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“Quando me amei de verdade, compreendi que em qualquer circunstancia, eu estava no
lugar certo, na hora certa, no momento exato.
E entdo, pude relaxar.
Hoje sei que isso tem nome... Auto-estima.
Quando me amei de verdade, pude perceber que minha angustia, meu sofrimento
emocional, ndo passa de um sinal de que estou indo contra minhas verdades.
Hoje sei que isso é...Autenticidade.
Quando me amei de verdade, parei de desejar que a minha vida fosse diferente e comecei a
ver que tudo o que acontece contribui para 0 meu crescimento.
Hoje chamo isso de... Amadurecimento.

Quando me amei de verdade, comecei a perceber como é ofensivo tentar forcar alguma
situacao ou alguém apenas para realizar aquilo que desejo, mesmo sabendo que néo é o
momento ou a pessoa nao esta preparada, inclusive eu mesmo.

Hoje sei que o nome disso é€... Respeito.

Quando me amei de verdade comecei a me livrar de tudo que néo fosse saudavel...
Pessoas, tarefas, tudo e qualquer coisa que me pusesse para baixo. De inicio minha razao
chamou essa atitude de egoismo.

Hoje sei que se chama... Amor-préprio.

Quando me amei de verdade, deixei de temer o meu tempo livre e desisti de fazer grandes
planos, abandonei os projetos megaldmanos de futuro.

Hoje faco o que acho certo, o que gosto, quando quero e no meu préprio ritmo.

Hoje sei que isso é... Simplicidade.

Quando me amei de verdade, desisti de querer sempre ter razao e, com isso, errei muitas
menos vezes.

Hoje descobri a... Humildade.

Quando me amei de verdade, desisti de ficar revivendo o passado e de preocupar com o
futuro. Agora, me mantenho no presente, que é onde a vida acontece.

Hoje vivo um dia de cada vez. Isso é... Plenitude.

Quando me amei de verdade, percebi que minha mente pode me atormentar e me
decepcionar. Mas quando a coloco a servigco do meu coracao, ela se torna uma grande e
valiosa aliada.

Tudo isso é... Saber viver!!!”

Charlie Chaplin



“Bom mesmo € ir a luta com determinacédo, abracar a vida
com paixao, perder com classe e vencer com ousadia,
pois o triunfo pertence a quem se atreve.... A vida € muito

para ser insignificante”. (Charlie Chaplin)
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RESUMO

A criptococose é uma micose sistémica e oportunista causada principalmente pelas
leveduras Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gatti. Entre as principais
manifestacdes clinicas estdo o desenvolvimento de meningite, encefalite, meningoencefalite
e infecgbes pulmonares. Estima-se que mais de um milhdo dos casos de criptococose
ocorrem por ano em individuos HIV positivos, o que classifica esta doenga como a terceira
mais importante entre as infeccBes fungicas sistémicas. A ecologia deste género esta
diretamente relacionada ao meio ambiente, sendo a espécie C. neoformans, comumente
encontrada em excretas secas de pombos (Columbia livia) e a espécie C. gattii é
encontrada, principalmente, em plantas, como espécies de Eucalyptos. O tratamento da
criptococose € realizado com os farmacos antifungicos, anfotericina B e fluconazol, sendo
este Ultimo de acdo fungistética utilizado para tratamento de longo prazo, que apesar de
eficiente, pode causar uma série de reacBes adversas e ainda desenvolvimento de
resisténcia. Tendo em vista o dificil controle da levedura e o tratamento, este trabalho tem
como objetivo principal, a pesquisa de substancias naturais com alto potencial antifiingico
com finalidade saneante e medicamentosa, combatendo a levedura em seu nicho ecoldgico
natural e também atuando no combate a infeccdo no hospedeiro. Uma forma de diminuir os
casos desta infeccdo é através do processo de desinfecgdo ambiental com produtos
saneantes, os quais apresentam capacidade fungicida. Por meio do projeto Biota/FAPESP,
foram selecionados dois triterpendides quinonamétideos extraidos de Maytenus ilicifolia, a
maitenina e a pristimerina, as quais apresentaram potentes CIMs anti-Cryptococcus, mais
de 90 % de eficiéncia na desinfec¢do e baixa toxicidade, o que revela que as substancias
podem ser proto6tipos promissores com atividade desinfetante. Ainda avaliamos uma série
de moléculas sintéticas da familia dos flavonoides designadas chalconas, para o
desenvolvimento de prototipos antifingicos para uso terapéutico humano. Oitenta e cinco
por cento das chalconas presentaram elevada acdo fungistatica contra isolados de C.
neoformans de viruléncia acentuada e inibiu fortemente a adesdo do fungo as células
pulmonares e de glioma humano, com eficiéncia maior que 90 %. Além disso, ndo
apresentaram citotoxicidade em 5 linhagens celulares diferentes relacionadas ao percurso
deste possivel protétipo. Estes dados revelam que as chalconas podem significar prototipos

promissores com potente atividade anti-Cryptococcus.



ABSTRACT

Cryptococcosis is a systemic mycosis caused mainly by opportunistic yeast Cryptococcus
neoformans and Cryptococcus gatti. Among the main clinical manifestations are the
development of encephalitis, meningoencephalitis and pulmonar infections. It is estimated
that more than one million cases of cryptococcosis occur per year in HIV positive individuals,
which classifies the disease as the third among the most importante systemic fungal
infections. The ecology of this genus is directly related to the environment. Specie C.
neoformans is commonly found in dried excremento of pigeons (Columbia livia) and the
species C. gattii is found primarily in plants such as Eucalyptus species. Cryptococcosis
treatment is performed with the antifungal drugs amphotericin B and fluoconazole, the later
being of a fungistatic used to treat long-term, while effective, may cause a number of adverse
reactions and also the development of resistence. Given the difficult control of the yeast and
treatment, this work has as main objective, the research of natural substances with high
potential antifungal drug with purpose and saneante, fighting yeast in their natural ecological
niche and also acting in fighting infection in the host. One way to reduce the cases of
infection is through the capacity fungicide. Through the Project BIOTA / FAPESP, we
selected two quinonametides triterpenids extracted from Maytenus ilicifolia, the maitenin and
pristimerin, which showed potente anti-Cryptococcus MICs, more than 90 % of the
disinfection efficiency and low toxicity, indicating the the substances may be promising
prototypes with disinfectant activity. Also were evaluated a number of synthetic molecules of
the flavonoid Family designated chalcones, for prototyping antifungals for human therapeutic
use. Eighty-five percent of chalcones presentaram high fugistatic against isolates of C.
neoformans virulence markedly and strongly inhibited the adhesion the fungus and the cell
lung human glioma, with greater than 90 % efficiency. In addition, showed no cytotoxicity at 5
different cell lines relating to this route can prototype. These data show that chalcones can

mean promising prototypes with potent anti-Cryptococcus activity.



Introducado | 1

1. INTRODUCAO

1.1 Infecgdes fangicas sistémicas

Nos ultimos anos a incidéncia de micoses oportunistas tem aumentado em
grande percentual, o que tornou este conjunto de doengas um importante problema
de saude publica, afetando grande parte da populacdo mundial, diminuindo a
qualidade e expectativa de vida. Com o aumento da incidéncia da AIDS, o problema
se agrava, pois individuos imunocomprometidos estdo mais susceptiveis a aquisicao
destas infec¢hes e ainda, quando adquiridas, apresentam maior gravidade (Kwon-
Chung, Kozel et al., 1992; Maschmeyer e Haas, 2008; Sable, Strohmaier et al.,
2008).

Dentre as Infec¢des Fungicas Invasivas (IFI) em paises desenvolvidos, estdo
em primeiro lugar, as infec¢cdes ocorrentes por espécies de Candida, seguido por
Aspergillus e Cryptococcus (Neofytos, Fishman et al., 2010; Kriengkauykiat, Ito et al.,
2011). Tortorano e colaboradores (2012) em um estudo realizado na lItalia,
mostraram que em pacientes de unidade de terapia intensiva (UTI), as infeccdes
mais incidentes foram em primeiro lugar candidiase, seguida de infec¢des causadas
por fungos filamentosos e a criptococose (Tortorano, Dho et al., 2012).

No Brasil, Zicker et al., (2011) avaliaram a epidemiologia de IFI em pacientes
transplantados de figado, observando que 13 % dos pacientes apresentaram
infeccbes fungicas, sendo as mais comuns causadas por espécies do género
Candida e Aspergillus, seguida de espécies de Cryptococcus (Zicker, Colombo et al.,
2011). Em 2009 um estudo epidemiologico das micoses sistémicas no Brasil, relatou
que entre os anos de 1996 a 2006 houveram 3.583 mortes causadas por micoses
sistémicas, sendo a principal causa de morte a infeccdo por Paracoccidioides
brasiliensis relacionado aos pacientes imunocompetentes. Nas infeccdes
relacionadas a individuos imunocomprometidos mais de 50 % dos casos de morte
ocorreram por criptococose, seguido por candidiase e histoplasmose (Prado, Silva et
al., 2009).

Existe um pequeno arsenal de farmacos antifungicos, além disso muitos nao
sdo eficientes ou sdo altamente téxicos. Ainda ha o problema da resisténcia
microbiana que tem crescido com o aumento dessas infec¢des (Girois, Chapuis et
al., 2006). Diante do aumento das infec¢cdes fungicas causadas por cepas

resistentes, € necessario desenvolver novas terapias efetivas para o tratamento,
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assim como buscar novos alvos de expressao exclusiva em fungos (Perlin, Seto-
Young et al., 1997; Baixench, Aoun et al., 2007).

1.2 Criptococose

Dentre as micoses sistémicas e oportunistas, a criptococose se destaca pela
sua importancia clinica relacionada ao aumento da incidéncia de individuos
portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), uma vez que estes
apresentam maior predisposicdo na infeccdo pelo agente (Severo, De Mattos
Oliveira et al., 1999). Em termos mundiais, de 3 a 14 % dos pacientes HIV positivos
apresentam criptococose, sendo esta classificada como a terceira patologia mais
prevalente em individuos com AIDS (sindrome da imunodeficiéncia adquirida)
(Lanjewar, 2011). Entre os fatores de risco, 0s que mais se destacam sdo, 0sS
individuos com AIDS que representam mais de 78 % dos casos, seguido pelo uso
prolongado de corticosteroides, doengas autoimunes, tumores solidos, transplantes,
diabetes mellito, doencas hepaticas e renais (Lizarazo, Linares et al., 2007; Batista,
Pierrotti et al., 2011). Estudo realizado em 2011 mostra que 2,8% dos casos de
criptococose esta relacionado ao transplante renal (Castro-Ferreira, Carvalho et al.,
2011).

O agente causador da criptococose é uma levedura encapsulada, pertencente
ao género Cryptococcus, a classe dos Blastomicetos e familia Cryptococcaceae.
Esta familia engloba mais de 38 espécies, sendo que apenas duas sao patogénicas
ao homem, o Cryptococcus neoformans e C. gattii (Ledo, 1997; Kantarcioglu,
Boekhout et al., 2007). Apesar de apenas essas duas espécies serem
caracterizadas como patogénicas ao homem, ha relatos na literatura de isolamentos
de C. laurentii e C. albidus em pacientes com criptococose manifestante (Vichkova-
Lashkoska, Kamberova et al., 2004; Dorneanu, Filip et al., 2008; Binder e Lass-Florl,
2011). Trabalhos recentes indicam que C. albidus, C. magnus e C. laurentii causam
infeccdes em mamiferos como cées e gatos (Lester, Malik et al., 2011).

O género Cryptococcus € caracterizado por leveduras com capsula
polissacaridica composta por glucuronoxilomanana (90 %), galactoxilomana (7 %) e
manoproteinas (3 %). Sua importancia esta no diagnéstico da infeccdo, pois esta
relacionada com a capacidade invasiva e patogénica da levedura, além de conferir
resisténcia da levedura no ambiente e no hospedeiro, sendo classificada como um

importante fator de viruléncia (Moyrand, Klaproth et al., 2002; Levitz e Specht, 2006;
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Grechi, Marinho-Carvalho et al., 2011; Hull, 2011). Uma outra caracteristica da
capsula polissacaridica € a diferenciagdo antigénica entre as espécies, uma vez que
0s antigenos presentes na capsula, diferem as espécies de Cryptococcus em
sorotipos. Os dois agentes mais comuns da criptococose, C. neoformans e C. gattii,
sdo classificados em sorotipos. A espécie C. neoformans apresenta duas
variedades, var. grubii e var. neoformans e trés sorotipos (A, D e AD), uma vez que
0 sorotipo A corresponde a var. grubii e o sorotipo D a var. neoformans e o sorotipo
AD é considerado hibrido. A espécie C. gattii ndo apresenta variedades, apenas o0s
sorotipos B e C (Franzot, Hamdan et al., 1997; Lengeler, Cox et al.,, 2001,
Nishikawa, Lazera et al., 2003; Pappalardo e Melhem, 2003).

Além da classificacdo sorotipica das espécies de Cryptococcus ha uma
classificacdo molecular. Desde décadas passadas 0s avancos nos estudos
moleculares refinaram a epidemiologia dos isolados de Cryptococcus no mundo. O
primeiro estudo para a classificacao dos tipos moleculares, foi realizado por meio da
técnica de PCR-Fingerprinting, onde isolados clinicos, ambientais e animais foram
divididos em oito tipos moleculares. A espécie C. neoformans var. grubii foi
classificada como tipo molecular VNI e VNII, a variedade neoformans em VNIV e o
VNIII foi classificado como hibrido enquanto C. gattii VGI, VGII, VGIII e VGIV. Em
2003, Meyer e colaboradores realizaram um estudo epidemioldgico da distribuicéo
dos tipos moleculares na América Latina e Espanha confirmando esta classificacao
por outra técnica molecular, o RFLP (Restriction Fragmente Lengh Polymorphism)
(Meyer, Castafieda et al., 2003) .

A infeccéo por Cryptococcus ocorre por meio da via respiratoria, pela inalagéo
da forma infectante, os basidiosporos, sendo assim a infeccdo pulmonar é
classificada como infeccdo primaria, a qual pode desenvolver-se em forma aguda,
subaguda ou cronica da doenca (Kwon-Chung, Kozel et al., 1992; Leado, 1997). Em
individuos imunocompetentes, a infecgdo pulmonar primaria € similar a infeccdes
causadas por Mycobacterium tuberculosis e Histoplasma capsulatum; sendo os
sintomas leves, como tosse e falta de ar, facilmente confundidos com outras
manifestacdes pulmonares (Goldman, Lee et al., 2000).

A doenca pode se manifestar de forma localizada ou disseminada, onde 70 %
dos casos de criptococose estdo associados a infec¢do do sistema nervoso central
(SNC), principalmente em individuos HIV positivos. A levedura apresenta tropismo

pelo SNC e tem a capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica, portanto, €
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a forma mais comum e a mais grave da doenca. No SNC pode acometer as
meninges e se disseminar por meio do liquido cefalorraquidiano (LCR) causando
manifestacdes, principalmente na forma de meningite; pode também causar lesdes
na massa encefalica levando a um quadro de encefalite e meningoencefalite, ou
ainda, pode desenvolver abscesso (cripotococomas), cujos sinais e sintomas sao,
cefaléia, sinais de meningite, febre, nduseas, vémitos e altera¢cdes mentais e visuais
(Kwon-Chung, Kozel et al., 1992; Pappalardo e Melhem, 2003; Jong, Wu et al.,
2008). Severo et al., em (1999), realizaram um estudo na Australia onde observaram
que sete casos de criptococose cerebral, causado pela espécie C. gattii
apresentavam as mesmas manifestacdes clinicas que a infeccdo pela espécie C.
neoformans, sendo que as mais comuns apresentadas foram hidrocefalia e leséo
focal cerebral (Severo, De Mattos Oliveira et al., 1999).

Leimann e colaboradore (2008) mostraram que existe uma alta porcentagem
dos casos de meningite criptococcica relacionada a infeccdo pelo virus HIV no
estado do Rio de Janeiro, confirmando a alta prevaléncia desta micose em
individuos imunodeprimidos (Leimann e Koifman, 2008).

Outra forma de manifestacdo da doenca é a infecgdo cutanea que pode ser
manifestada através de papulas, placas infiltradas, vesiculas herpetiformes, nédulos,
edemas, abscessos ou Ulceras. Geralmente, as lesbes aparecem como
pedunculados, em forma de papulas com seu centro umbilicado e a prevaléncia
desta forma de manifestacao atinge 15% dos pacientes com infec¢ao sistémica e 5
% dos pacientes com meningite criptococcica. Esta manifestacdo € considerada
priméria quando ndo é derivada de uma infec¢cdo sistémica, sendo esta, uma forma
rara da doenca (Probst, Pongratz et al., 2010). A infec¢do cutanea secundaria ocorre
guando ha uma disseminacdo hematogénica, sendo comum em pacientes com AIDS
(Kwon-Chung, Kozel et al., 1992). Também envolve pacientes com linfomas, lUpus
eritematoso sistémico e individuos transplantados sob terapia imunossupressora
(Miura, Kawakami et al., 2010). Podem ocorrer manifestacdes em outros tecidos,
como por exemplo, lesdes oculares que causam edema de pupila, atrofia Optica e
paralisia do nervo ocular, sendo a cegueira uma sequela permanente; infeccées nos
0ssos e articulacdes, boca, esbéfago, prostata, entre outras (Kwon-Chung, Kozel et
al., 1992).

Recentemente foram descritos quatro casos de endocardite criptocéccica por

C. neoformans em pacientes imunocomprometidos, sendo que a infeccdo foi
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confirmada por cultura positiva do sangue e altos titulos de antigenos no soro.
Apesar da escassez dos casos e de pouco conhecimento neste tipo de infec¢ao por
Cryptococcus todos os casos foram tratados com sucesso sem intervencgao cirurgica
(Alhaji e Sadikot, 2011). Outra rara manifestacdo da doenca é a osteomelite
criptocdccica, a qual até hoje foram relatados apenas 47 casos entre 0s anos de
1975 e 2005. Os sintomas comuns desta manifestacao sao: dor, inchaco e elevagéo
da temperatura do tecido que envolve o0 0sso, no local onde a levedura se encontra.
Qadir e colaboradores (2011) relataram um caso de ostemelite por C. neoformans

em paciente imunocompetente (Qadir, Ali et al., 2011).

1.3 Fatores de viruléncia

A capsula polissacaridica apresenta a capacidade de alterar a acdo dos
macréfagos, assim confere protecéo a célula fungica e ainda apresenta altos niveis
de antigenos especificos para Cryptococcus, que determinam a formacgao de imuno-
complexos em pacientes HIV positivos; estes imuno-complexos impedem a atividade
de anticorpos nas células fungicas. Desta forma, os antigenos presentes na capsula,
além de impedir a acdo dos macrofagos, podem bloquear a acdo de células de
defesa, como por exemplo, linfécitos T CD4, diminuindo a a¢do do sistema imune-
humoral (Van Der Horst, Saag et al., 1997).

Além da presenca da capsula polissacaridica, existem varios outros fatores de
viruléncia no género Cryptococcus. A produgdo das enzimas fenoloxidase,
fosfolipases e proteinases tém sido descritas com um importante papel na viruléncia
(Pappalardo e Melhem, 2003). Em um estudo realizado por Pedroso e colaboradores
(2007), foi comprovado que a identificacdo da producdo de enzima fenoloxidase, a
gual sintetiza o pigmento melanina (Pedroso, Da Costa et al., 2007). Essa enzima
protege a célula fungica dos agentes oxidantes dos tecidos. A termotolerancia,
capacidade de sobrevivéncia e reproducdo a 37 C também confere a levedura uma
resposta ao estresse (Odom, Muir et al., 1997; Cruz, Fox et al., 2001).

Um outro fator de viruléncia € a producéo de melanina, a qual esta presente
em varios outros fungos. Acredita-se que a melanina é responsével pela protecéo da
célula fangica contra o estresse oxidativo no momento da infeccdo. Outras funcdes
estdo atribuidas a melanina, como a protecdo aos extremos de temperatura, a
radiacdo ultravioleta, fagocitose e também parece estar envolvida na diminuicdo da

sensibilidade aos farmacos antifingicos, como por exemplo, a anfotericina B (Kwon-
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Chung, Polacheck e Popkin, 1982; Rhodes, Polacheck et al., 1982; Jacobson e
Tinnell, 1993; Wang e Casadevall, 1994a; Wang e Casadevall, 1994b; Wang e
Casadevall, 1994c; Rosas e Casadevall, 1997; lkeda, Sugita et al., 2003).

A enzima fosfolipase é também considerada um fator de viruléncia, pois
auxilia na invasao tecidual do C. neoformans, pelo fato de agir na camada externa
dos tecidos hidrolisando os fosfolipideos. Além das fosfolipases, as proteinases
também sdo enzimas importantes para a viruléncia, pois digerem as proteinas do
tecido do hospedeiro como, por exemplo, o colageno, assim como, as proteinas de
importancia imunolégica como, anticorpos e proteinas do sistema complemento.
Desta forma, facilita a adesdo e a sobrevivéncia do patégeno nas superficies
mucosas (Chen, Blank et al., 1996; Kurokawa, Sugizaki et al., 1998). A urease é
uma outra enzima importante que atua como fator de viruléncia, pois tem importante
papel na alteracdo da funcdo imunolégica do hospedeiro. Cox et al.,, (2001)
demonstraram que esta enzima € importante para a sobrevivéncia da levedura em
hospedeiros humanos (Cox, Mcdade et al., 2001).

Pelo fato de C. neoformans ser um fungo heterotalico, estudos genéticos
foram realizados para melhor entendimento dos sorotipos, por meio dos mating
types, uma vez que este fungo possui dois tipos sexuais, ou seja, dois alelos o
MATa (mating type a) e o MATa (mating type a), que séo regides gendmicas as
quais regulam o ciclo sexual da levedura, podendo se apresentar diferente em
células com mating types opostos, 0 que possibilita ocorrer a reproducao sexuada
entre essas células. O sorotipo D apresenta suas cepas diferenciadas em seu
mating type, e de acordo com estudos realizados, as cepas que possuem o MATa

sao mais virulentas que as que possuem o MATa (Kwon-Chung, Kozel et al., 1992).

1.4 Ecologia e epidemiologia

Leveduras do género Cryptococcus sao encontradas em todos o0s
continentes, exceto nas regiées polares, as quais ndo apresentam as espécies C.
neoformans e C. gatti. Habitam locais como solo, frutas, madeiras, tecidos,
secrecbes e excrecdes humanas e de animais. C. neoformans (sorotipo A e D),
apresentam distribuicdo universal, sendo prevalente em regides de clima temperado
e frio e em areas urbanas (Nishikawa, Lazera et al., 2003). No Brasil, alguns autores
ja confirmaram a prevaléncia dos sorotipos A e D nas regides sul, sudeste e centro-

oeste, principalmente nos estados do Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul, assim
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como a relacdo que existe na infeccdo destas espécies em individuos
imunodeprimidos (Severo, De Mattos Oliveira et al., 1999).

Em termos mundiais, a infecgcdo por C. neoformans é a mais prevalente,
sendo relatada em diversos trabalhos a alta incidéncia de meningite criptocéccica
pelo sorotipo A e D, tipos moleculares VNI e VNIl (Meyer, Castafieda et al., 2003).
No Vietnd, um estudo epidemiolégico com isolados de 51 pacientes
imunocompetentes e 100 de pacientes HIV positivos foram comparados e como
conclusao foi verificado que o gendtipo VNI (C. neoformans var. grubii) é o
responsavel pela maioria dos casos de meningite criptococcica no Vietna e nos dois
grupos de pacientes (Day, Hoang et al., 2011). Estima-se que aproximadamente um
milhdo de casos de criptococose, por ano, estdo associados ao HIV em todo o
mundo (Perfect, Dismukes et al., 2010). Com o0 avanco da terapia antiretroviral
altamente ativa (HAART) ocorreu uma redu¢do nos casos de criptococose, porém a
incidéncia e mortalidade desta infeccdo ainda séo elevadas (Lizarazo, Linares et al.,
2007).

