o)
““
UFG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA DAS
RELACOES PARASITO-HOSPEDEIRO

VIVIANNY APARECIDA QUEIROZ FREITAS

Acé&o da curcumina e morina em leveduras do complexo

Cryptococcus neoformans

Goiania
2017



Tese ou Dissertacdo
o do autor: Vivianny Aparecida Queiroz Freitas

balho: Acdo da curcumina e morina em leveduras do

‘magdes de acesso ao documento:

corda com a liberagdo total do documento [ x ] SIM [ 1NAO1

Havendo concorddncia com a disponibilizacdo eletronica, torna-se im
do(s) arquivo(s) em formato digital PDF da tese ou dissertagao.

S ) % A
AONIL '“.‘ Qupin®y, pudiy
Adkinatura do (a) autor (&)




VIVIANNY APARECIDA QUEIROZ FREITAS

Acédo da curcumina e morina em leveduras do complexo

Cryptococcus neoformans

Dissertacdo de Mestrado apresentado ao
Programa de Pés-Graduagdo em Biologia
das Relacbes Parasito-Hospedeiro da
Universidade Federal de Goias para
obtencao do Titulo de Mestre.
Orientadora: Profd. Dra. Orionalda de

Fatima Lisboa Fernandes

Goiania
2017



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor, através do
Programa de Geracdo Automatica do Sistema de Bibliotecas da UFG.

Aparecida Queiroz Freitas, Vivianny

Acéo da curcumina e morina em leveduras do Complexo
Cryptococcus neoformans [manuscrito] / Vivianny Aparecida Queiroz
Freitas, Orionalda de Fatima Lisboa Fermandes. - 2017.

CXHL 113 121l

Orientador: Profa. Dra. Ononalda de Fatima Lisboa Femandes.

Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Federal de Goias, Instituto
de Patologia Tropical e Salde Publica (IPTSP), Programa de Pés
Graduac&o em Biologia, Goidnia, 2017.

Bibliografia. Anexos.

Inclui siglas, abreviaturas, simbolos, grafico, tabelas, lista de
figuras, lista de tabelas.

1. Curcumina. 2. Mornina. 3. Cryptococcus neoformans. 4.

Flavonoides. |. de Fatima Lisboa Fernandes, Orionalda. |l de
Fatima Lisboa Fernandes, Orionalda, onent. . Titulo.

CDU 582.28




PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA DA RELACAQO PARASITO-HOSPEDEIRO
Rua 235, s/n - Setor Universitirio - Gotnia/GO — CEP: 74.605-050

Fones: (62) 3209.6362 - 3209.6102 — Fax: (62) 3209.6363 — e-mail : ppgbrph@gmail.com U FG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE PUBLICA ‘
&

ATA DA REUNIAO DA BANCA EXAMINADORA DA DEFESA DE DISSERTACAO DE
VIVIANNY APARECIDA QUEIROZ FREITAS - Aos doze dias do més de maio do ano de 2017
(12/05/2017), as 09:00 horas, reuniram-se os componentes da Banca Examinadora: Profas. Dras. ORIONALDA
DE FATIMA LISBOA FERNANDES, LUCIA KIOKO HASIMOTO E SOUZA e MARCIA SOUZA
CARVALHO MELHEM, para, sob a presidéncia da primeira, ¢ em sessio publica realizada no IN STTTUTO DE
PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE PUBLICA, procederem 2 avaliagio da defesa de dissertacdo intitulada:
“ACAO DA CURCUMINA E MORINA EM LEVEDURAS DO COMPLEXO CRYPTOCOCCUS
NEOFORMANS’>, em nivel de MESTRADO, de autoria de VIVIANNY APARECIDA QUEIROZ
FREITAS, discente do PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM BIOLOGIA DA RELACAO PARASITO-
HOSPEDEIRO, da Universidade Federal de Goids. A sessio foi aberta pela Orientadora, Profa. Dra.
ORIONALDA DE FATIMA LISBOA FERNANDES, que fez a apresentagio formal dos membros da Banca ¢
orientou a Candidata sobre como utilizar o tempo durante a apresentagio de seu trabalho. A palavra a seguir, fol
concedida a0 autor da dissertagio que, em 30 minutos procedeu a apresentacio de seu trabalho. Terminada a
apresentagio, cada membro da Banca arguiu a Candidata, tendo-se adotado o sistema de dialogo sequencial.
Terminada a fase de arguicio, procedeu-se 4 avaliagio da defesa. Tendo-se em vista 0 que consta na Resolugao n”.
1406/2016 do Conselho de Ensino, Pesquisa, Extensio e Cultura (CEPEC), que regulamenta o Programa de Pos-
Graduacio em Biologia da Relagio Parasito-Hospedeiro a Banca, em sessao secreta, expressou seu Julgamento,
considerando a candidata Aprovada ou Reprovada:

Banca Examinadora Aprovada / Reprovada

Profa. Dra. Orionalda de Fatima Lisboa Fernandes .J. N\ = L -,
Profa. Dra. Licia Kioko Hasimoto e Souza Ay wend o

Profa. Dra. Marcia Souza Carvalho Melhem ﬂj}m i

Em face do resultado obtido, a Banca Examinadora considerou a candidata 'ﬁ’ﬂ’d" Lifadta .
(Habilitada ou nao Habilitada), cumprindo todos os requisitos para fins de obtencao do titulo de MESTRE EM
BIOLOGIA DA RELACAO PARASITO-HOSPEDEIRO, pela Universidade Federal de Goias. Cumpridas as
formalidades de pauta, as _“) _h{l.30min, a presidéncia da mesa encerrou esta sessao de defesa de dissertagao e para
constar eu, KARINY VIEIRA SOARES E SILVA, secretiria do Programa de Pés-Graduacio em Biologia da
Relagio Parasito-Hospedeiro, lavrei a presente Ata que depois de lida e aprovada, sera assinada pelos membros da
Banca Examinadora e por mim em duas vias de igual teor.

A Banca Examinadora aprovou a seguinte alteragao no titulo da Dissertagio:

. xﬁs inatura A\
— _—
Profa. Dra. Orionalda de Fatima Lisboa Fernandes (IPTSP/UFG) A et
Profa. Dra. Licia Kioko Hasimoto e Souza (IPTSP/UFG) W A)
Profa. Dra. Marcia Souza Carvalho Melhem (TAL/SP) Whsnnin 4 locklde~

Secretario da Pos-Graduagao: W




Programa de Pés-Graduacao em Biologia das Rela¢gbes Parasito-Hospedeiro

da Universidade Federal de Goias

Aluno (a): Vivianny Aparecida Queiroz Freitas

Orientador (a): Prof2. Dr2. Orionalda de Fatima Lisboa Fernandes




"O saber a gente aprende com 0s mestres e os livros. A sabedoria, se aprende é com a
vida e com os humildes".
(Cora Coralina)



DEDICATORIA

Dedico este trabalho primeiramente a Deus, supremo e causa primaria de
todas as coisas. Por me permitir viver, ter saude, ter minha familia, meus amigos e
por me guiar nesta incrivel jornada chamada pos-graduacédo. E a minha familia,

principalmente meus pais Adair e Magda que tanto me apoiaram durante essa
trajetdria.

Vi



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus que permitiu que tudo isso acontecesse ao
longo de minha vida, e ndo somente nestes ultimos anos, mas em todos os
momentos, Ele € o maior mestre que alguém pode ter.

A professora Dra. Orionalda de Fatima pela oportunidade e apoio
na elaboracéo deste trabalho, por ser tdo atenciosa, dedicada, principalmente pelo
seu carinho comigo durante todo esse tempo. Sem ela teria sido muito mais dificil.

As professoras do laboratério de micologia: Dra. Maria do Rosario, que
concedeu a oportunidade estar neste laboratério e ter me indicado uma orientadora
sem igual. A professora Dra. Lucia Kioko, que sempre esteve disposta a ajudar, fez
correcbes fundamentais para conclusdo do trabalho. A Professora Dra. Carolina
Rodrigues, por feito consideracfes importantes na minha qualificag&o.

A professora Dra Valeria de Oliveira por ter me doado os compostos e ter
contribuido tanto em minha qualificac&o.

A professora Dra Marcia de Souza Carvalho Melhem por ter aceito o convite
para participar da banca examinadora.

Aos meus pais Adair e Magda, pelo amor incondicional, pelo apoio, pelo
incentivo nas horas dificeis de desanimo e cansaco, por toda dedicacdo assim
como por todos os ensinamentos. Ensinaram-me a acreditar em meus sonhos, a
lutar pelos meus ideais, encorajando-me a extrair o muito de onde ndo havia nada,
vencendo as dificuldades passadas para hoje ser quem sou, e vitoriosa em minha
vida. E também o meu irmao preferido Marcos, meu carinho pela amizade e
companheirismo.

Ao meu noivo Bruno por todos os conselhos, toda paciéncia e todo amor
dado a mim durante esta jornada, obrigada por estar o meu lado neste momento
tdo importante em minha vida.

Aos meus amigos e colegas de laboratorio, Hildene, Andressa, Fernanda,
Thaisa, Lucas, Fabiola, Raissa, Nathane, Maisa e Cicero, por me auxiliarem nos
experimentos, e tornarem os meus dias mais agradaveis, transformando todos os
desastres em piadas.

Ao mestre e amigo Dr. Fabio Silvestre, que é um exemplo de pessoa e

professor, um exemplo a ser seguido.
Vil



As colegas Livia e Meire por auxiliarem na realizagédo da citometria de fluxo,
muito obrigada meninas.

A Universidade Federal de Goias, em especial ao Instituto de Patologia
Tropical e Saude Publica e ao Programa de Pés Graduacdo em Biologia das
Relagcdes Parasito-Hospedeiro pela disponibilidade de toda estrutura e
oportunidade para cursar o mestrado.

A CAPES pelo auxilio financeiro.

A todos, que direta ou indiretamente colaboraram para a realizacdo deste

trabalho.

viii



SUMARIO

DEDICATORIA ...ttt ettt ee et e et s e e nenenenes vi
AGRADECIMENTOS ..ottt e e et e e e e e e e e s snnarbreeeeaeeeeenanes Vii
SUMARIO. ...ttt ettt ettt e e s et ee e e b e e e e et e e e eeenens ix
TABELAS ... e e e e e e e e e e e a bt rraaaeaaaaans Xii
FIGURAS ..ottt e et e e e e e e e s e ettt e e e e e e e e e s snnnbbraeeeeeens Xiii
GRAFICOS. ...ttt e ettt e s XVi
SIMBOLOS, SIGLAS E ABREVIATURAS .......c.ooviiiieeeeeeeceeeeeee e, XVii
RESUMO ...ceiiiiiiie oottt ettt e e e e e e ettt e e e e e e e s s a bt a e e e e e e e e e e e nnssbbneeeeeeens 1
ABSTRACT ..ottt e e e e ettt e e e e e e e e s et it e e e e e e e e aa i rrraaaeaaenans 2
1 INTRODUCAO / REVISAO DA LITERATURA ......ooviieeeeeeeeeceeee e, 3

1.1, ASPECLOS JEIAIS....cceeiruuiiieeeeeeeeeietet e e e e e e e ettt s e e e e e e e e e e et e e e e e e e eeaeseaaannas 3

1.2. Complexo CryptococCus NEOfOrMANS............uvveiiiieeeiieeeicee e 4

1.3. Aspectos morfolégicos e biolégicos das espécies do complexo

CryptoCOCCUS NEOFOIMANS .......ci e e e e e 6
1.4. FAtores de VIFUIBNCIA . .......cuiiiiiiiiiiiiiiiieee et 7
1.5, CHIPLOCOCOSE ... 12
1.6, EPIdemiolOgia......cccooi i, 13
1.7. Agentes antifingicos € tratamento............cooviiiiiiiiiieieee e 16
1.8. Produtos naturais € DIOatiVOS ...........cooeeiiiiiiiieee 20
1.8.1. FIAVONOIUES ....cceviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee ettt 21
1.8.0. 0. CUIMCUMINGL ..etiiiiiiiiie e e ettt e e e e e e e e e r e e e eeeeeas 22
1.8.0. 2. IMIOFIN@L ettt ettt e e e 24

1.9. Avaliacao da atividade antimicrobiana...............ccceovieiiiiiiiiiiiiiiii s 25
1.10. Citometria de fIUXO .....cooiiiieeee e 28

2 JUSTIFIC ATV A et e e e enaans 30
3 OBJETIVO GERAL E OBJETIVOS ESPECIFICOS........cccocveeeeceeeeeeeeens 32
3.1, ODJEtIVO GEIaAl .....ouiiiiiiii e 32
3.2. Objetivos ESPECITICOS ......ccciiiiiiiiiiee e 32



METODOS ... et ——— 33

ot Y/ [ ol (o] o T= 1 <0 10 ST 33
4.2. Compostos naturais € fArmacCoS. ........ccuuviiiiiiieie e 34
4.3. Testes de Suscetibilidade iN VItro.............uuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii. 34
4.3.1. Determinacéo da concentracéo inibitoria minima (CIM)....................... 34
4.3.2. Preparo dos antifUngicos e compostos bioativos .............ccccevvvveeeeennn. 34
4.3.3. Preparacao dO iNOCUIO.........ccoeieeiieieeiiice e 35
4.3.4. Procedimento 0O tESTE......uuuiiie e 35
4.3.5. Leitura € INErpretaGao ...........u.ueuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeaeenenenees 36
4.3.6. Determinagdo da concentragdo fungicida minima (CFM)..................... 36

4.4. Avaliacdo da associacdo entre 0s compostos curcumina e morina com

flucoNAzZOol € ANFOLEIICING .. .. e e, 37
4.4.1. Preparacao dO iNOCUIO.........ccoeeeeiiiieiiice e 38
4.4.2. Procedimento do teste “Checkerboard”........cccooeeeeoiiieiie i, 38
4.4.3. Leitura dOS reSUIATOS .. ...oeeeeeeee e, 39

4.5. Efeito dos compostos sobre a cinética de crescimento das leveduras ....40

4.6. Estudo da micromorfologia das leveduras ............ccccceeeiiiieeiiiiiiiiiini e, 41
4.7. Avaliacao da citotoXiCIdAde ...........ccoviiieiiiiiiie e 42
4.8. Doseamento dO €rgoStErOl.......cceieeeiiiiieiiice e 43

4.9. Avaliacdo da acdo dos compostos sobre a membrana das leveduras por

CILOMELIIA 0B TIUXO e e e e 45
4.9.1. Preparo 00 COMPOSTO ......uuuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiieiiiitiiieieeeseninessnnsseeanneeneannnnne 45
4.9.2. Preparo do iNOCUIO .......cooiiiiiiiiiiiiiiiieee et 46
4.9.3. ProCedimeENtO 0O 10STe. ... in et 46
4.9.4. Controle de qUAlIdATE .............uuuuummmmimiiiiiiiiiiiii e 47

4.10. ANAIISE EStALISICA ... cenee e 47
RE S U LT AD S .. e e e e eaa s 48

5.1. Teste de suscetibilidade in Vitro CIM €@ CFM ... 48

5.2. Associacdo entre oS compostos curcumina e morina aos antifungicos

flUCONAZOl € ANTOLEIICINA B ...oeee et et a e 50



5.3. Efeito dos compostos sobre a cinética de crescimento das leveduras ....52
5.4. Estudo da micromorfologia das leveduras ............cccccvvvvvviiiiiieeeeeeeeiiinnnnnn, 53
5.5. Avaliacdo da CitotoXIiCIdAdE ........uuuiiieie e e 54
5.6. Doseamento dO ergoSterol..........cceiieieeiiiiiiiiiiii e 54
5.7. Avaliacdo da acao dos compostos sobre a membrana das leveduras por
citometria de flUXO........oooviiiiiiiiiii 57
B DISCUSSAOD ....oiiiiiiiieieieieett ettt s e n e 59
7 CONCLUSOES ..ottt 67
REFERENCIAS ..ottt 68
ANE X O S . et e e e e e e e e e e e aee 95
Anexo 1 — Parecer do Comité de Etica, TCLE..........ccccooveeeveiiieieeceeiee e, 95

Anexo 2- Valores da CIM dos compostos e antifungicos, valores de ICIF e

interpretacdo do teste de aSSOCIAGAD. ......cceeveeeeeeeeeeeeeeee e 96

Xi



TABELAS

Tabela 1. Concentracdo inibitéria minima e fungicida (ug/mL) dos compostos
morina e curcumina sobre os 20 isolados de leveduras do complexo

CryptoCOCCUS NEOFOIMANS. .....uuuiiii e eeeeeeeeie e e e e e e e e e e e e e e e eeaanes 49

Tabela 2. Variacdo da Concentracdo inibitéria minima, (CIM50 e CIM90) e

variacdo da concentracao fungicida minima da curcumina e morina. .............. 49

Tabela 3. Quantidade de leveduras viaveis de por campo (objetiva de 40X) no

estudo da MICromMOIfOlOgIA ........uiieeeeieeeeiee e e e 53

Tabela 4. Dosagem do ergosterol C. gatti ATCC 24065 sob a acdo dos

compostos curcumina e morina e antifangico fluconazol ...............cccccccceeeens 55

Xii



FIGURAS

Figura 1. Classificagcdo das espécies do complexo Cryptococcus neoformans
considerando os sorotipos, tipos moleculares e distribuicdo geografica. Fonte:
Adaptada de Ma & May (2009) e Cogliati (2013). ......ccovvreiriiiiiieeeeeeeeeie e 5

