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RESUMO

Diferentes caracteristicas fenotipicas como formacdo de céapsula polissacaridica, a
expressdo de lacase determinando a melanizacdo em substratos fendlicos e producéo de
enzimas é provaveis fatores de viruléncia presentes nas espécies do complexo
Cryptococcus neoformans. Neste trabalho foi avaliada a espessura da capsula e da
parede celular de isolados de C. neoformans. A atividade da fosfolipase e a
suscetibilidade in vitro de C. neoformans a anfotericina B, voriconazol e ao extrato
bruto da planta Pimenta pseudocaryophyllus foram também realizados para estes
isolados. Os constituintes da célula como capsula e parede celular foram ainda
analisados quando sob a acdo dos antifingicose do extrato bruto da planta. A
melanizag&o das células foi obtida usando-se 0 meio minimo adicionado de L-DOPA, a
producdo de fosfolipase foi feita em meio contendo gema de ovo, enguanto a
suscetibilidade in vitro do microrganismo foi realizada pelo método de microdiluicédo
em caldo seguindo o protococlo do CLSI. As células extraidas de um meio indutor de
capsula foram submetidas a uma concentracdo correspondente a 0,5 vezes da CIM
obtida no teste de suscetibilidade in vitro, sendo medido o tamanho da céapsula e parede
de 30 ceélulas de cada isolado e a média destes valores foi calculada. Os valores da
espessura da capsula de isolados de C. neoformans melanizados variaram de 1,20 a 1,90
pum e de 2,63 a 5,12 pm em ndo melanizados, quando submetidos ao meio de indugéo
de capsula. Com relacdo a parede, a variacdo foi de 0,80 a 1,09 um em células
melanizadas e de 0,40 a 0,49 um em ndo melanizadas. A diferenca para as medidas de
capsula, como de parede mostrou-se com valores estatisticamente significantes (p
<0,05). Todos os isolados de C. neoformans foram capazes de produzir fosfolipase,
sendo que os isolados melanizados apresentaram atividade desta enzima em 85,3%,
enguanto nos ndo melanizados o percentual foi de 79,5%. A suscetibilidade do
microrganismo melanizado ou ndo aos antifungicos e ao extrato da planta mostrou-se
equivalente, com a varia¢do de CIM para voriconazol de 0,062-0,125 pg/mL, 0,125-0,5
png/mL para anfotericina B e de 64 a 128 pg/mL para o extrato bruto de P.
pseudocaryophyllus. Os antifungicos vorioconazol e anfotericina B e extrato bruto de P.
pseudocaryophyllus, induziram redugdo de espessura da cépsula e parede celular de C.
neoformans, quando comparados com o controle (auséncia do farmaco ou da extrsto de
planta) independente da presenca ou ndo da melanina. As alteragdes verificadas na
capsula e parede celular de C. neoformans neste estudo poderdo servir de guias para

outras pesquisas direcionadas aos efeitos de antifingicos na patogenia de criptococose.
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ABSTRACT

Different phenotypic characteristics such as polysaccharide capsule formation, the
expression of laccase in phenolic substrates responsible by melanization and production
of enzyme are factors of virulence which are present in the C. neoformans species
complex. In this work, it was evaluated the thickness from capsule and cell wall in
melanized and non-melanized C. neoformans isolates. Besides, it was verified the
activity of phospholipase, and the in vitro susceptibility of these C. neoformans isolates.
The cell components such capsule and cell wall were also analyzed in the presence of
amphotericin B, voriconazole and crude extract of the plant, P. pseudocaryophyllus.,
Melanization was induced by growing cells on defined minimal medium broth with the
addition L-DOPA, the phospholipase was performed by growth in medium containing
egg yolk and the test in vitro susceptibility by broth microdilution method. Antifungal
susceptibility tests were performed using the broth microdilution method. The yeast
cells suspension extracted from capsule induction media was inoculated in SAB with
voriconazole or amphotericin B and or crude extracts of P. pseudocaryophyllus at
concentration corresponding to MIC 0.5 times. Both capsule and cell wall sizes of 30
cells were measured and the mean was calculated. The values of the thickness of the
capsule ranged from 1.20 to 1.90 um and from 2.63 to 5.12 um in melanized and non-
melanized C. neoformans, respectively. In relation to cell wall, the variation was from
0.80 to 1.09 um and from 0.40 to 0.49 pum in melanized and non-melanized C.
neoformans, respectively. The difference of capsule and wall cell thickness were
statistically significant (p <0.05). All isolates of C. neoformans were able to produce
phospholipase. Melanized isolates showed activity of this enzyme in 85.3%, while in
non-melanized the percentage was 79.5%. The susceptibility to antifungal agents and
the crude plant extract, of the two groups was similar. The MICs for drugs and plant
extract were identical to non-melanized and melanized C. neoformans isolates. The
MICs found for amphotericin B ranged from 0.125 to 0.5 mg/L, for voriconazole, from
0.062 to 0.125 mg/L and for P. pseudocaryophyllus from 64 to 128 mg/L. The capsule
and cell wall thickness measurement of six isolates were smaller in the presence of
drugs and crude extract of P. pseudocaryophyllus than in the yeast cells grown without
drugs, regardless melanization. The findings regarding capsule and cell wall alterations
of C. neoformans verified in this study provide fertile ways for future research into the

effects of antifungal agents on the pathogenesis of cryptococcosis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Consideracdes gerais

Os fungos, largamente difundidos no meio ambiente sdo cada vez mais
reconhecidos como importantes patdgenos, pela frequéncia de doencas fungicas
sistémicas graves, que tm aumentado nas Ultimas decadas. Considera-se tal fato como
decorrente principalmente de condi¢Ges que atingem o sistema imunolégico, como
agentes imunossupressores, transplantes de Orgdos, quimioterapia, cancer, e outros
fatores relevantes associados com o risco crescente de infecgdes fungicas (Karkowska-
Kuleta et al. 2009).

Em pacientes com sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS/SIDA) um
percentual elevado desses individuos é acometido por algum tipo de micose como
reflexo do comprometimento de seu sistema imunologico (Gonzalez & Tobdn 2006).
Além de fatores relacionados ao hospedeiro, existem também determinadas condicGes
associadas ao microrganismo que sdo muito importantes para que o fungo seja capaz de
produzir infeccdo (Mitchelle & Perfect 1995).

A maioria dos patégenos incluindo as espécies do complexo Cryptococcus
neoformans elabora uma variedade de provaveis fatores de viruléncia, e de estratégias
especificas, que auxiliam sua habilidade de superar as defesas do hospedeiro
estabelecendo a doenca (Casadevall & Pirofski 2007; Kronstad 2007).

1.2 Criptococose
Criptococose é uma infeccdo aguda, subaguda ou crénica, de carater sistémico, que
envolve pulmao, cérebro, 0ssos, podendo atingir diferentes 6rgaos do hospedeiro. Esta
infeccdo ocorre ap6s a inalacdo de propagulos em forma de leveduras ou basidiésporos
presentes no meio ambiente, liberados por Cryptococcus neoformans e C. gattii espécies
que atualmente compdem o complexo Cryptococcus neoformans (Eisenman et al. 2005;
Kwon-Chung & Varma 2006). Relatos de infeccdo por outras espécies do género
Cryptococcus principalmente C. laurentii, C. albidus, embora pouco comuns, tém
aumentado nas ultimas décadas (Mitchell & Perfect 1995; Khawcharoenporn et al.
2007).
No homem a doenca pode ocorrer como uma infeccdo priméaria ou como
oportunistica. Esta ultima apresenta distribuicdo mundial sendo associada normalmente

a condicdo de imunodepressdo, cuja etiologia é relacionada & C. neoformans. A



criptococose primaria € endémica em areas tropicais e subtropicais, ligada geralmente a
hospedeiro imunocompetente, e tem como etiologia C. gattii (ldnurm et al. 2005;
Subramanian & Mathai. 2005; Moretii et al. 2008; Santos et al. 2008; Costa et al. 2009).

Condicbes que alteram o sistema imune celular como AIDS/SIDA, cancer
hematoldgico, transplante de 6rgdos solidos, tratamento com imunossupressores, e
fatores ndo relacionados diretamente ao sistema imunoldgico, como diabetes,
alcoolismo e sarcoidose, contribuem para a invasdo de C. neoformans e
consequentemente para a instalacdo de criptococose (Perfect & Casadevall 2002;
Pappalardo & Melhem 2003; Dromer et al. 2004; Tintelnot et al. 2004; Osuna et al.
2008).

Na década de 80, com o surgimento da AIDS, a criptococcose aumentou
drasticamente em nivel mundial, tornando-se a mais relevante infeccdo oportunistica
fatal nos pacientes com AIDS, e em muitos casos é a primeira indicacdo da sindrome
(Mitchell & Perfect 1995; Sivasangeetha et al. 2007). Globalmente, estima-se que
aproximadamente 957.900 casos de meningite criptocdcica ocorrem a cada ano,
resultando em mais de 600.000 mortes A regido com 0 maior nimero de casos
estimados em 2006 foi na Africa sub-saariana com 720.000 casos, seguido pelo Sul e
Sudeste Asiatico com 120.000 casos (Park et al. 2009). Nos Estados Unidos, Europa,
Australia e América do Sul a criptococose ocorre em 5 a 10% dos pacientes com AIDS
(Bicanic & Harrison 2004).

A criptococcose € descrita como doenca definidora de AIDS (Gonzélez & Tobén
2006), e tem sido relatada por Hazen e Howell em 45% dos pacientes com esta
sindrome (Sivasangeetha et al. 2007). Em outros paises como a Franca e Zambia, a
criptococose atinge percentuais muito elevados nestes pacientes, sendo encontrada uma
média de 74% e de 91%, respectivamente (Mwaba et al. 2001; Dromer et al. 2004).

No Brasil, conforme dados do Ministério da Salde (2002), Pappalardo &
Melhem (2003), relataram que de 215.810 casos de AIDS notificados no periodo de
vinte anos (1980 a 2002), 6% dos pacientes apresentavam criptococose no momento da
notificagcdo. VArios trabalhos confirmam a interagdo entre essas patogenias, uma vez que
a criptococose é frequentemente observada em pacientes com AIDS. No Rio Grande do
Sul, foram registrados entre 2000 e 2005, 126 pacientes com meningite criptococica,
com 95% infectados pelo HIV (Leal et al. 2008). Em Goiania, em pacientes com AIDS
tem sido observada uma alta freqiiéncia de meningite criptococica (Fernandes et al.
2003, Souza et al. 2005). Lindenberg et al. (2008) em 123 casos de criptococose



diagnosticados entre 1995 e 2005 no Mato Grosso do Sul, verificaram em 84,9%
associacao com HIV. Em Cuiaba Estado de Mato Grosso, no periodo de 2005 a 2008,
em 1.300 pacientes portadores de HIV/AIDS acometidos de micoses sistémicas, 50%
dos casos, tratava-se de criptococose (Ribeiro et al. 2009).

Em S&o Paulo, durante o ano de 2003, em 219 pacientes infectados pelo HIV
apresentando doencas oportunistas do sistema nervoso central, 24% eram acometidos de
meningite criptococica (Vidal et al. 2008). De acordo com os sistemas oficiais de
informacao a respeito de meningite criptocécica do Rio de Janeiro, em 2002 a 2004
foram registrados 65,7% desta forma clinica sendo que aproximadamente 26% dos
pacientes apresentavam AIDS/SIDA como doenga preexistente mais frequente
(Leimann & Koifman 2009).

A criptococose € considerada relativamente rara em criancas, com prevaléncia
de 0,85 a 2,97% (Gonzalez et al. 1996; Abadi et al. 1999; Likasitwattanakul et al. 2004).
Em determinadas regides, no entanto a populacéo infantil encontra-se bastante afetada.
No Brasil, em Belém do Par4, Correa et al. (1999), verificaram uma incidéncia de
24,4% entre criancas e Darzeé et al. (2000), na Bahia relataram resultados semelhantes
de 30% de 104 casos ocorridos na populacdo com menos de 15 anos. Em conseqiéncia
da alta prevaléncia de crianca infectada pelo HIV é provavel que haja mudanca nesse
padrdo (Subramanian & Mathai 2005).

A mortalidade por criptococose é estimada em 10% nos paises desenvolvidos
chegando a um percentual maior do que 40% nos paises em desenvolvimento
(Castandn-Olivares et al. 2000; Chen et al. 2000; Bicanic & Harrison 2004). No Brasil,
de acordo com Pappalardo e Melhem (2003), a mortalidade em pacientes com
criptococcose atinge cerca de 45 a 65% na presenca ou ndo de fatores predisponentes.
No estado do Rio de Janeiro, a letalidade por meningite criptocdcica foi cerca de 50%
no periodo de 2000 a 2004 (Leimann & Koifman 2009). Além das condi¢bes do
hospedeiro, o processo de invasdao e de disseminacdo do fungo esta intimamente
relacionado a um complexo mecanismo de adaptacdo, selecdo e viruléncia do

microrganismo (Wormley & Perfect 2005).

