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RESUMO

O complexo Cryptococcus neoformans compreende duas espécies, responsaveis por
causar criptococose, sendo a principal manifestacdo a meningoencefalite em
imunocomprometidos. Sua patogenicidade esta relacionada aos fatores de viruléncia. O
tratamento desta enfermidade é dificultado devido aos farmacos apresentarem alta
toxicidade, resisténcia do fungo e pouca eficiéncia terapéutica. Pesquisa com produtos
naturais biologicamente ativos tem demonstrado que os Oleos essenciais (OES)
apresentam importante atividade antifungica. Assim, o presente estudo teve como
objetivo avaliar a eficacia como antiflngico e acdo sobre os fatores de viruléncia em
espécies do complexo C. neoformans dos OEs de Cinamomum cassia (Canela da China)
e Cybopogom flexuosus (Capim lim&o). Por meio da técnica de microdiluicdo em caldo,
0s OEs apresentaram CIM variando entre 8 a 256 pg/ml e CFM de 16 a 512 pg/ml. C.
cassia promoveu uma reducdo de 47,8% no tamanho da cépsula e inibiu a sintese de
melanina em 30% dos isolados. A avaliacdo deste OE sobre da atividade das exoenzimas
fosfolipase, urease e DNAse demonstrou inibicdo em 15%, 30% e 25% dos isolados
avaliados respectivamente. C. flexuosus reduziu o tamanho da capsula em 48,7%, inibiu
a producdo de melanina, urease, fosfolipase e DNAse em 30%, 30%, 25% e 15%
respectivamente. Os dados demonstraram que o0s isolados ndo produziram proteinase e
a atividade hemolitica foi reduzida em 15% para C. cassia e 45% C. flexuosos. Os
resultados enaltecem o potencial desses OEs no tratamento da criptococose assim como
na inibicdo dos fatores de viruléncia. Esses dados sdo promissores, sendo necessario

pesquisas mais aprofundadas para o desenvolvimento de um novo farmaco.
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ABSTRACT

The Cryptococcus neoformans complex comprises two species responsible for causing
cryptococcosis, the main  manifestation  being  meningoencephalitis  in
immunocompromised hosts. Its pathogenicity is related to virulence factors. The
treatment of this disease is difficult because the drugs present high toxicity, resistance of
the fungus and little therapeutic efficiency. Research with biologically active natural
products has shown that essential oils (OEs) have important antifungal activity. Thus, the
present study had as objective to evaluate the antifungal efficacy and action on the
virulence factors in C. neoformans complexes of OEs of Cinamomum cassia (Cinnamon
of China) and Cybopogom flexuosus (Lemon Grass). By means of the microdilution
technique in broth, OEs had MIC ranging from 8 to 256 pg / ml and CFM from 16 to 512
pug / ml. C. cassia promoted a 47.8% reduction in capsule size and inhibited melanin
synthesis in 30% of the isolates. The evaluation of this OE on the activity of exoenzymes
phospholipase, urease and DNAse demonstrated inhibition in 15%, 30% and 25% of the
evaluated isolates respectively. C. flexuosus reduced the size of the capsule by 48.7%,
inhibited the production of melanin, urease, phospholipase and DNAse by 30%, 30%,
25% and 15% respectively. The data demonstrated that the isolates did not produce
proteinase and the hemolytic activity was reduced by 15% for C. cassia and 45% C.
flexuous. The results highlight the potential of these OEs in the treatment of
cryptococcosis as well as the inhibition of virulence factors. These data are promising,
and further research is needed to develop of a new drug.
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1. INTRODUCAO/ REVISAO DE LITERATURA

O complexo Cryptococcus neoformans compreende um grupo de leveduras
patogénicas, apresentando como principal e mais grave manifestacdo clinica processos
infecciosos do sistema nervoso central (SNC), resultando em elevados indices de
mortalidade, principalmente em individuos imunocomprometidos (Chang & Kwon-
Chung 1994; Durski et al. 2013; Meya et al. 2015). Atividade desta levedura no
organismo do hospedeiro provoca alteracbes em consequéncia da acdo de diversos
fatores de viruléncia, que supostamente estdo envolvidos na manutencédo da infeccao e
sd0 0s responsaveis por desencadear a sintomatologia (Buchanan & Murphy 1998).

Atualmente o tratamento das infeccBes é realizado com o uso de alguns
antifungicos, sendo que os principais sdo fluconazol (FLC) e itraconazol do grupo do
azolicos e o poliénico, anfotericina B (AmB) (Severo et al. 2009; Ravikant et al. 2015).
Estes farmacos apresentam mecanismos de acdo especifico no ergosterol, que € o
esterol componente da membrana celular do fungo, causando desequilibrio desta
estrutura e morte celular (Brajtburg et al. 1996; Li et al. 2015). A utilizacdo destes
farmacos causa efeitos colaterais devido a elevada toxicidade e, em consequéncia ao
mal-estar provocado, pode prejudicar a continuidade do tratamento (Saag et al. 2000;
Ellis 2002; Davis et al. 2015). Outro inconveniente relacionado a terapia desta doenca
é 0 aparecimento de resisténcia intrinseca (adquirida) de determinados isolados de C.
neoformans (Ravikant et al. 2015).

Portanto, é necessario a descoberta de novos farmacos, como alternativa, que
propiciem um tratamento eficaz com reducdo dos efeitos colaterais e uma melhor
aceitabilidade pelos pacientes (Saag et al. 2000; Perfect et al. 2010).

A equipe de pesquisadores do Laboratorio de Micologia do Instituto de Patologia
Tropical e Saude Publica da Universidade Federal de Goiads (IPTSP/UFG) tem sido
estimulada a avaliar o potencial antifungico de diversos derivados naturais, tais como
extratos de plantas, tinturas e 6leos essenciais (OEs) (Passos et al. 2002; Souza et al.
2002; Assal et al. 2014).

Alguns destes estudos tem destacados os OEs, por apresentarem relevante
atividade antifingica, inibindo o crescimento de fungos filamentosos e leveduras
(Souza et al. 2003; Lemos et al. 2005).

O presente estudo almeja avaliar a atividade antifingica dos OEs de Cinamomum
cassia e Cybopongom flexuosus em isolados do complexo Cryptococcus neoformans e



sua acdo sobre os fatores de viruléncia produzidos por estas leveduras, como a
producdo da cépsula, melanina e enzimas, para que assim seja possivel abrir novas

perspectivas para o tratamento da criptococose.

1.1 . Complexo Cryptococcus neoformans

Criptocoocse é uma micose de natureza sistémica, causada por fungos do
complexo C. neoformans que compreende duas espécies: Cryptococcus neoformans e

Cryptococcus gattii (Kwon-Chung & Varma 2006).

1.1.1. Taxonomia

O complexo Cryptococcus neoformans por décadas foi agrupado em duas
variedades que incluiam 5 sorotipos: Cryptococcus neoformans var. neoformans
(sorotipos A, D e AD) e Cryptococcus neformans var. gattii (sorotipos B e C) (Ikeda
et al 1982; Kwon-Chung et al. 1992; Lengeler et al. 2001; Xu & Mitchell et al. 2003).
Quando os teleomorfos das duas espécies foram descobertos, classificaram-se no
género Filobasidiella, sendo F. neoformans (sorotipo A e D), e F. bacillispora
(sorotipo B e C), na familia Filobasidieceae, na ordem Filobasidialles no filo
Basidiomycota (Kwon-Chung et al. 1975 & 1976).

A sequir, o uso de ferramentas moleculares classificou as espécies do sorotipo A
como uma variedade separada, C. neoformans var grubii, de espécies de C. neoformans
var. neoformans (sorotipo D), baseado na divergéncia na sequéncia do gene URA5
(Franzot et al. 1999; Kwon-Chung 2002)

A genotipagem de numerosas especies globais de C. neoformans e C. gattii
utilizando reacdo em cadeia da polimerase (PCR), PCR-fingerprinting, com os primers
M13 e (GACA)4 e (GTG)s demonstrou que cada espécie é composta por 4 sub-grupos
geneticamente diversos: C. neoformans VNI a VNIV e C. gattii VGI a VGIV (Meyer
etal. 1993 & 1999; Lin & Heitmam 2006; Kwon-Chung et al. 2014)

A analise do polimorfismo de comprimento de fragmento amplificado (AFLP),
realizada por Boekhout et al (2001), revelaram dois principais agrupamentos
genotipicos, correspondendo as espécies C. neoformans (genotipos AFLP 1 a 3) e C.
gattii (genotipos AFLP 4 a 6).



Baseados em diferencas fenotipicas, genéticas, patogénicas e ecologicas,
atualmente a taxonomia das espécies do complexo C. neoformans/C. gattii foi revisada,
e a classificacdo sugerida esté representada na tabela 1.

Tabela 1. Classificacdo das duas espécies do complexo C. neoformans

C. neoformans Sorotipo Gendtipo
C. neoformans A AFLP1/VNI,
AFLP1A/VNB/VNII e

AFLP1B/VNII

C. deneoformans D AFLP2/VNIV

C. gattii

C. gattii sensu stricto B AFLP4/VGI

C. bacillisporus C AFLP5/VGIII

C. deuterogatii B AFLP6/VGII

C. tetragattii C AFLP7/VGIV

C. decagattii B AFLP10

Hibridas

C. neoformans/C. deneoformans AD AFLP3/VNIII

C. gattii sensu stricto/ BD AFLP8

C. deneoformans

C. gattii sensu stricto/C. neoformans AB AFLP9

Fonte (Bovers 2006 & 2008; Hagen et al. 2015 & 2016).

1.1.2. Aspectos morfologicos e bioldgicos

O complexo C. neoformans é composto de células que apresentam forma esférica
aovoide, medindo aproximadamente 3 a 8 um de didmetro, envolvidas por uma capsula
polissacaridica. Sdo leveduras ndo fermentativas sendo caracterizadas pela habilidade
de assimilar inositol como Unica fonte de carbono, além de produzirem urease
(Casadevall & Perfect 1999; Liu et al 2013).

No cultivo em meios de cultura, com agar Sabourand dextrose (ASD), ap6s 3
dias em temperatura de 25°C a 37°C, a analise macroscopica mostra coldnias de cor
branca a bege, brilhante com textura cremosa mucoide e margem lisa (Reolon et al.
2004). Sao observadas algumas diferencas morfoldgicas, bioldgicas, bioquimicas e
moleculares entre as duas espécies que compdem este complexo (Kwon-Chung et al.
1982).

As espécies do complexo C. neoformans produzem leveduras haploides que se

reproduzem assexuadamente (forma anamorfica) por brotamento em vida parasitaria



ou no meio ambiente, e sexuadamente (forma teleomofica) com formacéo de hifa,
basidio e basidiosporos (Kwon-Chung et al. 1976; Mansour et al. 2011).

No meio ambiente as leveduras do complexo C. neoformans sdo encontradas em
diversos nichos ecoldgicos. C. neoformans possui distribuicdo cosmopolita, sendo
encontrados em locais contaminados com excretas de aves, ricas em fontes de
nitrogénio, ureia e creatinina (Kwon-Chung et al. 1984; Gomes et al. 2010). C. gattii €
encontrado predominantemente em regides tropicais e subtropicais, estando
normalmente associado a arvores e residuos de matéria organica vegetal dispersos no
ambiente. Foi incialmente isolados de Eucalyptus camaldulensis e posteriormente em
arvores tropicais como céssia e ficus (Ellis & Pfeiffer 1990;Lazera et. 1998).

Além da habilidade de assimilar o inositol, as leveduras do complexo C.
neoformanr utiliza duas vias metabolicas, a sintese ou catabolismo para converter o
inositol em &cido hialuronico, utilizando a inositol exogenase ao substituir as manoses
estruturais para a formagdo da capsula polissacaridica, que também auxilia na
viruléncia (Molina et al.1999). Além do inositol, assimilam outros carboidratos como
glicose, maltose, sacarose e galactose (Benham 1955; Bowman & Ahearn 1976; Reolon
et al. 2004). Ambiente de pH alcalino favorece a producdo de amdnia, a partir da
atividade da enzima creatinina deaminase, degradando a creatinina em metidationa e
amonia (Kwon-Chung et al. 1982).

O mecanismo de infeccdo no homem ocorre a partir da inalacdo de leveduras
dessecadas ou de basididsporos dispersos no meio ambiente, que atingirdo as vias
respiratorias e estabelecerdo um processo infeccioso nos pulmdes (Del Poeta &
Casadevall 2012). Em hospedeiros normais, a resposta imune efetiva ocorre através de
macrofagos alveolares ativados, eliminando a maioria das células fungicas inaladas
(Del Poeta & Casadevall 2012). Por outro lado, em hospedeiros imunocomprometidos,
as celulas criptocécicas desenvolvem infeccdo local ou proliferam e disseminam
através da via hematogénica, apresentando um tropismo pelo SNC, onde se adaptam e
causam a meningoencefalite (Severo et al. 2009)

C. neoformans acomete individuos com alteracdo no sistema imunoldgico
celular, principalmente aqueles acometidos com Sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (SIDA), leucemia, linfomas, corticoterapia, diabéticos, sendo considerado
um patogeno oportunista. C. gattii pode acometer hospedeiros humanos, néo levando
em consideracdo a integridade imunolégica dos individuos susceptiveis (Ellis &
Pfeiffer 1990; Mitchell & Perfect 1995).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ellis%20DH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1976940
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Diante das condi¢bes especificas do hospedeiro, o processo de invasdo e
disseminacédo que permite o estabelecimento da infec¢do, pode estar relacionado a um
complexo de mecanismos que envolve adaptagéo e viruléncia apresentados por estes

microrganismos.

1.2. Fatores de viruléncia

As infeccOes fungicas geralmente sdo encontros acidentais no ciclo de vida do
fungo e é provavel que existam muitos fatores que permitam a sua sobrevivéncia e
multiplicagdo no hospedeiro, importantes para sua capacidade patogénica. Estes fatores
sdo estratégias para sobrepor 0 ambiente hostil do hospedeiro e sdo denominados de
fatores de viruléncia.

A presenga de fatores de viruléncia sdo caracteristicas classicas de C. neoformans
e C. gattii, pois estdo vinculados com a patogenicidade e regulados através do controle
genético (Steinbach et al. 2007). Dentre estes fatores, destaca-se a capacidade de
crescimento da levedura em ambiente com temperatura em 37°C, capsula
polissacaridica, producdo da melanina e algumas enzimas, tais como: fosfolipase,

proteinase, urease, hemolisinas e DNAse (Buchanan & Murphy 1998).

1.2.1. Temperatura

O crescimento em elevadas temperaturas é uma das caracteristicas de viruléncia
de C. neoformans, que tem seu crescimento a 37°C associado a uma atmosfera de
aproximadamente 5% de didxido de carbono (CO3) e pH entre 7,3 a 7,4 (kwon-Chung
et al. 2014). Um gene que codifica a subunidade catalitica da calcineurina A, CNAL
esta relacionado a esta caracteristica que permite sobrevivéncia a esta temperatura. A
relagdo do gene CNA1 com a capacidade de crescimento a 37°C foi avaliada em
leveduras com e sem delecdo deste gene, em temperaturas de 24°C, 37°C e 39°C. Ao
analisar a expressdo génica atraves da técnica de PCR na auséncia deste gene, foi
observado que o crescimento das leveduras de C. neoformans sem a presencga gene, foi
abolido em temperaturas elevadas (Odom 1997).

A calcineurina A é uma serina-treonina fosfatase especifica, que é ativada pelo
calcio calmodulina (Ca*) e esta envolvida em resposta ao estresse em leveduras,

apresentando papel fisiolégico importante também nos fungos filamentosos



(Rasmussen et al. 1994; Yoshida et al. 1994). A delecdo do gene que codifica a
subunidade catalitica da calcineurina A em C. neoformans, leva a inibicdo do
crescimento em temperaturas elevadas (Odom 1997).

A calcineurina possui uma proteina efetora (cts1) codificada pelo gene CTS1, que
tem sido relacionada como essencial para a viruléncia desta levedura. Sugere-se que a
associagédo das duas atue na regulagéo do crescimento em 37°C (Steinbach et al. 2007).

Outro gene que favorece o crescimento de C. neoformans ¢ o CNB1, sendo
observado que mutantes sem este gene foram sensiveis a temperatura de 37°C e

avirulentos em modelo animal de meningite criptocécica (Fox et al. 2001).