Figura 2. Leveduras uniformemente globosas de parede rugosa de Cryptococcus
neoformans (A), Células globosas e ovaladas de Cryptococcus gattii (B), Forma
teleomorfica dos agentes da criptococose Filobasidiella neoformans (C), e F.

o T Yol 11 0o = W () IS SRR 7

Figura 3. (A) Capsula, constituida de GXM, GalXM e manoproteina através de
tinta da china. (B) Capsula de C. neoformans com fibrilas de polissacarideo por
microscopia eletrénica de varredura. (C) Unidades de glucuroxilomanana de C.
neoformans caracterizando os diferentes sorotipos. (1) sorotipo D; (2) sorotipo
A; (3) sorotipo B; (4) sorotipo C. (Adaptado de kwon-Chung et al. 2014). ......... 9

Figura 4. Esquema da via Biosintética de melanina por C. neoformans. ......... 10

Figura 5. Morfologia de C. neoformans. (A) Macroscopia da colénia de C.
neoformans em meio L-DOPA. (B) microscopia de C. neoformans melanizados

visualizados com tinta nanquim (40x). Fonte: Arquivo pessoal. ..........ccccceee.... 11

Figura 6. Ciclo de infeccdo das espécies do complexo C. neoformans: células
criptococicas do meio ambiente sdo inaladas pelo hospedeiro, prolifera no
pulméo e dissemina pelo sangue para o cérebro (Adaptado de Kwon-Chung et
Al 2004). e e e e e e s aaaaaaaaaan 13

Figura 7. Principais classes de antifingicos e seus respectivos sitios de acao na

COIUIAL. .. e e e, 17

Figura 8. Férmula estrutural de varias classes de flavonoides (Adaptado de Tsao
240 1 10 ) 22

Xiii



Figura 9. Estrutura quimica, formula molecular e massa molar da curcumina
(Adaptado de Palve et al. 2012). .....cccceeeeiiieeiiie e 23

Figura 10. Estrutura quimica da curcumina, desmetoxicurcumina e bis-
desmetoxicurcumina mostrando o nimero de grupos metdxi (CH3) de cada
composto (Adaptado de Lee et al. (2013). ....cooeeiiiiiiiiiiiiiee e 24

Figura 11. Estrutura quimica, formula molecular e massa molar da morina
(Adaptado de Zhang 2010).........uuuiiiieeeeeeeieiiere e 25

Figura 12. Representacdo esquematica de um citbmetro de fluxo (Adaptada de
Jahan-Tigh et al. 2012). ......ooooiiiiiiiii e 29

Figura 13. Placa de microtitulagcdo esquematizando o procedimento do teste de
suscetibilidade in vitro pelo método de microdiluicdo em caldo (CLSI 2008, CLSI
2012). FONte: AULOIa PrOPFIAL. ...cceieeee ittt e e ettt e e e e e e e e e e 36

Figura 14. Esquema representativo da determinagcdo da CFM. Fonte: Autoria

o] (0] o] - VA 37

Figura 15. Esquema da associacdo dos compostos com e antifungicos. Fonte:

o101 (] 4 T= T o] o] o] - VAR UUOPPPPPRRTRT 39
Figura 16. Procedimento utilizado para cinética de crescimento fungico. ........ 40
Figura 17. Realizac&o do teste de micromorfologia. ..........ccccoeeeeiviiiiiiiiiineeeennn. 41
Figura 18. Ensaio de toxicidade em hemacias. ..........cccccceeeeieiieeiieeiiiiicie e, 43
Figura 19. Técnica de doseamento do ergosterol. ...........oooccvveieeeeeeeeeniiiinnnnee. 45

Figura 20. Procedimento de avaliacdo de lesdo de membrana por citometria de

Figura 21. Viabilidade fungica de isolados C. gattii ATCC 24065 sob efeito da
curcumina (A) e morina (B) em suas concentracdes 4x CIM, 2X CIM, CIM, e %

CIM, e em (C) ambos os compostos e controle na concentracao inibitoria minima.

Xiv



Figura 22. C. neoformans ATCC 90112 apds 72 horas de exposicdo aos
compostos e antifungico. A: controle do in6culo, B: controle AMB CIM, C:
curcumina CIM, D: morina CIM . Objetiva 40x (aumento 100x). Fonte: arquivo

PESSOAU. ... 53

Figura 23. Perfil espectrofotométrico dos esterdis de C. gattii ATCC 24065, sem
tratamento (a) e apos tratamento com 0 composto curcumina nas concentragdes
(MG/ML) 16 (D), B2(C). eueeee et e e e e e e 55

Figura 24. Perfil espectrofotométrico dos esterdis de C. gattii ATCC 24065, sem
tratamento em (a) e apos tratamento com 0 composto morina has concentragdes
(MG/ML) 16 (D), B2(C). rueeieeeiiieeece et 55

Figura 25. Perfil espectrofotométrico dos esterois de C. gattii ATCC 24065 sem
tratamento em (a) e apos tratamento com o antifingico fluconazol (A) nas
concentragdes (pg/mL) 1(b), 2(c). (B) Comparagéao entre as absorbancias nas
concentracdes inibitérias minimas da morina (b) e curcumina (c) e fluconazol
(o ) TP EEPP PP 56

Figura 26. Histogramas mostrando as células de C. gattii ATCC 24065. (A)
Controle de autofluorescéncia, (B) Controle com é&lcool 70%, (C) Anfotericina B
na concentracdo de 2 ug/ml. O eixo X mostra, em escala logaritmica, a

intensidade de fluorescéncia das células marcadas comPl. .........c.cceeviiiin... 57

Figura 27. Histogramas de C. gatti ATCC 24065 tratado com diferentes
concentracdes dos compostos curcumina e morina. O eixo X mostra, em escala
logaritmica, a intensidade de fluorescéncia das células marcadas com PI. O gate

M1 mostra a porcentagem de células ndo células néao viaveis, marcadas com PI.

XV



GRAFICOS

Gréfico 1. Interacdo entre os compostos curcumina e morina ao fluconazol em

ISOIAAOS C. NEOTOIMANS. ... e e et 50

Grafico 2. Interacdo entre os compostos curcumina e morina com anfotericina B

em iSOlad0S C. NEOTOIMANS. .. et 51

Gréfico 3. Agcdo dos compostos curcumina, morina e anfotericina B sobre
1T g = Vo = 54

XVi



SiMBOLOS, SIGLAS E ABREVIATURAS

AFLP Amplified Fragment Length Polymorphism
AIDS Acquired Immunodeficiency Syndrome
AMB Anfotericina B

ART Terapia Antiretroviral

ASD Agar Sabouraud Dextrose

ATCC American Type Culture Collection

CF Citometria de Fluxo

CFM Concentracdo Fungicida Minima

CIF Concentracgdo Inibitéria Fracionéria

CIM Concentracao Inibitéria Minima

CLSI Clinical Laboratory Standards Institute
CSD Caldo Sabouraud Dextrose

DHE Dehydroergosterol

DMSO Dimetilsulfoxido

FL2 Detector de Fluorescéncia (585nm)

FS Forward Scatter

GalXm Galactoxilomanana

GXM Glicuronoxilomanana

HAART Highly active antiretroviral therapy

HIV Human immunodeficiency Virus

ICIF indice de Concentrac&o Inibitoria Fracionaria
IP-HAART Inibidores de Protease Terapia Antirretroviral Altamente Ativa

ITRNN-HAART Transcriptase Reversa Nao Nucleosideos Terapia Antirretroviral

Altamente Ativa

KOH Hidroxido de Potéassio

L-Dopa 3,4-di-hidroxifenilalanina

MATa Mating type a

MATa Mating type a

MLST Multilocus Sequence Typing
MOPS Acido Morfolinopropanossulfénico

XVii



PBS
PCR
Pl
RFLP
RPM
RPMI
SIDA
SNC
SS
UFC
UFG
Ure-1
uv

Phosphate-Buffered Saline

Polymerase Chain Reaction

lodeto de Propidio

Restriction Fragment Length Polymorphism
Rotagbes por minuto

Meio caldo Roswell Park Memorial Institute
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
Sistema Nervoso Central

Side Scatter

Unidade Formadora de Col6nia
Universidade Federal de Goias

Urease

Ultra Violeta

Xviii



RESUMO

A Criptococose € uma doenca fungica causada por leveduras pertencentes ao
complexo Cryptococus neoformans. O arsenal antifungico disponivel para o
tratamento dessa doenca ainda € restrito e estad relacionado a elevada
toxicidade e efeitos colaterais de alguns farmacos, causando grande prejuizo
aos pacientes Neste contexto, se faz necessario descobrir novos bioativos para
debelar as infeccdes e reduzir os efeitos adversos. As plantas apresentam rica
fonte de metabdlitos secundarios bioativos como taninos, terpendides,
saponinas, alcalbides, flavonoides e outros compostos, registrados com
expressiva propriedade antimicrobiana. Portanto, a pesquisa de compostos
naturais e derivados de produtos naturais tem sido pertinente nos ultimos anos,
devido a sua relevancia na descoberta de novos medicamentos, além do que,
a associacao de farmacos ou compostos, com diferentes mecanismos de acéo
tem sido utilizada como alternativa na terapia convencional. NGs avaliamos os
mecanismos de acédo e o efeito antifiungico dos compostos naturais, curcumina
e morina, sobre isolados de Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii. A
atividade antifingica foi averiguada através da determinacéo da concentracao
inibitéria minima (CIM) e fungicida minima (CFM). Os polifendis, apresentaram
CIMs que variaram de 2 a 256 ug/mL. Os compostos apresentaram interagao
sinérgica em 30% (6/20) e 15%(3/20) dos isolados se tratando da morina e
curcumina, respectivamente, associada ao fluconazol. Na interacdo com a
anfotericina B a morina apresentou sinergismo em 70% (14/20) dos isolados.
Ambos 0s compostos ndo apresentaram antagonismo em nenhuma das
combinac¢des. Alteracdes na morfologia da célula fungica foram observadas, e
em contato com as hemacias, apresentaram baixa toxicidade. Os ensaios de
mecanismos de acao revelaram que ambos os polifendis atuam na membrana
da célula fungica inibindo a sintese de ergosterol e causando danos a mesma.
Estes resultados demonstram o potencial dos compostos como bioativos
naturais, apresentando grande impacto na descoberta de novos farmacos e sua

eficacia para serem utilizados no tratamento de infec¢des fungicas.



ABSTRACT

Cryptococcosis is a fungal disease caused by yeasts belonging to the complex
Cryptococus neoformans. The antifungal arsenal available for the treatment of
this disease is still restricted and is related to the high toxicity and side effects
of some drugs, causing great harm to the patients. In this context, it is necessary
to discover new bioactives to quell the infections and reduce the adverse effects.
The plants have rich source of secondary bioactive metabolites such as tannins,
terpenoids, saponins, alkaloids, flavonoids and other compounds, registered
with expressive antimicrobial properties. Therefore, the research of natural
compounds and derivatives of natural products has been relevant in recent
years, due to their relevance in the discovery of new drugs, in addition to which
the association of drugs or compounds with different mechanisms of action has
been used as an alternative in conventional therapy. We evaluated the
mechanisms of action and antifungal effect of natural compounds, curcumin and
morin, on Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii isolates. The
antifungal activity was determined across the minimum inhibitory concentration
(MIC) and minimum fungicide (MFC). Polyphenols showed MICs ranging from
2 to 256 pyg/mL. The compounds showed a synergistic interaction in 30% (6/20)
and 15% (3/20) of the isolates when dealing with morin and curcumin,
respectively, associated with fluconazole. In the interaction with amphotericin B
morin presented synergism in 70% (14/20) of the isolates. Both compounds did
not exhibit antagonism in any of the combinations. Changes in fungal cell
morphology were observed, and in contact with red blood cells, presented low
toxicity. The mechanisms of action revealed that both polyphenols act on the
membrane of the fungal cell, inhibiting the synthesis of ergosterol and causing
damage to it. These results demonstrate the potential of the compounds as
natural bioactives, with great impact on the discovery of new drugs and their
efficacy to be used in the treatment of fungal infections.



1 INTRODUGAO / REVISAO DA LITERATURA

1.1. Aspectos gerais

A incidéncia das micoses oportunistas tornou-se relevante problema de
saude publica, afetando grande parte da populacdo mundial, muitas vezes
comprometendo a qualidade e a expectativa de vida dessas pessoas. O
problema se agrava em pacientes transplantado de 6rgaos sélidos e de células-
tronco hematopoiéticas, pacientes submetidos a quimioterapia, individuos com
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), diabetes mellitus, tuberculose
ou que se encontram em tratamento prolongado com imunossupressores.
Estes sdo considerados os mais susceptiveis a desenvolver estas infeccoes,
levando-os muitas vezes a morte (Badiee & Hashemizadeh 2014, Curbeloa et
al. 2015, Jabbari et al. 2015, Warthe et al. 2015).

O fato destas infeccBes ocorrerem quase exclusivamente em pacientes
com o mecanismo de defesa debilitado, torna evidente que o estado
imunolégico do hospedeiro € geralmente o determinante mais importante de
micoses oportunistas (Krishnamurthy et al. 2013, Galisteu et al. 2015). Isto
justifica a intensa correlacdo entre o numero relevante de infec¢éo pelo virus
da imunodeficiéncia humana (HIV) e a ocorréncia de doencas oportunistas por
fungos (Puebla 2012, Galisteu et al. 2015, Rubaihayo et al. 2015).

Ainda que haja elevado numero de fungos responsaveis por doencas
fungicas oportunistas, Candida spp, Aspergillus spp e espécies do complexo
Cryptococcus neoformans, sdo considerados os mais frequentes (Nucci et al.
2010, Sifuentes-Osornio et al. 2012, Ravikant et al. 2015). Outros fungos do
género Trichosporon spp, Fusarium spp e Penicillium spp. podem, também ser
relacionados a esta micose (Cho et al. 2015, Warthe et al. 2015). Estes
microrganismos tem em comum uma viruléncia inerente muito baixa e
constituem um numero quase ilimitado de fungos, e estdo presente em todos
os ambientes (Rani & Jiloha 2014). Em pacientes vulneraveis causam micoses
oportunisticas invasivas, ditas candidiase, aspergilose, zigomicose,
pneumocistose (Nucci et al. 2010, Taj-Aldeen et al. 2015) destacando-se a

criptococose.



1.2. Complexo Cryptococcus neoformans

Por muitas décadas, os agentes da criptococose foram agrupados em duas
variedades que incluiam cinco sorotipos, com diferencas antigénicas na
estrutura polissacaridica capsular. Esta caracteristica permite a identificacao de
C. neoformans var. neoformans para os sorotipos A, D, e AD (hibrido entre
estirpes A e D) e C. neoformans var. gattii para sorotipos B e C (Kwon-Chung
et al. 1982, lkeda et al. 1982, Mitchell & Perfect 1995, Franzot et al. 1999,
Boekhout et al. 2001, Lengeler et al. 2001, Xu & Mitchell 2003).

A partir da descoberta da forma teleomorfica o género Filobasidiella, foi
classificado Filobasidiella neoformans (sorotipos A e D) e F. bacillispora
(sorotipos B e C), definindo-se o0 que sdo agora reconhecidos como duas
espécies distintas, C. neoformans e C. gatti compondo o complexo
Cryptococcus neoformans (Kwon-Chung 1975, 1976, Casadevall & Perfect
1999, Kwon-Chung & Varma 2006). Ambas as espécies, estdo incluidas no
Reino Fungi, Filo Basidiomycota, Classe Tremellomycete, Ordem Tremellales
e Familia Tremellaceae (Kwon-Chung 1975, 1976, Fonseca et al. 2011).

Foi a partir dos estudos de Kwon-Chung et al. (2002) que identificaram
através de métodos moleculares, C. neoformans var. gattii na espécie distinta
C. gattii, e o taxon C. neoformans, reservado para as variedades neoformans e
grubii.

Abordagens moleculares contribuiram para melhor compreenséo e clareza
na classificacdo dos agentes etiolégicos da criptococose (Kwon-Chung et al.
2014). Franzot et al. (1999), com base em divergéncias na sequéncia do gene
URAD5 reconheceu como uma variedade separada, amostras do sorotipo A de
C. neoformans var. grubii a partir de cepas de C. neoformans var. neoformans
(serotipo D), também compartilhado em estudos epidemioldgicos, ecoldgicos,
fenotipicos, fisioldgicos e genéticos por outros estudiosos que mostraram
divergéncias significativas entre os sorotipos (Mitchell & Perfect 1995, Franzot
et al. 1999).

Com base em diferentes metodologias moleculares as leveduras do
complexo C. neoformans foram caracterizadas genotipicamente em nove tipos
moleculares distintos VNI, VNII e VNB (sorotipo A, var. grubii), VNIII (sorotipo

AD), VNIV (sorotipo D, var. neoformans), VGI, VGII e VGIII, VGIV sorotipos B
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e C respectivamente, ambos pertencentes a espécie C. gattii (Lin & Heitman
2006, Kwon-Chung et al. 2014). Na Figura 1 encontra-se resumido as

caracteristicas do complexo C. neoformans.

Tipos Distribuicao
Sorotipos moleculares geografica
VNI Mundial
o sorotipo A L— VNI Oceania, Asia, Africa, América do Sul
Espécies var. grubli T \\p ¢ Central, América do Norte.