1.3 Complexo Cryptococcus neoformans
O complexo de espécies Cryptococcus é constituido por C. neoformans e C. gattii
(Casadevall & Perfect, 1998; Kwon-Chung & Varma 2006; Satishchandra et al. 2007;

Lindenberg et al. 2008). Ambas as espécies, taxonomicamente estdo incluidas no Reino



Fungi, Filo Basidiomycota, Sub-Filo Agaricomycotina, Classe Tremellomycetes e
Ordem Filobasidiales (Hibbett et al. 2007).

Estas leveduras sdo esféricas ou ovaladas encapsuladas de 2,5 um a 10 um de
didametro (Buchanan & Murphy 1998). Possuem caracteristicas morfoldgicas de célula
eucaridtica, com nudcleo simples circundado por uma dupla membrana com poros e com
nucléolo no seu interior. O citoplasma contém organelas, incluindo mitocondrias,
vacuolos, reticulo endoplasmatico liso e rugoso, ribossomos, grénulos de reserva
contendo lipidios e glicogénio (Casadevall & Perfect 1998). Apresenta uma capsula de
polissacarideo que € constituida por uma rede de microfibrilas. A producédo de capsula é
uma caracteristica que diferencia C. neoformans das demais leveduras de importancia
médica (Casadevall & Perfect 1998). A capsula estd intimamente associada a parede
celular estrutura também essencialmente composta de polissacarideos. A parede celular
proporciona rigidez e a forma da celula, protege a mesma do estresse ambiental e lise
osmatica regulando sua da permeabilidade (Doering 2009). Os constituintes da célula de
C. neoformans estéo representados na Figura 1.

Capsula
Parede celular

(contém melanina) i,g“!}gs&” %’

Membrana celular &5 e,
‘-(*3?» 5 > }‘:’ Vaciiolo

Citoplasma
Mitocondria

Reticulo
' endoplasmaitico

Figura 1. Representacdo esquematica da célula de Cryptococcus neoformans.

C. neoformans ¢ isolado do solo, arvores, madeira em decomposicdo e de fezes de
aves, principalmente de excrementos de pombos (Kobayashi et al. 2005; Baltazar &
Ribeiro 2008; Lugarin et al. 2008; Costa et al. 2009). O isolamento do fungo em
excretas de outras aves, como psitacideo em zooldgicos, em pet shops ou em residéncias
onde vivem estes tipos de aves, sugere 0s excrementos destes como reservatorios

ambientais importantes deste patdgeno (Filid et al. 2002; Abegg et al. 2006). As



excretas de aves sdo consideradas como um ambiente favoravel ao crescimento dessas
leveduras, pela grande quantidade de purinas, &cido Urico e creatinina, 0s quais sao
assimilados pelo fungo como fonte de nitrogénio (Casadevall & Perfect 1998). Ha
varios relatos de criptococose humana decorrentes provavelmente pelo contato com
excretas de aves (Nosanchuk et al. 2000; Shrestha et al. 2004; Lagrou et al. 2005).

C. gattii, prevalece em regides tropicais e subtropicais e tem seu habitat natural
frequentemente associado a madeira em decomposicdo e a 0cos de arvores como
aquelas pertencentes a espécies de Eucalyptus sps, Senna sp, Ficus microcarpa, Cedrus
deodara, Acacia visca e Cassia grandis (Halliday & Carter 2003; Kobayashi et al.
2005; Costa et al. 2009; Refojo et al. 2009). Embora mais encontrado em arvores, Kidd
et al. (2007) sugerem que o solo pode ser o reservatério mais comum para C. gattii. Esta
espécie é considerada endémica no nordeste do Brasil, Paraguai, México, Australia, em
alguns paises da Africa, india, sudeste da Asia, Canada e Estados Unidos no estado da
California. Relatos de casos autdctones na Alemanha, Espanha, Franca e Italia também
sdo mencionados (Nishikawa et al. 2003; Tintelnot et al. 2004, Colom et al. 2005;
MacDougall et al. 2007).

Na fase anamorfica, as espécies de Cryptococcus produzem leveduras hapléides que
se reproduzem assexuadamente por brotamento quando em vida parasitaria ou
ambiental, enquanto que na forma teleomorfica (forma filamentosa) podem se
reproduzir sexuadamente, correspondendo ao estado perfeito do fungo sendo
denominada de Filobasidiella neoformans e Filobasidiella bacillispora para C.
neoformans e C. gattii, respectivamente (Kwong-Chung et al. 1976; Kwon-Chung &
Bennett 1992). Os basidiosporos sdo fenotipicamente diferentes, sendo que em F.
neoformans estes sdo esféricos, oblongos, elipticos ou cilindricos com parede rugosa,
enquanto que em F. bacillispora estes sdo elipticos com parede lisa (Casadevall &
Perfect 1998).

Evidenciam-se dois tipos sexuais ou mating-types MAT « e MATa, definidos por um
locus com 2 alelos alternativos nesses microrganismos. O locus mating-type é a regido
do genoma fungico que regula o ciclo sexual e pode ser diferente entre celulas de
mating-type opostos, que ao se encontrar ocorre a reproducdo sexuada, produzindo
filamentos dicaridticos, ou seja, hifas que contém dois nucleos de origens diferentes
(Kwon-Chung; Bennett, 1992). As hifas produzem basidios terminais subglobosos ou
clavados, onde ocorre cariogamia, meiose, mitose. Ap0s a germinacgdo, as celulas

haploides formadas originam as leveduras (Know-Chung et al. 1992; Wickes et al.



1996; Lengeler et al. 2001). Estes tipos sexuais apresentam um importante papel na
epidemiologia e viruléncia desse fungo. (Kwon-Chung et al. 1992; Ohkusu et al. 2002)

A fase anamorficas ou assexuada é encontrada normalmente na natureza. O ciclo
assexuado dessa levedura pode ocorrer tanto em células que sdo MATa como nas células
MATa. Na natureza a formacdo de corpos hapldides de frutificacdo tem sido mais
frequentemente observada em células MATa. Neste tipo de reproducdo, ndo hé
necessidade de cepas mating-type diferentes (Tscharke et al. 2003).

Espécies do complexo C. neoformans apresentam diferencas antigénicas na
estrutura polissacaridica capsular, que permitem a identificacdo de cinco sorotipos: A,
B, C, D e AD O sorotipo AD foi classificado como um hibrido diploide dos sorotipos A
e D (lkeda et al .1982; Nishikawa et al. 2003; lkeda et al. 1985).

Estudos epidemioldgicos, ecoldgicos, fenotipicos, fisiologicos e genéticos
mostraram divergéncias significativas entre os sorotipos agrupando-o0s em variedades:
C. neoformans var. grubii (sorotipo A), C. neoformans var. neoformans (sorotipo D)
(Mitchell & Perfect 1995, Franzot et al. 1999; Boekhout et al. 2001; Lengeler et al.
2001; Xu & Mitchell 2003). Recentemente, foram descritos isolados clinicos
identificados como hibridos BD, por apresentarem gendtipos de C. neoformans e C.
gattii simultaneamente (Bovers et al. 2008).

As diferencas genéticas entre as variedades permitiram a sua classificacdo em duas
espécies distintas: C neoformans e C. gattii diferindo também sob o ponto de vista
epidemioldgico e nicho ecoldgico (Kwon-Chung & Varma 2006).

O complexo C. neoformans foi caracterizado genotipicamente com base em
diferentes métodos moleculares como PCR fingerprinting, RAPD (DNA Polimorfico
Amplificado Aleatoriamente) RFLP (Polimofismo de Tamanho de Fragmentos de
Restricdo) e AFLP (Polimorfismo do Tamanho de Fragmentos Amplificados) em 9
tipos moleculares distintos representativos das variedades. VNI, VNII e VNB (sorotipo
A, var. grubii), VNIII (sorotipo AD), VNIV (sorotipo D, var. neoformans), VGI, VGII e
VGIII, VGIV sorotipos B e C respectivamente, ambos pertencentes a especie C. gattii
(Lin & Heitman 2006). Na Figura 2 encontra-se resumido as caracteristicas do

complexo C. neoformans.
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Figura 2. Caracteristicas do complexo Cryptococcus neoformans. Adaptagdo: Lin &
Heitman 2006; Nishikawa et al. 2003; Franzot et al. 1999; Kwon-Chung &Bennett, 1992

A distribuicdo das variedades do complexo esta estreitamente correlacionada ao
meio ambiente e aos isolados clinicos de criptococose (Blaschke-Hellmessen 2000;
Litvintseva et al. 2005; Escandon et al. 2006). C. neoformans sorotipos A, D e AD, sdo
geograficamente de ocorréncia mundial, com maior frequéncia na Europa e America do
Sul. O sorotipo A é largamente isolado do meio ambiente e responsavel pelo maior
namero de infeccbes, correspondendo 99% dos casos em pacientes infectados pelo HIV
(Litvintseva et al. 2005; Viviani et al. 2006). Na Colombia, os sorotipos A e B, sdo
frequentemente isolados de pacientes e do meio ambiente, verificando-se auséncia do
sorotipo AD neste pais (Escandon et al. 2006).

Os sorotipos D e C séo relatados na Europa, Asia e em algumas regides dos Estados
Unidos como Nova lorque e California, sendo considerados menos virulentos que os
demais (Mitchell & Perfect 1995; Casadevall & Perfect 1998; Meyer et al. 2003;
Nishikawa et al. 2003).

De acordo com Nishikawa et al. (2003) o sorotipo A é prevalente nas regides Sul,
Sudeste e Centro-Oeste do Brasil tanto em isolados clinicos como em ambientais. Nas
regides norte e nordeste ha prevaléncia do sorotipo B. Resultados semelhantes foram

obtidos por Souza (2006) em amostras clinicas e do meio ambiente da cidade de



Goiania, GO, onde de um total de 124 isolados de C. neoformans 96,7% foram
identificados como sorotipo A. Soares et al. (2005), em 30 isolados de Cryptococcus do
meio ambiente da cidade de Santos, SP identificaram C. neoformans var. grubii em
43,3%. Outros pesquisadores também demonstraram predominancia do sorotipo A em
isolados clinicos, seguido pelo sorotipo B (Ohkusu et al. 2002; Fernandes et al. 2003;
Igreja et al. 2004; Oliveira et al. 2004; Delgado et al. 2005; Abegg et al. 2006).

As espécies de Cryptococcus podem apresentar-se com diferentes caracteristicas
fenotipicas ou genotipicas que podem interferir na viruléncia do microrganismo, o que

contribui na possivel formacéo de variados tipos de lesées no hospedeiro.

1.4 Fatores de Viruléncia

C. neoformans possui fatores de viruléncia bem definidos, os quais sdo conhecidos
por desempenhar fungdes importantes na sua patogenicidade uma vez que lhes
permitem transpor as defesas do hospedeiro, sobreviver e causar doenca (Hogan et al.
1996; Casadevall et al 2003; Steenbergen & Casadevall 2003). Vérios desses fatores
tém sido estudados em modelos de animais e identificados através de métodos
bioquimicos e moleculares.

Crescimento a 37°C, a presenca de capsula polissacaridica, e habilidade de produzir
melanina sdo os principais fatores de viruléncia, considerados essenciais para 0
estabelecimento da infeccdo e sobrevivéncia do fungo no hospedeiro (Casadevall &
Perfect 1998; Idnurm et al. 2005). Outras caracteristicas como producdo de proteinase,
fosfolipase, urease, manitol, a mating type e superdxido dismutases, presentes nas
leveduras do complexo C. neoformans também podem contribuir para sua viruléncia
(Kwon-Chung et al. 1992; Casadevall & Perfect 1998; D’Souza & Heitman 2001;
Steenbergen & Casadevall 2003; Perfect 2006; Dias et al. 2006; Plonkla & Grabacka,
2006; Waterman et al. 2007). Os principais fatores de viruléncia de C. neoformans

relacionados ao meio ambiente e ao hospedeiro estdo representados na Figura 3.
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Figura 3. Alguns fatores de viruléncia de C. neoformans e sua relacdo com o

meio ambiente e ao hospedeiro.Adaptagio: Stennbegen & Casadevall 2003; Casadevall et
al. 2003; van-Duin & Casadevall 2002

1.4.1 Crescimento a 37°C

A capacidade de crescer e sobreviver a temperatura de 37°C, em uma atmosfera
de aproximadamente 5% de CO,, e pH entre 7,3 a 7,4 é decisivo para o C. neoformans
invadir o tecido e causar infec¢do (Buchanan & Murphy 1998).

O gene (CNAL) que codifica a subunidade catalitica A da proteina calcinerina,
uma fosfatase serina/treonina especifica que ¢ ativada pela calmodulina célcica (Ca*), e
estd envolvido na resposta a diversos estimulos ambientais para adaptacdo do fungo a
diferentes tipos de estresses, também esta relacionado diretamente com a capacidade de
sobrevivéncia desse microrganismo a 37°C (Odom 1997). A calcinerina é formada por
um heterodimero composto pela subunidade catalitica A, e uma subunidade regulatoria
B (CNB1) (Fox et al. 2001).