1.2.2. Céapsula polissacaridica

Uma caracteristica que difere as espécies do complexo C. neoformans, de outras
leveduras de importancia médica é a presenca da capsula polissacaridica (Mitchel &
Perfect 1995; Frases et al. 2008; Kumar et al. 2011). A presenca desta estrutura é
determinante para viruléncia de C. neoformans, favorecendo a sua sobrevivéncia e, que
associada a outros fatores, possibilitando o estabelecimento da infec¢do (Kwon- Chung
1986).

A capsula é formada por mecanismos complexos que utilizam diversas moléculas
com propriedades auto degradantes, que influenciam na constituicdo da sua estrutura
(McFadden 2006). Polimeros de polissacarideos sdo 0s principais componentes, sendo
que a glucuronoxilomanana (GXM) representa em 90% da estrutura e
galactoxilomanana (GalXM) 7% e possui ainda 3% de manoproteinas (MP) (Bose 2003;
Zaragoza 2009). A GXM possui peso molecular variando entre 2000 a 7000 kDa,
enquanto a GalXM aproximadamente 100 kDa (Coenjaerts 2006).

A estrutura GXM é constituida por cadeias a-1,3 manose, B-D-xilopiranosil, 3-D-
glicoronosil e 6-O-acetil, enquanto a GalXM possui a-1,6 galactose ligada a residuos de
B-1,3galactose, a-1,2-manose e a-4,4-xilose (Figura 1) (Cherniak 1994; Janbon 2004).

A diversidade molecular da capsula polissacaridica caracteriza as leveduras do
complexo Cryptococcus neoformans em variedades sorotipicas (Zaragoza 2009) (Figura
1). O sorotipo D apresenta a GXM com uma cadeia p-1,2 ligada a residuos de xilose, 0
sorotipo A duas ligagdes B-1,2 ligada a residuos de xilose e 0s sorotipos B e C possuem
B-1,4 ligada a residuos de xilose e B-1,2-acido glicurénico esta pesente em todos 0s
sorotipos (Klutts 2007).
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Figura 1. Componentes da estrutura da cépsula polissacaridica. GXM-
glicuroxilomanana e GalXM-galactomanana (adaptado de Janbom 2001).

As manoproteinas (MPs) sdo glicoconjugados que usualmente contém 80 a 90%
de manoses, expressas na superficie do fungo e liberada durante o crescimento. Sao
conhecidas duas MPs isoladas de C. neoformans (MP1 e MP2) que séo responsaveis por
induzir uma resposta imunoldgica pelos mondcitos humanos, produzindo fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 12 (1L12) (Pietrella 2005).

A montagem da estrutura capsular é realizada através de produtos sintetizados no
citoplasma celular e ap6s, sdo direcionados para 0 meio extracelular, onde ocorrera a
formacdo da capsula (Figura 2) (McFadden 2006; Rodrigues 2008). Este transporte é
realizado por vesiculas de contedo heterogéneo, contendo inimeras moléculas de
natureza proteica, lipidica e carboidratos que auxiliam na producdo da cépsula
(Rodrigues 2008).



Figura 2. Vesiculas contendo GXM formadas no citoplasma que atravessam a parede

celular para comporem a capsula (adaptado de Doering 2009).

Doering (2009) sugere que a sintese da capsula polissacaridica pode ser realizada
através de subunidades individuais de GXM que sdo geradas e interligam-se, ou pela
formacédo de segmentos de polimero que podem ser gerados, quer na forma madura ou
como um precursor (Figura 3).
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Figura 3. Modelos de sintese da cdpsula polissacaridica no C. neoformans, atraves da
unido de subunidades (a) e via seguimentos de polimeros (b) (Doering 2009).

Quando as leveduras estdo expostas no ambiente, a capsula fornece protecéo a

dessecacdo e/ou contra predadores naturais como nematoides ou amebas e, entre estes



a Acanthamoeba castellanii que é responsavel por fagocitar e matar as espécies C.
neoformans e C. liquenfaciens (Araujo et al. 2012; Almeida et al. 2015).

Em hospedeiros mamiferos, a capsula polissacaridica exerce diversas fungdes
como atividade antifagocitaria e oxidativa contra células da imunidade, além de
favorecer a formacédo de biofilme (Martinez & Casadevall 2006; Araujo et al. 2012;
Almeida et al. 2015).

Ao ser fagocitado C. neoformans libera vesiculas contendo polissacarideos, que
interagem ao redor do fagosoma promovendo uma disfuncao e ocasionando a morte dos
macrofagos. Estes resultados relacionam a capsula como uma agressina intracelular e os
polissacarideos como um componente envolvido na citotoxicidade de macrofagos
(Feldmesser et al. 2000).

A capsula confere protecdo contra espécies oxigénio reativa (ROR), que sdo
importantes moléculas antifungicas produzidas pelos macréfagos durante a fagocitose.
Além disso o0 aumento da capsula também aumenta a sobrevivéncia celular na presenga
de radicais e moléculas antifangicas, como defensinas e AmB (Zaragoza 2009).

O GXM ¢ o principal constituinte da capsula de C. neoformans, sendo também o
constituinte da matriz polimérica extracelular do biofilme. Estudos comprovam que o
polissacarideo capsular é necessario para a formacdo do biofilme (Martinez &
Casdevall 2007). Experimentos de delecdo do gene CAP59, que levam a formacéo de
células acapsulares, perderam a capacidade de desenvolver o biofilme, mesmo com a
adicdo de polissacarideo exdgeno em cultura, ndo foi suficiente para compensar a falta
de producéo capsular na formacéo do biofilme (Martinez & Casdevall 2005).

O organismo do hospedeiro pode induzir algumas mudancas na célula fingica,
especificamente na estrutura da capsula (Charlier 2005). Em estudos das infec¢des
pulmonares primérias foi observado que as leveduras apresentaram alteragdes
estruturais em seu didmetro, que variaram até 100 um, denominadas de células titas.
Essa mudancga morfologica no tamanho das células afeta a patogenicidade do fungo por
diminuir a fagocitose, reduzindo sua dissemina¢do ao SNC, aumentando a resisténcia
ao estresse oxidativo e nitrosativo (Okagaki 2010).

A sintese da capsula é realizada através da expressdo dos genes, apos sinalizagdo
da adenosina monofosfato ciclico (AMPCc), resultante de estimulos externos como pH
acido, presenca de didxido de carbono, carbono, nitrogénio, soro e baixa concentracéo
de ferro (Zaragoza 2009).



A complexidade da estrutura da capsula polissacaridica de C. neoformans e sua
biossintese requer produtos de alguns genes. Estudos genéticos e técnicas bioquimicas
tem sido aplicado para elucidar a via sintética. A tabela 2 mostra os 4 genes relacionados
a producéo da capsula, CAP10, CAP59, CAP60 e CAP64, (Chang & Kwon-Chung 1994;
Chang & Kwon-Chung 1999).

Tabela 2. Caracteristicas dos genes relacionados com a producdo de capsula pelo

complexo Cryptococcus neoformans

Gene  Proteina Localizagéo Funcéo Referéncia
CAP10  caplO Citoplasma Formac&o da capsula (Tefsen et al.
Auxilia a atividade da 2014)
xilosiltransferase
CAP59  cap59 Desconhecida Formacdo da capsula (Garcia-
Secrecdo de componentes  Rivera et al.
incluindo 0 GXM 2004)
CAP60  cap60 Membranas Formacdo da capsula (Janbon 2004)
nuclear e
plasmatica parede
celular
CAP64  cap64 Desconhecida Formac&o da capsula (Chang et al.
1996)

Produtos especificos desses genes CAP na biossintese da capsula ainda ndo estdo
bem estabelecidos, mas todos compartilham homologia com enzimas envolvidas na
biossintese de polissacarideo (glicosiltransferase) e/ou modificacdes. As
glicosiltransferases catalisam a transferéncia de fracdo de monossacarideos de um
doador de agUcar ativado, para um diferente aceptor molecular em ligag&o particular, e
este processo ocorre frequentemente dentro da via reticulo endoplasmatico-Golgi. A
modificagdo dos polissacarideos capsulares também pode ocorrer no citosol e
polissacarideos transportados em vesiculas (Thompson et al. 1999; Rodrigues et al.
2007; Rodrigues et al. 2008; Tefsen et al. 2014).

Os genes CAP10, CAP60 e CAP64 tem sido abordados como genes essenciais para
a manutencdo da viruléncia do fungo, possibilitando a formacgéo e estabilizacdo da
capsula, sendo que a delecdo destes genes resulta em leveduras acapsulares (Chang &
Know Chung 1998). Isoladamente foi observado que ambos os genes CAP59 e CAP64

guando expressos, favorecem a sintese da enzima a-1,3- manosiltrasferase, responsavel
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por atuar na formacdo da estrutura de GXM atraves da organizacdo das ligacdes de
manoses (Chang et al. 1996; Sommer 2003).

Foram identificados seis genes homologos de CAP64, denominados CAS3,
CAS31, CAS32, CAS33, CAS34 e CAS35, no genoma de C. Neoformans, a comparacéao
das sequéncias do gene CAS revelou a presenca de uma regido conservada, que é
essencial para a atividade de diferentes glicosiltransferases (Moyrand et al. 2004). Estes
genes estdo envolvidos no processo de ligacdo e acetilacdo de xilose e 0 CAS1 esta
presente na estruturacdo dos sorotipos capsulares, mediante a adi¢ao de residuos de O-
acetil para a formacdo de GXM (Janbon et al. 2001; Moyrand et al. 2004). Os estudos
demonstraram que estas atividades estdo relacionadas com as proteinas sintetizadas
casl, cas 3, cas 31, cas 32, cas 33, cas 34 e cas 35 (Moyrand et al. 2004).

O gene CXT1, similar ao CAP10, estd envolvido na formacéo da capsula, por
intermédio da sintese da proteina cxtl que é requerida para a adicdo de xilose na
GalGXM (Tefsen et al. 2014).

A atividade de outros genes tem demonstrados importancia na formagéo capsular
e sobrevivéncia da levedura, tais como o MAN1 e USX1. O gene MANL1 ¢ especifico para
a sintese da enzima fosfomanose isomerase, fazendo a ligacdo de manoses para a
formagdo da GXM, e a sua dele¢do resulta em morte da célula fungica (Wills et al.
2001). O gene USX1 esta relacionado com a sintese da enzima UDP-xilose sintetase,
que promove a Xilosilacdo de moléculas de xilose, na estruturacdo de GXM (Moyrand
et al. 2002).

1.2.3. Melanina

A melanina é um polimero de capacidade multifuncional, caracterizado por ser
de coloragéo variavel (preto/ marrom a amarelada), sendo formada pela polimerizagéo
oxidativa de compostos fendlicos e/fou endélicos. E classificada como eumelanina,
formada por polimerizacdo de radicais livres, a feomelanina é derivada de moléculas
de tirosina ou cisteina e alomelanina constituida de derivados livres de azoto (Hamilton
& Gomez 2002). O esquema de biossintese da melanina esta representado na figura 4.

A habilidade de sintetizar este pigmento através da catalise realizada pela lacase
na presenca de substratos fenolicos, como a 3,4-dihidroxifenilanalina (L-DOPA),
dopaquinona, noraepinefrina e epinefrina resulta na formacao de melanina (Casadevall

et al. 2000). A expressao dos genes LAC1 e LAC2 sdo responsaveis pela producdo da
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sintese da enzima lacase, sendo que o LAC1 considerado como principal (Pukkila-
Worley et al. 2005).

L- 3, 4-dihidroxifenilalanina ,
(L-DOPA) Dopagquinona

COOH H

HD s

NH, Pe:tml oxidase "Ha

HO
(Lacase)
o Dopacromo
Co0”
N
o H
i Polimerizacdo
5 g
g £
5 L
HO HO
/y oot \ e
HO ! HO N
-{I H |=‘ H
5 Melanina ¢

Figura 4. Esquema da melanogénese em C. neoformans (adaptado de Williamson et
al. 1998).

A melanina é formada por moléculas com alto peso molecular, carregadas
negativamente, resistentes a corrosdo acida e sensivel a degradacdo por solucgdes
alcalinas fortes. Possui propriedades hidrofébicas, insoliveis em solu¢fes aquosas e
solventes organicos (Casadevall et al. 2000; Uran & Cano 2008). A sua estrutura é
composta por granulos de aproximadamente 40 a 130nm de diametro e distribuidos em
camadas concéntricas, envolvendo aproximadamente 75% da parede celular (Figura 5)
(Eisenman et al. 2005). As particulas de melanina se arranjam formando poros que séo
necessarios para permitir a aquisicao de nutrientes, estando envolvidos no transporte
de substancias, anticorpos, moléculas de glicose e aminoacidos (Mandal et al. 2007).

Segundo Eisenman et al. (2005), utilizando a técnica de ressonancia nuclear
magnética foi identificado a medida de tamanho dos poros entre 10A a 20A de
didametro. A interacdo de moléculas de melanina (granulos) e anticorpos, causam

reducdo no tamanho dos poros para valores menores que 20A. A inabilidade da AmB

12



de penetrar a parede celular é devido ao limite do diametro dos poros, prejudicando a

acdo efetiva contra as células melanizadas.

Parede da célula
melanizada

Capsula

Figura 5. Células de C. neoformans melanizadas visualizadas em tinta da China
(adaptado de Radames et 2017)

A producdo de melanina por células de C. neoformans possui importancia na
protecdo, manutencao da patogenicidade e aumento da viruléncia (Pedroso et al. 2007,
Mandal et al. 2007; Menezes et al. 2011).

Este pigmento auxilia a levedura na protecdo contra fatores ambientais como a
biodegradacdo, acdo de enzimas liticas, exposicdo a radiacdo ultravioleta (UV),
temperaturas extremas, predacdo por microrganismos e acdo de metais pesados (Figura
5) (Butler et al. 2005; Uran & Cano 2008).

Em modelo experimental in vitro, foi descrito que este pigmento proporciona
mecanismo de resisténcia contra as células efetoras de defesa e moléculas oxidantes,

peptideos microbicidas (Casadeval et al. 2000).
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Figura 6. Melanina na parede da célula de C. neoformans forma uma barreira fisica
entre 0 meio exterior e a membrana da célula, protegendo-a de agressdes letais
(adaptado de Nosanchuk & Casadevall 2003).

A producdo de melanina atua de forma imunomoduladora possuindo
propriedades proé e anti-inflamatorias, protegendo a célula fangica dos mecanismos de
acao dos macrofagos, interferindo na via alternativa do complemento. Participam ainda
da imunidade mediada por células, através da diferenciacdo das células T do tipo T2
que é responsavel por mediar as respostas contra as infeccdes causadas por C.
neformans (Mednick 2005).

1.2.4. Producgéao de enzimas

Diferentes enzimas tém sido detectadas em células de C. neoformas, assim como
no sobrenadante de meios de cultura, contendo o fungo. Enzimas como proteases,
lipases e superdxido dismutase sdo associadas com a viruléncia de muitos
microrganismos. No meio ambiente o fungo elabora essas enzimas para obter
nutrientes. Entretanto, quando secretadas durante a infec¢do, podem destruir tecidos,
interferir nos mecanismos de defesas do hospedeiro e contribuir para a viruléncia
(Casadevall & Perfect 1998).

A atividade da fosfolipase e proteinase é considerada importante fator,
relacionado com a atividade patogénica de C. neoformans (Chen et al. 1997; Vidotto
et al. 2000), assim como outras exoenzimas como a Dnase extracelular, hemolisinas
(Luo et al. 2001; Sanchez & Colom 2010) e urease (Olszewski et al 2004).
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1.2.4.1. Fosfolipase

A fosfolipase é formada por um grupo heterogéneo de enzimas, que hidrolisam
uma ou mais ligacdes éster, dos glicerofosfolipideos que sdo 0s maiores componentes
da membrana celular e do surfactante pulmonar (Djordjevic 2010).