— Africa

Cryptococcus neformans

Hibrido —7— VNIl Mundial
Sorotipo D T VNIV —————— Oceania, Asia, América do
var. neoformans Sul e Central, América do
Complexo Norte
Cryptococcu
neoformans i
VGl
Mundial
Sorotipo B >
— VGl
Cryptococcus gattii Oceania, Europa, América do Sul e

Sorotipo ¢ < Vvalll Central, América do Norte.

VGIV Africa, Europa, América do Sul e
Central, América do Norte.

Figura 1. Classificacdo das espécies do complexo Cryptococcus neoformans
considerando os sorotipos, tipos moleculares e distribuicdo geografica. Fonte:
Adaptada de Ma & May (2009) e Cogliati (2013).

Fundamentado em andlise filogenética de 11 locus génicos e resultados de
muitos estudos de genotipagem, Hagen et al. (2015) propdem o
reconhecimento de um novo complexo para 0s agentes da criptococose:
complexo Cryptococcus neoformans/Cryptococcus gattii, e reconhece
Cryptococcus neoformans var. grubbii e Cryptococcus neoformans var.
neoformans como espécies separadas, assim como a inclusdo de novas
espécies pertencentes ao complexo C. gattii: C. bacillisporus, C. deuterogattii,

C. tetragattii, conforme mostrado no quadro 1.



Quadro 1. Espécies atuais e propostas para as leveduras do complexo C. neoformans/
C. gattii (Adaptado de Hagen et al. (2015).

Nome atual da espécie Tipos Nome proposto para espécie

moleculares

Cryptococcus neoformans VNI Cryptococcus neoformans
Var. grubii VNII
VNB

Cryptococcus neoformans VNIV Cryptococcus deneoformans

Var. neoformans

Cryptococcus neoformans X

Cryptococcus neoformans VNI Cryptococcus deneoformans
Hibrido
- ]
VGI Cryptococcus gattii
VGII Cryptococcus deuterogattii
Cryptococcus gattii VGII Cryptococcus bacillisporus
VGIV Cryptococcus tetragattii

1.3. Aspectos morfolégicos e bioldgicos das espécies do complexo

Cryptococcus neoformans

As leveduras das espécies que compdem o complexo C. neoformans
podem ser bem diferenciadas em sua forma sexuada, sorotipo, caracteristicas
ecoldgica, bioldgica e bioguimica (Kwon-Chung et al. 1982).

Apresentam caracteristicas morfolégicas de célula eucaridtica, com
ndcleo circundado por uma membrana com poros e nucléolos no seu interior
(Casadevall & Perfect 1999). Ambas as leveduras sé@o haploides heterotélicas,
em dois mating types, MATa e MATa, com predominancia no meio ambiente
de cepas MATa, o que justifica a extensa maioria de isolados clinicos
(Litvintseva et al. 2005)

As leveduras apresentam-se de 4 a 10 ym de didmetro, com um ou

multiplos brotamentos, envolvida por uma rede de microfibrilas constituindo



uma densa capsula polissacaridica (Casadevall & Perfect, 1995, Steenbergen
& Casadevall 2003, Doering 2009, Ma & May 2009). A morfologia teleomorfica
de C. neoformans, Filobasidiella neoformans, mostra basidiésporo ovoide de
parede rugosa, enquanto de C. gattii, F. bacillispora, seu basidiosporo tem
aparéncia bacilar com parede lisa (Kwon-Chung 1975, 1976). Na figura 2
visualizamos a morfologia microscopica e as estruturas sexuadas das espécies

de Cryptococcus do complexo Cryptococcus neoformans.

Figura 2. Leveduras uniformemente globosas de parede rugosa de Cryptococcus
neoformans (A), Células globosas e ovaladas de Cryptococcus gattii (B), Forma
teleomérfica dos agentes da criptococose Filobasidiella neoformans (C), e F.
bacillispora (D).

1.4. Fatores de viruléncia

Uma vez em contato com o hospedeiro, as espécies do complexo C.
neoformans produzem mecanismos ditos fatores de viruléncia, que irdo exercer
funcbes na sua patogenicidade, auxiliando o fungo em situacdo adversa,
contribuindo para a invasao e sobrevivéncia no hospedeiro, resultando no

estabelecimento da infeccdo e persisténcia da doenca (Steenbergen &
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Casadevall 2003, Ma & May 2009, Andrade-Silva et al. 2010, Kronstad et al.
2012).

C. neoformans e C. gattii ttm um numero bem definido de mecanismos
de viruléncia, que influenciam fortemente o grau de patogenicidade dos
isolados, incluindo entre estes a producdo de exoenzimas proteinase e
fosfolipase (Pessoa et al. 2012, Almeida et al. 2015), liberacdo de metabdlitos
de poliol, a interacdo com hormoénios (McClelland et al. 2013), e a adesao e
producédo de manoproteinas (Cadieux et al. 2013).

C. neoformans e C. gattii compartilham trés principais atributos de
viruléncia que contribuem para a sua capacidade de causar doenca: a producao
de uma capsula polissacaridica, a habilidade de crescer a 37 ° C e a deposicdo
de melanina na parede da célula (Casadevall et al. 2000, Steenbergen &
Casadevall 2003, Ma & May 2009). Além desses fatores, producdo de manitol
e mating-type sdo importantes mecanismos de viruléncia associadas a esta
levedura (Casadevall & Perfect 1999, Idnurm et al. 2005, Alspaugh 2014).

A cépsula criptocdcica é um dos mais importantes fatores de viruléncia,
sendo constituida de dois grandes polissacarideos, glucuronoxilomanana
(GXM) 90-95%, galactoxilomanana (GalXM) 5% e, algumas manoproteinas
com relevantes propriedades antigénicas, além de acido hialurénico e acido
sidlico (McFadden et al. 2006, Doering 2009a, Zaragoza et al. 2009, Gilbert et
al. 2014, Kwon-Chung et al. 2014). Esta intimamente ligada a parede celular,
gue é constituida por glucanos, quitina, quitosano e glicoproteina responsavel
pela rigidez e a forma da célula, pelo controle da permeabilidade e confere
protecdo a lise osmotica e ao estresse ambiental (Steenbergen & Casadevall
2003, Zaragoza & Casadevall 2004, Idnurm et al. 2005, McFadden et al. 2006).

Diferencas na estrutura dos componentes (manose, xilose e acido
glucurénico) de GXM caracterizam varios sorotipos dentro das espécies do
complexo Cryptococcus, denominados de A, B, C, D e o hibrido AD (lkeda et
al. 1985, Lengeler et al. 2001, Bose et al. 2003), conforme mostrado na Figura
3.

A diversidade nos sorotipos sao importantes ndo somente por permitir

dados relacionados a epidemiologia da criptococose, mas também ao



mecanismo de acdo das espécies do fungo no hospedeiro, assim como no

prognéstico da doenca (Desnos-Ollivier et al. 2015).
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Figura 3. (A) Capsula, constituida de GXM, GalXM e manoproteina através de tinta da
china. (B) Capsula de C. neoformans com fibrilas de polissacarideo por microscopia
eletrbnica de varredura. (C) Unidades de glucuroxilomanana de C. neoformans
caracterizando os diferentes sorotipos. (1) sorotipo D; (2) sorotipo A; (3) sorotipo B;
(4) sorotipo C. (Adaptado de kwon-Chung et al. 2014).

A melanina, outro componente importante de viruléncia inerente das
espécies do complexo Cryptococcus neoformans, € essencial para diferenciar
as espécies patogénicas de ndo patogénicas dentro do género Cryptococcus
(Nosanchuk & Casadevall 2006).

Diferente dos fungos negros ditos dematiaceos encontrados no solo ou
sobre as plantas que sintetizam a melanina a partir do dihidroxinaftaleno (DHN),
as espécies C. neoformans e C. gattii produzem este pigmento apenas na
presenca de substratos tais como L- 3,4-di-hidroxifenilalanina (L-DOPA) e
outros di/compostos polifendlicos (Chaskes & Tyndall 1975, Polacheck et al.
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1982). Esta reacgdo é catalisada por uma fenoloxidase, a lacase (Nosanchuk &
Casadevall 2003), através de um processo complexo de polimerizacdo na
conversao destes compostos fenodlicos a dopaquinona, conforme a Figura 4. A
enzima que catalisa a formacao de melanina tem sido sugerida como um alvo
terapéutico (Zhu & Williamson 2004).

L-3,4-dihidroxifenilalanina Dopaquinona
L-DOPA
HO COOH — O}Q} COO0
NH, Fenol oxidade e NH,
HO (lacase) O

l Dopacromo
0

T
COO
R

0 N

H
/’olimerizagﬁ\
£
HO H-C
408 ]@E\-

X = N

HO N H.C
H } :  H

Melanina

Figura 4. Esquema da via Biosintética de melanina por C. neoformans.

A melanina depositada na parede das células apresenta-se como
particulas granuladas esféricas com aproximadamente 40-130 nm de diametro,
distribuidas em varias camadas concéntricas, atingindo 75% da area da parede
celular do fungo, sendo visualizadas a partir de microscopia eletrbnica de
varredura (Eisenman et al. 2005, Mandal et al. 2007). A Figura 5 mostra a
macroscopia e microscopia de leveduras do complexo Cryptococcus
neoformans melanizados.

A sintese de melanina por Cryptococcus neoformans tem sido associada
a viruléncia, por preservar o fungo contra a acao dos anticorpos mediadores da

fagocitose e proteger a integridade celular contra reacdes oxidativas, radiacdes
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ultravioleta e temperaturas extremas, além de interferir na suscetibilidade aos
antifingicos (Kwon-Chung & Rhodes 1986, Williamson 1997, lkeda et al. 2003,
Martinez & Casadevall 2006, Alp 2010).

@) (B)

Figura 5. Morfologia de C. neoformans. (A) Macroscopia da col6nia de C. neoformans
em meio L-DOPA. (B) microscopia de C. neoformans melanizados visualizados com
tinta nanquim (40x). Fonte: Arquivo pessoal.

Mesmo que a habilidade de crescer a 37° C ndo seja o suficiente por si
s6 o Unico requisito para o microrganismo ser um patégeno de mamifero, este
fator é essencial para qualquer agente microbiano patogénico ter a capacidade
de causar a doenca ( Bhabhra & Askew 2005, Kwon-Chung et al. 2014).

Entre as mais de 70 espécies de Cryptococcus, apenas as espécies do
complexo Cryptococcus neoformans sdo capazes de crescer e sobreviver a
temperatura 37° C, sendo essa a principal caracteristica de agentes
patogénicos bem-sucedidos em mamiferos (Perfect 2005, Kwon-Chung et al.
2014).

Entender os determinantes de viruléncia dos agentes fungicos contribui
para uma melhor compreensao da patogénese da infeccao e dispde condicdes
para o controle da doenca e procedimentos favoraveis a descoberta de novos

farmacos.
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1.5. Criptococose

A criptococose evoluiu para uma importante doencga fangica invasiva
durante o ultimo século e, a sua epidemiologia tem sido fundamentada nos
principais focos da doenca, que é reflexo tanto da alteracdo ambiental da
exposicao ao fungo, quanto ao crescimento de fatores de risco do hospedeiro
(Harris et al. 2013, Perfect & Bicanic 2014). Tem como agente etiologico,
espécies de leveduras pertencentes ao complexo Cryptococcus neoformans,
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii, que sdo subdivididos em
diferentes sorotipos e genétipos (Kwon-Chung & Varma 2006, Lin & Heitman
2006). Entretanto, outras espécies de Cryptococcus como C. laurentii e C.
albidus, podem produzir infeccdo fangica em raras circunstancias (Molina-
Leyva et al. 2013, Liu et al. 2014, Perfect & Bicanic 2014). As leveduras
pertencentes ao complexo C. neoformans sdao comumente encontrados em
excretas de pombos e de outras aves, solo e madeira em decomposi¢cao
(Nweze et al. 1997, lor et al. 2015).

A infeccdo € adquirida apOs a inalacdo de propagulos infectantes,
basididsporos ou leveduras desidratadas presentes no meio ambiente. Ao
alcancar os alvéolos pulmonares, inicia-se a infeccédo primaria nos pulmdes, e
através da disseminacdo hematogénica podem causar lesdes de cutaneas a
infecgdes sistémicas (Kwon-Chung et al. 2014).

A meningite criptococica € a mais frequente forma clinica da doenga
relatada entre pacientes com o virus da imunodeficiéncia humana, acometendo
cerca de 80% desses pacientes (Hung et al. 2007, Jarvis et al. 2014). A Figura
6 mostra a penetracdo e disseminagdo de Cryptococcus neoformans no
organismo do hospedeiro.
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Figura 6. Ciclo de infeccdo das espécies do complexo C. neoformans: células
criptococicas do meio ambiente séo inaladas pelo hospedeiro, prolifera no pulméo e

dissemina pelo sangue para o cérebro (Adaptado de Kwon-Chung et al. 2014).

1.6. Epidemiologia

A incidéncia da criptococose antes incomum, aumentou com O
aparecimento da SIDA, tornando-se uma das micoses oportunistas mais
significativas devido a mortalidade e morbidade nestes pacientes. Entretanto,
com o advento da Terapia Antirretroviral Altamente Ativa (HAART), que
consiste no uso de inibidores de protease (IP-HAART) e da transcriptase
reversa nao nucleosideos (ITRNN-HAART), eficazes no controle da replicacédo
viral, observou-se uma reducdo do numero de casos de criptococose
(Warkentien & Crum-Cianflone 2010, Granich et al. 2012, Rodriguez-Cerdeira
et al. 2014).

Nos paises desenvolvidos a disponibilidade da terapia antirretroviral
(ART) tem contribuido para melhora no sistema imunolégico de pessoas com
virus da imunodeficiéncia humana (HIV) permitindo, que estes ndo se tornem

vulneraveis a infeccao pelo Cryptococcus neoformans. Em paises com menor
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indicador de desenvolvimento, a meningite criptocdcica ainda € um fator de
muito risco e perigo em consequéncia a alta prevaléncia do HIV e o limitdo
acesso aos cuidados de saude nesta populacao (Park et al. 2009, Vidal et al.
2013, Mitiku et al. 2015).

A meningite criptocoécica € descrita como uma das principais causas de
morte em adultos infectados com HIV/AIDS na Africa sub-saariana, sendo
responsavel em até 70% dos casos fatais ao longo das duas ultimas décadas
(Veltman et al. 2014, Grossman & Casadevall 2016).

Ha uma estimativa da ocorréncia de um milhdo de casos de meningite
criptococica anualmente no mundo (Warkentien & Crum-Cianflone 2010,
Heitman et al. 2011, Veltman et al. 2014). Park et al. (2009) avaliaram casos de
meningite criptocdcica entre as pessoas com HIV/AIDS em diferentes regides
do mundo, e demonstram uma incidéncia variando de 0,04 a 12% da doencga
por ano. A Africa Subsaariana apresentou uma estimativa mais elevada, com
720.000 casos (3,2%), em seguida o Sul e Sudeste Asiatico com 120.000,
7.800 casos registrados na América do Norte, Norte da Africa e Oriente Médio
6.500 notificacbes. Na Europa Ocidental observou uma menor incidéncia, com
500 casos, acompanhado da Oceania com 100 casos registrados.

Nos Estados Unidos e outros paises desenvolvidos, a criptococose tem
se mostrado reduzida entre pessoas com HIV/AIDS devido a disponibilidade da
HAART para estes pacientes, com o indice de mortalidade em média de 12%
(Cogliati 2013). No entanto, mesmo que a introducdo da HAART tenha
contribuido para reducédo desta infeccdo oportunista o nimero de mortes e a
taxa de mortalidade continua elevada.

A América Latina representa a terceira regido do mundo com o maior
namero de casos de meningite criptocécica relacionada a SIDA, com uma
estimativa anual de 54.400 casos, com elevada taxa de mortalidade (55%)
(Sifuentes-Osornio et al. 2012, Vidal et al. 2013).

De acordo com estimativas do World Health Organization (WHO 2015) e
Joint United Nations Program on HIV/AIDS (UNAIDS 2015), ha
aproximadamente 36,9 milhdes de pessoas no mundo que contrairam HIV até

o final 2014, e destes 2,6 milhdes eram criangcas com idade inferior a 15 anos.
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Relatos na literatura avaliando meningite criptococica em diferentes
regides do Brasil sdo descritos, confirmando a associacdo desta doenca
fungica a pacientes com SIDA (Pappalardo & Melhem 2003, Leal et al. 2008,
Lindenberg et al. 2008, Prado et al. 2009, Souza et al. 2013)

Dados do Ministério da Saude (2002), relatam que de 215.810 casos de
AIDS notificados no Brasil, em um periodo de vinte e dois anos (1980 a 2002),
6% dos pacientes apresentavam criptococose no momento da notificacdo
(Prado et al. 2009).

Entre 1998 a 2006, ocorreram 125.633 6bitos de pessoas com AIDS no
Brasil, sendo que destes, 3000 mortes ocorreram por criptococose,
correspondendo 2,4% dessa populacao (Pappalardo & Melhem 2003).

Na cidade do Rio de Janeiro entre 1994 a 2004 foi relatada uma
incidéncia de 0,45 casos de criptococose por 100.000 habitantes, apresentando
um indice de letalidade em 51,8%, e destes 61,2% envolvia pacientes com
SIDA (Leimann & Koifman 2008). No Rio Grande do Sul, foram registrados no
periodo entre 2000 e 2005, 126 pacientes com meningite criptococica, dos
quais 95% eram infectados pelo HIV (Leal et al. 2008).