Cryptococcus neoformans sorotipos A e D sdo comumente encontrados em
excretas secas de pombos, uma vez que seus componentes, como altas
concentracdes de creatinina, &cido Urico, purinas e xantinas, favorecem a adaptacéo
desta levedura, permitindo a sobrevivéncia e desenvolvimento, podendo manter a
viabilidade por até dois (Kwon-Chung, 1991). H& relatos da presenca de C.
neoformans em outros nichos, como troncos de arvores das espécies Syzygium
jabolanum, Senna multijuga, Theobroma cacao, Myroxylon pureiferum (Nishikawa,
Lazera et al., 2003).

Apesar da ecologia deste microrganismo estar diretamente relacionada aos
pombos, ndo ha relatos de infeccdo nestes animais, isso pode ser explicado pela
alta temperatura do organismo dessas aves, que apresenta temperatura entre 40 e
42 <C, impedindo a sobrevivéncia. Um estudo realizado em 1976, por Swinne-
Desgain, mostrou a importancia do papel dos pombos na epidemiologia e na
disseminacdo da doenca, uma vez que, muitos pombos carreiam a levedura no
inglivio, permanecendo viavel por até 86 dias (Swinne-Desgain, 1976). Em 2002,
Filiu e colaboradores, relataram a presenca de 46.000 propagulos viaveis de C.
neoformans var. neoformans por grama de excrementos secos de pombos, o que
indica a existéncia de fontes ambientais na forma de microfocos (Fili, Wanke et al.,

2002). Rosario e colaboradores (2005), analisaram amostras de cloaca de pombos,
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a fim de identificar a presenca de C. neoformans; como resultado foi observado a
presenca da levedura em 1,8 % das amostras. Mais adiante, 0 mesmo autor realizou
um estudo para confirmacéo da relacdo entre C. neoformans e pombos da espécie
Columba livia, confirmando a importancia dos pombos como reservatério de formas
patogénicas de C. neoformans (Rosario, Hermoso De Mendoza et al., 2005).

Ja foram relatados outros nichos para C. neformans como: poeira domeéstica,
excretas de aves de cativeiro (canarios, periquitos, calopsitas) e fragmentos de
arvores (Passoni, Wanke et al., 1998; Gonzéalez-Hein, Gonzalez-Hein et al., 2010).
Montenegro e Paula, em 2000, coletaram amostras de fezes de pombos e
fragmentos de arvores em diferentes locais da cidade de Sdo Paulo e 26,3 % dos
isolados apresentaram-se positivo para a presenca de C. neoformans var.
neoformans (Montenegro e Paula, 2000).

A ecologia da espécie C. gattii, sorotipos B e C, diferem em alguns pontos do
C. neoformans, pois acometem principalmente individuos imunocompetentes (Leéo,
1997), porém, ha relatos de casos de criptococose por C. gattii em pacientes HIV
positivos que apresentaram manifestacdes semelhantes a infeccdo por C.
neoformans var. neoformans (Severo, De Mattos Oliveira et al.,, 1999).
Recentemente Byrnes e colaboradores (2011), investigaram as infec¢cdes por C.
gattii em individuos HIV positivos no sul da Califérnia e concluiram a presenca desta
espécie em pacientes imunocomprometidos e isolaram o tipo molecular VGIII, o qual
e considerado raro, mostrando uma subdivisdo molecular em VGllla e VGlIIb, sendo
classificado VGllla como mais virulento e também concluiram que o tipo global VGIII
€ endémico no sul da Califérnia e nas regiées vizinhas do México, sendo menos
frequente em Oregon e Washington (Byrnes, Li et al.,, 2011). Macdougall e
colaboradores (2011) também mostraram as mudancgas no conceito da infeccéo por
C. gattii em individuos saudaveis, pois, apesar da maioria dos casos de criptococose
por esta espécie, ocorrer nessas condi¢des, 0s autores mostraram em seu trabalho
que a infeccdo esta associada a estados de imunossupressdo induzida por varios
fatores, como uso de corticosteréides orais e canceres invasivos, bem como pelo
enfraquecimento da func&o pulmonar resultante de infecgGes anteriores e tabagismo
(Macdougall, Fyfe et al.,, 2011). As regifes tropicais e subtropicais sdo onde mais
comumente se encontra essa espeécie, porém, alguns estudos indicam a presenca
de C. gattii em regides nao-tropicais, como no estudo de Byrnes e colaboradores em

2009, em que mostraram a presenca da levedura no nordeste do Pacifico (Byrnes,
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Bildfell et al., 2009). No trabalho de Kidd e colaboradores (2004), os autores
descreveram o surto em Vancouver (Canada), sugerindo a adaptacdo de C. gattii
(VGII) a ambientes de clima temperado (Kidd, Hagen et al., 2004). A emergéncia das
infeccbes por C. gattii em clima temperado, sugere uma possivel adaptacdo ao
clima, mostrando que pequena alteracdo nas condicbes do meio, permite a
sobrevivéncia e propagacédo da levedura (Cdc), 2010). Esta espécie emergiu como
um agente potencialmente letal no nordeste do Pacifico e América do Norte, entre os
anos de 1999 e 2006, onde mais de 200 casos de infec¢gbes por C. gattii foram
relatados em humanos e mais do dobro em animais domésticos (Randhawa,
Kowshik et al., 2008). Recentemente, Firacative e colaboradores (2011), isolaram
pela primeira vez C. gattii de ambiente, na cidade de Cucuta na Coldmbia embora a
sua incidéncia seja alta, atingindo aproximadamente 77 % dos casos de
criptococose o isolamento do fungo em arvores nessa regido, nunca havia sido
relatado (Firacative, Torres et al., 2011).

O nicho ecologico de C. gatti esta relacionado ao meio ambiente,
principalmente a plantas como eucaliptos, a concentracdo dessas plantas esta ao
longo dos rios e também a associacdo das habitacdes de areas rurais torna clara a
relacdo com as zonas rurais (Chen, Sorrell et al., 2000). Ellis e Pfeiffer, em 1990,
desvendaram o nicho ecoldgico, pela associagcdo da presenca da levedura em
plantas da espécie Eucalyptus camaldulensis, mais tarde, foi isolado C. gattii em
outras espécies de eucaliptos (E. tereticornis, E. rudis, E. gomphocephala e E.
blakelyi (Ellis e Pfeiffer, 1990). Estudos brasileiros ja demonstraram que C. gattii ndo
estdo associadas somente as espécies de eucaliptos, como também em outras
arvores como, por exemplo, Cassia grandis, Ficus sp., Moquilea tomentosa,
Guettarba acreana e Mangira indica (Montenegro e Paula, 2000; Dixit, Carroll et al.,
2009; Faria, Nascente et al., 2010). Em outro estudo realizado por Kidd et al.,
(2003), os autores mostraram a presenca de C. gattii em fezes frescas de insetos da
familia Oecophoridae, sendo considerado um novo nicho para a levedura (Kidd,
Sorrell et al., 2003). Alguns estudos mostram o isolamento desta espécie em solo,
ar, agua e vegetacao (Mak, Klinkenberg et al., 2010).

A infeccdo por C. gattii € considerada endémica no Brasil, principalmente no
nordeste, onde 75% dos isolados pertencem ao sorotipo B (Nishikawa, Lazera et al.,
2003). Ja os casos de infeccao pelo sorotipo C tém sido pouco encontrados, sendo

gue apenas alguns casos tem sido relatados nos EUA, Europa, Coldombia, Argentina
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e Brasil como descrito por Callejas et al., (1998). Em estudo realizado por Ohkusu e
colaboradores (2002), na cidade de S&o Paulo, foram analisados 84 isolados de
Cryptococcus, desses isolados 75 foram classificados como C. neoformans var.
grubii e somente oito como C. gattii (Callejas, Ordofiez et al.,, 1998; Ohkusu,
Tangonan et al., 2002). Em outro estudo de isolamento e identificacéo, realizado por
Fernandes et al., 2000, no Hospital de Doencas Tropicais de Goiania, apresentou
como resultado um total de 50 isolados de pacientes com quadro de meningite
criptocéccica associada com a AIDS e foi observada a predominéncia de C.
neoformans, uma vez que este esteve presente em 47 pacientes; ja C. gattii foi
identificado em apenas 5 pacientes (Fernandes, Costa et al.,, 2000). Outro estudo
epidemioldgico realizado em 1999, na cidade de Belem (PA), foi relatado 19 casos
de criptococose em criancas na faixa etaria de 5 a 13 anos, sendo que em 9 casos
foram identificados a espécie C. gattii e na cidade de Santa Maria (RS), o relato foi
de somente 8 casos de criptococose em individuos portadores da HIV entre os anos
de 1961 e 1995, sendo que apenas um caso foi por infeccdo pela espécie C. gattii
em um individuo residente na area rural (Lopes, Costa et al., 1997; Correa, Oliveira
et al., 1999). Recentemente, Martins e colaboradores (2011) avaliaram 63 casos de
meningite criptococcica na regido do Piaui e Maranh&o e verificaram o avango da
infeccéo pela espécie C. gattii no meio norte brasileiro, mostrando que a distribuicéo
geografica desta espécie € muito mais ampla que a relatada em literatura (Martins,
Wanke et al., 2011).

Por meio da avaliagcdo do aumento de C. gattii no nordeste do Pacifico entre
0s anos de 2004 e 2010, foram realizadas andlises refinadas visando a identificacéo
do tipo molecular VGII, uma vez que esta associado ao surto nos EUA e Colémbia.
Neste estudo, foi determinada uma subdivisdo no tipo molecular VGII, sub
classificando em VGlla, VGIIb, VGIlic e VGIId (Cdc), 2010). No Brasil, foi relatada
uma endemia de criptococose por C. gattii VGII no estado do Para, mostrando a
adaptacao da levedura em clima semi-arido do norte brasileiro (Santos, Meyer et al.,
2008).

A faixa etaria de maior incidéncia de criptococose é entre 30 e 50 anos de
idade, sendo os homens mais acometidos com cerca de 70 % dos casos
diagnosticados. Apesar de muito rara pode ocorrer infeccdo em criangas pre-
puberes. Correa e colaboradores (1999) mostraram que a infeccdo em criancas,

principalmente nas imunocomprometidas, pode ser explicada pela migracao da area
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urbana para a area rural, onde o contato com a espécie C. gattii € maior (Correa,
Oliveira et al., 1999). Diversos estudos mostram a importante diversidade genética
existente entre as cepas de Cryptococcus sp, 0 que indica a ocorréncia de
hibridismo na espécie, mostrando a possibilidade de encontrar uma infeccdo com
mais de uma espécie (Boekhout, Theelen et al., 2001; Igreja, Lazéra et al., 2004).

Em estudo realizado no periodo de 2000 e 2005 por Leal e colaboradores
(2008), analisou-se casos de criptococose relacionando-os com as racas, géneros,
idade e fatores de riscos; dos 126 pacientes com meningite criptococcica, 77 %
foram homens com faixa etaria variavel entre 30 e 39 anos e 95% eram portadores
do HIV (Leal, Faganello et al.,, 2008). Porém, Macdougall e colaboradores (2011)
mostraram que ndo existe uma diferenca estatistica relacionada ao sexo para
infeccdo por C. gattii e que as diferengcas encontradas em diversos trabalhos pode
ser fruto da exposicao ambiental durante atividades profissionais ou de lazer
(Macdougall, Fyfe et al., 2011).

Um levantamento dos casos de criptococose realizado pela Vigilancia
Epidemioldgica na regido de Ribeirdo Preto (SP) e Araraquara (SP) mostrou que a
maior parte dos casos desta infec¢do esta associada com a AIDS na maioria dos
casos, sendo gque a taxa de mortalidade nesta regido varia na faixa de 33,3 a 80 %
dos casos, conforme mostra estudo realizado por Barbieri e colaboradores (2001)
(Barbieri, 2001). Ja na regidao de Uberlandia (MG), estudos relataram que de 96
pacientes com criptococose e portadores de HIV fazendo uso da terapia adequada,
mais de 72 % foram a Obito (Moreira, Ferreira et al., 2006 ).

Alguns estudos brasileiros mostram que houve uma diminuicdo na incidéncia
de infec¢des por Cryptococcus spp., mas apesar da diminuicdo do niumero de casos
brasileiros, a criptococose ainda é considerada importante pela sua morbi-
mortalidade e ainda € considerada a segunda infeccdo oportunista mais frequiente
no Brasil conforme os dados apresentados pelo Ministério da Saude do Brasil em
2004 (Oliveira, Greco et al., 2006). Apesar da literatura relatar a diminuicdo nos
casos de criptococose, na pratica clinica, a criptococose continua sendo
diagnosticada em pacientes que nao recebem a HAART, nos que ndo sao aderentes
a esta terapia ou entdo nos que apresentam faléncia do esquema antiretroviral

(Pedezert, Vacarezza et al., 2004).
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1.5 Tratamento e resisténcia a antifingicos

O farmaco de escolha para o tratamento inicial da criptococose é a
anfotericina B. Porém esta apresenta hepatotoxicidade e nefrotoxicidade. O
esquema terapéutico consiste em utiliza-la como dose de ataque ou “padrdo ouro”
associado ao fluconazol. Usualmente, a terapia de escolha inicia-se com a
anfotericina B administrada a 0,7 a 1 mg/Kg/dia durante duas semanas, seguido do
uso de fluconazol na concentracéo de 400 a 800 mg/Kg/dia durante pelo menos dez
semanas, sendo esta utilizada como dose de manutencdo, o que pode gerar
problemas de resisténcia devido ao logo tempo de uso (Jarvis, Dromer et al., 2008;
Sloan, Dlamini et al., 2008).

Antigamente era utilizada a associacdo da anfotericina B com 5-fluorcitosina
(5-FC), no entanto, este farmaco deixou de ser comercializada no Brasil. Atualmente
a problematica da terapia antifingica para esta patologia esta relacionada a
resisténcia dos isolados deste fungo a alguns farmacos, como por exemplo as
drogas azélicas (Kontoyiannis e Lewis, 2002; Shao, Sheng et al., 2007; Johnson,
Espinel-Ingroff et al., 2008; Guerrero e Fries, 2008; Silva, Rabelo et al., 2008).

Anfotericina B €& um polieno muito usado no tratamento de micoses
sisttmicas. Sua acgdo esti relacionada ao anel macrolidico, o qual apresenta
caracteristica hidrofébica e se liga aos esterdis, principalmente ao ergosterol da
membrana celular fangica. A molécula também se liga ao colesterol da membrana
plasmatica humana, o que explica o potencial toxico da anfotericina B. Com a
ligacdo do farmaco ao ergosterol ocorre uma alteracdo na permeabilidade seletiva
da célula fungica permitindo a saida de nutrientes fundamentais para a célula como
agua, sais, acgucares e proteinas, causando assim uma deterioragcdo metabdlica e
consequentemente morte celular. A administracdo da anfotericina B deve ocorrer por
meio da via endovenosa e em forma de desoxicolato, pelo fato desta droga
apresentar baixa absorcao gastrointestinal (Sokol-Anderson, Brajtburg et al., 1986).
A toxicidade da anfotericina B esta diretamente relacionada aos rins, pois diminui o
fluxo glomerular em até 80 % causando uma vasocontricdo local. Também
apresenta mielotoxicidade podendo causar anemia em decorréncia de uma
alteragdo na producdo de eritropoetina por atuar diretamente na medula 6ssea
(Catalan e Montejo, 2006).

O fluconazol € um composto azolico e tem acéao inibitoria sobre a lanosterol-

14a desmetilase, a qual é responsavel pela conversédo do lanosterol em ergosterol;
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desta forma, interrompe a biossintese do ergosterol, componente flungico essencial
para a formacdo da membrana plasmatica celular. Comercialmente o fluconazol
pode ser encontrado para a administracdo oral ou endovenosa, ja que ele é
facilmente absorvido e atinge concentragcbes plasmaticas altas (Trosken, Fischer et
al., 2006). E utilizado no tratamento de micoses superficiais e invasivas, no
tratamento profilatico e é bem tolerado pelo paciente, quando administrado em altas
doses, porém, o grande problema do uso deste farmaco, assim como, o uso dos
demais azois, é o desenvolvimento de resisténcia das leveduras a essa classe de
farmacos.

Outros farmacos utilizada no tratamento da criptococose é o itraconazol, azol
que apresenta o0 mesmo mecanismo de acdo que o fluconazol, alterando a
membrana plasmatica fangica, sendo classificado como a segundo farmaco de
escolha como dose de manutencao (Andriole, 1998).

Novos farmacos tém sido estudados a fim de melhorar a terapia antifiungica. A
micafungina, futuramente, podera substituir a anfotericina B com eficiéncia. Apesar
de seu mecanismo de acdo ainda ndo estar bem estabelecido, estudos indicam que
provavelmente a micafungina tem ag¢do mitocondrial e seus efeitos toxicos renais
sdo menores que o da anfotericina B (Espinel-Ingroff, 2009). Ha também dados que
demonstram um efeito sinérgico com a associacdo destes dois farmacos, o que se
mostra benéfico, pois apresenta alta eficiéncia e menor toxicidade (Serena,
Ferndndez-Torres et al., 2005). Outra solucdo para a reducdo da toxicidade da
anfotericina B vem sendo estudada, a sua incorporagéo em sistemas de carreadores
lipidicos, os quais alteram a farmacocinética e a distribuicdo do farmaco nos tecidos
(Gallis, Drew et al., 1990; Clemons e Stevens, 1998). Os antifungicos azoélicos de
nova geracdo apresentam mecanismo de acdo semelhantes ao do fluconazol e
dentre eles estdo o voriconazol, posaconazol e o ravuconazol. Os ensaios in vitro
tem demonstrado uma atividade potente desses azoélicos contra Cryptococcus spp.
(lllnait-Zaragozi, Martinez et al., 2008). As equinocandinas apresentam a acao de
inibir a sintese de B1-3 glucana sintetase, devido ao seu mecanismo de acéo, as
equinocandinas nao apresentam capacidade de inibicdo do desenvolvimento de
Cryptococcus spp., ja que esta levedura ndo apresenta uma quantidade significativa
de B1-3 glucana em sua parede (Abruzzo, Flattery et al., 1997).

Perfect e colaboradores (2010), tracaram recomendacfes para o0

desenvolvimento da estratégia da terapia da criptococose para quatro grandes
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grupos: o0s tratamentos especificos, o tratamento de meningoencefalite,
complicagbes durante o tratamento, tratamento de outros tipos de manifestacdes e
criptococose em situacdes especiais, sendo que para cada grupo foi tracado as
condi¢cbes de individuos portadores de HIV, transplantados e imunocompetentes.
Em geral o estudo mostra uma grande variabilidade na posologia, tipos de azois e
manutencao da terapia. O farmaco indicado no tratamento primario é anfotericina B
em associacao a 5-FC por administracéo via intravenosa, variando a dose de acordo
com cada caso, assim como o tempo de tratamento que varia entre 2 a 4 semanas.
Uma outra proposta € a administracdo de um complexo lipidico de anfotericina B.
Como dose de manutencgdo, é recomendado o uso de fluconazol, variando a dose
conforme o caso, sendo que o periodo de tratamento pode variar de 8 semanas a 12
meses. Para os casos de reinfeccao, € importante a determinacdo da sensibilidade
in vitro dos isolados frente aos azbis e a partir desta informacdo deve ser
estabelecido o tratamento. Para tratamento da criptococose pulmonar, ha a
possibilidade de substituicdo do fluconazol como dose de manutencdo, por outros
azois, como itraconazol, posaconazol e voriconazol, assim como a associacao
destes antifiUngicos com corticosterdides. Como terapia profilatica para individuos
imunocomprometidos é usado fluconazol, itraconazol ou mesmo a HAART. Visando
o reduzido arsenal de farmacos antifiUngicos utilizados no tratamento da
criptococose, ha uma preocupacdo nos casos de reincidéncias e também na
aquisicao de resisténcia pelos isolados clinicos (Perfect, Dismukes et al., 2010).
Existem varios estudos sobre a resisténcia de Cryptococcus aos farmacos.
Entre os mecanismos de resisténcia até entdo estudados estdo a super expressao
do gene MDR1 em cepas resistentes ao fluconazol e itraconazol, assim, a regulacao
na bomba de efluxo pode ser a resposta para a resisténcia adquirida ao fluconazol, e
também o gene AFR1 em cepas resistentes aos demais azoéis (Morschhauser,
2010). Outro mecanismo de resisténcia comumente encontrado para isolados
clinicos de C. neoformans € a mutacdo pontual das proteinas alvo dos farmacos
antifangicos. Em estudos realizados em nosso laboratorio, foram encontrados
valores de Concentracao Inibitoria Minima (CIM) de fluconazol elevados em isolados
clinicos seriados com perfis genéticos idénticos os quais foram analisados
pontualmente quanto a sequéncia do gene ERG11. O isolado resistente mostrou um
ponto de mutacdo na sequéncia nucleotidica do gene, quando comparada a

sequéncia do isolado sensivel. Esta mutacdo apos a analise da sequéncia traduzida
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(idéntica a 1,4-a lanosterol desmetilase) revelou trocas de aminoacidos em motifs e
em sitios ativos da proteina deduzida a partir do modelo de interagdo da proteina
1,4-a lanosterol desmetilase de Aspergillus fumigatus com antifingicos azolicos
conforme o proposto por Gollapudy et al., (2004) (Gollapudy, Ajmani et al., 2004).
Estes resultados sugerem que as substituicbes de aminoacidos ocorridas nos locais
de interacdo da proteina aos azois, podem ter causado modificacdes estruturais, e
as substituicdes dentro dos sitios ativos sugerem mudancas na afinidade da enzima.
Este dado confirma a presenca de mutacdo associada a resisténcia, causando
modificacdes estruturais e de afinidade na proteina (Fusco-Almeida, 2005).

A partir do estudo realizado por Sheng e colaboradores (2009) foi possivel
interpretar as modificagdes ocorridas na enzima alvo de fluconazol do isolado 30 e
elucidar sobre 0 mecanismo de resisténcia, decorrente das alteracbes estruturais da
proteina (Sheng, Miao et al., 2009). Recentemente Rossi (2011), avaliou a mutagéo
encontrada em um isolado de C. neoformans var. grubii, de um paciente do estado
do Rio de Janeiro (colecdo do Laboratorio de Micologia Clinica da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da UNESP de Araraquara), isolado denominado 30R e
obteve mutacdes nas posicoes P459L e P443L ainda ndo descritas nestes fungos
(Rossi, 2011).

Em 2004, Raso e colaboradores, descreveram o surto de criptococose em
aves no estado de S&o Paulo. Por meio deste estudo foram identificadas leveduras
da espécie C. gattii em sete psitacideos, sendo o primeiro relato de infecgdo nestas
aves. Também foi verificado que os isolados apresentavam resisténcia ao fluconazol
(concentracgao inibitéria minima de 64 pg/mL) (Raso, Werther et al., 2004).

Em um estudo realizado por Drummond e colaboradores (2007), os
pesquisadores mostraram o comportamento de cepas de Cryptococcus provenientes
de isolados clinicos e de ambientais frente a compostos azélicos. Foi verificado que,
pelo fato deste fungo ser cosmopolita ha possibilidade de uma interferéncia direta do
uso de fungicidas azodlicos nas lavouras com o0 aumento da resisténcia aos farmacos
azolicos, pois os isolados ambientais mostraram maior resisténcia a esses

compostos (Drummond, Reiméo et al., 2007).
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1.6 Antifangicos de origem natural com atividade para Cryptococcus spp.

O estudo das plantas como alternativa para a descoberta de novos farmacos
apresenta grande destaque, pois, de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude,
seriam as melhores fontes de obtencdo de uma imensa variedade de farmacos,
além de beneficiar grande parte da populacdo brasileira. O Brasil apresenta uma
imensa biodiversidade e o uso de plantas é a primeira op¢ao no tratamento para a
populacdo mais carente. A grande extensao territorial do pais com diversidades
climaticas e solos favorece a condi¢cdo de desenvolvimento da exploragéo racional e
sustentavel de novos metabolitos de valor terapéutico. Desta forma, também seria
possivel desenvolver saneantes a partir de produtos naturais utilizando plantas, pois
poderiam ser menos agressivos ao meio ambiente (Basso, Da Silva et al., 2005;
Rojas, Ochoa et al., 2006; Cruz, Santos et al., 2007).