A atividade da fosfolipase auxilia 0 microrganismo na obtencéo de nutrientes e,
quando infecta o hospedeiro, causa lesdes teciduais por intermédio da hidrolise de
fosfolipidios da membrana. Dessa forma esta enzima atua interferindo nos mecanismos
de defesa do hospedeiro, assim como contribui para invasao tecidual e disseminacéo
hematogénica do fungo (Casadeval & Perfect 1999; Santangelo et al. 2004)

Estudos relacionados a essa enzima produzida por C. neoformans determinaram
atividade de 5 tipos de fosfolipases: Al, A2, B, Ce D, sendo que a B e C estdo associadas

no desenvolvimento da patogenicidade (Figura 7) (Djordjevic 2010).
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Figura 7. Locais de clivagem da enzima fosfolipase (adaptado Djordjevic 2010).
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Figura 8. Representacao esquematica da formacéo dos principais fatores de viruléncia

por C. neoformans (adaptado de Coelho et al. 2014).
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Segundo Evans et al. (2015) a expressdo do gene PLB1 favorece a sintese da
fosfolipase B (PLB) por C. neoformans, atuando de forma multifuncional em processos
infecciosos localizados no pulméo, onde degrada o principal componente do
surfactante pulmonar, o dipalmitol fosfatidilcolina (DPPC), favorecendo a instalagédo
da doenca (Ganendren et al. 2006).

A fosfolipase C (PLC) é produto da expressdo dos genes PLC1 e PLC2
(Chayakulkeeree et al. 2008), e esta enzima juntamente com o fosfolipidio
fosfatidilinositol (PI), atua na remocéo de grupos polares de Pl ancorados nas proteinas
da membrana e parede celular fangica, que interferem na imunomodulacdo do

hospedeiro (Djordjevic 2010).

1.2.4.2. Proteinase

As proteinases sdo descritas como importantes para a viruléncia de patdgenos
bacterianos e fungicos, tendo sido descrito em isolados clinicos e ambientais de C.
neoformans (Brueske 1986; Casadevall & Perfect et al. 1998; Ruma-Haynes et al. 2000).

A atividade da proteinase esta relacionada com a patogenicidade de C. neoformans
por degradar proteinas, como colageno, elastina, fibrinogénio, imunoglobulinas e fatores
do complemento (Chen et al. 1996), causando danos nos tecidos do hospedeiro
(Salkowski & Balish, 1991) e fornecendo nutrientes ao patégeno (Naglik et al. 2003).
Esta degradacéo dos componentes celulares do hospedeiro pode proteger C. neoformans
da resposta imune, bem como auxiliar as células fangicas a escapar dos fagolisossomos
(Chen et al. 1996).

Dessa forma, a proteinase é considerada um fator determinante para a manutencgéo
da infeccédo e disseminacao fungica no hospedeiro (Chen et al. 1996; Kwon-Chung &
Varma 2006; Junior et al. 2013).

1.2.4.3. Urease

A urease € uma enzima que atua hidrolisando a ureia em amonia e carbamato
com liberacdo de nitrogénio pelo microrganismo (Cox et al. 2000). Em consequéncia
ocorre um aumento de pH do tecido infectado, causando lesdo celular, levando a uma
alteracéo da permeabilidade e transmigracéo tecidual (figura 9) (Rappleye & Goldman
2006; Shi et al. 2010).
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A ureia esta presente no fluido de revestimento epitelial dos pulmdes e a acdo da
urease produzida por C. neoformans, ao converter em amonia, promove inibi¢do da
funcdo imunoldgica, por prejudicar a fungdo fagocitéaria, e causando danos no tecido
pulmonar (Rutherford 2014).
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Figura 9. Papel da enzima urease durante infec¢do flngica nos pulmdes (adaptado de
Rutherford 2014).

A producdo de urease por C. neoformans tem um importante papel na sua
disseminacéo ao SNC causando a menigoencefalite. Esta enzima promove o0 sequestro
de C. neoformans dentro dos microcapilares, que parece ser uma etapa critica para a
disseminacdo. Acredita-se que a producdo de amdnia, em proximidade direta com as
células endoteliais, possa resultar em um aumento na aderéncia do fungo ao endotélio,
através de efeito estritamente mecénico (mudanca na forma do microvaso), ou por uma
inducdo da adesdo de moleculas na superficie das células endoteliais (Olszewsk et al.
2004).

A amdnia promove toxicidade a células endoteliais e/ou afeta astrocitos levando
a abertura da juncdo das células endoteliais e enfraquecendo a integridade da barreira
hematoencefalica. C. neoformans é o primeiro microrganismo reportado a usar a urease
para facilitar sua disseminacdo ao SNC, via sequestro dentro de microvasos. Diante
disso, existe a possibilidade de que a urease possa ser usada por outras espécies de

microrganismos para facilitar sua propagacéo para 0 SNC (Olszewsk et al. 2004).
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1.2.4.4. Hemolisinas

A habilidade de microrganismos patogénicos de adquirir ferro é de fundamental
Importancia na sua sobrevivéncia e na capacidade de estabelecer a infeccdo no
hospedeiro. Uma vez que ndo existe nenhum ferro livre no hospedeiro humano, a
maioria dos agentes patogénicos o adquire de forma indireta, através dos compostos de
ferro comumente disponiveis, como 0 hemoblobina. Para isso, o patdégeno deve possuir
um mecanismo para destruir a fracdo heme, permitindo a extragéo do ferro. As enzimas
que medeiam essa atividade sdo classificadas como hemolisinas. Em humanos, a maior
quantidade do ferro é encontrado intracelularmente na ferritina ou em compostos
contendo heme. Uma pequena quantidade extracelular de ferro é encontrado em
proteinas transportadoras, como a transferrina e lactoferrina (Manns et al 1994; Luo et
al 2001).

A presenca dessas substancias é importante para manutencdo da infeccéo,
principalmente por leveduras de importancia médica, como as espécies do complexo
C. neoformans (Linares et al. 2007). Nas leveduras do género Candida, sugere-se que
as manoproteinas presente na parede celular, estejam relacionadas com a atividade
hemolitica contra as células do hospeiro (Luo et al 2001). O mecanismo utilizado pelos
fungos para aquisicdo do ferro através da hemolise de hemacias ainda é pouco
conhecido (Jung et al 2008).

1.2.45. DNAse

A DNase € produzida por C. neoformans e sua viruléncia esta relacionada a
degradacdo do &cido desoxirribonucleico (DNA), que é secretado por neutrofilos como
parte da resposta imune inata do hospedeiro e fornecendo nucleotiteos (Sanchez &
Colom, 2010). Pesquisa envolvendo varios tipos de leveduras, sugere a correlacdo entre
atividade de urease, e a producdo de DNAse esta relacionada com a viruléncia dos
fungos (Sen et al., 1979). A DNAse pode ser importante em combinagdo com outras
exoenzimas para degradar o DNA de outros microrganismos no microambiente,
especialmente bactéria, facilitando a colonizacdo dos sitios, reduzindo a competicdo
microbiana (Riceto et al. 2015).

A comparacdo da producdo de DNAse entre isolados ambientais e clinicos

demonstram que os ultimos possuem uma maior atividade dessa enzima, sugerindo que
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a DNase pode desempenhar um papel como fator de viruléncia (Sanchez & Colom,
2010).

1.3. Criptococose

A criptococose é uma doenca fungica causada por leveduras do complexo C.
neoformans que caracteriza-se por ser uma das principais causas de
meningite/meningoencefalite fungica com evolucdo grave e fatal em pacientes
imunocomprometidos (Li & Mody 2010).

Apos a inalagdo de leveduras dessecadas ou basidiésporos disperso no ambiente,
0 hospedeiro pode desenvolver quadro assintomatico ou sintomatico (Severo et al.
2009). A infeccdo primordialmente ocorre nos pulmdes ou o fungo pode manter-se
latente, com formac&o de nddulos granulomatosos ou disseminar por via hematogénica

e de alcancar outros tecidos (Figura 10) (Severo et al. 2009).
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Figura 10. Ciclo de infeccéo de Cryptococcus —ambiente e hospedeiro (modificado de
Li & Mody 2010).

O patdgeno pode desenvolver processos inflamatérios em tecidos do SNC,
acompanhado ou ndo de lesdo pulmonar, suprarrenal, rins, 0ssos, pele e entre outros
(Kon et al. 2008).
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A principal complicacédo da doenca ocorre em processo devido ao acometimento
do SNC, causando meningoencefalite, com sinais clinicos de febre, mal-estar, cefaleia,
disturbio visual, confusdo mental, papiloedema, alteracbes de nervos cranianos e
aumento da pressdo do fluido cerebral (Feldmesser et al. 1996; Jarvis & Harrison 2007).

Os individuos que apresentam maior predisposicao para adquirir a doencga sdo
aqueles em tratamento com imunossupressores, imunocomprometidos, especialmente
os individuos portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (Ishii et al. 2015).
Em pacientes com SIDA as manifestacfes cutaneas sdo mais frequentes, podendo
apresentar sintomas de maultiplas lesbes, de forma acneiforme, nodulares,
herpetiniforme, tipo celulite e queloides com presenca de eritema (Nasser & Filho
2011). Pode ser observado comprometimento dos olhos, causando infeccéo da coroide
e endoftalmite, assim como de outros tecidos como a préstata, desenvolvendo prostatite

também podem ser observadas (Subramanian & Mathai 2005).

1.3.1. Diagndéstico

O diagnéstico da criptococose é realizado através do auxilio de exames
laboratoriais, utilizando técnicas como o exame direto (ED), cultura, histopatolégico,
sorologia, diagnostico molecular e exames de imagem.

As amostras bioldgicas utilizadas para o diagnostico sdo: liquido
cefalorraquidiano (LCR), escarro, biopsia de tecidos, lavado brdnquico, sangue,
raspado de lesBes cutaneas, urina, secre¢do prostatica e amostra de medula (Mitchell &
Perfect 1995; Gazzoni et al. 2008).

O exame direto é realizado utilizando a tinta da China ou tinta nanquim que
permite visualizar a capsula polissacaridica de C. neoformans. Este método € mais
acessivel, pois € de baixo custo, com sensibilidade de 80% em casos de meningite
criptococica em pacientes imunocomprometidos com SIDA (Severo et al. 2009; Perfect
2014).

A cultura é realizada em meio de agar Sabouraud dextrose (ASD), para 0
isolamento de espécies do complexo C. neoformans. Apds a incubacédo entre 25°C e
37°C, por 72 horas, se observa o crescimento de coldnias mucoides com coloragéo
creme ou branca. A diferenciacdo entre as duas espécies deste complexo baseia-se na
habilidade do C. gattii em assimilar a glicina, apresentando resisténcia a canavanina

quando submetido em meio canavanina glicina azul de bromotimol (CGB). A cultura
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de LCR para pesquisa de Cryptococcus € positiva em 89% dos pacientes sem infec¢édo
pelo HIV e em 95-100% dos pacientes acometidos por SIDA (Kon et al. 2008).

A partir do exame histopatoldgico é possivel observar microestruturas especificas
de Cryptococcus, através das coloracdes de hematoxilina eosina (HE), coloracao pela
prata Gomori (GMS), mucicarmim de Mayer e Fontana Masson (Gazzoni et al. 2009).

A sorologia é realizada pela a deteccdo de antigeno capsular polissacarideo de
Cryptococcus, através da reacdo de aglutinacdo em latex, pode ser realizada utilizando
LCR e soro, onde a positividade é maior que 90% nos pacientes com SIDA (Kon et al.
2008).

C. neoformans e C. gattii podem ser detectados e identificados a partir de
espécimes clinicos e culturas, baseado em sequéncias especificas de genes. Entre as
principais técnicas de identificacdo estdo a hibridacéo, que foi pioneira na identificacéo
molecular do fungo e no desenvolvimento de sondas especificas para deteccdo de
patdgenos; PCR e outros métodos baseados em PCR, sequenciamento de regifes
gendbmicas especificas, que sdo amplificadas através de PCR sdo Uteis para o
diagnostico da criptococose (Sorrell et al. 1996; Lin & Heitman 2006).

Os exames de imagem como tomografia computadorizada e ressonancia
magnética sdo ideais para visualizacdo de complicacdes, do tipo hidrocefalia ou lesGes
em massa (Subramanian & Mathai 2005).

1.3.2. Tratamento

O tratamento dos pacientes com diagnostico de criptococose deve ser realizado
de acordo com as manifestacdes clinicas. Os farmacos mais utilizados sdo a AmB e 0s
derivados azolicos, como FLC e Itraconazol (Saag et al. 2000).

AmB, com estrutura quimica representada na figura 11, e a anfotericina na forma
lipossomal (constituida do complexo lipidico) sdo os derivados polienos disponiveis
para o tratamento de criptococose (Nooney et al. 2005; Valdés 2005). Estes farmacos
apresentam como mecanismo de acédo, a ligacdo ao ergosterol da membrana celular
fangica, desencadeando a sua despolarizacdo, disruptura, alterando a permeabilidade
com a perda de componentes essenciais para a sobrevivéncia celular (Figura 12)
(Davey et al. 1998; Chen et al. 2015).
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Administracdo deste farmaco é recomendado em situacfes de alta gravidade,
principalmente em casos de comprometimento do SNC, mas é necessario levar em
consideracdo o risco de efeitos colaterais, como nefrotoxicidade (Perfect et al. 2010).
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Figura 11. Estrutura quimica da AmB (adaptado de Roemer & Krysan 2014).
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Figura 12. Mecanismo de a¢do da AmB que se liga ao ergosterol da membrana levando

a formacéo de poros (adaptado de Palacios et al. 2011).

Atividade téxica da AmB tem sido relacionada com a ligacdo deste farmaco com
o colesterol da membrana celular, sendo este o responsavel por manter a estabilidade e
integridade da célula humana, podendo desenvolver toxicidade aguda ou cronica
(Hoeprich 1992).

A nefrotoxicidade é considerada um fator de grave comprometimento nas
terapias antifngicas, devido ao desenvolvimento da insuficiéncia renal que é
considerada de alta gravidade para os pacientes (Deray 2002).

Foi observado que AmB em dispersao coloidal é bem tolerada em administracao
de dose Unica em voluntarios saudaveis. Entretanto, o aumento progressivo da
concentragdo causa 0 aumento da ocorréncia de efeitos colaterais, como vomitos,

nausea, calafrio, taquicardia e febre (Sanders et al. 1991; Filippin & Souza 2006).
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O FLC é um derivado do grupo dos azolicos, com acdo fungistatica, cujo
mecanismo de acdo € promover uma alteracdo da biossintese do ergosterol (figura 13),
através da inibicdo da lanosterol 14-a-demetilase, que é responsavel pela desmetilacéo
oxidativa do lanosterol impedindo a formacdo do ergosterol, desta forma ocorre a
formacéo de uma mebrana celular fungica defeituosa prejudicando a sua sobrevivéncia

(Figura 14) (Nooney et al. 2005; Giavini & Menegola 2010; Ferreira et al. 2013).
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Figura 13. Estrutura quimica do FLC (adaptado de Roemer & Krysan 2014).

A utilizacdo deste farmaco apresenta algumas limitaces, como a pouca
eficiéncia contra fungos filamentosos, resisténcia natural em Candida Krusei e

resisténcia adquirida contra espécies de Candida e C. neoformans (Fica 2004).
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Figura 14. Mecanismo de ac¢do do FLC na membrana celular (adaptado de Palacios et
al. 2011).

A prescrigdo do FLC é recomendavel para paciente na fase inicial da infeccéo,
especificamente quando as manifestacdes clinicas estdo localizadas a nivel pulmonar
(Santos et al. 2014). Este farmaco é considerado de baixa toxicidade (Fica 2004), sendo
que os principais efeitos adversos estdo envolvidos com a intolerancia gastrointestinal,
hepatotoxicidade e hipersensibilidade (Martinez 2006). Este farmaco tem sido
administrado como profilatico no controle de infecgdes fangicas (Logu et al. 2005) e,
como consequéncia, o risco dos isolados adquirirem resisténcia, contribuindo para

insucesso do tratamento.
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Jacobson et al. (1994) relataram toxicidade em paciente com SIDA e
criptococose, quando submetido a terapia oral com FLC 400mg por 3 semanas,
observando o desenvolvimento de hepatoxicidade com fibrose hepética e obito.

1.3.3. Resisténcia aos antifungicos

A falha no tratamento da criptococose pode ocorrer, e esta relacionada com
diversos fatores como as doencas subjacentes, intolerdncia aos farmacos,
comprometimento da farmacocinética do medicamento e a resisténcia priméria ou
secundaria de C. neoformans aos antifungicos (Perfect & Cox 1999).

