento com
isobavachalcona (IBV), um flavonoide, presente em Psoralea corylifolia foi capaz de provocar
uma diminuicdo notavel na sintese de capsulas em amostras tratadas com %2 CIM ou CIM, e,
mais, no grupo tratado com ¥ CIM e % CIM de IBC, o diametro da capsula de C. neoformans
ATCC H99 foi reduzido em 64,77% e 82,56% em comparacdo ao grupo controle,
respectivamente.

No potencial Zeta, a FAMu também altera a carga presente na superficie das células,
exceto em C. neoformans ATCC WM®626, com efeito dependente da concentracdo. A reducéo
do potencial Zeta pode indicar mudancas na parede celular e na cépsula, comprometendo a
defesa fungica. Assim, a FAMu parece agir em multiplos niveis, prejudicando a capsula e carga
na superficie da célula e, potencialmente, facilitando a acdo imunol6gica do hospedeiro
(Ferreira et al., 2013; Folly et al., 2020).

Para avaliacdo da toxicidade da FAMu, em modelo in vivo, foi utilizada o T. molitor.
Este inseto holometabdlico apresenta vantagens como modelo para estudo de patdgenos
fangicos humanos, pois, em sua fase larval, suporta incubagéo a 37 °C, condicao que estimula
a expressdo de fatores de viruléncia, como a formagdo de hifas invasivas em C. albicans e a
adaptacéo de Cryptococcus. Outros modelos, como D. melanogaster e Caenorhabditis elegans,
ndo toleram temperaturas tao elevadas (Souza et al., 2015; Villis et al., 2021). T. molitor foi
utilizado como organismo modelo para avaliar a toxicidade de um extrato etanodlico de

Caryocar brasiliense, isoladamente e em combinagdo com fluconazol, que seriam testados
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contra Candida auris. Os ensaios realizados incluiram a analise de atividade hemolitica e testes
de toxicidade aguda, resultando na observacao de auséncia de toxicidade significativa (Retore
et al., 2024).

Nosso estudo demonstrou que a FAMu foi capaz de aumentar, significativamente, a
sobrevida das larvas infectadas. No grupo infectado com C. neoformans ATCC H99,
combinagdo de FAMu com fluconazol (2xCIM) aumentou a sobrevivéncia, com média de 6
dias, em comparagdo com 0s grupos ndo tratados ou tratados isoladamente. Enquanto isso, nos
grupos de C. gattii ATCC R265, a sobrevida média foi de 5 dias. Esses achados sugerem que a
combinacdo terapéutica (FAMu + fluconazol) apresenta uma eficécia diferenciada conforme a
espécie de Cryptococcus, e, neste trabalho, a combinacdo foi mais efetiva para as larvas
infectadas com C. neoformans. Esse resultado destaca a necessidade de investigacdes adicionais
para entender 0s mecanismos gque levam a essa varia¢do na resposta entre as especies.

De modo semelhante, um estudo que avaliou a eficicia da fracdo acetato do extrato
etandlico de Punica granatum contra Cryptococcus spp. encontrou diferentes efeitos da
combinacdo fracdo + fluconazol nas linhagens estudadas, mostrando uma efetiva acdo
antifngica da fracdo (Villis et al., 2021). Outro estudo mostrou que o tratamento com extrato
hidroalcoodlico de Terminalia catappa (TcHE), em diversas concentragdes, resultou em 100%
de sobrevivéncia das larvas de T. molitor infectadas com C. albicans, o que indica a eficacia do
TcHE contra o patdgeno, inclusive em combinagBes sinérgicas com fluconazol (FLZ)
(Mendonca et al., 2020). Em um estudo que utilizou o extrato hexanico (HE) de S. tuberosa,
observou que a maioria das larvas de T. molitor infectadas com C. gattii e tratadas com PBS
morreu em 1 dia, com tempo médio de sobrevivéncia de 1,225 dias e, que das larvas infectadas
com C. neoformans, cerca de 50% morreram ap0ds 5 dias, média de 5,334 dias. O tratamento
com HE aumentou significativamente a sobrevida média das larvas infectadas com C. gattii
para 3,882 dias. Entretanto, de modo diverso ao observado em nosso estudo, o extrato nao foi
eficaz contra C. neoformans, e as larvas tratadas com HE morreram significativamente mais
rapido que as do grupo controle (Cordeiro et al., 2020).

Finalmente, a continuidade dos estudos sobre o uso das fracOes de acetato de M.
urundeuva e de A. occidentale no combate a infeccGes por Candida e Cryptococcus serd
essencial para identificar com maior precisdo 0s mecanismos de acdo e outros fatores que
influenciam sua eficacia. A combinagdo de andlises da caracterizacdo quimica e
microbioldgicas, associada, futuramente, a dados clinicos, certamente contribuira para o avango

do conhecimento sobre o potencial antifungico dessas fragdes, permitindo identificar
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indicadores promissores para o desenvolvimento de novas terapias que apoiem o controle eficaz

dessas infec¢des e atendam as necessidades de satde publica.
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8 CONCLUSAO

Foi possivel concluir que a fracdo acetato dos extratos etandlico das cascas de A.
occidentale (FAA0) e M. urundeuva (FAMu) possuem interessante atividade antifungica. Neste
trabalho, o IS destas duas fragdes foi o fator primordial para a escolha delas para a continuidade
do estudo, e o baixo valor de concentracdo inibitéria minima encontrado nos testes de
sensibilidade antifungica mostrou que, de acordo com a literatura, pode ser considerado
promissor.

Os compostos fendlicos encontrados no FAAo tém atividade in vitro contra espécies de
Candida e Cryptococcus. Nos ensaios de cinética de morte mostrou um comportamento tempo-
dependente, além de apresentar sinergismo com fluconazol contra algumas espécies de
Candida. E, ainda, mostrou ser capaz de inibir a formacéo do biofilme de C. albicans e C. krusei
em baixas concentragoes.

De forma semelhante, compostos fendlicos presentes na FAMu apresentaram atividade
in vitro contra Candida e Cryptococcus, e mostrou ser dose-dependente contra todas as
linhagens testadas no ensaio de curva de morte. Nos experimentos sobre 0 mecanismo de acao,
foi possivel observar que a FAMu foi capaz de alterar o contetdo de ergosterol, provocar
peroxidacao lipidica, induzir mudancas na capsula do Cryptococcus e alterar o potencial Zeta
das células fungicas, deixando o fungo mais vulneravel, ajudando na erradicacao da infec¢éo.
Nos ensaios in vivo, com T. molitor, a FAMu apresentou baixa toxicidade e foi eficaz no
controle da doenca, aumentando a sobrevida as larvas infectadas com Cryptococcus.

Diante dos resultados obtidos, acreditamos que as fracdes acetato de A. occidentale
(FAA0) e M. urundeuva (FAMu) demonstram grande potencial como fontes promissoras de
moléculas bioativas para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas no combate a
micoses, especialmente em infecgOes causadas por Candida e Cryptococcus. Essas fragOes
podem contribuir para ampliar o arsenal antifingico, oferecendo alternativas eficazes para o
controle de patogenos resistentes e melhorando as opcdes de tratamento disponiveis, seja como

terapias isoladas ou em combinagdo com antifingicos convencionais.
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