No Mato Grosso do Sul, 123 casos de criptococose entre 1995 e 2005
foram registrados, com uma taxa de mortalidade de 49,6%, destes, 84,5%
estavam associados a pacientes HIV, e neste grupo o indice de mortalidade foi
51% (Lindenberg et al. 2008).

No Estado de Goias, Souza et al. (2013), no periodo de um ano (2009-
2010), identificaram leveduras do complexo C. neoformans em 62 pacientes
apresentando quadro clinico de meningite, com o indice de mortalidade de
48,4% sendo 53 pacientes portadores do HIV.

Em S&o Paulo, durante o ano de 2003, dos 219 pacientes infectados
pelo HIV e com doencgas oportunistas do sistema nervoso central, 24% eram
acometidos de meningite criptocécica (Vidal et al. 2008).

Com o advento da SIDA, a meningite criptocdcica tornou-se uma doenca
importante no Estado do Amazonas, todavia, somente em meados de 1986
com um apice em 2008 que, esta doenca foi associada com o HIV/AIDS. Uma
reducdo do numero de casos da micose foi observada entre 2011 e 2012, o que

provavelmente seja atribuido a uma assisténcia de melhor qualidade a saude
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dos pacientes portadores do HIV/AIDS, restringindo assim a ocorréncia de
doencas oportunistas (Saraiva et al. 2015).

Em um estudo realizado por Prado et al. (2009) entre 1996-2006,
demonstraram que o indice de morte em diferentes regibes do Brasil em
consequéncia a micoses sistémicas como, paracoccidioidomicose,
coccidioidomicose, criptococose, histoplasmose, candidiase, aspergilose, e
zigomicose, alcancaram um patamar 3.583 casos, porém quando a SIDA foi
considerada uma condi¢édo associada na causa basica de morte, a criptococose
foi responsavel por 50,9% dos Obitos, seguida por candidiase (30,2%) e
histoplasmose (10,1%).

No Brasil, a mortalidade por criptococose atinge 45 a 65% dos pacientes
na presenca ou nao de fatores predisponentes (Pappalardo & Melhem 2003).
Além das condi¢des do hospedeiro, 0 processo de invasao e de disseminacéo
do fungo, estd intimamente relacionado a um complexo mecanismo de
adaptacao, selecao e viruléncia do microrganismo (Wormley & Perfect 2005).
O diagnostico precoce associado a um tratamento adequado sdo importantes

para uma diminuicdo nos indices de mortalidade.

1.7. Agentes antifungicos e tratamento

A ocorréncia frequente das doencas fungicas invasivas, vem
contribuindo para alteracBes importantes na terapéutica antifingica. Os
farmacos antifungicos sistémicos em geral sdo classificados pela sua estrutura

guimica e mecanismo de a¢éo ao patdégeno conforme mostrado na figura 7.
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Classe Mecanismo de acdo

Parede celular
ma noproumn

p-1,3-0-glv ana @ g-glucanos

Equinocandinas:
Inibe a sintese B-1,3D-
glucano

Sintese de B-1,3-D-glucan:

Azdis: bloqueio da

enzima 14-a-demetilase Membrana celular
Poliénicos: interagem Q
com ergosterol
produzindo poros ou
canais

Alilaminas: inibigdo da e e °°'9°'“'°|

enzima esqualeno
epoxidase

Anilogos de Pirimidinas:
Inibe timidilato-sintase Intracelular
Inibidor mitético /3

Figura 7. Principais classes de antifiingicos e seus respectivos sitios de acdo na

célula.

Os agentes antifungicos poliénicos, alilaminas e azois representam trés
classes de antifungicos que tém como alvo a membrana celular, visando o
ergosterol, ou etapas enzimaticas da sua biossintese (Chen & Sorrell 2007,
Idowu & Adeoye 2015).

O ergosterol é o esterol predominante na membrana citoplasmatica,
sendo o principal componente da membrana de fungos e essencial para o
crescimento e desenvolvimento destes microrganismos. Esta envolvido em
diversas funcdes bioldgicas, tais como a fluidez da membrana, na regulacao,
atividade e a distribuicdo de proteinas integrais de membrana, bem como o
controle do ciclo celular. Este esterol é o principal alvo dos antifungicos usados
para tratamento de infec¢des fungicas sistémicas (Gooday 1995, Alcazar-Fuoli
& Mellado 2013).
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Os poliénicos desempenham atividade fungicida, especialmente em
fungos que estéo na fase estacionaria do crescimento, unindo-se por interacdes
hidrofébicas ao ergosterol, produzindo poros ou canais, que interferem na
permeabilidade da membrana, gerando perda de nutrientes e ions essenciais,
determinando assim a lise e morte da célula (Groll & Kolve 2004, Prasad et al.
2016). Um dos principais membros dessa classe € a anfotericina B (AmB),
antifingico de efeito fungicida, potente e de largo espectro. Seu uso € limitado
por importantes efeitos adversos, entre eles a nefrotoxicidade, que é
amenizada através de sua preparacdo em formulacdes lipidicas: complexo
lipidico, dispersao coloidal e lipossomal (Laniado-Laborin & Cabrales-Vargas
2009). Gray et al. 2012, sugerem que a simples aderéncia da AmB ao
ergosterol jA promove a morte celular e que, a formacdo de canais na
membrana representa um segundo mecanismo complementar que estimula
ainda mais a poténcia do farmaco.

O grupo das alilaminas interfere na fase inicial da biossintese do
esgosterol, em consequéncia do seu mecanismo especifico de inibicdo da
enzima esqualeno epoxidase (Ergl), que é catalizador da conversdo do
esqualeno em lanosterol, precursor do ergosterol (Espinel-Ingroff 2008).
Observacfes confirmam que fungos tratados com terbinafina, farmaco da
classe das alilaminas, acumulam elevada concentracdo de esqualeno ao
tornar-se deficiente em ergosterol, aumentando a permeabilidade da
membrana levando em ruptura a célula (Ryder 1992, Minnebruggen 2010).
Essa classe de antifungico estd fortemente associada com a funcdo da
membrana, assim como na sintese da parede celular dos fungos (Ryder 1992).

Os azobis constituem um grupo de agentes antifingicos com amplo
espectro de atividade, e representam a maior classe de antimicoticos sintéticos.
Os principais farmacos disponiveis sdo os imidazois, cetoconazol e miconazol,
0s triazois, fluconazol, itraconazol, voriconazol, e uma nova geracao de azois
que inclui posaconazol, isavuconazole, e albaconazol (Sanglard & Odds 2002,
Carrillo-Mufioz et al. 2006). Seu mecanismo de acdo consiste na inibicdo da
enzima do citocromo P450, a lanosterol 14a-desmetilase, também denominada
de CYP51, responsavel pela desmetilacdo oxidativa do lanosterol, essencial na

producéo de esterois (Georgopapadakou & Walsh 1996, Edwards et al. 2013).
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Como consequéncia ocorre a interrup¢do da sintese de membrana, bem como
uma deplecdo de ergosterol, que leva a um aumento em precursores de
esterdis metilados toxicos na membrana celular e interferéncia na acédo das
enzimas associadas a membrana (Minnebruggen 2010, Idowu & Adeoye 2015).

Leveduras pertencentes ao complexo Cryptococcus neoformans séo
suscetiveis aos polienos, flucitosina e aos azois. Entre estes farmacos, os azois
exibem a menor atividade fungicida. O tratamento antifingico para a
criptococose varia de acordo com a extensdo da doencga, a gravidade, bem
como o estado imunoldgicico do hospedeiro (Perfect et al. 2010). Embora
existam algumas diferencas clinicas entre a criptococose causada por C.
neoformans e a causada por C. gattii, os regimes de tratamento recomendados
para ambas as espécies sao atualmente idénticos. Os antifiingicos antofericina
B e fluconazol sdo componentes chaves para o tratamento da meniningite
criptocdcica, o primeiro é utilizado para inducédo, enquanto que o segundo é
utilizado para consolidacdo e manutencdo. Porem, alguns especialistas
sugerem que uma maior duracdo da terapia de inducéo e consolidagao deve
ser utilizada na infecgao por C. gattii (Chen et al. 2013, 2014, Grossman &
Casadevall 2016).

Outros azois, tais como itraconazole, voriconazole, posaconazole, e
isavuconazole, também possuem atividade anti-criptococica. Entretanto, dada
a escassez de estudos de eficacia clinica, interacbes medicamentosas
potenciais, penetracdo do SNC e biodisponibilidade, eles sédo reservados
apenas para casos refratarios (Barchiesi et al. 2004, Pitisuttithum et al. 2005).

A resisténcia aos antifiungicos anteriormente ja foi rara. No entanto,
relatos recentes descreveram o aumento da concentracdo inibitéria minima
(CIM) dos isolados de C. neoformans para o fluconazol e, em menor grau, para
a anfotericina B na ultima década (Chen et al. 2014, Smith et al. 2015).
Resisténcia microbiolégica refere-se a néo-sensibilidade de um fungo a um
agente antifungico através de testes de suscetibilidade in vitro, nos quais a CIM
do farmaco excede o ponto de interrupcdo de suscetibilidade para esse
organismo. A resisténcia de diversos patdgenos foi descrita para praticamente
todos os agentes antifungicos, incluindo espécies de Candida e Aspergillus. A

maioria dos mecanismos de resisténcia também foram elucidados a nivel
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molecular nestes agentes patogénicos a partir de genes de resisténcia a drogas

na identificacdo de mutacfes gendémicas (Sanglard 2016).

1.8. Produtos naturais e bioativos

As plantas através do seu metabolismo, produzem muitas substancias
ativas agrupadas como metabdlitos priméarios e secundarios. Os primeiros sédo
representados por carboidratos, lipideos e aminoacidos. Eles sédo destinados a
formacéo de proteinas e outras substancias importantes para a realizacdo das
funcdes vitais das plantas, onde a auséncia ou a deficiéncia desses compostos
podera causar a morte da mesma (Rojas et al. 2014). J& os metabdlitos
secundarios, também conhecidos como fitoquimicos, sdo originados por vias
sintéticas modificadas de metabdlitos primarios, ou através do
compartilhamento de substratos dessa mesma classe de metabdlito (Kabera et
al. 2014, Ncube & Van Staden 2015).

Os metabdlitos secundarios sdo constituidos por uma grande variedade
de produtos naturais com estrutura quimica altamente diversificada, em
contraste com o0s metabdlitos primarios, essenciais para 0 crescimento e
desenvolvimento da planta, ja foram considerados como "residuos" sem funcéo
fisiolégica para a planta. No entanto, é evidente que esses produtos naturais
cumprem funcdes importantes na interacdo entre as plantas e seu ambiente
biético e abiodtico (Kabera et al. 2014). Representam uma expressiva fonte de
farmacos ou precursores para a sintese desses, e outras categorias de
produtos como, cosméticos, suplementos dietéticos e produtos de saude
natural (Arif et al. 2009, Springob & Kutchan 2009, Ncube & Van Staden 2015).
Possuem também uma grande variedade de componentes medicinais com
atividade antimicrobiana (Negri et al. 2014), cuja a aplicacdo na terapia das
doencas é tdo antiga quanto a humanidade. Seus beneficios contribuem
significativamente para a divulgacdo de suas propriedades farmacoldgicas,
independente do conhecimento ou ndo de seus constituintes quimicos (Silva &
Fernandes Junior 2010).

Os metabdlitos secundarios sdo agrupados conforme sua composi¢ao

guimica, solubilidade a varios solventes, ou pela via em que sado sintetizados.
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O sistema de classificacdo inclui trés vastos grupos: terpenos, alcaldides e
compostos fendlicos (Irchhaiya et al. 2014, Kabera et al. 2014). Estes grupos
possuem uma grande variedade de fitoquimicos de acordo com sua estrutura
especifica, entre os quais os &cidos fendlicos, flavonoides, taninos, estilbenos
e lignanas menos comuns, contudo, proficuos na medicina (Verpoorte 1998,
Wink 2003, Nair et al. 2005, Kabera et al. 2014).

Portanto, dentre as fontes de pesquisa em produtos naturais bioativos
para descobertas de novos medicamentos, 0s vegetais merecem relevancia,
pelo seu teor em destaque as diferentes classes de flavonoides. Esta classe é
composta por um grupo de substancias polifenolicas, notaveis por sua
diversificada acéo: biologica, inibindo fungos e bactérias (Abed et al. 2015, Filho
et al. 2016), farmacolégica como anti-inflamatério em doencas infecciosas
causadas por bactérias e virus (Arif et al. 2009, Ahmad et al. 2015) assim como
seu desempenho sobre o sistema imunolégico e também com funcao
antioxidante (Silva & Fernandes Janior 2010, Kumar & Pandey 2013, Akinpelu
et al. 2015, Cao et al. 2015, Chikezie et al. 2015).

1.8.1. Flavonoides

As plantas tém uma capacidade quase ilimitada de sintetizar substancias
de diferentes grupos funcionais, a maioria dos quais sédo fendis ou os seus
derivados substitutos de oxigénio, com propriedades antifungicas. Os
flavonoides consistem num grande grupo de compostos polifendlicos e estéao
presentes de forma ubiqua em plantas Kumar & Pandey 2013.

Os flavonoides, representam o mais extensivo dos compostos fendlicos
(Arif et al. 2009, Kumar & Pandey 2013). De baixo peso molecular, constituem
substancias aromaticas, presentes nas frutas, legumes, nozes e sementes,
assim como no mel e em alimentos processados como cha e vinho(Dai &
Mumper 2010, Pontis et al. 2014).

Este grupo de compostos polifenélicos apresenta uma estrutura comum
contendo 15 atomos de carbono, caracterizada por dois anéis aromaticos (A e
B) e um heterociclo oxigenado (C) formando um sistema C6-C3-C6 (Tapas et
al. 2008, Pereira & Cardoso 2012).

21



Muitos flavonoides que ocorrem na natureza foram descritos e
classificados a partir de suas estruturas quimicas, de acordo com o grau de
oxidacdo no anel C, onde a variacao estrutural em cada subgrupo €, em parte,
devido a ampla variacdo de combinagbes de grupos metil e hidroxil como
substituintes na estrutura quimica basica da cadeia antocianidinas (Dai &
Mumper 2010). As principais classes de flavonoides consistem em flavonais,
flavonas, flavanonas, isoflavonas, auronas, antocianinas e antocianidinas (Dai
& Mumper 2010, Pereira & Cardoso 2012). A figura 8 mostra a estrutura quimica
de algumas classes de flavonoides.
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Figura 8. Férmula estrutural de varias classes de flavonoides (Adaptado de Tsao
(2010).

1.8.1.1. Curcumina

Dentre os flavonoides a curcumina (diferuloilmetano), de nome cientifico
Curcuma longa Lin, pertencente a familia Zingiberaceae, constitui um dos
principais fitoquimicos derivado do rizoma da curcuma, figura 9. Também é

conhecida popularmente como acafrédo ou gengibre dourado, (Padhye et al.
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2010, Prasad & Aggarwal 2011, Ghosh et al. 2015) e expressa duas formas
estruturais denominadas ceto (forma solida) e enol (forma liquida) conforme

demonstrado por Manolova et al. (2014).

Curcumina
OCH4 OCH3
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o
T Z i

CH, HyC

CHHZI]DE
368.38 g/mol

Figura 9. Estrutura quimica, formula molecular e massa molar da curcumina
(Adaptado de Palve et al. 2012).

Nativa do sul da Asia, porém com muitas outras espécies identificadas
por todo mundo com denominacgdes que variam de acordo com sua origem, tem
relevancia pelas diferentes aplicacdes demonstrada (Srinivasan et al. 2006,
Basnet & Skalko-Basnet 2011, Prasad & Aggarwal 2011, Irchhaiya et al. 2014,
Nisar et al. 2015). A cor amarela brilhante da cdrcuma deve-se principalmente,
a pigmentos polifendlicos lipossoluveis, conhecidos como curcumindides, tendo
a curcumina como constituinte mais ativo, assim como a demetoxicurcumina e
bisdemetoxicurcumina. Oleos volateis como natlantone, zingibereno e
turmerone, proteinas, aclcares e resinas sao encontrados na composi¢ao
(Sharma et al. 2005, He et al. 2015).

Os pigmentos curcumindides, de acordo com Péret-Almeida et al.
(2005), se diferenciam pelo nimero de grupos metdxi (CH3) ligados a sua
estrutura, conforme indicado na figura 10.

Além de seu uso como especiarias e corante na culinaria, a circuma tem
sido utilizada na india para fins medicinais, durante séculos no tratamento de
varias afeccdes (Srinivasan et al. 2006, Akaram et al. 2010, Irchhaiya et al.
2014). Evidéncias de que a curcumina disp0e de propriedades anti-inflamatoria,
anti-cancerigeno, e expressivo potencial antimicrobiano em varios patégenos,

tem contribuido para o interesse cientifico em avaliar sua potencialidade para
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prevenir e tratar doencas (Akaram et al. 2010, Palve & Nayak 2012, Nisar et
al. 2015).
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Figura 10. Estrutura quimica da curcumina, desmetoxicurcumina e bis-
desmetoxicurcumina mostrando o nimero de grupos metoxi (CH3) de cada composto
(Adaptado de Lee et al. (2013).

