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RESUMO:

Cryptococcus neoformans é levedura capsulada saprobiota que acomete
principalmente individuos com o sistema imunolégico comprometido. Seu
habitat estd relacionado com algumas espécies de arvores, madeira em
decomposicdo e fezes de passaros, em especial de pombos do género
Columba livia. Nas grandes cidades estas aves vém causando diversos
problemas devido a sua multiplicagdo intensa. Desta maneira, medidas
saneantes serdo de grande auxilio para controlar a populacdo desta
levedura. Assim, este estudo teve como objetivo reidentificar 67 isolados de
C. neoformans de fontes ambientais e caracteriza-los quanto ao seu
gendtipo e perfil de sensibilidade aos antifungicos anfotericina B,
cetoconazol, itraconazol e fluconazol, utilizando o método da difuséo em
agar seguindo o documento M44A e determinando a concentacao inibitoria
minima frente a fluconazol pelo método M27-A2, ambos preconizados pelo
CLSI (Clinical Laboratory Standard Institute). Por outro lado, verificar o
efeito antifungico de extratos de plantas e sua atividade saneante em fezes
de pombos comprovadamente contaminadas com isolado ATCC 90012 de
C. neoformans. Todos isolados foram Mating Type a e tipo VNI. Pelo
método de microdiluicdo, 21% (14/67) dos isolados ambientais
apresentaram sensibilidade diminuida ao fluconazol com CIM de 16 pug/mL
e mais de 50% (34/67) apresentaram CIM de 8 pg/mL.O extrato de Alibertia
macrophylla apresentou efeito saneante com indice de eficiéncia de mais de
80% apds 24 horas, na grande maioria dos isolados de C. neoformans. Este
extrato foi estavel a incidéncia de luz, ao calor e variacdo de pH. Os nossos

resultados sdo de grande valia para o desenvolvimento e utilizacdo de



compostos ativos naturais no combate a C. neoformans no ambiente,

abrindo possibilidade para sua utilizagdo como saneante.



ABSTRACT

Cryptococcus neoformans is a saprobiote capsuled yeast that proliferates
mainly in individuals who have the immunologic system compromised. It natural
habitat is related to some species of trees, decaying wood and bird excrement,
in special Columba livia doves. In big cities, these birds have caused many
problems due to its intense proliferation and the cleaning measures will be of
great help in controlling this yeast. The aim of this study was to re-identify 67 C.
neoformans isolates and characterize them according to their genotype and
susceptibility to antifungal amphotericin B, cetoconazole, itraconazole e
fluconazole, using the method of agar diffusion following the M44A document
and determining the minimum inhibitory concentration to fluconazole by method
M27-A2, both recommended by the CLSI (Clinical Laboratory Standard
Institute). On the other hand, the verification of the effect of plant extracts e and
their cleaning activity on dove excrement previously contaminated with isolate
ATCC 90012 of C. neoformans. All the isolates were Mating Type a and VNI.
For the microdilution method, 21% (14/67) of the environmental isolates showed
decreased susceptibility to fluconazole with MIC of 16 mg/mL and more than
50% (34/67) had MICs of 8 mg/mL. The extract of Alibertia macrophylla
presented clean effect with index of efficiency of 80% after 24 hours, in the
great majority of C. neoformans isolates. This extract was stable to the light
incidence, to the heat and variation of pH. Our results are of great use for the
development and utilization of active natural compounds in the fight against C.
neoformans from environmental and the study of other variables are necessary

for the viability of its use as a domestic cleaner.



INTRODUCAO

Historico

Em 1894, Otto Busse e Abraham Buschke relataram o primeiro caso de
criptococose em uma paciente de 31 anos, que foi a 6bito por infeccdo
generalizada, com histérico de linfoadenomegalia e lesdo na tibia. Busse,
patologista, observou leveduras capsuladas em cortes histologicos e
denominou-a Saccharomyces hominis e a infeccdo Saccharomycosis hominis.
Neste mesmo ano, Francesco Sanfelice, na Itélia, isolou uma levedura
capsulada de suco de péssego e no ano seguinte verificou sua patogenicidade
em animais de laboratorio. Lesfes semelhantes a sarcomas foram observadas
e acreditou que o isolado podia induzir tumores cancerigenos denominando-o
de Saccharomyces neoformans (LITTMAN e ZIMMERMAN, 1956 apud
CASADEVALL e PERFECT, 1998). Em 1895, na Franga, Curtis verificou o
segundo caso de criptococose e nesta ocasido o0 agente foi denominado de
Saccharomyces subcutaneous tumefaciens devido ao autor considerar a
levedura diferente das obtidas por Sanfelice e a sua predilecdo por tecidos
subcutaneos. Os isolados de Busse e Bushcke e Sanfelice foram renomeados
por Vuillemin, em 1901, e denominados de Cryptococcus hominis e
Cryptococcus neoformans, respectivamente. A transferéncia para o género
Cryptococcus foi feita para diferencia-lo de Saccharomyces, pois ndo formava
ascosporos e ndo possuia habilidade fermentativa. O nome Cryptococcus €é
oriundo da palavra grega “Kryptos”, que significa escondido, secreto, obscuro,
misterioso e em 1833 foi criado por Kutzing, para designar leveduras nao
produtoras de enddsporos. Em 1916, Stoddard e Cutler observaram em
parasitismo tecidual, areas claras e confundiram a capsula com lise celular ou
tecidual, renomeando a levedura como Torula histolytica

A primeira metade do século XX marcou a consolidacdo de C.
neoformans como levedura patogénica. S. neoformans, Blastomyces
neoformans, Cryptococcus hominis e Torula histolytica foram alguns dos
nomes utilizados para designar a levedura (MITCHELL e PERFECT, 1995). Em

1935, Benham identificou 22 isolados recuperados de humanos, de acordo com



a capacidade de fermentacédo, assimilacao de fontes de carbono e nitrogénio e
morfologia colonial. Os isolados obtidos por Busse, Curtis e Sanfelice foram
agrupados dentro do género Cryptococcus. Continuando seus estudos,
Benham, em 1950, propds a denominagdo Cryptococcus neoformans, tanto
para isolados ambientais como clinicos, para se referir a forma imperfeita da
levedura, permanecendo a mesma terminologia ap6s estudos realizados por
Kurtzman e Fell (1998).

A criptococose, que até meados do século passado era rara, passou a
ser doenca de grande importancia, principalmente pelo aumento do nimero
de individuos imunocomprometidos, especialmente a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA) e também associada a individuos
transplantados, com linfomas e outras condicbes de imunossupressao
(CHUCK e SANDE, 1989; POWDERLY, 1993). No entanto, ha4 também
descricbes do aparecimento de casos da doenca em pacientes sem nenhum
imunocomprometimento (PAPPAS et al., 2001; ECEVIT et. al., 2006). Varias
formas podem ocorrer desde assintomaticas a doenca patente (KWON-
CHUNG et al.,, 1994; ROZEMBAUM e GONCALVES, 1994; SABETTA e
ANDRIOLE, 1985). O tropismo pelo sistema nervoso central (SNC) representa
grande desafio a sobrevivéncia destes pacientes, com taxa de Obito variando
mundialmente entre 10 e 20% e em alguns relatos no Brasil tem atingido
indices muito mais elevados (ZUGER et al., 1986; KERKERING et al., 1981;
PAPPALARDO e MELHEM, 2003; LEAL et al., 2008; LINDENBERG et al.,
2008; PAPPALARDO et al., 2007)

Taxonomia e caracteristicas gerais de Cryptococcus neoformans

O género Cryptococcus compreende um grupo com mais de 38 espécies.
Possuem habilidade de produzir urease, assimilar inositol e D-glucuronato,
nao apresentam metabolismo fermentativo e reagem ao azul de diaz6nio B
(KURTZMAN e FELL, 1998; CASADEVALL e PERFECT, 1998). A reproducgao
assexuada ocorre por brotamento de células globosas, ovaladas ou
apiculadas. O crescimento em meio soélido apresenta coloracdo creme e
comumente mucéide. As células apresentam capsula formada por

polissacarideos, variando o seu tamanho de acordo com o isolado e fatores



ambientais que é facilmente observada em preparacfes com tinta da China ou
nigrosina. Varios meios de cultura podem ser utilizados para o cultivo desta
levedura, dada sua baixa exigéncia nutricional, necessitando de fontes
simples de carbono e nitrogénio. Agar Sabouraud e agar BHI “Brain Heart
Infusion” acrescido de antibacterianos s&o alguns dos meios mais utilizados
para o seu cultivo em laboratério de rotina. Meios presuntivos como agar niger
e agar L-dopa ou dopamina sdo utilizados na identificacdo presuntiva do
agente. C. neoformans possui a enzima fenoloxidase, que oxida o &cido
cafeico presente no agar niger, resultando na formacdo de substancias
semelhantes a melanina, deixando as colénias de cor marrom (LACAZ et al.,
2002).

Na identificacdo desta levedura, sdo observadas caracteristicas como a
presenca de blastoconidios isolados ou multiplos, presenca de cépsula,
assimilacdo de inositol, producdo de urease e fenoloxidase. Para a
identificacdo das espécies, deve-se utilizar provas de assimilacdo de fontes de
carbono e de nitrogénio. A assimilacdo do inositol e de D-glucuronato
caracteriza o género e provas de fermentacdo ndo séo realizadas, pela
inabilidade da levedura em fermentar carboidratos (KURTZMAN e FELL,
1998).

Geralmente, C. neoformans e C. gattii sdo encontradas na forma
assexuada, com blastoconidios e a forma sexuada aparece com a formacéo
de basididsporos produzidos na extremidade de hifas por membros do filo
Basidiomycota. C. neoformans foi subdividida em duas variantes: C.
neoformans var. neoformans e C. neoformans var. gattii. Em 2002, KWON-
CHUNG e colaboradores, comparando as sequéncias de varios genes (URAS5,
CNLAC1, CAP59, CAP64, IGS e ITS de rRNA) de C. neoformans var.
neoformans e C. neoformans var. gattii observaram diferencas filogenéticas
com formacdo de “clusters” distintos, e uma analise mais aprofundada da
estrutura genética das estirpes de C. neoformans, resultou na classificacdo de
C. neoformans var. gattii para C. gattii.

Atualmente duas espécies sao reconhecidas Cryptococcus neoformans
e C. gattii. Raros sé&o os relatos de infeccdo em humanos causados por outras

espécies e estes sdo atribuidos, geralmente, a Cryptococcus laurentii, C.



curvatus e C. albidus e, na maioria dos casos, sem confirmagdo histologica
(AVERBUCH, et al., 2002; GLUCK et al.,1987).

Os isolados também sao classificados de acordo com o sorotipo,
baseado em suas diferencas antigénicas do polissacarideo capsular.
Sorotipos A, D, e hibridos AD pertencem a C. neoformans e sorotipos B e C
pertencem a C. gattii. C. neoformans sorotipo A esta implicado em 99% dos
doentes com criptococose associado a AIDS em todo o mundo, exceto na
Franca, em que é responsavel por cerca de 80% das infec¢des. Casos mais
frequentes de sorotipo D e AD foram reportados na Europa, em que
criptococose é associada com 77% dos doentes com HIV. Sorotipo A contribui
para 51% dos casos de infec¢céo seguida por C. neoformans sorotipo D (30%)
e sorotipo AD (19%) (KWON-CHUNG e BENNETT, 1984; NISHIKAWA et al.,
2003; IKEDA et al., 1982; BHATTACHARJEE et al.,, 1984; CHERNIAK e
SUNDSTROM, 1994). Recentemente, trés isolados atipicos foram obtidos de
dois pacientes. ApoOs analise por métodos fenotipicos, moleculares e por
citometria, estes foram identificados como “mating type/sorotipo aB/aD”
(BOVERS et al., 2007).

C. neoformans e C. gatti pertencem a classe Filobasidiella das
Tremellales (Basidiomycota, Agaricomycotina, Tremellomycetes). Estas
espécies correspondem respectivamente as formas teleomorfas F. neoformans
(KWON-CHUNG; 1974) e F. bacillispora (KWON-CHUNG, 1975).

O estado perfeito de C. neoformans foi descrito como Filobasidiella
neoformans por Kwon-Chung (1975) e incluido na familia Filobasidiaceae. No
estado anamorfico, as duas variedades sdo morfologicamente similares,
porém, no estado teleomorfico, os basidiosporos da variedade neoformans
sdo esféricos, oblongos, elipticos ou cilindricos, com paredes rugosas,
enquanto os de C. gattii sdo baciliformes e com parede de aspecto liso
(KWON-CHUNG, 1975; ELLIS e HOWARD, 1992; KREGER VAN RIJ, 1984).

Franzot et al, 1999, analisaram diferencas genotipicas entre o0s
sorotipos A e D da variedade neoformans. Esta proposta baseou-se nos
padrées de polimorfismo de DNA obtidos pela hibridizagdo com sonda dos
elementos repetitivos de Cryptococcus neoformans (CNRE-1) do DNA
gendmico e analise sequencial do gene URA-5, pela técnica de RFLP

(Restriction Fragment Length Polymorphism). As diferencas encontradas



foram suficientes para a separacdo do sorotipo A em uma nova variedade:
Cryptococcus neoformans variedade grubii. Varios sdo os relatos descritos na
literatura que diferem as variedades neoformans e grubii da espécie C. gattii.
Os padrdes de cariotipo eletroforético (WICKES et al., 1994; BOEKHOUT et
al.,1997), os fornecidos pela técnica de RAPD “Random Amplification of
Polymorphic DNA” (BOEKHOUT et al.,, 1997), pela técnica do DNA-
fingerprinting (VARMA et al., 1995; MEYER et al., 1993, 1999 e 2003); pelas
sequéncias espacadoras de DNA ribossémico (DIAZ et al., 2000);
caracteristicas fisiologicas e bioquimicas (BENNETT et al., 1978;
POLACHECK e KWON-CHUNG, 1980; DUFAIT el al., 1987; KWON-CHUNG
et al., 1987; CHERNICAK e SUNDSTROM, 1994); a suscetibilidade a toxina
killer de C. laurentii (BOEKHOUT e SCORZETTI, 1997), seus habitats e
também a distribuicdo geografica (KWON-CHUNG e BENNETT, 1984;
CASADEVALL e PERFECT, 1998).

No estagio sexual de Filobasidiella neoformans células de mating type
opostos (a e a) se fundem para formar um “heterocarion” que logo se
desenvolve para formar hifas dicariéticas. Hifas com nucleos ndo fundidos e
grampos de conexao tipicos de basidiomicetos sédo originadas, seguido de
divisbes dos nuacleos de forma sincronizada até a formacédo do basidio na
extremidade da hifa. Ocorre entdo, a cariogamia seguida de meiose e
esporogénese no apice do basidio. Os quatro ndcleos originados durante a
meiose permanecem no basidio, enquanto mitoses repetidas poés-meiose
geram quatro cadeias longas de até 40 esporos. Ao contrario de outros
basidiomicetos, os esporos MATa e MATa sao distribuidos, aleatoriamente
entre as quatro cadeias, na razao de 1:1 (KWON-CHUNG, 1975).

Estudos tém revelado que a migracdo nuclear durante o cruzamento
nao acontece de forma aleatéria e sim organizada e unidirecional do MATa
para o MATa e que o DNA mitocondrial presente nos basididsporos foi oriundo
de um Unico tipo, MATa. Estes achados levaram os autores a proporem que
células MATa e MATa, embora morfologicamente indistinguiveis, possuem
genes com fungdes distintas durante o cruzamento, com o MATa exercendo
papel de doador genético e o MATa de aceptor genético (XU et al., 2000;
McCLELLAND et al., 2004).



Ecologia e epidemiologia

Em relagédo a ecologia desta levedura, varios estudos foram realizados
relacionados a isolamentos de fontes ambientais no intuito de caracterizar sua
distribuicAo em ecossistemas urbanos ou nado, e entender melhor sua
epidemiologia, biologia e patogenicidade (CASADEVALL e PERFECT, 1998).
Em 1951, Emmons isolou C. neoformans de amostras de solo coletadas em
Londres e posteriormente, os espécimes isolados do solo foram coletados de
sitios contaminados com fezes de pombo (EMMONS, 1954). Em 1955, houve
0 estabelecimento da associacdo ecologica de C. neoformans com pombos
(Columba livia), quando este foi isolado de 63 das 111 amostras de fezes, na
Virginia (EMMONS, 1955). A associacdo foi posteriormente confirmada por
Kao e Schuwarz, (1957) e por Ajello, (1958), que verificou a presenca de C.
neoformans em 10 de 14 amostras de solos contaminados com fezes de
pombo e outras aves (AJELLO, 1958). Na literatura ha descricbes de aves
como canarios, papagaios, pardais e frangos (STAIB, 1962; STAIB et al.,
1984; BAWENS et al., 1986; SWINNE et al., 1986; SWINNE et al., 1988;
CASADEVALL et al., 1992; GRISEO et al., 1995; LOPEZ-MARTINEZ et al.,
1995; ABEGG et al., 2006). Estas fontes estdo bem descritas na literatura
(SWINNE-DESGAIN, 1975; ELLIS e PFEIFFER, 1990; PASSONI, 1998;
BARONI et al, 2006).

Embora a ecologia de C. neoformans esteja classicamente
relacionada aos pombos, o microrganismo nao lhes causa infec¢ao sistémica,
presumivelmente pela temperatura alta destas aves (40°C - 42°C). Swinne-
Desgain, em 1976, mostrou que muitos pombos carreiam C. neoformans no
inglivio e que células permaneceram viaveis por até 86 dias, sugerindo
importante papel destas aves no transporte desta levedura. Um caso de
infeccdo ocorreu em pombo Beccari, limitando-se a area subcutanea
periocular, onde a temperatura pode ficar abaixo de 40° C (ENSLEY et al.,
1979).

Adaptacbes bioquimicas favorecem a associacdo de C. neoformans

var. neoformans com excretas de aves e permitem sua sobrevivéncia e



crescimento neste material. Em excretas dessecadas, C. neoformans
conserva a viabilidade por quase dois anos e pode crescer em densidades
de 30 a 60 milhdes de organismos por mililitro (LITTMAN e BOROK, 1968).
Filia et. al. (2002) relataram que C. neoformans var. neoformans sorotipo A
foi encontrado em concentracdes de até 46000 propagulos viaveis por grama
de material seco, refletindo a existéncia de fontes ambientais na forma de
microfocos. Kwon-Chung (1991), analizando fezes de pombos, verificou que
a alta concentracdo de creatinina exercia uma funcdo seletiva contra
bactérias e fungos saprobiotas. C. neoformans pode assimilar facilmente
também &acido Urico, purinas e xantina, havendo provavel adaptacao
bioquimica (LEVITZ, 1991; POLACHECK e KWON-CHUNG, 1980; KWON-
CHUNG, 1991). Um fato interessante € que a variedade gattii ndo esta
associada a fezes de pombos, apesar de também possuir esta enzima,
provavelmente, devido a diferenca na regulacao de sua via (KWON-CHUNG,
1976; POLACHECK e KWON-CHUNG et al., 1980).

Em estudo realizado por Rosario et al. (2005), amostras da cloaca de
pombos foram analisadas para verificacdo da presenca de C. neoformans.
Além de outras espécies, a variedade neoformans foi encontrada em 1,8%
das amostras. Em 2008, Rosario et al. confirmaram a relacdo de C.
neoformans com pombos (Columba livia), mas também como saprobiota do
tubo digestivo de outras aves, relacionando os excrementos destas como
importante habitat as formas patogénicas da levedura.

C. neoformans foi isolado em varias partes do mundo, incluindo a Africa
(AJELLO, 1956; REFAL et al., 1983), Asia (HSU et al., 1994; PADHYE et al.,
1993), Europa (MISHIRA et al., 1981; SWUINNE-DESGAIN, 1975), América
do Norte (KOZEL e HERMERATH, 1984; POWELL et al., 1972) e América do
Sul (RUIZ et al., 1989: LAZERA et al., 1993; BARONI et al, 2006) entre outras.

Em Bujunbura, Burundi, na Africa Central, C. neoformans var.
neoformans foi isolado de poeira doméstica em 35% das residéncias de
pacientes com AIDS que mantinham contato com aves (SWINNE et al., 1989;
SWINNE et al., 1994). Pal (1997) analisou 28 amostras de fezes de pombos
coletados em Kathmandu, Nepal, e sete foram positivas (25%) para C.

neoformans var. neoformans.



Na regido da Apulia (Italia) foram encontrados isolados de C.
neoformans var. neoformans, C. laurentii e C. albidus em trés cavernas de
interesse arqueolégico, em fezes de morcegos, de pombos, de raposas e em
amostras de solo (MONTAGNA et al., 2003). Na regido de Madras, india, 887
amostras de fezes de diferentes aves foram analisadas, sendo 106 positivas
para C. neoformans (12%). A revelacdo de um fato novo e de grande
importancia foi o isolamento de C. neoformans de excrementos de corvos, ave
ubiqua na india (GOKULSHANKAR et al., 2004).

No Rio de Janeiro Passoni et al. (1998) isolaram C. neoformans de
poeira doméstica e de excretas de aves de cativeiro, como canarios,
periquitos e outros psitacidios. indices elevados de poeira domiciliar e de
amostras do peridomicilio (13 a 50%) apresentaram contamina¢do com esta
levedura. Na cidade de S&o Paulo, 38 locais da regido central foram
escolhidos para coletar amostras de fezes de pombos e fragmentos de
arvores e em 10 locais (26,3%) foram isolados C. neoformans var. neoformans
(MONTENEGRO e PAULA, 2000).