Esta comprovado, que isolados de C. neoformans cujo gene CNAL esta ausente
apresentam dificuldade de crescimento a 37°C e séo incapazes de causar a morte ao
serem inoculados em animais experimentais. A presenca de calcineurina é, portanto

determinante para o fungo sobreviver a temperatura do hospedeiro, o que se faz
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necessario para sua patogenicidade (Buchanan & Murphy 1998; Cruz et al. 2001; Fox
et al. 2001; Steinbach et al. 2007).

Estudos em animais tém confirmado a presenca de pelo menos 20 genes
envolvidos com a habilidade de sobrevivéncia do fungo como: MPK1 que juntamente
com a calcinerina promovem remodelamento da parede celular do fungo em condicGes
de estresse em resposta a temperaturas elevadas. Este gene codifica a enzima MAP-
kinase, envolvida na manutencdo da integridade celular de C. neoformans; CTS1
(calcinerin temperature supressor) codifica uma proteina que possui um dominio de
ligacdo a fosfolipidios e um motivo ziper de leucina, e 0 rompimento desse gene resulta
em sensibilidade a temperatura, inibindo o desenvolvimento de hifas e atenuando a
viruléncia do fungo; RAS1 codifica para proteinas capazes de hidrolisar GTP, estando
envolvidas na regulacdo da estabilidade da forma filamentosa, mating e também na
sobrevivéncia do fungo a temperaturas elevadas; VPH1 (ATPase vacuolar), parece
regular tanto a produgdo de melanina como a sintese da cépsula, assim como a
capacidade de crescimento a 37°C; o gene SOD2 codifica para uma proteina
denominada Mn*2-superéxido dismutase. Esta protefna é um antioxidante atuando
contra as espécies reativas de oxigénio produzidas pelos sistemas de defes do
hospedeiro. As defesas antioxidantes de C. neoformans influenciam na sua habilidade
de desenvolvimento a 37°C; STE20 (serina/treonina quinase) e CCN1 de C. neoformans,
participam na adapatacdo do microrganismo a temperaturas elevadas (Alspaugh et al
2000; Erickson et al 2001; Wang et al, 2002; Chun et al. 2003; Kraus et al, 2003, Giles
et al, 2005 ).

Outros genes como o TPS1 e TPS2 (trealose-6-fosfato sintase), TSA (thiol
peroxidase), SPE3-LYS9 (espermidina sintase-sacaropina desidrogenase), ILV2
(acetolactato sintase), MGALl(Monascus G-protein alpha-subunit) sdo também
responsaveis pela sobrevivéncia dos fungos submetidos ao estresse por exposicao a altas
temperaturas e, em especial ao ambiente do hospedeiro mamifero (Kraus et al. 2004;
Perfect 2006).

1.4.2 Capsula

A cépsula é uma estrutura de processo dindmico que sofre alteracBes em
tamanho e reorganizacdo durante seu processo de formacgdo (McFadden 2006).
Representa um dos mais importantes fatores de viruléncia de C. neoformans, possui

relevantes  propriedades antigénicas, sendo constituida principalmente de
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polissacarideos como glucuronoxilomanana (GXM), galactoxilomanana (GalXM) e
algumas manoproteinas (Kwon-Chung & Rhodes1986; Casadevall & Perfect 1998;
Bose et al. 2003; Gates et al. 2004; Zaragoza et al. 2009).

Determinacdo molecular da massa de glucuronoxilomanana capsular de
diferentes amostras de C. neoformans revelou que GXM €é o maior polissacarideo do
microrganismo, com um peso molecular que varia entre 2000 e 4000 kDa, em alguns
casos até 7000 kDa, e representa 85-95% da céapsula. Liberacdo de GXM que se
acumula no tecido lesionado tem sido observada durante o processo infeccioso
(McFadden et al. 2006; Zaragoza et al. 2008). Este composto apresenta ligacdes lineares
de o (1,3) manana, residuos de B (1,2) acido glucurdnico, ligados a uma triade de
manose com ligacOes laterais de 6-O-acetil e um grupo de xilose B (1,2) ou B (1,4)
laterais, que varia de acordo com o sorotipo, correspondente (Cherniak & Sundstrom
1994; Coenjaerts 2006; Klutts et al. 2007). Diferencas na estrutura dos componentes
(manose, xilose e acido glucurénico) de GXM caracterizam diferentes sorotipos dentro
das espécies do complexo Cryptococcus denominados de A, B, C, D e o hibrido AD
(Ikeda et al. 1985; Lengeler et al. 2001; Bose et al. 2003), conforme mostrado na Figura
4,
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Figura 4. Unidades de Glucuroxilomanana de C. neoformans caracterizando o0s
diferentes sorotipos. (1) sorotipo D; (2) sorotipo A; (3) sorotipo B; (4) sorotipo C.
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Galactoxilomanana, (GalXM) representa  juntamente com  algumas
manoproteinas 5 a 12% da capsula (Vaishnav et al. 1998; Zaragoza et al. 2008). GalXM
¢ um polimero de a—1,6—galactose (Gal) com B—1,3—galactose, a—1,2—manose (Man),

um numero variavel de residuos de a—1,4—xilose (Xil) e acetil com posi¢do ainda ndo
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bem definida (Janbon 2004). Os componentes de galactoxilomanana como acido

glucordnico, xilose, manose e galactose estdo esquematizados na Figura 5.

{ |
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glucurédnico Xilose

Figura 5. Localizagdo dos diferentes componentes estruturais da Galactoxilomanana
de C. neoformans.

A céapsula pode também incluir os membros da grande familia de manoproteinas
(MPs) compostos principalmente de manano e quantidades significativas de galactose e
xilose (Cherniak & Sundstrom 1994). As MPs sdo heterogéneas em C. neoformans, e
compartilham efeitos imunomoduladores. Duas MPs (MP1 e MP2) extraidas de
C.neoformans s@o capazes de induzir o fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa) e a
producdo de IL-12 por mondcitos humanos (Pietrella et al. 2005)

A sintese do GXM da cépsula ocorre dentro do citoplasma sendo exportado por
vesiculas. A secrecdo extracelular pode ser mediada pela parede, que permite o
transporte destas vesiculas. Assim, a sintese da capsula parece estar associada com o
acumulo de vesiculas na parede celular (van-Duin et al. 2004; Rodrigues et al. 2008;
Doering 2009). A Figura 6 esquematiza a transposi¢cdo da vesicula e liberacdo de GXM

para a capsula.
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Figura 6. Vesiculas contendo GXM formadas no citoplasma atravessando a parede
celular para a capsula (Doering 2009).

Os polissacarideos capsulares de C. neoformans atuam no hospedeiro inibindo a
fagocitose por células do sistema imunolégico; impedem a migracdo dos leucécitos e
neutrofilos, para o local da inflamacdo, interferem na apresentacdo de antigenos as
células T, favorecendo a reducéo de citocinas como fator de necrose tumoral o (TNFa),
interleucina 1 e 6 (IL-1 e 6) pelos mondcitos e macrofagos e depletam a cascata do
complemento (Casadevall & Perfect 1998; Ellerbroek et al. 2004; Pietrella et al. 2005).
Por isso, a maior parte da atencéo a essa estrutura celular, observados atraves de estudos
imunologicos, tém consistentemente demonstrado seus inimeros efeitos deletérios sobre
a funcdo imunoldgica do hospedeiro (McFadden 2006).

No meio ambiente, a capsula protege a levedura da desidratagéo, reduz a sua
ingestdo por amebas existentes no solo, contribuindo para a sua sobrevivéncia em
condigdes hostis (Steenbergen & Casadevall 2003; Idnurm et al. 2005; McFadden et al.
2006).

A cépsula possui porosidade variavel, que aumenta com a distancia da parede
celular. A alta densidade da cdpsula na sua porcao interna evita a penetragdo de grandes
moléculas para locais perto da parede celular, ao passo que, a superficie da capsula, que
realiza a interface com fagdcitos, apresenta polissacarideos capsulares com uma
densidade muito baixa o que permite melhor plasticidade e permeabilidade as
macromoléculas (Gates et al. 2004; Zaragoza & Casadevall 2004).
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O tamanho da cépsula é determinado pelo gendtipo do fungo e pelas condicdes
de crescimento. Meios com pH inferior a 7,0 s@o capazes de inibir a inducdo de cépsula,
enquanto que altas concentragdes de CO, e baixas taxas de ferro favorecem o aumento
da mesma. Com base nessas observacfes, 0 aumento da capsuladurante a infec¢do no
hospedeiro pode estar relacionado as altas concentracdes de CO,, por exemplo, no
pulmdo e a baixa concentragdo de ferro nos tecidos (Casadevall & Perfect 1998;
Zaragoza & Casadevall 2004; Frases et al. 2009).

Varios genes estdo envolvidos na formacéo da capsula, tais como CAP (CAP10,
CAP59, CAP60, CAP64 essenciais pra biosintese de GXM), MAN1, CAS (Casl-Cas6
envolvidos na sintese dos polissacarideos estando, portanto, associados a viruléncia) e
UXS1, (Casadevall & Perfect 1998; Okabayashi et al. 2007), e delecdo de alguns dos
genes como o CAP10, o CAP59, o CAP60 e o CAP 64 resultaram em leveduras
acapsuladas assim como também avirulentas, incapazes de produzir infec¢des (Chang &
Kwon-Chung 1994; Moyrand et al. 1002) ). O gene CAP60 é de grande importancia,
sendo essencial tanto para a formacdo da cépsula como para a viruléncia de C.
neoformans (Chang & Kwon-Chung 1998).

1.4.3 Melanina

Melaninas sdo moléculas estaveis, carregadas negativamente, resistentes a
degradacdo por &cidos, porém suscetiveis a bases fortes, insollveis em agua ou
solventes organicos (Uran & Cano 2008). Sdo macromoléculas sintetizadas por
polimerizacdo oxidativa de compostos fendlicos e classificadas em trés grandes grupos:
eumelanina de cor marrom ou negra insollvel, sintetizadas a partir de um processo
complexo de polimerizacdo envolvendo quinonas e radicais livres (fenilalanina para
dihidroxifenilalanina e dopaquinona) conforme a Figura 7; feomelanina de cor amarela
ou vermelha, sollvel em élcool, que tem além da dihidroxifenilalanina (L-DOPA), a
cisteina e tirosina incorporada durante a sua biossintese, e alomelanina pigmento
derivado de precursores livres de nitrogénio, geralmente de colora¢do negra ou marrom
(Hamilton & Gomez 2002; Wakamatsu & Ito 2002; Plonka & Grabacka 2006; Uran &
Cano 2008).
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Figura 7. Sintese de melanina utilizando L-3,4-dihidroxifenilalanina como substrato.

Assim como a capsula de polissacarideos, a presenca de melanina é essencial
para a viruléncia de leveduras de C. neoformans. Microscopia eletronica de varredura, e
de transmissao e ressonancia magnética nuclear mostram que melaninas isoladas destes
fungos sdo particulas granuladas esféricas com aproximadamente 40-130 nm de
diametro, distribuidas em varias camadas concéntricas, atingindo 75% da area da parede
celular. Esta substancia normalmente possui poros com diametros entre 1 a 4 nm e
eventualmente 30 nm, os quais permitem a passagem de anticorpos e de pequenas
moléculas, como glicose e aminoécidos. A ligacdo de anticorpos a melanina reduz o
tamanho dos poros podendo explicar um possivel mecanismo de inibicdo da acéo de
antifangicos (Eisenman et al. 2005; Mandal et al. 2007).

A sintese e a localizacdo de melanina em C. neoformans sdo fundamentais para a
sua patogenicidade. Cepas ndo melanizadas s&o menos virulentas quando comparadas
com cepas produtoras de melanina. A posicdo que a camada de melanina ocupa na
célula é um fator importante na determinacdo da sua funcéo, pois protege 0 organismo
de varias agressdes ambientais e permite o transporte de sais e outros componentes
através da parede celular (Mandal et al. 2007).

Durante o processo infeccioso, a melanina interfere na formacdo da resposta
efetiva mediada por células. Inoculacdo de melanina de C. neoformans em animais
como camundongos pode estimular a producdo de granulomas no processo de infeccao
(Mednick et al. 2005). Além disso, as células melanizadas s&o mais resistentes aos

efeitos de determinados antifingicos, como a anfotericina B e caspofungina e séo
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menos sensiveis a microbicidas oxidantes. Assim, a melanizagéo influencia no processo
de desenvolvimento da criptococose uma vez que o pigmento reduz a resposta de defesa
do hospedeiro e a atividade terapéutica de alguns medicamentos (van-Duin et al. 2002;
Ikeda et al. 2003; Mednick et al. 2005; Nosanchuk & Casadevall 2006; Mandal et al.
2007; Schiave et al. 2009).

No meio ambiente a melanizacdo é importante para a sobrevivéncia do fungo,
uma vez que protege este microrganismo de condigdes ambientais adversas, como
temperaturas extremas, predacdo por microrganismos, radiacdo ultravioleta e acdo de
metais pesados. A melanina, portanto, tem um papel protetor para C. neoformans, no
hospedeiro e no ambiente (Uran & Cano 2008).