A resisténcia primaria do microrganismo é caracterizada por desenvolver de
forma natural, sem que haja exposicdo aos farmacos, e a secundaria acontece de forma
adquirida, ocorrendo mediante a exposi¢do ao antifingico ou dependente de alteracdes
genéticas (Kanafani & Perfect 2008). A utilizacdo indiscriminada e prolongada dos
medicamentos antifungicos tem contribuido também no desenvolvimento de casos de
resisténcia (Bicanic et al. 2006).

A resisténcia ao FLC pode estar associada com a mutacdo do gene ERG11
(Sanglard 2002) e segundo Posteraro et al. (2003) o gene CNAFr1 também tem relacdo
com a resisténcia aos farmacos azois.

A interferéncia no sistema de transporte do farmaco, pode proporcionar
resisténcia multipla aos farmacos (MDR), podendo haver envolvimento com a
superfamilia ABC transportadora (proteinas de membrana), codificada pelo gene CDR,
influenciando no mecanismo de resisténcia (Perea & Patterson 2002). A alta
concentracdo intracelular de azois, que ao interagir com as moléculas enzimaticas,
induz a substituicdo de aminoacidos da composicao das enzimas, alterando sua fungéo.
Isto resulta em prejuizo do mecanismo de efluxo do farmaco, propiciando a diminuigéo
da afinidade aos derivados azdlicos (Perea & Patterson 2002).

AlteracGes no ERG3 ou ERG6 estdo envolvidas na resisténcia a AmB, pois este
gene possui fungdo na biossintese do ergosterol e sua expressdo esta relacionada ao
acumulo de outros esterdis na membrana fangica. Os isolados de Cryptococcus
resistentes a este polieno tém um teor de ergosterol relativamente baixo, em comparacéao
com os isolados susceptiveis (Dick et al. 1980; Peman et al. 2009; Vandeputte et al.

2012) Segundo Kelly et al. (1994) a resisténcia de AmB pode ocorrer também devido a
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mutacdo do gene ERG2, que leva a algumas alteracdes na enzima esterol isomerase, que
esta envolvida no processo da biossintese de esterais.

Pedroso et al. (2006), ao avaliar a suscetibilidade de 16 isolados de C. neoformans
var. neoformans, 17 C. albidus, 14 C. laurentii e 3 C. uniguttulatus, a AmB
demonstraram que os isolados de C. neoformans e C. laurentii apresentaram MIC de 2
pg/ml, considerados cepas resistentes.

Neste cenario torna importante a busca de alternativas para o sucesso na terapia

da criptococose, e as plantas se apresentam como grande potencial.

1.4. Produtos naturais

A utilizacdo de plantas com fins medicinal tem apresentando grande importancia
médica, principalmente no continente Sul Americano, como no auxilio na assisténcia
basica de salde, mesmo que muitas vezes nao tenha comprovacao cientifica (Pessini et
al. 2003).

A avaliacdo do potencial antimicrobiano de substancias presentes em extratos e
OEs de plantas, tem evidenciado a importancia dos derivados naturais como
antifungico (Negri et al 2014).

A atividade antimicrobiana do extrato de folhas e 6leo essencial (OE) de Pimenta
pseudocaryophyllus foi avaliada em isolados de Candida por Assal et al. (2014),
utilizando a técnica de microdiluicdo. Os resultados de concentracdo inibitéria minima
(CIM) variaram de 64 a 256 pg/ml e concentracdo fungicida minima (CFM) de 256 a
> 1024 pg/ml, demonstrando possuir atividade antifungica sobre essas leveduras.

Extrato bruto etandlico, fracdo acetato de etila, cera apicuticular e 6leo de
améndoas de Caryocar brazilienses, demonstraram atividade antifingica in vitro em
19 isolados C. neoformans e 4 C. gattii, sendo que 89,5% apresentaram CIM igual ou
menor de 1000pg/ml. A cera em concentracdo correspondente 15,6ug/ml e 250ug/ml
inibiu 42,1% e 73,7% do isolados respectivamente (Passos et al. 2002).

Souza et al. (2002) avaliaram a susceptibilidade antifungica in vitro dos extratos
etanolicos de Eugenia uniflora e Hyptis ovalifolia em isolados clinicos de dermatofitos.
O extrato de H. ovalifolia inibiu o crescimento de M. canis em CIM entre 15,6 a
250ug/ml, para M. gypseum variou de 62,5 a 1000ug/ml, T. rubrum 62,5 a 250ug/ml e

T. mentagrophytes com 250 a 1000 pg/ml. E. uniflora demonstrou valores de CIM de
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500 a 1000 pg/ml para M. canis, M. gypseum e T. mentagrophytes, enquanto para T.
rubrum a CIM foi 500 pg/ml.

A atividade antifungica do OE de folhas da Ocimum gratissimum foi avaliada em
25 isolados de C. neoformans e os resultados obtidos demonstraram que a concentracao
de 125ug/ml inibiu o crescimento de 8% dos isolados (Lemos et al. 2005)

Muito pouco se tem descrito sobre a acdo de produtos de plantas sobre fatores de
viruléncia dos fungos. Na literatura sé ha dados relacionados a resultados de extratos
de plantas sobre a formacao de biofilmes em espécies de Candida. Extratos de Malva
sylvestris, Myracrodruon urundeuva e Psidium guajava foram avaliados quanto a sua
capacidade de inibir a formacao de biofilmes por isolados de C. albicans, C. tropicalis,
C. stelatoidea, C. krusei e demonstraram que todas as 3 espécies de plantas inibiram de
forma significativa a formacéo de biolfimes (Alves et al. 2009).

Dentre os derivados naturais das plantas, os OEs demonstram significante acéo
antifungica, tornando-se uma possivel solucdo para problemas de resisténcia e efeitos
colaterais, podendo ser empregado em associagdo com os farmacos convencionais,
afim de reduzir a dose administrada (Shin & Lin 2004).

1.4.1. Oleos essenciais

Os OEs sao naturalmente formandos a partir do metabolismo secundario das
plantas, constituido por compostos volateis, possui odor forte e apresenta varias
funcdes bioldgicas, inclusive na defesa contra microrganismos, como bactérias, fungos
e virus. S8o utilizados devido a suas propriedades medicinais como analgésico,
sedativos, anti-inflamatdrio, antiespasmaodico, anestésico e antimicrobiano (Bakkali et
al. 2008). As substancias derivadas do metabolismo secundario apresentam
caracteristicas farmacologicas devido a presenca de compostos fitoquimicos,
classificados funcionalmente em grupos, como os terpenos, fendlicos e compostos
contendo nitrogénio (Castillo et al 2012).

Vale-Silva et al. (2010) avaliaram o OE de Thymus viciosoi sobre a espécie C.
neoformans e em algumas leveduras do género Candida que foram inibidos em CIM
de 0,8 pg/mL e 0,32 pg/mL respectivamente, demonstrando a atividade antiflngica
deste 6leo. OE de Lippia sidoides inibiu o crescimento de algumas espécies de Candida
(64 a 256pg/mL) e também promoveu uma reducdo da formacéo da pseudohifa, uma

importante caracteristica de viruléncia desta levedura (Brito et al. 2015).
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As literaturas descrevem que os OEs de C. cassia e C. flexuosus possuem
atividade antifungica em leveduras do género Candida (Kamble 2014) e fungos
filamentos (Shahi et al. 2003) porém ainda ndo existe relatos utilizando leveduras do

género Cryptococcus.

1.4.2. Cinnamomum cassia

O género Cinnamomum apresenta aproximadamente 250 espécies e entre elas,
duas sdo de maior importancia, C. verlum que é cultivada no Srilanka e sul da india e
a C. cassia conhecida como C. aromaticum, cultivada no Vietnam, Indonésia e China
(Figura 15) (Mohandas & Ballal 2011).

C. cassia pertencente a familia da Lauracea, cujo produto comumente utilizado
é a canela. Esta planta € extraida a partir da casca interna da planta e € empregada como
agente antimicrobiano, aromatizante e no preparo de chas (Mohandas & Ballal 2011;
Medagama 2015). Na industria alimenticia seu uso esta relacionado a capacidade de
manter e preservar os alimentos. Na medicina popular s&o conhecidos para o tratamento

de artrite, diarreia e disfungdes gastrointestinais (Medagama & Bandara 2014).

Figura 15. Cinnamomum cassia (Fonte: (a)-www.growsonyou.com e (b)-

www.eridianbotani cals.com).
Os principais componentes do OE C. cassia sdo o eugenol, cinnamaldeido

(aldeido cindmico) e taninos, que sdo 0s responsaveis pelas atividade antioxidante,

antimicrobiana, anti-inflamatoria, antidiabética e antitumoral (Wickenberg et al. 2014).
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Estudos demonstram que o OE desta planta apresenta atividade antimicrobiana,
inibindo o crescimento de bactérias Gram positivas (Staphylococcus aureus), Gram
negativas (Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Proteus vulgaris, Pseudomonas
aeruginosa, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus e Salmonella typhymurium),
fungos filamentosos e leveduras (Ooi et al. 2006).

A atividade antifangica do OE de C. cassia foi demonstrada em 15 isolados de
C. albicans por Almeida et al. (2012). Através da técnica de microdiluicdo seriada,
obteve resultados de CIM de 64pg/ml para a maioria dos isolados, sugerindo

consideravel acdo contra essas leveduras.

1.4.3. Cymbopogon flexuosus

O género Cymbopogon pertence a familia Poaceae e contém 140 espécies
encontradas por todas regides do mundo e na India foram descritas cerca de 45 espécies
(Padalia et al. 2011). E encontrada também em regides de clima tropical e subtropical,
espalhadas pela Asia, Africa e pelas Américas, especificamente em regides de solo
montanhoso, arenosos e em pastagens (Padalia et al. 2011). Espécie C. flexuosus
(Figura 16) é uma planta conhecida popularmente como lemongrass (capim liméo),

lemongrass do leste da India, Malabar e Grama (Paranagama et al. 2003).

Figura 16. Cymbopongon. flexuosus (Fonte: (a)- www.levypreserve.org e (b)-
www.mfrural.com.br).

Paises como a China utilizam as folhas deste vegetal como tempero e na india as
folhas frescas sdo colocadas no ambiente para perfumar (Ganjewala 2009) e para
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combater fungos patogénicos (Shahi et al. 2003). Na medicina tradicional, o cha das
folhas de C. flexuosus é utilizado como calmante (Silva et al. 2010).

Das folhas é possivel extrair o OE, que é constituido de substancias como o citral
representado por 83,9% de sua concentracdo e outras em menor quantidade, o geraniol
e o neral, pertencentes ao grupo dos terpenos (Singh et al. 1989). Este 0leo € altamente
rico em aldeido, devido grande presenca do citral em sua composicdo, sendo este
originado a partir da converséo do geraniol (Akhila 1985).

A atividade antimicotica de OE de C. flexuosus foi observada em estudos
realizados por Pandey et al. 2003, para alguns fungos filamentosos como o
Trichophyton mentagrophytes e Fusarium oxysporum. Esta atividade também foi
demonstrada através da inibicdo do crescimento fungico para algumas espécies como
Alternaria alternata, Penicillum, Aspergillus, Botrytis, Cladosporium, Colletotrichum,
Curvularia, Fusarium, Gloeosporium, Helminthosporium e Rhizopus Phoma (Shahi et
al. 2003).
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2. JUSTIFICATIVA

As infecgBes fungicas tem apresentado importancia no quadro de doencas
causadas por microrganismos que comprometem a qualidade de vida humana,
contribuindo para o aumento dos indices de morbidade e mortalidade.

Entre estas doengas, a criptococose tem demonstrado importancia médica, pois
esta é caracterizada como uma doenca sistémica, oportunista e com elevado indice
letalidade, principalmente quando acomete individuos imunocomprometidos,
especialmente paciente com SIDA, com doengas subjacentes ou submetidos a terapia
imunossupressora (Chen et al. 2008; Srikanta et al. 2014). Estima-se que no mundo
existem aproximadamente 1 milhdo de casos anualmente, e mais de 600000 mortes
causadas pelo agravamento da doenca (Park 2009), em consequéncia aos mecanismos
de viruléncia das espécies do complexo C. neoformans.

O tratamento é realizado com farmacos comercialmente disponiveis, porém a sua
utilizacdo apresenta elevada toxicidade, proporcionando mal-estar nos pacientes,que
associado ao alto custo e desenvolvimento de resisténcia por alguns microrganismos,
compromete a eficacia e a continuidade da terapéutica (Saag et al. 2000)

Na natureza existem espécies de plantas que apresentam propriedades medicinais
e sdo utilizadas pela medicina popular para o tratamento de doencas. A avaliacdo do
potencial antimicrobiano de substancias em extratos e OEs de plantas tem demonstrado
atividade antifungica. Estes compostos apresentam uma baixa toxicidade quando
utilizados em concentracdes adequadas e proporcionam o minimo de efeitos colaterais
(Chao et al. 2000; Sousa et al. 2008). O estudo da atividade antifungica destes OEs,
associado a pesquisa de uma possivel interferéncia sobre a producdo dos fatores de
viruléncia, poderédo fundamentar em alternativa para um tratamento eficaz e com menos
riscos de efeitos colaterais, possibilitando melhor aceitabilidade pelos pacientes.

Diante disso, neste trabalho foi analisado a atividade biolégica dos OEs de C
cassia e C. flexuosus em espécies do complexo C. neoformans, com o objetivo de

avaliar a acéo antifungica e sua ag&o sobre os fatores de viruléncia destes fungos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Avaliar acdo OEs de Cinnamomum cassia e Cymbopogon flexuosus na suscetibilidade
e fatores de viruléncia de isolados do complexo Cryptococcus neoformans.

3.2. Especifico

1. Determinar a suscetibilidade in vitro de isolados do complexo C. neoformans atraves
da determinacdo da CIM, CFM e cinética de crescimento sob a acdo dos OEs de C.

cassia e C. flexuosus.
2. Avaliar a acdo dos OEs de C. cassia e C. flexuosus sobre producdo fatores de

viruléncia como capsula polissacaridica, melanina e enzimas urease, fosfolipase,

proteinase, hemolisinas e DNAse pelos isolados do complexo C. neoformans.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Microrganismos

Os estudos foram realizados utilizando 18 isolados do complexo C. neoformans
de origem clinica, pertencentes a micoteca do Laboratério de Micologia do
IPTSP/UFG. Todos os isolados foram obtidos de liquor de pacientes com SIDA de um
hospital de referéncia, localizado na cidade de Goidnia-Goias (comité de ética
protocolo n® 004/3 - anexo 1). C. neoformans ATCC 90112 e C. gattii ATCC 24065
foram utilizadas como controle. Todas as amostras bioldgicas foram armazenadas em
tubos contendo Caldo Sabouraud Dextrose (CSD) e mantidos a -15°C, até o uso. Os

isolados foram subcultivados em ASD para a realizacdo dos testes.

4.2 Oleos essenciais

Os OEs de C. cassia e C. flexuosus foram adquiridos da empresa Ferquima
IndUstria e Comércio Limitada, Vargem Grande, S&0 Paulo (Anexos 2 e 3). Foram
armazenados na temperatura - 4°C a fim de manter a integridade estrutural e conservar

todos os compostos fitoquimicos.

4.2.1. Processamento dos 6leos essenciais

Os OEs foram solubilizados em dimetilssulfoxido 0,1% (DMSO) e diluidos em
meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) (Sigma, EUA), com glutamina e sem
bicarbonato de sddio, tamponados a pH 7,0 com &cido morfolinopropanossulfénico
(MOPS) (Sigma, EUA). A concentracéo final da solugcdo mée foi de 20000 pg/mL dos

OEs e a solugéo inicial utilizada nos testes foi 2048 pg/mL.

4.3. Antifangicos

Os antifagicos AmB (Squibb, USA) e FLC (Pfizer, USA) foram utilizados para
avaliar a suscetilidade in vitro das amostras do complexo C. neoformans. Foram
preparados de forma a obter concentragdes iniciais de 32 pg/mL e 64 pg/mL para AmB

e FLC respectivamente.
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4.4. In6culo

Os isolados de C. neoformans e C. gattii cultivados por 72 horas em Agar
Sabouraud Dextrose (ASD) foram utilizados para a realizacdo dos testes de
suscetibilidade. Foram diluidas em solugdo salina 0,85%, ajustadas em
espectrofotometro a 530nm e 85% de transmiténcia. Posteriormente foram realizadas
duas diluicdes de 1:50 e 1:20 em meio de RPMI para se obter a concentracdo final de
1-5x10% UFC/mL, correspondente & escala de 0,5 McFarland (CLSI 2008 & 2012). Este
indculo foi utilizado no periodo maximo de 15 minutos em temperatura ambiente,

devido a manutencéo da viabilidade das leveduras.