Ellis e Pfeiffer (1990) desvendaram o nicho ecologico de C. gattii
associando-a com Eucalyptus camaldulensis, e relacionando a distribuicdo
deste eucalipto com os casos de criptococose. Posteriormente, também foi
isolada a partir de Eucalyptus tereticornis, na Costa do Ouro, Queensland, por
Pfeiffer e Ellis (1992) e na Cidade do México por Licea et al. (1996). Mais
tarde Pfeiffer e Ellis (1997) reconheceram mais trés espécies de eucaliptos,
Eucalyptus rudis, Eucalyptus gomphocephala e Eucalyptus blakelyi como
hospedeiros naturais de C. gattii, na Australia. Kidd et al. (2003) isolaram dois
tipos moleculares de C. gattii (VGI e VGII) de insetos (ordem Lepidoptera;
familia Oecophoridae) presentes em uma Unica cavidade em &rvores da
espécie E. tereticornis, e mais recentemente, Kidd et al. (2007) estudando
mecanismos de dispersdo de C. gattii, relatam o isolamento desta levedura
em Vancouver-Canada, provenientes de amostras de diversas fontes, dentre
elas, solo, agua e ar, de locais onde havia grande trafego de pessoas.

O primeiro isolamento ambiental de C. gattii sorotipo C na Colémbia,
ocorreu a partir de fragmentos de arvores (Terminalia catappa) (CALLEJAS et
al., 1998). Chakrabarty et al., (1997) e Mahmoud, (1999) isolaram

respectivamente no Egito e na india, C. gattii, a partir de flores de E.



camaldulensis, ja Halliday e Carter, (2003) obtiveram trinta isolados de C.
gattii provenientes de 13 arvores de E. camaldulensis na Australia. Embora a
ecologia de C. gattii foi sempre associada a espécies de eucaliptos, Vilcins et
al., (2002) relataram o isolamento a partir de outras arvores (Syncarpia
gloomulifera e outra ndo identificada) na Austrdlia. Neste Pais, a
epidemiologia da espécie gattii foi extensamente estudada. A concentracao de
E. camaldulensis ao longo de cursos de rios e a associacdo de habitacdes
rurais em areas que abrigam estas arvores explicariam a alta prevaléncia de
C. gattii nestes grupos. Este fato foi posteriormente confirmado, mostrando
gue na Austrdlia, casos humanos séo significantemente comuns em areas
rurais e semi-rurais (CHEN et al., 2000).

C. neoformans var. grubii (sorotipo A) também foi isolado de Eucalyptus
camaldulensis em regibes de solo com elevada alcalinidade, na regido do
Mediterraneo (ERGIN et al., 2004) e em diversas espécies de arvores usadas
para enfeitar jaulas em zooldgico, na Bélgica (BAUWENS et al., 2004). No
comeco deste século, 762 isolados ambientais coletados de trés regides dos
EUA foram analisados. C. neoformans sorotipo A foi o mais prevalente
(85,3%) seguido do sorotipo D (7,6%) e AD (7,1%) nenhum sorotipo B ou C foi
encontrado e todos foram mating type a (LITVINTSEVA et al.,, 2005). Na
Malasia, de 544 excretas de aves coletadas de zoologico, pet shops e areas
publicas, 20 foram positivas para C. neoformans. Todos foram sorotipo A,
MAT a (TAY et al., 2005).

Fortes et al., (2001) isolaram C. gattii de ocos de Guettarda acreana, na
floresta amazénica em areas inexploradas pelo homem, no norte do pais. Em
Campo Grande, Mato Grosso do Sul, foi realizado um estudo utilizando
excretas de varias espécies de aves tais como canario belga (Serinus
canaria), canario do reino (Cordiulis cocullatos), canario da terra (Sicalis
flaveola brasiliensis), periquito australiano (Melopsittacus unolulatus),
Colopsitas (Psittacidae), agapore (Psittacidae), mandarim (Psittacidae),
pomba rabo de leque (Columba sp), pombo africano (Columba sp) e papagaio
(Psittacidae). As amostras de fezes foram obtidas de lojas de aves, escolas,
domicilios e de solos em ambientes abertos. Na cidade de Campo Grande,
Mato Grosso do Sul, Filiu et. al., (2002) investigaram cativeiros de aves como

fontes de C. neoformans. As excretas positivas pertenciam as espécies de



periquito australiano (Melopsittacus unolulatus), agapore (Psittacidae), pombo
rabo de leque (Columba sp), canario belga e mandarim (Serinus canaria,
Pisttacidae). Os autores sugeriram que esta contaminacdo pode estar
relacionada a forma de limpeza das gaiolas ou viveiros com a mesma
ferramenta, e a grande disponibilidade de sementes de niger, paingo, alpiste e
girassol nos locais, que podem servir de substrato para o crescimento do
fungo (FILIU et al., 2002).

Na cidade de Araraquara, no interior de Sao Paulo, foram estudadas as
caracteristicas fenotipicas e genotipicas de isolados de C. neoformans
coletados de fezes de pombos em dois focos, primeiro e quinto andar, de um
prédio do centro da cidade. Os isolados do primeiro andar foram mais
heterogéneos quando comparados com os do quinto, sugerindo que a fonte
e/ou o0 habitat que os pombos se expuseram foram distintos (ANDRADE,
2003). Raso et al., (2004) relataram um surto de criptococose em psitacidios
de um aviario em S&o Paulo. Da mesma forma, na cidade de Santos foram
analisadas 116 amostras, sendo 79 de fezes de pombos e 37 do ar
atmosférico do mesmo ambiente. Além de C. neoformans sorotipo A, isolados
em 11 amostras (13,9%), outras espécies foram encontradas como C. albidus
(12,6%) e C. laurentii (8,9%) (SOARES et al., 2005). Trinta e oito isolados de
C. neoformans foram obtidos sendo 33 (87%) identificados como C.
neoformans var. grubii e 0s cinco restantes (13%) como C. gattii (ABEGG et
al., 2006). Baroni et. al., (2006), analisaram amostras coletadas de varias
igrejas do Rio de Janeiro, incluindo fezes de pombos, amostras do ar e do
solo e também de insetos. C. neoformans foi isolado de 37,8% das amostras
de fezes (83/219) e em 4,93% (15/304) das amostras de ar, todos do sorotipo
A.

Machado et al., em 1993 identificaram, através da historia
epidemioldgica de 42 pacientes com quadro de criptococose, a fonte de
infeccdo. Os pacientes tinham contato com pombos e a coleta de cinco
amostras de solo dos locais indicados revelou positividade para C.
neoformans. No mesmo ano, Lazera et al., (1993) isolaram ambas espécies
na cidade do Rio de Janeiro. C. neoformans foi isolada a partir de fragmentos
de arvores (Syzygium jambolana) e C. gattii de guano de morcego coletado

em uma construcao antiga. Lazera et al., (1996) demonstraram a coloniza¢ao



de ocos de arvores vivas de diferentes géneros (Cassia grandis, Senna
multijuga e Ficus microcarpa) por esta levedura, sugerindo que esta pode
estar relacionada ao processo de biodegradacédo da madeira, interagindo com
microrganismos neste habitat e que ndo ha especificidade do fungo por uma
arvore hospedeira.

Na cidade de Teresina no estado do Piaui, Lazera et al., (1998)
isolaram C. gattii sorotipo B repetidamente a partir do oco da arvore Moquilea
tomentosa, um habitat natural diferente para esta variedade nao relacionado
as espécies de eucaliptos. Nesta mesma cidade, Lazera et al., (2000) isolaram
ambas as espécies, C. neoformans e C. gattii de ocos de arvores, inclusive de
um mesmo oco. Os relatos de isolamento de C. neoformans de &rvores e
madeiras em decomposicdo levantaram a questdo sobre a possibilidade
destas fontes, serem o possivel nicho ecoldgico primario para a levedura
(LAZERA et al.,, 1993, 1996, 1998 e 2000; RANDHAWA et al.,, 2001;
ESCANDON et al., 2002; REIMAO et al., 2007).

O isolamento do solo € mais raro e de acordo com Casadevall e
Perfect (1998), podem refletir contaminacdo com excretas aviarias.
Geralmente, o isolamento a partir do solo da-se em baixos indices, fato que
pode ser explicado também pelas condicfes anaerdbias, temperaturas altas,
diminuicdo da umidade, incidéncia direto da luz, pH baixo e a presenca de
amebas no solo (LEVITZ, 1991).

Em relacdo a infeccbes em animais, que mantém contato com o ser
humano, o primeiro caso no Brasil foi descrito por Dacorso Filho e Chagas
(1957) em caprino. Em gato doméstico, a doenca foi descrita pela primeira
vez por Cruz et al. (1971). A criptococose em felino doméstico foi também
descrita em um animal atendido no hospital Veterinario da UFRPE
(Universidade Federal Rural de Pernambuco) que apresentava dificuldade
respiratéria, anorexia, tumoracéo na face proxima as narinas. Os cortes de
tecidos corados pela hematoxilina eosina e acido periddico de Schiff (PAS)
revelaram estruturas fangicas ovoides e arredondadas, de paredes delgadas
com halo periférico compativeis com Cryptococcus spp (SANTANA et al.,
1999).

Na Espanha, Mandrioli et al. (2002) isolaram C. neoformans var.

grubbii (C. neoformans sorotipo A) a partir de gato doméstico. Neste pais,



Bard et al., (1999) isolaram C. gattii de cabra que morrera com sintomas
respiratorios severos. Krohne (2000) isolou C. neoformans de cachorro que
apresentava sinais clinicos da doenca.

Neilson et al., (1978) estudaram o trato gastrointestinal de
camundongos e observaram amebas de vida livre (Acanthamoeba
polyphaga) fagocitando células de C. neoformans. Acanthamoeba castellani
tem a capacidade de fagocitar C. neoformans no solo e este de se replicar
em seu interior. A replicacdo intracelular de C. neoformans nesta ameba foi
acompanhada por acumulo de vesiculas contendo polissacarideos
semelhantes aquelas descritas na infeccdo de C. neoformans em
macrofagos, por ser patdogeno facultativo intracelular. Amebas e macrofagos
possuem algumas propriedades em comum relacionadas a forma de
fagocitar. Ambos fagocitam particulas dentro de vacuolos e secretam
enzimas lisossomais para digeri-las. Devido a estas semelhancas e a
capacidade de C. neoformans em replicar dentro desta ameba, os autores
sugeriram que 0S mecanismos usados por este fungo para parasitar
macrofagos s@o selecionados no ambiente através do parasitismo e
sobrevivéncia em amebas e outros predadores ambientais (STEENBERGEN
et al., 2001).

A criptococose em sua forma disseminada € frequentemente
encontrada em pacientes com comprometimento do sistema imunolégico.
Possui distribuicdo mundial, onde o sorotipo A € o mais frequente, seguido do
sorotipo D, que apresenta prevaléncia significativa na Europa Central
(DROMER et al., 1996; NURNBURG et al., 1989). Kwon-Chung e Bennett
(1984) estudaram a epidemiologia de 628 isolados clinicos, constatando que
100% dos isolados da Austria, Franca, Holanda, Italia, Japdo e Alemanha
eram da variedade neoformans.

Os pacientes portadores de AIDS representam a maioria dos casos de
criptococose, sendo esta a principal causa micolégica de morbidade e
mortalidade, segundo Rozenbaum e Rios-Gongalves (1994).

Na Africa, héa alta prevaléncia de criptococose associada & infec¢éo por
HIV e portadores de AIDS. Estes individuos sdo freqlientemente expostos a
variedade neoformans no seu préprio ambiente doméstico (LITVINTSEVA et
al, 2007; SWINNE-DESGAIN et al, 1991).



Nos individuos sadios foi estimada prevaléncia de 0,2 casos anuais por
milhdo de pessoas (FRIEDMAN, 1983), enquanto que entre portadores de
AIDS, os indices sé@o de 6% a 10% nos EUA, Oeste Europeu, Australia e 15 a
30% no continente Africano. Na Africa, ha alta prevaléncia de criptococose
associada a infeccdo por HIV e portadores de AIDS (CURRIE e
CASADEVALL, 1994). Na Quinta Conferéncia de Cryptococcus e criptococose
em Adelaide, em 2002, foi registrado o enorme impacto da doenca em
pacientes com AIDS, em particular para os que vivem no sul da Africa e no
Saara. Nestas regides, 30% dos pacientes com AIDS sé&o infectados com o
fungo e aproximadamente todos desenvolvem meningite criptocdccica
(BOEKHOUT, 2002; LITVINTSEVA et al, 2005; LONGLEY et al., 2008).

Steenbergen et al.,, (2000) analisaram 40 isolados clinicos de C.
neoformans da cidade de Nova York, sendo que 85% e 12,5% estavam
relacionados ao sorotipo A e D, respectivamente. Em algumas 4&reas
geograficas como Franca, Italia e Dinamarca ha prevaléncia do sorotipo D
(BENNETT et al., 1984; DROMER et al., 1996; MITCHELL et al., 1995). Na
Franca, o sorotipo D € causa de 21% dos casos de criptococose (DROMER et
al.,1994; DROMER et al., 1996; DROMER et al., 2007). BARO et al., (1999)
em um estudo sobre sorotipagem de 154 isolados de C. neoformans de
origem clinica e ambiental, na Espanha, revelou que dos 115 isolados de
origem humana de pacientes com Aids, 71 pertenciam ao sorotipo A, 33 ao
sorotipo D e 11 ao sorotipo AD. Na Argentina, 123 isolados foram estudados,
dentre os quais 85 pertenciam a pacientes com AIDS e o restante n&o foi
especificado. Dos isolados, 89% eram do sorotipo A, 4% sorotipo D, 3% AD e
3% pertenciam ao sorotipo B. Os resultados mostraram maior associacdo da
criptococose em pacientes com Aids com o sorotipo A (CANTEROS et al.,
2002).

A espécie gattii possui distribuicdo geografica restrita a areas tropicais
e subtropicais, incluindo a Australia, Brasil, Havai, Sul da Califérnia, México,
Paraguai, Tailandia, Vietnd, Nepal e Africa Central (KWON-CHUNG e
BENNETT, 1984). Nestas areas, compreendem mais de 35% dos isolados
clinicos. Todos os isolados sdo do sorotipo B, exceto no Sul da California,

onde o sorotipo C foi também encontrado.



No Brasil, Nishikawa et al. (2003), estudaram o0s sorotipos de 467
isolados de C. neoformans de origem clinica e ambiental em que houve
prevaléncia do sorotipo A (77,97%) em relacdo aos sorotipos B (18,2%), AD
(2,3%), D (0,4) e C (0,2%). A epidemiologia do sorotipo A, nas regides Sul e
Sudeste, representa o quadro observado mundialmente. Em contraste, o
sorotipo B é muito mais freqlente na regido nordeste, ocorrendo igualmente
em hospedeiros saudaveis tanto do sexo masculino como feminino.

Na cidade de Sao Paulo, de 84 isolados de Cryptococcus analisados,
75 foram classificados como pertencendo a variedade grubii, e oito a espécie
gattii (OHKUSU et al., 2002). J4 em estudo no Hospital de Doencas Tropicais
de Goiania, isolados de 50 pacientes com criptococose meningoencefalica
associada a Aids, Fernandes et. al.,, (2000) demonstraram que apesar de
haver predominancia de C. neoformans em pacientes com AIDS (47/50), C.
gattii pode também ser encontrada neste grupo de pacientes (3/50).

Na cidade de Belém, no estado do Para, 19 casos foram relatados de
criptococose em criancas, com idade entre 5 a 13 anos, e a espécie C. gattii
foi isolada em nove destas (CORREA et al.,, 1999). Em Santa Maria, Rio
Grande do Sul, no periodo de 1961 a 1995, oito casos de criptococose foram
relatados ndo associados a AIDS, em que o Unico isolado pertencente a
espécie C. gattii era procedente de individuo que habitava zona rural (LOPES
et al., 1997). No Brasil, a infeccdo por C. gattii € endémica, especialmente no
nordeste e 75% de todos os isolados pertencem ao sorotipo B (NISHIKAWA et
al., 1999). Os poucos casos de criptococose causados pelo sorotipo C foram
relatados principalmente nos EUA, seguindo-se Europa, Colémbia, Argentina
e Brasil (CALLEJAS et al., 1998).

Na regido de Araraquara e Ribeirdo Preto, pelos dados levantados pela
Vigilancia Epidemiolégica a grande maioria de casos de criptococose
associado a AIDS, evoluiu para oObito e a taxa de mortalidade da regido de
Araraquara variou entre 33,3 a 80% (BARBIERI, 2000). Moreira et al., (2006)
relataram que, em Uberlandia, 72,9% de 96 pacientes com criptococose, em
particular os portadores do HIV, evoluiram para Obito, mesmo tratados com
anfotericina B e derivados triazdlicos. Leal et al., (2008) realizaram um estudo
restrospectivo no periodo entre 2000 a 2005 analisando dados como raca,

género idade e fatores de risco como infec¢cdo por HIV. Dos 126 pacientes



gue desenvolveram meningite criptococcica, 77% foram homens com idade
entre 30 e 39 anos, 95% infectados pelo HIV.

Estudos moleculares séo utilizados para ajudar na maior compreensao
do fungo e seu comportamento. Na ultima década, grande niumero de técnicas
de tipagem molecular foi utilizado em estudos epidemiologicos de C.
neoformans. Estas técnicas incluem cariotipagem, RAPD (Random
Amplification of Polymorphic DNA), RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), hibridizacdo do DNA, AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism), PCR (Polymerase Chain Reaction) e PCR fingerprinting
(BRANDT et al.,, 1995; VARNA e KWON-CHUNG, 1992; CASADEVALL e
PERFECT, 1998; ALMEIDA et. al., 2007).

TIPAGEM MOLECULAR

A tipagem molecular é potencialmente Gtil em determinar casos de
recidiva ou reinfeccdo, demonstrando os graus de relacdo entre os isolados
no inicio e em infec¢des posteriores de um mesmo paciente. Varias técnicas
moleculares sdo empregadas na caracterizacdo de agentes patogénicos e
dentre estas, o PCR-fingerprinting e RAPD séo freqientemente usadas com
sucesso para tipagem de leveduras como C. neoformans (MEYER et al., 1999
e 2003; HORTA et al., 2002; CASALI et al., 2003; IGREJA et al.,, 2004,
NGAMWONGSATIT et al., 2005).

Em estudos de genotipagem com a técnica de AFLP, Boekhout et al.
(2001) avaliaram 207 isolados de C. neoformans de origem clinica, veterinaria
e ambiental, de varios continentes. Seis “clusters” principais foram
identificados, trés abrangendo isolados de C. neoformans var.
neoformans/grubii (sorotipo D e A) e os trés restantes da espécie C. gattii
(sorotipo B e C).

A técnica de AFLP detecta polimorfismos de DNA em sitios de enzimas
de restricdo especificos e permite que estes polimorfismos sejam detectados
em sitios de restricdo mdltiplos independentes simultaneamente. E aplicavel
na deteccao de variacdes de DNA de qualquer origem e complexidade sem

conhecimento prévio da sequéncia (MASIGA et al., 2000). A analise por AFLP



€ baseada na ligacdo de adaptadores aos fragmentos de restricdo gendmicos
seguido de uma amplificacdo por PCR com “primers” adaptadores-especificos
e requer apenas uma pequena quantidade de DNA genémico purificado, que
€ digerido com duas enzimas de restricdo. Este método combina
aplicabilidade universal com grande poder de discriminacdo e
reprodutibilidade e foi empregado tanto em estudos taxondmicos como
diagnésticos e epidemioldgicos (SAVELKOUL et al 1999).

No Brasil, Trilles et al. (2003) analisaram padrdes por AFLP de isolados
clinicos e ambientais obtidos de fragmentos de arvores e verificaram grau alto
de relacdo entre os isolados. A ocorréncia do gendétipo 6 (= VGII de Meyer,
2003) entre os isolados clinicos e ambientais tem chamado a atencao por
atingir pacientes imunocompetentes e por estar implicado em um surto no
Hospital em Vancouver Island, Canada (TRILLES et al., 2003; BARRETO de
OLIVEIRA et al., 2004; HOANG et al., 2004).

A técnica de RAPD consiste, basicamente, na amplificacdo de
fragmentos de DNA por PCR (Polymerase Chain Reaction) utilizando
iniciadores aleatdrios a uma temperatura baixa de anelamento (36°C a 45°C),
permitindo que iniciador se anele em diversos locais ao longo das duas fitas
de DNA, gerando fragmentos de varios tamanhos que sdo separados e
caracterizados por eletroforese em gel de agarose (WILLIAMS et al., 1990 e
1991). A tipagem molecular com o uso de RAPD, além de ser uma técnica
simples e rapida, tem a vantagem de prescindir do conhecimento prévio da
sequéncia do DNA em estudo, podendo ser utilizados iniciadores universais
de 10 a 16 nucleotideos (SWAMINATHAN e MATAR, 1994).

Na padronizagédo do RAPD realizada por Meyer et al. (1999) a tipagem
de C. neoformans teve a finalidade de permitir o estudo epidemioldgico global
de cepas em diversos laboratérios de varios paises. Em relacdo a C.
neoformans, um dos primeiros trabalhos utilizando RAPD foi realizado por
Crampin et al (1993), que demonstraram que cada isolado gerou um perfil
diferente que parecia néo estar relacionado ao sorotipo.

Na regido de Nagasaki, isolados clinicos e ambientais de C.
neoformans var. grubii (sorotipo A) foram examinados por RAPD, utilizando
trés iniciadores randémicos (R28, OPH-02 e OPH-20). Os perfis obtidos

revelaram seis padrdes entre isolados clinicos e trés padrdes entre 0s



ambientais. O padrdo | foi o mais comum (18 entre 29 isolados) e foi
encontrado em toda a regido de Nagasaki. Dois isolados ambientais
revelaram padrbes de RAPD idénticos (padrdes | e IV) aos dos pacientes,
sugerindo que isolados clinicos e ambientais pertenciam ao mesmo “pool” de
isolados de C. neoformans (YAMAMOTO et al., 1995).