Varios estudos relatam a atividade antifingica de substancias naturais contra
Cryptococcus spp. Aguero e colaboradores (2011) avaliaram a atividade de extratos
de prépolis frente a isolados de Candida albicans, C. tropicalis, C. neoformans,
Aspergillus flavus, A. fumigatus, A. niger, Trichoplyton rubrum, T. mentagrophytes e
Microsporum gypseum e como resultado, obtiveram um valor de CIM variando entre
7,80 e 250 pg/mL. Os autores concluiram que a propolis mostrou-se interessante
para o tratamento de doencas fungicas (Aguero, Svetaz et al., 2011). Em 2011, Pinto
e colaboradores mostraram que derivados de xantonas apresentam-se como
protétipos promissores para o desenvolvimento de novos antifingicos contra cepas
de C. albicans, C. glabrata e C. neoformans, com o valor de CIM de 31,25 pg/mL
para essas leveduras e para algumas espécies de dermatéfitos, além de mostrar a
interferéncia destas substancias sobre a biossintese de ergosterol. Alcalbides
obtidos de Stemona aphylla foram avaliados quanto a sua atividade antifungica
contra C. albicans e C. neoformans e antibacteriana contra bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas. A CIM dos alcaldides para C. neoformans variou entre 31,25 e
7,80 pyg/mL (Sastraruji, Chaiyong et al., 2011). O extrato metandlico e a fracédo
aguosa de Bohadschia vitiensis (Semper) foram avaliados contra espécies de
Candida, C. neoformans, Sporothrix schenckii e alguns fungos filamentosos e as
substancias mostraram-se antifingicos potentes (Lakshmi, Srivastava et al., 2011).

Satheesh e colaboradores (2011), avaliaram a atividade antimicrobiana de um
composto inibidor de protease isolado das folhas de Coccinia grandis (L.) Voigt,

contra C. neoformans e C. albicans e o composto mostrou-se um excelente
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candidato para desenvolvimento de antifungicos (Satheesh e Murugan, 2011). Em
outro estudo avaliou-se a atividade da curcumina isolada de raizes de Curcuma
longa contra diversos fungos patogénicos, espécies de Candida, C. neoformans,
Paracoccidioides brasiliensis e Aspergillus sp. Curcumina e seus derivados esses
polifendis mostraram-se mais potentes que o fluconazol (Martins, Da Silva et al.,
2009). Novos alcaléides extraidos das folhas de Prosopis glandulosa var. glandulosa
também mostraram atividade forte contra C. neoformans (Rahman, Samoylenko et
al., 2011).

1.7 Maytenus ilicifolia

Maytenus ilicifolia conhecida popularmente como “espinheira santa”,
“cancerosa”, “cancorosa-de-sete-espinhos” e/ou “maiteno”, pertence a familia
Celastraceae (Lorenzi e Matos, 2002; Brandéao, Kroon et al., 2010). As plantas desta
familia sdo muito utilizadas na agricultura e medicina chinesa, assim como na
tradicional medicina brasileira. Muitas das substancias extraidas das plantas desta
familia apresentam atividades terapéuticas ja comprovadas, como atividade
repelente e inseticida, entre outras que ainda estdo em estudos. Esta familia é
dividida em 55 géneros e 850 espécies, com distribuicAo mundial, sendo mais
encontradas em regides tropicais e subtropicais (Mabberley, 1997). H4 mais de 30
anos vém sendo estudados os metabdlitos secundarios das plantas do género
Maytenus e tem demonstrado um amplo espectro de atividades biolégicas, sendo a
principal caracteristica quimiotaxonémica a presenca de triterpendides, os quais em
varios estudos mostraram atividade antitumoral, imunossupressora, inseticida e anti-
HIV (Duan, Takaishi et al., 2000; Deepa e Narmatha Bai, 2010).

A espécie M. ilicifolia, € uma arvore comumente encontradas na Africa e no
Brasil. No Brasil, seu uso popular é altamente descrito desde a década de 20, sendo
indicado ao combate da gastrite e dispepsias, além de apresentar agdes tbnicas,
analgésicas, antisséptica, cicatrizantes, diuréticas e laxativas (Mossi, Cansian et al.,
2004). Os primeiros estudos da eficicia terapéutica de M. ilicifolia foram realizados
em 1922 por um professor brasileiro que avaliou o uso da M. ilicifolia em pacientes
portadores de Ulcera gastrica (Ming, Castro et al., 1998). Recentemente outro estudo
mostrou a eficacia da atividade anti-ulcerativa, realizado por Cipriani em 2004
(Cipriani, Mellinger et al., 2004).
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Dentre as substancias isoladas da M. ilicifolia, destacam-se a pristimerina e a
maitenina. A pristimerina foi estudada por Costa e colaboradores (2008), o qual
mostra que a pristimerina apresenta citotoxicidade seletiva as células tumorais, uma
vez que ela reduz o numero de células tumorais viaveis (Costa, Ferreira et al., 2008).
Desta forma foi comprovada a importancia da pristimerina como uma substancia
com potencial anticancerigeno. No mesmo estudo foi verificado que a pristimerina
tem um efeito antiproliferativo por inibicdo da sintese de DNA das células tumorais,
assim como o potencial para inducdo da apoptose (Deepa e Narmatha Bai, 2010).
Cipriani e colaboradores (2004), relatou a presenca de um polimero
(arabinogalactana) com atividade imunolégica, o que pode explicar a melhora do uso
da M. ilicifolia em tratamentos contra o cancer. Atividade antifingica ainda nao foi

relatada na literatura cientifica (Cipriani, Mellinger et al., 2004).
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Figura 1. Estruturas quimicas das substancias puras extraidas da planta Maytenus
ilicifolia, pristimerina e maitenina.

1.8 Chalconas

As chalconas sdo compostos classificados como fendis de cadeia aberta, da
familia dos flavonoides, derivados de plantas. Destacam-se por apresentarem
diversidade estrutural no reino vegetal e também grande variedade de atividades
biologicas devido a presenca de muitos compostos fisiologicamente ativos e por
serem substratos para a realizacdo de varias sinteses organicas (Simdes, 2006;
Brandéo, Kroon et al., 2010; Banday, Igbal Zargar et al., 2011; Katsori e Hadjipavlou-
Litina, 2011). Brand&o e colaboradores (2010) relataram em seu estudo a atividade
antibacteriana, antiviral e citotoxica das chalconas (Brandao, Kroon et al., 2010).
Véarios estudos mostraram o seu potencial antimalarico, anti-leishmania, anti-HIV,
antifingico, anti-tuberculose e inibidores da tirosina quinase (Svetaz, Tapia et al.,
2004; Boeck, Bandeira Falcéo et al., 2006; Cheenpracha, Karalai et al., 2006; Valla,
Valla et al., 2006; Yang, Shin et al., 2007; Hara, Nakamura et al., 2011; Barua,
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Sarmah et al.,, 2011). O potencial de reducdo do processo inflamatério desta
substancia foi demonstrado em varios estudos com chalconas derivadas de plantas
dos géneros Glycyrrhiza e Alpinia (Zingiberaceae) (Prasad, Phromnoi et al., 2010).
Alguns estudos relataram que chalconas isoladas de Glycyrhiza, apresenta forte
atividade contra o protozoario Leishmania sp por inibir a enzima fumarato redutase
(Boeck, Bandeira Falcao et al., 2006). Stevaz e colaboradores (2004) mostraram que
h& atividade de chalconas contra os fungos Fusarium equiseti e Colletotrichum
truncatum quinase (Svetaz, Tapia et al., 2004).

Park e colaboradores (2011) avaliaram a atividade de chalconas no efeito da
gripe pelo virus da influenza e como resultado foi observado uma alta inibicdo do
virus, sendo um importante dado para desenvolvimento de derivados naturais contra
o virus (Park, Jeong et al., 2011).

O potencial antifingico e a atividade antitumoral de chalconas foi avaliado por
Tavares e colaboradores (2011). Foi verificada a acdo contra Paracoccidoides
brasiliensis, Candida albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis e Cryptococcus gattii e
como resultado algumas chalconas apresentam uma atividade potente antifingica
para P. brasiliensis e C. gattii. Também foi observada atividade antitumoral, a qual
foi avaliada nas linhagens tumorais UACC-62 (melanoma), MCF-7 (adenocarcinoma)

e TK-10 (carcinoma renal) (Tavares, Johann et al., 2011).
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Figura 2. Estruturas quimicas das chalconas sintéticas utilizadas neste trabalho, 3’

chalc, 2,3 chalc e 3,4 chalc.
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2. JUSTIFICATIVA

Avaliar a atividade antifungica de substancias de origem vegetal e sintéticas
baseadas em modelos moleculares de fontes vegetais, determinando CIM e CFM,
para prospeccao de protétipos com finalidade saneante contra espécies patogénicas
de Cryptococcus sp, isolados de ambientes relacionados ao seu nicho. Realizar a
curva de morte do protétipo saneante determinando sua eficiéncia. Adicionalmente
determinar a atividade antifingica contra isolados clinicos resistentes, assim como
avaliar o potencial de inibicdo de adesdo da levedura em linhagens celulares
relacionadas aos sitios de infec¢cdo (pneumdcitos, gliomas e queratindcitos), bem
como a citotoxicidade, avaliando o mecanismo de acédo a fim de obter protoétipo

antifngico medicamentoso.
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3. OBJETIVOS

Realizar o isolamento e identificagcdo bioquimica e molecular (RFLP) do
género e espécie de Cryptococcus spp em excrementos de pombos do Municipio de
Araraguara coletados pela Vigilancia Epidemiolégica de Araraquara para
determinacao do espectro de atividade do saneante.

Determinar o padrdo de resposta de isolados ambientais e farmacos aos
antifingicos anfotericina B, e fluconazol por meio da metodologia de microdiluicao
adaptada do documento EDf7,1 do EUCAST (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing), assim como determinar a atividade antifungica especifica das
substéancias isoladas de Maytenus ilicifolia (Celastraceae), maitenina e pristimerina,
para verificacdo da CIM e CFM.

Verificar o potencial citotoxico das substancias naturais em linhagens
celulares A549 (pneumdécitos humano tipo 1), HepG2 (células de hepatoma
humano), células Vero (células de rim de macaco verde) e NOK (queratindcitos
normal de mucosa oral), MRC-5 (fibroblastos normais de pulmd&o humano) e V87
(células de glioma humano).

Realizar a curva de morte com as moléculas maitenina e pristimerina usando
como controle a anfotericina B frente a cepa ATCC 90012 de C. neoformans e
isolado ambiental de Cryptococcus mais prevalente, a fim de se verificar eficiéncia
saneante especifica.

Realizar os ensaios de verificagdo do potencial de inibicdo da adesao do
fungo utilizando as chalconas sintéticas em sistemas de infec¢cdo (linhagens
celulares infectadas com cepa ATCC 90012 de C. neoformans).

Fornecer dados que orientem novos estudos biotecnoldgicos que tenham
como objetivo viabilizar a producdo de saneantes e novos farmacos antifungicos,
utilizando substancias de plantas nativas de nosso bioma bem como substéncias

sintéticas formuladas a partir de modelos estruturais naturais.
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4. MATERIAS E METODOS

4.1 Identificacédo dos isolados ambientais

4.1.1 Identificacdo bioquimica de  Cryptococcus spp

Para o isolamento e identificacdo de Cryptococcus em nichos ambientais,
fezes de aves ou morcegos, os quais foram adequadamente coletados pela
Vigilancia Epidemiologica do Municipio de Araraquara; foi utilizada a metodologia
descrita por Casali e colaboradores (2003) (Casali, Goulart et al., 2003). Foram
coletadas 87 amostras em diferentes localidades do municipio; de cada amostra foi
pesado 1 g de fezes secas e diluidos em 10 mL de solucéo estéril de salina (0,85 %)
contendo cloranfenicol na concentracdo de 0,05 g/L. A solucédo foi submetida a
agitacdo em vortex por 5 minutos, em seguida foi mantido em repouso por mais 5
minutos, para a decantagcéo do material de ndo interesse e coletar o sobrenadante, o
qual foi analisado.

As provas bioquimicas e morfolégicas para a identificacdo das leveduras do
género Cryptococcus foram: deteccdo das enzimas fenoloxidase e urease,
microscopia Optica para visualizacdo de capsula polissacaridica das leveduras
utilizando Tinta da China, assim como as provas bioquimicas por auxanogramas,
para identificacdo das espécies C. neoformans, C. gatti e também as demais
espécies de Cryptococcus spp.

O ensaio para analise da enzima fenoloxidase, o qual identifica o género
Cryptococcus, foi realizado a partir da adicdo de 100 yL do sobrenadante da
suspensao de fezes em salina em placas de Petri contendo agar Niger. As placas
foram mantidas em temperatura ambiente e examinadas em intervalos de 7 a 14
dias. Ap6s o crescimento das colbnias, foram selecionadas as que apresentaram
coloracdo marrom, ja que esta cor € caracteristica de colénias de Cryptococcus em
agar Niger; estas colbnias foram examinadas ao microscépio Optico com Tinta da
China, para identificacdo da capsula polissacaridica e assim confirmar o género.

O ensaio da prova da urease, o qual também identifica o género
Cryptococcus por meio da mudanca da coloracdo do meio agar Uréia de
Christensen de amarelo para cor de rosa, foi realizado a partir do cultivo da levedura

neste meio e apds 48 horas de crescimento em temperatura ambiente, foi verificada
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a producdo da enzima urease atravées da mudanca de coloragdo do meio,
identificando assim o género Cryptococcus.

As amostras positivas para o género Cryptococcus, foram submetidas a
analise com o meio L-canavanina glicina azul de bromotimol (CGB). As amostras
foram transferidas para tubos de cultura contendo o meio CGB, incubadas em
temperatura ambiente durante 48 horas e em seguida foi realizada a leitura para a
identificacdo da espécie patogénica por meio da alteracdo da cor do meio, sendo
que a alteracdo da cor de amarelo para azul identifica a espécie C. gattii, ja que
somente esta espécie € resistente a canavalina e tem a capacidade de consumir a
glicina do meio como fonte de carbono e nitrogénio, o que leva a alcalinizacédo do
meio e consequentemente sua mudanca de cor (Kwon-Chung, Polacheck e Bennett,
1982; Min e Kwon-Chung, 1986; Nishikawa, Sant'anna et al., 1996).

Para a identificagdo das espécies também foram realizadas as provas
bioguimicas de assimilacdo de carbono (Auxanograma) e de nitrogénio, conforme a
metodologia desenvolvida por Kurtzman & Fell (1998) em que a partir de cultivos
prévios em placas de agar Sabouraud com 48 horas de crescimento, uma
suspensédo celular de 10® células/mL foi preparada e adicionada nos meios C e N,
fundidos previamente em uma propor¢do de 1:20. Apés a solidificacdo, as fontes de
carbono e nitrogénio foram distribuidas de forma equidistante nas placas contendo
os meios C e N, respectivamente, e estas foram submetidas a incubacdo em
temperatura de 25 T e a leitura dos resultados foi feita apés 48 a 72 horas. Os
acucares utilizados como fonte de carbono foram: glicose, galactose, lactose,
melibiose, sacarose, maltose, rafinose, celobiose e inositol e como fonte e nitrogénio
foi utilizado o nitrato de potassio, assim como a assimilagdo de D-prolina (Kwon-
Chung, Kozel et al., 1992). Desta forma os resultados das provas de assimilacdo de
carbono e nitrogénio foram avaliados seguindo a tabela universal taxdmica de
Kurtzman & Fell (1998), assim é possivel concluir a identificagdo das espécies dos

isolados ambientais (Kurtzman e Fell, 1998)

4.1.1 Extracdo do DNA gendmico de Cryptococcus em amostras ambientais
Apés o isolamento e identificacdo dos isolados ambientais, foi realizada a

extracdo do DNA das leveduras para posteriormente realizar a identificacao

molecular das espécies. A partir de culturas de 48 horas (30 °C) de Cryptococcus

em agar Sabouraud acrescido de 0,25 g/L de cloranfenicol, as leveduras foram
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transferidas para o meio rico YEPD em caldo, acrescido de 2,9 % de NaCl (10 g/L de
extrato de levedura, 20 g/L de peptona, 20 g/L de dextrose e 29 g/L de NaCl). Este
cultivo permaneceu a 30 °C por 16 horas ou overnight sob agitacdo constante de
100 rpm. As culturas foram transferidas para tubos de 50 mL para prosseguir a
extracdo do DNA gendmico conforme (Moéller, Bahnweg et al., 1992).

Apés extraido, o DNA foi quantificado por meio de espectrofotometria com
comprimento de onda de 260 nm e 280 nm. O DNA extraido também foi analisado
por eletroforese em gel de agarose a 1% em tampéao TBE 1X (Tris-base 90 mM,
acido bérico 90 mM, EDTA 2 mM pH 8,0) durante 1 hora e 30 minutos a 80 volts. O
gel foi corado com GelRed (Uniscience) e observado em luz ultravioleta e estocado
a-20 °C.

4.1.3 Identificacdo molecular de  Cryptococcus spp pela reacdo de PCR/RFLP

Foram utilizados os iniciadores para o0 gene URA5: wurabf (5
ATGTCCTCCCAAGCCCTCGACTCCG 3) e ura5r (5'
TTAAGACCTCTGAACACCGTACTC 3') (Meyer, Castafieda et al., 2003). Foram
utilizadas concentragcbes de 50 pmol de cada sequéncia iniciadora e 25 ng de DNA
gendmico num tubo contendo uma mistura de desoxinucleotideos (0.22 mM de cada
dNTP), tampéo (1,65 mM MgCl,, 55 mM KCI, Tris-HCI 22 mM pH 8,4) e DNA
polimerase termoestavel fornecidos pelo Kit PCR Supermix (Invitrogen-Life
Technologies). A quantidade final na reacdo de amplificacdo foi de 50 mL sendo
utilizada agua Milli-Q estéril. A amplificacéo foi realizada através de um ciclo inicial
com temperatura de desnaturacao de 94 T por 3 minu tos, seguido de 35 ciclos de
94 <C por 45 segundos, 61 T por 1minuto, 72 € por 2 minutos e um ciclo final a 72
T por 7 minutos, utlizando-se aparelho termociclador Perkin Elmer modelo
GeneAmp PCR System 9700. O produto amplificado foi verificado em gel de
agarose 1,5% corado com gelRed (Uniscience).

O produto amplificado foi digerido com as enzimas de restricdo Sau96! e Hhal
por 3 horas em banho seco a 37 C, os produtos foram separados por eletroforese
em gel de agarose 3 % com tampao TBE 1 X durante 5 horas a 100 volts e corado

com gelRed e observados a luz ultravioleta (Meyer, Castafieda et al., 2003).
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4.2 Ativacao de Cryptococcus neoformans in vivo

A ativacdo de leveduras in vivo é importante para retomar os fatores de
viruléncia da levedura, os quais sdo perdidos a cada repique. Foi realizada a
ativacdo in vivo da cepa ATCC 90012 de C. neoformans por meio da inoculagao
intraperitonial de 1X10° células da levedura em PBS estéril. Foram utilizados quatro
camundongos BalbC machos adquiridos comercialmente do CEMIB (Centro
Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica na Area da Ciéncia em Animais de
Laboratério), da UNICAMP. ApoOs trés a sete dias da inoculagdo, os camundongos
foram sacrificados de acordo com as exigéncias do Comité de Etica e Pesquisa.
Segundo Buissa-Filho (2008), as leveduras foram retirados por meio da retirada do
pulméo, figado e coracdo, os quais foram triturados e plaqueados em agar Niger
(Buissa-Filho, Puccia et al., 2008). As placas de agar Niger permaneceram em
temperatura ambiente por 48 horas e em seguida foi verificado o crescimento de
colénias marrons, caracteristica de Cryptococcus spp; essas colbnias foram
repicadas em tubos com agar Sabouraud para a realizacédo dos ensaios de adeséo.

Foram preparadas laminas com o macerado dos 0rgaos os quais foram
corados com tinta da china para a visualizacdo de Cryptococcus neoformans por

microscopia Optica em aumento de 40 X.

4.3 Avaliacéo da atividade antifungica

4.3.1 Teste para determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM)

Os ensaios de sensibilidade dos isolados clinicos e ambientais foram
realizados frente as substéncias isoladas de Maytenus ilicifolia tendo como controle
positivo fluconazol, anfotericina B e o saneante hipoclorito de sodio 5 %. Para as
chalconas sintéticas os controles para a determinacgdo da CIM foram anfotericina B e
fluconazol, e a atividade antifiungica dessas substancias foram avaliadas frente aos
isolados clinicos de C. neoformans e C. gattii sensiveis e resistentes. Estes ensaios
foram realizados segundo o documento EDef7,1 (EUCAST), 2008 com algumas
adaptacdes. Para o desenvolvimento da metodologia, foi utilizado o meio RPMI 1640
com glutamina, sem bicarbonato e com indicador vermelho de fenol, tamponado com
MOPS [acido 3-(N-morfolina) propanosulfénico] pH 7,0 acrescido com 2 % de

glicose, esterilizado por filtracdo e conservado a 4 °C.
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Como controle do ensaio foi utilizada, a cepa ATCC 90012 de Cryptococcus
neoformans var. grubii, conforme recomendados pelos documentos normativos do CLSI
(M27A2, 2002). Os farmacos antifangicos utilizados foram obtidas dos fabricantes em
forma de pdé e a partir desse foram realizados calculos, quanto as suas poténcias,
seguindo as recomendac¢des do documento. A solu¢cdo de fluconazol (Sigma) que
apresenta atividade fungistatica, foi preparada partindo de uma solucdo estoque inicial
com a diluicdo do farmaco em agua destilada estéril, a fim de obter uma concentracao
de 5,12 g/mL; a partir desta solucéo, foram preparadas mais 10 solu¢des intermediarias
gue variaram entre 1,25 e 640 mg/L em agua destilada conforme descrito no
documento M27A2 do CLSI. Das solugfes intermediarias foram feitas diluicbes em
proporcdo 1:10 em meio RPMI, para assim se obter concentracbes que variaram entre
0,125 e 64 mg/L, sendo estas as solucdes de trabalho. Na leitura dos resultados do
controle do fluconazol, as concentracdes variaram entre 0,025 e 32 mg/L, pois com a
adicdo do in6culo a concentracdo de trabalho foi reduzida em 50 %.

Ja para o controle com anfotericina B (Sigma) foi realizada uma primeira
diluicdo em dimetilsulfoxido (DMSO) em uma concentracdo de 1600 mg/L e a partir
desta foram realizadas diluigdes intermediarias em DMSO, sendo estas as soluc¢des
maes, as quais serdo mantidas a -20 °C. A partir da solugdo mée, foram realizadas
diluicbes na proporcédo 1:100 em meio RPMI, sendo que as diluicdes de trabalho
varia entre 0,030 a 16,0 mg/L. A leitura dos resultados na placa, serédo feitas nas
diluicdes de 0,015 a 8,0 mg/L (CLSI, M27A2, 2002).

As duas substancias naturais foram diluidas assepticamente em quantidades
adequadas de DMSO e solubilizadas por agitacdo com o auxilio do vortex. A faixa de
concentracéo do extrato na avaliacéo da atividade antifungica foi calculada, visando obter
a variacao das concentragoes entre 0,48 a 250 mg/L (Scorzoni, Benaducci et al., 2007).

As cepas para o ensaio foram mantidas em agar Sabouraud, em temperatura
ambiente por 48 horas, a partir dessas culturas foram preparados os indculos em
salina 0,85 % estéril, sendo preparados em concentracdo de 2,5 a 5 x 10° UFC/mL.
Todos os indculos foram conferidos através da contagem de células em camara de
Neubauer. Em seguida, o indculo foi diluido em meio RPMI em uma proporcao de
1:100, para a obtencdo de uma concentracéo que entre 2,5 a 5 x 10* UFC/mL, a qual
foi distribuida em placas de 96 pocos, sendo um volume de 100 pL nas fileiras de 2
a 12 onde estdo as substancias que se deseja avaliar a atividade antifungica em

concentracfes a partir de diluicdo seriada. Desta forma, a concentracdo do inoculo
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passou a ser 10° UFC/mL. O controle positivo (C +) do teste foi adicionado na fileira
12 com adicédo de 100 pL do meio RPMI livre de droga e 100 pL da suspenséao de
levedura. Também foi utilizado o controle de esterilidade do meio (C -) ou branco
para a leitura espectrofotométrica, na fileira 1, onde foi adicionado somente 200 pL
do meio RPMI. As placas foram incubadas a uma temperatura entre 35 e 37 °C sob
agitacdo constante de 150rpm e a leitura ocorreu ap6s um periodo de 48 horas, por
meio de leitura visual com o revelador Alamar Blue (1:10) e da leitura por
espectrofotometria a 490nm.