4.5. Determinagéo da concentracdo inibitéria minima (CIM)

Foi realizado de acordo com os protocolos M27-A2, M27-A3 e M27-S4 do
Clinical Labortory Standard Institute (CLSI) (CLSI 2002; 2008; 2012). Na primeira
coluna das placas de microtitulacdo, contendo 96 pocos, foi distribuido 200 uL do OE
de C. cassia, C. flexuosus, FLC, ou da AmB, de acordo com o ensaio realizado.

A partir da segunda até a 122 colunas foram adicionados 100 pL de caldo RPMI
em cada orificio, e em seguida realizada a diluicdo seriada ao dobro. Do indculo
previamente preparado (item), 100 uL foram colocados em cada orificio. Como controle
foi avaliado o FLC em Candida parapsilosis ATCC 22019 (figura 17). As placas foram
incubadas a 35°C por 72 horas. A leitura dos resultados permitiu a determinacgéo da CIM,
que foi considerada a menor concentracdo capaz de inibir o crescimento visivel da

levedura.
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Figura 17. Placa de microdiluicdo em caldo para avaliar a suscetibilidade in-vitro de

isolados do complexo C.neoformans aos OEs de C.cassia e C.flexuosus.

4.6. Determinagdo da concentracgéo fungicida minima (CFM)

A CFM foi determinada a partir do teste de microdiluicdo em caldo onde se
obteve a CIM. Foram retirados 10 pL de cada pogo contendo o correspondente a CIM,
2XCIM, 4XCIM e semeados em placas de Petri contendo meio de cultura ASD. Apo6s
incubacdo a 35°C por 72 horas, foi realizada a contagem de col6nias formadas (figura
18). A CFM foi considerada a menor concentracdo do OE que inibiu o crescimento
total do fungo, representando a morte de mais de 99% do microrganismo (Logu et al.
2005;Lubian et al. 2010).
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Figura 18. Esquema do ensaio para determinar a CFM de isolados de C. neoformans sob

acao dos OEs de C. cassia e C. flexuosus.

4.7. Cinética de crescimento (Curva de morte)

A avaliacdo da cinética de crescimento se baseia ha contagem das col6nias viaveis
de C. neoformans na presenga do composto e em diversos intervalos de tempo.

Para realizar o ensaio foi utilizado isolados repicados em ASD e incubadas em
temperatura ambiente por 72 horas, a fim de obter leveduras com crescimento recente
e viaveis. O inoculo foi preparado em solucdo salina a 0,85% e ajustando em
transmitancia de 85% por espectrofotometria a 530 nm, correspondendo a 1-5x10°
UFC/mL. Posteriormente foram realizadas diluicbes em CSD para se obter uma
concentragéo de células correspondentes a 1-5x10° UFC/mL (Klepser et al. 1997 &
1998).

Do in6culo preparado, 500pL foi adicionado em 4,5mL da solucéo de OEs de C.
cassia e C. flexuosus diluidos em CSD nas concentracdes correspondentes a %2 CIM,
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CIM, 2XCIM e 4XCIM, resultando em uma concentragdo final de 1-5x10% A
incubacdo foi realizada a 35°C sob agitagdo (200rpm) e nos intervalos de Oh, 2h, 4h,
8h, 16h e 24h foi retirado 10l desses meios e inoculado em placas contendo ASD.
Apdbs 72 horas de incubacéo a 35°C, foi realizado a contagem de UFC/mL (Figura 19).
Utilizou-se como controle negativo o CSD e positivo CSD contendo FLC/AmB
em suas respectivas CIMs. Este ensaio foi realizado em duplicata e a média da
contagem de colbnias de cada diluicdo, nos diferentes tempos, foi inserida em um
gréfico de log por UFC/mL, para a analise dos resultados obtidos (Leite et al. 2007).
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Figura 19. Esquema para avaliar a cinética de crescimento das leveduras de C.

neoformans sob acéo dos OEs de C. cassia e C. flexuosus

4.8. Acao dos OEs sobre os fatores de viruléncia

4.8.1. Producao de capsula de polissacaridica

A producdo da capsula foi realizada a partir da inoculacdo de isolados de C.

neoformans em meio indutor (1,5 g de glicose, 0,5 g peptona, 0,25 g extrato de
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levedura, 0,5 g de &gar e 50 mL de &gua destilada), diluido na proporg¢édo 1:10 de CSD
em tampdo &cido morfolinopropanosulfénico 50mM (MOPS) (Sigma, EUA). A
solucdo de MOPS foi preparada utilizando 2,09 g em 180 mL de &gua destilada, pH 7,3
e esterilizado em membrana de 0,22um (Milipore, EUA). A este meio foi adicionado
OEs de C. cassia e C. flexuosus em concentragdes correspondentes a ¥4 CIM (Zaragoza
& Casadevall, 2004). Neste meio, aum volume de 3mL foi colocado 1 mL de suspenséo
de C. neoformans (1-5x10°% UFC/mL) e incubados em 37C° por 24 h.

Para verificar a acdo dos OEs sobre a producédo de capsula, foi preparado uma
lamina com coloracdo de tinta Nanquim, para medir os diametros total com e sem
capsula das leveduras (100 células). Utilizou-se o microscépio Leica ICC50HD em
objetiva de 400X e as medidas dos diametros foram fornecidas pelo software LAZ EZ
(Leica, EUA). O tamanho da capsula foi calculado a partir da diferenca entre o diametro

total da célula e o das leveduras sem capsula (Figura 20).

ASD
$30om - 85% ransmitincia 1. 410 UFCml
=] e |

Mew indutor de capeuls
1.5x10° UFCimlL -~ OF 14 1M
= =

JLE

Figura 20. Esquema do ensaio para avaliagdo da acdo dos OEs de C. cassia e C.

flexuosus sobre o diametro da capsula de isolados do complexo C. neoformans.

4.8.2. Sintese de Melanina

A avaliagdo da producdo de melanina foi realizada de acordo Paliwal &
Randhawa (1978) utilizando o meio de cultura agar niger (50g de sementes de Guizotia
abyssinica, 1g de glicose, 1g KH2POs, 1g creatinina, 15g de dgar e 1000mL de agua

destilada). A este meio foi adicionados os OEs de C. cassia e C. flexuosus
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correspondentes a CIM. ASD e &gar niger sem OE foram utilizados como controle
negativo e positivo respectivamente.

Uma suspensdo de 1-5x10° dos isolados de C. neoformans/ C. gattii foram
inoculados na superficie do &gar niger (Figura 21) e as placas foram incubadas em
temperatura ambiente pelo periodo de até 7 dias. A leitura realizada pela observacédo

da formacdo de col6nias com pigmentagéo escura, comparados aos controles.

1-5x10° UFC/mL

530nm - 85% transmitancia

1-5x10° UFC/mL  agar Niger + CIM OE

23°C
7 dias

Figura 21. Esquema da avaliagdo da acdo dos OEs de C. cassia e C. flexuosus na

producdo de melanina por isolados do complexo C. neoformans.

4.8.3. Avaliacdo da atividade da fosfolipase
4.8.3.1. Inoculo

O indculo foi preparado segundo método de Budzynska et al. (2014) com
modificagdes. Isolados de C. neoformans e C. gattii foram previamente semeados em
ASD por 72 horas. Em seguida foram subcultivados em RPMI contendo concentragdes
correspondentes a %2 CIM e CIM de cada OE (C. cassia e C. flexuosus) incubados a
37°C por 24 horas. Apos este procedimento, as solugdes foram centrifugadas e lavadas
3 vezes com tampdo salina fosfato (PBS) (8,8 g de NaCl; 0,991 g de Na;HPOQOg4; 0,279
de KH2POy).
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4.8.4. Producao da fosfolipase

A deteccdo da atividade de fosfolipase foi realizada segundo Price et al. (1982)
com modifica¢des. O meio de cultura constituido de 10,0g de peptona, 20,09 de glicose,
53,30g de cloreto de sddio, 0,55g de cloreto de célcio, 20,0g de agar e 1000ml de &gua
destilada foi esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos. Em temperatura
aproximada de 50°C foi adicionado 10% emulsdo de ovo, homogeneizado e
distribuidos em placas de Petri.

Na superficie das placas contendo meio de fosfolipase, foram colocados de forma
equidistantes discos de papel filtro esterilizados e aliquotas de 5ul do inéculo (1-5x108
UFC/mL) foram colocadas nos discos. Controle negativo e positivo foi utilizado
isolados de C. neoformans néo tratados e C. albicans ATCC 90028 foi utilizada como
controle positivo (Figura 22). A leitura foi realizada apds incubagdo por 5 a 7 dias a
temperatura de 37°C, e a formacdo de um halo de precipitacdo ao redor dos discos
indicou atividade de fosfolipase. Foram medidos o diametro da colbnia (Dc) e o
didmetro da col6nia mais o halo de precipitacéo total (Dcp).
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Figura 22. Esquema da avaliagdo da acdo dos OEs de C. cassia e C. flexuosus na

producéo de fosfolipase por isolados do complexo C. neoformans.

Os resultados da atividade da fosfolipase (Pz) foram obtidos através do seguinte
calculo:

Pz = Dc/Dc + Dcp
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Os isolados foram classificados de acordo com resultados dos valores de
atividade da fosfolipase (Pz) onde:
ePz =1 sem atividade
oPz <1 e>0,64 atividade positiva

ePz < 0,64 atividade fortemente positiva

4.8.5. Producéo de Proteinase

Avaliagdo da atividade da proteinase dos isolados foi realizada por meio da
técnica de Ruchel et al. (1982). O meio de albumina bovina, constituido de 11,7 de &gar
Yeast Carbon Base (YCB) (Difco, EUA), 2,0g de albumina bovina (BSA), fracdo V,
(Sigma, EUA), 2,5 mL de complexo de vitaminas Protovit (Bayer, UE) e 100mL de
agua destilada, foi preparado e filtrado em membrana 0,22um. Este meio, mais os OEs
de C. cassia e C. flexuosus nas respectivas CIMs, foram adicionados ao meio base
(18,09 de agar dissolvido em 900ml de agua destilada) esterilizado, resfriado a 50°C e
distribuidos em placas de Petri.

Em cada placa foram distribuidos de forma equidistantes discos de papel de filtro
esterilizados e 5ul do indculo (1-5x108 UFC/mL) foi aplicado em cada disco. Controle
negativo foi realizado com isolados de C. neoformans néo tratados e C. albicans ATCC

90028 foi utilizado como controle positivo (Figura 23).

Nzio protzinzzz + OE CIM
o / [2i0 proteinzsz + OE CI)

TA .l- 11:1.\\\

72 horas
Figura 23. Esquema da avaliagdo da acdo dos OEs de C. cassia e C. flexuosus na

producdo de proteinase por isolados do complexo C. neoformans.

Apds incubacdo a 37°C por 4 dias, a atividade de proteinase (Pz) foi detectada
pela formacao de um halo opaco de precipitacdo ao redor da col6nia. Os halos foram
medidos sendo Dc, o didmetro da colnia e Dcp o diametro total da col6nia e o halo de

precipitacao.
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Pz = Dc/Dc + Dcp

Os isolados foram classificados segundo Price et al. (1982) de acordo com
resultados dos valores de Pz onde:
Pz =1 sem atividade
ePz<1e¢>0,64 atividade positiva

ePz < 0,64 atividade fortemente positiva

4.8.6. Producéo de Urease

A atividade da urease foi avaliado utilizando o agar ureia de Christensen (95%
de 4gar base e 5% de solu¢do de uréia a 40%), de acordo com Gomes et al. (2010). Ao
meio foram adicionados os OEs de C. cassia e C. flexuosus, nas concentracfes
correspondentes a CIM.

A acdo da urease foi avaliada a partir da inocolagdo de 10ul das amostras de C.
neformans em (1-5x108 UFC/mL) na superficie do meio de cultura e incubados por 72
horas a 37°C. Controle negativo foi realizado com isolados de C. albicans ATCC 90028
e C. neoformans ndo tratados e foi utilizado como controle positivo (Figura 24).

A atividade enzimatica foi observada a partir da mudanca pH em consequéncia
da degradacdo da uréia e formacdo de aménia, alcalinizando o meio de cultura,

modificando a cor inicial amarela para rosa pink (Singh et al. 2013).

ASD / Meio vreia d2
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Figura 24. Esquema da avaliacdo da acdo dos OEs de C. cassia e C. flexuosus na

producdo de urease por isolados do complexo C. neoformans.
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4.8.7. Atividade de hemolisinas

A deteccdo da acdo de enzimas hemoliticas dos isolados do complexo C.
neoformans foi realizado segundo a técnica de Luo et al (2001). Cada amostra foi
inoculada na superficie do meio de cultura contendo ASD com 3% de glicose,
adicionado de 7% de sangue de carneiro desfibrilado, pH 5,6 com os OEs de C. cassia
e C. flexuosus nas concentragcdes correspondente a CIM. Para controle positivo foi
utilizado C. albicans ATCC 90028 e Staphylococcus aureus ATCC 11522, e como
controle negativo com S. epidermidis ATCC 14990. A leitura dos resultados foi

realizada apds incubacgéo a 37°C por 48 a 72 horas (Figura 25).

ASD 1-5x10°
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48 2 72 horas
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Figura 25. Esquema da avaliagdo da acdo dos OEs de C. cassia e C. flexuosus na

producéo de hemolisina por isolados do complexo C. neoformans.

A atividade hemolitica foi observada pela presenca de halo de hemdlise ao redor
das coldnias. Halo transparente corresponde a hemolise total ou beta hemolise, a
hemolise parcial leva a formacéo de um halo de coloragéo esverdeado e determina alfa
hemolise e auséncia de halo, gama hemolise. Os halos formados foram medidos e o
fator hemolitico foi calculado utilizando a razéo entre o diametro total da colénia (halo

de hemodlise) e diametro da col6nia.
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Hemolise = Dc/Dc + Dcp

ePz =1 sem atividade
oPz < 1e>0,64 atividade positiva

Pz < 0,64 atividade fortemente positiva

4.8.8. Producéo de Dnase

O meio de DNAse €é usado para detectar a degradacdo do acido
desoxirrubonucleico (DNA), presente no meio de cultura pelo C. neoformans, que
possui esta enzima, a desoxirribonuclease, responsavel pela reagdo. A enzima quebra o
DNA em subunidades compostas de nucleotideos, que € visualizada com 4acido
cloridrico (HCI) que provoca a precipitagdo do DNA polimerizado, tornando o meio
opaco. Uma zona transparente em volta da &rea de crescimento indica a degradacédo do
DNA. Se o isolado ndo produzir DNAse, o HCI reagira com o acido nucleico intacto,
formando um precipitado (Weckman & Catlin et al. 1957; Fusillo & Weiss 1959).

O ensaio para avaliar a producdo de Dnase em isolados de C. neoformans foi
realizada no meio agar Dnase (Merk, Alemanha) (tritona 2%, cloreto de sédio 0,5%,
acido desoxirribonucleico 0,2% e agar 1,5%). O meio de cultura foi hidratado na
proporcdo de 42g/L, conforme indicado pelo fabricante e ap6s a esterilizacdo foi
resfriado e adicionado os OEs na CIM. Foi distribuido 10pL do indculo (1-5x10°) em
discos de papel filtro dispersos de forma equidistante no meio e incubados a 35°C por
7 dias (Figura 26).

Para a leitura dos resultados, uma solucdo de &cido cloridrico (HCI) 1N foi
adicionado, recobrindo a toda superficie do meio e ap6s 1 minuto foi observado a
formacdo de uma zona transparente ao redor da coldnia, indicando reacdo positiva

devido acdo da DNAse.
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Figura 26. Esquema da avaliacdo da acdo dos OEs de C. cassia e C. flexuosus na

producé@o de DNAse por isolados do complexo C. neoformans.