Em estudo de 27 isolados clinicos e 10 ambientais provenientes do Rio
Grande do Sul foi investigada a diversidade genética por RAPD. Vinte e dois
iniciadores aleatérios foram testados, dos quais oito confirmaram o
polimorfismo, enquanto trés agruparam a maioria dos isolados clinicos dentro
de um Unico subgrupo (HORTA et al., 2002). Recentemente, 83 isolados
clinicos de varias regibes do Estado de Sao Paulo foram tipados por
cariotipagem eletroforética e RAPD onde 22 e 15 perfis foram encontrados,
respectivamente. Ainda neste estudo foi evidenciada mudanca de perfis de
cariétipo e RAPD associados ao aumento da concentracdo inibitéria minima
frente as principais drogas utilizadas para o tratamento em isolados
sequenciais de um mesmo paciente sugerindo microevolugdo (ALMEIDA et
al., 2007).

Meyer et al., (1999 e 2003), em um estudo multicéntrico global,
utilizaram a técnica de PCR-fingerprinting com o intuito de avaliar a estrutura
genética de C. neoformans em mais de 400 isolados clinicos e ambientais.
Oito grupos principais foram encontrados; VNI e VNII (C. neoformans var.
grubii sorotipo A), VNIII (sorotipo AD), VNIV (var. neoformans sorotipo D) e
VGI-VGIV (C. neoformans var. gattii sorotipo B e C). Mais tarde, Meyer et al.
(2003) estenderam o trabalho para outras partes do mundo aplicando além do
PCR-fingerprinting, a técnica de RFLP utilizando o gene URA-5. Ambas as
técnicas agruparam os isolados nos mesmos o0ito grupos previamente
estabelecidos e o tipo VNI mostrou-se mais prevalente entre os isolados.

No sul do Brasil, 38 isolados ambientais foram tipados pelas técnicas
de PCR-fingerprinting com os iniciadores M13 e (GACA)4 e cariotipagem
eletroforética. Trinta e trés dos 38 isolados foram identificados como VNI (C.
neoformans var. grubii) e os cinco restantes como VGI (C. gattii) (ABEGG et
al., 2006). Recentemente, 47 isolados clinicos de C. neoformans de varias
regides do Estado de Sao Paulo foram avaliados quanto aos sorotipos e ao
“mating-type” por PCR. A diversidade genética foi analisada por PCR-



fingerprinting com a sequéncia iniciadora especifica para regides
microssatélite (GACA)4, RAPD com o iniciador OPJ6 e por RFLP do gene
PLB1. A maioria dos isolados pertenceu ao tipo molecular VNI (45/47) e
apenas dois foram VNIl quando analisados por PCR-fingerprinting e PCR-
RFLP. Alta homogeneidade foi obtida com o iniciador (GACA)4, e a maioria
dos isolados apresentou grande correlagéo (> 0.9). Os resultados do RAPD,
por sua vez, revelaram maior heterogeneidade com nimero maior de perfis
moleculares. Pela técnica de PCR-RFLP, nenhum tipo molecular novo foi
encontrado, realcando a idéia de que em genes conservados como PLB1, as
diferencas podem ser resultantes de divergéncias evolutivas dentro do
complexo C. neoformans (MATSUMOTO et al., 2007). Hanafy et al., (2008)
utilizando o método de tipagem molecular multilocus microsatélite com sondas
especificas CNG1, CNG2 e CNG3 amplificou o loci 15 SSR e 12SSR de C
neoformans var. grubii, C. neoformans var. neoformans e de um hibrido AD,
mas ndo de C. gattii sugerindo uma associacao espécie-especifica. Com este
trabalho, foi evidenciado que a utilizacdo destes trés microsatélites
polimérficos pode ser de grande valia na genotipagem de cepas, na analise de
populacdes genéticas, em estudos epidemioldgicos e ainda ajudar no

diagnéstico da criptococose.

PATOGENIA

A via respiratéria € a principal porta de entrada para que este fungo
ambiental infecte e cause doenca no homem (KWON-CHUNG et al., 1992;
CRISSEY et al., 1995; BUCCHANAN e MURPHY, 1998). Os propagulos de C.
neoformans sdo inalados e podem atingir os alvéolos pulmonares do
hospedeiro. Na arvore brénquica, particulas maiores que 5 ym séo retidas e
acredita-se que os propagulos potencialmente infecciosos sao leveduras
ressecadas ou basidiosporos, em torno de 3 um de diametro (ZIMMER et al.,
1984). Apés atingirem os alvéolos pulmonares, dissemina-se por via
hematogénica (CURRIE et al., 1994), desencadeando infec¢cdo regressiva

subclinica ou doenca.



O quadro clinico mais frequiente de criptococose é a meningoencefalite,
seguindo-se pneumonia e, com menos freqiéncia, lesdes de pele. Quando o
sistema nervoso central é atingido, pode ocorrer 6bito, devido ao aumento da
pressao intracraniana, com reducdo do sangue local circulante (PERFECT, et
al., 1989; CRISSEY et al., 1995).

Segundo Kohno, (1999) a criptococose pulmonar € menos comum que
a cerebral, e é classificada como primaria ou secundaria de acordo com a
doenca de base. A primaria ocorre em qualquer parte do pulmao, bilateral ou
ndo, envolvendo a base ou area média pulmonar, simulando infec¢éo do tipo
influenza e pode resolver-se espontaneamente (MITCHEL, 1983). A forma
secundaria pode atingir individuos com diabetes, doencas renais e
hematolégicas malignas.

Formas extrapulmonares da criptococose ocorrem em individuos
imunossuprimidos por diversas condigdes, dentre as quais: AIDS,
colagenoses (uso de corticosterdides e outros agentes imunossupressores),
diabéticos, portadores de neoplasias malignas e pacientes transplantados
(com uso de imunossupressores). As localizacbes mais frequentes sao rins,
0Ss0s, sistema nervoso central e pele, sendo esta Ultima acometida em 6 a
16% dos casos. Existem, contudo, relatos de casos de criptococose
extrapulmonar em pacientes aparentemente imunocompetentes e o agente
etiologico mais freqlientemente encontrado nestes casos é C. gattii, tido como
fungo patégeno primario (CASADEVAL e PERFECT, 1998). Embora atue
como patégeno, € provavel que este encontro com o homem seja acidental,

ndo sendo este seu nicho priméario (BOVERS et. al., 2008).

VIRULENCIA

A capacidade de crescimento a 37<C, producdo de melanina, cipsula
polissacaridica, mating type, enzimas e moléculas de sinalizacdo celular séo
fatores de viruléncia identificados, mas ndo plenamente compreendidos, tidos
como importantes para a patogenia de C. neoformans, que lhe possibilitam
éxito quando em vida parasitaria (CASADEVALL e PERFECT, 1998; CLANCY
et al., 2006).



Céapsula Polissacaridica

Héa evidéncias de que a capsula, uma estrutura dindmica e elaborada
gue rodeia a parede celular, Unica entre os fungos que infectam o homem, é
um fator chave na viruléncia de C. neoformans. A cépsula parece exercer
papel importante na protecao da levedura contra a dessecacéo e ingestao por
amebas do solo (NIELSON et al., 1978, STEENBERGEN et al.,, 2001,
CASADEVALL et al., 2003). A observacado de que cepas capsuladas foram
capazes de sobreviver a fagocitose e de se replicar em Acanthamoeba
castellanii, ao contrario de sua mutante, levaram os autores a sugerirem que a
viruléncia de C. neoformans foi resultante de adaptacdes contra predadores
do meio ambiente, presentes no solo e em vegetacbes (STEENBERGEN et
al., 2001; CASADEVALL et al., 2003). Bulmer et al., (1990) verificaram que
seis mutantes de C. neoformans acapsulados, avirulentos, mas originarios de
cepa capsulada reverteram para o estado capsulado, apresentando graus
variados de viruléncia. Fromtling et al.,, (1982) observaram que cepas
mutantes acapsuladas sdo menos virulentas que as selvagens capsuladas,
fato também observado por Chang e Kwon-Chung, (1994). Cépsulas
pequenas foram observadas quando esta levedura estava no ambiente e
capsulas espessas durante a fase parasitaria evidenciando que este fungo
determina genotipicamente e de acordo com as condi¢cdes de crescimento
oferecidas o tamanho da mesma (MITCHELL & PERFECT, 1995). A capsula é
constituida por glucuronoxilomanana (GXM), galactoxilomanana, e
manoproteinas (CHERNIAK et al., 1995).

As diferencas na estrutura molecular da glucuroxilomanana geram
diferencas antigénicas que fornece as bases para separacéo dos isolados de
C. neoformas nos cinco sorotipos (A, B, C, D e AD) (CHERNIAK et al., 1995;
IKEDA et al., 1982).

A capsula tem quatro genes responsaveis por sua sintese e viruléncia,

identificados e caracterizados em camundongos: CAP64, CAP60, CAP59 e



CAP10 (CHANG e KWON-CHUNG, 1994; CHANG et al., 1996; CHANG e
KWON-CHUNG, 1998).

Fenoloxidase (Lacase) e Melanina

Melanina é um pigmento carregado negativamente, catalisado pela
enzima fenol-oxidase, categorizada como uma lacase que promove
polimerizacao oxidativa em compostos fendlicos (WILLIAMSON, 1997).

A lacase catalisa a reacdo de oxidacdo da L-DOPA, formando um
composto intermediario altamente reativo, a dopaquinona. Esta, na auséncia
de grupos tidis, forma o leucodopacromo, que é entdo oxidado a dopacromo.
Na etapa seguinte, ocorrem hidroxilagdo e decarboxilagdo formando a
melanina (OZEKI et al., 1997a; OZEKI et al.,, 1997b; WILLIAMSON et al.,
1998).

Varios trabalhos foram desenvolvidos com o objetivo de esclarecer a
biossintese da melanina e sua relacdo com a patogenicidade de C.
neoformans. Células de C. neoformans melanizadas sdo menos suscetiveis
aos efeitos dos oxidantes derivados de oxigénio, e nitrogénio, anfotericina B,
caspofungina e Iluz ultravioleta (VAN DUIN et al., 2002; WANG e
CASADEVALL, 1994).

Outra funcédo proposta € a mudanca de carga na superficie celular,
levando a interferéncia na fagocitose (WANG et al., 1995). Huffnagle et al.,
(1995) verificaram que cepas que produziam grandes quantidades de
melanina inibiam a producdo de fator de necrose tumoral alfa (TNFa), que é
uma das principais moléculas sinalizadoras na resposta inflamatdria mediada
por células T, envolvida no recrutamento e ativacdo de neutrofilos. Estudos
demonstraram que a presenca da lacase foi significativa para a viruléncia
deste fungo em animais (WILLIAMSON, 1997). A lacase protegeria as células
de C. neoformans de processos oxidativos provocados pelos macréfagos
alveolares (LIU et al., 1999).

Culturas de C. neoformans que se desenvolvem na presenca de
precursores adquirem a coloragdo marrom. A melanizagdo pode ser usada

para identificacdo dos isolados, colonias que se desenvolvem em meio de



cultura que contém extrato da semente Guizotia abyssinica crescem na cor
marrom, pois ocorre a oxidacdo do &cido caféico utilizado como substrato por
C. neoformans (STAIB et al., 1987).

O neurotropismo de C. neoformans é explicado em parte pela
habilidade do fungo em usar alguns neurotransmissores como epinefrina e
dopamina como substratos para produgcédo de melanina. Estudos usando
peptideos melanina-especificos e anticorpos monoclonais ligantes a melanina
demonstraram em tecidos humanos e de roedores que o fungo produz o
pigmento in vivo (NOSANCHUK et al., 1999).

Mating type

O locus mating-type é a regido genomica que regula o ciclo sexual
desta levedura, pode ser diferente entre células de mating-type opostos
possibilitando ocorréncia de reproducdo sexuada quando células de mating-
types opostos se encontram. A limitagcdo de nutrientes é um importante fator
para a ocorréncia deste cruzamento. Na auséncia de nitrogénio as células
MATa produzem o ferombénio MFa e, em resposta a esse feroménio, as
células MATo formam um tubo de conjugacdo. Através da conjugacdao, hifas
dicariéticas com grampos de conexao sao produzidas, basidios terminais séo
formados, ocorre cariogamia, meiose, mitose e entdo a germinagcdo dos
basidiésporos em leveduras (KWON-CHUNG et al. 1992).

A partir de duas cepas de C. neoformans, diferentes quanto ao mating-
type, Kwon-Chung et al. (1992) demonstraram que o tipo a € mais virulento
que o tipo a, C. neoformans sorotipo D, ao sofrer rompimento do gene STE 12
o tornou-se menos virulento em modelo murino, sendo a viruléncia restaurada
com a reconstituicdo do gene que somente existe no mating type a. Dados de
seguenciamento de cepas congénitas de C. neoformans sorotipo D revelaram
gue o comprimento do locus MATa é superior a 100kB enquanto de MATa é
em torno de 120kB. (KAROS et al., 2000; LENGELER et al., 2002;
McCLELLAND et al., 2004).

Carvalho et al., (2007) verificando a presenca de C. neoformans em
fezes de pombos de uma éarea rural de Alfenas — MG, isolou esta levedura e

determinou o sorotipo e 0 mating type por PCR multiplex, simultaneamente.



Eles caracterizaram as amostras como sendo do sorotipo A e MAT a e
evidenciam o PCR multiplex como uma boa alternativa na sorotipagem, com
baixos custos e pela deteccédo de forma simultdanea do sorotipo e do mating
type. Escandon et al., (2007) estudando as habilidades de cepas colombianas
se acasalarem com outras do tipo oposto, observaram esta ocorréncia em
27,3% nos isolados sorotipo A e em 46,2% dos isolados do sorotipo B e
verificaram ainda que todas do sorotipo A eram MAT a e as do sorotipo B
eram MAT A.

DROGAS ANTIFUNGICAS E TESTES DE SENSIBILIDADE

Antes da descoberta dos antibiéticos poliénicos que deu inicio a uma
nova era de sucesso na terapia da criptococose. Véarias estratégias
terapéuticas foram avaliadas, a maioria sem sucesso. Entre estas, podemos
citar o uso de antibidticos como penicilina, tetraciclina e estreptomicina; metais
pesados; vacinas autdgenas e terapia hormonal. A utilizacdo de estr6genos
no tratamento da criptococose foi baseada na observacdo de que tanto em
humanos quanto em animais, oS machos eram mais suscetiveis a
criptococose quando comparados as fémeas. Estratégias utilizando métodos
fisicos como radioterapia e uso de extratos de plantas que apresentavam
atividade anticriptococcica foram também experimentadas, sem ou quase
nenhum sucesso (CASADEVALL e PERFECT, 1998).

Em 1956, uma mulher diabética de 46 anos, com diagnostico de
meningite criptococcica, foi tratada com um novo antibiotico poliénico, a
anfotericina B que apresentava atividade fungicida in vitro. Foi administrada
intravenosamente, 100mg da droga ressuspendida em 500 mL de salina
contendo 5% de dextrose por 6 horas; durante 12 dias. Seguido de mais cinco
semanas de administragdo em dias alternados. Uma disfungdo renal
transitoria foi observada durante o tratamento, mas no final de sete semanas a
paciente estava recuperada e com a cultura do liquor negativa. A introducéo
da anfotericina B na terapia da criptococose propiciou uma nova perspectiva,
aumentando os indices de cura em mais de 50% dos casos (CASADEVALL e
PERFECT, 1998).



Anfotericina B tem atividade fungicida de amplo espectro e mesmo
apresentando nefrotoxicidade associada em 50% dos pacientes, é o farmaco
de escolha nos tratamentos de infec¢fes fungicas sistémicas, transpassando
a barreira hemato-encefalica (WHITE et al., 1998; BARQUIST et al., 1999). A
droga liga-se ao ergosterol presente na membrana plasmatica do fungo
formando um canal pelo qual saem componentes celulares, principalmente
ions  potassio  provocando  desequilibrio do gradiente i6nico,
consequentemente a morte do fungo (WHITE et al., 1998). ZARAGOZA et al.,
(2005) examinaram o efeito da droga na morfologia de C. neoformans,
durante a infeccdo em murinos observando reducdo da capsula
polissacaridica e diminuicdo do antigeno polissacaridico no soro, o que leva a
sugestdo de um mecanismo de acdo adicional para esta droga.

A ocorréncia de isolados de C. neoformans com resisténcia primaria ou
secundaria a anfotericina B sdo relativamente raros e relacionados geralmente
com alteracdo na composicao do ergosterol que € o principal esterol presente
na membrana dos fungos (KELLY et al., 1994; JOSEPH-HORNE et al., 1996;
RODRIGUES-TUDELA, 1997). Brandt et al., (1996) analisaram isolados
sequenciais de 33 pacientes HIV positivos para verificar se ocorria reinfeccéo
por uma nova cepa ou persisténcia da mesma com aquisicao de resisténcia. A
andlise da tipagem demonstrou muito pouca variacao nos perfis genotipicos,
independente da técnica utilizada e da mesma forma, praticamente ndo houve
variacdo da CIM. Os autores sugeriram que a persisténcia da infeccéo
criptocdccica foi devida principalmente a falha no regime do tratamento ou do
sistema imunoldgico do paciente e ndo por reinfeccdo ou aquisicdo de
resisténcia a droga. Em Goiania, 70 isolados clinicos e 40 ambientais foram
avaliados quanto a sensibilidade a anfotericina B, fluconazol, itraconazol e
voriconazol. Todos os isolados foram sensiveis as quatro drogas, mostrando o
mesmo padrao de sensibilidade, independente da origem clinica ou ambiental
(SOUZA et al., 2005).

A droga 5-fluorocitosina pertence a classe de farmacos analogos da
pirimidina, que interfere na sintese de DNA por inibir timidilato sintetase, e na
sintese protéica por se incorporar ao RNA. Resisténcia primaria a droga é
comum em certas leveduras e bolores como em espécies de Candida nao

albicans, Aspergillus spp, C. neoformans e em fungos dimorficos. Resisténcia



secundaria também é comum, limitando seu uso clinico a terapias combinadas
(WHITE et al.,, 1998). Bennet et al., (1979) em estudo multicéntrico,
compararam o0s tratamentos, utilizando-se anfotericina B em monoterapia e
com esta associada a b5-fluorocitosina. Quando as duas drogas foram
utilizadas em associacdo, 67% dos pacientes apresentaram cura ou melhora
do quadro, contra 41% dos pacientes tratados apenas com anfotericina-B.
Além disso, nefrotoxicidade menor foi observada, bem como ndmero menor
de recaidas no grupo que recebeu 5-fluorocitosina.

O surgimento de derivados azoélicos com biodisponibilidade alta e
toxicidade baixa, como fluconazol e itraconazol, abriu perspectivas a novos
esquemas terapéuticos, sendo usados para fins profilaticos, em esquemas de
manutencdo da terapia e em uso combinado a anfotericina B. Os azo6is séo
drogas fungistaticas e agem inibindo uma enzima P-450 da via biossintética
do ergosterol, a lanosterol 14a-demetilase, codificada pelo gene ERG-11,
interrompendo ou levando a producdo insuficiente do ergosterol e
consequente formacdo de membranas defeituosas. Espécies de Mucor séo
intrinsicamente resistentes aos azo6is, Candida krusei e Aspergillus fumigatus
apresentam resisténcia primaria somente a fluconazol e cetoconazol (WHITE
et al.,, 1998). O uso abusivo dos derivados azdlicos tem levado segundo
alguns pesquisadores, ao aparecimento de isolados multirresistentes
(GRAYBILL et al., 1998). Pfaller et al., (2005a) avaliaram a atividade in vitro do
itraconazol em 1615 isolados de C. neoformans e a droga foi ativa em apenas
80% dos isolados.

Brouwer et al., (2004) compararam a atividade fungicida da anfotericina
B em monoterapia, combinada a 5-fluorocitosina, a fluconazol e ao uso
concomitante dos trés. O uso combinado de 5-fluorocitosina mostrou melhor
eficiéncia na eliminacdo do fungo. Larsen et al., (2004) verificaram melhor
atividade quando anfotericina B foi administrada em combinagé&o a fluconazol.

Atualmente, novos esquemas terapéuticos foram utilizados no
tratamento da criptococose. Preparacbes de anfotericina B em forma
lipossomal tém mostrado boa resposta, com negativacdo do liquor mais rapida
e com nefrotoxicidade menor (KOTWANI et al., 2001; CHEN et al., 2002,
KHAN et al.,, 2005). Da mesma forma, 0os novos azois, posaconazol e

voriconazol também mostraram ser mais ativos e com espectro de acdo maior



do que fluconazol e itraconazol (PFALLER, 2001; VAN-DUIN, 2004; PFALLER
et al., 2004).

Drummond et al., (2007) estudando o comportamento de 11 cepas
clinicas de C. neoformans provenientes de pacientes com criptococose e 23
ambientais, isoladas de fezes de pombo, frente a fungicidas de uso
agrondmico e ao fluconazol observaram que amostras ambientais
apresentaram CIM de 64 upg/mL para o fluconazol e as cepas clinicas
apresentaram CIM de 16 pg/mL para este antifingico; e que os antifungicos
usados na lavoura (epoxiconazol, difeconazol e ciproconazol) parecem ter
mais eficiéncia quando comparados aos utilizados na pratica médica
(fluconazol) porém apresentam maior toxicidade as quais o individuo pode se
expor involuntariamente.