1.8.1.2. Morina

A morina (3,5,7,2',4'-pentahydroxyflavone), é um flavonoide natural de
pigmento amarelo, originalmente isolado a partir de membros da familia
Moraceae, como exemplo amora (Chlorophora tinctoria), pau-d'arco (Maclura
pomifera) améndoa (Prunus dulcis), e membros da familia Myrtaceae, como a
goiabeira (Psidium guajava) (Wijeratne et al. 2006) (figura 11). Constituinte de
muitas plantas, frutas e vinho, atuam como um potente antioxidante protegendo
as células contra os danos radicais de oxigénio, na atividade da xantina
oxidase, uma enzima geradora de radicais livres, apresentando varios efeitos
biolégicos e bioquimicos, incluindo agao anti-inflamatéria e inibidor de acido
graxo sintase (Tian 2006, Xie et al. 2006, Zhang et al. 2010, Al-numair et al.
2014, Hussain et al. 2014). Hussain et al. (2014) em experimentos para avaliar

bioatividade de morina em espécies de Fusarium oxysporum, Chaetomium
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globosum e Alternaria alternate, observaram varios componentes extraidos

deste flavonoide que em diferentes concentracdes inibiram estes fungos.

Morina

HO OH

HO o

OH
oH 9 ¢ HoO

15 07

302.2357 g/mol

Figura 11. Estrutura quimica, formula molecular e massa molar da morina (Adaptado
de Zhang 2010).

Ainda que o0s vegetais expressem imensa capacidade em sintetizar
substancias com uma variedade de grupos funcionais, apenas uma pequena
parte tem sido estudada quanto a seus componentes. Compostos puros ou em
extratos, oferecem um enorme potencial para o desenvolvimento de novos
medicamentos (Vila et al. 2013). Nesse contexto, compostos naturais como a
curcumina e a morina, foram avaliados, buscando verificar acdo de inibicdo

sobre as leveduras do Complexo Cryptococcus neoformans.

1.9. Avaliagao da atividade antimicrobiana

Nos ultimos anos, tem sido evidenciado um interesse crescente na
pesquisa e desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos provenientes
de varias fontes, no intuito de conter a resisténcia dos microrganismos, assim
como avaliar sua eficiéncia no combate as doencas. Portanto, uma maior
atencao a triagem e aos meétodos de avaliacdo de atividade antimicrobiana, tem
sido facultado (Das et al. 2010, Pereira Rosa & Silva 2014, Balouiri et al. 2015,
El-baky 2016).

Varios bioensaios podem ser empregados para avaliar a atividade in vitro
de microrganismos contra 0s agentes antimicrobianos tais como, método de

macro e microdiluicdo em caldo, agar-diluicdo, etest®, disco-difusdo em agar,
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método de bioautografia, sistemas automatizado (Vitek®, Walk-Away®, BD
PhoenixTM), que sdo meétodos laboratoriais bem conhecidos e comumente
usados. Outros, ndo tdo amplamente utilizados, mas que fornecem resultados
rapidos dos efeitos do agente antimicrobiano e uma melhor compreensao do
seu impacto sobre os danos e viabilidade celular infligido ao microrganismo,
como citometria de fluxo e métodos bioluminescente podem ser aplicados
(Jenkins & Schuetz 2012, Balouiri et al. 2015, Vocat et al. 2015). Além disso,
testes como checkerboard, que consiste na associagcdo de antimicrobianos
para avaliar o efeito da combinacao entre substancias, criando alternativas no
tratamento das enfermidades, também podem ser empregadas (Chang et al.
1995, Jenkins & Schuetz 2012, Matuschek et al. 2014, Sasidharan et al. 2014).

O Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) denominado
anteriormente National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLYS)
publicou uma série de documentos padronizando os testes de suscetibilidade
in vitro para fungos (CLSI 2002, 2008a, 2012), levando em consideracéao alguns
pardmetros como pH do meio, indculo do microrganismo, periodo e
temperatura de incubacédo, concentracdo dos antifungicos e o critério de leitura
do teste.

O método aceito como referéncia para avaliar a suscetibilidade in vitro,
€ 0 de diluicdo em caldo preconizado pelo CLSI (2002, 2008, 2012) nos
documentos M27-A2, M27-A3 e M27-S4 para leveduras dos géneros Candida
e Cryptococcus e o documento M38-A2, para fungos filamentosos, como
Aspergillus spp, Fusarium spp, Pseudallescheria boydii, Sporotrix schenckii e
Rhizopus spp (CLSI 2008b).

Denominados de macro e microdiluicdo, metodologia em tubos e em
placas respectivamente, sdo procedimentos laboratoriais comumente usados
para determinar a concentracdo inibitoria minima (CIM) de agentes
antimicrobianos, farmacos e de outras substancias que matam (acéo fungicida)
ou inibem (acé&o fungistatica ) (Wiegand et al. 2008).

O teste de microdiluicdo, também conhecido como método de
microtitulacdo em placa, € uma adaptacdo do método de macrodiluicdo em
caldo, em que os ensaios sao realizados utilizando pequenos volumes de

componentes como solu¢des, compostos e microrganismos, e permite que
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maior numero de agente microbiano seja avaliado muito rapidamente,
oferecendo menor risco de erros no procedimento do teste (Pfaller et al. 2012,
Nasir et al. 2015).

Com o advento do elevado numero de patdégenos multirresistentes,
juntamente com o déficit em desenvolvimento de novos antimicrobianos, a
terapéutica medicamentosa combinada tem contribuido para alguns sucessos
clinicos contra muitos agentes de doencas humanas (Ahmad & Aqil, Boyd &
Nailor 2011, Tangdén 2014). Algumas estratégias sdo conduzidas para o éxito
deste propoésito, através de combinacdes entre farmacos convencionais ou
associados a moléculas adjuvantes, associacbes de dois ou mais
antimicrobianos, ou a compostos naturais bioativos, com intuito de averiguar a
possivel atividade sinérgica entre substancias farmacol6gicas, como
estratégias alternativas no tratamento das doencas (Sasidharan et al. 2014,
Dziedzic et al. 2015).

O teste de checkerboard tem sido aplicado para determinar a atividade
de combinacgfes de antimicrobianos. Baseia-se no protocolo de microdiluicdo
(M27-A3 e M27-S4) desenvolvido pelo CLSI, no qual sdo determinadas as CIMs
de duas substancias farmacoldgicas, isoladamente e em associacdo, em
concentracdes superiores e inferiores da CIM obtida no teste individual de cada
farmaco (Cuenca-Estrella 2004).

A interpretagdo dos resultados consiste de valores encontrados
denominado indice de concentracao inibitoria fracionada (ICIF), obtida através
da formula ICIF=ICIFA + ICIFB= [A]J/CIMA + [B]/CIMB, onde [A] e [B]
correspondem CIM dos diferentes farmacos avaliados em combinagdo, CIMA
e CIMB correspondendo a CIM dos farmacos avaliados isoladamente (Odds
2003, O’'Shaughnessy et al. 2006).

Esta metodologia através do ICIF mostra quantitativamente que
combinagdes entre diferentes farmacos podem manifestar efeitos inibitorios
maiores ou menores que a soma de seus efeitos individuais, fenbmenos
denominados de sinergismo e antagonismo respectivamente (Odds 2003).

Tao importante quanto constatar a acdo antifungica de um farmaco, é
essencial, identificar como este atua na célula fangica. A citometria de fluxo

entra entdo nesse contexto para analisar o mecanismo de acao do farmaco,
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determinando se este atua inibindo metabolismo ou se é capaz de lesionar a
célula do fungo (Tian et al. 2012, Valiante et al. 2015).

1.10. Citometria de fluxo

A citometria de fluxo € um recurso que permite uma andlise quantitativa,
pratica e célere de células (J6zwa & Czaczyk 2012, Xue et al. 2016), o que
justifica a expansdo de sua aplicacdo em laboratérios clinicos nos ultimos
tempos. E considerada uma metodologia eficaz no estudo sobre os efeitos de
compostos naturais ou sintéticos em microrganismo patogénico (Sanchez &
Kouznetsov 2010, El-Assal et al. 2014).

Refere-se a um método analitico que permite avaliar um nimero elevado
de células em seus parametros intrinsecos, como o tamanho e complexidade
celular separadamente, a expressdo de antigenos celulares, contagem
absoluta de células, assim como separacdo de popula¢des celulares com
fendtipos especificos, através da intensidade da fluorescéncia emitida pelas
células marcadas com substancias fluorescentes. Uma variedade de tecidos,
incluindo o sangue periférico, aspirados de medula éssea, bidpsias de pele, e
linhas celulares de cultura de tecidos podem ser processados por esta técnica
(Comas-Riu & Rius 2009, O’Donnell et al. 2013).

O principio da citometria de fluxo, consiste em aspirar através do
citbmetro, aparelho utilizado na metodologia, um elevado niumero de células ou
particulas de uma suspensao previamente preparada, e for¢a-la a passar por
uma camara especial (flow cell). Isto permite as células manterem-se
envolvidas e centralizadas num fluxo continuo de liquido (sheath fluid), saindo
em seguida uma apdés outra desta camara, de modo que uma unica célula seja
interceptada pelo laser (Davey & Kell 1996, Alvarez-Barrientos et al. 2000,
Bergquist et al. 2009)

Uma vez capturada pelo laser, uma parte da luz é disperso (scatter) de
acordo com as caracteristicas morfologicas e estruturais da célula, e dois tipos
de fendbmenos fisicos ocorrem e fornecem informacdes acerca da célula, onde
Forward Scatter (FS) se relaciona com o tamanho da célula e o Side Scatter

(SS) com a granularidade da célula ou particula (Bergquist et al. 2009).
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A figura 12 esquematiza 0 processamento, em que uma suspensao de
célula obtida por centrifugacdo e/ou filtracdo, € "marcada" com substancias
fluorescentes (fluorocromos), e introduzida no citdmetro de fluxo contendo uma
solucdo tampao (fluido de arraste), que direciona as células ao laser, emitindo
luz de acordo com suas caracteristicas fluorescentes, utilizadas para se
examinar aspectos bioquimicos, biofisicos e moleculares das células (Jahan-
Tigh et al. 2012).

Fluido de
arraste Y Suspensao
de células
LJ
@
o
@ Camara de fluxo
L J
Detectores d ..
fluorescénci
- \e

laser
S ——
/ o \

Forward Scatter (FS)
- ®

Side Scatter (SS)

Figura 12. Representacdo esquematica de um citdbmetro de fluxo (Adaptada de
Jahan-Tigh et al. 2012).
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2 JUSTIFICATIVA

As infecc¢des fungicas invasivas estdo se tornando uma causa cada vez
mais importante de mortalidade e morbidade humana, particularmente para a
populacdo imunocomprometida. Os patdgenos fungicos Candida albicans,
Cryptococcus neoformans e Aspergillus fumigatus contribuem coletivamente
para mais de 1 milhdo de mortes humanas anualmente (Robins et al. 2016).
Assim a importancia da terapéutica antifiingica segura e eficaz para a prética da
medicina moderna nunca foi tdo relevante.

A terapéutica antifungica de escolha para o tratamento das doencas
fungicas, ainda apresenta algumas restricdes, sendo comprometida pela alta
taxa de toxicidade ao hospedeiro, pela atividade fungistatica ou pelo
aparecimento da resisténcia aos farmacos em popula¢des de patégenos (Robins
et al. 2016).

Apesar da escassez de novas classes de antifungicos que chegaram ao
mercado nos ultimos anos, abordagens inovadoras para a descoberta de drogas
tem impulsionado investigacbes sobre estratégias terapéuticas alternativas
(Khan et al. 2006, Lombardi et al. 2015). A este respeito, as plantas e seus
compostos bioativos, tém se mostrado muito promissoras como candidatos para
o desenvolvimento de novos medicamentos.

As plantas tém sido utilizadas por varias geracdes, como tratamento de
primeira escolha para varias doencas, incluindo infeccfes fungicas. As primeiras
civilizacGes, embora, ndo conhecesse a natureza dos constituintes das plantas,
estabeleceram o potencial terapéutico do vegetais, considerando as reacdes
manifestadas pelos individuos na presenca destes produtos, de acordo com a
dose administrada (Halberstein 2005, Petrovska 2012). Assim, grande parte do
conhecimento era empirico, passando de geracdo em geracdo, mas sem uma
base solida de seu uso e prescricao (Halberstein 2005, Petrovska 2012).

Atualmente, € bem reconhecido que centenas de compostos bioativos
estdo presentes em caule, raiz, folha e frutos dos vegetais, como consequéncia
do metabolismo secundario, atuando em sinergismo e conferindo uma ampla
variedade de atividades, sendo objetivo de interesse cientifico crescente
(Agarwal et al. 2010, Rana et al. 2011, Alves-Silva et al. 2013) (Maciel et al. 2002,
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Amin et al. 2015). Diante disso, os polifendis curcumina e morina, foram
testados, buscando averiguar a capacidade de inibicAo ou ndo, sobre as
leveduras do complexo Cryptococcus neoformans, bem como verificar o

mecanismo de acdo destes compostos na célula fungica.
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3 OBJETIVO GERAL E OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.1. Objetivo Geral

e Avaliar a atividade antifungica e biolégica dos compostos naturais
curcumina e morina sobre leveduras do complexo Cryptococcus

neoformans.

3.2. Objetivos Especificos

e Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracao
Fungicida Minima (CFM) da curcumina e morina sobre leveduras de
Cryptococcus neoformans.

e Avaliar a interacdo dos compostos com os antifungicos fluconazol e
anfotericina B através do teste checkerboard.

e Avaliar possiveis alterac6es morfolégicas no fungo frente aos compostos.

e Avaliar a citotoxicidade in vitro dos compostos sobre as hemacias.

e Verificar a agdo dos compostos naturais curcumina e morina sobre a

producdo de ergosterol e membrana da célula fungica.
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4 METODOS

4.1. Microrganismos

Foram utilizadas 18 amostras de leveduras do complexo Cryptococcus
neoformans, sendo 14 C. neoformans e 4 C. gattii pertencentes a Micoteca do
Laboratério de Micologia do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica
(IPTSP- UFG) previamente identificadas segundo Kurtzman & Fell (1998) pelas
suas caracteristicas macromorfoldgicas através do crescimento no meio Agar
Sabouraud dextrose (ASD) e meio de di-hidroxi-fenilalanina (L-DOPA),
micromorfolégicas com presenca de elementos arredondados e capsula,
fisiolégicas através da producdo de urease e bioquimicas por meio da
assimilacao de fontes de carbono.

Estes isolados foram obtidos do liquido céfalo-raquidiano (LCR) de
pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida, provenientes do
Hospital de Doencas Tropicais do Estado de Goias (HDT). Duas cepas padréo
(American Type Culture Collection) C. neoformans ATCC 90112, C. gattii ATCC
24065, foram também avaliadas.

Todos os isolados foram armazenados a 4°C em ASD (difco) e
subcultivados neste mesmo meio por 72 horas antes da realizacdo dos testes.
As leveduras foram subcultivadas por duas vezes para assegurar sua pureza e
viabilidade. Os isolados utilizados foram obtidos do projeto de pesquisa de
protocolo n°® 004/03 aprovado pelo comité de ética em pesquisa do HDT, de

acordo com o anexo 1.
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4.2. Compostos naturais e farmacos

Os produtos naturais boldina, curcumina, hesperetina, morina e derivados
sintéticos de N-acilhidrazona com diferentes pesos moleculares, foram
submetidos testes de suscetibilidade antifungica em isolados de leveduras de
Cryptococcus neoformans e uma cepa padrao de C. gattii ATTCC 24095. Todos
os compostos foram gentilmente cedidos pela professora Dr2. Valéria de Oliveira
do Laboratério de Bioconversao da Faculdade de Farmacia da UFG para a
realizagéo da triagem.

A atividade antifungica dos produtos naturais , assim como dos
antifangicos anfotericina B (Squibb, USA) e fluconazol (Pfizer, USA) foi avaliada
in vitro em amostras do complexo C. neoformans. Os antifUngicos e os
compostos naturais foram solubilizados em dimetilsulfoxido (DMSO) 0,1% e
diluidos em caldo RPMI 1640 (Sigma Chemical Co) com L- glutamina e sem
bicarbonato de  sb6dio, tamponado a pH 7,0 com acido
morfolinopropanossulfénico (MOPS; Sigma Chemical Co). As concentracfes
testes foram de 512 pg/mL para os compostos, 32 pg/mL para o fluconazol e
16 pg/mL para anfoterina B.

4.3. Testes de Suscetibilidade in vitro

4.3.1. Determinagao da concentragao inibitéria minima (CIM)

O teste de suscetibilidade in vitro, foi realizado utilizando a técnica de
microdiluicdo em caldo, segundo o documento M27-A3 e M27-S4 do Clinical
Laboratory Standard Institute (CLSI 2008, CLSI 2012), que permite determinar a

menor concentragdo farmaco capaz de inbibir isolados testados.

4.3.2. Preparo dos antifungicos e compostos bioativos

Os antifungicos e o0s compostos naturais foram solubilizados em
dimetilsulféxido (DMSO) 0,1% e diluidos a metade em caldo RPMI 1640 (Sigma
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Chemical Co) com L- glutamina e sem bicarbonato de sédio, tamponado a pH
7,0 com acido morfolinopropanossulfénico (MOPS; Sigma Chemical Co). As
concentracOes avaliadas variaram de 64 a 0,06 pg/mL para fluconazol, 32 a 0,03

pHg/mL para anfoterina B, e 1024 a 1 pg/mL para 0os compostos bioativos.