A sintese de melanina pelo C. neoformans ocorre apenas na presenca de
compostos fenolicos, tais como L-3, 4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA), metil-dopa,
epinefrina e norepinefrina, catalisada por uma fenoloxidase, a lacase. O fungo capta
precursores dopaminicos do ambiente extracelular que pode ocorrer tanto no meio
ambiente como durante a infec¢do. Cryptococcus neoformans ndo é capaz de sintetizar
estes precursores necessarios para o processo da melanizacdo (Nosanchuk & Casadevall
2003). O pigmento produzido no processo de melanizacdo de C. neoformans depende
do substrato utilizado no meio. Pigmentos produzidos a partir de o-difendis
(grupamentos hidroxilas nas posi¢cdes 2,3- ou 3,4)- sdo escuros e associados a parede
celular, e os sintetizados a partir de p-difenois, (hidroxila nas posi¢des 1,4- ou 2,5-), séo
sollveis e se espalham para o meio (Chaskes & Tyndall 1975).

A lacase ¢ um importante fator de viruléncia para C. neoformans, se expressa
como uma enzima da parede celular com um amplo espectro de atividade oxidante em
compostos polifendlicos e diaminicos nas posi¢bes orto, meta e para, mas ndo em
grupos monofenolicos, como fenol, tiramina ou a tirosina (Williamson 1994).

Dois genes presentes no fungo sao responsaveis pela producdo da lacase LAC1
(previamente denominado CNLAC1) e LAC2, dos quais 0 primeiro expressa a atividade
dominante da enzima sob condic¢es reduzidas de glicose, e utiliza L-DOPA como
substrato (Missal et al. 2005; Zhu & Williamson 2006). Os dois genes mostram
estruturas muito semelhante entre os seus 14 éxons e possuem uma identidade de 76%
nos nucleotideos e de 72% nos aminoacidos codificados. A homologia dos genes é
muito maior nas regides de codificacdo da enzima do que nas regides de regulacgéo,
sugerindo possiveis diferencas tanto na expressdo como na regulagdo desses genes
(Missal et al. 2005).
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1.4.4 Mating types

Mating types de C. neoformans tem sido bem documentado, entretanto pouco
compreendido com relacdo a infec¢do. Ha dois tipos de mating types descritos, mating
type a (MATa) e o (MATwa), sendo MATa mais prevalentes tanto em isolados clinicos
como no meio ambiente e provavelmente de maior viruléncia (Casadevall & Perfect
1998; Ohkusu et al. 2002; Mitchelle 2003). Primers especificos para 0os genes STE12
(MATa), STE20 (MATa ¢ MATa) tem permitido através do método de PCR, a
determinacdo de mating, favorescendo assim uma melhor compreensdo na
epidemiologia destes microrganismos (Lengeler et al. 2001 Idnurm et al. 2005,
Okabayashi et al. 2006

Estudos de viruléncia realizados em camundongos utilizando espécies de C.
neoformans, com diferentes mating types confirmaram que mating type a € mais
virulenta do que a linhagem mating type a. O gene STE120. presente em mating type o,
regula a expressdo do gene CnLAC1 envolvido na formacgdo da cédpsula e na producgédo
de melanina de C. neoformans. A delecdo do gene STE12a em algumas cepas torna

estes mutantes menos virulentos (Kwon-Chung et al. 1992; Chang et al. 2000).

1.4.5 Producéo de exoenzimas proteinase e fosfolipase

As proteinases participam na viruléncia dos microrganismos por degradar
proteinas como colageno, elastina e fibrinogénio, e outras proteinas imunologicamente
importantes, como imunoglobulinas e fatores do complemento, levando ao
comprometimento dos mecanismos de defesa do hospedeiro. A degradacdo destas
proteinas pode causar danos teciduais ou vasodilatacdo, fazendo com que ocorra a
invasdo e disseminacdo dos fungos nos tecidos do hospedeiro (Casadevall & Perfect
1998; Steenbergen & Casadevall 2003; Santagelo et al. 2004). Goldman et al. (1994),
mostraram experimentalmente em ratos, que C. neoformans foi capaz de penetrar no
parénquima pulmonar apés ter sido inoculado no espaco alveolar, sugerindo a presenca
de substancias tais como enzimas proteoliticas capazes de romper o tecido.

A fosfolipase esta associada a viruléncia do fungo por desestabilizar as células
através da hidrdlise das ligacBes éster em glicerofosfolipideos, presentes na bicamada
lipidica da membrana, determinando a lise celular e desta forma permitindo a
penetragdo do microrganismo nos tecidos do hospedeiro. Cepas altamente produtoras
desta enzima possuem normalmente uma maior capacidade de aderéncia ao tecido do

hospedeiro, processo que facilita a producdo de lesdes (Ghannoum 2000). Essa enzima
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atua na camada externa da membrana celular e surfactantes dos pumades, 0s quais sao
ricas em fosfolipideos, auxiliando o fungo na invasao tecidual (Cox et al. 2001).

A fosfolipase pode ter atividade de remocdo de ambas as cadeias acil de
glicerofosfolipideos sendo denominada fosfolipase B (PLB), de remover a cadeia acil de
lisofosfolipideos sendo denominada lisofosfolipase (LPL) e ainda de reacetilar
lisofosfolipideos denominando-se entéo de lisofosfolipase- transacilase (LPTA) (Wright
et al. 2004; Djordevick et al. 2005).

1.5 Tratamento da criptococcose
1.5.1 Antifungicos

Fungos causadores de infeccOes invasivas ja conhecidas e novas espécies de
fungos recentemente relatados tém surgido como responsaveis por lesdes graves
especialmente em pacientes imunocomprometidos. Antifungicos com diferente espectro
de atividade tém sido utilizados para a terapia destas infec¢des (Khan et al. 2006).

Os antiflngicos sdo agrupados de acordo com a sua composi¢ao quimica em:

1-Poliénicos (anfotericina B e nistatina) que interagem com ergosterol na
membrana celular produzindo poros ou canais, que aumentam a permeabilidade da
membrana, gerando uma grande perda de eletrdlitos, principalmente potéssio,
determinando assim a lise e morte da célula (Groll & Kolve 2004);

2- Azdlicos (fluconazol, itraconazol, cetoconazol e voriconazol) e outros, em
desenvolvimento (posaconazol e ravuconazol), que inibem especificamente a
biossintese do ergosterol, principal constituinte da membrana citoplasmatica, através do
blogueio da enzima 14-a-demetilase, presente no citocromo P-450 da célula fingica
(Sanglard 2002);

3- Alilaminas (terbinafina e natfina), que também interferem na biossintese do
ergosterol, mas através da inibicdo da enzima esqualeno epoxidase que também é
responsavel pela producdo do ergosterol (Favre & Ryder 1996; Espinel-Ingrof 2008);

4- Derivados morfolinicos (amorolfina), que atuam bloqueando duas etapas
sucessivas da biossintese do ergosterol, mediadas pelas enzimas Al4-redutase e A’-A®
isomerase (Favre & Ryder 1996);

5- Equinocandinas (caspofungina, anidulafungina e micafungina), antifungicos
inibidores especificos da sintese de polimeros de glucana, constituinte da parede celular
fangica. Estes antifungicos inibem a acdo da enzima 3-1,3 glucano-sintase o que resulta

em deplecéo de polimeros de glucano (Kurtz & Douglas 1997; Martinez 2006);
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6- Pirimidinas, representada pela flucitosina ou 5-fluorcitosina que atua inibindo a
sintese de DNA e RNA dos fungos (Sanglard & Odds 2002; Deresinski & Stevens 2003;
Kauffman 2006). O antifingico é transportado para a célula fingica por uma enzima
denominada citosina permease (ndo encontrada em células de mamiferos) e convertida
para 5-fluorouracil (5-FU) no citoplasma por outra enzima denominada citosina
deaminase. A 5-FU apds fosforilada pode incorporar no RNA causando erro na sintese de
proteina ou € convertida em um deoxinucleotideo, o que faz com que haja inibicdo da
sintese de DNA. A Figura 8 mostra os diferentes antifungicos e 0s seus mecanismos de

acao.
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Figura 8. Sitio de acdo de diferentes antifungicos sobre a célula fungica.

De acordo com o Guidelines da Sociedade de Doencas Infecciosas da América
(IDSA), a prescricao para o tratamento da criptococose varia, de acordo com o local da
infeccdo, gravidade da doenca e imunidade do hospedeiro (Saag et al. 2000; Perfect et
al. 2010).

A terapia ideal para a meningite criptococica permanece indefinida, embora o
tratamento inicial com anfotericina B associado a fluorcitosina, seguida de uma
terapéutica de manutencdo com fluconazol, parece promissor. Esta associacdo tem
demonstrado menos efeitos colaterais e desaparecimento mais rapido do fungo do
liquido cefalorraquidiano, do que quando o fluconazol é administrado isoladamente
(Ampel 2006; Brouwer, et al. 2004). Anfotericina B em associa¢do com 5-fluorcitosina
é utilizada no tratamento de infecgbes criptococicas disseminadas, enquanto o
fluconazol e itraconazol sdo administrados normalmente quando as lesdes sdo cutaneas.
Este tratamento € indicado tanto em individuos imunocompetentes como

imunocomprometidos (Bivanco et al. 2006).
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1.5.2 Mecanismos de Resisténcia

A auséncia de uma resposta a terapia antifingica pode estar relacionada a
resisténcia do fungo ao agente antifungico. Esta resisténcia pode ser intrinseca do
microrganismo ou desenvolvida durante o processo de tratamento. As leveduras
patogénicas podem apresentar estes dois tipos de resisténcia (Sanglard 2002; Espinel-
Ingroff 2008).

Embora os mecanismos envolvidos no processo de resisténcia a antifingicos
ainda sejam pouco conhecidos, um dos principais mecanismos de resisténcia dos
fungos, consiste na alteracdo da composi¢cdo de lipideos da sua membrana celular. O
ergosterol presente como constituinte da membrana citoplasmatica da lugar a formacéo
de outros esterdis (Sanglard 2002). Alteracdes na constituicdo de ergosterol, ou mesmo
uma deficiéncia deste lipidio presente na membrana celular do fungo, tem sido
associada a mecanismo de resisténcia a anfotericina B. Estas deficiéncias poderiam ser
resultados de mutagdes nos genes que codificam algumas enzimas envolvidas na sintese
do ergosterol. Defeitos no gene ERG3 que codifica C-5-esterol desaturase (enzima que
catalisa precursores do ergosterol) foram relatados por conduzir o acimulo de outros
esterdis precursores deste esterol (Espinel-Ingroff 2008). Kelly et al. (1994), relataram a
associacdo no mecanismo de resisténcia a este antifingico, a alteracdo na enzima A%’
isomerase, responsavel pela incorporacdo do ergosterol no plasmalema da levedura.

Alteracdo na afinidade de azoles devido a mutaces no gene ERG11 que codifica
a enzima do citocromo P450, lanosterol 14a-demetilase (Ergll), envolvida na via
biossintetica do ergosterol de células fungicas, afetando a ligagdo destes antifingicos a
célula, é descrito, como um mecanismo de resisténcia dos fungos (Sanglard 2002;
Rodero et al. 2003; Jarvis et al. 2007).

Além disso, 0 aumento da expressdo dos genes CDR e MDR1, que codificam
bombas de efluxo tem sido amplamente observado em leveduras resistentes ao azois.
Dois tipos de transportadores de efluxos foram relatados em isolados resistentes:
transportadores de cassetes de ligacdo ao ATP “Binding Cassette” (ABC) que exporta
grande variedade de azois e outras substancias ndo relacionadas, e os “Facilitadores
Principais” (FP) responsaveis pelo baixo acumulo dos antifingicos azolicos nos
isolados resistentes a esses farmacos. Nestes isolados, é demonstrada uma
superexpressdo do gene CDRL1, ligado aos transportadores ABC e de MDR1 ligado ao
FP (Sanglard 2003).
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Recentemente foi descrito em C. neoformans um gene denominado AFR1
(antifungal resistance 1), que codifica um transportador ABC envolvido na resisténcia
in vitro desse microrganismo ao fluconazol (Sanguinetti et al. 2006).

A resisténcia dos fungos aos antifingicos pode ocorrer também devido a
formacéo de biofilmes, que consistem em uma densa camada de células diferenciadas
com uma capa de matriz extracelular, diminuindo a eficacia de alguns antifingicos
durante o processo de infecgéo (Martinez & Casadevall 2006).

Desta forma, o aumento de casos de criptococose associados a
imunocomprometidos, os efeitos colaterais e as resisténcias observadas para 0s
farmacos usados na terapia desta infecgdo, torna necessaria a busca por novos agentes

antifangicos.

1.5.3 Plantas Medicinais e seus Produtos Naturais

Diferentes espécies de plantas da flora brasileira sdo capazes de sintetizar
substancias com atividade antimicrobiana. O bioma cerrado, na regido Centro-Oeste,
apresenta grande diversidade taxondmica, com muitas espécies endémicas, as quais sdo
responsaveis pela producao de uma variedade de metabdlitos que demonstram inibicéo
do crescimento de fungos (Passos et al. 2002; Passos et al. 2003; Souza et al. 2003;
Lemos et al. 2005).