Concomitantemente ao aparecimento das primeiras drogas
antifangicas, diferentes provas foram utilizadas para determinacdo da
sensibilidade dos microrganismos aos antimicrobianos e diversas substancias
e 0 adequado direcionamento terapéutico e, com modificagdes, estdo em uso
até hoje. Apesar das condicbes de realizagdo destas provas serem
completamente diferentes das que ocorrem em nossos organismos, quando
os resultados séo interpretados com sentido comum, séo de enorme utilidade
para pratica clinica. A técnica de diluicdo em caldo foi a primeira a ser utilizada
para avaliar a atividade in vitro dos antimicrobianos e atualmente é a técnica
de referéncia. Consiste em fazer uma série de diluicbes da droga avaliada em
um meio de cultura e apds inoculagcdo do microrganismo testado, depois de
determinado tempo a adequada temperatura, fornece a concentracdo do
antimicrobiano que produz a inibicAo completa do microrganismo. Outra
técnica de avaliacdo utilizada foi a de difusdo da droga em meio sélido. O
principio da técnica consiste na utilizacdo constante do antimicrobiano num
reservatorio colocada na placa de meio de cultura para utilizada para cultivar o
microrganismo em questéo, relacionando a suscetibilidade do microrganismo
a droga com o aparecimento de um halo de inibicdo ao redor do reservatério.
Atualmente varios comités de padronizacdo sdo bem ativos e suas
proposicdes sdo aceitas pela Organizacdo Mundial de Saude. Alguns dos

mais ativos sdo o norte americano “CLSI” (Clinical Laboratory Standards



Institute) e o equivalente europeu “EUCAST” (European Commitee on
Antimicrobial Susceptibility Testing).

Os resultados obtidos com estas técnicas padronizadas permitem
tracar perfis epidemiologicos sobre a susceptibilidade dos diversos
microrganismos, caracterizando-os, possuem aplicacbes que no tratamento
empirico, direto e na politica de controle das infeccbes e séo cruciais na
descoberta de novas drogas antimicrobianas.

Johnson et. al., (2008) verificaram o perfil de susceptibilidade de 1763
leveduras isoladas de 472 pacientes contra voriconazol, fluconazol,
itraconazol e anfotericina B pela técnica de microdiluicdo (M27-A2 — CLSI).
Obtiveram correlacao entre as CIMs de voriconazol com os de fluconazol e
itraconazol, e sugeriram que esta correlacdo é de grande valia para predizer a
evolucao clinica.

Em 2003, Kustimur et. al. compararam as técnicas de macrodiluicéo,
microdiluicdo e disco difusdo testando 150 isolados de Candida sp contra
fluconazol. Obtiveram correlacdo de 86% entre as técnicas de diluicdo em
meio liquido, e 91% entre a Concentracdo Inibitéria Minima obtida pela
macrodiluicdo e os diametros da zona de inibicdo obtida pela técnica de disco
difusdo. Silici e Koc (2006) fizeram um estudo comparativo das metodologias
de disco difusdo e macro e microdiluicio em &gar conforme documento do
CLSI, para verificar a atividade antifangica de propolis e itraconazol contra
leveduras isoladas de pacientes com micoses superficiais. Entre metodologias
de diluicdo houve 75% de concordancia testando as leveduras contra propolis.
Obtiveram uma correlagdo favoravel entre CIM e o didmetro da zona de
inibicdo ambos para propolis sugerindo que a diluicdo em agar e a disco
difusdo sdo alternativas convenientes para testar a sensibilidade destas
leveduras frente ao propolis. Canton et. al., (2008) avaliaram a suscetibilidade
de 224 isolados de diferentes espécies de leveduras contra a droga
antifingica posoconazol pelas técnicas de disco difusdo e microdiluicdo de
acordo com os documentos M44-A e M27-A2 do CLSI e ndo detectaram
discrepancias significativas entre os resultados obtidos pelas duas técnicas
sugerindo que a metodologia de disco difusdo poderia ser uma alternativa ao

método de microdiluicdo de referéncia.



SANEANTES

Os saneantes sao produtos controlados pela Vigilancia Sanitaria e
utilizados com os mais diferentes objetivos. Podem ser utilizados como
desengordurantes (detergentes domesticos), microbicidas (esterilizantes e
desinfetantes hospitalares e desinfetantes domésticos) e sdo utilizados ainda
para combater pragas, como 0s inseticidas, os repelentes e os raticidas. Sao
divididos em duas categorias, dependendo do risco que o produto pode impor
a salude humana. Os de maior potencial de risco sao considerados de GRAU
DE RISCO Il e compreendem os saneantes domissanitarios e afins que sejam
causticos, corrosivos, os produtos com valor de pH, em solucao a 1%, igual ou
menor a 2 e igual ou maior a 12, com atividade antimicrobiana, o0s
desinfestantes, os produtos biolégicos a base de microorganismos e produtos
com alto poder oxidante ou redutor, como por exemplo inseticidas, raticidas,
repelentes, esterilizantes hospitalares e desinfetantes domeésticos, que
necessitam registro junto ao Ministério da Saude. J& os de menor potencial,
GRAU DE RISCO | compreendem o0s saneantes domissanitarios e afins em
geral, excetuando-se os classificados como de Risco Il, como por exemplo,
detergentes domésticos e amaciantes de roupa, dispensados do registro no
M.S. (Resolugdo n° 336, de 22/07/1999, Portaria n® 327, de 30 de junho de
1997, Portaria n° 57, de 11 de julho de 1995).

Produtos disponiveis para utilizacgdo como saneante, seja para uso
ambiental ou doméstico, nos dias de hoje, possuem diversas implicacfes
como cheiro, dificuldade de manuseio, toxicidade, custo, potencial de
persisténcia e acumulo no meio ambiente, dentre outras que podem ter efeito
lesivo contra saude humana. Muitos trabalhadores rurais empregam
antifangicos de uso agronémico e estes, apesar de serem aparentemente
mais eficientes também apresentam alta toxicidade as quais podem levar a
uma intoxicagdo involuntaria, além de selecionar leveduras ambientais
resistentes pela similaridade de acdo com algumas das drogas disponiveis
para uso clinico. Baseados nisso, investigamos a possibilidade de utilizacdo
de extratos de plantas como saneante.

O estudo para obtencao de saneantes provenientes de fontes naturais

com atividades antifungicas especificas para ser utilizados como saneantes



ambientais ou domesticos contra alvos especificos sdo de grande importancia
e valia no combate e controle das fontes de microrganismos patogénicos em
seu nicho e ajuda para diminuicdo da contaminacdo humana, seja de

trabalhadores ou especialmente de individuos imunocomprometidos.

ESTUDO DE EXTRATOS DE PLANTAS NATIVAS

A exploragdo inadequada dos recursos naturais vem provocando a
extingdo de um grande ndmero de espécies nos diferentes biomas do planeta,
especialmente naqueles situados nos trépicos. Entre as varias causas dessas
extingdes, as mais comuns sdo a perda e a fragmentacdo de “habitats”. Nas
dltimas décadas, tem sido observado crescimento de interesses em medicinas
alternativas e terapias naturais, em especial, aquelas que envolvam
substancias com propriedades antimicrobianas (FERNANDES, et al, 2007).

Extratos de plantas, ou componentes derivados de plantas, promovem
uma valiosa fonte de novos agentes medicinais (CARVALHO e FERREIRA,
2001; KAYSER e KIDERLEN, 2001). As plantas sdo usadas na medicina
desde longa data, sendo extensivamente empregadas na medicina popular
por representarem uma alternativa econdmica, de féacil obtencdo e
aplicabilidade para diversas patologias (ROJAS et al., 2006). Estas se
constituem, portanto em uma 6tima alternativa para busca de substancias que
podem ser usadas na formulacdo de novos antifungicos (HOLETZ et al.,
2002). A ampla biodiversidade presente no territorio brasileiro nos coloca em
posicdo estratégica para o desenvolvimento da exploragdo racional e
sustentavel de novos metabdlitos de valor terapéutico. A grande extenséo
territorial do pais, com ampla diversidade de climas e solos, favorece essa
biodiversidade. Determinadas areas como a floresta Amazonica, Atlantica, o
Cerrado brasileiro e a Caatinga sao ricos em espécies que podem fornecer
compostos naturais ativos, para grande variedade de doencas crdnicas
degenerativas, maléria, tuberculose, micoses e muitas outras (BASSO et al.,
2005).

A Flora do Estado de Sao Paulo é composta pelos biomas do Cerrado
e Mata Atlantica. O Cerrado, com sua vegetacao tipica de troncos tortuosos,

de porte baixo, ramos retorcidos, cascas espessas e folhas grossas, restando



50% do territorio original, é reconhecido como a savana mais rica do mundo
em biodiversidade, com uma flora riquissima composta por mais de 10.000
espécies de plantas, sendo 4.400 endémicas desta area. Ja a Mata Atlantica,
com apenas 7,3% de sua cobertura florestal original e tendo sido identificada
como a quinta area mais ameacada e rica em espeécies endémicas do mundo,
possui cerca de 20.000 espécies de plantas vasculares, dos quais 8.000 séo
endémicas do bioma (INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS
RECURSOS NATURAIS RENOVAVEIS, 2006).

Alguns extratos de plantas medicinais com atividade antifingica foram
pesquisados por nosso grupo e de acordo com esta experiéncia testes
padronizados sdo necessarios para que se tenham dados fidedignos e
comparativos entre os diferentes estudos (SCORZONI et al, 2007). Em
pesquisa realizada por Braga et al 2007 utlizando as plantas Bixa
orellanastram, Ocimum gratissimum e Syzygium cumini, foram encontradas
atividade contra Cryptococcus neoformans apresentando concentracao
inibitéria  minima com valor de 0,078 mg/mL. Outro estudo focado na
verificacdo da atividade antifungica de plantas foi realizado por Cruz et al,
2007, mostrando que as espécies Ziziphus joazeiro e Caesalpinea pyramidalis
apresentaram atividade significativa contra Cryptococcus neoformans. O 6leo
essencial obtido a partir das sementes dos frutos de Caryocar brasiliensis
planta amplamente distribuida nas regides central e sudeste do Brasil, tem
atividade antifangica contra esta levedura (PASSOS et al., 2002). O interesse
por plantas ou substancias antifUngicas se deve ao aumento de infeccfes
fungicas humanas, como resultado das imunodeficiéncias associadas a AIDS,
quimioterapia anticancerigena, transplantes e, também infeccfes flngicas em
plantas que representam perdas incalculaveis para a agricultura.

Assim, o Projeto Teméatico — BIOTA/FAPESP (Bioprospecta), intitulado
“Conservation and sustainable use of the plant biodiversity from Cerrado and
Atlantic Forest: chemical diversity and prospecting for potencial drugs®,
desenvolvido pelo Nacleo de Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia de
Produtos Naturais (NuBBE) do Instituto de Quimica - UNESP em associagao
com o laboratério de Micologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas -
UNESP, visa 0 estudo de espécies vegetais do Cerrado e Mata Atlantica do

Estado de Sdo Paulo, baseado em bioensaios prévios dos extratos, com



vistas ao estabelecimento de modelo para a preservacao, estudo e exploracéo
racional da flora remanescente no Estado.

A familia Rubiaceae Juss., pertencentem a ordem Gentianales e
compreendendo cerca de 600 géneros e 10.000 espécies, tem distribuicdo
predominantemente tropical e subtropical e € constituida essencialmente de
espécies lenhosas, entretanto, observa-se a ocorréncia de alguns
representantes herbaceos e arbustivos (ROBBRECHT, 1988* apud BOLZANI
et al., 2001; TREVISAN, 1993). Considerada a quarta maior familia de
angiospermas do Brasil, com 1.010 espécies (10% das espécies em relacéo
ao total mundial) (SHEPHERD, 2003), estd amplamente distribuida nos
biomas mais representativos: Amazoénia, Mata Atlantica e Cerrado. Neste
altimo, sdo encontrados 25 géneros, sendo o maior niumero de espécies
encontrados nos géneros Alibertia, Psycotria, Palicourea e Tocoyena
(CASTRO, 1999).

A familia se destaca por apresentar espécies de consideravel
expressdo econdmica, como o café (Coffea arabica) e, também, espécies de
interesse farmacologico, como Cinchona ledgeriana, de onde € extraido o
antimalarico quinina e Cephaelis ipecuanha, onde se extrai ipeca, utilizada
como expectorante na medicina popular (TREVISAN, 1993).

Os poucos relatos encontrados na literatura sobre o género Alibertia,
pertencente a subfamilia Ixoroideae, faz destaque a sua rica constituicao
terpenoidica. Estudos anteriores realizados com as espécies Alibertia sessilis
e A. macrophylla levaram ao isolamento de alguns metabdlitos secundarios
com atividade antifungica: ésteres do acido cafeico e iriddides ndo-glicosilados
(BOLZANI et al., 1991; YOUNG et al., 1992; SILVA et. al., 2007).

Os extratos de plantas Alibertia macrophylla Schum. pertencentem a
familia Rubiaceae e Machaerium villosum Vog. pertencente a familia
Leguminosae, conhecido vulgarmente por Jacaranda paulista, ambas
espécies de ampla distribuicdo (BOTREL e CARVALHO, 2004) e nativas do
cerrado paulista, foram previamente testadas para verificacdo de atividade
antifngica em nosso laboratorio. Estas plantas sédo encontradas do sul do
México até o norte da Argentina, e ainda como flora do cerrado Paulista, mas
também nos estados do Ceara, Goias, Mato Grosso e Minas. Seus extratos

hexanicos e etanolicos sdo extraidos diretamente da torta dos caules, secos e



moidos. Ja a familia Leguminosae compreende 642 géneros e 18 mil espécies
distribuidas pelos cinco continentes, com ocorréncia predominante em paises
tropicais e subtropicais (DISTASI e HIRUMA, 2002). O género Machaerium
compreende cerca de 130 espécies, também podendo ser encontradas do
México até Argentina. O extrato etandlico das folhas de M. villosum possue

forte atividade antioxidante.

JUSTIFICATIVA:

Em se tratando de fungos, os saneantes ou desinfetantes atualmente
disponiveis para utilizacdo apresentam toxicidade relativa ao homem e meio
ambiente. Neste sentido, uma possibilidade mais segura para ambos, homem
e meio ambiente, pode ser a utilizacdo de extratos de plantas que possuam
atividade antimicrobiana especifica para este fim. O estudo destas atividades
especificas que as plantas nativas do bioma Brasileiro, em especial da Mata
Atlantica apresentam, se revela como uma alternativa biotecnoldgica
possivelmente segura e economicamente viavel. Portanto, a pesquisa de
produtos naturais a partir de plantas com atividade antifingica para fins
saneantes, pode ser de grande valia para diminuicdo ou até interrupcdo da
cadeia do processo infeccioso pelo referido fungo, C. neoformans,
diminuindo/inviabilizando/eliminando-o quantitativamente em seu habitat
natural com menor nivel de agressdo ao meio ambiente e outros
ecossistemas, especialmente se ndo apresentar alto grau de toxicidade ao ser

humano.



OBJETIVOS :

A) Geral:

Selecionar e estudar a dinamica populacional de C. neoformans
provenientes de fontes ambientais da regido de Araraquara;

B) Especificos:

1. Comparar o padrao fenotipico com o genotipico de C. neoformans de
fontes ambientais;

2. Determinar o padrdo de resposta aos antifungicos anfotericina B,
cetoconazol, itraconazol e fluconazol por duas metodologias: disco-difusdo e
microdiluicéo;

3. Realizar a determinacdo para atividade antifingica especifica de
extrato hexanico de Alibertia macrophylla e extrato etandlico de Machaerium
villosum, determinando concentragdo inibitéria minima (CIM) e concentracao
fungicida minima (CFM).

4. Testar a utilizacdo de extrato hexanico de Alibertia macrophylla e
extrato etandlico de Machaerium villosum com finalidade saneante especifica
em ambiente simulado, mimetizando condic¢des reais.

5. Fornecer dados que orientem novos estudos biotecnoldgicos que
tenham como objetivo viabilizar a producao de saneantes utilizando extratos de

plantas nativas de nosso bioma.



METODOLOGIA

SELECAO DOS ISOLADOS

As 67 amostras ambientais de C. neoformans foram isolados por
Andrade et al. (2003) para realizacdo da dissertacdo de mestrado entitulada
“Cryptococcus neoformans Aspectos fenotipicos e genotipicos de isolados
ambientais da regido de Araraquara, SP” e estocados na micoteca do
Laboratério de Micologia Clinica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Araraquara — Departamento de Andlises Clinicas da Universidade Estadual
Paulista de Araraquara, Sao Paulo. Estes isolados foram reidentificados e
mantidos em agar Sabouraud com cloranfenicol a 4°C, até o momento dos

testes.

IDENTIFICACAO DE C. neoformans
Exame microscopico dos isolados

As colbnias isoladas foram observadas em preparacfes microscopicas
com tinta da China para observacéo de capsula polissacaridica.

Identificacao:
Os isolados foram reidentificados em género através de critérios,
segundo Kurtzman e Fell (1998) e Kwon-Chung et al. (1992), como se segue:
1. Prova de urease: uma alcada microbiolégica do cultivo da levedura de
48 a 72 horas de crescimento foi semeada em agar uréia de Christensen
e incubada a 37 para observar producao de urease, evidenciada pela
mudanca de cor do meio para rosa.
2. Presenca de enzima fenoloxidase: realizada em agar niger a partir da
cultura obtida em agar Sabouraud, com 24 a 48 horas de crescimento.
As culturas foram incubadas a 25T e observadas dia riamente até o 10°

para verificar a produgéao de pigmentos de coloragdo marrom.



3. indice de gemulagdo — IG — (nimero de células em brotamento/100

células de levedura).

4. Assimilagdo de fontes de carbono: realizada a partir de cultivos prévios

em placas de agar Sabouraud de 24 a 48 horas de crescimento.

A determinacdo das espécies foi executada com base em provas de
assimilacdo de fontes de carbono e nitrogénio (KURTZMAN e FELL et al.,
1998), a partir de cultivos prévios em placas de agar Sabouraud de 24 a 48
horas de crescimento. Os acuUcares glicose, galactose, lactose, melibiose,
sacarose, maltose, rafinose, celobiose e inositol foram utilizados como fontes
de carbono e nitrato de potassio como fonte de nitrogénio.

Os inéculos foram preparados a partir de suspensdes de 10° células/mL
(aferidos em camara de Neubauer), os quais foram adicionados aos meios (C e
N, fundidos previamente e separadamente) na propor¢do de 1/20. Apos a
solidificacdo, as fontes de carbono e nitrogénio foram distribuidas
equidistantemente nas placas contendo os meios C e N, respectivamente,
incubada a 25< e lidas ap6s 48 a 72 horas.

A diferenciacdo das espécies gattii e neoformans foi realizada pelo
crescimento seletivo em meio glicina-canavanina-azul de bromotimol (CGB) e
por assimilacdo de D-prolina, segundo Kwon-Chung et al. (1982). Leveduras
com 24 a 48 horas de crescimento em agar Sabouraud foram semeadas em
tubos contendo agar CGB e incubadas a 25€C. O cultivo foi observado
diariamente até o quinto dia para a verificacdo de crescimento e alteracdo da
cor.

A assimilacdo de D-prolina foi realizada atraves da prova de assimilagédo
de fontes de nitrogénio em meio N (KWON-CHUNG et al., 1982).

REACAO DE PCR UTILIZANDO OS INICIADORES PARA DETERMINACAO
DO MATING TYPE o E A

Foram utilizadas as sequéncias iniciadoras para mating type o:
5'CTTCACTGCCATCTTCACCA3' e 5’GACACAAAGGGTCATGCCAZ, e para
mating type a, a sequéncia 5CGCCTTCACTGCTACCTTCT3 e
5’AACGCAAGAGTAAGTCGGGC3 (CHATURVEDI et al., 2000). Foram
utilizadas concentragbes de 25pmol de cada seqiéncia iniciadora e 25ng de



DNA gendmico num tubo contendo uma mistura de deoxinucleotideos (0,22mM
de cada dNTP), tampéao (1,65mM MgCl,, 55mM KCI, Tris-HCI 22mM pH 8,4) e
DNA polimerase termoestavel fornecidos pelo Kit PCR Supermix (Invitrogen-life
technologies). A quantidade final na reacdo de amplificacdo foi de 25uL sendo
utilizada agua Milli-Q estéril.

A amplificacdo foi realizada através de um ciclo inicial com temperatura
de desnaturacdo de 95C/3 minutos, seguido de 30 ciclos de 94C/1 minuto,
57,5C/1 minuto, 72C/1 minuto e um ciclo final a 7 2C/7 minutos, utilizando-se
aparelho termociclador Perkin Elmer modelo GeneAmp PCR System 9700. O
produto amplificado foi separado em gel de agarose 2%, em tampao TBE 1x,
durante 2 horas a 100 volts, corado com brometo de etidio e observado a luz

ultravioleta.

REACAO DE PCR-RFLP PARA AMPLIFICACAO E DIFERENCIACAO DO
GENE DA OROTIDINA MONOFOSFATO PIROFOSFORILASE (URA 5)

Foram utilizados os iniciadores para o gene URA5: wura5f (5
ATGTCCTCCCAAGCCCTCGACTCCG 3) e urasr(5'
TTAAGACCTCTGAACACCGTACTC 3') (MEYER et al., 2003).

Foram utilizadas concentracbes de 50 pmol de cada sequéncia
iniciadora e 25ng de DNA gendmico num tubo contendo uma mistura de
deoxinucleotideos (0.22mM de cada dNTP), tampéo (1,65mM MgCl,, 55mM
KCI, Tris-HCI 22mM pH 8,4) e DNA polimerase termoestavel fornecidos pelo Kit
PCR Supermix (Invitrogen-life technologies). A quantidade final na reacao de
amplificacao foi de 50uL sendo utilizada agua Milli-Q estéril.