O saneante hipoclorito de so6dio comumente usado para a desinfeccdo de
ambientes encontra-se comercialmente em uma concentracdo de 2,5 %, o qual é
diluido em uma propor¢cdo de 1:10 em agua, desta forma, para o ensaio de
determinacdo do CIM, o mesmo, foi analisado em diluicbes 1:10, partindo de uma
concentracéo inicial na placa de 2,5 %. Contudo, na coluna 2 foi adicionado 100 pL
do hipoclorito de sédio a 5 % juntamente com 100 uL do meio RPMI, sendo esta a
concentracéo do hipoclorito comercialmente encontrado (2,5 %); a partir da coluna 3,
foram realizadas diluicbes seriadas partindo de uma diluicdo 1:2 de hipoclorito de
sédio em meio RPMI, desta diluicdo foi retirada uma aliquota de 22 pL a qual foi
adicionada a 88uL de RPMI completando assim, um volume de 110 uL, a partir
deste poco, foi retirado 10 pyL para as demais diluicdes seriadas. Portanto, no 2°
poco a concentracdo encontra-se a 1/20 até 1/2 x 10'°. O controle negativo foi

analisado na coluna 1 e o controle positivo na coluna 12.

4.3.2 Teste para determinacdo da concentracéo fungicida minima (CFM)

O ensaio para determinar a concentragao inibitéria minima foi realizado com a
finalidade analisar a acdo da substancia no crescimento celular, ou seja, determinar
a menor concentragdo com agao fungicida. Para isso, apoés a leitura do resultado da
CIM, cada concentracédo da microplaca de 96 pocos foi transferida para placa com
agar Sabouraud; as placas foram incubada a 30°C e apés 48 horas, foi feita a leitura

visual observando o crescimento de colbnias.

4.4 Avaliagdo da eficiéncia saneante das substancias por curva de morte
O ensaio de curva de morte foi realizado seguindo a metodologia descrita por

Klepser, Ernst et al.,, 1998; Diniz, 2009; Sangalli-Leite, Scorzoni et al., 2011 com
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modificacdes. O ensaio foi realizado com a cepa clinica ATCC 90012 Cryptococcus
neoformans var. grubii reativada em camundongo e com um isolado ambiental
M16.2 previamente identificado como da espécie C. neoformans var. grubii. Foi
avaliado o potencial de acdo da anfotericina B e das substancias naturais, maitenina
e pristimerina. Este estudo estima a diminuicdo no nimero de leveduras viaveis ao
longo do tempo, segundo Klepser e colaboradores (1998), ou ainda observar a
viabilidade das células fungicas e a interacdo entre 0 composto estudado e a
levedura, conforme o descrito por Sangalli-Leite et al., (2011).

Foi preparado o indculo, apés um cultivo de 48 horas em &gar Sabouraud,
das leveduras em meio RPMI na concentracéo de 1x10°/mL, o qual foi conferido por
meio da contagem em camara de Neubauer. Em placas de 24 pocos foram
adicionados 500 pL do in6culo e 500 uyL das substancias antifungicas, em uma
concentracdo acima da CIM, para a maitenina usamos 7,81 mg/L e para a
pristimerina, 15,62 mg/L, uma vez que essas foram as maiores concentragcoes para
0s todos os isolados.

O experimento cinético foi iniciado pela retirada de uma aliquota de 100 pL da
suspensao de células fungicas em contato com as substancias e plaqueado em
agar Sabouraud, sendo que o plagueamento foi realizado nos tempos de 0, 1, 2, 4,
8, 12 e 24 horas. Assim, avaliou-se a morte das leveduras em relacdo ao tempo de
contato com as amostras teste. Apds 48 horas a temperatura ambiente, foi avaliado
0 numero unidades formadoras de colonias (UFC) e o resultado foi representado em
um grafico, sendo que no eixo y estdo representados a porcentagem de morte das
leveduras e no eixo x o tempo de contato em horas do fungo com amostra teste e
assim sera possivel analisar o potencial fungicida ou eficiéncia da droga.

Avaliamos também a eficiéncia do método de desinfeccdo, em percentagem,
por meio do calculo da taxa de morte da levedura frente a substancia natural
maitenina (7,81 mg/L), pristimerina (15,62 mg/L) e anfotericina B (0,25 mg/L) por
meio do seguinte célculo (Diniz, 2009):

E (%) =np—nsx 100 onde:
No

E = eficiéncia, em porcentagem;
no = Concentracéo inicial de fungos;
ns = Concentracao final de fungos apds os métodos de desinfeccao
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4.5 Cultura de células

Nos ensaios de cultura celular foram utilizadas as linhagens celulares normais
NOK (células orais normais imortalizadas com o gene h-tert doadas pelo Department of
Medicine Harvard Medical School-Dr Karl Munger), células VERO (rim de macaco verde
da Africa) e células MRC-5 (fibroblastos de pulmZo humano) e para as linhagens
tumorais A549 (células tumorais de pulméo), HepG2 (células de hepatoma humano) e
V87 (células de glioma humano) obtidas do banco de células do Rio de Janeiro As
células cultivadas em garrafas com o meio especifico para cada linhagem, acrescido de
10% de soro fetal bovino (SBF) e 2 % de antibidtico ATB (complexo estreptomicina,
penicilina, gentamicina e anfotericina B), quando permitido. As células foram mantidas a
temperatura de 36,5 °C com 5 % de CO,, o meio foi retirado e as células foram lavadas
com 5 mL de PBS e tripsinizadas. Em seguida foi adicionado o meio de cultivo com 10
% SFB para neutralizacédo da tripsina evitando danos as células. Com essa suspensao
celular foram preparadas placas para os ensaios de citotoxicidade das substancias

antifangicas e para ensaios de adesao.

4.5.1 Avaliacao da citotoxicidade

Para a avaliacdo da citotoxicidade das substancias foram preparadas placas
de 96 pocos com as células, contendo 2,5 x 10° a 5 x 10* células por poco. As
placas foram incubadas a 36,5 °C com 5 % de CO,, por 24 horas para a formagao
da monocamada celular (Husgy, Syversen et al., 1993). A viabilidade celular foi
estudada nas concentracbes proximas da CIM, assim como a concentracdo onde
apresentam 80 % de células vivas. A citotoxicidade foi avaliada através do ensaio do
MTT (brometo de (3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) (Sigma), utilizado na
concentracdo de 5 mg/mL, conforme (Mosmann, 1983) com algumas modificacdes.

A avaliagdo da viabilidade celular pelos métodos colorimétricos com sais
tetrazolicos, como a reacdo com o sal de MTT, € determinada pela reducéo do sal em
derivado azul de formazana, o qual é um precipitado formado pela a¢do da enzima
succinato desidrogenase, produto da respiracdo mitocondrial; desta forma, este método
avalia de forma quantitativa a sobrevivéncia e proliferacdo celular, uma vez que a
conversao do MTT em formazana ocorre somente em células vivas e a quantidade do
precipitado é proporcional ao niumero de células vivas (Denizot e Lang, 1986; Gerlier e
Thomasset, 1986; Ferrari, Fornasiero et al., 1990). O precipitado de formazana
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apresenta coloragdo azul e com a adicdo de um solvente organico é possivel sua
intensidade a qual é proporcional a quantidade de células vivas (Denizot e Lang, 1986).

As substancias foram avaliadas nas concentracbes de 31,25 a 0,48 mg/L. As
solucdes foram preparadas partindo de uma solucédo estoque e foram diluidas no meio
especifico para cada linhagem celular nas placas previamente preparadas com as
células. O meio de cultura foi retirado e foram adicionados, 100 pL de cada diluicdo de
cada substancia ou droga por poco. As placas foram incubadas a 37 °C, 5 % CO, ao
abrigo da luz por 24 horas; em seguida as soluc¢des foram retiradas e adicionados 10 uL
da solugdo de MTT; e novamente as placas foram incubadas a 37 °C por um periodo de
4 horas, conforme descrito Denizot e Lang, 1986 e Ferrari, Fornasiero et al., 1990. Apos
o tempo de incubacao foi observado formacao de precipitado escuro nas concentracoes
onde as células encontravam-se vivas; a solucdo MTT foi retirada e foram adicionados
100uL de isopropanol para diluir o precipitado e desta forma realizar a leitura pela
alteracéo da cor do meio de amarelo para violeta. Como controle positivo do teste foi
utilizado, peroxido de hidrogénio e doxorrubicina.

Foram realizadas as leituras espectrofotométricas das placas em leitor de
microplacas ELISA (BioRad modelo 3550) com comprimento de onda de 570 nm. A

percentagem de células viaveis através da formula abaixo:

células viaveis % = média do teste X100 / média do controle negativo

As andlises de citotoxicidade foram realizadas em duplicata com trés
experimentos independentes. Também foi utilizado um controle negativo com células
nao tratadas, sendo esta leitura considerada um total de 100% de células vivas. Em
contrapartida, foi realizado um teste para verificar se ha reacdo das substancias
antifingicas com o MTT, sendo este realizado em placas sem células, somente com
as substancias e com o MTT. Este ensaio foi realizado nas mesmas condi¢cdes do
ensaio com células; evitando assim que o resultado seja um falso-positivo (dados

nao mostrados).

4.5.2 Ensaio de adeséo as células humanas
O estudo da adesao de Cryptococcus neoformans em células humanas, foi
avaliado por meio de uma curva de adesao, a fim de estudar qual o tempo inicial da

adesao da levedura em diferentes linhagens celulares, assim como estudar qual o
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tempo em que ocorre a maior taxa de adeséo, padronizando o melhor tempo para o
estudo da mesma. Avaliamos a adesdo da cepa de C. neoformans ATCC 90012,
apos a ativacdo in vivo, em células epiteliais NOK, células metabolizadoras HepG2,
células do sistema nervoso central V87 e em células de pulmdo MRC-5 nos tempo
de 0, 1, 4, 8, 24, 48 horas.

O ensaio de ades&o foi realizado em placas de 24 orificios, contendo 1 x 10°
células por poco, conforme (Sardi, Duque et al.,, 2012). Apés a formacdo da
monocamada celular nas placas, foram adicionados 500 pyL de um inéculo de 2,5 x
10° UFC/mL da levedura. As placas foram incubadas a 36,5 T e 5 % de CO », pelos
determinados tempos. Apés cada tempo de incubacédo, as células foram lavadas,
trés vezes, com PBS estéril e em seguida, foram tripsinizadas e 100 yL foram
plagueados em meio Sabouraud. Apds 48 horas do plagueamento, foram contadas
as colbnias de leveduras que cresceram nas placas, que correspondem ao nimero
de leveduras aderidas as ceélulas. Foi tracada uma curva da padronizagdo e
determinando o melhor tempo para o estudo da adesdo. Para o calculo da
porcentagem de adesdo, consideramos que 2,5 x 10* de leveduras corresponde a
100 % de adeséo, pois este € o numero total de leveduras adicionadas as células.

A avaliacao da inibicdo da adeséo foi estudada com o tratamento da chalcona
(2,3-chalc) na concentragdao de 3,90 mg/L, concentragcdo esta com atividade
fungistatica. Realizamos o estudo com os tempos iniciais de 30 minutos, 1 hora e 2
horas de adesdo, em duplicata. A chalcona e o inéculo foram adicionados
concomitantemente e apds os determinados tempos, as células foram lavadas trés
vezes com PBS estéril, tripsinizadas e plagueadas em &gar Sabouraud. Os
resultados foram analisados em porcentagem em graficos. Como controle do ensaio,
foi realizado um ensaio de adesdo sem o tratamento, sendo este considerado como
100 % de adeséo.

4.5.3 Estudo da adesédo de C. neoformans em células humanas por meio de
imunofluorescéncia

Foi realizado o estudo da adeséo de C. neoformans em células NOK, MRC-5,
V87 e HepG2 através de microscopia de imunofluorescéncia no equipamento In Cell
Analyser 2000 (GE Healthcare), o qual avalia, por meio de imagens de alta

definicdo, o comportamento da levedura no processo de infecgcéo celular.
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Primeiramente foram preparadas as placas de 96 pocos com 2,5 x 10*
celulas/pocgo, sendo preparada uma placa para cada linhagem celular; essas placas
foram incubadas para a formacdo da monocamada celular e em seguida foram
adicionados 100 pL do in6culo na concentragdo 1 x 10° UFC/mL de C. neoformans
ATCC 90012. Avaliamos a adesédo do C. neoformans nos tempos iniciais de 30
minutos, 1 hora e 2 horas, tendo em vista que a curva de adesao, realizada
anteriormente, mostrou uma maior taxa de adesao no tempo de 1 hora. Desta forma,
apos a adicdo do inéculo nas placas, estas foram incubadas pelos determinados
tempos e em seguida, as células foram lavadas trés vezes com PBS estéril e fixadas
com 100 pL de paraformaldeido 4 % estéril. Utilizamos como controle negativo
pocos contendo somente as células. Todo o ensaio foi realizado em duplicata.

Apos a fixacdo das células, foi realizada a reacao de imunofluorescéncia nas
placas; desta forma, o paraformaldeido 4 % foi retirado, as células foram lavadas
cinco vezes com PBS estéril e em seguida foi realizada a permeabilizacdo com 100
puL de Triton 0,25-0,5 % por 30 minutos em temperatura ambiente. Posteriormente,
as células foram lavadas com 100 uL de 0,05 % de PBS-Tween 20 estéril por trés
vezes, a fim de aumentar a avidez do anticorpo que ira marcar a levedura, em
seguida, foram adicionados 100 pL da solugédo de blogueio IF e as placas foram
incubadas a 37 °C por 2 horas. Novamente as células foram lavadas trés vezes com
PBS-Tween 20 e foram adicionados 50 pL de uma diluicdo 1:50 do anticorpo anti-
Cryptococcus, com titulo maior que 1:1000, em PBS-Tween 20 e as placas foram
incubadas a 37 °C por 1 hora. Foi realizada a lavagem das células e adicionados
100 pL do anti-IgG mouse + Alexa flior 488 diluido em PBS-Tween 20, na proporgao
1: 400 e as placas foram incubadas a 37 °C por 1 hora em protecdo da luz. A
lavagem das células foi realizada e foi acrescentado 100 uL do fluorocromo DAPI
0,05 pug/mL por 20 minutos, em seguida, ocorreu novamente a lavagem das células
e foi adicionado 100 pL de uma solucéo de paraformaldeido 1 %. Sob protecéo da
luz, as placas foram conservadas em geladeira até a leitura microscépica no In Cell
Analyser 2000 (GE Healthcare), no qual por meio da marcacao realizada, analisou-
se 0 nucleo das células pelo fluorocromo DAPI e a levedura pela marcagdo com o
anticorpo, vericando o processo de adeséo.
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5. RESULTADOS

5.1 Isolamento e identif icacdo de Cryptococcus em amostras ambientais

Das 87 amostras ambientais coletadas, 66,6 % (58) das amostras foram
positivas para o género Cryptococcus quando analisadas por microscopia direta com
Tinta da China, prova da urease e prova da fenoloxidase. De cada amostra foram
analisadas uma ou mais colénias sugestivas, sendo codificadas, por questdes
éticas, quanto a localizacdo da area infestada pela letra indicativa do local de coleta
seguida pelo nimero da amostra coletada e pelo nidmero indicativo da colénia. A
relacdo dos locais de coleta com a positividade das amostras mostrou que 10,3 %
(6) das amostras positivas foram coletadas em escolas de ensino infantil, 10,3 % (6)
em parques, pragas e ruas, 24,2 % (14) em barracées abandonados e 55,2 % (32)
em hospitais ou proximidade dos mesmos, como mostra a Figura 3. As amostras
positivas para o género foram testadas pelo meio do CGB para uma prévia
identificacdo da espécie C. gattii, sendo os resultados expressos na Tabela 1.
Considerando que mais de uma colénia de cada amostra foi testada por CGB, foram
estudados 58 isolados das quais 20,7 % (12) de C. gattii e 79,3 % (46) foram

caracteristicas para Cryptococcus spp.

Figura 3. Resultados das amostras positivas para Cryptococcus em amostras
coletadas em locais publicos do Municipio de Araraquara.



Resultados | 34

Tabela 1. Resultado da identificagdo dos isolados positivos para Cryptococcus para
a espécie C. gattii por meio da identificacao pelo CGB.

Localidade Amostra CGB Espécie sugestiva
Escola Infantil L1.2 - (negativo) Cryptococcus spp
Escola Infantil L1.3 - (negativo) Cryptococcus spp
Escola Infantil V23 - (negativo) Cryptococcus spp
Escola Infantil V 3.5 - (negativo) Cryptococcus spp
Escola Infantil V5.1 + (positivo) Cryptococcus gattii
Escola Infantil S52 + (positivo) Cryptococcus gattii
Parques e Ruas B31 - (negativo) Cryptococcus spp
Parques e Ruas B 3.2 - (negativo) Cryptococcus spp
Parques e Ruas B35 - (negativo) Cryptococcus spp
Parques e Ruas B5.1 - (negativo) Cryptococcus spp
Parques e Ruas B5.2 - (negativo) Cryptococcus spp
Parques e Ruas PQ 1.3 - (negativo) Cryptococcus spp
Barractes abandonados M 10.1 + (positivo) Cryptococcus gattii
BarracGes abandonados M12.1 - (negativo) Cryptococcus spp
Barrac6es abandonados M 12.2 - (negativo) Cryptococcus spp
Barractes abandonados M 14.1 + (positivo) Cryptococcus gattii
Barrac6es abandonados M 15.4 - (negativo) Cryptococcus spp
BarracGes abandonados M 16.1 + (positivo) Cryptococcus gattii
Barrac6es abandonados M 16.2 - (negativo) Cryptococcus spp
Barrac6es abandonados M 16.3 - (negativo) Cryptococcus spp
Barrac6es abandonados M 16.4 + (positivo) Cryptococcus gattii
Barrac6es abandonados M 18.1 + (positivo) Cryptococcus gattii
Barrac6es abandonados M21.1 - (negativo) Cryptococcus spp
BarracOes abandonados M21.2 + (positivo) Cryptococcus gattii
Barrac6es abandonados M 23.1 - (negativo) Cryptococcus spp
Barrac6es abandonados M 28.2 - (negativo) Cryptococcus spp
Hospitais e/ou Proximidades Hp 2.0 - (negativo) Cryptococcus spp
Hospitais e/ou Proximidades Hp 2.1 - (negativo) Cryptococcus spp
Hospitais e/ou Proximidades Hp 3.0 - (negativo) Cryptococcus spp
Hospitais e/ou Proximidades Hp 3.1 + (positivo) Cryptococcus gattii

Hospitais e/ou Proximidades Hp 3.2 - (negativo) Cryptococcus spp
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Localidade

Amostra CGB

Espécie sugestiva

Hospitais e/ou Proximidades
Hospitais e/ou Proximidades
Hospitais e/ou Proximidades
Hospitais e/ou Proximidades
Hospitais e/ou Proximidades

Hospitais e/ou Proximidades

Hospitais e/ou Proximidades
Hospitais e/ou Proximidades
Hospitais e/ou Proximidades
Hospitais e/ou Proximidades
Hospitais e/ou Proximidades
Hospitais e/ou Proximidades
Hospitais e/ou Proximidades
Hospitais e/ou Proximidades
Hospitais e/ou Proximidades
Hospitais e/ou Proximidades
Hospitais e/ou Proximidades
Hospitais e/ou Proximidades
Hospitais e/ou Proximidades
Hospitais e/ou Proximidades
Hospitais e/ou Proximidades
Hospitais e/ou Proximidades
Hospitais e/ou Proximidades
Hospitais e/ou Proximidades
Hospitais e/ou Proximidades
Hospitais e/ou Proximidades

Hospitais e/ou Proximidades

Hp 3.3 - (negativo)
Hp 3.4 - (negativo)
Hp 3.5 - (negativo)
Hp 3.7 - (negativo)
Hp 3.8 - (negativo)
Hp 3.9 - (negativo)
Hp 4.0 - (negativo)
Hp 4.1 + (positivo)
Hp 4.2 - (negativo)
Hp 5.1 - (negativo)
Hp 5.2 - (negativo)
Hp 5.3 - (negativo)
Hp 6.0 - (negativo)
Hp 6.1 - (negativo)
Hp 6.2 - (negativo)
Hp 6.3 - (negativo)
Hp 6.4 - (negativo)
Hp 6.5 - (negativo)
Hp 6.8 - (negativo)
Hp 7.0 + (positivo)
Hp 7.1 - (negativo)
Hp 8.0 - (negativo)
Hp 8.1 + (positivo)
Hp 8.2 - (negativo)
Hp 10.0 - (negativo)
Hp 15.0 - (negativo)
SC7.0 - (negativo)

Cryptococcus spp
Cryptococcus spp
Cryptococcus spp
Cryptococcus spp
Cryptococcus spp
Cryptococcus spp
Cryptococcus spp
Cryptococcus gattii
Cryptococcus spp
Cryptococcus spp
Cryptococcus spp
Cryptococcus spp
Cryptococcus spp
Cryptococcus spp
Cryptococcus spp
Cryptococcus spp
Cryptococcus spp
Cryptococcus spp
Cryptococcus spp
Cryptococcus gattii
Cryptococcus spp
Cryptococcus spp
Cryptococcus gattii
Cryptococcus spp
Cryptococcus spp
Cryptococcus spp

Cryptococcus spp
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Finalizando a identificacdo dos isolados ambientais pelas provas bioquimicas,
foi realizado o ensaio de assimilacdo de carbono (auxanograma) e de nitrogénio.
Através da analise dos resultados pela tabela de assimilacdo, ndo foi possivel
determinar as espécies de todos os isolados ambientais (Tabela 2), uma vez que
estas serdo posteriormente confirmadas por técnicas moleculares. Dos 58 isolados
analisados, 3,5 % (2) foi identificada como C. ater, 1,7 % (1) como C. laurentii, 1,7 %
(1) como C. luteolus, 5,2 % (3) como C. gattii, 17,2 % (10) como C. neoformans e
79,7 % (41) foi classificado como Cryptococcus spp, decorrente da dificuldade de
identificacédo pela metodologia.
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Analisando paralelamente os resultados do ensaio do CGB e da assimilagéo
de carbono e nitrogénio, foi observado que as amostras positivas no teste de
assimilacdo para C. gattii corresponderam com o CGB positivo, porém, alguns
resultados positivos no CGB n&o foram identificados como C. gattii nos demais
ensaios, uma vez que ocorreu positividade no CGB para as duas espécies
identificadas como C. ater pelo auxanograma; dois isolados foram identificados
como C. gattii pelo CGB, porém, pelo auxanograma, mostraram-se ser da espécie C.
neoformans. Um isolado apresentou CGB negativo, mas pelo auxanograma foi
identificado como C. gattii; em apenas dois isolados a positividade no CGB
correspondeu a espécie C. gattii no auxanograma. A maioria foi classificada como
Cryptococcus spp pelos métodos do CGB e auxanograma.

Foi realizada a extracdo de DNA de todos os isolados ambientais de
Cryptococcus para a identificacdo molecular dos mesmos. Os produtos da extracao
do DNA foram analisados, quantificados e purificados quando necessario. Todas as
amostras apresentaram bandas indicando a presenca de DNA. O produto da
amplificacdo do gene URAS5 mostrou a presenca de uma Unica banda com massa
molecular de cerca de 800 pb, sendo esta a banda esperada para o gene (dados
ndo demonstrados). Em seguida, os produtos da PCR foram quantificados e
submetidos a reacdo de restricdio com as enzimas Sau96l e Hhal para a
identificacdo molecular dos isolados, assim como foi realizado com o0s oito tipos
moleculares (VNI, VNII, VNIII, VNIV e VGI, VGII, VGIII, VGIV) (Figura 4) com os
guais foram comparados os resultados dos isolados ambientais. Quando
comparados o0 peso molecular das bandas dos isolados com o peso molecular das
cepas padrdoes, foi verificado que os 54 isolados ambientais, identificados
previamente como sendo C. neoformans, C. gattii ou C. spp, apresentaram o0 mesmo
perfil que o tipo molecular VNI, sendo classificados molecularmente como C.
neoformans var. grubii (Figura 5).