Os trabalhos relacionados a atividade antimicrobiana de plantas tiveram inicio
na década de 1940. Osborn, pesquisando a atividade de 2.300 plantas superiores em
Staphylococcus aureus e Escherichia coli verificou que plantas pertencentes a 63
géneros continham substancias que inibiam o crescimento desses microrganismos
(Sartori 2005). No Brasil, as pesquisas sobre substancias antimicrobianas de origem
vegetal tiveram inicio com Cardoso & Santos (1948), avaliando extratos de 100

diferentes plantas indicadas como antiinflamatorias ou cicatrizantes.

Os compostos produzidos pelos vegetais sdo agrupados em dois grupos: 0s
metabdlitos primarios, tais como carboidratos, aminoacidos e lipideos; e 0os metabolitos
secundarios que sdo compostos elaborados a partir da sintese dos metabolitos primarios,
tais como compostos fendlicos, terpendides, 6leos essenciais, alcaldides e flavondides
(Duarte 2006). A avaliacdo do potencial antimicrobiano de substancias presentes em
extratos e Oleos essenciais (de caules, raizes, folhas e frutos), como consequiéncia do

metabolismo secundario, tem sido objeto de incessantes estudos (Maciel et al. 2002).
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1.5.4 Plantas Medicinais do Cerrado

Considerado o pais com a maior biodiversidade do mundo, o Brasil possui seis
biomas ricos em espécies medicinais: Amazonia, Cerrado, Caatinga, Floresta Atlantica,
Pantanal e Floresta Subtropical (Vieira & Martins 1998; Rehder et al. 2004). O cerrado
€ 0 segundo maior bioma brasileiro com uma area de aproximadamente dois milhGes de
km?, correspondendo a 24% do territorio nacional, superado em aréa apenas pela
floresta Amazdnica como mostra a Figura 9, e abriga uma imensa diversidade biolégica
(Ratter et al. 1997; Klink & Machado 2005).

3
4 / BIOMA
Al CAATINGA

it

(Fonte: Ratteretal. 2007)
(www.ibge.gov.br)

Figura 9. Distribuicdo do bioma brasileiro.

Ja foram registradas no Cerrado brasileiro aproximadamente 10.000 espécies
de plantas, 837 espécies de aves, 161 espécies de mamiferos, 150 espécies de anfibios e
120 espécies de répteis (Myers et al. 2000; Silva & Bates 2002). Muitas plantas do
cerrado brasileiro tém sido utilizadas na medicina popular no tratamento de varias
doencas tropicais, incluindo esquistossomose, leishmaniose, maléria, infeccdes fungicas
e bacterianas além de analgésicos, tranquilizantes, diuréticos e laxativos (Lima et al.
1992; Almeida et al. 1998; Vieira & Martins 1998; Alves et al. 2000; Duarte et al. 2006;
Domingues Souza & Felini 2006; Fener et al. 2006).

Prévios estudos foram realizados em nosso laboratorio (Laboratério de
Micologia da Universidade Federal de Goias) onde foi verificada a atividade antifingica
de plantas de diferentes familias como Caryocaraceae, Lamiaceae, Myrtaceae, Labiatae,
Apocynaceae, annonaceae e Seus componentes.

Importante espécie do género Caryocar, Caryocar brasiliensis Camb, planta da

familia Caryocaraceae, com nome popular pequizeiro, bastante difundida em



23

decorréncia do uso de seu fruto na culinaria regional, é largamente utilizada como
tonificante, no tratamento de bronquites, gripes, resfriados e como expectorante
(Oliveira et al. 1968). Estudos in vitro tém demonstrado que o dleo essencial dessa
planta foi capaz de inibir o crescimento de fungos causadores de doencas sistémicas
como Paracoccidioides brasiliensis e C. neoformans (Passos et al. 2002; Passos et al.
2003).

As plantas do género Hyptis, pertencente a familia Lamiaceae, apresentam
propriedades citotoxicas, antifingicas, antirreumaticas, antiinflamatorias, anti-
hepatotdxicas e antimalaricas (Yamagishi et al. 1988; Pereda-Miranda & Delgado 1990;
Almtorp et al. 1991). Das substancias isoladas de Hyptis, os lignoides foram
identificados como os responsaveis pela atividade antitumoral e antimitética (Kingston
et al. 1979); enquanto os compostos da classe dos flavonoides, apresentaram atividade
antimicrobiana e citotoxica (Craveiro 1981). O 6leo essencial de H. suaveolens possui
atividade inibitdria sobre bactérias e fungos da espécie Candida albicans (Asekum et al.
1999). Atividade antiflngica in vitro do extrato etandlico e 6leo essencial de H.
ovalifolia Benth. sobre C. neoformans e dermatdfitos foi observada por Paula et al.
(2001), Souza et al. (2002) e Souza et al. (2003).

Ocimum gratissimum L. conhecida por alfavaca, alfavacéo, favacéo, alfavaca-
cravo, pertencente a4 familia Labiatae (Vieira & Martins 1998), pode ser usado como
antitérmico, antiparasitario, laxante, descongestionante nasal, no combate a infeccdes
vaginais e contra queda de cabelo (Lima et al. 1992; Offiah & Chikwendu 1999). A
atividade antifungica do 6leo essencial de eugenol de O. gratissimum contra fungos
patogénicos como C. neoformans e dermatofitos foi demonstrada (Lemos et al. 2005;
Silva et al. 2005).

Annona crassiflora Mart pertencente a familia Annonaceae destaca-se pelo
sabor de seus frutos, que sdo muito apreciados. Os frutos do araticunzeiro podem ser
consumidos in natura, como também utilizados na fabricacdo de compotas, doces,
geléias, sorvetes, sucos, licores e vinagres. Essa planta tem valor ornamental e
medicinal, sendo sua semente empregada popularmente como antidiarreicas (sementes)
e como antimicrobiana (Almeida 1998). Silva et al. (2001) demonstraram a atividade
antifungica in vitro do extrato da folha de Annona crassiflora contra C. albicans, C.
tropicalis e C. krusei.

A familia Myrtaceae compreende pelo menos 130 géneros e aproximadamente

4.000 espécies de arvores e arbustos distribuidos por todos o0s continentes, com exce¢do
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da Antartica, entretanto sua predominancia ocorre em regides tropicais e subtropicais.
Constitui um dos mais importantes componentes da vegetacdo brasileira, tanto na
estruturacdo das florestas como em outras formagdes nativas (Gressler et al. 2006).

Plantas do género Eugenia, pertencentes a familia Myrtaceae tém seu uso
medicinal baseado nos efeitos purgativos dos frutos, sendo a “garrafada” das folhas
utilizadas como antidiarréicos e no combate a problemas cardiacos. E de conhecimento,
que E. uniflora L. (pitanga) apresenta propriedades antimicrobianas contra dermatofitos
e Candida spp (Adebajo et al. 1989; Schapoval et al. 1994; Souza 2002). Testes in vitro
demonstraram atividade antifungica do 6leo das folhas de E. dysenterica D.C. (cagaita),
que se mostrou capaz de inibir o crescimento de fungos como C. neoformans (Costa et
al. 2000).

Com grande distribuicdo no Brasil, porém de ocorréncia principalmente no
cerrado, caatinga e floresta atlantica, Pimenta pseudocaryophyllus (Gomes) L.R.
Landrum faz parte da familia Myrtaceae, e € popularmente conhecida como craveiro-
do-mato, louro-cravo ou cha-de-bugre. O O6leo essencial obtido desta planta é
constituido de hidrocarbonetos monoterpénico e componentes com estrutura fenolica
como eugenol e timol. Estes compostos atuam alterando a permeabilidade da membrana
citoplasmatica do microganismo e inibindo enzimas da cadeia respiratoria, interferindo
no balanco energético da célula (Cunha, 2005). Lima et al. (2006), verificaram bons
resultados de atividade de Oleos essenciais, de P. psedocaryophyllus, em Candida
albicans, Pseudomomas aeruginosa e S. aureus.

Inimeras aplicacdes, tais como aromatizantes na producdo de perfumes,
cosméticos e inseticidas, na industria farmaco-medicinal por suas propriedades
antimicrobiana, analgésica e sedativa tém sido atribuida a este componente da planta
(Farias et al. 2009). As Folhas de P. pseudocaryophyllus podem ser utilizadas como
infusdo no tratamento de gripes, ou como condimento em doces e geléias, uma vez que
apresentam o aroma e sabor caracteristico e semelhante ao do cravo-da-india
(Limberger et al. 1998; Paula et al. 2005).

P. psedocaryophyllus apresenta em sua constitui¢cdo substancias de composicao
qguimica muito complexa originadas do metabolismo secundéario da planta, destacando-
se a presenca de terpenos, fenilpropanoides, hidrocarbonetos, alcoois eugenol, metil-
eugenol, taninos, flavonoides e tracos de heterosideos antraquindnicos, (Paula et al.
2005; Morais et al. 2006; Paula et al. 2008).
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A atividade antimicrobiana atribuida aos flavonoides se deve a sua capacidade
de interligar-se a proteinas da membrana celular do microrganismo causando a sua
morte. Algumas hipoteses estdo relacionadas ao mecanismo de agdo concedido aos
taninos, como a inibicdo de enzimas presentes nos fungos e bactérias; alteracdo no
metabolismo da membrana celular do microrganismo e, a interligacdo dos taninos com
ions metélicos, reduzindo a disponibilidade destes elementos considerados essenciais
para 0 metabolismo do micorganismo (Scalbert, 1991).

1.6 Testes de Suscetibilidade

InfeccBes flngicas recorrentes, longo tempo de terapia com antifingicos
promovendo efeitos colaterais e resisténcia de alguns fungos a diferentes antiflingicos,
tornam evidente a necessidade de se realizar os testes de suscetibilidade in vitro para
avaliar o comportamento desses microrganismos aos quimioterapicos disponiveis, na
busca de uma terapia apropriada dessas infec¢des (Rex et al. 2001; Pfaller & Yu 2001;
Ampel 2006).

Os métodos disponiveis para a realizacdo dos testes de suscetibilidade aos
antifangicos consistem em adaptacGes executadas aos meétodos antibacterianos.
Recomenda-se 0 uso destes testes em situagdes especificas como resposta terapéutica
ndo eficaz, para determinar uma alternativa de tratamento ou para verificar a presenga
de resisténcia a um farmaco (Dismukes 2000).

O Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI- 2002, 2008) denominado
anteriormente National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS)
publicou uma série de documentos padronizando os testes de suscetibilidade in vitro
para fungos, levando em consideracdo alguns parametros como: pH do meio, inéculo,
periodo e temperatura de incubacdo, concentracdo dos antiflngicos e o critério de
leitura do teste. O método aceito como referéncia para avaliar a suscetibilidade in vitro,
é o0 de diluicdo em caldo preconizado pelo CLSI (2008) no documento M27A-3 para
leveduras dos géneros Candida e Cryptococcus e o documento M38-A, para fungos
filamentosos, como Aspergillus spp, Fusarium spp, Pseudallescheria boydii, Sporotrix
schenckii e Rhizopus spp (CLSI 2002; CLSI 2008).
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2 OBJETIVOS

Com base no exposto, este trabalho constou dos seguintes objetivos:

Avaliar em isolados de C. neoformans melanizados e ndo melanizados

1. Tamanho da capsula e da parede celular

2. Atividade de fosfolipase

3. Suscetibilidade in vitro aos antifingicos voriconazol, anfotericina B e ao extrato
bruto da folha de P. pseudocaryophyllus (Gomes) L. R. Landrum

4. Atividade de voriconazol, anfotericina B e de P. pseudocaryophyllus (Gomes) L. R.
Landrum, sobre a espessura da capsula e da parede celular.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Microrganismos

Foram utilizadas 34 amostras de C. neoformans, obtidas do liquido ceéfalo
raquidiano (LCR) de pacientes com AIDS, provenientes do Hospital de Doencas
Tropicais (HDT), na cidade de Goiania, Goids. As amostras foram identificadas
segundo Kurtzman & Fell (1998), através de suas caracteristicas macromorfologicas
através do crescimento em agar Sabouraud dextrose (ASD) e meio de di-hidroxi-
fenilalanina (L-DOPA), micromorfologicas (formacdo de elementos arredondados com
capsula), fisioldgicas (teste da producdo de urease) e bioquimicas (asimilagdo de fontes
de carbono), conforme esquematizado na Figura 10.

Cepas de C. neoformans ATCC 28957 sorotipo D e de C. neoformans ATCC 24065
sorotipo B foram utilizadas como controle. Todos os isolados foram armazenados a 4°C
em agar Sabouraud dextrose (Difco) e subcultivadas neste mesmo meio 72 horas antes
da realizacdo dos testes. Este trabalho foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa do
HDT, protocolo de n°. 004/03.