A amplificacéo foi realizada através de um ciclo inicial com temperatura
de desnaturacdo de 94T/3 minutos, seguido de 35 ciclos de 94<C/45
segundos, 61C/1minuto, 72€C/2 minutos e um ciclo f inal a 72C/7 minutos,
utilizando-se aparelho termociclador Perkin Elmer modelo GeneAmp PCR
System 9700.

O produto amplificado foi digerido com as enzimas de restricdo Sau96l e
Hhal por 3 horas ou overnight e os produtos, separados por eletroforese em gel
de agarose a 3% em tampdao TBE 1x durante 5 horas e 30 minutos a 100 volts,

corados com brometo de etidio e observados a luz ultravioleta.



CEPAS DE REFERENCIA

Foram utilizadas neste trabalho, as seguintes cepas de referéncia:
WM148 (VNI - sorotipo A), WM626 (VNII - sorotipo A), WM628 (VNIII - sorotipo
AD), WM629 (VNIV - sorotipo D), WM179 (VGI - sorotipo B), WM178 (VGII -
sorotipo B), WM161 (VGIII - sorotipo B), WM779 (VGIV - sorotipo C) (MEYER
et al.,, 2003) e ATCC 28957 (sorotipo D, MATa) e ATCC 28958 (sorotipo D,
MATa); Cryptococcus neoformans (ATCC 90012) e Candida parapsilosis (
ATCC 22019).

PADRONIZACAO ESPECTROFOTOMETRICA DO INOCULO

Mcfarland é o nome da escala utilizada para confec¢do de suspensodes
bacterianas utilizadas no laboratério clinico para diversos tipos de testes em
especial, os de sensibilidade aos antimicrobianos. Usualmente a descricdo das
técnicas padronizadas na literatura utiliza inéculos “comparativos” a escala de
Mcfarland, que fornece uma quantidade de turbidez fornecida pelo sulfato de
bario, formada pela reacdo entre uma salucao de cloreto de Bario a 1% e outra
de acido sulfarico a 1%, padronizada para confeccao do inéculo com bactéria
associando sua escala 1 a aproximadamente 300 milhdes de microrganismos,
leia-se bactérias. Como a célula de uma levedura tem varias vezes o tamanho
de uma célula bacteriana, haverd uma distorcdo para menos no numero de
leveduras necesséarias para atingir um indice de turbidez na escala de
Mcfarland, que representaria uma quantidade maior de células bacterianas.
Para eliminarmos esta distor¢cdo, padronizamos o inéculo correlacionando o
namero de leveduras obtido na contagem de uma suspensao de leveduras em
salina 0,85% em camara de Neubauer com a densidade o6tica obtida pela
leitura da absorbancia verificada a 530nm, de trés volumes de inoculo, através

de diluiches seriadas, em triplicata.

TESTES DE SENSIBILIDADE



Os perfis de sensibilidade dos isolados foram estudados frente a
anfotericina B, cetoconazol, fluconazol e itraconazol, segundo o documento
M44-A (2004) do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute). Foi
utilizado o meio de Mueller-Hinton acrescido de 2% de glicose e 0,5ug/mL de
azul de metileno. Apds preparo, o meio foi distribuido em placas de Petri de
modo a formar uma camada de aproximadamente 4 mm. As placas foram
incubadas por 48h para testar a esterilidade. Um in6culo de 10° células/mL de
solucdo fisiolégica (0,85% NaCl) (aferidos em camara de Neubauer) foi
aplicado com swab. Apds 15 minutos foram aplicados os discos contendo os
antifangicos na superficie do meio, e aguardado 30 minutos para pré-difusao
dos antifungicos anteriormente citados. Em seguida, as mesmas foram
invertidas e incubadas em BOD a 35°C para leituras em 24h e 48h. Os discos
antifangicos foram obtidos diretamente com o fabricante e armazenados
conforme instrucdes do fabricante (CECON®) até utilizacao.

Foram também estudados os perfis de sensibilidade frente ao fluconazol
e aos extratos hexanico de Alibertia macrophylla e etandlico de Machaerium
vilosum de acordo com o documento M27-A2 (2002) do CLSI com
modificacdes (Rodriguez-Tudella, 2002). Foi utilizado o meio RPMI 1640 (com
L-glutamina, sem bicarbonato e com indicador vermelho de fenol), tamponado
com MOPS [4cido 3-(N-morfolino) propanosulfénico] pH 7,0 acrescido de 2%
de glicose e incubacdo a 35°C, sob agitacdo constante, durante 48 horas,
utilizando placas estéreis com 96 pocos de fundo plano. A leitura para
determinacdo da CIM (concentracéo inibitéria minima) foi realizada através de
espectrofotometria em 490nm. A determinacao dos valores da CIM foi feita pela
inibicdo de 50% (IC50) do crescimento, quando comparada ao controle positivo
(meio livre de droga + suspensdo de levedura) para fluconazol e 100% de
inibicdo para os extratos. Foi utilizada como controle dos testes uma cepa
padrdao ATCC 90012 de C. neoformans, gentilmente cedida pelo Dr. Juan Luis
Rodriguez Tudela, da Unidade de Micologia — Centro Nacional de Microbiologia
— Instituto de Salud Carlos Il — Madrid — Espanha.

As drogas antifungicas foram obtidas diretamente dos fabricantes na
forma de po e calculadas, quanto as suas poténcias seguindo recomendacdes
do documento (M27-A2, CLSI 2002). A solucao-estoque de fluconazol foi



preparada em agua destilada estéril e ajustada para 10240ug/mL. A partir
destas concentragfes foram preparadas 10 solugdes intermediérias seguindo o
esquema de diluicdo do documento. As concentragdes intermediarias variaram
de 1280 a 2,5ug/mL para fluconazol.

O meio liquido utilizado para a diluicdo das drogas e para ajuste do
in6culo foi o RPMI 1640 (com L-glutamina, sem bicarbonato e com indicador
vermelho de fenol) na concentracdo de 10,4g/L acrescido de 2% de glicose e
tampdo MOPS 0,165M, pH 7,0, esterilizado através de filtracdo e conservado
em refrigerador a 4C.

As solucdes intermediarias da droga foram diluidas 1:10 para fluconazol
para se obter uma solucéo de trabalho de 64 a 0,125ug/mL que foi dispensada
(volume de 100pL) nos pogos da coluna 2 a 11. A fileira 2 contendo a maior e a
11 a menor concentracao da droga, respectivamente.

A solucao intermediaria dos extratos foi obtida pela diluicdo da massa
em DMSO (dimetilsulféxido) de modo a se obter diluicdes de 250 a 0,48ug/mL
do extrato de Alibertia macrophylla e de Machaerium villosum.

Foram utilizadas culturas recentes com 48 horas de crescimento em
meio de agar Sabouraud a 30C. Colbnias isoladas fo ram suspensas em 5mL
de solucao salina estéril 0,85% e homogeneizadas em aparelho Vortex® por 15
segundos. A concentracdo dos in6culos foi ajustada até se obter uma
transmitancia equivalente a escala 0,5 de McFarland, correspondente a uma
concentracdo na ordem de 1,0 — 5,0 x 10° UFC/mL, e confirmadas em camara
de Neubauer. Posteriormente, os inéculos foram diluidos 1:100 em meio RPMI
1640, para obtencdo de 1,0 x 10 UFC/mL. Esta Ultima foi dispensada nos
pocos de 02 a 12 (volume de 100upL) comecgando da fileira 2 que continha
100uL da maior concentracdo de droga até a 11 com a menor concentracao.
Este passo diluiu o inéculo (0,5x10* UFC/mL) e a concentracdo das drogas a
metade (64 a 0,125 pg/mL para fluconazol). O controle de crescimento
consistiu de 100uL de meio livre de droga (C+), e 100uL da suspensao de
levedura (pogo 12). O pocgo da fileira 01 n&o continha suspenséo de levedura,
apenas meio livre de droga (200uL), funcionando como controle de esterilidade
ou branco para leitura espectrofotométrica (C-).

As placas foram incubadas a 35<C, sob agita¢gao cons tante, e a leitura foi

realizada apdés 48 a 72 horas, visualmente, também através de leitor



automatizado para placas de microdiluicdo a 490nm e, com auxilio de um
corante supravital, ALAMAR BLUE, de acordo com o documento M27-A do
CLSI (1997).

O CLSI estabelece como critério para os limites de corte utilizando o
antifungico fluconazol em cepas de Candida albicans, valores de IC50 <
8,0ug/mL foram consideradas sensiveis, entre 16-32ug/mL sensiveis
dependente de dose e > 64ug/mL resistentes. De acordo com estudo de Aller
et al, 2000, estudando a resposta de cepas clinicas frente ao fluconazol, o valor
de CIM de 16 pg/mL deveria ser considerado como limite de corte entre
resisténcia e sensibilidade, pois em pacientes com isolados acima deste valor,

foi observada falha terapéutica.
ANALISE DE ATIVIDADE SANEANTE DE EXTRATOS VEGETAIS.

Para a simulagao do ambiente a ser descontaminado, 20,0 g de fezes de
pombos (Columba livia) previamente testadas para presenca de C.
neoformans, foram diluidas em 20mL de solucdo fisiologica (0,85% NaCl)
(1g/mL). Estas foram divididas em duas placas de Petri (90mm x 13mm)
estéreis, com 10mL cada. Uma aliquota de 100uL foi semeada em meio de
niger e meio RPMI acrescido de 2% glicose e incubados a 35T por 48 horas.
Essa suspensédo de excremento foi espalhada em placa de Petri e irradiada
com luz ultravioleta (UV) em camara de fluxo laminar por uma hora e trinta
minutos. Apos irradiagdo, foi semeado em meio de niger e RPMI acrescido de
2% glicose, 100uL de cada placa, incubadas a 35T por 48h. Apés 48 horas,
100puL de cada tubo de RPMI (anteriormente incubadas) foi semeado em meio
de niger para confirmacéo da eficacia da esterilizacdo pela incidéncia da luz
uVv.

Posteriormente foi adicionada as amostras irradiadas, suspensédo de
levedura na concentragéo de 10° UFC/mL (aferidos em camara de Neubauer).
Para tanto realizamos uma diluicdo da suspensao inicial de 1:10 em salina
0,85% (10’ UFC/mL) e foram separadas aliquotas das amostras (suspenséo de
fezes acrescida do extrato) para adicdo do inoculo ajustando este para valor
final de 10° UFC/mL, baseado em Klepser et al. (1998), Rodero et al. (2000),

Ernst et al. (2002) e Lewis et al. (2002) com adaptacdes, para realizacdo da



cinética de morte (leia-se curva de sobrevivéncia) apresentada no fluxograma a
seguir. Ensaios também foram realizados com fluconazol e com hipoclorito.
Uma aliquota sem adi¢do de extratos, drogas ou hipoclorito foi preparada para
controle positivo de crescimento (sobrevivéncia). Todas as aliquotas foram
semeadas em duplicata e os in6culos foram feitos com 14 cepas ambientais
(CIM 16pg/mL para fluconazol), uma cepa de referéncia de C. neoformans
(ATCC 90012) e uma de C. parapsilosis (ATCC 22019).

Os extratos hexanico de A. macrophylla e etandélico de M. villosum foram
adicionados a suspensdo na concentracdo de 500ug/mL e 125ug/mL
respectivamente, previamente determinadas pelo método da microdiluicao,
conforme documento do CLSI (M27- A2 de 2002). O antifungico fluconazol foi
adicionado a suspensao na concentracdo de 32ug/mL, e o hipoclorito de sédio
a 2%. O limite de deteccao deste teste foi de 8 UFC/mL, calculado segundo
Pearson et. al. (1980). O endpoint foi considerado quando obtivemos 99,9% de
reducdo no namero de UFC/mL do inéculo inicial, sem adicdo do extrato, e
determinado para cada isolado.

Foi realizada cinética por tempo de incubacao e aliquotas de 100uL
foram plagueadas em duplicata em meio de niger a partir do tubo tratado nos
tempos de 0, 4, 12, 24 horas de contato com os extratos, fluconazol e
hipoclorito bem como com auséncia de adicdo (controle de sobrevivéncia).
Para se obter uma contagem adequada do niumero de colbnias nas placas (de
10 a 200 UFC), uma diluicdo da suspensao ja com o extrato e o indculo, de
1:50 foi realizada.

ApoOs 48 a 72h de incubacgéo a 35T foram avaliados o numero de UFC e
o resultados foram representados por graficos (figuras 7 a 13). Na ordenada
esta representado o niumero de UFC/mL e na abscissa o tempo, em horas, em
escala aritmética.

Por adotarmos modificacdes na técnica de curva de morte descrita por
Klepser et al. (1998), Rodero et al. (2000), Ernst et al. (2002), Lewis et al.
(2002) e por Tudela (2002) para mimetizamos as condi¢bes encontradas no
meio ambiente, fizemos uma avaliacédo “piloto” para padronizar qual o indculo

mais adequado a ser utilizado neste experimento.



FLUXOGRAMA:

Anadlise de Atividade Saneante

fezes + NaCl 0,85% (1g/mL)

Placa 1 Placa 2 Aliguota
Irradiados UV/90min Ndo Irradiado
- v Aliquotas (100pL)
10" UFC/mL (Cam. Neubauer) niger e

RPMI+2%Glicose

v v

10° UFC/mL (Diluicéo 1:10) RPMI < niger

N

A.m. [125ug/mL] M.v. [31,2ug/mL]

Y

Cinética O, 4,_ 12, 24 horas

v

Diluigdo 1:50 (10 a 200 UFC) H ﬁi'é%l:%?pfilcf;?g)u




ANALISE ESTATISTICA:

Para entendermos de forma mais adequada os resultados obtidos pelas
provas de sensibilidade e pela cinética de morte foi realizada analise
estatistica, com indice de confiabilidade de 0,01 (p<0,01 — hipé6tese de
nulidade); através do software SPSS® VERSAO 11.5, recomendado e utilizado
pela O.M.S. em suas diversas analises.

Para andlise estatistica das diferentes condicGes foram utilizados testes
paramétricos ou nado-paramétricos diversos, no software SPSS® VERSAO
11.5, a saber: (1) na comparacao do desempenho entre diferentes grupos, com
diferentes participantes, foi utilizado o Teste Mann-Whitney U e (2) para
comparar o desempenho dos mesmos participantes, em diferentes condi¢des,
foi utilizado o Teste Wilcoxon. Todas as estatisticas foram implementadas com
grau de exigéncias em two-tailed.

Para confeccdo dos graficos, médias, moda, mediana e desvio padrédo
utilizamos o Microsoft Excel 2007®, que permite interacdo e exportacdo de
dados para o SPSS para detalhamento da analise. Todos os dados categoricos
foram calculados na forma de frequéncia absoluta (n) e relativa (%), e
comparada pelo teste de Pearson ou Exato de Fisher, de acordo com o
tamanho da amostra ou ainda, kruskal Wallis, confrontando diversas variaveis
simultaneamente. Para avaliar variaveis continuas e semicontinuas entre as
variaveis, foi utilizado o teste de Spearmans e ao indice de correlacdo foi
atribuido valores entre 0 e 1, considerando o valor 1 como uma correlacao ideal
e valores acima de 0,4 como uma boa correlagdo. Os valores de CIM bem
como os halos de inibicdo foram analisados em intervalo, média, mediana e
moda. Os dados continuos e semicontinuos foram analisados em mediana e

comparados através do teste de Mann-Whitney.



EFICIENCIA DE DESINFECCAO:

Avaliamos também a eficiéncia do método de desinfeccdo, em
porcentagem, através do célculo da taxa de morte da levedura frente ao extrato
de A. macrophylla (500ug/mL), fluconazol (32ug/mL) e hipoclorito (2%) através

do seguinte célculo:

E (%) =np—n;x100 onde:
No
E = eficiéncia, em porcentagem;
no = Concentracéo inicial de fungos;

ns = Concentracao final de fungos ap6s os métodos de desinfecc¢ao.

ESTABILIDADE DO EXTRATO:

Para avaliarmos a estabilidade dos extratos utilizados, submetemos
estes a diferentes condicdes fisicas, a saber: incidéncia direta de luz solar por
90 minutos (horario: 11h30min as 13h00min — 32°C ao sol), aumentamos a
temperatura de exposicdo (60C) bem como variamos o pH (4 e 8), e também
testamos o tampao utilizado no teste com pH Alcalino (Tris).

Para tanto submetemos a cepa ATCC 90012 de C. neoformans aos
extratos que foram expostos as condi¢cdes anteriormente citadas, e aos
mesmos testes de susceptibilidade aos antifungicos Fluconazol e Anfotericina
B e comparamos os resultados aos obtidos nos testes realizados sem tais

variacoes.



RESULTADOS:

Neste estudo os 67 isolados de fontes ambientais da cidade de Araraquara
foram reidentificados pelas técnicas classicas de assimilacdo de fontes de
carbono e nitrogénio, exame com tinta da china, producdo de fenoloxidase e
urease, crescimento em CGB, e assimilacdo de inositol e D-prolina. Todos
isolados foram reclassificados como C. neoformans. Estes apresentaram
capsula ao exame com tinta da China, produziram urease e assimilaram
inositol. Todos os isolados foram negativos para KNO3 na prova de
assimilacdo de fontes de nitrogénio e positivos para glicose, galactose,
sacarose, maltose, inositol, negativos para melibiose e lactose e variaveis para
rafinose e celobiose. Nenhum dos isolados foi identificado como pertencente a
espécie gattii apresentando crescimento negativo em meio de CGB e auséncia

de assimilacdo de D-prolina.



DETERMINAGAO DOS MATING TYPE POR PCR

Os iniciadores especificos, para determinagédo dos tipos MATa e MATa
dos 67 isolados de C. neoformans, foram utilizados para amplificar fragmentos

especificos de 101pb e 117pb, respectivamente. As cepas ATCC 28957
(sorotipo D, MATa) e ATCC 28958 (sorotipo D, MATa) foram usadas como
controles positivos. A analise dos mating type mostrou prevaléncia de 100% de
MATa (Figura 1).

100pb

100pb

Figura 1. Gel representativo dos produtos de PCR de isolados de C.
neoformans obtidos com os iniciadores para mating-type o e a.
A -1, ATCC 28957 (MATa); 2, ATCC 28958 (MATa).

B — Isolados de C. neoformans de fontes ambientais - Mating a.



PCR-RFLP do gene URA 5
A técnica de PCR-RFLP com o gene URA 5 foi realizada para classificar
os perfis genéticos. Os perfis de PCR-RFLP obtidos foram do tipo molecular

VNI (sorotipo A) de acordo com a Figura 2.
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Figura 2. Perfis de PCR-RFLP de C. neoformans de fontes ambientais (gel a

3%). Marcador de tamanho molecular 100pb (Promega). A — Gel representativo



das cepas padrao. B, C — Géis representativos dos isolados de C. neoformans

de fontes ambientais de Araraquara (VNI — sorotipo A)

AVALIACAO DO PERFIL DE SENSIBILIDADE DE C. neoformans POR
DISCO-DIFUSAO EM AGAR

A avaliacdo da sensibilidade as drogas antifungicas, dos 67 isolados
ambientais, foi feita primeiramente pelo método de difusdo em discos conforme
o0 documento M44-A do CLSI (2004), empregando fluconazol, e adicionalmente
itraconazol, anfotericina B e cetoconazol (tabela 1). Adotando critérios do
fabricante dos discos antifungicos, dois isolados (3%) de C. neoformans
apresentaram padrao de resisténcia ao fluconazol, 36% foram classificados
como intermediarios e 61% sensiveis por esta metodologia. Os isolados
sensiveis frente ao fluconazol apresentaram valores de diametro
correspondentes a moda de 24 mm e média 22,98 + 3,03 mm, j& o0s
intermediarios, a moda foi de 19 mm e a média 17,62 + 1,58 mm. Em relacao
ao itraconazol, trés isolados (4,5%) apresentaram padrao intermediario com
moda de 19 mm, média de 17,67 + 2,31 mm, enquanto que os demais foram
classificados como sensiveis, com moda de 22 mm e média de 25,26 + 3,31
mm (Figura 3). Todos isolados foram sensiveis a anfotericina B (moda 22 mm,
meédia 23,20 £ 2,51 mm) e ao cetoconazol (moda 40 mm, média 44,07 + 5,50

mm) conforme demonstrado no quadro 1.



Quadro 1 - Resultados do teste de sensibilidade dos isolados de C.

neoformans de fontes ambientais,

frente aos antifungicos

itraconazol,

fluconazol, anfotericina B e cetoconazol empregando a metodologia de difusdo

em discos.