Foi realizada uma correlacdo entre os resultados dos ensaios bioquimicos e
moleculares. Apenas trés isolados apresentaram resultados discrepantes entre as
técnicas, uma vez que apresentou resultado positivo para C. gattii no auxanograma
e C. neoformans na tipagem molecular, dez isolados apresentaram-se da espécie C.
neoformans pelo auxanograma e pela tipagem molecular e os demais isolados
apresentaram-se como Cryptococcus spp no auxanograma e foram identificados

como o tipo molecular VNI.
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Figura 4. Perfis de PCR-RFLP dos tipos moleculares das espécies C. neoformans
(VNI, VNII, VNIII e VNIV) e C. gattii (VGI, VGII, VGIII e VGIV). Marcador de tamanho
molecular de 100 pb (Fermentas).

S00pk

200pk |

500p
SD0pb

200pb
200pk

Figura 5. Produto da reacdo de PCR-RFLP pelas enzimas de restricdo Hhal e Saul.
Perfil molecular de 54 isolados ambientais. Marcador de tamanho molecular de 100
pb (Fermentas).
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A sequéncia das amostras dos isolados ambientais no gel de PCR-RFLP é: 1-
B3.4; 2- B5.1; 3- M12.1; 4- M12.2; 5- M14.1; 6- V2.3; 7- L1.2; 8- L-1.3; 9- HP2.0; 10-
HP2.1; 11- HP3.2; 12- HP3.5; 13- HP3.8; 14- HP5.3; 15- HP6.1; 16- HP8.0; 17-
HP3.4; 18- HP5.2; 19- M21.1; 20-HP3.1; 21- HP4.0; 22- HP4.1; 23- HP4.2; 24-
HP6.0; 25- HP6.5; 26- HP6.8; 27- HP7.0; 28- HP10.0; 29- M15.4; 30- M21.2; 31-
M28.2; 32- V3.5; 33- B3.1; 34- SC7.0; 35- HP5.1; 36- V5.1; 37- HP6.2; 38- HP7.2;
39- HP15.0; 40- M18.1; 41- M10.1, 42- M23.1; 43- M16.2; 44- M16.3; 45- M16.4; 46-
B5.2; 47- HP3.0; 48- HP3.3; 49- HP3.7; 50- HP3.9; 51- HP6.3; 52- HP6.4; 53- HP8.1,
54- HP8.2.

5.2 Reativacdo de Cryptococcus neoformans in vivo

Por meio da analise microscopica das laminas coradas com Tinta da China
avaliamos a morfologia da cepa ATCC 90012 ap6s passagem in vivo e verificamos
discreto aumento da cdépsula polissacaridica apOs reisolamento conforme
demonstrado na Figura 6. Verificou-se que apoés a infeccdo de camundongos com
esta cepa, as leveduras apresentaram-se com alteracdes morfologicas significativas
como 0 aumento do tamanho da célula e da capsula polissacaridica em tecido de

pulméo e figado, apds a infeccéo in vivo, conforme mostra a Figura 7.

Figura 6. Microscopia optica em aumento de 40 X da suspensado de C. neoformans
ATCC 90012 em salina 0,85 %, mostrando as alteracbes morfolégicas apds a
infeccdo de camundongos BalbC. Leveduras antes da infeccdo in vivo (A);
Leveduras apds a infecgdo in vivo (B).
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Figura 7. Microscopia Optica em aumento de 40 X, mostrando infeccdo de
Cryptococcus neoformans ATCC 90012 em tecidos de figado (A) e pulméo (B)
extraidos de camundongo BalbC.

5.3 Avaliagdo da atividade antifungica

A avaliacdo da atividade antifungica das substancias Maytenus ilicifolia foi
realizada com finalidade saneante, desta forma sua acao foi avaliada contra a cepa
ATCC de C. neoformans 90012, o isolado clinico de C. neoformans (30R), o isolado
animal de C. gattii (118) e seis isolados ambientais de Cryptococcus neoformans
var. grubii, previamente identificados (M16,2; M16.3; M16.4; M21.1; V2.3; HP5.2).
Como controle positivo do ensaio foram utilizados os farmacos, fluconazol (FCZ) e
anfotericina B (AMB) e o saneante comercial, hipoclorito de so6dio (NaClO) 2,5 %. A
Tabela 3 mostra os resultados das CIM, assim como a CFM, expressas em mg/L.

Tabela 3. Atividade antifingica de triterpenos quinonametideos isolados de
Maytenus ilicifolia.

Subst/Droga MJ2 MF2,5 AMB FCZ NaClO
Isolados CIM*  CFM* CIM*  CFM* CIM* _ CFM* CIM* _ CFM*  CIM* _ CFM*
C. neoformans 0,48 0,48 0,97 0,97 1,00 1,00 4,00 8,00 10°  1/10°
ATCC 90012

C. neoformans 30R 3,90 3,90 7,81 7,81 1,00 1,00 64,0 64,0 /10°  1/10°
C. gattii 118 1,95 1,95 3,90 3,90 1,00 1,00 32,0 32,0 /10°  1/10°
Isolado M16.2 0,48 0,48 7,81 7,81 1,00 1,00 4,00 4,00 1/10°  1/10°
Isolado M16.3 0,48 0,48 7,81 7,81 1,00 1,00 4,00 4,00 1/10°  1/10°
Isolado M16.4 0,48 0,48 1562 1562 1,00 1,00 8,00 8,00 1/10°  1/10°
Isolado M21.1 0,48 0,48 3,90 3,90 1,00 1,00 8,00 8,00 /10°  1/10°
Isolado V2.3 0,97 0,97 3,90 3,90 2,00 2,00 8,00 8,00 1/10°  1/10°
Isolado Hp5.2 0,48 0,48 3,90 3,90 2,00 2,00 8,00 8,00 1/10°  1/10°

* concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo fungicida minima (CFM)
estao expressas em mg/L; MJ2: maitenina; MF2,5: pristimerina; AMB: anfotericina B;
FCZ: fluconazol; NaClO: hipoclorito de sadio
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Analisando a atividade das substancias de M. ilicifolia, a maitenina
apresentou melhores resultados para a cepa ATCC 90012, com CIM de 0,48 mg/L;
engquanto que para os isolados resistentes ao fluconazol, a maitenina mostrou acao
potente com CIM variando entre 1,95 e 3,90 mg/L. Foi observado que os valores de
CFM e de CIM das substancias foram os mesmos, portanto foi constatada atividade
fungicida. J& para a pristimerina, os resultados variaram de 3,90 a 7,81 mg/L para 0s
isolados resistentes e para a cepa ATCC 90012, o resultado foi de 0,97 mg/L. Em
relacdo ao fluconazol, a cepa ATCC mostrou-se sensivel, porém os isolados
resistentes C. neoformans 30R e C. gattii mostraram-se resistentes a esse farmaco,
ja para a anfotericina B todas as cepas mostraram-se sensiveis.

Na avaliacdo da sensibilidade dos isolados ambientais frente as substancias,
a maitenina apresentou CIM variando de 0,48 a 0,97 mg/L, enquanto a pristimerina,
apresentou uma CIM entre 3,90 a 15,62 mg/L, portanto, a pristimerina mostrou-se
menos ativa para os isolados ambientais que a maitenina. O comportamento dos
isolados frente aos farmacos mostrou-se dentro dos valores esperados, sendo todos
considerados sensiveis. Em relacdo ao hipoclorito de sédio, os resultados foram
expressos em diluicbes consecutivas, partindo de uma diluicdo 1:10; desta forma
obtivemos 0 mesmo resultado para todos os isolados ambientais, assim como para a
cepa padrdo ATCC 90012 e isolados clinicos, sendo o valor da CIM igual a 1/10°.

Também foram avaliadas 15 chalconas com finalidade de desenvolvimento de
um protétipo de medicamento antifiungico. As chalconas foram testadas contra as
cepas ATCC de C. neoformans 90012, o isolado clinico resistente 30R, o isolado
animal resistente 118 de C. gattii 118 e os isolados sensiveis S26 e S27. Como
controle do ensaio foram utilizadas os farmacos fluconazol e anfotericina B. A
Tabela 4, mostra os resultados da CIM e CFM, onde se destacam as seguintes
chalconas, 3,4-chalc com uma variagao de CIM de 3,90 a 7,81 mg/L e faixa de CFM
entre 7,81 a 31,25 mg/L; 2,3-chalc com variacéo de CIM de 1,95 a 7,81 mg/L e CFM
entre 3,9 e 7,81 mg/L; a 3'-chalc, com CIM na faixa de 1,95 a 7,81 mg/L e CFM entre
7,81 a 15,62 mg/L (Tabela 4).
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5.4 Determinacao da ac¢ao fungicida de maitenina e pristimerina

Devido ao maior potencial de citotoxicidade e a atividade fungicida dos
triterpenos da M. ilicifolia, foi determinado, o estudo destas para a atividade saneante.
Para avaliar a eficacia da atividade das substancias naturais, foi realizado o ensaio de
curva de morte versus tempo. Utilizamos como controle positivo anfotericina B e
avaliamos a eficacia da atividade antifungica frente a cepa ATCC 90012 de C.
neoformans var. grubii ativada in vivo e ao isolado ambiental M16.2 da espécie C.
neoformans var. grubii. Neste ensaio foi possivel verificar o porcentual de células
mortas em relagdo ao tempo. Em uma hora mais de 80 % das células fungicas da cepa
ATCC 90012 encontram-se mortas com o tratamento com anfotericina B (AMB) e com a
maitenina (MJ2). No tempo de 2 horas observamos que AMB eliminou 100 % das
leveduras, enquanto que a MJ2 atingiu esta taxa de morte em um tempo e 4 horas.
Somente apds 8 horas, a MF2,5 atinge uma porcentagem de 60 % de morte, porém até
24 horas nao foi possivel observar mais de 80 % de morte (Figura 8). O isolado
ambiental de C. neoformans var. grubii (M16.2) apresentou um comportamento
diferente ao da cepa ATCC, mostrando-se mais resistente a AMB e aos triterpenos.
Somente no tempo de 8 horas, foi possivel observar uma porcentagem de morte das
células fungicas de aproximadamente 80 %, quando tratadas com AMB; no entanto,
somente em 12 horas atingiu-se 100 % de morte celular. Entretanto, para MJ2, em 4
horas ocorreu morte celular em aproximadamente 70 % das leveduras e somente apds
8 horas atingiu 100 % de morte. O isolado ambiental também mostrou um
comportamento diferente quando tratado com a MF2,5. Somente em 24 horas
observamos 80 % de morte das leveduras (Figura 9). Com relacdo a eficiéncia da
desinfeccéo, os resultados mostraram que a MJ2 apresentou resultados mais eficientes
tanto para a cepa ATCC 90012 quanto para o isolado ambiental M16.2. Com uma hora
de contato, observou-se uma taxa de morte de 88 % e 51,8 % para a cepa ATCC
90012 e isolado M16.2, respectivamente. A MF2,5 teve um resultado inferior quando
comparado com a MJ2, sendo que em 1 hora houve apenas 1 % de fungos mortos para
a cepa ATCC 90012 e 23,6 % para o isolado ambiental M16.2 (Tabela 5).

Foi observado que a MJ2 apresentou um comportamento semelhante ao da
AMB tanto para a cepa ATCC 90012 guanto para o isolado ambiental M16.2.
Observamos que em 8 horas, aproximadamente 100 % de células fangicas estavam
mortas tanto para o tratamento com MJ2 quanto para AMB para a cepa ATCC
90012. E para o isolado M16.2 atingiu 100 % de morte em 12 horas.
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Figura 8. Curva de morte de Cryptococcus neoformans var. grubii ATCC 90012 em
relacdo ao tempo de contato (Oh, 1h, 2h, 4h, 8h, 12h e 24h) com pristimerina
(MF2,5) e maitenina (MJ2) e anfotericina B (AMB) usada como controle positivo.

Figura 9. Curva de morte do isolado ambiental de Cryptococcus neoformans var.
grubii (M16.2) em relacdo ao tempo de contato (Oh, 1h, 2h, 4h, 8h, 12h e 24h) com
pristimerina (MF2,5), maitenina (MJ2) e anfotericina B (AMB) usada como controle
positivo.
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Tabela 5. Resultado da eficiéncia de desinfeccdo expressa em porcentagem de
morte das cepas padréo C. neoformans (ATCC 90012) e do isolado ambiental de C.
neoformans (M16.2) frente aos triterpenos (maitenina e pristimerina) e anfotericina
B, no periodo de 1 a 24 horas.

Cepasl/lIsolados Substancia 1h 2h 4 h 8h 12h 24 h
Maitenina 88,0 % 97,3 % 99,0 % 99,9 % 100,0 % 100,0 %
ATCC 90012 Pristimerina 1,00 % 32,3% 40,2 % 59,0 % 68,8 % 75,0 %

Anfotericina B 91,0 % 98,3 % 99,1 % 99,9 % 99,9 % 100,0 %

Maitenina 51,8 % 70,8 % 70,8 % 98,8 % 99,6 % 100,0 %

M16.2 Pristimerina 23,6 % 28,3 % 31,6 % 65,5 % 72,4 % 78,7 %

Anfotericina B 51,8 % 51,0 % 51,8 % 76,0 % 100,0 % 100,0 %

5.5 Ensaio de citotoxicidade

As substancias foram testadas quanto a sua toxicidade celular em diferentes
linhagens, sendo realizado em triplicata de dois lotes de cultivos da mesma linhagem
em experimentos independentes. A citotoxicidade foi avaliada pela metodologia do
MTT em linhagens celulares A549 (pneumadcitos humanos tipo Il), HepG2 (células de
hepatoma humano), Vero (células de rim de macaco verde da Africa) e para as
células normais NOK (queratinécitos de mucosa oral). No teste de verificacdo da
reacao das amostras com o sal tetrazolio (MTT) ndo observamos interacdes entre as
substancias; desta forma, verificamos que a metodologia ndo produz resultados
falso-positivo (dados ndo demonstrados).

Quando as substancias naturais, maitenina e pristimerina de M. ilicifolia foram
testadas em células tumorais (A549), foi possivel observar que na faixa de 7,81 a
0,48 mg/L (faixa da CIM capaz de eliminar 100 % das leveduras) as células
apresentaram valores maiores que 50 % de viabilidade (Figura 10). A maitenina
apresentou menor citotoxicidade que a pristimerina, ja que manteve 80 % de
viabilidade celular em 0,97 mg/L e a pristimerina a 0,48 mg/L. O peroxido de
hidrogénio, utilizado como um dos controles positivos do ensaio, mostrou-se mais
adequado (30 % de viabilidade celular). Portanto na faixa da CIM as duas

substancias apresentaram baixa citotoxicidade.
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Em células HepG2, as duas substancias apresentaram menor citotoxicidade
guando comparadas as células A549, ou seja, na faixa da CIM a viabilidade celular
variou de 70 a 100 %. A pristimerina mostrou-se menos citotoxica, uma vez que na
CIM de 7,81 mg/L obteve-se o indice maior que 80 %, enquanto que a maitenina,
nesta CIM a viabilidade foi menor que 80 % (Figura 11).

A citotoxicidade das substancias para células Vero, quando aplicadas as
faixas de CIM (7,81 a 0,48 mg/L) foi maior. Foi possivel observar que maitenina foi
menos toxica para estas células. A maitenina apresentou 90 % de viabilidade celular
na concentracdo de 0,48 mg/L, enquanto que, nesta mesma concentracdo, a
pristimerina mostrou 60 % de células vivas. O melhor controle positivo foi o peréxido
de hidrogénio por apresentar maior toxicidade com menos de 50 % de células
viaveis (Figura 12). Em queratindcitos (NOK), todas as concentracfes testadas
mostraram uma viabilidade celular maior que 80 %, sendo esta a linhagem celular
gue as substancias tiveram a menor citotoxicidade. As duas substancias

apresentaram 100 % de células vivas na concentracéo de 7,81 mg/L (Figura 13).
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Figura 10. Gréfico representativo da citotoxicidade da maitenina e pristimerina em
células tumorais A549 (pneumdécitos humanos tipo 1), assim como, a doxorrubricina
e 0 peroxido de hidrogénio, utilizados como controles positivos.
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Figura 11. Grafico representativo da citotoxicidade da maitenina e pristimerina em
células HepG2 (células de hepatoma humano) assim como, a doxorrubricina e o

peréxido de hidrogénio, utilizados como controles positivos.
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Figura 12. Grafico representativo da citotoxicidade da maitenina e pristimerina em
células Vero (células de rim de macaco), assim como, a doxorrubricina e o0 peroxido
de hidrogénio, utilizados como controles positivos.
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Figura 13. Gréfico representativo da citotoxicidade da maitenina e pristimerina em
células NOK (queratindcitos normais de mucosa oral) assim como, a doxorrubricina
e 0 peroxido de hidrogénio, utilizados como controles positivos.
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Diante da atividade antifingica e dos resultados da CIM das chalconas, foram
escolhidas trés substancias que apresentaram os melhores valores de CIM para a
realizacdo do ensaio de citotoxicidade. As chalconas foram testadas pela
metodologia do MTT para a linhagem celular tumoral A549 (pneumadcitos humanos
tipo 1), HepG2 (células de hepatoma humano) e V87 (células de glioma humano) e
para as células normais NOK (queratindcitos de mucosa oral) e MRC-5 (fibroblastos
normais de pulm&o humano).

A Figura 14, representa o resultado das chalconas, 2,3-chalc, 3'-chalc e 3,4-
chalc em células A549. Na faixa de CIM de 1,95 a 7,81 mg/L para a 2,3-chalc a
viabilidade variou de 70 a 80 %, enquanto que na mesma faixa de CIM a 3’-chalc
(1,95 a 7,81 mg/L) mostrou menor viabilidade celular variando de 20 a 65 % de
células vivas. Na faixa de CIM para 3,4-chalc (3,90 a 7,81 mg/L) apresentou
viabilidade entre 65 a 75 %. A faixa de CFM para 2,3-chalc variou de 3,90 a 7,81
mg/L, nesta concentracdo a viabilidade celular variou de 65 a 75 %, enquanto que
na faixa de CFM para 3'-chalc (7,81 a 15,62 mg/L) mostrou-se mais a citotoxica
entre as substancias, com 25 % de viabibilidade celular. Por fim, na faixa de CFM
para 3,4-chalc (7,81 a 31,25 mg/L) apresentou 40 a 65 % de células vivas (Figura
14).

Em células hepaticas HepG2, foi observado que a substancia 2,3-chalc na
faixa de CIM para atividade fungistatica entre 1,95 a 7,81 mg/L os valores de
viabilidade celular ficaram em torno de 50 % a 100 % de viabilidade; ja 3'-chalc na
faixa da CIM (1,95 a 7,81 mg/L) com atividade fungistatica a viabilidade celular
variou de 60 a 95 %. A substancia 3,4-chalc também apresentou mais de 80 % de
células viaveis nas concentracbes com atividade fungistatica (3,90 a 7,81 mg/L).
Para a CFM que apresentou atividade fungicida para a 2,3 chalc (3,90 a 7,81mg/L) a
viabilidade celular manteve-se entre 45 a 90 %, ja para a chalcona 3’-chalc (7,81 a
15,62 mg/L) manteve aproximadamente 65 % de células vivas e a chalcona 3,4-
chalc com CFM variando de 7,81 a 31,25 mg/L a viabilidade celular ficou em torno
de 65 a 95 % (Figura 15). Em células NOK, para as trés chalconas testadas, todas
as concentracdes com atividade fungistatica ou fungicida os valores de viabilidade
celular ficaram em torno de 60 %. A 2,3 chalc tanto para a CIM com atividade
fungistatica quanto para fungicida (1,95 a 7,81 mg/L) a viabilidade chegou a 90 %
(Figura 16 ).
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N&o observamos citotoxicidade das trés chalconas na linhagem celular V87
(células de glioma humano). A 2,3-chalc apresentou viabilidade celular de mais de
80 % em todas as concentracdes testadas e mesmo observamos para a faixa de
CFM, a chalcona 3’-chalc mostou, na faixa da CIM (1,95 a 7,81 mg/L), uma faixa de
viabilidade celular variando de 60 % a 80 % de células vivas, aproximadamente. A
3,4-chalc (CIM igual a 3,90 a 7,81 mg/L), apresentou viabilidade celular entre 70 e
80 % (Figura 17). Em células MRC-5, também ndo observamos citotoxicidade em
nenhuma das concentracbes testadas, quando tratadas com a 2,3-chalc,
apresentaram 100 % de células vivas; com 3’-chalc, foi observado que na faixa da
CIM (1,95 a 7,81 mg/L) apresentaram viabilidade celular na faixa de 70 a 90 % e por
fim, quando as células foram tratadas com 3,4-chalc, obervamos que nessa faixa da
CIM (3,90 a 7,81 mg/L), a viabilidade variou entre 70 a 80 %. Nas CFMs das trés
chalconas observamos um porcentual de viabilidade celular semelhante ao da faixa
de CIM (Figura 18).
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Figura 14. Gréfico representativo da citotoxicidade de chalconas sintéticas em
células tumorais A549 (pneumacitos pulmonares tipo II).
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Figura 16. Gréfico representativo da citotoxicidade de chalconas sintéticas em

células NOK (queratindcitos de mucosa oral).
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Figura 17. Grafico representativo da citotoxicidade de chalconas sintéticias em
células V87 (células de glioma humano).



Resultados | 59

A 2,3 chalc

3'chalc

“ 3,4 chalc

N

%

W] o
1 1
N |

[2])
©
2
>
[2])
8
2 -
‘O
o
(=
S 40 4
20
0
\} 42 N Q ) A )
© &) ™
oY &% A? ? N o? of

Concentrac¢8es (mg/L)

Figura 18. Grafico representativo da citotoxicidade de chalconas sintéticias em
células MRC-5 (fibroblastos normais de pulméao humano).
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Comparando as chalconas com as substancias de M. ilicifolia, foi observado
gue as chalconas apresentam menor toxicidade celular, desta forma, foi determinado
gue os ensaios voltados a pesquisa por novos prototipos para farmacos antifungicos
e 0s ensaios para determinacdo do mecanismo de acdo serdo realizados com estas
substancias e a maitenina e pristimerina serdo utilizadas para os estudos de

atividade saneante.

5.6 Ensaio de adeséo celular

Por meio da padronizacdo do tempo de adesédo, foi determinado que no
tempo de 1 hora ocorre a maior taxa de adesdo na maioria das linhagens celulares
testadas (V87, NOK, HepG2), sendo considerado este, um tempo otimizado para
estudar os mecanismos de adesdo e de acdo de substancias antifungicas. A
linhagem MRC-5 apresentou maior adesdo no tempo de 4 horas, portanto 0s
ensaios para esta linhagem foram realizados neste tempo. Observamos também,
que a linhagem HepG2 apresentou dois tempos com adeséo significativa (1 h e 8 h)
(Figura 19).

Entre as células testadas, verificamos que C. neoformans adere em maior
porcentagem em células do sistema nervoso central (V87) e em menor taxa em

fibroblastos humanos normais (MRC-5).

Figura 19. Curva de adesdo da levedura C. neoformans ATCC 90012 em células
HepG2, V87, NOK e MRC-5 no intervalo de tempo de 0 a 48 horas.
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A chalcona (2,3-chalc) na concentracdo de 3,90 mg/L, concentracdo que nao
apresenta atividade fungicida, apresentou atividade de inibicdo da ades&o de C.
neoformans em todas as linhagens celulares testadas nos tempos de 30 minutos, 1
hora e 2 horas (Figura 2 4). Foi possivel observar uma alta reducdo na adesédo em
todas as células testadas. Em HepG2, foi verificada uma reducédo de 50 % na
adesédo em 30 minutos de tratamento, em 1 hora, observamos uma reducgéo de 78,4
% e no tempo de 2 horas, 88,4 % de inibicAo da adesdo. JA em células V87,
verificamos uma maior taxa de inibicdo da adeséo pela 2,3-chalc, sendo que em 30
minutos de tratamento encontramos uma taxa de inibicdo de adesao de 52,4 %, em
1 hora essa taxa aumentou para 97 % a qual permaneceu no tempo seguinte. Em
MRC-5, observamos uma reducédo de 50 % na adesédo em 30 minutos de tratamento,
sendo que em 1 e 2 horas esse valor atingiu 97 % e 96,4 % de inibicdo da adeséao,
respectivamente. Entretanto, para células NOK, a reducédo da adesdo em 30 minutos
também foi de 50 %, porém nos tempos seguintes, ndo observou-se uma forte
reducdo na inibicdo da adesdo como nas demais linhagens, sendo que em 1 hora

ocorreu inibicdo em 58,8 % e em 2 horas, 68,4 %.