Coloniaumida, Colénia
mucodide, lisa branco-creme marrom-negra

1. Macroscopiano ASD

2. Producao damelanina

3. Capsula
4. Prova da urease 5

5. Auxanograma

Figura 10. Aspectos morfolégicos, fisioldgicos e bioquimicos de C. neoformans.
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3.2 Obtencao de células melanizadas e ndo melanizadas de C. neoformans

A melanizacdo das amostras de C. neoformans foi realizada de acordo com van-
Duin et al. (2004). Cada um dos 34 isolados foi cultivado por 24 horas a 30°C a 150
rpm em um meio, definido como meio minimo, constituido de glicose 15 mM, MgSO,
10 mM, KH2PO4 29,4 mM, glicina 13 mM e vitamina B 3 uM. Foi transferido 1 mL de
cada amostra cultivada para o meio indutor de melanina [meio minimo acrescido de di-
hidroxi-fenilalanina 1mM (L-DOPA)] e incubada a 30°C por um periodo de 05 a 10
dias. Apo0s este periodo, as células foram centrifugadas a 2000 rpm, lavadas em salina
fosfatada tamponada (tampdo PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 1,5 mM KH,PQOq,, 8,5
mM Na,HPO,) por 2 vezes e armazenadas neste tampdo a temperatura de 4°C para
posterior anélise. Para a obtencdo de células ndo melanizadas realizou-se o crescimento
de C. neoformans em meio minimo, sem adicdo de L-DOPA, sob as mesmas condi¢des.

A Figura 11 mostra o procedimento esquematizado.

g

Glicose- 15 mM
MgSO,- 10 mM
KH,PO;- 29,4 mM
Glicina- 13 mM
Vitamina B - 3 uyM
di-hidroxifenilalanina 1mM

(L-DOPA)
\_ minimo 1ML  5-10d lavadas com PBS-> 4°C
30°C
g )
~ B ik
Tampéo PBS: 30°C-24 h meio
NaCl -137 mM 150 rpm minimo
KCI - 2,7 mM

+

KH.PO,;- 1,5 mM L-DOPA

\ mM/ S

Figura 11. Obtencdo de células de C. neoformans melanizadas e ndo melanizadas
segundo van-Duin et al.( 2004).

3.3 Producéo de capsula

A producdo de cépsula por isolados de C. neoformans melanizados e ndo
melanizados foi induzida em caldo Sabouraud diluido a 1:10 em tampédo é&cido
morfolino propanosulfénico (MOPS) 50 mM, pH 7,3, segundo Zaragoza & Casadevall
(2004). Brevemente, uma suspensdo C. neoformans contendo 5 X 10° UFC/mL foi
inoculada em tubos de ensaio contendo 3 mL de caldo Sabouraud adicionado de MOPS
(meio para formagdo de capsula) e incubados a 37°C por 24 horas. A formagdo da
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capsula, assim como a espessura da parede celular (1000X), foi observada em
microscopio 6tico comum Bino photo Nikon (Model Eclipse E-400) usando a técnica da
tinta da China. Estas estruturas foram fotografadas através da camera fotogréfica
Colpix-NIKON 995, sendo que o tamanho da capsula e da parede celular foram medidas
através do software de morfometria image J NIH. De cada isolado, foi analisado o
tamanho da cépsula e da parede de 30 leveduras de C. neoformans, totalizando 1020
células melanizadas (34 isolados X 30 células) e 1020 células ndo melanizados (34

isolados X 30 células). Assim, foi analisado um total de 2040 células. Na Figura 12

30 célulasfisolado (n=2040) \

Programa de Processamento

encontra-se o procedimento esquematizado

de imagens Image J

Tinta da China
Msolados ol 4
Melanizados 24h www.a8 )
Nio melanizados Camara fotografica (Colpix-NIKON 995)

com microscopio-Bino photo Nikon

(Model Eclipse E-400). 100X 0
&Aeio para formagao de capsula (MFC) - Caldo Sabouraud (1/10) em tampao MOPS (morfolino-propanossulfénico) 50 md

Figura 12. Procedimento para a producdo de capsula de C. neoformans (Zaragoza &
Casadevall 2004) submetidos ou ndo & melanizacéo e medida da espessura da capsula e
parede celular através de morfometria usando o programa image J NIH.

3.4 Avaliacao da atividade de fosfolipase

A determinacdo da atividade de fosfolipase foi realizada segundo a técnica
descrita por Price et al. (1982). Os isolados foram semeados (punctiforme) em placas de
Petri contendo meio de agar fosfolipase acrescido de emulsdo de gema de ovo como
fonte de fosfolipidios e incubados a 35°C por cinco dias. O experimento foi realizado
em triplicata para cada isolado. A atividade da fosfolipase foi caracterizada pela
presenca do halo opaco ao redor da coldnia (zona de precipitacdo), resultante da
formacdo de complexo entre fosfolipidios degradados pela enzima e o célcio presente
no meio, conforme mostrado na figura 13. A atividade enzimatica (Pz) foi medida
através da férmula Dc/Dc+Dcp, onde Dc corresponde ao didmetro da colonia e Dc+Dcp

corresponde ao didmetro da colénia somado a zona de precipitacdo. Os resultados foram
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considerados da seguinte forma: Pz = 1,0 significa auséncia de atividade enzimatica;
0,64 < Pz < 1,0 significa presenca de atividade enzimatica e Pz < 0,64 significa
atividade enzimatica fortemente positiva. Foi utilizada como controle positivo para o

teste uma cepa padrdo Candida albicans ATCC 28367.

ASD + NaCl,
Cacly, leitura
gema de ovo S—

Spl
1X 107 cel ml?

Atividade enzimatica (Pz): proporgéao do diametro da
colénia e o diametro da col6nia + zona de degradacgao do
substrato

Pz =1 (negativo)

0,64 < Pz < 1,0 (positivo)

Pz = 0,64 (fortemente positivo)

Controle: Candida albicans ATCC 28367

Figura 13. Esquema da avaliacdo da producdo de fosfolipase segundo Price et al.
(1982).

3.5 Teste de suscetibilidade in vitro

3.5.1 Determinacdo da concentracédo inibitoria minima (CIM)
A suscetibilidade in vitro de 34 isolados de C. neoformans melanizados e nao

melanizados foi determinada para voriconazol, anfotericina B e para o extrato bruto da
folha da planta Pimenta pseudocaryophyllus (Gomes) L. R. Landrum. Este extrato foi
preparado e gentilmente cedido pelo Prof. Dr. José Realino do Laboratério de
Farmacologia da Faculdade de Farmacia da UFG. O teste de suscetibilidade in vitro
usando a técnica de microdiluicdo em caldo foi realizado de acordo com os documentos
M27-A3 e M27S3 do CLSI (2008) que permite determinar a concentracdo inibitoria
minima (CIM) do antifangico.

Voriconazol (Pfizer International, New York, NY), anfotericina B (Squibb,
USA) e o extrato da planta foram solubilizados em dimetilsulféxido (DMSO). Diluidos
ao dobro em caldo RPMI 1640 (Sigma Chemical Co) sem bicarbonato de sodio

tamponado a pH 7,0 com &cido morfolino-propanossulfénico (MOPS; Sigma Chemical
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Co), de tal modo que as concentracdes variaram de 32 a 0,06 pg/mL para voriconazol e

anfotericina B e de 1024 a 2 pg/mL para o extrato de P. pseudocaryophyllus.

3.5.2 Preparacéo do indculo

A suspensdo dos isolados de C. neoformans foi realizada em solucdo salina
estéril (0,85%), ajustada em espectrofotdbmetro para uma transmitancia de
aproximadamente 85%, em um comprimento de onda de 530 nm, que equivale a
aproximadamente 1 a 5 x 10° UFC/mL. Em seguida, a suspensdo contendo o inéculo foi
diluida a 1:50 e 1:20 em caldo RPMI 1640 de tal modo que se obtivesse uma
concentracéo final de 0,5 a 2,5 x 10° UFC/mL.

3.5.3 Procedimento do teste

Foram utilizadas placas de microtitulacdo contendo 96 pocos, nos quais a cada
poco, foram colocados 100 pL do agente antifingico e 100 pL do in6culo. Controles do
agente antiflngico, do indculo e meio de cultura (RPMI 1640) foram realizados em cada
teste. Todos os ensaios foram realizados em duplicata. A Figura 14 esquematiza a

execucdo do teste de suscetibilidade in vitro.

Controle
200yl de antifungico C@ 100yl de antifingico l /do meio

1[000000000000
amastras: | R R O0000000
. . 2
100yl de inoculo < 0000000000 8 35°C - 72hs
@)
@)
@)

em cada orificio | ;3 0000000000
+ |O0OO0O0O000000
ATCC 22019: Cepa padrio— OO0 000000
00000000000

_—

Controle do antifingico —>

~
100yl de RPMI

Figura 14. Placa de microtitulacdo esquematizando o teste de suscetibilidade in vitro
pelo método de microdiluicdo em caldo.
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3.5.4 Incubacéo e leitura

As placas de microdiluicdo foram incubadas em estufa a 35°C, e a leitura da CIM foi
feita a olho nu apo6s 72 horas. Para voriconazol, a CIM foi considerada como a
concentracdo que apresentou 50% de inibicdo comparada ao controle do indculo e para
anfotericina B e o extrato de P. pseudocaryophyllus, uma inibicdo de total de
crescimento.

3.5.5 Controle de qualidade
Em todos os testes realizados foi incluido Candida parapsilosis ATCC 22019

como controle.

3.5.6 Determinacdo da concentracéo fungicida minima (CFM)

A determinacdo da CFM dos 34 isolados de C. neoformans melanizados e néo
melanizados foi realizada semeando-se 100ul de cada amostras na CIM e duas
concentracdes superiores de voriconazol, anfotericina B e do extrato bruto da planta (P.
pseudocaryophyllus) obtido no teste de suscetibilidade. A leitura foi realizada apds
incubacdo de 72 horas, a 35°C, sendo considerada a CFM a concentragdo onde houve
inibicdo total de crescimento do fungo ou no méximo de até uma colénia (Figura 15).

Todos os testes foram realizados em duplicata.

Figura 15. Determinacdo da concentracdo fungicida minima (CFM) de voriconazol
em meio de agar Sabouraud dextrose. (A)-CIM, (B)-2X CIM, (C)-4X CIM.

3.5.7 Ac¢do de voriconazol, anfotericina B e do extrato de P. pseudocaryophyllus

sobre a capsula e parede celular de C. neoformans melanizados e ndo melanizados
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3.5.7.1 Inoculo

Foram utilizadas seis amostras de C. neoformans melanizados e néo
melanizados. A suspensdo de cada isolado foi realizada em solucdo salina, a uma
concentracdo de 2,2 x 10° cels/mL. Estas células foram contadas em camara de

Neubauer.

3.5.7.2 Preparo dos antifngicos e do extrato da planta
Os farmacos e o extrato da planta foram solubilizados em DMSO e diluidos em
concentracdes equivalentes a 1/2 CIM obtida pela técnica de microdiluicdo em caldo

para cada um destes isolados.

3.5.7.3 Procedimento do teste

Uma aliquota de 0,9 mL da suspenséao fungica de cada isolado foi adicionada a 0,1
mL dos antifingicos e do extrato de planta, obtendo-se uma concentracdo para
anfotericina B e voriconazol de 0,062 pg/mL (1/2 CIM dos antifingicos encontrada
para os seis isolados) e para o extrato da planta de 32 pg/mL (1/2 CIM de P.
pseudocaryophyllus encontrada para os seis isolados).

Esta mistura (supensdo fungica + composto) foi colocada em meio de caldo
Sabouraud dextrose, acrescido de MOPS (50 mM) que favorece a producgédo da capsula.
Apbs incubacdo a 37°C, durante um periodo de 24 horas, as células foram retiradas,
preparadas com tinta da China e visualizadas a microscopia dptica comum com objetiva

de imersao.

3.5.7.4 Controle
Foram usados como controle, isolados melanizados e ndo melanizados sem

adicdo de antifangicos e de extratos.

3.5.7.5 Analise do tamanho da cépsula e da parede

Cépsula e parede de C. neoformans foram fotografadas por cdmera fotogréafica
(Colpix-NIKON 995) acoplada a um microscépio- Bino photo Nikon (Model Eclipse E-
400), usando objetiva de imersdo, sendo que o tamanho da céapsula e da parede foi
medido pelo software de morfometria Image J (NIH). A medida destas estruturas da
célula obtida foi realizada pela analise de 30 células de cada isolado de C. neoformans,

o qual foi analisado estatisticamente usando-se a mediana destes valores.
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A Figura 16 mostra as etapas que foram seguidas para obtencdo das medidas da

capsula e da parede de C. neoformans sob a a¢do de extrato da planta e de antifingicos.

/ Vcz-Amb \
g2z )

30 células/isolado (n=1080)
Programa de Processamento
de imagens Image J

2,2 X108
cels/mL

Tintada China

(06) melanizados

= & P Camara fotografica (Colpix-NIKON 995) com
(06) ndo melanizados p microscépio-Bino photo Nikon (Model Eclipse E-400).

&:ontrole —>sem adigao de antifungicos e de extrato. J

Figura 16. Etapas experimentais para a medida da cépsula e da parede de C.
neoformans sob a acdo de voriconazol (Vcz), anfotericina B (Amb) e extrato de P.
pseudocaryophyllus (Pp) em meio de caldo Sabouraud dextrose (CSD) adicionado de
acido morfolino-propanossulfénico (MOPS).