4.8.9. Analise estatistica

Para analise estatistica os dados deste estudo foram processados utilizando o
software Graph Prism 5.01 (San Diego, CA, EUA), expressos em média e desvio
padrdo. Os valores obtidos em cada grupo foram analisados pelos testes de analise de
variancia ANOVA (dados paramétricos), Mann-Whitney (ndo paramétricos) e pés teste

0 Tukey. Foi estabelecido como parametro de resultados significativos o p<0,05.
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5. RESULTADOS
5.1. Determinagédo da CIM e CFM

Para os 20 isolados do complexo C. neoformans, incluindo as cepas C.
neoformans ATCC 90112 e C. gattii ATCC 24065, o OE de C. cassia apresentou
valores de CIMs que variaram entre 8 a 64 pug/mL. Os resultados demonstraram que a
concentracdo de 16pug/ml inibiu 53,8% dos isolados, enquanto a concentracdo de 32
pg/ml exerceu a atividade inibitoria para 69,2% dos isolados.

Para C. gattii a CIM < 16 pg/mL inibiu 66,6% os isolados avaliados e 50% destes
apresentaram CFM de 32 pg/ml do OE de C. cassia. Estes resultados estdo
apresentados na (Tabela 3). De acordo estes dados a CIMso foi de 16 pg/mL e para
ClIMgo foi observado a concentragdo de 32pg/mL.

A avaliagdo da atividade antifingica do OE de C. flexuosus em 13 isolados de C.
neoformans mostrou CIMs entre 64 e 256 pg/mL, onde 53,8% apresentou 16 pg/ml.
As CFMs variaram entre 128 e 512 pug mL, demonstrando que 46,1% dos isolados de
C. neoformans foram inibidos em 256 pug/mL. Para 6 isolados de C. gattii observou-se
CIMs entre 16 e 128 pg/ml, sendo que 66,6% foram inibidos a 128 pg/mL e os dados
obtidos para CFMs mostraram que na concentracdo de 128 pg/mL, ndo se observou
crescimento em 50% dos isolados. Os valores da CIMs foi de 128ug/mL e na ClMgg
foi 256pg/mL.

A susceptibilidade dos 20 isolados avaliados juntamente com C. neoformans
ATCC90112 e C. gattii ATCC24065 submetidos aos antifungicos convencionais,
como FLC, apresentaram valores de CIM entre 1 e 8 ug/mL e a AmB com 0,125a 0,5
pg/ml. Os resultados do controle com C. parapsilosis ATCC 22019 se mostraram

dentro dos valores de referéncia, segundo o protocolo CLSI.

Tabela 3. Porcentagem de isolados de C. neoformans e C. gattii inibidos sobre acéo de

diferentes concentracdes dos OEs de C. cassia e C. flexuosus

C. cassia C. flexuosus
Isolados CIM isolados CFM Isolados CIM isolados CFM
(%) (g/mL) (%) (g/mL) (%) (ug/mL) (%)  (ug/mL)

50 16 55 32 55 128 40 256

35 32 40 64 25 256 35 128

10 64 5 16 15 64 20 512
5 8 o) 16 5 32
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5.2. Cinética de crescimento (Curva de morte)

A avaliacdo da cinética de crescimento para a cepa de C. neoformans ATCC
90112 submetida a acdo do OE de C. cassia, nas concentracfes correspondentes a
2XCIM e 4XCIM, demonstraram que houve uma reducdo do crescimento da levedura
de acordo ao tempo de exposicdo ao Oleo. Observou-se que na concentragdo
correspondente a 4XCIM ndo houve crescimento de colbnias, apos a incubacéo por 24

horas (Figura 27).
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Figura 27. Cinética de crescimento de C. neoformans sob acdo de diferentes
concentracdes do OE de C. cassia

A andlise curva de crescimento das leveduras de C. gattii ATCC 24065 expostas
a acao do OE de C. cassia mostrou que houve uma reducdo na contagem de col6nias
nas concentracfes de 2XCIM e 4XCIM. Néo foi observado crescimento de leveduras
apos 24 horas quando exposta a concentracdo correspondente a 2XCIM e 16 horas a
4XCIM (Figura 28).
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Figura 28. Cinética de crescimento de C. gattii ATCC 24065 ap0s acdo de diferentes
concentragdes do OE de C. cassia.
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A acdo do OE de C. flexuosus sob o crescimento em leveduras de C. neoformans
ATCC 90112 demonstraram que houve uma diminui¢do na contagem de coldnias nas
concentragOes de 2 X CIM e 4 X CIM. Em uma concentragéo correspondente a 2 X
CIM apds 20 h, ndo se observou o crescimento de colénias, 0 mesmo ocorrendo apos
6 horas submetidas a 4 X CIM (Figura 29).
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Figura 29. Cinética de crescimento de C. neoformans sob diversas concentragdes do
OE de C. flexuosus.

Acdo da C. flexuosus sob o crescimento da cepa de C. gattii ATCC 24065
demonstrou que 8 horas de exposicao inibiu o crescimento total na concentracdo de
4XCIM. Quando submetido a concentracdes inferiores, ndo houve inibicdo o

crescimento do fungo (Figura 30).
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Figura 30. Cinética de crescimento de C. gattii sob acdo do OE de C. flexuosus
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5.3. Avaliacao dos fatores de viruléncia sob acdo dos OEs de C. cassia e C.
flexuosus

5.3.1. Cépsula polissacaridica

Os resultados da acdo dos OEs de C. cassia e C. flexuosus na avaliacdo do de
capsula produzida por C. neoformans, demonstraram que na concentracdo de ¥4 CIM, a
média dos diametros foi 5,38 um e 5,29 um respectivamente. No controle positivo
contendo o meio indutor de capsula, o diametro foi 10,30um, no controle negativo, com
CSD foi 4,72um. A acdo dos antifungicos AmB o diametro da cédpsula produzida foi
2,83um e para o FLC 2,93um.

As figuras 31 a 33 mostram as capsulas formadas por C. neoformans expostas a

acdo dos antifungicos, dos OEs das plantas avaliadas e dos antitingicos.

Figura 31. Capsula formada por C. neoformans (L2) em: (a) - meio indutor (controle
positivo) e (b) - CSD (controle negativo) em tinta da nanquim (400X).
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Figura 32. Cépsula formada pelo isolado L2 de C. neoformans ap6s exposi¢do aos:
(@) - OEs de C. cassia e (b) - C. flexuosus (b) em tinta da nanquim (400X).

Figura 33. Cépsula formada pelo isolado L2 de C. neoformans apds exposicao a: (a)

AmB e (b) - FLC (b) em tinta da nanquim (400X).

A meédia dos resultados para didmetro da capsula dos isolados de C. neoformans

apos agdo de ¥4 CIM do OE de C. cassia, demonstrou que os valores variaram de 2,76

a 8,92 um e para C. flexuosus de 3,11 a 7,80 um. A média dos resultados estdo

apresentados na figura 34.
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Diametro (um)

Figura 34. Média dos diametros das capsulas produzidas por isolados do complexo C.

neoformans ap6s acdo dos OEs de C. cassia e C. flexuosus, AmB e FLC. Controle

positivo (meio indutor) e controle negativo (CSD).

A comparacao dos valores obtidos das médias das capsulas de C. neoformans

submetidas a agédo de C. cassia e C. flexuosus, demonstraram que houve uma reducéo

significativa no didmetro em compara¢do com o controle positivo (p<0,0001) (Figura

35).
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Figura 35. Comparagdo dos resultados do didametro da capsula de C. neoformans

expostas aos OEs de C. cassia e C. flexuosus, com o controle positivo (meio indutor)

(*** p<0,0001).
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Os resultados de tamanho da capsula apds a acao dos OEs, em relacao ao controle
positivo (100%), mostraram que houve uma redugdo de 47,8% para C. cassia
(p<0,0001) e 48,7% em C. flexuosus (p<0,0001) (Figura 36).

100 —

Porcentagem

47,8 48,7

Figura 36. Porcentagem de reducdo da capsula dos isolados do complexo C.
neoformans sob acdo dos OEs de C. cassia e C. flexuosus, comparados com o controle
positivo.

Os isolados de C. neoformans ap0s a exposi¢do aos antifingicos comercias FLC
e AmB demonstraram que o tamanho das capsulas sofreu reducdo significativa, ao
comparar com o didametro do controle positivo (p<0,0001) (Figura 37).
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Figura 37. Valores dos diametros das capsulas em isolados do complexo C. neoformans
sob acdo de AmB e FLC.
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5.3.2. Melanina

Os valores obtidos na avaliagdo da producéo de melanina, ap6s exposicéo ao OE
de C. cassia em CIM ndo permitiu que seis isolados realizassem a sintese deste
pigmento. Porém o 6leo de C. flexuosus (CIM) obteve melhores resultados, inibindo a
producdo em 12/20 dos avaliados. Ao observar a acdo da AmB em CIM nao permitiu
11 produzissem. Enquanto o FLC (CIM) somente inibiu a melanina em dois isolados. A
figura 38 mostra os isolados produtores e ndo produtores de melanina em agar (Tabela
4).

Tabela 4. Acdo dos OEs de C. cassia e C. flexuosus na producdo de melanina e urease
por isolados do complexo C. neoformans, ap6s a¢do do OE na CIM

Melanina Urease
C. neoformans/CIM  C.cassia! C.flexuosus? C.cassia?  C. flexuosus?
ug/ml @/2)
L2 (32/128) - - - -
L3 (32/128) - - -
L4 (32/256)
L5 (32/128)
L7 (32/256)
L14 (32/128)
L15 (16/256)
L 18 (16/128) - + -
L21 (16/128)
L23 (16/128)
L24 (16/64)
28 (16/16)
.30 (16/64)
L41 (64/128)
ATCC 90112 (8/64) - + ;
C. gattii
L1 (32/128) - - + +
L9 (32/256) + + + +
L20 (16/128) + - - -
48 (64/256) - - + -
ATCC 24065 (16/128) + + + +
n = 20; CIM (concentracdo inibitoria minima)

1
+
+ +

+ + + + +
1
+ + + +
+ + 4+ + + + + + +

+ + + + + +
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Figura 38. Placas das culturas do isolado L28 em &gar niger apds 7 dias de incubagéo
sob a acdo de 128 ug/mL do OE de C. flexuosus, demonstrando — (a) ndo produtora de
melanina e — (b) cepas controle positivo C. gattii ATCC24065 e negativo C. calbicans
ATCC 90028.

5.3.4. Fosfolipase

Avaliacdo da atividade da fosfolipase foi realizada em 20 isolados de espécies do
complexo C. neoformans, caracterizada pela formagdo de um halo de precipitacéo,
conforme demonstrado na Figura 40.

Para C. neoformans, apés exposicao em diferentes concentracfes do OE de C.
cassia, observou-se que 85 % dos isolados produziram a enzima na concentracdo de
%CIM (positiva). Além disso 5% foram fortemente positivos e 10% ndo houve a
formacao de halos caracteristicos de acéo da fosfolipase. Na CIM os resultados foram
similares aos obtidos na %2 CIM. Os resultados estdo expressos na tabela 5.
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Controle c
P 1/2CIM

Figura 40. Avaliacdo da atividade de fosfolipase com formacao de halos precipitacéo:
(@) —Isolados L1, L2, L3, L4 e L7 sem acdo de OEs; (b) —isolados L1, L2, L3, L4 e C.
gattii ATCC24065 ap6s acdo de 1/2CIM de C. cassiae (c) — L1, L2, L3, L4 e L7 ap6s
a atividade da CIM de C. cassia. Controle positivo C. albicans ATCC90028 (C+).

Tabela 5. Valores de Pz para a avaliagdo de atividade da fosfolipase de C. neoformans
apos exposicdo ao OE de C. cassia.
C. neoformans/CIM pg/ml @2 Controle % CIM CIM

L2 (32/128) 0,75 0,85 0,92
L3 (32/128) 0,70 0,71 0,76
L4 (32/256) 0,73 0,85 0,84
L5 (32/128) 0,55 0,66 0,64
L7 (32/256) 0,89 1,00 1,00
L14 (32/128) 0,75 0,81 0,88
L15 (16/256) 0,71 0,62 0,71
L18 (16/128) 0,66 0,68 0,76
L21 (16/128) 0,78 0,64 0,73
23 (16/128) 0,64 0,64 0,73
L24 (16/64) 0,58 0,73 0,68
L28 (16/16) 0,60 1,00 1,00
L30 (16/64) 0,66 0,80 0,81
L41 (64/128) 0,77 0,82 0,86
ATCC 90112 (8/64) 0,9 0,92 0,91
C. gattii

L1 (32/128) 0,93 0,93 1,00
L9 (32/256) 0,54 0,65 0,65
L.20 (16/128) 0,55 0,70 0,64
L 48 (64/256) 0,85 0,87 0,84
ATCC 24065 (16/128) 0,86 0,86 0,93

n = 20; CIM (concentracdo inibitdria minima)
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A analise da média dos valores de Pz demonstraram que houve uma reducéo
na atividade da enzima fosfolipase nos isolados do complexo C. neoformans

(p=0,0002), expostos a agdo do OE de C. cassia (Figura 41).
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Figura 41. Média dos valores de Pz da atividade de fosfolipase em isolados do

complexo C. neoformans (p=0,0002) sob ac¢do do OE de C. cassia.

Nos experimentos com os isolados expostos a ¥2 CIM ao OE de C. flexuosus,
observamos que 90% dos isolados produziram esta enzima, enquanto 10% ndo
apresentaram atividade da fosfolipase. Considerando a CIM 15% dos isolados

mostraram auséncia de acdo enzimatica. Estes dados estdo representandos na Tabela 6.
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Tabela 6. Atividade da fosfolipase de C. neoformans apo6s exposicdo ao OE de C.

flexuosus.

C. neoformans/CIM pg/ml @ Controle % CIM CIM
L2 (32/128) 0,92 0,92 0,92
L3 (32/128) 0,81 0,80 0,82
L4 (32/256) 0,94 0,95 1,00
LS (32/128) 0,65 0,75 0,66
L7 (32/256) 0,87 1,00 1,00
L14 (32/128) 0,90 0,90 0,90
L15 (16/256) 0,80 0,81 0,90
L18 (16/128) 0,93 0,93 0,93
L21 (16/128) 0,81 0,84 0,93
L23 (16/128) 0,91 0,91 0,91
L24 (16/64) 0,84 0,92 0,93
L.28 (16/16) 0,91 0,93 0,91
L.30 (16/64) 0,55 0,55 0,64
L41 (64/128) 0,60 1,00 1,00
ATCC 90112 (8/64) 0,93 0,92 0,91
C. gattii

L1 (32/128) 0,86 0,86 0,93
L9 (32/256) 0,87 0,87 1,00
L.20 (16/128) 0,93 0,93 1,00
L48 (64/256) 0,90 0,93 0,93
ATCC 24065 (16/128) 0.77 0,82 0,86

n = 20; CIM (concentracdo inibitéria minima)
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A analise da média dos valores de Pz demonstraram que houve uma reducéo
na atividade da enzima fosfolipase pelos isolados de C. neoformans (p=0,0005),

submetidos a a¢do do OE de C. flexuosus (Figura 42).
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Figura 42. Média dos valores de Pz da atividade de fosfolipase de isolados do complexo

C. neoformans (p=0,0005) sob acdo do OE de C. flexuosus.

5.3.3. Urease

Os resultados obtidos na avaliagcdo da producdo de urease demonstraram que 0S
isolados L1, L2, L3, L18, L48 e C. neoformans ATCC 90112 ndo apresentaram a
capacidade de produzir esta enzima quando expostos a CIM do OE de C. cassia (Figura
39). C. flexuosus nesta mesma concentracdo (CIM) também inibiu a producao da urease
em 12/20 isolados avaliados (tabela 4). A andlise dos resultados para AmB, observamos
que todos os isolados foram urease negativo, ao contrario do FLC em que todos foram

positivos.
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C+ C- CIM

Figura 39. Avaliagdo da sintese de urease, isolado L15 sob a¢do da CIM do OE de C.
flexuosus. (C+): C. neoformans ATCC 90112 e (C-): C. albicans ATCC 90065

5.3.5. Proteinase

As andlises dos resultados para avaliar a producéo de proteinase pelos isolados
de C. neoformans mostraram que ndo houve a producao dos halos caracteristicos de
atividade desta enzima. Os resultados de alguns isolados avaliados e dos controles

positivos e negativos estdo na figura 43.