4.3.3. Preparagao do inéculo

A suspensdao de cada amostra de fungo foi preparada em 5 mL de solugéo
salina esteril a 0,85%. A densidade celular foi ajustada em espectrofotdmetro
para uma transmitancia de 85% em comprimento de onda de 530nm,
correspondendo aproximadamente a 1-5x108 UFC/mL. A suspensédo contendo
o indculo foi diluidaa 1:50 e a 1:20 em caldo RPMI 1640 para obter concentracéo
final de células de 0,5 a 2,5 x 103 UFC/mL.

4.3.4. Procedimento do teste

Na placa de microtitulagdo contendo 96 orificios foram colocados na
primeira coluna 200 pL do farmaco ou do composto natural e nos demais orificios
100uL de meio RPMI 1640, e realizada a diluicdo seriada menos no controle do
in6culo e do meio de cultura. Em seguida, foi adicionado 100uL do inéculo em
cada orificio. O controle das substancias testadas, do inéculo e do meio de
cultura (RPMI 1640), foi realizado em cada teste. A figura 13 mostra o esquema
do teste de suscetibilidade in vitro. Candida parapsilosis ATCC 22019 foi utilizada
como controle de qualidade. As placas foram incubadas a 35° C por 72 horas e

0s ensaios realizados em duplicata.
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Figura 13. Placa de microtitulagdo esquematizando o procedimento do teste de
suscetibilidade in vitro pelo método de microdiluicdo em caldo (CLSI 2008, CLSI 2012).
Fonte: Autoria propria.

4.3.5. Leitura e Interpretagao

A leitura das placas para avaliar a concentracao inibitéria minina (CIM) foi
realizada visualmente , apds 72 horas de incubacdo. Para a anfotericina B e os
compostos bioativos, a CIM foi definida como a menor concentragéo capaz de
inibir o crescimento visual, enquanto para o fluconazol a menor concentracao,
capaz de inibir 50% do crescimento quando comparado com o controle livre do

farmaco.

4.3.6. Determinagao da concentragao fungicida minima (CFM)

Para determinar a concentracdo fungicida minima (CFM) das leveduras,
10 pL da solucdo contendo a CIM, 2x CIM e 4x CIM obtidas no teste de
suscetibilidade, foram semeadas em placas de Petri contendo meio agar
Sabouraud-Dextrose (ASD). As placas foram incubadas a 35° C por 72 horas, e

a CFM foi definida como a menor concentragdo dos farmacos que inibiu o
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crescimento total do fungo ou no maximo até o crescimento de duas coldnias
(Barchiesi et al. 1995, Manohar et al. 2001). Todos os testes foram realizados

em duplicata. A figura 14 esquematiza a determinagcédo da CFM.
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00000000 K?%h
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Figura 14. Esquema representativo da determinagdo da CFM. Fonte: Autoria propria.

4.4. Avaliacdo da associacdo entre os compostos curcumina e morina

com fluconazol e anfotericina

Os testes de suscetibilidade por combinagcdo foram realizados para
observar a associacdo entre os compostos fenélicos curcumina e morina, e 0s
farmacos fluconazol e anfotericina B.

Utilizou-se 0 método de microdiluicdo em placas (documento M27-A3
CLSI 200, M27-S4 CLSI 2012) para avaliar as CIMs isolada de cada substancia
(antifungicos e compostos), complementando o teste, com a técnica de
Checkerboard, segundo técnica proposta por Ernst & Rogers (2008) para
determinar as CIMs em cada associacao entre 0s compostos e farmacos.

Essa técnica permite o célculo do indice de concentracdo inibitéria
fracionaria (ICIF) que demonstra se a CIM de uma substancia (farmaco/
composto) esta reduzida (sinérgico), inalterada (indiferente) ou aumentada

(antagonista) na presenca de outra substancia.

37



4.41. Preparagao do inéculo

O in6culo de todas os isolados foram preparados conforme descrito no
item 4.3.3.

4.4.2. Procedimento do teste “Checkerboard”

Para realizacdo do teste, tomou-se como base a CIM dos compostos
curcumina e morina avaliados isoladamente, assim como 0s antifiUngicos
fluconazol e anfotericina B sobre os isolados fungicos. Os compostos foram
diluidos 4x a concentracdo que se pretendia iniciar. Em uma (placa A) foram
feitas diluicbes seriadas no eixo vertical em concentracdes superiores e
inferiores da CIM, obtida no teste de microdiluicdo (item 4.3.4),(4X, 2X, CIM, %
, Ya , Y8 1/16). Em outra (placa B) o mesmo procedimento foi realizado no sentido
horizontal, utilizando a solu¢éo antuflingica. Apés este procedimento, 50 pL da
diluicdo dos orificios da placa A e da placa B, foram transferidos aos orificios
exatamente correspondentes, a uma terceira placa (placa C). Foram adicionados
100 pL do inéculo das amostras, aos orificios da placa C, que continham
combinac¢des do composto e antifangico, conforme a figura 15. A concentragao
final avaliada na placa C foi a menor concentracéo capaz de inibir o fungo.

Para controle de viabilidade do inéculo, uma fileira da placa foi preenchida
com 100 pL de indculo e 100 puL de RPMI, e outra para o controle de esterilidade
do meio, contendo 200 pL de RPMI.
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Figura 15. Esquema da associagdo dos compostos com e antifingicos. Fonte: autoria

propria.

4.4.3. Leitura dos resultados

A leitura dos ensaios foi realizada apds 72 horas de incubacédo em estufa

a 35° C, determinando a concentracdo inibitéria (CIM) da combinacdo do

farmaco e do composto, que corresponde a menor concentracado capaz de inibir

o crescimento do fungo quando comparado ao controle.

A interpretagcdo dos resultados consistiu dos valores encontrados ditos,

indice de concentracao inibitoria fracionada (ICIF), obtida através da formula
ICIF=ICIFA + ICIFB= [A]J/CIMA + [B]/CIMB, onde [A] e [B] correspondem CIM

dos diferentes farmacos ou compostos avaliados em combinacéo, CIMA e CIMB

correspondendo a CIM de cada farmacos ou compostos,

avaliados

isoladamente. De acordo com os resultdos classificou-se sinergismo (ICIF <0.5),
antagonismo (ICIF > 4.0) e né&o interacdo (ICIF > 0.5-4.0) (Odds 2003,
O’Shaughnessy et al. 2006).
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4.5. Efeito dos compostos sobre a cinética de crescimento das leveduras

O tempo da acéo antifingica dos compostos foi avaliado com a cepa
padrao de C. gattii ATCC 24065, através da cinética de crescimento conforme
descrito por Pappalardo et al. (2009) com modificacdes. C. gattii ATCC 24065 foi
subcultivado em placa de agar Sabouraud dextrose, e apOs 72h, colbnias
individuais (=1 mm) foram suspensas em salina estéril a 0,9% e o inoculo inicial
foi ajustado a 85% de transmitancia ao comprimento de onda de 530 nm por
espectrofotometria, correspondendo a 1-5x10% UFC/mL. Quinhentos microlitros
da suspensdao de células fungicas foram adicionados a Erlenmeyers contendo
4,5 mL de meio RPMI resultando em uma concentracdo 10° UFC/mL. Foram
feitas diluicdes seriadas até que o inéculo atingisse a concentracdo de 102
UFC/mL e acrescentou-se o composto nas concentragdes 4x, 2x, CIM, ¥ CIM.
O controle positivo foi realizado com AMB e o0 negativo com caldo Sabouraud e
o fungo. Os Erlenmeyers foram incubados sob agitacdo a temperatura ambiente.
Aliguotas de 10uL de cada Erlenmeyer foram retiradas nos tempos 0Oh, 6h, 12h,
24h, 48h e 72h, e plaqueados em ASD. Apés 72h a 35°C, a contagem de
coldnias foi realizada. Os experimentos foram feitos em duplicata. Os dados da
contagem de colénias (em logio UFC/mL) foram plotados em funcdo do tempo

para cada composto, a figura 16 ilustra o procedimento realizado.

C. gartii ATCC 24065

Py 500 pL 500 pL

2X, CIM, 1/2)

6h, 12h, 24h, 48h e 72h

1-5X10° UFC/mL

Figura 16. Procedimento utilizado para cinética de crescimento flngico.
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4.6. Estudo da micromorfologia das leveduras

Para o estudo da micromorfologia das células fungicas, sob a acédo da
curcumina e morina, foram utilizadas laminas de vidro estéreis e adicionados 10
pL de solugéo salina a 0,9%, 10 pyL de cada suspenséo fungica preparada no
ensaio para determinacédo da CIM (item 4.3.3) de cada composto apés 24, 48, e
72 horas de incubacdo e em seguida foram adicionadas 10 uL de tinta da
nanquim para evidenciar a capsula da levedura, conforme esquematizado na
figura 17. Foi realizado um controle negativo, apenas com 0 in6culo sem
tratamento e como controle positivo AMB em CIM. As laminas foram examinadas
em microscépio Optico na objetiva de 40X para se observar possiveis alteracées
da morfologia das leveduras. Também foi realizada uma contagem das

leveduras em cinco campos de cada lamina (Queiroz 2012).
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Figura 17. Teste de micromorfologia.
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4.7. Avaliacéo da citotoxicidade

Os compostos curcumina e morina foram avaliados quanto sua
capacidade citotoxica em hemacias sendo determinada através do ensaio de
atividade hemolitica de acordo com (He et al. 2007) com algumas modificagdes.
Foram centrifugados 5 mL de sangue de carneiro desfibrindo (Newprov), e
lavado uma vez com tampao fosfato salino( PBS) pH 7,4. As hemacias foram
diluidas em 20 mL do mesmo tampao (diluicdo 1:5). Os compostos foram diluidos
em tampéo PBS pH 7,4 em concentragdes de 1024 a 4 pg/mL e armazenados
em tubos eppendorff. Foram adicionados 50 pL da solugédo de hemacias a 50 L
de cada concentracdo dos compostos. A suspenséo foi incubada a 37°C sob
agitacao durante 30 minutos, centrifugada a 3000 rpm por 5 minutos e, 80 uL do
sobrenadante de cada suspensao foi colocado em placa de microtitulagéo de 96
pocos. O experimento foi realizado em duplicata, e como controle positivo da
hemolise foi utilizado Triton x-100 a 1% e a solucdo de hemacias com PBS pH
7,4 como controle negativo. O aparelho Multiskan Thermo Labsystems® foi
utilizado para realizag&o da leitura a 450 nm para determinagéo da absorbancia
de cada amostra, conforme mostra a figura 18. A porcentagem de hemdlise foi

calculada pela seguinte equacéo:

Hemolise%= Abs composto — CN X100
Abs CP — Abs CN

Onde: CN - controle negativo
CP= controle positivo
Abs= absorbancia
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Figura 18. Ensaio de toxicidade em hemécias.

4.8. Doseamento do ergosterol

A metodologia utilizada para a extracdo do ergosterol das leveduras de
C. neoformans foi realizada de acordo com Arthington-Skaggs et al. (1999) com
algumas modificagGes. Uma aliquota correspondendo 1- 5x108 do fungo, C. gattii
ATCC 24065, previamente crescido agar Sabouraud dextrose, foi transferida
para Erlenmeyer contendo 50mL de caldo Sabouraud dextrose (CSD) Difco
contendo curcumina e morina nas concentracdes correspondentes a CIM e %
CIM. Como controle positivo foi avaliado o fluconazol e como controle negativo
CSD com fungo.

Todos 0s ensaios permaneceram em agitagdo constante por 72 horas a
200 rpm, e ap0s a incubagdo a 35°C, foram centrifugadas a 3000 rpm por 10
minutos. O sobrenadante foi descartado e o peso umido (“pellet”) foi determinado
pelas células conservadas no tubo em temperatura ambiente.

Os tubos com as células foram pesados, e o valor obtido foi subtraido do

peso do tubo vazio. Trés mililitros de solug&o alcodlica de potassio (25g KOH,
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35mL agua e alcool 100% gsp 100mL), foram adicionados e agitados por 1
minuto e incubado em banho-maria, por 4 horas a 85 °C. Este procedimento
corresponde ao processo de saponificacdo, que consiste na hidrélise basica de
lipideos isto é, a lise dos fosfolipideos, (moléculas que contém &cidos graxos),
mas, ndo do ergosterol, mediante a adicdo de uma base forte (hidroxido de
potassio), que atua como catalisador da reacao, facilitado pelo aquecimento
(Kaplan 2015). Apés a incubacdo, os tubos foram resfriados a temperatura
ambiente.

Para a extracao dos esterdis, foi adicionado a suspenséo de células, 1mL
de agua destilada esterilizada e 3mL de n-heptano que foram mantidos sob
agitacdo por 3 minutos em vortex. Os tubos permaneceram em temperatura
ambiente, para a formacdo das fases aquosa e lipofilica. Por apresentarem o
mesmo carater hidrofébico, o heptano saturado em agua, e o ergosterol, unem-
se na fase lipofilica, formando uma camada distinta da outra ja formada, que
contem agua e outros residuos celulares.

Aliquotas de 200uL referente a camada superficial rica em ergosterol foi
transferida para eppendorf de 2 mL, contendo 800uL de etanol, obtendo-se uma
diluicdo 1:5 e em seguida foi transferido para um tubo de vidro e submetida a
leitura de absorbancia em dois intervalos entre comprimentos de onda 240 e 300
nm. A espectrofotometria de varredura foi realizada no aparelho de Cary®so UV-
Vis Varian. A figura 19 ilustra do procedimento para o doseamento do ergosterol
Esta técnica possibilita a extracdo de dois esterbis: o ergosterol e seu
intermediéario 24(28) DHE (dehydroergosterol) que € um componente da cascata
bioguimica de formacéo do ergosterol (Quain & Haslam 1979, Arthington-skaggs
et al. 1999).

Ainda que o ergosterol, quanto o 24(28)-DHE sejam absorvidos a
281.5nm, apenas 24 (28) DHE, mostra uma intensa banda de absor¢édo em 230
nm. A quantidade total desses esterois presentes na célula do fungo foi calculada
como porcentagem do peso umido das células através da equacao (Breivik &
Owades 1956).

% ergosterol + % 24(28) DHE = [(A 281,5/290) x F] / peso do pellet

% 24(28) DHE = [(A 230/518) x F] / peso do pellet

% ergosterol = [% ergosterol + 24(28) DHE - % 24(28) DHE.
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F é o fator de diluicdo em etanol, e 290 e 518 sdo os coeficientes de extingao
representado em porcentagem ou por centimetro E (1%. 1 cm.), determinado
respectivamente para ergosterol cristalino e 24(28) DHE, obtidos pela

espectrofotometria.
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% ergosterol = [% ergosterol + 24(28) DHE - % 24(28) DHE.

sobrenadante
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Figura 19. Técnica de doseamento do ergosterol.

4.9. Avaliagdo da acédo dos compostos sobre a membrana das leveduras
por citometria de fluxo

A avaliagdo do mecanismo de acgdo dos bioativos em teste, foi realizada

de acordo com Ahmad et al. (2011), com modificagdes.

4.9.1. Preparo do composto

Os compostos naturais foram dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO)
0,1% e diluidos ao dobro em caldo RPMI 1640 (Sigma Chemical Co) com L-

glutamina, sem bicarbonato de sdédio, tamponado a pH 7,0 com acido
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morfolinopropanossulfonico (MOPS; Sigma Chemical Co), para obter

concentracdes variando de 512 a 1 ug/mL.

4.9.2. Preparo do inéculo

Células de C. gattii ATCC 24065 foram cultivadas em ASD por 72 horas e
inoculados em 10 ml de meio RPMI e incubados a 35 °C overnight em agitacéo

a 200 rpm. O indculo foi ajustado conforme o item 4.3.3.

4.9.3. Procedimento do teste

O inéculo foi adicionado a 5 ml de caldo RPMI acrescido do composto em
concentracgdo 4x CIM, 2x CIM, CIM e %2 CIM e incubados a 35°C por 2 horas. Em
seguida as células foram centrifugadas a por 5 minutos a 5000 rpm, o pellet foi
ressuspendido em 5 ml de tampéao fosfato (PBS: 8,77 g de NaCl, 1,02 g de
Na2HPO4, 0,34 g de NaH2PO4/L, pH 7,2), centrifugado novamente por 5
minutos a 5000 rpm e o conteddo apds agitado em vortex foi transferido para
eppendorfs. As células foram centrifugadas novamente por 10 minutos a 5.000
rpm, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 200 ul de PBS.
A figura 20 ilustra o procedimento do teste.

Para a marcacao celular, 5 pg/mL de iodeto de propidio (PI- Sigma),
marcador de integridade de membrana, foi adicionado em todas as células
tratadas e nos controles negativos. A suspensdo obtida com marcador foi
mantida a 35° C por 30 minutos, na auséncia de luz e posteriormente submetida
a analise pelo citbmetro Accuri C6 (Becton Dickinson Bioscienses), sendo
analisados 10.000 eventos em uma populacdo determinada (gate), e utilizada a
fluorescéncia da luz vermelha em detector FL2 para PIl. O Pl € um marcador de
integridade de membrana, com capacidade de atravessar membrana celular
lesionada, portanto, dentro da célula liga-se aos acidos nucléicos, emitindo
fluorescéncia vermelha, quando associada a célula de membrana integra este

marcador nao emite fluorescéncia (Pina-Vaz et al. 2001, Vale-Silva et al. 2006).
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4.9.4. Controle de qualidade

Como controle de viabilidade celular, foi utilizado leveduras néo tratadas
com marcador e sem o bioativo. Para confirmar a validade do teste foram
utilizadas leveduras tratadas com alcool 70% e marcadas marcador Pl como
controle positivo, e leveduras tratadas com anfotericina B na concentragéo de 2

Mg/mL, concentracdo capaz de lesionar a membrana citoplasmatica do fungo.