Isolado | ITZ TZ FLZ FLZ AMB MB CTz CTz
1 %22 S 22 S 21 S 40 S
2 23 S 24 S 23 S 47 S
3 24 S 23 S 21 S 50 S
4 32 S 28 S 25 S 55 S
5 22 S 22 S 20 S 42 S
6 24 S 21 S 22 S 43 S
7 23 S 27 S 22 S 49 S
8 31 S 29 S 24 S 55 S
9 23 S 20 S 20 S 44 S

10 28 S 25 S 24 S 60 S
11 25 S 24 S 22 S 42 S
12 31 S 32 S 26 S 60 S
13 24 S 24 S 22 S 42 S
14 21 S 14 SDD 24 S 34 S
15 27 S 24 S 22 S 45 S
16 24 S 21 S 22 S 41 S
17 25 S 23 S 23 S 45 S
18 26 S 15 SDD 25 S 42 S
19 25 S 23 S 20 S 46 S
20 29 S 25 S 22 S 60 S
21 30 S 25 S 20 S 50 S
22 27 S 25 S 19 S 56 S
23 21 S 17 SDD 26 S 40 S
24 24 S 24 S 22 S 44 S
25 22 S 23 S 21 S 42 S
26 27 S 27 S 21 S 50 S
27 27 S 23 S 24 S 42 S
28 27 S 18 SDD 24 S 40 S
29 27 S 19 SDD 22 S 40 S
30 25 S 22 S 23 S 41 S
31 24 S 25 S 22 S 45 S
32 27 S 19 SDD 22 S 43 S
33 31 S 22 S 25 S 44 S
34 25 S 20 S 23 S 44 S
35 24 S 19 SDD 21 S 40 S
36 24 S 21 S 24 S 40 S




37 21 S 19 SDD 26 S 43 S
38 26 S 19 SDD 22 S 40 S
39 22 S 19 SDD 24 S 39 S
40 19 SDD 11 R 19 S 40 S
41 15 SDD 30 S 16 S 39 S
42 20 S 11 R 27 S 41 S
43 26 S 20 S 26 S 44 S
44 30 S 21 S 27 S 45 S
45 29 S 29 S 25 S 42 S
46 29 S 19 SDD 23 S 45 S
47 25 S 19 SDD 23 S 44 S
48 22 S 19 SDD 20 S 41 S
49 30 S 25 S 22 S 46 S
50 30 S 20 S 26 S 45 S
51 24 S 24 S 24 S 45 S
52 33 S 30 S 26 S 52 S
53 29 S 26 S 20 S 45 S
54 29 S 21 S 26 S 44 S
55 24 S 15 SDD 24 S 37 S
56 21 S 16 SDD 21 S 39 S
57 22 S 18 SDD 26 S 41 S
58 21 S 16 SDD 25 S 40 S
59 22 S 16 SDD 26 S 44 S
60 21 S 17 SDD 26 S 40 S
61 28 S 23 S 23 S 51 S
62 22 S 17 SDD 29 S 44 S
63 22 S 19 SDD 27 S 41 S
64 25 S 20 S 18 S 43 S
65 20 S 18 SDD 25 S 38 S
66 22 S 19 SDD 25 S 39 S
67 19 SDD 17 SDD 25 S 36 S
ATCC 26 S 24 S 27 S 41 S

Legenda: ICZ — Itraconazol; FLZ — Fluconazol; AMB — Anfotericina B e CTZ —

Cetoconazol. Critérios de Classificacdo para Candida estabelecidos pelo CLSI,

documento M44-A: S = Sensivel, SDD = Sensivel dependente da dose; R =

Resistente para fluconazol. +*Medida dos halos obtidos em milimetros. Critérios

de classificacdo para anfotericina B, cetoconazol e itraconazol fornecidos pelo
fabricante (CECON®).
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Figura 3 — Antifungigrama pelo método de difusdo em discos de 67 isolados

ambientais de C. neoformans, realizado de acordo com o documento M44-A do

CLSI para fluconazol e classificagdao de acordo com a bula fornecida pelo

fabricante para itraconazol. (CECON®)

Fluconazol | Itraconazol
S = Sensivel > 19mm 2 20mm
| = Intermediario 19-14mm |19 -12mm
R = Resistente < 14mm <11lmm




AVALIACAO DO PERFIL DE SENSIBILIDADE DE C. neoformans
FRENTE A FLUCONAZOL E EXTRATOS DE PLANTAS POR
MICRODILUICAO.

As concentragfes inibitorias dos 67 isolados de C. neoformans foram
avaliadas pelas leituras dos controles, positivo e negativo em cada placa e
também com base nas leituras da cepa de C. neoformans - ATCC 90012. A
variacdo da concentracdo inibitoria minima para fluconazol foi de 0,125 a
16pg/mL, a moda 8 pg/mL, a média e desvio padrdo 8,31 + 4,45 pug/mL. A
maioria dos isolados (34/67) apresentou CIM de 8 pg/mL. Dois isolados (40 e
42) que apresentaram perfil de resisténcia ao fluconazol pelo método de disco-
difusdo em agar foram avaliados pelo método de microdiluicdo e por este, o
valor da CIM foi de 4 e 8 pg/mL, respectivamente. De acordo com o teste de
correlacdo de Spearman, os resultados obtidos pelas técnicas de disco difusdo
e microdiluicdo possuem uma 6tima correlacéo (p=0,88).

Para o extrato de Alibertia macrophylla, a CIM variou de 15,6 a 250
pg/mL, moda 250 pg/mL, média e desvio padrdo de 198,30 + 71,13 pg/mL e
para o extrato de Machaerium villosum intervalo de 1,95 a 125 pg/mL, moda
125 pg/mL, média e desvio padrdo de 82,46 + 40,97 pug/mL de acordo com a

quadro 2 e figuras 4 e 5.

Fluconazol
35
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isolados ®
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64 32 1 8 4 2 1 05025013

Concentracao da droga

Figura 4. Distribuicdo dos valores de CIM (0,13ug/mL a 16ug/mL) de
fluconazol para os 67 isolados de C. neoformans por microdiluicdo de acordo
com o documento M27-A2 (2002) do CLSI.



Quadro 2 — Resultados dos testes de sensibilidade dos isolados de C.
neoformans de fontes ambientais, mating type « frente ao antifungico
fluconazol e aos extratos de Alibertia macrophylla e Machaerium villosum de
acordo com o documento M27-A2 do CLSI.

A. M.
Isolado FLZ macrophylla | villosum.
1 8 250 62,5
2 4 125 31,2
3 4 250 62,5
4 16 250 125
5 8 250 125
6 16 250 62,5
7 16 250 125
8 4 250 62,5
9 16 250 125
10 8 250 62,5
11 16 250 125
12 16 250 62,5
13 8 125 62,5
14 8 250 125
15 4 125 31,2
16 2 250 125
17 8 125 15,6
18 8 250 125
19 8 250 125
20 8 250 125
21 8 250 125
29 8 125 62,5
23 16 250 125
24 8 125 62,5
25 8 125 62,5
26 4 125 62,5
27 16 125 31,2
28 8 125 62,5
29 8 250 125
30 16 250 125
31 8 125 62,5
32 8 125 31,2
33 8 250 125
34 8 250 125
35 8 125 62,5
36 4 250 62,5




37 8 250 125
38 16 250 125
39 16 250 125
40 4 250 125
41 4 250 125
42 8 250 125
43 8 125 62,5
44 8 125 62,5
45 0,125 31,2 3,9
46 8 250 125
47 8 250 125
48 8 250 125
49 16 250 1,95
50 1 15,6 7,8
51 4 125 62,5
52 4 250 125
53 8 250 125
54 2 125 31,2
55 4 250 62,5
56 8 125 62,5
57 16 250 125
58 4 250 62,5
59 8 250 31,2
60 8 125 62,5
61 16 >250 125
62 8 250 62,5
63 4 62,5 31,2
64 4 125 62,5
65 4 62,5 31,2
66 8 62,5 15,6
67 8 250 62,5
ATCC 4 250 125

* Dados expressos em pg/mL

Legenda: FLZ — Fluconazol; A.m. — Alibertia macrophylla e M.v. — Machaerium

villosum.
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Figura 5. Distribuicdo dos valores de CIM (1,95ug/mL a 250ug/mL) de
extratos de Alibertia macrophylla e Machaerium villosum de isolados
ambientais de C. neoformans determinados pelo método de microdiluicao de
acordo com o documento M27-A2 (2002) do CLSI.

A maioria dos isolados (42/67) apresentou CIM de 250ug/mL para A.

macrophylla e 125ug/mL em 29/67 isolados para M. villosum.



PADRONIZACAO ESPECTROFOTOMETRICA DO INOCULO

Na padronizagdo do inoculo, foi feita comparagdo do numero de
leveduras obtido na contagem de uma suspenséao de C. neoformans em salina
0,85% em camara de Neubauer com a densidade Otica obtida pela medida da
absorbancia a 530nm, de trés volumes de indéculo, em triplicata. O valor
intermediario (10° foi correspondente ao tubo numero 0,5 da escala de
Mcfarland e o de valor maior (10%) correspondia ao tubo 5 desta escala,
indicando uma falta de correlacdo com os valores esperados, revelando a

necessidade do uso de método espectrofotométrico para avaliacao do in6culo.

ANALISE DA ATIVIDADE SANEANTE DE EXTRATOS VEGETAIS

A atividade saneante dos extratos vegetais frente a C. neoformans,
cepa de referéncia ATCC 90012 e cepas ambientais, foi demonstrada pela
curva de sobrevivéncia, correspondendo as unidades formadoras de col6nia da
levedura frente ao extrato de A. macrophylla, na concentragdo de 500 pg/mL.
Como controle foi utilizado fluconazol na concentracdo de 32ug/mL e
hipoclorito de sodio a 2%, usado como parametro de mortalidade, bem como
um parametro de sobrevivéncia através da auséncia da adicdo dos itens
anteriores (extrato, fluconazol e hipoclorito). As amostras foram colhidas em
tempos pré-determinados e semeadas em duplicata em meio Agar Niger. Nas
figuras 7 a 14 estdo representadas as curvas de sobrevivéncia das cepas de
referéncia de C. neoformans (ATCC 90012) e Candida parapsilosis (ATCC
22019) e das cepas ambientais de C. neoformans, respectivamente, apos
exposicao ao extrato vegetal de A. macrophylla (1), fluconazol (2), hipoclorito
(3) e com a auséncia de adicéo (4), nos tempos de 0, 4, 12 e 24 horas (TO, T4,
T12 e T24). O limite de deteccao deste teste foi de 8 UFC/mL.

Para padronizacdo da técnica foi realizada uma avaliagdo piloto em
que se variou o inoculo desde niveis imediatamente superiores aos
encontrados no ambiente (108), e, por diluicbes seriadas, a niveis menores
(104 e 102) frente a cepa ATCC 90012 de C. neoformans. Quando foi utilizado
o inoculo de 102, o tratamento com o extrato reduziu em aproximadamente

79,6%, o numero de leveduras em 24 horas, enquanto que o hipoclorito reduziu



em 98,1% no mesmo periodo. Na concentracdo de 104 a eficiéncia na reducéo
desta levedura apés exposicéo ao extrato foi de 52,4% e no caso de hipoclorito
86,9%, enquanto que na concentracdao de 108, a reducao foi de 47,8% e de
65% respectivamente.

A levedura padréo foi inibida de forma semelhante pelo fluconazol e
pelo extrato de A. macrophylla independente do in6culo. Os resultados estéo
apresentados na figura 6 e evidenciam uma faixa de acdo da atividade das
substancias, além da influéncia do tamanho do inoculo nos resultados obtidos

por esta metodologia.
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Figura 6. Curva de sobrevivéncia da cepa ATCC 90012 de C.
neoformans em relacdo ao tempo e ao tamanho do indculo apds exposicdo: (1)
ao extrato vegetal de A. macrophylla 500 pg/mL, (2) ao fluconazol 32 pg/mL,
(3) ao hipoclorito de sodio (controle negativo) e (4) sem exposicdo a nenhum

agente (controle positivo = 4). A. Inéculo de 108. B. In6culo de 104. C.In6culo

de 102.



Foi escolhido o inoculo de 10° por se constituir em condicdo mais
semelhante ao numero de leveduras encontradas no ambiente.

Para facilitar a visualizagdo dos resultados obtidos por esta técnica,
estdo apresentados no quadro 3 o numero de UFC recuperados em todos os
pontos da cinética frente a cada substancia exposta bem como na auséncia de
exposicdo. Neste quadro fica evidente a diminuicdo no nimero de colbnias em
relacdo ao tempo de exposicdo bem como a diferenca da redugdo no
isolamento frente a cada substancia a que foram expostos os isolados
ambientais e as cepas de referéncia. Comparando o numero de UFC obtido no
tempo zero com o T24, nos casos onde houve a adicdo de uma substancia
para todas as amostras, foi observada diferenca estatisticamente significativa
(Mann-Whitney, 2-tailed, z= -4,783, p<0,01).

No quadro 4 esta descrita a eficiéncia de desinfeccdo, em
porcentagem, obtidas pelo calculo da taxa de morte de leveduras, das cepas
padrao de C. neoformans ATCC 90012 e de C. parapsilosis ATCC 22019 e dos
isolados ambientais apds 4, 12 e 24 horas de exposi¢cdo a cada substancia.
Dentre as substancias avaliadas (fluconazol, extrato de A. macrophylla e
hipoclorito de sédio) frente as cepas ambientais e as cepas padrao, hipoclorito
foi a que apresentou taxa maior de eficiéncia em menor tempo de exposicao,
revelando diferenca estatisticamente significante quando comparado ao tempo
inicial (TO) com o T4 (Wilcoxon, 2-tailed, z= -3,409, p<0,01). A taxa de
eliminacdo das leveduras padrdo de C. neoformans (ATCC 90012) e de C.
parapsilosis (ATCC 22019) foram maiores frente a exposicdo ao extrato em
todos os pontos da cinética se comparada aquela obtida pela exposi¢cdo a
droga antifangica sintética.



Quadro 3. Resultado da analise da atividade saneante das cepas
padrdao de C. parapsilosis (ATCC 22019) C. neoformans (ATCC 90012) e de
isolados ambientais de C. neoformans frente ao extrato de A. macrophylla,

fluconazol e hipoclorito em relacdo ao tempo de 0, 4, 12 e 24 horas.

Cepas/lsolados | Substancia | Tempo Zero | 4 HORAS 12 HORAS | 24 HORAS
Extrato 71,2 x 10° 11,0 x 10° 8,2 x 10° 3,0 x 10°
ATCC 90012 Fluconazol | 67,7x10° | 22,5x10° 9,0 x 10° 6,0 x 10°
Hipoclorito | g5 7 x 10° 7,2 x 10° 1,0 x 10° 7,5x 10°

S/Adicdo | 772x10° | 44,7x10° | 235x10° 22,0 x 10°
Extrato 69,0x 10° | 17,2x10° | 15,2 x10° 7,5 x 10°

4 Fluconazol | 680x10° | 192x10° | 16,7x10° | 10,2x10°
Hipoclorito | 62 7 x 10° 10,5 x 10° 8,0 x 10° 7,2x10°

S/Adicdo | 732x10° | 46,7x10° | 26,2x10° 25,0 x 10°

Extrato 73,2 x 10° 15,2 x 10° 16,5 x 10° 12,0 x 10°

6 Fluconazol | 7,7 x 10° 22,2 x 10° 19,2 x 10° 13,0 x 10°
Hipoclorito | 632 x 10° 9,0 x 10° 8,2 x 10° 7,5 x 10°

S/ Adicdo | 732x10° | 46,0x10° | 30,0x10° | 23,2x10°

Extrato 78,5 x 10° 18,7 x 10° 17,0 x 10° 11,0 x 10°

; Fluconazol | 762 x 10° 26,2 x 10° 18,7 x 10° 13,2 x 10°
Hipoclorito | 745 x 10° 17,7 x 10° 12,2 x 10° 11,2 x 10°

S/ Adicdo | g4,7 x 10° 46,2 x 10° 47,0 x 10° 44,2 x 10°
Extrato 74,0 x 10° 13,5 x 10° 7,7 x 10° 7,7 x 10°
9 Fluconazol | 70,7x10° | 12,0x10° 7,2 x 10° 8,7 x 10°
Hipoclorito | 72 5 x 10° 6,2 x 10° 1,2 x 10° 1,5 x 10°

S/Adicdo | 787x10° | 46,7x10° | 205 x 10° 21,2 x 10°
Extrato 75,7 x 10° 18,5 x 10° 13,5 x 10° 7,7 x 10°
1 Fluconazol | 76,0 x 10° 15,2 x 10° 12,2 x 10° 6,5 x 10°
Hipoclorito | 77 7 x 10° 8,0 x 10° 4,7 x 10° 4,2 x 10°

S/ Adicdo | g7,7x10° 49,2 x 10° 23,7 x 10° 23,5 x 10°
Extrato 77,0 x 10° 15,5 x 10° 11,2 x 10° 9,7 x 10°
12 Fluconazol | 762 x10° | 21,5x10° | 17,0x10° 6,2 x 10°
Hipoclorito | 73 2 x 10° 12,0 x 10° 10,5 x 10° 5,5 x 10°

S/ Adicdo | gg 2 x10° 51,5 x 10° 38,5 x 10° 39,0 x 10°

23 Extrato 75,0 x 10° 14,7 x10° | 20,5x 10° 10,7 x 10°
Fluconazol | 747x10° | 24,2x10° | 23,0x10° 13,0 x 10°




Hipoclorito | 73 7 x 10° 10,2 x 10° 9,0 x 10° 7,5 x 10°

S/Adicdo | g97x10° | 505x10° | 46,0x10° | 44,2x10°

Extrato 83,7 x 10° 27,2 x 10° 23,5 x 10° 14,5 x 10°

. Fluconazol | g4 5x 10° 22,0 x 10° 20,5 x 10° 11,5 x 10°
Hipoclorito | 78 2 x 10° 14,2 x 10° 11,0 x 10° 9,0 x 10°

S/Adicdo | 897x10° | 44,5x10° | 40,7 x 10° 39,2 x 10°

Extrato 82,2 x 10° 23,5 x 10° 22,0 x 10° 12,2 x 10°

30 Fluconazol | 787 x 10° 28,0 x 10° 24,0 x 10° 15,0 x 10°
Hipoclorito | 74,7 x 10° 7,7 x 10° 2,7 x 10° 2,7 x 10°

S/Adicdo | 915x10° | 475x10° | 457x10° | 42,7x10°

Extrato 81,2 x 10° 36,7 x 10° 25,2 x 10° 17,0 x 10°

28 Fluconazol | 832 x 10° 33,7 x 10° 22,7 x 10° 14,0 x 10°
Hipoclorito | 757 x10° | 11,5x 10° 9,0 x 10° 9,5 x 10°

S/Adicdo | 872x10° | 49,7x10° | 452x10° | 47,2x10°

Extrato 71,2x10° | 26,0x10° 15,5 x 10° 17,0 x 10°

39 Fluconazol | 727x10° | 26,7 x 10° 15,2 x 10° 13,5 x 10°
Hipoclorito | 72 0 x 10° 12,0 x 10° 10,5 x 10° 9,5 x 10°

S/ Adicdo | go,7 x 10° 44,0 x 10° 32,0 x 10° 29,5 x 10°

Extrato 72,5 x 10° 16,2 x 10° 14,0 x 10° 8,7 x 10°

49 Fluconazol | 635 x 10° 15,0 x 10° 13,2 x 10° 9,7 x 10°
Hipoclorito | 635 x 10° 8,7 x 10° 8,2 x 10° 5,2 x 10°

S/ Adicdo | g0,7 x 10° 44,5 x 10° 33,5 x 10° 30,0 x 10°

Extrato 74,5 x 10° 45 x 10° 3,7 x 10° 4,2 x 10°

- Fluconazol | 702 x 10° 13,2 x 10° 9,0 x 10° 7,0 x 10°
Hipoclorito | 70,7 x 10° 2,0 x 10° 2,2 x 10° 1,7 x 10°

S/Adicdo | go,0x10° | 482x10° | 27,7x10° 25,0 x 10°

Extrato 86,5x10° | 357x10° | 332x10° | 250x10°

61 Fluconazol | g832x10° | 34,2x10° | 32,5x10° 21,0 x 10°
Hipoclorito | g832x10° | 17,0x10° | 16,7x10° | 13,7x10°

S/Adicdo | 965x10° | 64,0x10° | 67,2x10° | 63,5x10°

Extrato 88,5x10° | 27,2x10° | 24,0x10° 27,0 x 10°

ATCC 22019 Fluconazol | g9 5 x 10° 30,2 x 10° 28,7 x 10° 29,2 x 10°
Hipoclorito | g2 5 x 10° 13,2 x 10° 12,7 x 10° 10,2 x 10°

S/ Adicdo | 972 x10° 66,5 x 10° 63,2 x 10° 63,2 x 10°




Quadro 4. Resultado da eficiencia de desinfeccdo expressa em
porcentagem de morte das cepas padrao C. parapsilosis (ATCC 22019) C.
neoformans (ATCC 90012) e de isolados ambientais de C. neoformans frente
ao extrato de A. macrophylla, fluconazol e hipoclorito em relacdo ao tempo de
0, 4, 12 e 24 horas.

Cepas/isolados | SUBSTANCIA | 4 HORAS | 12 HORAS | 24 HORAS
Extrato 84,5% 88,4% 95,8%
ATCC 90012 Fluconazol 66,8% 86,7% 91,1%
Hipoclorito 89,0% 98,5% 98,6%
Extrato 75,0% 77,9% 89,1%
4 Fluconazol 71,7% 75,4% 85,0%
Hipoclorito 83,3% 87,251 98,8%
Extrato 79,2% 77,5% 83,6%
6 Fluconazol 67,2% 71,6% 80,8%
Hipoclorito 85,8% 87,0% 88,1%
Extrato 76,1% 78,3% 86,0%
7 Fluconazol 65,6% 75,4% 82,6%
Hipoclorito 76,2% 83,6% 84,9%
Extrato 81,8% 89,5% 89,5%
9 Fluconazol 83,0% 89,8% 87,6%
Hipoclorito 91,4% 98,3% 97,9%
Extrato 75,6% 82,2% 89,8%
11 Fluconazol 79,9% 83,9% 91,4%
Hipoclorito 89,7% 93,9% 94,5%
Extrato 79,9% 85,4% 87,3%
12 Fluconazol 71,8% 77,7% 91,8%
Hipoclorito 83,6% 85,7% 92,5%
Extrato 80,3% 72,7% 85,7%
23 Fluconazol 67,6% 69,2% 82,6%
Hipoclorito 86,1% 87,8% 89,8%




Extrato 67,5% 71,9% 82,7%

27 Fluconazol 74,0% 75,7% 86,4%
Hipoclorito 81,8% 85,9% 88,5%

Extrato 71,4% 73,2% 85,1%

30 Fluconazol 64,4% 69,5% 81,0%
Hipoclorito 89,6% 96,3% 96,3%

Extrato 54,8% 69,0% 79,1%

38 Fluconazol 59,5% 72,8% 83,2%
Hipoclorito 84,9% 88,1% 87,5%

Extrato 63,5% 78,2% 76,1%

39 Fluconazol 63,2% 79,0% 81,4%
Hipoclorito 83,4% 85,4% 86,8%

Extrato 77,6% 80,7% 87,9%

49 Fluconazol 76,8% 79,1% 84,6%
Hipoclorito 86,2% 87,0% 91,7%

Extrato 94,0% 95,0% 94,3%

57 Fluconazol 81,1% 87.,1% 90,0%
Hipoclorito 97,2% 96,8% 97,5%

Extrato 58,7% 61,6% 71,1%

61 Fluconazol 58,9% 61,0% 74,8%
Hipoclorito 79,6% 79,9% 83,5%

Extrato 69,2% 72,9% 69,5%

ATCC 22019 | Fluconazol 66,2% 67,9% 67,3%
Hipoclorito 83,9% 84,5% 87,6%




Decorridas 24 horas de exposicdo ao extrato (T24), os isolados
ambientais apresentaram eficiéncia de eliminagc&o que variou entre 71,1% ( 61)
e 94,3% (57), e nos isolados 4, 6, 7, 9, 23, 30, 49 e 57, a eficiéncia de
eliminacdo quando expostas ao extrato vegetal, foi maior que a apresentada
pela exposicao ao fluconazol, de forma semelhante as cepas padrao, indicando
maior sensibilidade ao extrato. Tal fato também pode ser observado na grande
maioria dos isolados avaliados (11/16) apds quatro e 12 horas de exposicao.