Figura 43. Atividade de proteinase em isolados do complexo C. neoformans L1, L2,
L3, L4; controle positivo C. parapsilosis ATCC 22019/C. albicans ATCC 90028 e
controle negativo C. neoformans 90112/C. gattii 24065.
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5.3.6. Hemolisinas

A analise dos resultados de atividade das hemolisinas mostrou que 3 isolados nao

apresentaram halo indicativo de atividade, quando expostos a CIM do OE de C. cassia

(Figura 44). Os dados estédo demonstrados na tabela 7. Os resultados comparados com

o controle sem o OE, ndo mostraram alteracdes significativas (p<0,2068) (Figura 44).

Tabela 7. Resultados da avaliacdo da producéo de hemolisinas e DNAse em isolados

do complexo C. neoformans, apés acdo do OE de C. cassia.

Hemolisinas DNAse

C. neoformans/CIM pg/ml  Controle CIM  Controle  CIM
L2 (32) 0,63 1 + -
L3 (32 0,55 0,56 + +
L4 (32 0,54 0,58 + -
L5 (32 0,31 0,6 + +
L7 (32 0,5 0,53 + -
L14 (32) 0,38 1 + +
L15 (16) 0,35 0,4 + -
L18 (16) 0,41 0,47 + +
L21 (16) 0,41 0,42 + +
L23 (16) 0,5 0,53 + +
L24 (16) 0,57 0,6 + +
L28 (16) 0,54 0,58 + +
L.30 (16) 0,44 0,5 + +
L41 (64) 0,41 0,58 + +
ATCC 90112 (8) 0,7 0,7 + -
C. gattii

L1 (32) 0,5 1 + +
L9 (32) 0,54 0,56 + +
L.20 (16) 0,4 0,45 + +
L48 (64) 0,42 0,58 + +
ATCC 24065 (16) 0,56 0,6 + +

n = 20; CIM (concentracdo inibitoria minima)
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Figura 44. Avaliacdo da atividade hemolitica em isolados do complexo C. neoformans:
(@) - expostos a CIM do OE de C. cassia, (b) - controle sem OE.

O OE de C. flexuosus inibiu a atividade de hemolisinas em 9 /20 (45%)
isolados avaliados na sua correspondente CIM (tabela 8). Quando comparado com 0s
resultados do controle sem o OE, observamos que houve uma diferenga significativa
(p<0,0001) (Figura 45). Os antifungicos AmB e FLC em CIM ndo demonstraram a
formacéo de halos de hemdlise.
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Figura 45. Atividade hemolitica dos isolados do complexo C. neformans sob acdo da
CIM e 2XCIM dos OEs de C. cassia (p=0,2068) e C. flexuosus (p<0,0001).
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Tabela 8. Producéo de hemolisinas e DNAse por isolados do complexo C. neoformans,

apos acao do OE de C. flexuosus.

Hemolisinas DNAse

C. neoformans/CIM pg/ml  controle CIM  controle CIM
L2 (128) 0,63 1 + +
L3 (128) 0,55 1 + +
L4 (256) 0,54 0,8 + +
L5 (128) 0,31 1 + +
L7 (256) 0,5 0,56 + -
L14 (128) 0,54 0,56 + +
L15 (256) 0,38 1 + +
L18 (128) 0,35 1 + +
L21 (128) 0,41 1 + +
123 (128) 0,41 1 + +
L24 (64) 0,5 0,58 + +
L28 (16) 057 0,63 + +
L30 (64) 0,42 0,63 + +
L41 (128) 0,7 0,71 + +
ATCC 90112 (64) 0,5 1 + +
C. gattii

L1 (128) 0,4 1 + +
L9 (256) 054 0,71 + +
L20 (128) 044 0,66 + +
L48 (256) 041 0,72 + -
ATCC 24065 (128) 0,56 0,59 + -

n = 20; CIM (concentracdo inibitéria minima)
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5.3.7. DNAse

Os resultados da producdo de DNAse demonstraram que esta enzima foi
inibida em 5/20 isolados em presenca do OE de C. cassia e 3/20 para C. flexuosus

correspondendo a 25 e 15% respectivamente (Figura 46).

Figura 46. Producdo de DNAse em isolados do complexo C. neoformans: (a) - Meio
de cultura contendo CIM do OE de C. flexusosus, (b) - Meio de cultura sem o OE
Saphylococcus aureus ATCC14990 (controle postivo) e C. albicans ATCC 90028
(controle negativo). C. neoformans ATCC 90112, C. gattii ATCC 24065.

Os resultados para producdo de DNAse (Tabela 7 e 8), mostraram que o
didametro dos halos formados pelos isolados do complexo C. neoformans variaram de
0,2 a 1mm sob a acdo da CIM do OE de C. cassia, enquanto o controle sem o OE foi
de 0,25 a 0,7mm (p 0,2202). Foi observado que C. flexuosus apresentou diametro
variando de 0 a 1,3 mm para CIM do OE e sem acdo do 6leo foi de 0,25 a 0,7mm
(p=0,0427) (Figura 47). Para os antifiungicos AmB e FLC, ndo houve a formacédo de

halos nas correspondentes CIM avaliadas.
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Figura 47. Média de didmetro dos halos resultante da acdo da DNAse em isolados de

C. neoformans ap0s acédo aos OEs de C. cassia e C. flexuosus.
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6. DISCUSSAO

As infeccBes fungicas, com o decorrer dos anos, se tornaram importante em
relagdo ao comprometimento da qualidade de vida do paciente (Del Poeta & Casadeval
2012). Diante deste contexto, as infec¢Oes causadas por leveduras do complexo C.
neoformans se tornaram uma preocupacao, devido ao desenvolvimento de patologias
graves como a meningite criptococica associada a alta morbidade e mortalidade (Park
et al. 2009; Galisteu et al. 2015; Bielska & May 2016). Estes fungos apresentam
comportamento  oportunista, acometendo  principalmente  os  individuos
imunocomprometidos, especialmente pacientes portadores de HIV e com SIDA. Sendo
o0 diagndstico precoce o tratamento chave para o0 sucesso da sobrevivéncia do paciente
(Srichatrapimuk & Sungkanuparph 2016).

O tratamento da patologia utiliza diversos farmacos, levando em consideracao o
estado evolutivo da infeccdo. O FLC é recomendavel em casos de infec¢do primaria
sem comprometimento do SNC enquanto a AmB pode ser utilizado em situacao de
maior gravidade (Saag et al. 2000). Embora sejam algumas das alternativas atualmente
oferecidas aos pacientes acometidos pela infeccdo causada pelo C. neoformans
(Grossman & Casadevall 2017). A utilizacdo destes farmacos pode proporcionar sérios
riscos a saude, devido a elevada toxicidade (hepatotdéxico e nefrotdxico),
proporcionando mal-estar, resisténcia, além do tempo prologando da terapia, que
resultam na dificuldade em manter a terapéutica (Boulos 1993; Ferreira et al. 2013;
Sloan & Parris 2014; Grossman & Casadevall 2017).

A utilizacdo de produtos naturais para o tratamento de doencas é conhecida ha
algum tempo e a contribuicdo das plantas devido as suas propriedades terapéuticas,
ainda € muito utilizada na medicina popular (Silva & Fernandes 2010). Os OEs de C.
cassia e C. flexuosus avaliados neste trabalho foram selecionados considerando a
relagdo com propriedades antimicrobianas (Melo et al. 2015; Adukwu et al. 2016).

Neste trabalho foi observado atividade antifingica do OE de C. cassia em
isolados das espécies do complexo C. neformans. O OE de C. cassia demonstrou ser
capaz de inibir o crescimento de leveduras como espécies de Candida (Almeida et al.
2012; Kamble et al. 2014) e fungos filamentosos do género Aspergillus (Kocevski et
al. 2013; Pekmezovic et al. 2015), Fusarium, Microsporum e Trichophyton (Ooi et al.
2006).
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A importancia deste trabalho esta relacionada a ser um dos primeiros relatos
sobre atividade antifungica in-vitro do OE de C. cassia em leveduras do complexo C.
neoformans.

A avaliacdo da CIM demonstrou valores menor que 64 pg/mL para os isolados
avaliados, CIMso de 16 pg/mL e ClIMgo com 32 pg/mL, monstrando uma agéo
antifungica do OE de C. cassia em baixas concentragdes. Este 6leo foi avaliado em
outras espécies de leveduras por Almeida et al. (2012), que consideraram como
eficiente agente antifungico, com CIM entre 64 e 128 pg/mL, ao avaliar isolados
clinicos de C. albicans. Kamble (2014) demonstrou CIM de 0,02 a 0,062 pg/mL deste
6leo, para C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis. Em fungos filamentosos a acéo foi
avaliada em A. flavus e A. orizae (Kocevski et al. 2013). Os dados acima mostram que
0 OE de C. cassia apresenta forte poder antifungico frente aos isolados do complexo
C. neoformans.

OE de C. flexuosus em concentragdes menores que 256 pg/mL e 128 pg/mL foi
capaz de inibir o crescimento dos isolados de C. neoformans e C. gattii
respectivamente, com CIMso de 128 pg/mL, confirmando os dados na literatura,
embora raros, que mostram a atividade antifungica sobre fungos filamentosos. Shahi et
al. (2003), observaram que a CIM menor que 0,3pug/mL inibiu o crescimento de
Alternaria alternata, Penicillum italicum, P. implicatum, P. minio-lutem, Aspergillus
flavus, A. fumigatus e A. niger, fungos do meio ambiente. Em outras espécies, como
Cymbopogon citratus, tem sido relatado acdo antifungica em espécies de Candida,
especialmente em C. albicans e C. tropicalis (Silva et al. 2009). Estudos de Oliveira et
al. (2015) avaliaram a agéo do OE de C. winterianus e observaram CIM de 625 pg/mL
para C. albicans. Desta forma, as evidéncias sobre atividade do OE de C. flexuosus
associada com os resultados em outras espécies de Cympobogon, confirmam a
atividade antifungica deste dleo.

A busca por alternativas no tratamento de infec¢des fungicas tem levado a
inimeras pesquisas utilizando produtos naturais com potencial antifungico, entretanto
dificuldades para se obter valores padronizados de CIM, que possam ser utilizados para
classificar a efetividade do composto.

Holetz et al. (2002) pesquisando plantas utilizadas na medicina popular através da
microdiluicdo em caldo, considerou boa atividade os extratos com CIM < 100 pg/mL,
valores entre 100 a 500 pg/mL foram classificados como moderada, entre > 500 a 1000

Hg/mL como atividade fraca e resultados > 1000 pg/mL como inativa. Aligiannis et al.
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(2001) ao avaliarem o OE de Origanum sp classificaram os resultados de CIM < 500
pg/mL como forte atividade, valores entre 600 a 1500 pg/mL como moderada e > 1600
pg/mL como fraca atividade; valores proximos a estes sdo também utilizados por
(Sartoratto et al. 2004). Valores menores sdo critérios considerados por Scorzoni et al
(2007), em que compostos com CIM <256 ug/mL sao relevantes para a pesquisa de
substancias com fins terapéuticos.

Diante disso os resultados de CIM observados por meio dos testes de
susceptibilidade in-vitro dos OEs C. cassia e C. flexusosus, sobre os isolados de C.
neoformans e C. gattii, corroboram com relatos da literatura que mostram propriedade
antimicrobiana dos OEs proveniente de produtos naturais, tornando estes compostos
promissores na busca de novos antifungicos (Kamble 2014; Ojo et al. 2014)

O OE de C. cassia apresentou a sua acdo fungicida em 2 e 4X a CIM, sendo que
65% dos isolados apresentaram CFM em 2XCIM. Os estudos relacionados com este
OE para avaliar CFM sobre as leveduras de Cryptococcus ainda nao foram relatados,
embora outras leveduras, como espécies de Candida, tenham sido avaliadas, como
demostrou Kamble (2014) que avaliou o OE de C. cassia em 75 isolados clinicos de
espécies de Candida, obtendo valores de CIM similares aos de CFM. Crockett et al.
(1992), avaliaram o extrato aquoso de outra espécie de Cinnamomum e observaram
CFM entre 0,39 mg/mL a 0,60 mg/mL em C. albicans isoladas de pacientes com SIDA.
A analise dos resultados deste estudo, comparados com outras pesquisas, confirmam
efeito fungicida em uma concentracdo de 2XCIM para C. cassia sobre espécies de
Cryptococcus.

Pesquisas utilizando o OE de C. flexusous como antifingico ndo sdo relatadas,
dificultando a comparacéo de valores de CFM. Adjou (2017) realizou experimentos
avaliando a acdo do OE de Cymbopogon citratus sobre alguns géneros de fungos
filamentosos como Cladosporium, Penicilium e Fusarium, observando CFM entre 0,15
a 0,25 pl/mL1. Estes resultados sdo menores que os obtidos para C. flexuosus em C.
neoformans e C. gattii, podendo ser explicados por se tratar de fungos filamentosos e
outra espécie do género Cymbopogon.

Bons resultados da cinética de crescimento dos fungos sob a¢do OEs de C. cassia
e C. flexuosus por um periodo de 24 horas de incubagédo foram obtidos, uma vez que se
observou em 2XCIM do OE de C. cassia ndo haver crescimento de coldnias de C. gattii
e, nessa mesma concentragdo de C. flexuosus inibiu o crescimento de C. neoformans.

A atividade fungicida foi executada na concentracdo 4XCIM de ambos os OEs
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avaliados, em 24 e 8 horas para C. neoformans e C. gattii. Além disso 0s ensaios para
avaliacdo da cinética de crescimento para os isolados avaliados, mostraram resultados
distintos que variaram de acordo com OE, sua concentragdo e tempo exposi¢cdo do
fungo. Na CIM de ambos OEs, houve crescimento de col6nias durante todo periodo de
exposicédo caracterizando assim, acdo fungistatica nesta concentracao. Estes resultados
ndo encontram dados comparativos, uma vez ndo ha na literatura relatos descrevendo
a acao destes OEs em leveduras do complexo C. neoformans, nem mesmo em outras
leveduras assim como em fungos filamentosos.

Os resultados obtidos nos testes de susceptibilidade nos encorajaram a avaliar o
efeito desses OEs sobre os fatores de viruléncia.

A cépsula polissacaridica € uma estrutura de C. neoformans, relacionada com a
viruléncia desta levedura, responsavel por proporcionar protecdo contra fagocitose, acao
oxidativa das células de defesa, defensinas e alterar a susceptibilidade a antifngico
(Zaragoza 2009; Almeida et al. 2015). Portanto, a descoberta de produtos naturais que
atuem na reducdo do tamanho da cépsula é extremamente importante, uma vez que pode
diminuir a sua viruléncia (Cardoso et al. 2016).

Os OEs de C. cassia e C. flexuosus proporcionaram uma diminuicdo significativa
no tamanho da cépsula polissacaridica (p<0,0001), comparado com o controle positivo,
que contém o meio que favorece a formacdo desta estrutura. Para C. cassia houve uma
reducdo de 48,65% no tamanho da estrutura e para C. flexuosus foi 47,8%. Segundo
Jabom et al. (2001), um mecanismo que poderia explicar essa alteracdo na espessura
da cépsula, pode estar relacionada com as diferentes proteinas envolvidas em sua
biossintese.

Esses resultados corroboram com relatos prévios de pesquisas com o extrato de
Pimenta pseudocaryophyllus, que foi analisado por Fernandes et al. (2012) sobre
isolados de C. neoformans exposto em CIM (64mg/L), demonstrando uma reducédo do
volume capsular de 61,9% a 42,83% em leveduras do complexo C. neoformans. A
diminuicdo do tamanho da cépsula foi também confirmada para o0 OE de Ocimum
basilicum sobre isolados de C.neoformans, com reducdo da cépsula de 16,94%
(Cardoso et al. 2016).

Analisando a acdo de alguns antifungicos convencionais, como a AmB e FLC,
evidenciamos que a exposi¢do em concentracdes subinibitdrias sobre leveduras de C.
neoformans, reduziu a formagdo da capsula polissacaridica em 74,1% e 76,4%,
respectivamente. Nosanchuk et al. (1999), sugerem que AmB e FLC podem alterar a
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estrutura capsular e demonstraram que a diferenca no tamanho é acompanhada pela
mudanca da carga elétrica da membrana celular, volume das células e quantidade de
polissacarideos.

A melanina é um fator de viruléncia do C. neoformans responsavel pela protecéo
contra células de defesa, moléculas oxidantes e resisténcia a farmacos como a AmB
(Casadeval et al. 2000).