530 nm
85% transmitincia

- Ry

o y 3
\/ 05
1-5x 106 UFC/ml]

| o Composto

1-5x 106 2
UFC/mL ‘ 2x l

0,5mLPI +

Figura 20. Procedimento de avaliacédo de lesdo de membrana por citometria de fluxo.

4.10. Anélise estatistica

O programa GraphPad Prism 5.0 Software (San Diego, CA, EUA foi usado
para tabulacdo dos dados e a variagdo entre grupos foi analisada
utilizando analise de variancia (ANOVA) seguido de teste de Bonferroni. Foi

estabelecida significancia estatistica de p<0,05 .
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5 RESULTADOS

5.1. Teste de suscetibilidade in vitro CIM e CFM

Os resultados iniciais mostraram que dentre os compostos naturais, a
curcumina, a morina e os derivados N-acilhidrazona, com diferentes pesos
moleculares, apresentaram boa atividade antifingica quando avaliados em
leveduras pertencentes ao complexo C. neoformans. A partir destes resultados
optamos por continuar nossos estudos apenas com 0s compostos de origem
natural, curcumina e morina.

Os resultados de suscetibilidade in vitro aos compostos bioativos
curcumina e morina, mostraram que estes, exerceram atividade antifingica ao
inibir o crescimento das 20 amostras de leveduras do complexo C. neoformans
na pesquisa, em concentracdes de 8 a 256 pg/mL para o flavonoide morina,
enguanto para a curcumina, a concentracdo mostrou-se bem mais inferior, entre
2 a 64 pg/mL.

A concentracgdo fungicida minima para verificar se a inibi¢ao foi reversivel
ou permanente, foi avaliada em valores a partir da concentracao inibitéria minima
de cada isolado, e para os dois compostos foi pelo menos de quatro vezes
superiores as suas respectivas concentracdes inibitérias.

As concentracdes inibitdria e fungicida dos compostos naturais curcumina
e morina e os antifingicos fluconazol e anfotericina B sobre as leveduras do
complexo Cryptococcus neoformans encontram-se na tabela 1. E na tabela 2 os
resultados da CIM so e CIM oo.
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Tabela 1. Concentracao inibitoria minima e fungicida (ug/mL) dos compostos morina e

curcumina sobre os 20 isolados de leveduras do complexo Cryptococcus neoformans.

Compostos Bioativos/ Antifungicos (ug/mL)

Isolados de C.

neoformans  Morina Curcumina Fluconazol Anfotericina B
CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM
L2 64 256 64 128 2 8 0,25 0,25
L3 64 256 8 32 1 4 0,25 0,25
L4 16 32 16 32 2 8 0,25 0,25
L5 32 128 8 32 2 4 0,125 0,125
L7 16 64 8 32 2 8 0,25 0,25
L14 32 128 16 64 1 4 0,5 0,5
L15 32 128 16 64 2 8 0,125 0,25
L18 256 512 16 64 4 16 0,5 0,5
L21 64 256 16 64 2 8 0,125 0,125
L23 256 512 8 32 4 8 0,25 0,25
L24 32 128 16 64 1 4 0,25 0,25
L28 64 256 32 128 2 8 0,25 0,25
L29 64 256 16 64 2 8 0,25 0,25
L30 32 128 64 128 4 8 0,125 0,25
Isolados de C.
gattii
L1 8 32 2 8 0,5 4 0,125 0,25
L9 16 64 8 32 2 4 0,25 0,25
L20 16 64 16 64 4 16 0,25 0,25
L48 16 64 4 16 2 8 0,125 0,125
ATCC 90112
C. neoformans 64 256 32 128 2 8 0,125 0,25
ATCC 24065
C. gattii 32 128 32 128 2 8 0,125 0,25
ATCC 22019
Candida 512 512 128 512 2 2 0,5 0,5
parapsilosis

Tabela 2. Variagdo da Concentracao inibitéria minima, (CIM50 e CIM90) e variagédo da

concentracdo fungicida minima da curcumina e morina.

Compostos Variacdo de CIM CIMsg ClMgo Variacdo de CFM
Curcumina 2—-64 16 64 8-128
Morina 8 — 256 32 64 32-512
Fluconazol 0,5-4 2 4 16 -2
Anfotericina B 0,062 - 0,125 0,125 0,125 0,125-0,5

49



5.2. Associag¢do entre os compostos curcumina e morina aos antifungicos

fluconazol e anfotericina B

Os resultados dos indice de concentracao inibitéria fracionaria (ICIFs)
obtidas da combinacdo entre o antifingico fluconazol e os compostos
flavonoides obtiveram variagéo de 0,37 a 2,0 para a curcumina e 0,25 a 2,0, para
morina , avaliadas em 20 isolados de C. neoformans. Essa interacdo exerceu um
efeito sinérgico em 30% (6/20) nos isolados estudados quando se tratando da
morina, e 15% (3/20), na andlise da curcumina, potencializando o efeito do
farmaco, porém, demonstrando um namero representativo de isolados 70% e
85% respectivamente indiferentes a essa associacdo (grafico 1). Um efeito
sinérgico é considerado quando ICIF é < 0,5 e indiferente < 4 (Odds, 2003). Ficou
demonstrado, que ambos 0os compostos ndo apresentaram antagonismo quando
em combinag&o com o antifungico fluconazol.

Também foi testada a interacdo dos compostos com o antifungico
anfotericina B, onde todos os resultados se mostraram indiferentes na
associacdo com a curcumina, e 70% dos isolados apresentaram sinergismo com
a morina (grafico 2). Os compostos também ndo apresentaram antagonismo

nesta combinacéao.
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Grafico 1. Interacdo entre os compostos curcumina e morina ao fluconazol em isolados

C. neoformans.
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Grafico 2. Interagdo entre os compostos curcumina e morina com anfotericina B em

isolados C. neoformans.

51



5.3. Efeito dos compostos sobre a cinética de crescimento das leveduras

Para avaliacdo da viabilidade fungica foi utilizada a cepa padrdo de C.
gatti ATCC 24065 sob a acdo dos compostos curcumina e morina nas
concentragdes correspondente a 4X CIM, 2X CIM, CIM e % CIM. Foi constatado
um decréscimo na contagem de colbénias do fungo de acordo com o tempo de
incubacdo quando comparado ao controle negativo (indculo sem tratamento). A
figura 21 mostra a quantidade de colbnias, em logl0 UFC/mL, versus o tempo
de exposicédo na presenca dos compostos em suas respectivas concentracoes.
Também verificou-se um aumento crescente do numero de coldnias do controle
negativo ao decorrer do tempo de incubacédo, assim como a inibicdo do
crescimento apresentada no controle positivo com o antifungico anfotericina B a
partir de 6 horas de tratamento. Os resultados estatisticos mostraram diferenca
significativa (p<0,05) entre o controle e a concentragéo 4x (128 pg/mL) a partir
de 12 horas de tratamento com o composto curcumina. Para a morina as
concentracao 4x (128 ug/mL) e 2x (64 pg/mL) também apresentaram diferenca

significativa (p<0,05) a partir de 24 horas de tratamento.
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Figura 21. Viabilidade fungica de isolados C. gattii ATCC 24065 sob efeito da curcumina
(A) e morina (B) em suas concentragdes 4x CIM, 2X CIM, CIM, e ¥z CIM, e em (C) ambos
0s compostos e controle na concentragdo inibitéria minima.
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5.4. Estudo da micromorfologia das leveduras

No estudo da micromorfologia das leveduras foi observada alteracdes no
tamanho das cepas C. neoformans ATCC 90112 e C. gattii ATCC 24065.
Ocorreu uma diminuicdo no tamanho no decorrer das 72 horas de tratamento,
assim como uma notavel reducdo da capsula polisacaridica, conforme mostra a
Figura 22. Em relacdo contagem das células, foi constatada uma reducédo do
namero de células tratadas em relacéo ao controle ndo tratado, porém néo houve

diferenca estatistica significativa (p>0,05). Dados apresentados na tabela 3.

Tabela 3. Quantidade de leveduras viaveis de por campo (objetiva de 40X) no estudo
da micromorfologia

Cepas ATCC 90112 ATCC 24065
Tempos de incubacgéo 24h 48h 72h 24h 48h 72h
Controle in6culo 35 130 390 26 120 320
Controle AMB CIM 5 3 3 6 3 1
Curcumina CIM 21 40 37 20 49 31
Morina CIM 11 41 29 19 28 20

Figura 22. C. neoformans ATCC 90112 ap6s 72 horas de exposicao aos compostos e
antifiingico. A: controle do inéculo, B: controle AMB CIM, C: curcumina CIM, D: morina

CIM . Obijetiva 40x (aumento 100x). Fonte: arquivo pessoal.
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5.5. Avaliacédo da citotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade em hemacias, realizados em placas de
microtitulacdo, mostraram que em concentracfes < 32 ug/mL o composto
curcumina ndo promoveu hemodlise (gréfico 3) e para morina concentracdes < 8
Mg/mL .

A anfotericina B também foi avaliada quanto a sua capacidade hemolitica
demonstrando que nas concentracdes 2 ug/mL a 0,312 ug/mL nao ocorreu lise

das hemacias.
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Grafico 3. Resultados da agdo dos compostos curcumina, morina e anfotericina B sobre

hemacias.

5.6. Doseamento do ergosterol

A inibicdo da biossintese do ergosterol foi avaliada através da
quantificacdo do ergosterol celular, demonstrado que na CIM de 32 ug/mL de
curcumina e morina houve uma reducdo na sua producdo de 53,73% e de
59,65% respectivamente (tabela 4). O fluconazol, utilizado como controle
positivo, apresentou redugao do ergosterol na CIM (2ug/mL) de 53,08%. Os
resultados estatisticos ndo mostraram diferencas significativas quando os

compostos foram comparados ao fluconazol (p>0,05).

54



Tabela 4. Dosagem do ergosterol C. gattii ATCC 24065 sob a agdo dos compostos

curcumina e morina e antifungico fluconazol

Compostos % de reducéao
CIM % CIM
Curcumina 53,73 12,39
Morina 59,65 59,43
Fluconazol 53,08 40,14
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Figura 23. Perfil espectrofotométrico dos esterbis de C. gatti ATCC 24065, sem

tratamento (a) e apoOs tratamento com o composto curcumina nas concentracdes

(Mg/mL) 16 (b), 32(c).
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Figura 24. Perfil espectrofotométrico dos esteréis de C. gatti ATCC 24065, sem

tratamento em (a) e ap6s tratamento com o composto morina nas concentrages

(ug/mL) 16 (b), 32(c).
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Figura 25. Perfil espectrofotométrico dos esteréis de C. gatti ATCC 24065 sem
tratamento em (a) e apds tratamento com o antifangico fluconazol (A) nas concentracfes
(ug/mL) 1(b), 2(c). (B) Comparacao entre as absorbancias nas concentragdes inibitérias

minimas da morina (b) e curcumina (c) e fluconazol (d).
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5.7. Avaliacdo da acdo dos compostos sobre a membrana das leveduras

por citometria de fluxo

O efeito dos compostos curcumina e morina sobre a membrana
plasmética fungica foi avaliado através da citometria de fluxo pela andlise das
células marcadas com o marcador Pl. Como controle positivo foi utilizado o &lcool
etilico 70% e anfotericina B na concentracdo de 2 pg/mL sobre as células de C.
gattii ATCC 24065. O alcool etilitico 70% ocasionou lesédo de membrana em
99,8% das células analisadas conforme mostra a figura 26 no histograma B, e a
anfotericina apresentou 26,8 % de morte fungica conforme mostra a figura 26
histograma C. O controle negativo foi realizado com C. gattii ndo tratado,
marcado com o PI, evidenciando 0,0% de células com lesdo de membrana
(Figura 26, histograma A). ApoOs periodo de incubacédo de 2h a 37°C para
curcumina e morina, foi observado que os compostos lesaram, em média, 58,8%
das células sob a acdo da curcumina, enquanto que a morina promoveu leséo
em, em média, 45,5% das células de C. gattii 24065, conforme mostra a figura
27.

150 200 >
Count w
200 300 400 0

1

100

Figura 26. Histogramas mostrando as células de C. gattii ATCC 24065. (A) Controle de
autofluorescéncia, (B) Controle com alcool 70%, (C) Anfotericina B na concentragéo de
2 ug/ml. O eixo X mostra, em escala logaritmica, a intensidade de fluorescéncia das
células marcadas com PI.
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Figura 27. Histogramas de C. gattii ATCC 24065 tratado com diferentes concentragoes
dos compostos curcumina e morina. O eixo X mostra, em escala logaritmica, a
intensidade de fluorescéncia das células marcadas com Pl. O gate M1 mostra a

porcentagem de células ndo células néo viaveis, marcadas com PI.
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6 DISCUSSAO

A criptococose tem sido uma das infecgbes oportunistas mais comuns
com causas de mortalidade entre os pacientes, especialmente em paises com
recursos e desenvolvimento socioecondémicos limitados (Srichatrapimuk &
Sungkanuparph 2016). Estima-se que haja quase um milhdo de casos por ano
de meningite criptococica em pacientes com o virus HIV, levando a mais de
600.000 mortes, com um peso especial na Africa subsaariana (Grossman &
Casadevall 2016).

Os avancos no diagnéstico e tratamento da meningite criptocdcica sao
promissores, e tém contribuido a melhorar a sobrevivéncia de pacientes
criticamente doentes. Porém, o arsenal terapéutico € em grande parte limitada a
trés antifingicos usados isoladamente ou em combinacéo: anfotericina B (e seus
derivados lipossomal), 5-flurocitosina e fluconazol (Perfect and Bicanic 2015),
dividido em fases de inducéo, consolidacéo e a terapia de manutencgéo (Sloan &
Parris 2014, Abassi et al. 2015). O uso destes destes farmacos deve ser
cauteloso, e os pacientes precisam ser monitorados de perto, para avaliar os
efeitos hepatotoxicos e de nefrotoxicidade manifestadas por esses farmacos,
além do aparecimento de isolados resistentes, levando a um tratamento ineficaz
(Srichatrapimuk & Sungkanuparph 2016).

Os compostos naturais curcumina e morina estudados neste trabalho ja
demonstraram atividade antifGngica como determinada por alguns
pesquisadores. Segundo Martins et al. (2009) os efeitos antifingicos exibidos
pela curcumina mostraram-se significativos contra todas as cepas clinicas e
padrao de Candida testadas em seus experimentos, assim como em
Paracoccidioides brasiliensis demonstrando em seus resultados este bioativo
ser mais eficiente na inibicdo do crescimento dos fungos patogénicos, do que o
agente antifungico comercial fluconazol. Apesar de n&o inibir o crescimento de
espécies de Aspergillus, este mesmo pesquisador relata o efeito inibitério da
curcumina contra C. neoformans e Candida dubliniensis, com um valor de CIM
de 32 ug/mL. Este composto também foi avaliado em outros microrganismos,
como no estudo de De et al. (2009) que mostraram atividade antibacteriana in
vitro da curcumina sobre 65 isolados clinicos de Helicobacter pylori, com CIMs
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de 5 a 50 pg/mL, revelando eficacia do bioativo, em inibir o crescimento dessa
bactéria. Reddy et al. (2005), relatam que ao administraram curcumina em
camundongos infectados com Plasmodium berghei (parasita da malaria), e
observaram que a parasitemia sanguinea desses animais foi reduzido em 80 a
90%.

O composto natural curcumina em nossa pesquisa apresentou atividade
sobre isolados de C. neoformans com CIMs iguais ou inferiores a 64 ug/mL. A
atividade a curcumina também tem sido citadas em outros géneros fungicos além
C. neoformans, como descrita por Ungphaiboon et al. (2005), ao encontrarem
valores de CIMs de 128 ug/mL e 256 ug/mL desse bioativo, com atividade
antifangica em Cryptococcus neoformans e Candida albicans respectivamente.

No estudo feito por (Khan et al. 2012), a atividade anti-Candida da
curcumina foi demonstrada contra 38 diferentes cepas de Candida, incluindo
algumas resistentes ao fluconazol e isolados clinicos, com CIMs variando de
256 a 650 ug/mL. Juntos, estes resultados sugerem que a curcumina pode atuar
como um composto alternativo contra fungos resistentes, ao manifestar efeitos
inibidores significativos contra esses microrganismos.

Embora a quantidade de estudos acerca da acdo da morina sobre C.
neoformans seja escassa, € possivel observar que esse composto de fato
possue atividade antifingica, como demonstrando por Hussain et al. (2014) em
Aspergillus niger, Fusarium oxysporum, Chaetomium globosum e Alternaria,
reduzindo o crescimento dessas espécies em concentracdes de 50, 200 e 500
pg/mL, respectivamente.

N6s observamos a atividade biolégica do composto morina contra
leveduras do complexo C. neoformans, com CIMs iguais ou inferiores a 256
pg/mL, inibindo 50% (CIMso) desses isolados na concentragdo de 32 pg/mL.
Entretanto na pesquisa de literatura feita durante este trabalho, ndo foram
encontrados estudos de atividade antifingica da morina em isolados clinicos de
Cryptococcus neoformans, tornando de grande importancia os dados
apresentados neste trabalho.