Na figura 7 esta expressa a curva de sobrevivéncia da cepa padrao de
C. neoformans (ATCC 90012) frente ao extrato de A. macrophylla na
concentracao de 500ug/mL, mesma concentracdo testada com os isolados
ambientais, assim como frente ao fluconazol e hipoclorito. Houve declinio na
recuperacdo do numero de UFC frente ao extrato de A. macrophylla (500
ng/mL) até a vigésima quarta hora, sendo recuperadas 71,2 x 10° UFC/mL no
primeiro ponto (TO) frente a 3 x 10® UFC/mL na vigésima quarta hora (quarto
ponto da cinética - T24) representando eficiéncia significativa de 95,8% na
eliminacao deste microrganismo (E = 95,8%) (Mann-Whitney, 2-tailed, z=2,309,
p<0,01). Quando da exposicdo da cepa padréao de C. neoformans ao fluconazol
houve decréscimo no niimero de UFC (T0: 67,7 x 10° UFC/mL = T4: 22,5 x
10° UFC/mL = T24: 6 x 10° UFC/mL) com eficiéncia significativa de E=66,8%
nas primeiras quatro horas e E = 91,1% apds 24 horas de exposicao (TO = T4;
TO =>» T24; Mann-Whitney, 2-tailed, z=-1,549, p<0,01). No T4, o declinio
observado na curva 1 (extrato) é maior (TO: 71,2 x 10° UFC/mL = T4: 11 x 10°
UFC/mL) com eficiéncia significativa de 84,5% (Mann-Whitney, 2-tailed, z=-
1,548, p<0,01). Frente ao hipoclorito (curva 3), a cepa ATCC 90012 mostrou
declinio de forma constante e significativa até a décima segunda hora de
exposicdo, e apresentou nimero menor de UFC/mL recuperadas (T12: 1,0x10°
UFC/mL), com taxa de eficiéncia de E = 98,5% e E=98,6% apods 12 e 24 horas
de exposicao, respectivamente (Mann-Whitney, 2-tailed, z=-1,549, p<0,01). O
controle de sobrevivéncia (curva 4), quando comparado aos outros parametros
de exposicdo, apresentou maior recuperacdo em todos os tempos, fato que
também pobde ser observado nos isolados ambientais, em que, sob a mesma
condicdo de exposicao foram recuperados leveduras em concentracdes
semelhantes ao da cepa padrao de C. neoformans. Ja a cepa padréo de C.

parapsilosis (ATCC 22019), ensaiada nas mesmas condi¢cdes, apresentou



sensibilidade menor ao extrato, semelhante ao isolado ambiental 61.
Decorridas 24 horas de exposi¢do, o0 menor indice de eficiéncia foi obtido frente
a esta cepa, seja frente a droga antifingica ou ao extrato (Wilcoxon, 2-tailed,
z=-1,342, p=0,180). Em todos os pontos da cinética o indice de eficiéncia de
eliminacdo foi discretamente maior ap0s exposicdo ao extrato, quando
comparado ao fluconazol, de forma semelhante & cepa padrdo de C.
neoformans. Frente ao extrato houve decréscimo no numero de coldnias até a
décima segunda hora (TO: 88,5 x 10° UFC/mL = T4: 27,2 x 10° UFC/mL 2
T12: 24,0 x 10° UFC/mL), e na vigésima quarta hora voltou a ser recuperada
quantidade semelhante & quarta hora de exposicdo (T24: 27 x 10° UFC/mL).
Situacdo semelhante pdde ser observada frente ao fluconazol, mas ndo ao
hipoclorito onde o decréscimo ocorreu até a vigésima quarta hora.

A eficiéncia de eliminagcdo das leveduras ap0s 24 horas de exposi¢ao
ao extrato foi maior frente a cepa padrdo de C neoformans ATCC 90012 se
comparadas aos isolados ambientais na mesma condicdo de exposicdo (E =
95,8%) (figuras 8 a 14). A cepa ATCC de C neoformans, apos 24 horas de
exposicdo ao fluconazol, a recuperacéo foi de 6 x 10° UFC/mL(figura 7), frente
a variacdo de 6,2 x 10° UFC/mL (12) a 21 x 10° UFC/mL (61)(figuras 10 e 14).
Entre as ambientais, a 61 apresentou a menor taxa de efetividade para
eliminagcdo, seja frente ao antifingico ou ao extrato. Quando expostas ao
extrato, foram recuperadas 11 x 10° UFC/mL da cepa de C. neoformans ATCC
e 27 x 10° UFC/mL da cepa de C. parapsilosis apds 4 horas, frente a uma
variacéo de 4,5 x 10° UFC/mL (amostra 57) a 36,7 x 10° UFC/mL (amostra 38)
dos isolados ambientais para este ponto (T4) (figuras 7, 12 e 14). Em todas as
leveduras ensaiadas, apds exposicdo ao hipoclorito foi recuperado o menor
namero de colbnias em todos 0s pontos da cinética. Apés a quarta hora foram
recuperadas 7,2 x 10° UFC/mL da cepa padrdo de C. neoformans, e 2 x 10°
UFC/mL com a cepa 57 (figura 14), numero menor de UFC/mL recuperadas
entre 0s isolados ambientais neste ponto. No quarto ponto da cinética (T4)
foram recuperadas 44,7 x 10° UFC/mL da cepa padréo de C. neoformans, e da
amostra ambiental foi obtida 64 x 10° UFC/mL (amostra 61), (figura 14).

Nas figuras 8 a 14 estdo expressas as curvas de sobrevivéncia dos
isolados ambientais de C. neoformans. Com exposi¢cdo a concentracao de 500

pg/mL de A. macrophylla, o declinio da curva pode ser observado a partir do



primeiro ponto da cinética de exposicdo ao extrato (T0), acentuando-se até o
T24. Nas primeiras quatro horas de exposi¢cao dos isolados ambientais ao
extrato houve reducéo de 70 x 10° UFC/mL para aproximadamente 10 x 10°
UFC/mL, exceto nos isolados 27, 30, 38, 39 e 61 indicando menor
sensibilidade. Apds 12 horas de exposicédo dos isolados ambientais ao extrato
ou & droga antifingica, aproximadamente 20 x 10° UFC/mL foram recuperadas
das amostras 23, 27, 30, 38 e 61; e somente do isolado 61 obtivemos estes
niveis apos 24 horas de exposicdo indicando que provavelmente este seja o
isolado menos sensivel entre as avaliadas neste estudo. Este dado vem de
encontro ao observado quando se avaliaram estes isolados pelo teste de
sensibilidade.

Houve decréscimo das colénias com o passar do tempo, por vezes
irregular, mas em todas as situacées em que os isolados foram expostos ao
extrato, ao hipoclorito ou ao antifungico. Comparando todos os isolados, a
diminuicdo da contagem de colbnias foi menor (maior recuperacdo de UFC)
das aliquotas provenientes dos tubos onde nao houve adicdo de substancias
(extrato, fluconazol e hipoclorito) (controle de sobrevivéncia) em todos o0s
tempos, assim como as aliquotas provenientes dos tubos que foram
adicionados de hipoclorito apresentaram o menor nimero na recuperacao de
UFC. Frente ao hipoclorito de sodio (curva 3), os isolados ambientais de C.
neoformans declinaram acentuadamente do tempo zero (TO) até a quarta hora
de exposicdo a esta substancia, jA a cepa padrdo declinou até a décima
segunda hora, onde aparentemente estabilizou.

No ensaio com os isolados ambientais, a inibicdo pelo extrato ocorreu
em quantidades semelhantes as obtidas pelo fluconazol, apresentando muitas
vezes uma curva semelhante a obtida com a exposicéo ao antifungico. Ambos,
extrato e antifungico, inibiram gradativamente a recuperacdo das col6nias.
Tanto frente a cepa padrédo quanto aos isolados ambientais 6, 7, 12, 23 e 57 a
inibicdo causada pelo extrato foi maior que a provocada pelo antifungico,
decorridas quatro horas e, neste ultimo isolado (57) a recuperacao foi menor
em todos os pontos da cinética (figuras 6, 8, 9, 12, 13). A inibicdo dos isolados
ambientais de C. neoformans frente a droga com atividade antifingica,
fluconazol, na concentracdo de 32 pg/mL (2) variou de isolado para isolado.
Nesta concentragdo (32 pg/mL) foi observado declinio na recuperacdo do



numero de UFC até a quarta hora de exposicdo a esta droga antifungica. Nas
amostras 12, 38, 39 e 61, decorridas 24 horas de exposi¢cdo, o antifungico
inibiu mais que o extrato, recuperando um namero menor de colénias dos
isolados expostos a droga (figuras 10, 12, 13 e 14). Com a exposi¢cdo dos
isolados ambientais ao extrato de A. macrophylla ou ao antifingico fluconazol,
houve o declinio da curva em todas as concentracfes, por vezes, com
aparente estabilizacdo ou nova recuperacdo da levedura em tempos
posteriores.

Na figura 15 estao representados os valores da média e da mediana dos
isolados testados. Nesta figura fica evidente a diminuicdo do numero de
UFC/mL no decorrer do tempo, frente todas as substancias a que os isolados
foram expostos, inclusive a que nao houve adicdo de substancia.
Correlacionando as variaveis de tempo de exposicdo com as substancias a que
os isolados foram submetidos ao contato, bem como com o numero de
UFC/mL recuperados o teste de correlagdo de Pearson, mostra que quanto
maior o tempo de exposicdo, menor o numero de UFC recuperadas
apresentando significativa correlacdo entre as variaveis (Pearson, 2-tailed, z=-
0.647, p<0,01). Diferencas significativas foram observadas entre o tempo zero
e apos 24 horas de exposicao (Wilcoxon, 2-tailed, z=-4.783, p<0,01). A
interferéncia no crescimento causada pela adicdo das substancias ao inéculo

foi evidenciada desde o tempo zero.
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Figura 7 — Curva de sobrevivéncia das cepas padréao de C. neoformans (ATCC
90012) e C. parapsilosis (ATCC 22019) em relacédo ao tempo apdOs exposicao
ao extrato vegetal de A. macrophylla 500 pg/mL (1), ao fluconazol 32 pg/mL
(2), ao hipoclorito de sédio (controle negativo = 3) e sem exposi¢cdo a nenhum
agente (controle positivo = 4).
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Figura 8 — Curva de sobrevivéncia dos isolados ambientais 4 e 6 de
C.neoformans em relacdo ao tempo apoOs exposicdo ao extrato vegetal de A.
macrophylla 500 pg/mL (1), ao fluconazol 32 pug/mL (2), ao hipoclorito de sodio
(3) e sem exposicado a nenhum agente (controle 4).
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Figura 9 — Curva de sobrevivéncia dos isolados ambientais 7 e 9 de
C.neoformans em relacdo ao tempo apoOs exposicdo ao extrato vegetal de A.
macrophylla 500 pg/mL (1), ao fluconazol 32 pug/mL (2), ao hipoclorito de sodio

(3) e sem exposicdo a nenhum agente (controle = 4).
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Figura 10 — Curva de sobrevivéncia dos isolados ambientais 11 e 12 de C.
neoformans em relacdo ao tempo apOs exposicdo ao extrato vegetal de A.
macrophylla 500 pg/mL (1), ao fluconazol 32 pg/mL (2), ao hipoclorito de sodio

(3) e sem exposicdo a nenhum agente (controle = 4).
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Figura 11 — Curva de sobrevivéncia dos isolados ambientais 23 e 27 de C.
neoformans em relacdo ao tempo, ap0s exposicdo ao extrato vegetal de A.
macrophylla 500 pg/mL (1), ao fluconazol 32 pg/mL (2), ao hipoclorito de sodio

(3) e sem exposicdo a nenhum agente (controle = 4).
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Figura 12 — Curva de sobrevivéncia dos isolados ambientais 30 e 38 de C.
neoformans em relacdo ao tempo apdOs exposicdo ao extrato vegetal de A.
macrophylla 500 pg/mL (1), ao fluconazol 32 pg/mL (2), ao hipoclorito de sodio
(3) e sem exposicao a nenhum agente (controle = 4).
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Figura 13 — Curva de sobrevivéncia dos isolados ambientais 40 e 49 de C.
neoformans em relacdo ao tempo apOs exposicdo ao extrato vegetal de A.
macrophylla 500 pg/mL (1), ao fluconazol 32 pg/mL (2), ao hipoclorito de sodio

(3) e sem exposicdo a nenhum agente (controle = 4).
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Figura 14 — Curva de sobrevivéncia dos isolados ambientais 57 e 61 de C.
neoformans em relacdo ao tempo apd0s exposicdo ao extrato vegetal de A.
macrophylla 500 pg/mL (1), ao fluconazol 32 pug/mL (2), ao hipoclorito de sodio

(3) e sem exposicao a nenhum agente (controle = 4).
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Figura 15 — Curva de sobrevivéncia dos isolados ambientais de C. neoformans
estudadas em relagcdo ao tempo apds exposicdo ao extrato vegetal de A.
macrophylla 500 pg/mL, ao fluconazol 32 pg/mL, ao hipoclorito de sodio e sem
exposicdo a nenhum agente. * — Diferencas estatisticamente significativas

em relacdo ao tempo inicial.

Nas figuras 16 e 17 estdo representados os dados de isolamento de C.
neoformans apds tratamento com as diversas substancias, e houve diferencas
significativas entre as exposicdes ao extrato versus fluconazol decorridas 24
horas (T24) (Mann-Whitney, 2-tailed, z=-4.669, p<0,01), mas ndo no tempo
zero (Mann-Whitney, 2-tailed, z=-0.892, p=0.372). Quando comparado o0s
tratamentos com extrato versus hipoclorito houve diferenca significativa apés
24 horas (T24) (Mann-Whitney, 2-tailed, z=-2.657, p<0,01) mas nao no tempo
inicial (TO) (Mann-Whitney, 2-tailed, z=-1.390, p=0,190). Utilizando o teste de
Kruskal Wallis para se comparar as quatros condicdes de exposicdo nos
tempos zero (TO) e apos 24 horas (T24) foram obtidas diferencas significativas
para os dois tempos (p<0,01) confirmando a influéncia da adicdo de
substancias na recuperacdo de colonias no tempo zero, mesmo partindo do

mesmo indculo. Diferencas significativas foram obtidas quando foi comparada a



exposicdo ao extrato, com a auséncia de exposicdo decorridas 24 horas
(Mann-Whitney, 2-tailed, z=-4.462, p<0,01). Diferencgas significativas podem ser
observadas entre a exposicéo ao fluconazol (Mann-Whitney, 2-tailed, z=-4.649,
p<0,01) e ao hipoclorito (Mann-Whitney, 2-tailed, z=-4.669, p<0,01), quando
comparado com a condicdo de auséncia de adicéo.

Nas Figuras 16 e 17 de maneira conjunta sdo apresentados os dados
dos 14 isolados e das cepas padrdes frente as substancias estudadas.
Comparando as diferencas entre os valores de UFC/mL obtidos apos
exposicdo ao extrato nos diferentes tempos de exposicdo pelo teste de
Wilcoxon obtivemos diferencas significativas confrontando o tempo inicial (TO)
com o T4 e com o T12 (Wilcoxon, 2-tailed, z=-3.408, p<0,01), TO = T24
(Wilcoxon, 2-tailed, z=-3.409, p<0,01), T4 =>T12 (Wilcoxon, 2-tailed, z=-2.585,
p=0,01) e T12 =>» T24 (Wilcoxon, 2-tailed, z=-3.079, p<0,01). Confrontando a
média dos valores de isolamento de C. neoformans frente fluconazol apés
exposicao nos diferentes tempos obtivemos significancia entre o tempo inicial,
quatro, doze e vinte e quatro horas (Wilcoxon, 2-tailed, z=-3.408, p<0,01),
também entre o tempo 4 (T4) em relacéo ao 12 e ao de 24 horas (Wilcoxon, 2-
tailed, z=-3.409, p<0,01) bem como do tempo 12 em relacdo ao de 24 horas
(Wilcoxon, 2-tailed, z=-3.352, p<0,01). Em relacdo ao hipoclorito, nos diferentes
tempos diferencga significativa foi observada confrontando o tempo zero com o
de quatro, doze e vinte e quatro horas (Wilcoxon, 2-tailed, z=-3.409, p<0,01),
quando confrontados T4 com o T12 e o T 24 (Wilcoxon, 2-tailed, z=-3.328 e z=-
3,409 respectivamente, com p<0,01) bem como entre 0 T12 e o T24 (Wilcoxon,
2-tailed, z=-2.906, p<0,01).
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Figura 16 — Analise comparativa entre os diferentes isolados de C. neoformans
frente ao tratamento com extrato A. macrophylla 500 pg/mL (A) e de fluconazol
32 pg/mL (B) nos tempos de TO a T24 horas. 1= C. neoformans ATCC 90012,
2 ao 15: isolados de fonte ambiental selecionados (4,6,7,9, 11, 12, 23, 27, 30,
38, 39, 49, 57, 61) e 16 = Candida parapsilosis ATCC 22019.
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Figura 17 — Andlise comparativa entre os diferentes isolados de C. neoformans
frente ao tratamento com hipoclorito de sédio (C), e sem exposi¢cdo a nenhum
agente (D) nos tempos de TO a T24 horas. 1= C. neoformans ATCC 90012, 2
ao 15: isolados de fonte ambiental selecionados (4, 6, 7, 9, 11, 12, 23, 27, 30,
38, 39, 49, 57, 61) e 16 = Candida parapsilosis ATCC 22019.



Fazendo as mesmas comparacdes para a condicdo de auséncia de
adicdo (TO =T4, T12, T24; T4 =» T12, T24 e T12 =>T24) também obtivemos
resultados estatisticamente significantes (Wilcoxon, 2-tailed, z=-3.409, z=-
3,408, z=-3408, z=-3,182, z=-3,409, z=-2,670; com valor de p<0,01,
respectivamente). Provavelmente as diferencas encontradas reflitam a variagcéo
no namero de coldnias isoladas de cada cepa nos tempos de exposicéo, que
influenciam na obtencdo da média dos valores. Tal variacdo se faz visivel
qguando observamos a curva em cada condicdo de exposicdo, e € bem
perceptivel na curva que representa a condicdo de auséncia de adicdo
evidenciando uma flutuacdo muito maior, em especial ap6s 12 e 24 horas de
exposicao.

Nas Figuras 18 e 19 estdo representados os dados de isolamento por tempo.
Por estas figuras fica evidente a diminuicdo nos nuameros de UFC/mL
recuperadas em todas as amostras a medida que o tempo passa, diferenciando
as condicbes de exposicdo. Estas figuras também evidenciam como €
acentuada a queda da recuperacdo do numero de UFC/mL isoladas na
condicdo de exposicdo as substancias avaliadas, com énfase para o
hipoclorito, seguido do extrato e do fluconazol. Fica evidenciada por estas
figuras a influéncia da adicdo de substancias na recuperacéo das leveduras na
condicdo de tempo zero. Decorridas as quatro horas de exposi¢cao ao extrato,
obtivemos numero de isolamentos que corresponde a menos da metade do
namero de colbnias isoladas nas condigbes de auséncia de adicdo de
substancias em 11 das 16 amostras testadas. Apos 12 horas de exposicdo ao
extrato este nUmero sobe para 13 das 16 cepas estudadas, e no ultimo ponto

da cinética de exposicao (T24) isto ocorre nas 16 amostras estudadas.
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ESTABILIDADE DO EXTRATO:

Outro aspecto abordado neste estudo foi a verificacdo da estabilidade do
extrato da A. macrophylla frente a alguns fatores comuns como variagdes nas
condicdes fisicas como frente a incidéncia direta de luz, a variagdes de temperatura
e pH e o tampéo utilizado para testar o extrato em pH alcalino. Os dados indicam
gue ndo houve alteracdo dos parametros analisados quando comparados aos dados
obtidos sem a incidéncia de tais fatores, ndo ocorrendo alteracéo nos resultados. Os

dados obtidos ap0Os exposi¢cao estao apresentados no quadro 4.