3.5.7.6 Analise estatistica

A analise estatistica da atividade de antifungicos e da planta sobre o tamanho da
parede e da céapsula de isolados de C. neoformans melanizados e ndo melanizados foi
realizada através dos testes Kruskal-Wallis e Mann—Whitney usando o software Sigma

Stat verséo 3.2. Foi considerado estatisticamente significante valores de p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Melanizacao

Todos os fungos submetidos ao meio minimo com L-DOPA tornaram-se
melanizados entre 0 3° e 5° dia de crescimento, através da mudanca de coloragdo do
meio de cultura contendo col6nias flngicas, que se tornaram escuras. Foi observado que
com o crescimento do fungo havia a producdo de uma cor mais intensa no meio (Figura
17).

Figura 17. Celulas de C. neoformans com cinco dias de cresciemento. (A) Meio
indutor de melanina: meio minimo com L-DOPA. (B) Meio ndo indutor: meio
minimo sem L-DOPA.

4.2 Espessura da capsula e parede

A medida do didmetro da capsula de C. neoformans mostrou variagdo de 1,20 um a
1,90 um para os isolados melanizados e de 2,63 um a 5,12 um para os ndo melanizados
quando cultivados em meio indutor de cépsula. A espessura da capsula de 34 isolados
de C. neoformans mostrou-se maior (p<0,05) em isolados ndo melanizados Ao contrario
do encontrado para a capsula, a medida da espessura da parede celular foi maior
(p<0,05) em isolados melanizados, variando de 0,80 um a 1,09, e de 0,41 um a 0,49 um
para os ndo melanizados quando cultivados em meio de caldo Sabouraud acrescido de
MOPS. A espessura da capsula e parede de células melanizados e ndo melanizados de

C. neoformans é mostrado na Figura 18,
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Melanizados:

espessura

Capsula: 1,20 ym a 1,90 pm
Parede: 0,80 pm a 1,09 pm

Nao Melanizados:

espessura

Capsula: 2,63 ym a 5,12 pm
Parede: 0,41 pm a 0,49 pm

Figura 18. Fotomicrografia da cépsula e da parede celular de C. neoformans
melanizados e ndo melanizados utilizando tinta da China. (Escala= 3um).

A mediana da espessura da capsula foi de 1,52 um para os melanizados e 3,54 um
para 0os ndo melanizados enquanto para a parede a espessura foi de 0,98 um para os
melanizados e de 0,42um para os ndo melanizados (Figura 19). A analise estatistica de
comparacao entre a espessura da capsula e da parede mostrou variacdo estatisticamente
significante entre os isolados melanizados e ndo melanizados (p<0,05).

4 - B8 Melanizados
a5 * 3,54
’ B Nao melanizados
£ 2]
% 2.5 - * p<0,05
7 2
@ 1,52
u% 1,5 -
*
1 0.98
0.5 - 0.42
Capsula Parede

Figura 19. Mediana da espessura da capsula e da parede de isolados de C.
neoformans melanizados e ndo melanizados (n=1020)
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4.3 Avaliacao da atividade de fosfolipase

Todos os isolados de C. neoformans foram capazes de produzir fosfolipase. Os isolados
melanizados demonstraram-se fortemente ativos com valores de P<0,64 em 85,3%,
enqguanto os ndo melanizados esta atividade foi evidenciada em 79,5% das amostras
(Figura 20).

90 - 853 @ C. neoformans
80 - 9.5 melanizados
70 1 O C. nheoformans nao
60 - melanizados

=

@
50 -

g *p<0,05

S 40

o

0 30 b

o
20 -
10 -
0

atividade fortemente positava atividade positiva

Figura 20. Atividade enzimatica dos isolados (%) de C. neoformans melanizados e
ndo melanizados. Atividade fortemente positiva = Pz<0,64 positiva e atividade
positiva =Pz>0,64

4.4 Teste de suscetibilidade in vitro
Os resultados de suscetibilidade aos antifingicos e ao extrato bruto de P.

pseudocaryophyllus foram muito semelhantes entre os isolados de C. neoformans
melanizados e ndo melanizados. A CIM apresentada para os antifungicos foi geralmente
baixa tanto para voriconazol quanto para anfotericina B. A variacdo de CIM para
voriconazol foi de 0,062 a 0,125 pg/mL, enquanto para anfotericina B foi de 0,125-0,5
pug/mL para C. neoformans melanizados e para os ndo melanizados. O extrato da planta
mostrou valores de CIM variando de 64 a 128 pg/mL tanto para os isolados
melanizados como para 0s ndo melanizados.

A anélise da CFM dos antiflngicos e do extrato da planta mostrou valores de 2 a
8 vezes superiores aos encontrados para CIM. No entanto a comparacdo de CFM de
voriconazol e de P. pseudocaryophyllus entre isolados melanizados e ndo melanizados
ndo mostrou diferengas. Com anfotericina B, a CFM para isolados melanizados foi 8

vezes superior a CFM encontrada para os ndo melanizados. As CFMs de anfotericina B
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variaram de 1-4 pg/mL para isolados de C. neoformans melanizados e de 0,125-0,5
pg/mL para os ndo melanizados. Os resultados da variacdo de CIM, da concentragdo
capaz de inibir 50% dos isolados (CIM50), da concentragdo capaz de inibir 90% dos
isolados (CIM90) e a CFM dos antifungicos e do extrato bruto da folha de P.
pseudocaryphyllus para os isolados de C. neoformans, melanizados e ndo melanizados

sdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 2. Concentracdo inibitéria minima e fungicida (ug/mL) de voriconazol,
anfotericina B e extrato bruto da folha de P. pseudocaryophyllus para C. neoformans
melanizados e ndo melanizados.

C. neoformans  Antifangicos Variagdo de CIM  CIMsy ClMgg Variagdo da CFM
Voriconazol 0,062-0,125 0,062 0,125 0,125-0,5
) AnfotericinaB  0,125-0,5 025 05 1-4
Melanizados
P.pseudo- 64-128 64 128 128>512

caryophyllus

N0 Voriconazol 0,062-0.125 0,062 0125 0,125-0,5
Melanizados  apfotericina B 0.125-05 025 05 0.125-05
P.pseudo- 64-128 64 128 128>512

caryophyllus

45 Acdo de voriconazol, anfotericina B e extrato bruto da folha de P.
pseudicaryophyllus na espessura da capsula e parede celular de C. neoformans
melanizados e ndo melanizados.

As medidas realizadas pelas medianas da espessura da cépsula e da parede celular
para seis (6) isolados de C. neoformans melanizados e sies ndo melanizados sofreram
alteracbes com a presenca dos antifungicos e do extrato bruto da planta. Estes
componentes da celula mostraram-se com reducédo da sua espessura quando na presenca
de voriconazol, de anfotericina B e do extrato bruto de P. pseudocaryophyllus quando
comparados com o controle (auséncia dos farmacos ou do extrato da planta)

independente dos isolados serem ou ndo melanizados.
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Os valores de mediana das medidas da capsula e da parede de células de C.
neoformans melanizados e ndo melanizados submetidas & agdo de voriconazol

encontram-se nas Figuras 21 e 22.
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Melanizados Nao melanizados

Figura 21. Mediana da espessura da capsula de isolados de C. neoformans
malanizados e ndo melanizados na presenca de voriconazol (n=180).
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Figura 22. Mediana da espessura da parede de isolados de C. neoformans
melanizados e ndo melanizados na presenga de voriconazol (n=180).
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Quando se realizou a média dos valores da espessura da capsula e da parede de C.
neoformans submetidos & acdo de voriconazol, considerando-se como controle C.
neoformans ndo melanizados, verificou-se uma reducdo de 13,5%, na espessura da
capsula e de 11,3% na espessura da parede devido & agdo de voriconazol. Estes dados
encontram-se na Figura 23.

Bacgadao da melanina
BDacéao do voriconazol

160 - 0% total da espessura da capsula/parede

140 -
120 -
100 -
80 4
60 4

40 -
20 | 50.5] 1527 | 5

14,5 | |11.3

100 1001 | 100

13,5 85.4| | 88,7

espessura da capsula e parede (%)

u L] L] L L L L L

Capsula Parede

Figura 23. Espessura da capsula e parede de C. neoformans melanizados e ndo
melanizados sob a acdo de voriconazol.

A mediana da espessura da capsula e da parede celular de células de C. neoformans
melanizados e ndo melanizados submetidas a acdo de anfotericina B encontram-se nas
Figuras 24 e 25.
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Figura 24. Mediana da espessura da capsula de C. neoformans na presenca de
anfotericina B (n=180).
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Figura 25. Mediana da espessura da parede de isolados de C. neoformans
melanizados e ndo melanizados na presenca de anfotericina B (n=180)

Quando se realizou a média dos valores da espessura da capsula e da parede de C.
neoformans submetidos a acdo de anfotericina B, considerando-se como controle C.
neoformans ndo melanizados, verificou-se uma redugdo de 1,9%, no tamanho da
capsula e de 3,3% na espessura da parede devido a acdo de anfotericina B. Estes dados

mostram encontram-se na Figura 26.
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Figura 26. Espessura da capsula e parede de C. neoformans melanizados e nédo

melanizados sob a acdo de anfotericina B.

Os valores de mediana da espessura da capsula e da parede de células de C.

neoformans melanizados e ndo melanizados submetidas a acdo do extrato bruto da

planta P. pseudocaryophyllus encontram-se nas Figuras 27 e 28.
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Figura 27. Mediana da espessura da capsula de isolados de C. neoformans
melanizados e ndo melanizados na presenca de P. pseudocaryophyllus (n=180).
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Figura 28. Mediana da espessura da parede de isolados de C. neoformans
malanizados e ndo melanizados na presenca de P. pseudocaryophyllus (n=180).

Quando se realizou a média dos valores espessura da capsula e da parede de C.
neoformans submetidos a acdo do extrato da planta de P. pseudocaryophyllus,
considerando-se como controle C. neoformans ndo melanizados, verificou-se uma
reducdo de 13 %, no tamanho da cépsula e de 12,5% na espessura da parede devido a

acdo da planta. Estes dados encontram-se na Figura 29.
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Figura 29. Espessura da capsula e parede de C. neoformans melanizados e ndo
melanizados sob a acdo de extrato da folha de P. pseudocaryophyllus.

A figura 30 mostra a espessura da capsula e parede dos isolados melanizados

(DOPA+) e ndo melanizados (DOPA-) submetidos ao tratamento de voriconazol,

anfotericina B, e extrato bruto da planta P. pseudocaryophyllus, e isento de tratamento.

melanizada$S

anfotericina P. pseudeudo-

controle voriconazol B caryophyllus

Figura 30. Fotomicroscopia da espessura da capsula e da parede de isolados de C.
neoformans melanizados e ndo melanizados. Controle (sem farmaco e extrato da
planta), e sob a agédo dos antifungicos voriconazol; anfotericina B e extrato bruto da
folha de P. pseudocaryophyllus. Visualizagdo com tinta da China. (Escala 4um).
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5 DISCUSSAO

A coloragdo escura observada por todos os isolados de C. neoformans em meio
contendo L-DOPA, verificado neste trabalho mostrou que estes microrganismos foram
capazes atraves da atividade de fenol-oxidase de produzir a melanina. A producdo de
melanina por muitas espécies fungicas, incluindo C. neoformans constitui um papel de
grande importancia na viruléncia destes microrganismos (Nosanchuk & Casadevall
2003). A camada de melanina é capaz de proteger o microrganismo contra acoes
ambientais desfavoraveis a ele e favorece o desenvolvimento do fungo, pois auxilia no
transporte de sais e de outros constituintes através da célula (Mandal et al. 2007).
Isolados de C. neoformans que ndo apresentam atividade fenol-oxidase s&o em maioria
das vezes ndo virulentos para camundongos, como Vverificado em trabalhos
experimentais (Kwon-Chung et al. 1992; Ngamskulrungroj & Meyer 2009). O
neurotropismo de C. neoformans provavelmente esta associado com a capacidade do
fungo de converter catecolaminas em melanina (Garcia-Rivera et al. 2005). Maior
resisténcia a determinados antifingicos como anfotericina B e caspofungina pode ser
atribuida a presenca deste composto na parede celular de C. neoformans (Casadevall et
al. 2000; Ikeda et al. 2003).

Medida da espessura da parede com uma mediana de 0,98 um como observada
nos isolados de C. neoformans melanizados e de 0,42 pm para os isolados néo
melanizados verificado neste estudo mostraram gque a camada de melanina formada no
meio de L-DOPA foi capaz de influenciar o tamanho deste componente celular.
Resultados semelhantes foram encontrados por Mandal et al. (2007) ao verificarem
através de microscopia eletrbnica, que a espessura da parede de células de C.
neoformans melanizadas mostrva-se aproximadamente duas vezes maior do que as de
células ndo submetidas a melanizacdo. Estes resultados podem ser explicados, pois ja
que a melanina se deposita na parede da célula, é 6bvio que a espessura desta estrutura
seja diretamente proporcional a quantidade de melanina.