Figura 24. Inibicdo da adesdo de Cryptococcus neoformans células HepG2, V87,
MRC-5 e NOK pelo tratamento com a chalcona 2,3-chalc (3,90 mg/L) nos tempo de
30 minutos, 1 hora e 2 horas.
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6. DISCUSSAO

Nas ultimas décadas, a incidéncia das infec¢des fungicas tem aumentado em
grande percentual, principalmente quando associadas aos individuos
imunocomprometidos (Warkentien e Crum-Cianflone, 2010). Entre as infeccdes
fungicas sistémicas, a criptococose se destaca como a terceira infeccdo mais
prevalente em todo o mundo e quando associado a individuos imunocomprometidos,
atinge o primeiro lugar dentre as infecdes sistémicas, acometendo mais de 70 % dos
casos (Prado, Silva et al., 2009; Tortorano, Dho et al., 2012).

Entre as 38 espécies de Cryptococcus, C. neoformans e C. gattii destacam-se
como os principais causadores de infeccbes em humanos e estdo diretamente
relacionados ao meio ambiente, uma vez que, 0s principais nichos ecologicos da
espécie C. neoformans séo fezes secas de passaros, como pombos urbanos e aves
domésticas. Na india, Grover e colaboradores (2007) avaliaram a presenca de C.
neoformans em diversas espécies de arvores e solos contaminados com excretas de
pombos, e puderam constatar que esta espécie pode ser encontrada em diversas
fontes vegetais durante todas as estacfes do ano (Grover, Nawange et al., 2007).
Outro estudo, na india, mostrou a presenca de C. neoformans var. grubii em ratos da
espécie Bandicota indica, este estudo relata a possibilidade deste animal
apresentar-se como um possivel disseminador da criptococose (Singh, Naidu et al.,
2007).

Os nichos de C. gattii sdo ocos de arvores de varias espécies, principalmente
espécies de Eucalyptus sp. Kidd et al., (2004) avaliaram isolados ambientais de C.
gattii, na ilha de Vancouver, a fim de detectar a fonte de contaminagcdo. Amostras de
solo e ar mostraram-se positivas para C. gattii, o que indica que ha presenca de
propagulos vidveis no ar nas proximidades de moradias de individuos e animais
doentes, assim como, uma alta propor¢cdo de levedura por grama de solo (Kidd,
Hagen et al., 2004). Outros estudos também mostram a presenca da levedura em
amostras de 4gua doce, dgua do mar, vegetacao, solo e ar (Mak, Klinkenberg et al.,
2010).

A criptococose apresenta manifestacdes clinicas graves, sendo as principais
meningites, meningoencefalites e a formacéo de criptococomas. Devido a, gravidade
da infeccdo, ao fato da disseminacdo estar relacionada ao meio ambiente e a

infeccdo ocorrer por meio da inalagcdo dos propégulos infectantes da levedura, o
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estudo epidemiolégico e de viruléncia destas leveduras tém sido reportado em
diversos trabalhos (Almeida, Matsumoto et al., 2007; Santos, Meyer et al., 2008;
Martins, Wanke et al., 2011).

Tendo em vista o problema da criptococose no estado de Séo Paulo e na
regido de Araraquara e Ribeirdo Preto como demonstrado nos trabalhos de Barbieri,
2001; Almeida, Matsumoto et al., 2007 e Pedroso, Ferreira et al., 2009. Nosso
estudo avaliou a ecoepidemiologia de Cryptococcus em fezes secas de pombos e
morcegos, na cidade de Araraquara. Por meio de analises bioquimicas,
microscépicas e moleculares, 52 isolados ambientais foram avaliados quanto aos
tipos moleculares das espécies de C. neoformans (VNI, VNII, VNIII e VNIV) e de C.
gattii (VGI, VGII, VGIIl e VGIV).

Por meio das provas bioquimicas para identificacdo das espécies, incluindo
auxanograma e teste do CGB, observamos que 17,2 % (10) dos resultados para os
isolados ambientais, foram semelhantes pelos dois métodos, sendo 3,4 % (2)
identificados como C. gattii e 13,8 % (8) como C. neoformans e que em 60,3 % (35)
o CGB apresentou-se negativo, porém, pelo auxanograma esses isolados ndo foram
identificados quanto a espécie, sendo denominados Cryptococcus spp. Quando
relacionamos os resultados do CGB com as espécies ndo patogénicas, observamos
que, a positividade no CGB para a espécie C. gattii resultou em um falso positivo
para dois isolados, uma vez que, pelo auxanograma foram identificados como da
espécie C. ater.

Ja se esperava a identificacdo de espécies ndo-neoformans e nao-gattii pois
a avaliagdo de isolados do ambiente, traz uma gama de microrganismos das
espécies e deste género. O estudo das espécies de Cryptococcus, consideradas
nao patogénicas, € de grande importancia. Alguns estudos mostram possiveis
infecgdes por essas espécies em humanos e principalmente em animais. No estudo
de Averbuch et al., (2002) os autores relataram a infeccdo de paciente com cancer
por leveduras da espécie C. laurentii resistente ao fluconazol e a 5-fluorcitosina (5-
FC) (Averbuch, Boekhoutt et al.,, 2002). Kordossis e colaboradores (1998)
verificaram o primeiro caso de infeccdo por C. laurentii em humanos, mostrando a
infeccdo em pacientes HIV positivos e a evolugdo de um quadro de meningite
criptococcica (Kordossis, Avlami et al., 1998). Na Turguia, Kantarcioglu et al., (2007)
relataram um caso de lesdo cutanea por C. diffluens, em um jovem estudante

saudavel, sendo o isolado caracterizado como resistente a anfotericina B e a 5-FC



Discussao | 68

(Kantarcioglu, Boekhout et al., 2007). Bernal-Martinez e colaboradores (2010)
avaliaram o perfil de sensibilidade de isolados de Cryptococcus ndo-neoformans e
nao-gattii, sendo eles das espécies C. albidus, C. laurentii, C. uniguttulatus, C.
humicola, C. curvatus e C. luteolus. Este foram avaliados quanto a sensibilidade aos
antifingicos anfotericina B, 5-fluorcitosina, azoéis e as candinas e verificaram que 5-
fluorcitosina e candinas apresentavam-se inativos contra essas espécies, enguanto
que o fluconazol mostrou atividade limitada contra C. albidus, C. unguttulatus e C.
laurentii, o que mostra a importancia de estudos das espécies consideradas nao-
patogénicas, uma vez que podem ocorrer resisténcia natural aos antifingicos usuais
(Bernal-Martinez, Gomez-Lopez et al., 2010).

Um estudo realizado em nossa regido por Pedroso e colaboradores (2009)
avaliaram por meio de isolamento e identificacdo bioquimica as espécies de
Cryptococcus em locais publicos no municipio de Ribeirdo Preto (SP). Como
resultado obtiveram 41 amostras positivas para o género Cryptococcus, de um total
de 86 amostras de ar e fezes de pombos. Destas 41 amostras, 15 foram
identificadas como C. neoformans, 15 como C. albidus, nove como C. laurentii e dois
como C. unigutulatus (Pedroso, Ferreira et al., 2009).

Em nosso estudo, os isolados ambientais do municipio de Araraquara (SP),
foram identificados pelos métodos classicos, confirmados e determinados os tipos
moleculares, por meio de analises moleculares por PCR-RFLP. Observamos que
todos os isolados ambientais estudados apresentaram-se como C. neoformans var.
grubii, tipo molecular VNI. Muitos estudos pelo mundo todo, mostraram a prevaléncia
da espécie C. neoformans var grubii (VNI). Martins e colaboradores (2011) avaliaram
63 isolados clinicos de pacientes com meningite criptococcica da regiao do Piaui, no
periodo de 2008 a 2010; os autores observaram que apesar das infeccdes pela
espécie C. gatti (VGII) estar epidemiologicamente aumentando, ainda ha
predominéancia da espécie C. neoformans (VNI) em mais de 50 % dos casos
(Martins, Wanke et al., 2011). Outro estudo brasileiro realizado em Minas Gerais por
Andrade-Silva et al., (2010) avaliou isolados ambientais de C. neoformans e C.
laurentii de areas externa de hospitais e constataram a presenca de C. neoformans
em 43 % das amostras coletadas, 23,3 % de C. laurentii e em 10,9 % observaram a
presenca das duas espécies em uma mesma amostra. Entre os isolados de C.
neoformans, o tipo molecular que predominou foi o VNI (Andrade-Silva, Ferreira-
Paim et al., 2010).
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Day e colaboradores (2011) no Vietna, mostraram que C. neoformans var.
grubii VNI é responsavel pela maioria dos casos de meningite criptocéccia no pais e
relatam a existéncia de diferencas moleculares entre as cepas que causam
infeccbes em individuos sadios e em imunocomprometidos. Esta espécie foi
responsavel por 73% dos casos de meningite em pacientes nao infectados pelo HIV
e por 100% dos casos em pacientes HIV positivos (Day, Hoang et al., 2011).

Em nosso laboratério, Diniz (2009) avaliou 67 amostras ambientais de fezes
de pombos no municipio de Araraquara (SP) e todos se mostraram como C.
neoformans pelas provas bioquimicas e por metodologias moleculares de PCR-
RFLP utilizando as mesmas sequéncias iniciadoras usadas neste estudo. Todas as
amostras foram classificadas como pertencentes ao tipo molecular VNI (C.
neoformans var. grubii). Estes dados confirmam a prevaléncia da espécie C.
neoformans e do tipo molecular VNI, em amostras ambientais coletadas de locais
publicos na nossa regido, conforme o resultado encontrado em nosso trabalho
estando de acordo com a literatura, revelado pela maioria dos estudos realizados no
estado de Sao Paulo (Barbieri, 2001; Nishikawa, Lazera et al., 2003; Almeida,
Matsumoto et al., 2007; Pedroso, Ferreira et al., 2009).

Em outro estudo epidemiolégico realizado em nosso laboratério em 2007 por
Matsumoto e colaboradores, foram avaliados 47 isolados clinicos de pacientes HIV
positivos de nossa regido, especificamente, das cidades de Sao José do Rio Preto,
Santos, Araraquara e Ribeirdo Preto. Todos os isolados foram identificados como C.
neoformans var. grubii, sendo 45 isolados identificados como tipo molecular VNI e
apenas dois como tipo molecular VNII. Esses resultados mostram a epidemiologia
molecular de C. neoformans de parte da regido sudeste do Brasil (Matsumoto,
Fusco-Almeida et al., 2007).

Em estudo que verificou a comparagcdo dos resultados das provas
bioquimicas com os métodos moleculares, Matsumoto, Fusco-Almeida et al., 2007 e
Diniz (2009) verificaram 100 % de concordancia entre eles, ao contrario de Leal e
colaboradores (2008) que encontraram discordancia em seis (4,5 %) de 131 isolados
analisados, entre as analises por CGB e tipagem molecular, mostrando que o
apresentando o teste do CGB nem sempre é confiavel e que os métodos
moleculares sédo de maior especificidade para identificacdo (Leal, Faganello et al.,
2008). No presente estudo, verificamos uma diferenca significativa entre os métodos

de identificagdo bioquimicos e moleculares; quando avaliamos os resultados do
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ensaio do auxanograma com a tipagem molecular, foi observado que em 75,9 %
(41) dos isolados néo foi possivel identificar as espécies e quando analisados por
métodos moleculares eles apresentaram-se da espécie C. neoformans var. grubii
(VNI), 5,6 % (3) isolados foram identificados como C. gattii pelo auxanograma e pelo
RFLP como C. neoformans var. neoformans. Desta forma, podemos observar que
para isolados ambientais, metodologias bioquimicas como forma de identificacdo
pode gerar dados nao precisos na determinacdo das espécies devido as
adversidades dos nichos que podem influenciar no comportamento bioquimico ou
metabdlico.

Com o intuito de se obter dados mais precisos acerca da viruléncia da
linhagem ATCC para realizacdo dos ensaios de adesdo e sua inibicdo, foi
necessaria a ativacdo da cepa por meio da inoculacdo em camundongo. No
presente estudo, verificamos que através da ativacdo das leveduras em modelo in
vivo, ocorreu um aumento significativo no tamanho das células flangicas.
Normalmente o tamanho das células de C. neoformans in vitro corresponde de 5 a
10 microns. Alguns estudos mostram que é comum o0 aumento das células
leveduriformes, apds a ativacédo da levedura pela passagem in vivo, as quais podem
chegar até 100 microns de diametro. Tais alteracbes morfoldgicas alteram a
patogenicidade, levando a um aumento da resisténcia ao estresse oxidativo e
aumentando a penetracdo da levedura no sistema nervoso central. Okagaki e
colaboradores (2010) estimularam a co-infec¢do in vivo, analisou o conteudo do
DNA das células filhas e observou que essas células apresentavam um contetdo
poliploide e tamanho aumentado, com esses resultados, os autores descrevem um
novo mecanismo pelo qual C. neoformans escapa da fagocitose do hospedeiro,
permitindo a sobrevivéncia de um subconjunto de populacdo nas fases iniciais da
infeccdo, evidenciando a importancia das alteragcdes morfologicas durante a infeccéo
(Okagaki, Strain et al., 2010). Tal fato observado nos indicou que provavelmente a
viruléncia desta linhagem ativada foi viabiliazada para dar-se andamento aos
ensaios de adeséo.

Zaragoza e colaboradores (2011) mostraram em sua revisdo que as
alteracdes estruturais da capsula polissacaridica que ocorrem in vivo € uma
consequéncia da interacdo fungo-hospedeiro assim como é um importante fator na
infeccdo, uma vez que a capsula é a primeira estrutura a ser reconhecida pelo

sistema imunoldgico do hospedeiro (Zaragoza, 2011). Os fatores que induzem o
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aumento da cépsula sdo: altas concentracdes de CO,, deficiéncia de ferro, soro de
mamiferos, baixa concentracdo de nutrientes e manitol e pH basico (Zaragoza, Fries
et al., 2003). Zaragoza e colaboradores (2003) mostrou que 0 aumento da capsula
ocorre nas primeiras horas apds a infeccdo no hospedeiro e pode ser considerado
uma primeira resposta da levedura para a interacdo com o hospedeiro. A
capacidade do C. neoformans formar células muito grandes, as quais foram
denominadas “células gigantes” por Zaragoza (2010) mostra uma resposta tardia
das alteracbes morfologicas da levedura. Geralmente essas “células gigantes” sao
encontradas apos alguns dias de infeccdo em pulmfes de camundongos e o autor
mostra que este fendmeno pode ser considerado uma nova forma de dimorfismo dos
fungos (Zaragoza, Garcia-Rodas et al., 2010). Em nossos resultados foi verificado
um aumento da capsula principalmente no sitio hepatico e aumento total da levedura
no pulméao.

Pfaller et al., (2011) determinaram o ponto de corte de Cryptococcus spp para
os farmacos posaconazol, itraconazol e fluoconazol, os quais apresentaram 0s
valores de 0,25, 0,12 e 8,0 mg/L, respectivamente (Pfaller, Castanheira et al., 2011).
Avaliamos a sensibilidade de seis isolados ambientais da espécie C. neoformans
var. grubii, tipo molecular VNI, frente as drogas antifingicas anfotericina B e
fluconazol, a fim de determinar uma possivel resisténcia. Observamos que os seis
isolados apresentaram sensibilidade a anfotericina B, porém somente dois (33,33 %)
isolados de C. neoformans var. grubii (M16.2 e M16.3) mostraram-se sensiveis ao
fluconazol, com um valor de CIM de 4,0 mg/L e quatro (77,77 %) isolados,
apresentaram baixa sensibilidade ao fluconazol com valor de CIM de 8,0 mg/L;
apesar do valor da CIM estar mais elevado, ndo podemos afirmar que esses
isolados estéo resistentes ao fluconazol, mas sim que, em se tratando de isolados
ambientais o resultado é preocupante, pois esta no limite do ponto de corte para a
resisténcia, sem que este isolado tenha contato com esta substancia. Drummond e
colaboradores (2007) avaliaram o comportamento de varios isolados de
Cryptococcus, entre eles, isolados ambientais, frente a compostos azélicos, tanto ao
fluconazol, quanto a pesticidas azolicos e foi observado nos isolados ambientais um
aumento da resisténcia a esses compostos (Drummond, Reiméo et al., 2007). Desta
forma, supde-se que a diminuicdo da sensibilidade da maioria dos isolados
ambientais aos azois, é proveniente de uma possivel contaminacdo ambiental por

esses compostos; uma vez que o0s locais onde as amostras foram coletadas



Discussao | 72

apresentam servicos de jardinagem como pragas, parques, escolas e hospitais.
Outros estudos avaliaram a sensibilidade de isolados ambientais os farmacos
antifingicos, como o trabalho de Kobayashi et al., (2005) que avaliaram 36 isolados
ambientais de C. neoformans, na cidade de Goiania (GO), frente a anfotericina B,
fluconazol e itraconazol e entre estes nao foi determinado nenhum isolado
resistente. Os mesmos dados foram encontrados no estudo de Souza et al., (2005)
guando avaliaram 110 isolados de C. neoformans, sendo 70 isolados clinicos e 40
isolados ambientais, também na cidade de Goiania (GO); nenhum isolado ambiental
mostrou-se resistente aos farmacos anfotericina B, itraconazol, fluconazol e
ravulconazol. Esses dados corroboram com os determinados em nosso estudo, que
apesar de apresentarem um valor no limite de sensibilidade, ainda séo classificados
como sensiveis ao fluconazol e a anfotericina B.

Tendo em vista as complicagcdes no tratamento da criptococose, 0 baixo
arsenal de drogas antifungicas e a aquisicdo de resisténcia das leveduras aos azois,
0 estudo com plantas e suas substancias, como compostos antifingicos inovadores
vem apresentando destaque nos ultimos anos. H4 muito tempo, as plantas vém
sendo amplamente utilizadas na medicina popular, pois representam uma alternativa
econdmica, de facil obtencéo, apresentam aplicabilidade a diversas doencas e baixa
toxicidade ao homem (Regasini, Pivatto et al., 2010; Sardi, Almeida et al., 2011).

Neste trabalho foram estudadas duas substancias isoladas da planta
Maytenus ilicifolia, maitenina e pristimerina, e uma série de chalconas sintéticas.
Buscou-se nestas substancias uma ac¢do fungicida e/ou fungistatica contra leveduras
do género Cryptococcus, para o controle desta levedura no seu nicho ambiental e no
hospedeiro.

Estudamos as substancias de M. ilicifolia, a maitenina e a pristimerina, com
finalidade de desinfeccdo ambiental, pelo fato de serem substancias naturais,
apresentarem potencial fungicida em uma concentracao baixa (0,48 a 0,97 mg/L) e 0
menor risco de danos ambientais, como por exemplo, um desequilibrio da fauna e
flora da regido desinfetada (Drummond, Reimao et al., 2007).

A planta M. ilicifolia (Celastraceae), nativa da floresta tropical Atlantica, é
amplamente utilizada na medicina tradicional por apresentar diversas atividades
bioldgicas (Vilegas, Sanommiya et al., 1999); (Jorge, Leite et al., 2004); (Santos-
Oliveira, Coulaud-Cunha et al., 2009). Nas ultimas décadas, 0 uso de metabdlitos

secundarios extraidos desta familia, como os triterpenos, diterpenos e



Discussao | 73

sesquiterpenos, tem mostrado amplo espectro de bioatividades (Buffa Filho, Corsino
et al., 2002; Chang, Hayashi et al., 2003; Tanaka, Ooba et al., 2004; Shirota, Sekita
et al., 2004). H4 estudos que mostram a atividade antibacteriana e leishmanicida da
espécie Maytenus ilicifolia (Kloucek, Svobodova et al., 2007). Extratos brutos das
folhas e raizes da M. ilicifolia foram estudados frente as bactérias Staphylococcus
aureus e Streptococcus sp e mostraram-se eficazes contra esses microrganismos.
Este potencial antibacteriano pode ser explicado pela presenca de taninos
hidrolizaveis, os quais apresentam a capacidade de inibir o crescimento bacteriano
devido a modificacbes na permeabilidade da parede celular (Annuk, Hirmo et al.,
1999). Souza-Formigoni e colaboradores (1991) avaliaram o potencial
antiulcerogénico in vivo do extrato aquoso de M. aquifolium e de M. ilicifolia, a
formacdo de Ulceras estomacais foram induzidas, em camundongos, pela
administragao de indometacina; doses dos extratos aquosos foram administrados
por via oral e intraperitoneal, resultando em forte reducdo das Ulceras por ambas
espécies de plantas (Souza-Formigoni, Oliveira et al., 1991).

As substancias maitenina e pristimerina, sdo compostos triterpendides
quinonametideos comumente isolados das raizes da familia Celastraceae.
Recentemente, Dos Santos e colaboradores (2010) apresentaram a maitenina e a
pristimerina como substancias com potente atividade leishimanicida, assim como
uma forte e seletiva atividade antitumoral frente as células de glioma, seletivamente,
a linhagem celular U343 (Dos Santos, Dos Santos et al., 2010)

Em nosso estudo, a atividade antifUngica dos triterpenos, maitenina e
pristimerina, foi avaliada frente a cepa padrao ATCC 90012 de Cryptococcus
neoformans, aos isolados resistentes de C. neoformans (R30) e C. gattii (118) e a
seis isolados ambientais, previamente identificados, M16.2; M16.3; M16.4; M21.1,
V2.3, Hp5.2 (C. neoformans var. grubii — VNI). Ambas apresentaram atividade
fungicida potente para todos os isolados, porém para os isolados resistentes, a
maitenina mostrou atividade com valores de CIM variando entre 0,48 a 3,9 mg/L.
Assim como para os isolados ambientais onde verificamos uma faixa de CIM
variando de 0,48 a 0,97 mg/L para a maitenina.

A definicho de saneante pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa) é “substancia ou preparacfes destinadas & higienizacdo, desinfeccédo ou
desinfestacdo domiciliar, em ambientes coletivos e/ou publicos, em lugares de uso

comum e no tratamento de agua” (Anvisa). Para o desenvolvimento de um saneante,
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este deve apresentar-se preferencialmente atoxico para o homem e ao meio
ambiente, uma vez que, 0s saneantes até entdo desenvolvidos agridem e
apresentam uma capacidade de contaminacdo e desequilibrio ambiental. O atual
desinfetante ambiental utilizado na lavagem de locais publicos para a retirada de
fezes de passaros, é o hipoclorito de sédio comercial (2,5 %) em uma diluicdo 1:10
em agua Mendes-Giannini (Mendes-Giannini, Araujo et al., 2010). Realizamos o0
teste de sensibilidade partindo da concentragcdo correspondente a usual e
verificamos que ha eficacia, porém esta concentracdo poderia ser reduzida, com
uma diluicdo até 1:10°.