Quadro 5 — Dados e resultados da avaliacdo da atividade do extrato frente a cepa de
Cryptococcus neoformans ATCC 90012 apOs incidéncia de luz, aumento de
temperatura e a variacao de pH, ao tamp&o utilizado no teste com pH Alcalino (Tris)
e ainda da mesma cepa ATCC frente ao extrato e aos antifungicos fluconazol e

anfotericina B. Valores de CIM e CFM expressos em pg/mL.

CIM (ug/mL) CFM (ug/mL)

Luz 125 125
Calor 125 125

pH béasico 250 250

pH &cido 125 >250

Tris 125 >250

Extrato 125 >250
Fluconazol 4 16
Anfotericina B 0,5 0,5

Base = extrato solubilizado com tampéo Tris pH 8,0
Acido = extrato solubilizado com tamp&o Acetato pH 4,0



100

DISCUSSAO:

Cryptococcus neoformans é cosmopolita, ocorre em diversos substratos
orgéanicos, frequentemente associa-se a habitat de aves, excretas secas, ricas em
fontes de nitrogénio, como uréia e creatinina. Condi¢des favoraveis ao crescimento
abundante desta levedura formam microfocos, notadamente em centros urbanos e
relacionados a pombos. E agente causador de uma micose, a criptococose, que
acomete  principalmente  individuos  imunocompetentes, mas também
imunocomprometidos.

Esta importante doenca fungica € de grande interesse principalmente por
estar associada a pacientes imunocomprometidos, especialmente os portadores da
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA). Segundo o boletim, HIV/Aids das

Nacdes Unidas e Organizacdo Mundial da Saude (http://www.unaids.org/en/), mais

de 40 milhdes de pessoas no mundo estdo infectadas pelo virus HIV e com
aproximadamente trés milhdes de mortes anualmente. A meningite criptocdécica € a
infecgdo fungica mais comum do sistema nervoso central e a terceira complicagéo
neurolégica mais freqliente entre os pacientes com a sindrome (DEL VALLE E
PINA-OVIEDO, 2006; FERNANDES et al, 2008). A doenca é mais freqiente em
adultos, mas apesar de relativamente rara, pode afetar criancas, sem qualquer
doenca de base (PAPPALARDO e MELHEM, 2003).

Existem atualmente duas espécies consideradas patogénicas para o0 homem:
C. neoformans e C. gatti. Este estudo o conhecimento sobre a dinamica
populacional de 67 isolados ambientais da regido de Araraquara. Por meio de
técnicas classicas de identificacdo, nenhuma das 67 amostras foi identificada como
C. gattii, resultado que também obtivemos pela classificacdo através de técnicas
moleculares, revelando 100% de concordancia entre os resultados obtidos pelas
diferentes metodologias.

Tradicionalmente, a identificacdo das espécies C. neoformans e C. gattii
pode ser realizada em meio de canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB) em
gue sO a espécie C. gattii € resistente a canavanina e é capaz de utilizar a glicina
como unica fonte de carbono e nitrogénio, levando a alcalinizacdo do meio e sua
mudanca de cor, caracteristi usada como identidade desta ES espécie. Resultados
CGB falsos positivos (ou negativos) tem levado os pesquisadores a buscar métodos

mais especificos para identificacdo dos isolados. As técnicas baseadas na PCR séo
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uma Otima alternativa, mostrando-se mais sensiveis, especificas e rapidas e
sofrendo menos influéncia de fatores externos do que os métodos tradicionais
baseados em aspectos fenotipicos (MATSUMOTO et al, 2008; LEAL, 2008).
Matsumoto et al, 2008 verificaram 100% de concordéncia entre os meétodos
classicos e moleculares, ao contrario de Leal et al.,, (2008) que encontraram
discordancia em seis (4,55%) de 132 isolados analisados, apresentando os métodos
moleculares maior especificidade para identificac&o.

No Brasil, fontes ambientais de C. neoformans foram progressivamente
identificadas e os isolados foram obtidos em S&o Paulo, Rio de Janeiro, Piaui,
Roraima e Amazonas (FILIU et al., 2002; LAZERA et al., 1998 e 2000).
Cryptococcus gattii € isolado principalmente de regides tropicais e subtropicais, mas
areas de clima temperado e frio devem ser incluidas em sua distribuicdo (FRANZOT
et al.,, 1999). Seu habitat foi primeiramente relacionado a arvores (Eucalypitus
camaldulensis), na Austrdlia, mas, recentemente foi isolado de varias outras
espécies de arvores, em diversos paises da América Latina, Africa, Asia e América
do Norte (ELLIS e PFEIFFER, 1990; NISHIKAWA et al., 2003) Atualmente, véarias
sao as hipoteses sobre o nicho primario deste género de levedura, porém relatos de
isolamento de C. neoformans de diversos tipos &rvores e madeiras em
decomposicéo, associados ou nao as fezes de passaros levantaram a questdo sobre
a possibilidade destas fontes serem o possivel nicho ecolégico priméario para a
levedura (LAZERA et al.,, 1993, 1996, 1998 e 2000; RANDHAWA et al., 2001;
ESCANDON et al., 2002; REIMAO et al., 2007).

Apos a identificacdo pelas técnicas classicas, utilizamos a técnica molecular
de PCR-mating type para verificarmos o tipo sexual e realizamos a tipagem
molecular das 67 cepas ambientais através da técnica PCR RFLP do gene URAS. A
tipagem dos 67 isolados pela técnica do PCR RFLP do gene URAGS classificou-os
como pertencentes ao tipo VNI, predominancia esta amplamente relatada na
literatura (CASALI et al.,, 2003; MEYER et al.,, 2003; ESCANDON et al. 2006). A
homogeneidade dos resultados obtidos pode indicar que as amostras provem de
uma mesma fonte. A andlise epidemioldgica dos mating type determinadas pela
PCR, revelou prevaléncia de 100% de MATo, dado semelhante ao encontrado na
literatura mundial e nacional (BOEKHOUT et al., 2001; CASALI et al., 2003; MEYER
et al., 2003; TRILLES et al., 2003; ABEGG et al., 2006; ALMEIDA et al, 2007; LIN et
al, 2008; MATSUMOTO et al, 2008).
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Cryptococcus apresenta-se na fase anamorfica (forma leveduriforme) quando
em vida parasitaria ou ambiental e na fase teleomorfica (forma filamentosa), em
determinadas condicbes ambientais, passando a ser chamado Filobasidiella
neoformans (KWON-CHUNG & BENNETT, 1992) No estagio sexual de Filobasidiella
células de mating type opostos e complementares (a e a) se fundem para formacao
de hifas dicariéticas e basidios com quatro cadeias de basidiésporos (KWON-
CHUNG, 1975). Apesar dos basididésporos serem produzidos, na proporcdo de um ¢,
para um a, 0 que se observa, tanto em isolados ambientais, quanto em isolados
clinicos, € uma predominancia quase absoluta do tipo ¢, em torno de 98-99,9% (LIN
et al., 2009; LIN e HEITMAN, 2008; XU et al., 2000; McCLELLAND et al., 2004).

Em estudo recente feito em nosso laboratério, MATSUMOTO et al., (2007)
estudaram 47 isolados clinicos de C. neoformans de varias regiées do Estado de
Sédo Paulo e a maioria foi classificada como pertencendo ao tipo molecular VNI
(45/47) e apenas dois foram VNII quando analisados por PCR-fingerprinting e PCR-
RFLP. Por outro lado, isolados de C. neoformans do Estado de S&o Paulo foram
investigados pela técnica de caridtipo e RAPD, encontrando-se consideravel
homogeneidade entre os tipos moleculares (ALMEIDA et al., 2001; REZENDE, 2002,
VIVALDINI, 2003).

A meningoencefalite criptocdccica é a forma clinica mais comum e a mais
importante da doenca, apresentando alto indice de letalidade, se tratada tardiamente
(CASADEVALL e PERFECT, 1998; CONSENSO EM CRIPTOCOCOSE, 2008). O
tratamento de pacientes HIV+ com a terapia antiretroviral, tem provocado queda no
indice de incidéncia de criptococose, no entanto, a doen¢ca pode manifestar-se
mesmo durante este tratamento e o prognéstico continua a ser desfavoravel
(SLOAN et al., 2009; DROMER et al., 2004; FRIEDMAN et al., 2005). O tratamento
de escolha para esta infeccdo consiste na terapia primaria com anfotericina B
seguida de manutencao com fluconazol por tempos prolongados (PAPPALARDO e
MELHEM, 2003). Entretanto, a taxa de letalidade continua consideravelmente alta,
em torno de 9,4% (VAN DER HOST et al., 1997).

Por outro lado, taxas altas de persisténcia e frequentes recidivas da doenca
tém causado uma preocupacao crescente entre os clinicos a respeito do potencial
para o surgimento de cepas resistentes aos antifiungicos (SLOAN et al., 2009;
LONGLEY et al. 2008; BRANDT et al., 1996). Por estes motivos, em nosso trabalho,

avaliamos os perfis de sensibilidade de 67 isolados ambientais aos antifungicos
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fluconazol, cetoconazol, itraconazol e anfotericina B por meio da técnica de disco
difusdo em agar padronizada pelo CLSI através da portaria M44-A (2004). Por esta
técnica ndo encontramos nenhum isolado com sensibilidade diminuida a anfotericina
B, ao cetoconazol ou ao itraconazol. Por outro lado, dois isolados (3%)
apresentaram valores de sensibilidade diminuida para fluconazol. Para este
antifungico, o valor do tamanho dos halos de inibigdo apresentou MODA de 19 mm e
Desvio Padrdo de 4,3 mm para mais ou para menos, sobre a média de 23,3 mm
evidenciando um intervalo de flutuacdo (19 mm - 27,6 mm) dentro da faixa
considerada sensivel ou intermediario, de acordo com dados do fabricante
(CECON). Pela técnica de microdiluicdo padronizada pelo CLSI através da portaria
M27-A2 (2002), observamos CIMs variaveis para fluconazol, e 14 das 67 amostras
(21%) apresentaram CIM de 16 pug/mL, concentracdo esta que, segundo Aller et al.,
(2000) € preditiva de faléncia terapéutica e consideramos como elevadas para
amostras provenientes de fontes ambientais. Silva et. al., (2008) analisaram os perfis
de susceptibilidade de cepas clinicas C. neoformans e C. gattii (M27-A2) frente ao
fluconazol, itraconazol, Anfotericina B e cetoconazol. Neste estudo, C. neoformans
apresentou CIM de 8 pug/mL, e uma amostra de C. gattii apresentou valor de CIM 16
ug/mL. Duas amostras foram resistentes para Itraconazol e 2 para Anfotericina B e
apesar de nenhum isolado possuir sensibilidade diminuida ao fluconazol os autores
consideraram elevado a CIM apresentada pelo isolado C. gattii.

Kobayashi et al. (2005) testaram a sensibilidade a anfotericina B, itraconazol e
fluconazol em 36 isolados ambientais de C. neoformans e n&o encontraram
nenhuma cepa resistente. Souza et al. (2005), da mesma forma, ndo encontraram
resisténcia entre os 110 isolados testados (70 clinicos e 40 ambientais) com
anfotericina B, itraconazol, fluconazol e ravuconazol, entretanto, foram observadas
CIMs maiores entre os isolados clinicos comparado aos ambientais. Em
contrapartida, Drumond et al. (2007), em estudo de susceptibiidade de C.
neoformans frente a agentes antifingicos relataram valores de CIM 50 para
fluconazol mais elevados em isolados ambientais (64 pg/mL) do que os provenientes
de isolados clinicos (16 pug/mL). A falta de consenso se deve, dentre outras coisas, a
faixa de referéncia dos niveis de sinsibilidade e CIM preconizados pelo CLSI para
fluconazol serem relativamente elevados, e se devem ao fato de que os testes de

sensibilidade aos antifiungicos ndo foram padrodronizados utilizando este género de
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levedura, e sim o género Candida. Dados de nosso estudo chamam a atencéo para
necessidade da realizacdo de testes com isolados de diferentes etiologias, clinicas
ou ambientais, para fomentar pesquisas com dados necessarios a consolidacdo de
opinido que corrija esta distorcédo, especialmente para fluconazol, que ainda constitui
a Unica alternativa para tratamento de manutencdo da criptococose que afeta o
sistema nervoso central, em nosso pais. Em nosso trabalho ndo foi observado o
crescimento residual denominado “trailing”, que se apresenta como uma turbidez na
placa de microtitulagcdo, ou de “fino” crescimento dentro de halos de inibicao
especialmente frente ao Fluconazol, e que quando observado, pode induzir a leituras
de CIMs falsamente elevados. Em nosso estudo o teste estatistico de Spearman
revela um indice de correlacdo ideal entre as técnicas de microdiluicdo e disco
difuséo.

Atualmente, foi descrito um grande aumento de casos de resisténcia aos
medicamentos por varios fungos patogénicos para o homem (HOF, 2008). O
reduzido numero classes de antifungicos disponiveis tem estimulado investigacéo de
novas substancias antifungicas provenientes de fontes ainda pouco exploradas tais
como plantas, como uma alternativa que possibilite 0 combate a estes patégenos
humanos. A crise econdmica, o elevado custo dos medicamentos industrializados, o
ineficiente acesso publico aos cuidados médicos e farmacéuticos, além dos efeitos
colaterais causados pelas drogas sintéticas sdo alguns dos aspectos que contribuem
para 0 uso das plantas medicinais no cuidado a saude (ROJAS et al., 2006;
HOLETZ et al., 2002; ABAD et al., 2007). Em nosso estudo avaliamos para atividade
antifangica especifica contra C. neoformans e o extrato hexanico de A. macrophylla
apresentou CIM que variou entre 15,6 e >250 ug/mL e etandlico de Machaerium
villosum CIM que variou entre 1,95 e 125 pug/mL.

As plantas sdo usadas na medicina desde longa data, sendo extensivamente
empregadas na medicina popular por representarem uma alternativa econémica, de
facil obtencdo e aplicabilidade para diversas patologias (ROJAS et al., 2006).
Extratos de plantas, ou seus componentes sdo uma valiosa fonte de novos agentes
medicinais (CARVALHO e FERREIRA, 2001; KAYSER e KIDERLEN, 2001). Apesar
da grande biodiversidade do Cerrado e Mata Atlantica no Brasil, o potencial de
espécies vegetais como fontes de novos medicamentos ainda é pouco explorada.
Menos de 20% de todas as espécies vegetais a partir deste ambiente foram

estudados para a presenca de substancias biologicamente ativas. Nos ultimos anos,
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as propriedades antimicrobianas de plantas foram cada vez mais notificadas em
diferentes partes do mundo. Assim, este estudo abre a possibilidade para que o
emprego de alguns destes extratos sejam utilizados direta ou indiretamente como
uma alternativa de combate a criptococose. Novos estudos fazem-se necessarios a
identificag@o dos provaveis alvos na célula fangica.

A exposicdo aos esporos ou células com pouca capsula de C. neoformans
leva a um quadro de infeccdo que pode ser assintoméatico e rapidamente curado ou
permanecer latente no pulméao por longo periodo de tempo na forma de granuloma.
Em pacientes imunocomprometidos, o fungo pode disseminar dos pulmdes para
outros 0Orgaos, atingindo principalmente, o sistema nervoso central causando a
meningoencefalite, que contribuem para alto quadro de letalidade destes pacientes
(JARVIS et al., 2009). Por outro lado, a forma pulmonar é pouco descrita e esta fase
pode ser pouco percebida e mesmo ndo diagnosticada, porém pacientes que nunca
apresentaram sintomas de doenca apresentam antigenemia positiva, que evidencia
gue o contato direto com esta levedura ocorre constantemente (SLOAN et al., 2009;
IDNURM et al., 2005).

No Brasil, a populacéo de pessoas HIV® é grande (>300.000), entretanto, os
dados epidemiologicos sobre a criptococose e seu agente etiolégico, associada a
este grupo de pessoas, ainda sao insuficientes (CONSENSO EM
CRIPTOCOCOSE, 2008). A exposicao a fontes ambientais deste grupo de pessoas
com quadro de imunocomprometimento aumenta consideravelmente a
possibilidade da aquisicdo de criptococose. Com base nestes problemas, apos
obtencdo dos dados de tipagem molecular e de susceptibilidade das cepas
ambientais, tivemos como enfoque a obtencdo de uma substancia com atividade
antifangica capaz de diminuir o numero de células infectantes de C. neoformans em
seu nicho, minimizando assim a possibilidade de contaminacdo humana,
especialmente por individuos com sistema imunolégico comprometido.

Silva et al., (2007) relataram que os ésteres e iriddides isolados da espécie
Alibertia macrophylla possuem atividade antifingica, o que possibilita e direciona o
estudo de sua utilizacdo seja na clinica, ou como saneante ambiental. Em nosso
trabalho avaliamos a atividade (perfil de sensibilidade) do extrato Alibertia
macrophylla em 14 das 67 cepas ambientais, e que apresentaram CIM de 16 pg/mL
para fluconazol (M27-A2), através da realizacdo de uma cinética de exposi¢cdo em

24 horas, obtendo curvas de sobrevivéncia segundo Klepser et al (1998), Ernst et
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al. (2002), Lewis et al. (2002) e Rodero et al. (2000) com modificacbes. Um valor
adequado de inoculo € um fator fundamental na interpretacdo dos resultados dos
testes de sensibilidade. Segundo klepser et. al. (1998), indculos elevados podem
influenciar na persisténcia da levedura. Em nosso estudo utilizamos um inoculo
correspondente ao possivel nimero de leveduras encontradas no ambiente (10°),
que é maior que o0s preconizados para realizagdo desta técnica, porém, por
propormos a utilizacdo do extrato com um saneante, necessitivamos conhecer 0s
resultados da eliminacdo desta levedura em situacdo de semelhanca com seu
nicho primario.

Resultados importantes foram obtidos ap6s 24 horas de exposicao ao extrato
na concentragao de 500 pug/mL evidenciaram eficiéncia significativa p= variando de
95,8 a 71,1% (p=0,001), sendo que indice de 85% ou mais foi observado na
maioria das isolados avaliados (14/15), enquanto que somente 10/15 apresentaram
eficiéncia com a droga antifingica fluconazol nas mesmas condi¢cdes de ensaio. Em
ambas as exposicdes houve reducdo no nimero de UFC recuperadas, sendo este
importante fator para utilizagdo deste extrato como saneante ambiental. Apos 24
horas de exposicdo ao extrato, o numero de UFC recuperadas de todas as cepas
testadas foi significativamente inferior (p=0,000) quando comparadas ao tempo
inicial. Apenas em trés isolados ambientais (38, 39 e 61), o indice de eficiéncia foi
inferior a 80%. Confrontando estes dados com o uso de hipoclorito verifica-se que o
indice de eficiéncia variou de 98,8 a 83,5%, e que 0 menor indice ocorreu também
com o isolado 61, que apresentou indice de 71,1% com o extrato. A curva obtida
pela omissédo da adicdo de extrato também declinou, provavelmente pela auséncia
de nutrientes, porém, em todos 0s pontos da cinética obtivemos um namero maior
de UFC recuperadas do que com as cepas expostas as outras substancias (extrato,
antifangico e hipoclorito). A mesma observacao ocorre quando da comparagcao da
curva obtida pela exposicdo ao extrato com a curva controle de sobrevivéncia,
confirmando sua atividade na eliminacéo desta levedura.

Quando da utilizacdo de extratos com atividade antifingica para obtencao de
efeito saneante contra C. neoformans, fatores como a concentragao, solubilidade,
estabilidade, podem ser fatores chaves para obtencéo de resultados favoraveis na
eliminacdo desta levedura em seu habitat. O extrato de Alibertia macrophylla por
nés estudado apresentou relativa estabilidade apos teste de algumas variaveis.

Levando em consideracdo a atividade antifangica como um fator fundamental,
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estes resultados evidenciam a atividade do extrato por nds testado e abre
possibilidades para que sua utilizagdo como saneante de uso doméstico seja
viabilizada. Estudos biotecnoldgicos de outras variaveis e com maior numero de
isolados de origem diversificada se fardo necessarios para confirmar estes
achados. Com isso, os resultados encontrados, fornecem além de dados
epidemioldgicos, moleculares e de susceptibilidade dos isolados ambientais desta
levedura, também, seu comportamento frente ao extrato de A. macrophylla com
grande valia para obtencdo de saneantes naturais. Nossos dados poderéo orientar
a pesquisa biotecnoldgica de outras caracteristicas necessarias a viabilizacdo da
formulacdo de um saneante bem como servirdo de fomento bibliografico para
investigagdo de novos compostos com atividades antifungicas e sua forma de

utilizagdo no combate a tdo importante micose.
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CONCLUSOES:

1. A determinacdo do mating type pela PCR classificou todos os isolados
ambientais de C. neoformans em mating type a (alfa).

2. Todos os isolados foram classificados por PCR-RFLP URAS no tipo molecular
VNI — sorotipo A

3. Pelo método de microdiluicdo (M27A2 — CLSI — 2002), 21% (14/67) dos
isolados ambientais apresentaram sensibilidade diminuida ao fluconazol com
CIM de 16 pg/mL e mais de 50% (34/67) apresentaram CIM de 8 pg/mL.

4. Encontramos indice de correlacdo ideal entre a técnica de microdiluicdo
(M27A2 CLSI) e a de disco difuséo (M44-A CLSI) (Spearman, 2-tailed, p=1)

5. Houve ampla variacdo da CIM entre os isolados avaliados frente aos extratos
de Alibertia macrophylla (CIM 15,6 e >250 pg/mL) e Machaerium villosum
(CIM 1,95 e 125 pg/mL)

6. O extrato de Alibertia macrophylla apresentou efeito saneante com indice de
eficiéncia de mais de 80% ap0s 24 horas, na grande maioria dos isolados de
C. neoformans, mesmo utilizando inoculo de 10" UFC/mL.

7. O extrato de Alibertia macrophylla € estavel a incidéncia de luz, ao calor e

variacédo de pH.
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