Estes resultados demonstram que os compostos estudados possuem
atividade antifangica com grande potencial nas pesquisas de substancias a

serem utilizadas no tratamento de criptococose.
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Conforme a classificagdo descrita por Holetz et al. (2002), extratos,
fracBes ou compostos extraidos de plantas com CIM <100 pg/mL , apresentam
boa atividade inibitoria, de 100-500 ug/mL como atividade inibitéria moderada,
de 500-1000 pg/mL como atividade fraca e, maior que 1000 pg/mL , a amostra
vegetal é considerada inativa. Esses critérios foram adotados em nosso trabalho,
e levando em consideragcdo a CIMgo da curcumina e morina, 0S CoOmpostos
apresentaram boa atividade antifingica, onde a CIMgo da curcumina foi de 32
Mg/mL e da morina 64 ug/mL.

A CFM pode ser definida como a menor concentragdo dos farmacos
capaz de inibir o crescimento total do fungo ou no maximo até o crescimento de
duas colénias em agar (Barchiesi et al. 1995, Manohar et al. 2001). As CFMs
encontradas neste estudo foram pelo menos quatro vezes o valor das CIMs tanto
para a curcumina quanto para a morina sugerindo um carater fungistatico por
parte dos compostos. Nao foram encontrados relatos de testes de CFMs desses
flavonoides em isolados de C. neoformans.

A terapia de combinacdo é considerada uma abordagem util para
melhorar a eficacia de agentes antifingicos no tratamento inimeras doencas
(Johnson & Perfect 2010). A combinacdo de farmacos tem muitos beneficios
potenciais, tais como um espectro mais amplo, toxicidade reduzida e uma menor
incidéncia de resisténcia adquirida, além de interacdes sinérgicas ou aditivas
(Carrillo-Mufioz et al. 2014).

Os compostos fendlicos isolados a partir de fontes naturais tém mostrado
promissoras atividades in vitro e in vivo em varias espécies de fungos(Faria et
al. 2011). No entanto, estudos de seu mecanismo isoladamente ou em
sinergismo de acdo com antifingicos ou outros antimicrobianos conhecidos
apresentam-se limitado. A combinacéo entre compostos extraidos de plantas e
farmacos antimicrobianos pode produzir um efeito sinérgico ou aditivo, que tem
sido referido como uma estratégia no combate aos microrganismos (Wagner &
Ulrich-Merzenich 2011). Avaliando o comportamento do composto curcumina
associada ao antifungico fluconazol encontramos 15% de sinergismo e 85% de
indiferenca. Estudos tém demonstrado que a curcumina ndo so exibe atividades
antifangicas por si sO6, mas também mostra efeitos sinérgicos promissores

guando usado em combinagdo com agentes antifingicos existentes, o que deve
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ser uma importante via de exploracdo de novos farmacos antifingicos (Sharma
et al. 2009, 2010a, b). Estudos in vivo e in vitro demonstraram que a curcumina
em combinacdo com diferentes agentes antifUngicos pode exibir atividade
antifangica sinérgica significativa contra infecgdes fangicas sistemicas(Neelofar
et al. 2009, Sharma et al. 2010a, Khan et al. 2012). Em um estudo realizado por
Sharma et al. (2010a) , foram mostrados que a combinacao de curcumina e cinco
azois (voriconazol, itraconazol, cetoconazol, miconazol e fluconazol) obteve
fortes efeitos antifungicos sinérgicos in vitro assim como a terapia combinada
foi mais eficaz do que a monoterapia com azole em isolados de C. albicans de
tipo selvagem e resistentes ao azol. Silva et al. (2016), avaliaram a combinacao
da curcumina com o fluconazol, e ndo encontraram antagonismo, além disso,
testaram a combinacdo em um modelo murino e constataram que a terapia de
combinagdo com curcumina e fluconazol foi eficaz na reducgéo significativa da
carga fungica, tanto nos pulmdes quanto no cérebro do animal, desempenhando
um papel neuroprotetor.

Com relacdo a morina, quando avaliada com o antifingico fluconazol
apresentou 30% de sinergismo e 70% de indiferenca. Estes resultados s&o
semelhantes aos de Silva et al. (2014) que avaliando a interacéo de flavonoides
com o fluconazol, mostraram um efeito sinérgico em cepas de Candida. tropicalis
resistentes ao fluconazol com ICIFs que variaram de 0,25 a 0,38.

Os compostos também foram avaliados com o antifingico anfotericina
B, e a curcumina apresentou 100% de indiferenca nesta associacéo. Ao contrario
o estudo realizado por Sharma et al. (2010a) mostrou 0 uso concomitante de
curcumina e dois polienos (incluindo anfotericina B e nistatina) apresentaram
forte atividade antifingica sinérgica contra 21 isolados clinicos de C. albicans.

A combinacdo entre a morina e a anfotericina B, resultou em uma
potencializagdo da atividade antifungica em 70% dos isolados. Resultados
semelhantes aos obtidos por Oliveira et al. (2016), ao avaliaram quercetina
(3,3',4',5,7-pentahydroxyflavone) e rutina, dois bioativos pertencentes ao grupo
dos flavonoides relacionados com a morina. Estes resultados sugerem que este
composto é um potencial agente terapéutico para ser utilizado em combinagéo

com a anfotericina B.
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O fator de viruléncia mais bem estudado das leveduras pertencentes ao
complexo C. neoformans é a sua capsula polissacaridica. Esta estrutura
dindmica, que pode crescer até varias vezes o diametro celular em espessura,
confere protecdo contra a fagocitose e de outras respostas imunes do
hospedeiro, o que caracteriza sua natureza virulenta (Doering 2009b, O’Meara
& Andrew Alspaugh 2012, Vecchiarelli et al. 2013). Segundo Duin et al. (2004),
o tamanho da capsula esta associado a viruléncia das leveduras pertencentes
ao complexo de C. neoformans, e a diminuigcdo do volume capsular resulta na
atenuacao da viruléncia. Ele demonstrou isso em seu estudo onde o volume
capsular deste fungo foi reduzido na presenca do antifUngico voriconazol,
afetando o resultado da terapia, melhorando a resposta da célula hospedeira ao
fungo. A partir dessa premissa avaliamos a morfologia das estruturas fangicas
de C. neoformans na presenca da curcumina e morina, e a capsula como
estrutura evidente neste microrganismo pode ser observada nas condicfes as
quais o fungo foi submetido.

Constatamos em nosso estudo que na presenca de ambos os
compostos, durante 72 horas de exposicdo, houve uma reducdo do numero de
células viaveis assim como, uma diminuicdo visual do tamanho da capsula,
guando comparado ao controle sem tratamento. O mesmo resultado foi obtido
no estudo de Fernandes et al. (2012), que mediu a espessura da capsula de C.
neoformans sob a acao da Pimenta pseudocaryophyllus (Gomes) L.R. Landrum,
e encontrou uma reducdo da mesma. Este simples teste, veio a comprovar 0s
resultados obtidos na cinética de crescimento, onde o numero de isolados
diminuiram no decorrer do tempo de exposicdo aos agentes bioativos, quando
comparados ao controle, mesmo em propor¢cdes baixas por se tratarem de
compostos fungistéaticos.

A avaliacdo de agentes antimicrobianos in vitro pode ser realizada
também através do estudo da cinética de crescimento, procedimento mais
apropriado para determinar seu efeito bactericida ou fungicida. E uma ferramenta
forte para obter informacfes sobre a interacdo dinamica entre o agente
antimicrobiano e um determinado microrganismo. O teste evidencia o efeito
antimicrobiano dependente do tempo e da concentragdo do mesmo (Pfaller et
al. 2004). Neste trabalho a curva de morte da cepa de C. gattii ATCC 24065
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versus o tempo de exposicdo aos compostos, mostrou reducdo da quantidade
de leveduras em todos tempos analisados, quando comparados ao controle sem
tratamento. Entretanto ndo mostrou redugcdo = que 99% das células, o que
permitiu verificar acdo fungistatica destes compostos. Estudos realizados por
Khan et al. (2012) mostraram diminui¢ao significativa no crescimento fangico de
C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis ha presenca de curcumina, onde apos 10
horas de incubacdo ocorreu uma reducdo de 50,27% das células quando
comparadas ao controle, porém nado atingindo o valor para ser considerado
fungicida. Em nosso estudo verificamos reducéo de 21,8% no nimero de células
viaveis na concentracao de 32 ug/mL de curcumina, apos 72 horas de incubacao.

N&o foram encontrados na literatura dados referentes a curva de morte de
microrganismos com 0 composto morina, entretanto, 0 mesmo mostrou apenas
17,2% de reducdo do numero de células viaveis na concentracao de 32 ug/mL
em nosso estudo.

Os ensaios hemoliticos sdo importantes ferramentas utilizadas para
avaliar a citotoxicidade de 6leos ou composto naturais. Estes sdo empregados
porque 0s compostos que possuem uma atividade bioldgica potente, podem néo
ser Uteis em preparacdes farmacoldgicas se possuirem efeito hemolitico (Zohra
& Fawzia 2014). O testes com eritrécitos tem sido amplamente utilizado, pois
apresentam uma indicacao direta de toxicidade de formulagbes, bem como
indicacdo geral da toxicidade da membrana (Zohra & Fawzia 2014). Outra
vantagem do ensaio € que 0 sangue esta prontamente disponivel e as células
sao faceis de isolar, além disso, sua membrana tem semelhancas com outras
membranas celulares (Zohra & Fawzia 2014).

Os ensaios de toxicidade realizados em nosso estudo demonstraram
qgue, em concentracdes inferiores a 64 ug/mL, a curcumina ndo exerceu atividade
hemolitica. Corroborando com nossos estudos Khan et al. (2012) observaram
gue a curcumina apresentou atividade citotoxica em concentracdes a partir de
650 pg/mL, causando hemdlise em 11,45% dos eritrocitos. Nao foram
encontrados relatos sobre a acdo citotoxica da morina, porem em NnOSS0S
estudos as porcentagens de hemodlise para este composto foram menores que
1% em concentragfes inferiores a 16 pug/mL. Levando em consideragdo os

resultados da concentracado inibitéria minima em 50% dos isolados (CIMso), a
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curcumina foi capaz inibir os isolados fungicos em 16 pg/mL sem causar
hemolise. Enquanto a morina, apresentou uma CIMso de 32 uyg/mL, e nesta
concentracdo causou hemolise em apenas 1,4% dos eritrocitos. Esses
resultados indicam que os compostos avaliados tém baixa atividade citotoxica
sobre eritrécitos.

O ergosterol é o esterol predominante na membrana citoplasmatica,
sendo o principal componente da membrana de fungos. Esta envolvido em
diversas fungdes biologicas, sendo o principal alvo dos antifingicos usados para
tratamento de infec¢des fungicas sistémicas ( Gooday 1995, Ahmad et al. 2011,
Alcazar-Fuoli & Mellado 2013). Diante destas informacdes buscamos em nosso
trabalho quantificar este esterol na presenca dos compostos. Nossos resultados
foram promissores e obtivemos reducdo de 53,73% do ergosterol da cepa
padrao de C. gattii ATCC 24065 quando em contato com a curcumina. Esse
resultado da curcumina também foi encontrado em espécies de Candida no
estudo realizado por Dovigo et al.( 2013) ao evidenciar que o mecanismo
antifingico da curcumina pode estar enraizado na alteracdo das propriedades
associadas & membrana, da atividade da ATPase, da biossintese de ergosterol
e da secrecdo de proteinase, comportando-se como um agente antifungico
promissor. Neelofar et al. (2009) ao quatificar o ergosterol em leveduras de
Candida na presenca do composto curcumina, obtiveram uma reducdo de
70,53% deste componente celular na concentragéo de 250 pg/mL.

A nossa avaliacdo quando se tratando da morina, nos mostrou acao da
membrana citoplasmatica do fungo, ao reduzir cerca de 59,65% do esterol em
sua CIM. Ambos os compostos foram tao representativos a esta atividade
quanto o antifungico convencional fluconazol, que apresentou 53,08% de
reducdo na concentracao inibitdria minima.

Os compostos também foram avaliados em sua capacidade de lesionar
a membrana plasmaética das leveduras de C. neoformans. Os resultados obtidos
mostraram que estes produtos naturais agiram acarretando lesdo de membrana
sobre 58,8% das células fungicas sob a acdo da curcumina e 45,5% da morina.

Estudos realizados por Sharma et al. (2013) sugeriram que o polifenol
curcumina pode perturbar a regulacdo genética relacionada ao ergosterol e a

homeostase lipidica da membrana fangica, sugerindo claramente um
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mecanismo orientado para este componente celular. Segundo Lee & Lee (2014)
a curcumina permeabiliza e despolariza a membrana, causando a ruptura da
bicamada lipidica, induzindo assim a formacdo de micelas, poros
transmembranares e poros toroidais, na membrana citoplasméatica do fungo,
comparando esse mecanismo com o observado ao antifungico anfotericina B.
Portanto, propomos que a curcumina seja considerada um potencial candidato
no desenvolvimento de um novo agente antimicrobiano devido a sua importante
atividade contra microrganismos.

Em relacdo a morina, ndo foram encontrados trabalhos na literatura
sobre mecanismos de acdo envolvendo este composto, porém compostos com
estruturas semelhantes como a catequina e quercetina, estudados por Da Silva
et al. (2014) alteraram a estrutura da membrana celular de Candida tropicalis,
leveduras resistentes ao fluzonazol, resultando na perda da integridade da
membrana plasmatica, causando maior permeabilidade da mesma.

Os produtos naturais oferecem diversas atividades biologicas e
apresentam grande impacto na descoberta de novos farmacos. Os resultados
alcangcados em nosso estudo mostraram a existéncia de atividade antifingica
dos compostos curcumina e morina contra leveduras do complexo C.
neoformans, assim como possiveis mecanismos de acdo destes sobre estas

células.
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7 CONCLUSOES

Considerando os resultados obtidos nas avaliacbes dos produtos naturais

curcumina e morina sobre isolados de leveduras do complexo Cryptococcus

neoformans conclui-se que:

Os bioativos mostraram-se promissores quanto a atividade antifungica
diante de leveduras estudadas, considerando as varia¢cdes dos valores da
CIM e CFM.

O composto morina apresentou importante efeito sinérgico entre as
combinagdes avaliadas quando testados com fluconazol e anfotericina B.
Assim como a curcumina que apresentou efeito sinérgico na associacao

ao antifungico fluzonazol.

No ensaio da cinética de crescimento, houve diminuicdo do crescimento
das leveduras com o decorrer do tempo de exposicdo do fungo aos
compostos, demonstrando carater fungistatico.

A acdo dos compostos alterou a micromorfologia das leveduras, levando
a uma diminuicdo do principal fator de viruléncia destas leveduras, a
capsula mucopolissacaridica.

Os compostos mostraram baixo potencial citotéxico, tornando-se
candidatos promissores ao desenvolvimento de antifingicos.

O possivel mecanismo de acdo dos compostos é a reducédo da sintese do

ergosterol desta forma alterando a membrana células das leveduras.
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ANEXOS

Anexo 1 — Parecer do Comité de Etica, TCLE

COMISSAO DE ETICA ¥M PESQUISA / HIDT

PARECER

PROJETO: Variabslidade tanotipica & genotipica de Cryprocorcus neofiormans oblidos do
weio ambiente ¢ de amostras clincas da cidade de Goidnia-GO.

AUTORA: Lacia Kioko Hashimoto ¢ Souza QRIENTADORA. Maria do Rosirio B Silva

Avaliamos o projeto supracitado o comsideramos que o mesmo afende as normas
preconizadas pelo CONEPE e os preceitos preceitos éticos vigentes. néio havendo, portanto
impedimentos para sua condug#o nesta instituigdo.

Este ¢ o nosso parecer, salvo melhor juizo,

Goidnia, 25 de Abril de 2003.

%HL de Aratjo Filho
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Anexo 2- Valores da CIM dos compostos e antifingicos, valores de ICIF e interpretacdo do teste de associacao.

Isolados CIM fluconazol CIM AMB CIM CIM Associacédo Associacao Associacao Associacao
C. neoformans (ug/mL (ng/mL Curcumina Morina Curcumina e Curcumina e Morina e Morina e AMB
(ug/mL (ug/mL) fluconazol (ICIF)  AMB (ICIF) fluconazol (ICIF)  (ICIF)

L3 0,5 0,25 4 32 1(1) 2,0(1) 1(1) 0,12(S)

L5 1 0,125 4 16 1(1) 0,9(1) 1(1) 2,0(1)

0,5 32 1(31) 1,0() 2(1) 0,24(S)

L18 1 0,5 8 64 1(31) 2,0() 0,5(S) 0,37(S)

0,25 64 1(1) 1,0(1) 0,5(S) 0,15(S)

L28 1 0,25 16 32 1(1) 1,0(1) 1(1) 0,24(S)

0,125 1(1) 1,0(1) 1(1) 2,0(S)

L1 0,125 , 0,37(S) 2,0(1) 0,25(S) 2,0()

L20 1 0,25 8 4 1(1) 1,0(1) 0,5(S) 1,0()

ATCC 90112 0,5 0,125 8 16 0,5(S) 0,9(1) 0,5(S) 0,24(S)

Interpretacdo do teste de associacgédo (I) Indiferente, (S) sinérgico e (A) Antagbnico).
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