Em nosso trabalho, avaliou-se o potencial de desinfeccdo das substancias
naturais, utilizando como controle positivo a anfotericina B e a metodologia da curva
de morte, na qual por meio de uma cinética de exposicdo em 24 horas obtivemos a
curva de morte das células fungicas conforme Klepser, Ernst et al., 1998; Diniz,
2009; Sangalli-Leite, Scorzoni et al., 2011 com modificacdes. Para cada substancia,
foi avaliada a taxa de morte na CIM, sendo anfotericina B na concentracdo de 1,0
mg/L e maitenina a 7,8 mg/L e pristimerina 15,62 mg/L. Obtivemos resultados
importantes em um periodo de 24 horas de exposicdo do isolado as substancias
naturais, uma vez que a taxa de morte de leveduras variou em 80 a 100 % para a
cepa ATCC 90012 em um periodo de 1 a 2 horas e 50 % a 100 % em um periodo de
1 a 12 horas para o isolado ambiental M16.2 quando tratados com anfotericina B. A
taxa de morte para a maitenina variou de 80 a 100 % em um periodo de 1 a 4 horas
para a cepa ATCC 90012 e 70 a 100 % em um intervalo de 2 a 8 horas para o
isolado ambiental. Ja para a pristimerina, a taxa de morte da cepa ATCC 90012
variou de 60 a aproximadamente 80 % em uma faixa de tempo de 8 a 24 horas, e
para o isolado ambiental variou entre 60 a 80 % em um intervalo de tempo de 8 a 24
horas. Com esses resultados, podemos classificar a maitenina como a substancia
natural mais eficiente quando comparada a pristimerina, pois foi capaz de eliminar
100 % das leveduras no maximo 8 horas.

Com relacao a eficiéncia da desinfeccdo, observou-se que para a cepa ATCC
90012 a maitenina e anfotericina B tiveram 0 mesmo comportamento, ambas foram
eficazes com aproximadamente 90 % de morte das leveduras em apenas 1 hora. Ja
para a pristimerina os resultados tiveram menor acdo, como observou-se nos testes
de sensibilidade. Para o isolado ambiental (M16.2), os resultados de maitenina e

anfotericina B foram semelhantes porém menos eficazes quando comparados a
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cepa ATCC 90012. A maitenina atingiu 70 % de morte em 2 horas, enquanto que a
anfotericina B em 8 horas, podendo constatar, assim, que a maitenina apresentou
maior acdo em menor tempo. No entanto, quando avaliamos os resultados de
pristimerina, observamos que apenas no periodo de 24 horas, houve 80 % de morte
sendo que a maitenina atingiu esse mesmo resultado em apenas 8 horas.

Nossos resultados estdo de acordo com Diniz (2009) que realizou um
trabalho semelhante em nosso laboratorio com o extrato bruto de Alibertia
macrophylla (Rubiaceae). Avaliou por meio de curva de sobrevivéncia a eficacia
deste extrato bruto em isolados ambientais, para isso utilizou-se 500 pg/mL do
extrato em um periodo de até 24 horas. Os resultados mostraram uma eficiéncia de
até 95,8 % para a maioria dos isolados quando tratados com o extrato de A.
macrophylla. Foi avaliada a eficiéncia do hipoclorito de sédio frente a esses isolados
ambientais e constatou-se 98,8 % de morte das leveduras. Diante desses
resultados, podemos avaliar que a maitenina e a pristimerina sdo substancias com
um potencial saneante maior que o extrato de A. macrophylla, uma vez que além de
apresentarem taxas de morte mais elevadas, as concentracdo testadas foram
aproximadamente 100 vezes menor.

Diante da problematica de desinfeccdo ambiental e toxicidade, avaliamos a
citotoxicidade da maitenina e pristimerina, em diferentes linhagens celulares. A
avaliacdo da citotoxicidade mostrou que na faixa da CIM (0,48 a 3,90 mg/L) da
maitenina para todos os isolados testados variou entre 60 % e 100 % para todas as
linhagens celulares.

A citotoxicidade da pristimerina tem sido discutida em alguns trabalhos como
o de Chang e colaboradores (2003) que mostram a citotoxicidade em diversas
linhagens tumorais, como por exemplo, células MDA-MB-231 (cancer de mama)
(Chang, Hayashi et al., 2003). Outro estudo mostrou a baixa viabilidade celular da
pristimerina em linhagens celulares tumorais A549, MCF-7, HepG2 e Hep3B; em
qgue o IC50 mostrou-se em uma baixa concentracao (0,61-0,42 mM). Ja em linhagem
celulares normais, como por exemplo, em linhagem de células mamarias nao-
tumorais (MCF-10A), a pristimerina ndo mostrou citotoxicidade, o que sugere a
seletividade da substancia para células tumorais (Wu, Chan et al., 2005).

Em nosso estudo, observamos que a citotoxicidade da pristimerina, em
linhagem celular tumoral A549, corroboram os dados apresentados nos demais

trabalhos, uma vez que apresentou viabilidade em torno de 50 % em ampla faixa de



Discussao | 76

concentracdo. Entretanto, nossos resultados mostraram que em HepG2, nas
concentragbes testadas, a pristimerina apresentou-se com baixa citotoxicidade,
variando em 60 a 100 % de células vivas. O comportamento da maitenina e
pristimerina em células humanas normais (NOK) mostrou-se favoraveis para o
desenvolvimento de produtos antifingicos a partir dessas substancias.

Um segundo objetivo de nosso trabalho, foi buscar substancias fortemente
ativas contra Cryptococcus, com baixo potencial citotéxico que possa ser alvo de
estudo para o desenvolvimento de novos farmacos antifingicos. Diante disso, uma
série de chalconas sintéticas se destacaram, apresentando reduzidos valores de
CIM para Cryptococcus e outras leveduras como Candida sp e Paracoccidiodes
brasiliensis (dados ndo demonstrados).

As chalconas séo flavondides de cadeia aberta encontrado em uma grande
diversidade de plantas. Ha muitos estudos na literatura que avaliam as mais
diversas atividades biolégicas como a atividade antioxidante, anticancerigena,
antimicrobiana, antiprotozoaria, antiulcerogénica, antiinflamatoria. Algumas
chalconas ja sdo utilizadas no tratamento de doencas virais, cardiovasculares,
parasitarias, dor, gastrite, assim como usada em aditivos alimentares e em
cosméticos. Batovska e colaboradores (2010) por meio de ensaios clinicos
mostraram que as chalconas atingem concentragcfes plasméaticas razoaveis e néo
apresentam toxicidade (Batovska e Todorova, 2010).

Existem varias chalconas naturais e sintéticas, entre as chalconas naturais,
isoliquiritigenina foi avaliada quanto a sua atividade para o tratamento da cOlera e de
doencas renais, nas quais os individuos acometidos perdem muitos eletrdlitos.
Muanprasat e colaboradores (2012) mostraram a capacidade da chalcona natural
inibir AMPc, uma vez que a ativacao desta via promove a liberacdo de cloretos pelas
membranas intestinais, desta forma, estudos preliminares mostraram que a chalcona
natural € potencialmente ativa para o tratamento da coélera e doencas renais
(Muanprasat, Sirianant et al., 2012). H& diversos trabalhos que avaliam a atividade
antitumoral de chalconas. Recentemente, Neves et al., 2012 avaliaram a capacidade
de gerar morte celular, danos no ciclo celular e indugcdo de apoptose de 31
chalconas em linhagens celulares tumorais humanas, MCF-7, NCI-H460 e A375-C5
(Neves, Cravo et al., 2012). Os resultados afirmam que as chalconas interferem nos
parametros pesquisados e mostra a possibilidade de classificacdo das chalconas

como agentes antitumorais.
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A atividade antimicrobiana das chalconas, também é relatada em alguns
trabalhos. Barua e colaboradores (2011) avaliaram a relagéo estrutura-atividade de
um conjunto de chalconas sintéticas contra Mycobacterium tuberculosis; os autores
mostraram a atividade antimicobacteriana (Barua, Sarmah et al., 2011). Em outro
estudo, Brandao e colaboradores (2010) mostraram o pontencial antibacteriano e
antidermatofitico de uma chalcona natural extraida da planta Polygonum spectabile,
a qual mostrou-se ativa contra Staphylococcus aureus, Bacillus subtillis, Micrococcus
luteus, M. canis, Trichophyton mentagrophytes e T. rubrum. Além do estudo da
atividade antimicrobiana, este estudo mostrou uma moderada citotoxicidade em
linhagens celulares renais Vero e LLC-MK2 (Brandao, Kroon et al., 2010). Lacka e
colaboradores (2011) avaliaram a atividade antifingica contra Candida albicans, os
valores de CIM variaram entre 16 e 1 mg/mL, apresentando atividade fungicida na
maior concentracdo (Lgcka, Konieczny et al., 2011). Outros estudos também
mostram a atividade de chalconas frente as leveduras de varias espécies de
Candida sp e Cryptococcus spp (Elsohly, Joshi et al., 2001; Tavares, Johann et al.,
2011).

No presente trabalho, avaliamos a atividade antifungica de 15 chalconas
sintéticas contra a cepa de C. neoformans ATCC 90012 e aos isolados clinicos
sensiveis S26 e S27 de C. neoformans e aos isolados resistentes 30R de C.
neoformans e o isolado 118 de C. gattii.

Aproximadamente 40 % (6/15) das chalconas testadas apresentaram
atividade fungicida para Cryptococcus spp, com excecdo do isolado 30R, nos quais
as chalconas apresentaram 100 % de atividade fungicida. De acordo com Scorzoni e
colaboradores (2007) das 15 chalconas testadas, 14 apresentaram forte atividade
anti-cryptococcus, sendo somente a isoflavona que apresentou CIM maior que 250
mg/L, sendo assim, considerada inativa (Scorzoni, Benaducci et al., 2007). Somente
para a cepa ATCC 90012 que além da isoflavona, a 3'G-chalc também n&o
apresentou atividade antifingica. Diante dos reduzidos valores de CIM, selecionou-
se trés chalconas para avancarmos em nossas pesquisas, sendo elas: 2,3-chalc,
3,4-chalc e a 3'-chalc. A atividade antifungica contra as leveduras patogénicas
Candida albicans e Cryptococcus neoformans também foi relatada no trabalho de
Elsohly e colaboradores (2001), onde mostraram a atividade de cinco flavondides
prenilados isolados a partir de extrato etandlico de folhas de Maclura tinctoria (L.)

Gaud, sendo um deles uma chalcona inédita (Elsohly, Joshi et al., 2001).
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Tavares e colaboradores (2011) avaliaram a atividade antifungica e citotoxica
de um grupo de 21 chalconas quinolinicas. A atividade antifangica foi testada contra
cinco fungos patogénicos entre eles Paracoccidoides brasiliensis, espécies de
Candida e Cryptococcus gattii e os resultados mostraram uma maior atividade contra
o fungo dimorfico P. brasiliensis, assim como, somente um composto nao
apresentou atividade contra o fungo em questédo. Ja a atividade anti-Candida, essa
série de chalconas ndo apresentaram atividade significante, porém, grande parte
dos compostos apresenta atividade contra C. gattii, sendo que o composto que
mostrou melhor atividade, apresentou uma CIM de 7,80 mg/L (Tavares, Johann et
al., 2011). Em nossos resultados, observamos que a CIM para o isolado resistente
de C. gattii (118) variou em uma faixa de 31,25 a 3,90 mg/L.

E de grande importancia o estudo da citotoxicidade das moléculas que
pretendemos apresentar como protétipos de novos farmacos anti-Cryptococcus.
Avaliamos a toxicidade das trés chalconas mais potentes em diversas linhagens
celulares, procurando abranger tecidos humanos relevantes para 0 processo
infeccioso, como também células metabdlicas, onde a substéncia sera metabolizada
quando administrada in vivo, estudando desta forma a seguranca no uso das
substancias. A infeccdo inicia com a penetracdo de propagulos infectantes na
mucosa do hospedeiro, para isso avaliamos a citotoxicidade em células NOK
(células de mucosa oral); esses propagulos atingem os pulmdes, para isso
estudamos linhagens pulmonares normais (MRC-5) e tumorais (A549). A levedura
apresenta tropismo pelo sistema nervoso central, sendo o principal sitio de
instalacédo da doenca, para isso avaliamos a citotoxicidade das chalconas em células
de glioma humano (V87). Visando o uso das chalconas como farmaco, avaliamos a
sua toxicidade em células metabolizadoras HepG2.

Nossos resultados mostraram que as trés chalconas testadas néao
apresentam citotoxicidade nas linhagens celulares ensaiadas, or meio da
metodologia do MTT. Somente na linhagem A549 (tumoral) que quando tratadas
com a 3'-chalc, 30 % das células permaneceram vivas, porém quando avaliamos o
seu comportamento em células normais de pulmdo (MRC-5), verificamos que
manteve mais de 80 % das células vivas, desta forma, esses valores indicam uma
possivel toxicidade direcionada as células tumorais conforme o descrito no trabalho
de (Neves, Cravo et al., 2012).
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Na avaliacdo da adeséo de C. neoformans em diferentes células, observamos
uma maior adesao de C. neoformans em células do SNC (V87, células de glioma
humano). Tendo em vista o tropismo dessa levedura pelo SNC, nossos dados
confirmam essa afinidade. Essa atracdo pode ocorrer por varios mecanismos. Stie e
colaboradores (2012), mostraram o papel de proteases desta levedura no
comportamento neurotrépico, uma vez que o plasminogénio, no sangue, reveste a
superficie de patdégenos e esses é transformado em plasmina (protease sérica)
através de um transformador de plasminigénio, o autor mostra que para C.
neoformans ndo € necessario a acao do transformador de plasminogénio para a
conversdo do mesmo, uma vez que, esses agentes estdo presentes na capsula
polissacaridica. Desta forma, a plasmina mostrou maior capacidade de invasao nas
células endoteliais dos vasos sanguineos cerebrais (Stie e Fox, 2012). Outro estudo
mostra 0 processo de passagem do C. neoformans pela barreira hematoencefalica ,
por meio de ensaios in vitro. Com este estudo, observa-se que a adeséo e invasao
da levedura sdo mediadas por bolsas lipidicas (Huang, Long et al., 2011).
Fosfolipases sdo enzimas importantes no inicio da infeccdo pulmonar por C.
neoformans, uma vez que a adesao ao epitélio pulmonar é o primeiro processo de
infeccdo. Ganendren et al.,, (2006) avaliaram o papel de uma fosfolipase B no
processo de adesdao em células epiteliais humanas de pulmé&o (A549) e mostraram
que fosfolipases apresentam um papel importante na ligacdo de C. neoformans em
células epiteliais pulmonares. Além disso, os autores observaram que a taxa de
adesdo nessa linhagem celular, foi maior que 69 % em 4 horas de infeccao
(Ganendren, Carter et al., 2006). Nosso estudo mostrou uma taxa de adesdo muito
semelhante a encontrada no trabalho descrito acima, uma vez que, verificamos uma
taxa de adeséo de C. neoformans em fibroblastos pulmonares humanos (MRC-5) de
mais de 70 % no tempo de 4 horas.

Outros estudos sobre a adesao de C. neoformans mostram a capacidade que
a levedura tem de impedir a primeira defesa do hospedeiro pelo fato de internalizar-
se nos macrofagos e mesmo quando ocorre fagocitose, a levedura € capaz de
sobreviver e se replicar dentro dos macrofagos, sendo este um fator de viruléncia do
fungo. Srikanta e colaboradores (2011) avaliaram a interacédo intracelular de C.
neoformans em células fagociticas or meio de microscopia e observaram uma alta
adesdo da levedura em trés linhagens fagociticas diferentes (Srikanta, Yang et al.,
2011).
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Nossos dados apontam a chalcona, 2,3-chalc, como um protétipo promissor
para o desenvolvimento de novo farmaco antifingico, uma vez que, ndo apresenta
citotoxicidade em varias células, apresenta um alto potencial em inibir a adesdo em
células humanas e também apresenta atividade fungistatica contra isolados
resistentes, o que vem a estuda-la como um novo composto para solucionar o
problema da resisténcia aos azéis. Assim como, apontamos as substancias naturais,
maitenina e pristimerina, como candidatos promissores para o desenvolvimento de
saneantes eficazes para a desinfeccdo ambiental em locais publicos. Nossos
resultados mostram um grande avango para continuarmos no estudo dos
mecanismos de acdo das substancias aqui apresentadas para futuramente
apresentarmos novas medidas para a reducdo dos casos de criptococose de forma

eficiente e segura.
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7. CONCLUSOES

1. O levantamento geografico na cidade de Araraquara (SP) mostrou uma alta
prevaléncia da presenca de Cryptococcus spp (66,6 %), sendo que das 58 amostras

positivas, 55,2% destas estavam préximas a hospitais;

2. A identificacdo bioquimica, baseada na utilizacdo do CGB, mostrou que 20,7 % dos
isolados foram C. gattii e 79,3 % Cryptococcus spp. J& a identificacdo pelo
auxanograma, mostrou que 17,2 % pertencem a espécie C. gatti e 79,7 % C.

neoformans;
3. Entre as espécies nao patogénicas, houve prevaléncia da espécie C. luteolus;

4. De acordo com a tipagem global de Meyer, todos os isolados foram identificados
como C. neoformans var. grubii tipo molecular VNI, mostrando que o municipio de

Araraguara (SP) apresenta-se endémico para este tipo genético;

5. Nao foram encontrados isolados ambientais resistentes aos farmacos antiflingicos,

anfotericina B e fluconazol;

6. A cepa de Cryptococcus neoformans ATCC 90012 alterou sua morfologia em
tecidos de pulméo e figado, com o aumento da célula fingica, apds a reativacéo in
Vivo;

7. A maitenina e pristimerina apresentaram atividade antifingica potente contra
Cryptococcus spp, podendo ser utilizado como um modelo para saneante ambiental,
uma vez que as duas substancias apresentam valores de CIM reduzidos com baixa

citotoxicidade;

8. Os isolados resistentes das espécies de Cryptococcus spp foram potentes a
maitenina e pristimerina, sendo que maitenina foi duas vezes mais ativo que a

pristimerina;

9. A maitenina foi mais eficiente na desinfec¢cao podendo ser utilizada como saneante
ambiental, pois sua eficiéncia se inicia com o tempo de 1 hora de contato, mostrando o

comportamento idéntico ao da anfotericina B;

10. As chalconas apresentaram atividade antifingica contra Cryptococcus spp, onde

mais de 85 % destas substancias apresentaram atividade;

11. Os derivados chalcénicos mais potentes foram 2,3-chalc > 3’-chalc > 3,4-chalc;
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12. No ensaio de citotoxicidade, a maitenina apresentou-se menos téxica quando
comparada com pristimerina, embora a viabilidade celular para ambas tenha sido alta,

aproximadamente 80 %;

13. No ensaio de citotoxicidade, as chalconas apresentaram baixa toxicidade nas

diferentes linhagens celulares, com viabilidade celular maior que 80 %;

14. A maior taxa de adesado de C. neoformans ATCC 90012 ocorreu em células de
glioma humano (V87) com 35 % de adesdao, seguido de células de hepatoma humano

(HepG2) com 20 % de adesao no periodo de 1 hora;

15. A 2,3-chalc foi capaz de inibir a adesdo de C. neoformans para todas as células
testadas, e sua atividade foi mais eficiente na inibicdo da adeséo as células de glioma
(V87), seguido de HepG2, a partir de 30 minutos, chegando a 100 % de inibicdo com 2

horas.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

As substancias testadas neste estudo com finalidade da busca de um
saneante apresentaram resultados promissores e podem ser utilizados como
desinfetante ambiental. Com rela¢do ao uso das chalconas e seu possivel protétipo
como farmacos antifungicos para Cryptococcus spp ainda ndo foram bem
estabelecidos, com base neste e outros estudos cientificos publicados, uma vez que
essas substancias foram testadas somente in vitro, sugerindo que trabalhos futuros

devam ser realizados.
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Abstract

Fungal infections in humans have increased alarmingly in recent years, particularly in
immunocompromised individuals. Candida spp. are among the main causes of yeast infections.
The systemic infections caused by the Cryptococcus genus are also among the most prevalent
and most serious causes of mortality. Another very important fungal infection is
paracoccidioidomycosis, a human systemic mycosis that produces a pulmonary infection that
can be fatal, affects mainly the rural population of Latin America. Among other lung infections
caused by fungi with the development and evolution of serious injury are systemic
histoplasmosis and aspergillosis. Trichophyton rubrum and Trichophyton mentagrophytes,
stand out as the main etiological agents of dermatophytosis in humans. The molecules
maytenin and pristimerin obtained from the plant Maytenus ilicifolia (Celastaceae) are known
to show various pharmacological activities. This study aimed to evaluate the spectrum of
antifungal activity of the maytenin and pristimerin molecules and their cytotoxicity on
different cell lines. It was concluded that the best spectrum of antifungal activity was
presented by maytenin, although pristimerin was also active and not cytotoxic to the MIC
values against most tested fungi. The two molecules may be possible prototypes with a broad
spectrum of action for the development of new antifungal agents.

Keywords: pathogenic fungi, maytenin, pristimerin, activity antifungal.
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1. Introduction

It is estimated that there are over 100,000 species of fungi inhabiting our planet;
however, only a small percentage are known to cause human infection. Most fungal infections
are opportunistic and are usually associated with immunosuppression and patients suffering
from leukemia, diabetes, transplant surgery, treatment with corticosteroids, or HIV infection
[ Over the past two decades, invasive fungal infections have emerged as a major threat to
immunocompromised patients. Species of Aspergillus, Candida, Histoplasma, Cryptococcus and
emerging pathogens such as Trichophyton and Fusarium, all of which are largely opportunistic,
cause infection when host defenses are breached ™. Paracoccidioidomycosis, a human
systemic mycosis, is another fungal infection that is very important, affecting mainly the rural
population of Latin America, manly in Brazil, which contains 80% of the reported cases @,

There is currently great interest in discovering new molecules of natural origin to treat
various diseases. Phytotherapy is based on the use of active components contained in plants
or vegetables Bl Plants contain many components that are important sources of biologically
active molecules . Natural products have provided a wide variety of drugs and have become
a great alternative in the search for new antifungal drugs &1, According to the World Health
Organization (WHO), more than 50% of the population of North America uses natural products
and this percentage is even higher in Canada and China, where the statistic ranges from 50-
70% °.

In Brazil, the use of medicinal plants in traditional medicine has increased considerably
in recent years. The wide distribution of natural resources in Brazilian ecosystems and the
diversity of natural chemical components provides the country with potential bioactive
materials .. Maytenus ilicifolia (Celastaceae), popularly known as "espinheira santa", has
been used in traditional medicine since the mid-1920s . The secondary metabolites,
maytenin and pristimerin, are classified as quinonemethide triterpenoids and mainly isolated
from the bark of the roots of mature M. ilicifolia plants (19 several studies have shown that
maytenin exhibits strong antimicrobial activity against Gram positive and Gram negative
organisms, but there are no studies detailing the effects of these substances on fungi o

The need to discover new antifungal molecules and natural products is of great
importance for the development of new therapeutic tools. This paper proposes the study of
the potential antifungal potential of maytenin and pristimerin against fungi, an agent of
important mycoses. The potential broad spectrum of these molecules was evaluated, and the
cytotoxicity of these substances in different cell lines was evaluated, suggesting possible
prototypes of a broad spectrum of components for the treatment of mycoses.

2. Methods
2.1 Microorganisms

ATCCs strains and clinical isolates belong to the mycology collection of the Laboratory
of Clinical Mycology, Department of Clinical Analysis, Faculty of Pharmaceutical Sciences,
UNESP, Araraquara were used in the current study. The strains used were: Candida albicans
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ATCC 90028, Candida krusei ATCC 6258, Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida glabrata
ATCC 90030, Candida tropicalis ATCC 750, Cryptococcus neoformans var. grubii ATCC 90012,
Histoplasma capsulatum (G217B), Aspergillus niger ATCC 16404, Aspergillus fumigatus ATCC
7100, Trichophyton interdigitalis ATCC 40131. Clinical isolates from Paracoccidioides
brasiliensis (18), Trichophyton rubrum and Trichophyton menthagrophytes (102), Cryptococcus
neoformans var. grubii resistant to fluconazole (R30), two clinical isolates from Cryptococcus
neoformans var. grubii susceptible to fluconazole (526 and S27) and Cryptococcus gattii (118)
isolate from animals, resistant to fluconazole and Histoplasma capsulatum (M238P) (lung bat)
were also used.

2.2 Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

All microorganisms were tested for susceptibility to specific commercial drugs for the
treatment of each gender. The test for yeast was carried out in accordance with the
microdilution method described according to the M27-S3 of the CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute) (2008), with modifications. The filamentous fungi susceptibility testing was
performed according to the M38-A2 of the CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)
(2008) % with modifications to determine the minimum inhibitory concentration (MIC).