Os ensaios para avaliacdo de producgdo de melanina mostraram que 30% dos
isolados do complexo C. neoformans ndo produziram este pigmento sob acéo da CIM
de C. cassia, enquanto na mesma concentracdo do OE de C. flexuosus ndo houve a
sintese de melanina em 60% dos isolados avaliados.

A producédo de melanina tem sido avaliada em presenca de antiflingicos como o
voriconazol que na CIM (0,5 pg/mL) inibiu a sua sintese em isolados de C. neoformans
(Martinez et al. 2007). A AmB na concentracdo de 2 pg/mL foi avaliada através de
teste de disco difusdo, onde se observou a formacao de halos de inibi¢do do pigmento
(Dalisay et al. 2011). Segundo Chou et al. (2013) o OE de C. cassia e seu principal
fitoquimico o cinamaldeido, ndo somente reduziram o conteudo de melanina e
atividade antirosinase, como também regularam a expressdo da tirosinase, sem exibir
citotoxicidade.

Estes dados séo importantes uma vez que a melanina interfere em numerosos
mecanismos de defesa do hospedeiro, como por exemplo a inibicao de producdo podera
contribuir para que ocorra uma alteracdo nos efeitos imunomoduladrios sobre a
resposta do hospedeiro, como inibicdo de fagocitose, supressdo da imunidade por
celulas, tolerancia imunogénica, resisténcia a antifingicos como AmB, caspofungina e
levando assim a uma diminuicdo da viruléncia do microrganismo (Dalisay et al. 2011).

A producéo e atividade da fosfolipase esta envolvida na capacidade de causar
danos ao tecido do hospedeiro através da degradagdo dos fosfolipedio da membrana
celular, além de favorecer a invasdo e disseminagdo do fungo e interferir nos
mecanismos de defesa do hospedeiro (Santangelo et al. 2004).

Os dados para atividade da fosfolipase em isolados do complexo C. neoformans
apos acdo do OE de C. cassia mostrou que nas concentragdes avaliadas (¥2 CIM e CIM)
houve gque 25% dos isolados apresentaram diminuicdo da atividade desta enzima, sendo
que 5% néo produziu. Para C. flexuosus observamos que 10% e 25% dos isolados ndo
produziram fosfolipase em concentracGes correspondentes a %2 CIM e CIM,

respectivamente.
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Quando comparados ao controle, observamos o OE de C. flexuosus diminuiu a
significativamente a producéo de fosfolipase entre os isolados avaliados (p=0,0046).

A importéncia da fosfolipase como fator de viruléncia é determinado pelo fato
que a maioria dos isolados apresentam atividade desta enzima. Em 16 amostras clinicas
de espécies do complexo Cryptococcus onde todos os isolados de C. neoformans e C.
gattii apresentaram resultados de Pz variando de 0,59 e 0,90 (positivos) (Pessoa et al.
2012). Chen et al. (1997) realizaram um estudo com 50 isolados de Cryptococcus
verificando que todos eram produtores da enzima e com aumento no tamanho dos halos
caracteristicos, de acordo ao tempo de exposi¢cdo ao meio de cultura. Vidotto et al.
(1996) analisaram 23 amostras de paciente com SIDA e conseguiram observar que
95,6% das leveduras de C. neoformans, apresentavam atividade desta enzima com Pz
entre 0,271 a 0,949. Analises realizadas por Campos & Baroni (2010) caracterizou 166
isolados de origem veterinaria, como positivos com resultados de atividade de Pz entre
0,40 a 0,70. Estes estudos reforcam e demonstram a importancia dos dados desse
trabalho sobre a producdo desta enzima, uma vez que o OE de C. flexuosus inibiu a
producdo da fosfolipase em 25% dos isolados. A inibicdo desse importante fator
viruléncia dificulta a capacidade das espécies do complexo C. neoformans de invadir e
estabelecer a infec¢do no hospedeiro.

Vaérios resultados sdo observados na literatura mostrando que as espécies de
Cryptococcus produtores ou ndo desta enzima. Segundo Staib (1965) nenhum dos 32
isolados do género Cryptococcus produziram esta enzima, Chan & Tay (2010) em 73
isolados clinicos, evidenciaram que a maioria (90,4%) mostraram positividade a
enzima e Campos & Baroni (2010) mostraram que a maioria de 116 isolados de C.
neoformans, C. gattii e C. laurentii, de origem veterinaria, apresentaram atividade
fortemente positiva. A producdo de proteinase em isolados de C. neoformans e C. gattii
na presenca dos OEs, ndo foi detectada pela metodologia utilizada neste trabalho. C.
neoformas tem baixa atividade proteolitica, mas possuem papel importante na
patogenicidade por sua capacidade de causar danos tecidual, favorecer a sobrevivéncia
do patdgeno e inibir proteinas do sistema imunoldgico do hospedeiro (Chen et al.
1996).

A capacidade de promover a sobrevivéncia nas células de defesa do hospedeiro
e favorecer a disseminacdo ao SNC sdo as principais caracteristicas de viruléncia
relacionadas a producdo da enzima uréase dos fungos do complexo C. neoformans

(Olszewsk et al. 2004; Rutherford 2014). Estudos em amostras de origem animal,
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clinico e ambiental, confirmam a producéo da urease pelos isolados de C. neoformans
avaliados (Reolon et al. 2004; Junior et al. 2013). Esses dados tornam os resultados do
nosso trabalho relevante, uma vez que os OEs de C. cassia e C. flexuosus na CIM,
inibiram a producdo desta enzima em 40% e 30% dos isolados respectivamente. Esta
inibicdo poderia estar relacionada com a presenca dos principais componentes dos OEs,
entre eles do cinamaldeido descrito como capaz de inibir a producdo de urease na
bactéria Proteus mirabilis (Anyanwu & Okoye 2017).

A acdo de enzimas hemoliticas das leveduras do complexo C. neoformans tem
funcdo de causar danos nas hemacias com o objetivo de liberar as moléculas de ferro
para que sejam utilizadas pelas leveduras (Jung et al. 2008).

As analises dos resultados do controle mostram que a producéo de hemolisinas é
comum nas espécies do complexo C. neoformans. A exposicdo de C. neoformans e C.
gattii a0 OE de C. cassia, em concentracdo correspondente a CIM, promoveu uma
inibicdo da atividade da hemolisina em 15% dos isolados. Enquanto para C. flexuosus
observou-se que 45% dos isolados ndo apresentaram atividade e 20% apresentou
diminuicdo na intensidade da atividade hemolitica. O padrdo de hemolise observado
nestes isolados foi de destruicédo parcial, provavelmente devido ao fator alfa hemolitico
gerado pelas col6nias de Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii. E pequeno
0 conhecimento sobre a atividade hemolitica exibida por especies de Cryptococcus,
assim como, a natureza do fator alfa hemolitico é pouco compreendido. As hemolisinas
sdo conhecidas como fator chave de viruléncia que comtribui para a patogenese de
infeccdes bacterianas causadas por Staphylococcus e Streptococcus (Luo et al. 2001).

A enzima DNAse de Cryptococcus neoformans pode participar da virulencia do
fungo por degradar o DNA do hospedeiro, suprindo o fungo com nucleotideos
(Casadevall & Perfect 1998) A relacdo da atividade extracelular da DNAse como fator
de virulencia ndo esta bem esclarecido e, hipoteses sugerem que a DNase atue na
sobrevivencia do fungo por promover a evasao do sistema imunoldgico, prevenindo a
morte da levedura pelo neutréfilo (Riceto et al. 2015).

Os resultados do controle positivo no teste confirmam que as espécies de
Cryptococcus produzem DNAse. Sdnchez e Colom (2010) analisaram a producgéo desta
enzima em 85 amostras do complexo C. neoformans e identificaram que todos os
isolados de origem clinica, ambiental e veterinaria mostraram atividade da DNAse. Esta
enzima também é produzida por outras leveduras como do género Candida (Riceto et
al. 2015) e por dermatdfitos como, Trichophyton mentagrophytes, T. rubrum,
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Microsporum canis e M. gypseum (Sharifzadeh et al. 2016). O OE de C. cassiaem CIM
inibiu a acdo da DNAse em 25% dos isolados de complexo de Cryptococcus neoformans
avalidos, demonstrado pela auséncia de zona de degrada¢do do DNA no meio de cultura.
Para C. flexusous a pesquisa desta enzima foi negativa em 15% dos isolados. Estes
resultados mostraram a capacidade que estes OEs possuem de inibir a degradacdo do
DNA, um interessante atributo que deve ser considerado no estudo de patogenicidade
deste género.

O estimulo para a realizacdo deste trabalho foram as dificuldades relacionadas a
limitada opcdo de agentes terapéuticos e a complexidade de seus mecanismos de acéo,
pouca solubilidade dificultando a administragdo, a elevada toxicidade e
desenvolvimento de resisténcia. Diante disso torna-se necessario a pesquisa de novos
agentes antifungicos, com diferentes mecanismos de acéo alternativo, apresentando um
amplo espectro de acdo, com poucos efeitos colaterais e menor custo financeiro. A acao
dos OEs sobre os fatores de viruléncia foi motivada pelos bons resultados obtidos nos
testes de suscetibilidade e a acdo dos OEs especialmente a capsula, demonstraram que
estes podem atuar nos mecanismos que permitem a sobrevivéncia do patdgeno e
colonizacdo no hospedeiro. Desta forma se tornam potenciais para atuar na inibicdo da

patogénese das infec¢des criptocdcicas
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7. CONCLUSAO

De acordo os resultados deste estudo, conclui-se que:

1. Os OEs de C. cassia e C. flexuosus apresentaram acao antiflngica sobre as
leveduras do complexo C. neoformans. Os valores de CIM observados para C. cassia
classificam-se como um composto que apresenta forte atividade e C. flexuosus com
moderada atividade. Isso torna esses OES como potenciais compostos, na busca de

novos farmacos a serem empregados na terapia da criptococose.

2. Os valores obtidos de CIM e CFM demonstram que estes OES possuem
caracteristicas de um agente fungistatico, sendo que o efeito fungicida é observado em

concentracdes de até 4XCIM.

3. A cinética de crescimento dos isolados expostos aos OEs de C. cassia e C.
flexuosus, mostraram uma reducdo no numero de células viaveis, de acordo o periodo
de exposicdo e em concentragdes maiores que a CIM. Os dados demonstram que estes

OEs interferem na cinética do crescimento microbiano, exercendo efeito fungistéatico.

4. A acdo dos OEs foi capaz de reduzir o tamanho da capsula polissacaridica,
dos isolados do complexo C. neoformans de forma significativa. A redugdo do tamanho
da cépsula é um fator importante porque durante a infecgdo esta levedura se torna mais

vulneravel, diante as defesas do hospedeiro.

5. A producéo de melanina sofreu maior interferéncia quando expostos aos
OEs, especialmente C. flexuosus, em que a maioria dos isolados do complexo C.
neoformans teve sua producdo inibida (60%). Este resultado é importante uma vez que
a auséncia de melanina pode facilitar a atividade de farmacos como AmB, assim como

a acdo de células de defesa.
6. A urease teve a sua producdo inibida sob a acdo do OE de C. Cassia (40%)

e C. flexusosus (25%), dado importante uma vez que pode dificultar a sobrevivéncia e

disseminacéo, impedindo que o fungo atinja 0 SNC.
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7. A avaliacdo da atividade de fosfolipase sob a acdo do OE de C. flexuosus
mostrou que 25% dos isolados ndo produziram esta enzima, cuja principal funcéo é
promover lesdo e invasdo tecidual. Desta forma esta OE atua diminuindo a

patogenicidade das espécies de Cryptococcus.

8. Nenhum isolados do complexo C. neoformans produziu a proteinase, sendo

esta uma caracteristica comum na maioria das leveduras deste género.

9. A reducdo na capacidade de lisar hemaceas em alguns isolados sob a¢édo de
C. flexuosus (45%), sugere que este OE possui a caracteristica de diminuir a acéo de C.
neoformans sobre a integridade das hemacias. A capacidade hemolitica fornece uma
estratégia de sobrevivéncia durante infec¢oes, pela liberacdo de ferro que € importante
no metabolismo fungico. Estudos posteriores devem ser realizados para avaliar a

sensibilidade das hemacias (citotoxicidade) frente a esse OE.

10. Os dados sobre a producdo de DNAse, demonstraram que o OE de C.
cassia inibiu a degradacdo do DNA dos isolados do complexo C. neoformans (25%), o
que dificultaria a levedura de extrair nitrogénio para o seu metabolismo e impedindo a

sua manutencao e viabilidade.

11. A anélise geral dos resultados mostrou que esses OEs apresentaram
relevante atividade antiflngica e acdo sobre a producdo de importantes fatores de
viruléncia, tornando de grande importancia a continuidade dos estudos sobre estes
compostos, buscando novos alvos de acdo, como os fatores de viruléncia, assim como

outros principios ativos que representem alternativas para o tratamento da criptococose.
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9. APENDICE

9.1 Tabela de resultados de CIM e CFM dos OEs C. cassia e C. flexuosus sob
isolados de C. neoformans e C. gattii.

C. cassia C. flexuosus
C. neoformans CIM CFM CIM CFM
L2 32 32 128 128
L3 32 32 128 128
L4 32 64 256 512
L5 32 64 128 256
L7 32 64 256 256
L14 32 64 128 256
L15 16 32 256 512
L18 16 32 128 256
L21 16 16 128 256
L23 16 32 128 256
L24 16 32 64 128
L28 16 32 16 32
L30 16 32 64 128
L41 64 64 128 128
ATCC 90112 8 32 64 128
C. gattii
L1 32 64 128 128
L9 16 32 256 512
L20 16 64 128 256
L48 64 64 256 256
ATCC 24065 16 32 128 512

n = 20; CIM: concentracgdo inibitéria minima; CFM: concentracao fungicida

minima
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10. ANEXOS

10.1. Parecer do comité de ética

COMISSAO DE ETICA FM PESQUISA / HDY

PARECER

PROJETO: Variabdidade tenotipica = genotipica de Crupiocorcus reofinmans obtidos do
wizio ambients ¢ de amestras clinicas da cidade de Guidnia-GO.

AUTORA: Licia Fioko Hashimoto ¢ Souza GREHNI.-&DORA;. Maris do Rosarie B Silva

Avaliamos o projeto supracitado ¢ consideramos que o mesmo afende as normas
preconizadas pelo CONEPE e os preceitos preceitos sticos vigentes, néio havende, portanto
impedimentos: para sua condugdo nesta instituigdo.

Este ¢ o nosso parecer, salve melhior juizo.

Goifnia, 25 de Abril de 2003.

. £ Joub Alves ds Aralijo Fitho
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10.2 Laudo técnico do 6leo essencial de C. cassia

g FERQUIMA

CAS Number: 84961-46-6

ESPECIFICAGOES TECNICAS
Oleo Essencial de Canela Cassia

(Cinnamomum cassia)

Especificacoes

Aparéncia Liquido
Cor Marrom
Impurezas Isento
Odor Caracteristico
Densidade (20°C) 1,045 — 1,065
Indice de Refracéo (20°C) 1,595-1,615
Rotacdo Otica [-1°; +1°]
Principais Componentes Aldeido cindmico = 81% Cumarina = 3%
(aprox.) Benzaldeido = 3% Alcool cindmico= 3 %

Estireno = 3%

Estrada Mineragdo Ouro Branco, 2017 « Vargem Grande. Paulista » SP  CEP: 06730-000
Tel.:11.4159.1784 / 11.4158.3544 - Fax.:11.4158.3420

msn / e-mail: atendimento@®ferquima.com.br

FERQUIMA

www.ferquima.com.br INd. € Com. Ltda
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10.3 Laudo técnico do 6leo essencial de C. flexuosus

‘ FERQUIMA ESPECIFICACOES TECNICAS

Oleo Essencial de Lemongrass

(Cymbopogon flexuosus)
CAS Number: 91844-92-7

Especificacoes
Aparéncia Liquido Limpido
Cor Amarelo a Alaranjado
Impurezas Isento
Odor Fresco, encorpado, limao
Densidade (20°C) 0,875 - 0,905
Indice de Refracao (20°C) 1,475 — 1,495
Rotacao Otica [-4°;+19
Principais componentes (aprox) |Citral = 70 %

(geranial = 40 %; neral = 30 %)
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