A formacéo da capsula, estrutura essencial para a viruléncia de C. neoformans e
que lhe atribui uma aparéncia distinta, aumenta de tamanho no hospedeiro durante o
processo de infeccdo, mostrando a associacdo desta estrutura com a patogenicidade
deste microrganismo (Steenbergen et al. 2003; Doering 2009). As celulas melanizadas
de C. neoformans neste trabalho mostraram uma mediana da espessura da capsula de

1,52 um de didametro enquanto as ndo melanizadas apresentaram a capsula com
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espessura bastante superior com uma mediana de 3,54 um. Similarmente aos resultados
encontrados neste estudo, Kwon-Chung et al. (1982), observaram que cepas com
deficiéncia de pigmento formavam cépsulas maiores. A intensidade da melanina que se
estabelece na parede celular do fungo, € menor nos isolados altamente capsulados
devido ao efeito protetor do material capsular.

A secrecdo de exoenzimas como a fosfolipase, considerada de grande valor
relacionado a viruléncia dos microrganismos, pois facilita a sua penetragdo no
organismo hospedeiro foi observada para todos os isolados de C. neoformans estudados
em nosso trabalho. Vidotto et al. (1997), foram os primeiros pesquisadores a
verificarem a producdo da fosfolipase por C. neoformans quando, 22 dos 23 agentes de
criptococose produziram esta enzima com atividade enzimatica (Pz) variando entre 0,27
e 0,49. A correlacdo entre atividade enzimatica e outros fatores de viruléncia tem sido
estudada por diferentes pesquisadores, sendo que Vidotto et al. 1997 mostraram que
havia uma forte correlacdo de producdo da fosfolipase e o tamanho da cépsula de
isolados de C. neoformans. Neste trabalho verificou-se uma correlagdo positiva entre
isolados melanizados e uma alta producdo de fosfolipase. A atividade enzimatica
fortmente positiva (Pz) < 0,64 ocorreu em 85,3%, dos isolados melanizados e 79,5% em
ndo melanizados.

Determinados fatores de viruléncia podem interferir na eficadcia dos
medicamentos usados na terapia das infec¢bes fungicas, sendo que a melanizacdo
parece afetar significativamente a atividade de antifungicos importantes, disponiveis no
mercado como anfotericina B e caspofungina (van Duin et al. 2002; lkeda et al. 2003).
Segundo van Duin et al. (2002), H. capsulatum e C. neoformans quando melanizados
sdo significativamente protegidos dos efeitos fungicida de anfotericina B e
caspofungina.

Embora os resultados apresentados tenham mostrado similaridade com relacéo a
CIM de anfotericina B, voriconazol e do extrato da planta P. pseudocaryophyllus
encontrada para fungos melanizados e ndo melanizados isso ndo ocorreu quando se
verificou a CFM de anfotericina B para estes isolados. A CFM deste antifungico para
isolados melanizados foi até de oito vezes maior do que para isolados ndo melanizados.
Semelhante aos resultados deste trabalho, lkeda et al. (2003), observaram que a CIM de
anfotericina B e fluconazol, ndo foram alterados pela melanizacdo, poréem, células
viaveis foram encontradas somente entre células melanizadas de C. neoformans. van-

Duin et al. (2002), demonstraram que ndo houve diferencas de CIM de anfotericina B e



47

caspofungina entre células de C. neoformans e de H. capsulatum melanizados ou nao,
mas estes antifingicos mostravam maior atividade fungicida entre os isolados ndo
melanizados.

A reducdo de atividade de anfotericina B em células melanizadas pode inferir
que a melanina seja capaz de atenuar a eficacia deste farmaco contra C. neoformans. O
mecanismo pelo qual anfotericina B atua, ndo é totalmente conhecido, mas pode ser
sugerido que este farmaco se liga a melanina presente na parede celular do fungo
reduzindo a sua concentracdo (Eisenman et al. 2005). Cryptococcus neoformans
melanizados séo frequentemente encontrados no tecido do hospedeiro (Nosanchuk et al.
2000), o que pode explicar em parte a ineficicia de tratamento com anfotericina B em
determinadas situacdes. Estes resultados sugerem que embora a melanina tenha sido
capaz de proteger o fungo de morte celular (CIM), este componente nédo foi capaz de
inibir o crescimento do fungo sob a acdo de anfotericina B (CFM).

Por outro lado, voriconazol, antifingico capaz de penetrar no tecido cerebral do
hospedeiro ndo mostrou reducdo de atividade (CFM igual em células melanizadas e ndo
melanizadas) para destruicdo das células melanizadas, sugerindo que este antifungico
possa ser mais eficaz no tratamento da criptococose.

A atividade in vitro observada neste trabalho para o extrato bruto da folha de P.
pseudocaryophyllus sobre C. neoformans, onde foi verificada inibicdo de crescimento
em concentracOes de 64 ug/mL para alguns isolados, comprova que a planta apresentou
atividade antifungica. As propriedades antifungicas de P. pseudocaryophyllus também
tém sido descritas contra outros microrganismos. O 0leo essencial desta planta inibiu o
crescimento de C. albicans, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus em concentracao inibitéria minima variando de 0,047 a 1,5 pg/
mL (Lima et al. 2006). Atividade antimicrobiana de outras plantas de uso na medicina
popular tem sido observada para C. neoformans. Passos et al. 2002 mostraram que a
cera epicuticular retirada da folha de Caryocar brasiliensis inibiu o crescimento de
91,3% (21/23) dos isolados de C. neoformans em concentragdo < a 250 pg/mL. O 6leo
da folha de Eugenia dysenterica mostrou atividade inibitoria sobre este fungo, em uma
concentragao <250pg/mL (Costa et al. 2000).

A atividade antifngica de P. pseudocaryophyllus ocorre provavelmente devido
a presenca de eugenol, o seu principal constituinte. Em experimentos in vitro plantas
ricas em eugenol apresentaram baixos valores de CIM para dermatofitos e para

leveduras como C. albicans e C. neoformans (Lemos et al. 2005; Silva et al. 2001, Lima
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et al. 2006). Interessante, 0 fato de que a melanizacdo da célula fangica ndo mostrou
interferéncia nos resultados, encontrados neste estudo, de CIM ou de CFM para isolados
de C. neoformans, desta forma, sugere-se que P. pseudocaryophyllus com relagdo a
formacéo de melanina tem a sua atividade semelhante ao de voriconazol.

A sintese de melanina é de grande importancia para a patogenicidade de um
fungo e representa por isto um alvo em potencial para a atuagdo dos antifingicos. O
tamanho da parede e da cépsula de isolados melanizados e ndo melanizados mostraram
valores que foram estatisticamente diferentes nestes dois tipos de células, demonstrado
que os antifungicos e o extrato da planta foram capazes de reduzir a espessura destas
duas estruturas independente da presenca da melanina, mas que a atuagdo foi maior nos
isolados ndo melanizados. Como pode ser verificado pelos resultados obtidos,
voriconazol, em células ndo melanizadas reduziu o tamanho da parede em 14,5%. Em
células melanizadas, embora tenha sido verificado aumento da espessura em 52%
devido a melanizacdo, observou-se que voriconazol foi capaz de reducdo da espessura
da parede em 11,3%. A melanina presente na parede ndo consegue absorver 0s
derivados azolicos e ndo representa, portanto, um efeito protetor contra o antifingico
(van-Duin et al. 2004). A atuacdo na reducdo da espessura da céapsula (13,5%) por
voriconazol como detectado neste estudo pode ocorrer por alteracdo dos lipidios
presentes no microrganismo (Ghannoun et al. 1994). Voriconazol atua sobre a sintese de
ergosterol e é possivel que a inibicdo da sintese deste lipidio faca com que haja déficit
de membrana que interfere com o trafego de vesiculas necessarias para a sintese da
capsula. A sintese da capsula pode ocorrer intracelularmente, sendo que os polimeros de
GXM, seus principais constituintes, sdo armazenados nas vesiculas de Golgi, passando
pela membrana e parede celular para a formacdo desta estrutura onde sdo liberados
(Doering, 2009). van-Duin et al. 2004 verificaram resultados semelhantes na avaliacdo
de espessura da capsula de C. neoformans sob a acdo de voriconazol.

Embora neste trabalho tenha sido observado que a suscetibilidade em destruir a
célula fungica melanizada por anfotericina B tenha sido diminuida pela acdo da
melanina, a atuacdo de anfotericina B na parede foi baixa tanto nas células melanizadas
(3,3%) quanto nas ndao melanizadas (8,8%). Trabalhos realizados com anfotericina B e
fluconazol mostram que estas substancias se ligam a melanina, diminuindo a sua
concentragdo (van-Duin et al 2002; lkeda et al, 2003). Ainda que a melanina tivesse
sido responsavel pela reducdo da capsula em 49,5%, quando analizou-se a atividade da

anfotericina B em células ndo melanizadas verificou-se uma redugdo de 50,4% no
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tamanho da capsula dessas celulas, e uma reducédo de 1,9% devida somente a acdo do
antifungico em células melanizadas. Trabalhos experimentais realizados por Zaragoza et
al. 2005, em murinos mostraram que células de C. neoformans sofreram alteracdes
morfologicas sob a acdo de anfotericina B, observadas pela reducdo da espessura da
capsula. Estes resultados permitem sugerir que além da acdo sobre a formacéo de poro
na membrana permitindo o extravasamento de ion, a anfotericina B pode atuar no
desenvolvimento da cépsula de C. neoformans.

Interessantemente, os resultados encontrados neste trabalho usando a planta P.
pseudocaryophyllus mostraram, assim como aos dos antifingicos, alteracdes
morfoldgicas, verificadas pela reducdo na espessura da cépsula e da parede de C.
neoformans. Como pode ser verificado pelos resultados obtidos, em células ndo
melanizadas o extrato da planta foi capaz de reduzir a espessura da parede em 12%, e
em células melanizadas este percentual foi muito semelhante, ou seja, de 12,5%. A
reducdo de 71,2% na espessura da capsula nos isolados ndo melanizados e de 20,6% nos
melanizados foi maior, do que a observada para isolados sob as mesmas condicdes,
submetidos a acdo de voriconazol e de anfotericina B, pressupondo que 0 mecanismo de
acdo desta planta para inibicdo de crescimento do fungo esteja provavelmente
relacionado com a formacdo da cépsula. Estudos posteriores deverdo ser realizados para
que se possa concluir com maior preciséo os resultados obtidos com relagéo a atividade

desta planta sobre C. neoformans.
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6 CONCLUSOES

1-Todos os isolados de C. neoformans foram capazes de utilizar a fenoloxidase (lacase)
para a producdo de melanina na presenca de L-DOPA, sugerindo que este fenbmeno

pode ocorrer in vivo quando o fungo encontra condi¢6es adequadas.

2- Em isolados de C. neoformans melanizados a espessura da parede foi maior do que
nos ndo melanizados. Como ja se conhece, a parede é responsavel pela deposicdo de

melanina, o que ocorre para os fungos dematiaceos, que se tornam de coloragdo escura.

3-A intensidade de melanina estabelecida na parede celular do fungo foi menor nos
isolados de tamanho capsular mais extenso, proporcionado possivelmente pelo efeito

protetor atribuido a capsula.

4-Embora a atividade enzimatica constitue provavelmente um fator de viruléncia
relacionada aos fungos, a producéo de fosfolipase pelos isolados de C. neoformans nédo
se apresentou correlacionada com a presenca ou ndo de melanina, a qual também é

considerada como tributo de resisténcia do fungo.

5-A presenca de melanina ndo mostrou interferéncia quanto ao comportamento de
resposta de suscetibilidade in vitro (CIM) de antifingicos como voriconazol,
anfotericina B ou da planta P. pseudocaryophyllus nos isolados de C. neoformans.
Entretanto, a analise de CFM mostrou que isolados melanizados necessitavam de maior
quantidade de anfotericina B para destruicdo deste microrganismo, sugerindo que a
melanina depositada na parede celular pode atuar como fator de resisténcia ao

antifungico.

6- Ha& fortes indicacbes de que os antifungicos e o extrato da planta foram capazes de
atuar sobre a parede e a capsula de C. neoformans. Estas estruturas mostraram uma
reducdo de suas espessuras sob a a¢do do voriconazol, anfotericina B e extrato bruto da
folna de P. pseudocaryophyllus, sugerindo que a inibicdo do crescimento de C.

neoformans esteja provavelmente relacionada com a capsula e parede desta levedura.
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7- A reducdo da espessura da capsula de C. neoformans foi maior quando sob a acao de
anfotericina B e do extrato bruto da planta do que quando sob a agédo de voriconazol,
entretanto com relagdo a reducdo da espessura da parede de C. neoformans sob a acéo
de antifangicos e do extrato da planta verificou-se que a atividade de voriconazol e do
extrato bruto da folha de P. pseudocaryophyllus foi maior do que de anfotericina B,
sugerindo que este farmaco esteja mais relacionado a cépsula, enquanto voriconazol

mais a parede celular.
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