Two pure substances extracted from Maytenus ilicifolia, maytenin and pristimerin, were
prepared as described by Scorzoni, et al., 2007 M The antifungal drugs were diluted according
to CLSI M27-53 ™ Inoculums were prepared in RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) with
L-glutamine, without sodium bicarbonate, supplemented with 2% glucose, and buffered to a
pH of 7.0 using 0.165 M MOPS, (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). The yeast suspension was
adjusted to a final concentration of 1.0 x 10* CFU / mL in RPMI-1640 and for filamentous fungi,
a suspension of microconidia was adjusted to 2.5 to 5.0x10° 1% In the 96-well plates,
substances were added in serial dilutions, starting from a concentration of 250mg /L to 0.48
mg /L. The plates were incubated in a shaker at 37°C/150rpm to a specific time determined
for each microorganism. The reading of MIC was performed by spectrophotometry at 490nm
and confirmed using Alamar Blue (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).

2.3 Minimum Fungicide Concentration

A qualitative analysis of fungal viability was performed, by transferring a portion of the
wells to a plate with Sabouraud (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) medium and incubated at 37 ° C
during the time determined for each fungal agent. The MFC was determined as the lowest
concentration of the extract that did not allow the growth of any fungal colony on the solid
medium after the incubation period ™. A visual reading was performed to confirm the death
or growth inhibition provided by the antifungal substances, maytenin and pristimerin.
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2.4 Cell Cytotoxicity Assay

The cytotoxicity of maytenin and pristimerin was assessed by MTT for cell lines NOK
(keratinocyte oral mucosa), obtained from the American Type Culture Collection (Manassas,
VA, USA). The cells were grown in own culture medium NOK (Keratinocytes — SFM, GIBCO), and
maintained at 36.5 °C. A concentration ranging from 2.5 to 5.0 x 10” cells / mL was used for the
formation of monolayer cells. The concentrations of pure substances were kept in contact with
the cells for 24 hours. After the incubation period, the cells treated with the MTT reagent has
an additional 5mg / mL added, (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) and the cells were incubated
again for another 4 h. After the formation of formazan crystals, 100 uL of isopropanol was
added to solubilize the precipitate and allow the reading of the result by changing the color of
the medium ®.. The absorbance of formazan was quantified using an ELISA reader (enzyme-
linked immunosorbent assay) set at 560 nm. As a positive control test, hydrogen peroxide was
used.

3. Results
3.1 Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

Table 1 present the results of the antifungal activity of maytenin and pristimerin,
isolated from Maytenus ilicifolia. Maytenin activity was classified as good for both yeasts and
for filamentous fungi, when compared to positive controls itraconazole and amphotericin B;
since the MIC ranged between 0.12 and 62.5 mg / L. Pristimerin previously showed a
significant variation in the action potential. For yeasts, the pristimerin showed good activity,
with the exception of C. glabrata ATCC 90030 which showed moderate activity and C. albicans
ATCC 90028, which presented low antifungal activity. For the filamentous fungi, pristimerin
showed moderate activity, with the exception of Trichophyton menthagrophytes ATCC 40131,
which showed a MIC of 62.5 mg / L and was classified as having good activity.

3.2 Minimum Fungicide Concentration (MFC)

Minimum Fungicide Concentration was performed to confirm cell death in MIC
through observation of no colony growth in a rich medium. The maytenin showed efficacy in
the MIC for most yeasts. No growth of C. albicans colonies was observed, and the death of
yeast occurred in a higher dilution concentration (Table 1). For the filamentous fungi, MFC was
confirmed by testing cell viability, which occurs in MIC fungal cell death (Table 1).

Pristimerin presented a greater difference between the MIC and the concentrations
that showed no growth of colonies. Moreover, the difference between the MIC and the value
of qualitative analysis of fungal viability was greater than the difference presented by
maytenin (Table 1).
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For the fungus Paracoccidioides brasiliensis and the filamentous fungi Aspergillus niger
and fumigatus, the qualitative test of fungal viability was flawed, since the growth of colonies
cannot be observed on a solid medium.

3.3 Cell Cytotoxicity Assay

The cytotoxicity assay for the NOK cell line showed more than 80% of cell viability in
MIC maytenin concentrations. The substance pristimerin showed cell viability above 80% in
normal cells. In this present experiment, death hydrogen peroxide (Table 1).

4, Discussion

Plants have been used in medicine for a long time, being extensively used in folk
medicine because they represent an economical alternative, are easy to obtain and apply to
various pathologies . Regarding the search for new drugs, an ideal antifungal should have a
broad spectrum of fungicidal activity and does not cause toxicity to the host 1] The treatment
of human mycoses is not always effective, because the available antifungal drugs produce
recurrence or cause resistance, in addition to presenting important toxicity. For this reason,
there is a continual search for new antifungal drugs that are more potent, but safer, than
existing drugs 1*¢',

The present results showed that both pristimerin and maytenin had an action on the fungi
studied (Table 1), but maytenin showed the best results. The exception was for H. capsulatum
isolated M238P and P. brasiliensis which showed MIC equal for both substances. H.
capsulatum is a pathogenic fungus that causes a respiratory and systemic disease,
histoplasmosis ”). Pulmonary mycoses infections have a high incidence in humans and have
increased due to their relationship with immunocompromised persons; this increase is due to

Tstudied extracts obtained from Salvia

advances in medicine ™. Alanis-Garza et al., 2007
texana, Leucophyllum frutescens, Cordia boissieri, Schinus molle, and Clematis drummondii
“female”, which all displayed activity against H. capsulatum, with MICs between 16 and 125
mg / L. The MIC for the ATCC strain of H. capsulatum was 0.97 and less than 0.48 mg / L for
maytenin and pristimerin respectively, while for the clinical isolate, the MIC for both
substances was below 0.48 mg / L. Faced with little literary data of natural products active
against this strain, maytenin and pristimerin can be considered prototypes that are excellent

anti-Histoplasma agents.

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic granulomatous disease and in the absence of drug
therapy, the disease is usually fatal 20 Few studies have searched for new drugs from natural
products for P. brasiliensis ®***!. In studies performed by Johann et al., 2010 %, Piper regnellii
and Baccharis dracunculifolia were the most active against the fungus P. brasileinsis,

presenting MIC values of 7.8 mg /L and 7.8-30 mg/ L, respectively. Martins et al., 2009 [22]
obtained good results with the compound curcumin. Additionally, this study indicated that

curcumin was more potent than the antifungal fluconazole against P. brasiliensis. The current
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results were excellent for P. brasiliensis, with MIC of 0.12 mg / L for both molecules, with a
concentration 65 fold lower than the results of the study mentioned above.

The infection rate by Cryptococcus sp has increased, mainly because of AIDS. It is estimated
that the incidence of cryptococcosis in HIV positive patients around the world varies from 5 to
30%. In Brazil, it is estimated that 5-10% of HIV-positive patients are affected by this mycosis
231 In the current results indicate that the molecules had an excellent MIC for the yeasts of
genus Cryptococcus, ranging from 0.48 to 3.9 mg / L for maytenin and 0.97 to 7.8 for
pristimerin. In another study, Maytenus undata extracts had promising antifungal activity
against C. neoformans, with an average MIC of 0.09 mg/ L after 24 h and 0.18 mg / L after 48 h
24 Croton sylvaticus and Catha transvaalensis extracts also had good activity, with average
MIC values of 0.07 mg / mL and 0.09 mg / mL, respectively. Candida spp. is another
opportunistic fungus that has increased in patients with immunosuppression. These yeasts
rank as the fourth most common bloodstream pathogen in hospitals in the Western world and
they are associated with the highest mortality amongst bloodstream infections, due to the
high resistance these fungi have against existing antifungals 251 This is why it is so important to
search for alternative medicines. For this yeast, the pristimerin showed good activity, with the
exception of C. glabrata ATCC 90030, which showed moderate activity and C. albicans ATCC
90028, which obtained low antifungal activity. Maytenin showed moderate antifungal activity
for this specie.

C. albicans showed no growth of colonies when withdrawn from treatment; however,
the Candida non-albicans showed killing of yeast in a higher concentration than the MIC for
maytenin and pristimerin, except for C. glabrata in contact pristimerin.

Dermatophytes are a group of parasitic fungi that live at the expense of the keratin of
skin, nails and hair. Although dermatophyte infections are restricted to certain areas of the
epidermis, they can be invasive and cause serious and widespread infections in
immunocompromised patients, with the eventual development of granulomas [26], According
to the World Health Organization (WHO), dermatophytes affect about 25% of the world
population. Because of the high incidence of dermatophytosis worldwide, there is a great need
of finding new drugs that act on these pathogenic fungi. Maytenin showed good activity, with
MIC ranging from 1.95 - 3.9 mg /L. For filamentous fungi, the pristimerin showed moderate
activity, with the exception of Trichophyton menthagrophytis ATCC 44131, which showed a
MIC of 62.5 mg/ L. Lau et al., 2010 271 studied extracts from Fructus Psoraleae and Folium
Eucalypti Globuli to treat dermatomycosis. Both pure compounds effectively inhibited the
growth of Trichophyton mentagrophytes and T. rubrum in vitro. The composition of a volatile
extract of Eryngium duriaei subsp. juresianum, provided an antifungal activity (MIC values:
0.16 - 0.32 mg/L) against several dermatophyte species (Trichophyton mentagrophytes, T.
rubrum, T. mentagrophytes var. interdigitale) *®. Many studies have demonstrated the
potential antifungal plants against these dermatophytes 262,

Invasive aspergillosis is an important cause of mortality in long-term neutropenic
patients, particularly after bone marrow (B.M.T.) and solid organ transplantation. More than
90% of invasive fungal infections in immunocompromised patients can be attributed to
Candida and Aspergillus 29 The fungi are present in the environment, and the gateway in
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humans is commonly the lung. The organism invades the blood vessels, often leading to
hematogenous dissemination. Maytenin had a better result against Aspergillus niger with a
MIC value of 0.97 mg / L while the MIC for A. fumigatus was 125 mg / L and pristimerin was
similar for both 250 mg / L (A. fumigatus and A. niger).

Maytenin showed good efficacy for most yeasts and caused cell death in the MIC levels. In
addition, pristimerin showed greater difference among the MIC levels and the concentrations
that showed no colony growth. Moreover, the difference between the MIC and the value of
CFU for pristimerin was greater than the difference presented by maytenin (Table 1).

On the other hand, cytotoxicity tests were performed with NOK (keratinocyte oral
mucosa), obtained from the Americam Type Culture Collection (Manassas, VA, USA). The
experimental substances were not cytotoxic for any of these different cells in the
concentrations analyzed in the current experiment (Table 1). Although most of the antifungal
agents available on the market are of synthetic origin, the study of natural products has
received the attention of scientists, mainly due to the occurrence of undesirable factors such
as the resistance of some strains to conventional antifungal agents - especially in
immunocompromised individuals - and the presence of these toxic effects. Therefore, the
study of plants with therapeutic properties, including those with antimycotic activity, has
grown considerably *®*Y. Brazilian plant species are usually used as antifungal agents and it is
clear that Brazil, because of its plant diversity, is a country known worldwide for its variety of
products with medicinal action, largely used in diverse regions ®2.

With respect to selectivity index (Sl), it is known that the higher the Sl of a substance,
the greater is its security. In our study we found that the maitenin substance had Sl above 1.0
for all species tested, so we can demonstrate the safe use of this. Likewise, the pristimerin
presented high Sl against some fungal species, as described for H. capsulatum (Sl 13.40).
However, when comparing the two substances, maitenin still showed better results (Table 1).

5. Conclusion

The results of this current study indicate the potential use of maytenin and pristimerin
for the treatment of fungal infections, which showed a strong antifungal activity against the
fungi studied. Therefore, the data obtained is promising and can serve as a guide in selecting
plants with antifungal activities for future studies of the prospect of a possible therapeutic
application of these products. However, more studies are needed to investigate the potential
targets or possible prototypes for new pharmacologically active models.

6. Acknowledgements. The authors are grateful to the Fundagao de Amparo Pesquisa do
Estado de S3do Paulo (FAPESP) and the Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico and
Tecnoldgico (CNPq) for their financial support. V. A. F. F. M. S. thanks CAPES and also is
grateful to Pré-Reitoria de Pesquisa (PROPe/UNESP) for providing a research fellowship.



301

302
303

304
305
306

307
308

309
310

311
312
313

314
315

316
317
318

319
320
321

322
323
324
325

326

327
328

329
330
331

332
333
334

335
336

7. Reference

[1] S. Shoham, S.M. Levitz, “The immune response to fungal infections,” Br. J. Haematol,
vol.129, n2 5, pp. 569-582, 2005.

[2] M.A. Shikanai-Yasuda, F.Q. Telles Filho, R.P. Mendes, A.L. Colombo, M.L. Moretti,
“Guidelines in paracoccidioidomycosis,” Rev. Soc. Bras. Med. Trop., vol.39 n2 3, pp.297-310,
2006.

[3] K. Hostettman, “Strategy of the biological and chemical evaluation of plant extracts”,
IUPAC, vol.70, pp. 21-22, 1998.

[4] M.S. Butler, “The role of product chemistry in drug discovery,” J. Nat. Prod., vol. 67, n2 12,
pp.2141-2153, 2004.

[5] J.C. Sardi, A.M. Almeida, M.J. Mendes-Giannini, “New antimicrobial therapies used against
fungi present in subgingival sites-A brief review,” Arch. Oral Biol, vol.56, n210, pp.951-959,
2011.

[6] M. Dolenc-voljc, “Dermatophyte infections in the Ljubljana region, Slovenia, 1995-2002,”
Mycoses, vol. 48, n? 3, pp. 181-186, 2005.

[7] M.C.T. Duarte, G.M. Figueira, A. Sartoratto, V.L.G. Rehder, A.L.M. Machado, C.
Delarmelina, “Anti-candida activity of essential oils and extracts from native and exotic
medicinal plants used in Brazil,” J. of Etnopharmacol., vol.97, n22, pp.305-311, 2005.

[8] R. Santos-Oliveira, S. Coulaud-Cunha, W. Colaco, “Revisao da Maytenus ilicifolia Mart. Ex
Reissek, Celastraceae. Contribuicdo ao estudo das propriedades farmacoldgicas,” Braz. J.
Pharmacogn, vol.19, n22, pp.650-659, 2009.

[9] V.A.F.F.M. Santos, D.P. Santos, |. Castro-Gamboa, M.V.B. Zanoni, M. Furlan, “Evaluation of
antioxidant capacity and synergistic associations of quinonemethide triterpenes and phenolic
substances from Maytenus ilicifolia (Celastraceae),” Molecules, vol.15, n2 10, pp. 6956-6973,
2010.

[10] CLSI. Reference method for broth dilution antifungal susceptibility testing of

filamentous fungi; approved standard-second edition. CLSI document M38-A2. Clinica and
Laboratory Standards Institute (formely NCCLS), 940 West Valley Road, Wayne, Pa. 2008.

[11] L. Scorzoni, T. Benaducci, A.M. Fusco-Almeida et al., “The use of standart methodology for
determination of antifungal activity of natural products against medical yeasts Candida sp and
Cryptococcus sp,” Braz. J. Microbiol. vol.38, n2 3, pp.391-397, 2007.

[12] L.O. Regasini, M. Pivatto, L. Scorzoni, T. et al., “Antimicrobial activity of Pterogyne nitens
Tul., Fabaceae, against opportunistic fungi,” Rev. bras. farmacogn, vol. 20, n2 5, pp.706-711,
2010.

[13] T. Mosmann, “Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: application to
proliferation and cytotoxicity assays,” J Immunol Methods, vol.65, n21, pp.55-63, 1983.



337 [14] J.). Rojas, V.J. Ochoa, S.A. Ocampo, J.F. Muiioz, “Screening for antimicrobial activity of ten
338 medicinal plants used in Colombian folkloric medicine: a possible alternative in the treatment of
339 non-nosocomial infections,” BMC Complement Altern Med, vol. 6, n2 2, pp. 1- 6, 2006.

340 [15] A.J. Carrillo-Mufioz , G. Giusiano, P.A. Ezkurra, G. Quindds, “Antifungal agents: mode of
341 action in yeast cells,” Rev Esp Quimioter, vol.19, n22, pp.130-139, 2006.

342 [16] R. Fenner, A.H. Betti, L.A. Mentz, S.M. Kuze Rates, “Plants with potencial antifungal
343 activity employed in Brazilian folk medicine,” Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences,
344  vol.42,n2 3, pp. 369-394, 2006.

345 [17] R.M. Zancopé-Oliveira, P. Morais e Silva Tavares, M.M. Muniz, “Genetic diversity of
346 Histoplasma capsulatum strains in Brazil,” FEMS Immunol. Med. Microbiol, vol.45, n23, pp. 443
347  -449, 2005.

348 [18] C. Gassiot-Nufio, “A propdsito de micosis pulmonares,” Acta Medica, vol.9, pp. 59-66,
349 2000.

350 [19] B.A. Alanis-Garza, G.M. Gonzalez-Gonzalez b, R. Salazar-Aranda, N. Waksman de Torres,
351 V.M. Rivas-Galindo, “Screening of antifungal activity of plants from the northeast of Mexico,” J
352 Ethnopharmacol, vol.114, n? 3, pp. 468-471, 2007.

353 [20] S. Johann, P.S. Cisalpino, G.A. Watanabe et al., “Antifungal activity of extracts of some
354 plants used in Brazilian traditional medicine against the pathogenic fungus Paracoccidioides
355 brasiliensis,” Pharm. Biol, vol.48, n2 4, pp. 388-396, 2010.

356 [21] L. de Carvalho Tavares, S. Johann, T. Maria de Almeida Alves et al., “Quinolinyl and
357 quinolinyl N-oxide chalcones: Synthesis, antifungal and cytotoxic activities,” Eur. J. Med. Chem,
358  vol.46,n29, pp.4448-4456, 2011.

359 [22] C.V.B. Martins, D.L. da Silva, A.T.M. Neres et al., “Curcumin as promising antifungal of
360 clinical interest,” J Antimicrob Chemother, vol.63, n2 2, pp.337-339, 2009.

361 [23] Brasil-Ministério da Saude “Dados e pesquisas em DST e AIDS. Brasilia. Coordenacao
362 Programa Nacional de DST/AIDS,” 2002.

363 [24] T.A. Mokoka, L.J. McGaw, J.N. Eloff, “Antifungal efficacy of ten selected South African
364 plant species against Cryptococcus neoformans,” Pharm. Biol, vol.48, n2 4, pp. 397-404, 2010.

365 [25] T. Rossignol, B. Kelly, C. Dobson, C. d'Enfert, “Endocytosis-mediated vacuolar

366  accumulation of the human ApoE apolipoprotein-derived ApoEdpL-W antimicrobial peptide
367 contributes to its antifungal activity in Candida albicans,” Antimicrob. Agents Chemother,
368 vol.55, n210, pp. 4670-4681, 2011.

369 [26] N.T. Peres, F.C. Maranhao, A. Rossi, N.M. Martinez-Rossi, “Dermatophytes: host-pathogen
370 interaction and antifungal resistance,” An Bras Dermatol, vol.85, n2 5, pp. 657-667, 2010.

371 [27] K.M. Lau, L.H. Fu, L. Cheng et al., “Two antifungal components isolated from Fructus
372 Psoraleae and Folium Eucalypti Globuli by bioassay-guided purification,” Am. J. Chin. Med, vol.
373 38, n2pp.1005-1014, 2010.



374
375
376

377
378
379

380
381

382
383
384

385
386
387
388

389

390

10

[28] C. Cavaleiro, M.J. Gongalves, D. Serra et al., “Composition of a volatile extract of Erygium
duriaei subsp. juresianum (M. Lainz) M. Lainz, signalized by the antifungal activity,” J. Parm.
Biomed. Anal, vol. 54, n2 3, pp. 619-622, 2011.

[29] M.C.Z. Novaretti, A.S. Ruiz, F.L. Dulley, P.E. Dorlhiac-Llacer, D.A.F. Chamone, “Detection
of Aspergillus sp in bone marrow transplant patients by PCR-nested technique” Rev. Bras.
Hematol. Hemoter, vol. 30, n2 2, pp.162-163, 2008.

[30] V. Lakshmi, S. Srivastava, S.K. Mishra, P.K. Shuklab, “Antifungal activity of bivittoside-D
from Bohadschia vitiensis (Semper),” Nat Prod Res. pp.1-6, 2011.

[31] R. Rodriguez-Guzman, L.C.J. Fulks, M.M. Radwan, C.L. Burandt, S.A. Ross, “Chemical
constituents, antimicrobial and antimalarial activities of Zanthoxylum monophyllum,” Planta
med, vol.77,n913, pp.1542-1544, 2011.

[32] T.O0.A. Menezes, A.C.B.A. Alves, J.M.S. Vieira, S.A.F. Menezes, B.P. Alves, L.C.V. Mendonga,
“Avaliacdo in vitro da atividade antifungica de 6leos essenciais e extratos de plantas da regido
amazonica sobre cepa de Candida albicans,” Revista de Odontologia da UNESP, vol.38, n23, pp.
184-191,20009.



0€006 D201V
00'T-SC°0 00'SZT /00°SeT SCT1E/STIE p304qD(6
759/86'€0C @ opipun)

6T0CZ JJLV
S2°0-90°0 00'T-S2°0 00'SCT /00°SCT STTE/T9ST sisojisdpipd

8¢006
00'¢-05°0 00052 / 00°0S¢ 0S'79/05°29 D)1V supbaiqjo
STV /LS9t ppipun)

"O4IN pue 0§ Dl
3Y} JO onel a8y} wody xapul ANAIDSISS pue S||99 YON Ul AlAOE 21X0101AD JO uoleneAs pue sasodAw i1sow ayl Buisned surens oluaboyred snojuawey
pue siseak ayl Jo juody uuswnsud pue uluslfew saosueisgns aind Jo Aljigeia Jenj@d [ebuny Jo sisAjeue aAnelnuenb pue sanjea DN T d|qel

11



81dd
SISualispiq
sap
101P12202040d

*x *x 6€00°0> SC'0-S10°0 -/Tro> -/Tro>

LT paie|os]
T4 N0] 0S0 06'€/06'€ 87'0/81°0 subw.ofoau
ST'S/0T0Ce 60S/€ST@® $N220203dA.1)

(013 ]
89'S /8Tl @ 00'ce< 00T 18°L/18°L 06'€/06°€ supwi.ofoau
oT'e/STvce $N220201dA1)




€T

9'0/vT0ST®

OV'ET/ €V 9@

ST'0-€0°0
89'G /8Tt @

00'T-2T°0
I18°€/0L'c®

00'¢-SC°0

6CS/€EST®

SC'0-90°0

0S¢ /529

0S¢ /0St

8v'0/8v0

TETOV

D01V 531
Aydoiboruaw

uoiAydoyotiy

7091
L6'0/ L6'0 201V 43bju
snjjibiadsy

d8ECIN

paie|osi
wnio|nsdoo
pwsp|doisiH

8¥'0 /8¥°0




"18uny yoea 404 D4IA Aq (MON) 0521 2Y3 usamiaq diysuolie|as 8yl Wolj pauleiqo xapul ANAINFISS :|S "uollesuadu0d Alodqiyul %0S :05DI
1/8W ZT°0 MO|3q aJe sanjeA D4l pue J|IA 93 asnedaq Ajdde 10u S| /05D - 4,
1/8W §°¢9 aA0Qe aJe sanjeA D4|A pue DA 3yl asnedaq Ajdde jou 5| /%D -

'S|I99 JON Ul senjeA §|/%)) - &

UOI3BJIUIIUOD BPIISUNH WNWIUIA - D4IA ‘UOIIBIIUSIUOD AJOHIGIYU] WNWIUIIA - DTN

14"



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	EPÍGRAFE
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	SUMÁRIO
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE TABELAS
	LISTA DE ABREVIATURAS E SÍMBOLOS
	RESUMO
	ABSTRACT
	1. INTRODUÇÃO
	2. JUSTIFICATIVA
	3. OBJETIVOS
	4. MATERIAS E MÉTODOS
	5. RESULTADOS
	6. DISCUSSÃO
	CONCLUSÕES
	CONSIDERAÇÕES FINAIS
	REFERÊNCIAS
	ARTIGO CIENTÍFICO



