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RESUMO

O constante aumento da incidéncia de doencas fungicas oportunistas tem se tornado um
importante problema de salde publica, principalmente apés o advento da SIDA quando o
namero de individuos imunocomprometidos aumentou drasticamente. A criptoéocose
importante micose sistémica causada por fungos do g&rgpiococcuscom estimativa

global de um milh&o de novos casos e aproximadamente 600.000 mortes por ano. As op¢des
terapéuticas atuais de criptococose sao restritas, tanto pelo aumentestéacrasdessas
leveduras frente aos farmacos utilizados quanto pela elevada toxicidade dos antifingicos para
0 organismo humangendo necesséria a busca continua por novas entidades quimicas para o
tratamento de infec¢cdes. Nesse contemto produtosiaturais e derivados constituem uma

fonte inestimavel de substancias com poter@bgico. Xylosmaciliatifolia, popularmente
conhecidacomo sucard, € umavére semidecidua, nativa do Brasil, podendo também ser
encontrada em outros pais€spresente tralizo avaliou a atividade antifingica das folhas de

X. ciliatifolia, in vitro, frente aC. gattii e C. neoformang-oi determinada a CIM dextrato
etandlico e das fracbes hexano, diclorometano, acetato de etila, butanol e residuo aquoso. A
fracdo acetato detila (FAXC) apresentou atividade promissora e foi selecionada para os
ensaios subsequentes. Através do ensaio de atividade fungicida/fungistatica edseneu

FAXC possui acdo fungicida. No ensaio de interacdo com fluconazol e anfotericina B,
vitro, ndo foi observada interferéncia na acdo dos farmacos e o ensaio de curva de morte
demonstrou que FAXC apresenta um comportamento dose dependente. FAXC néo alterou o
valor de CIM na presenca de sorbitol, indicando que sua acdo possivelmente ndo se da
diretamente através de parede celular. Através da quantificacdo de ergosterol foi possivel
observar que FAXC interfere na biossintese do esteroide, podendo esse ser um dos
mecanismos de acdo. Foi avaliada a producdo de ERRBENe nas células fungicas pela
emissdo de fluorescéncia e apds tratamento com FAXC houve um aumento da producédo de
peroxinitrito, que causa danos celulares. Foram medidpsodsitos da peroxidacao lipidica

como substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), onde evidesgcic
peroxidacdo lipidica nas membranas celulares flngicas em uma maior concentracdo. O
tamanho do diametro celular e capsulaCagptococcudoi avaliado através da comparacao

da contagem de células tratadas e nao tratadas coradas com a tinta d@dsdixpogdo a
concentracdo equivalente & metade da CIM o didmetro celular diminuiu sugerindo uma
tentativa de defesa, mas nao houve alteragdo no tamanho da capsula. A carga da superficie
celular foi avaliadgpor potencial zeta que também ndo demonstrou alter@cateracdo

entre FAXC e os fungos, avaliada por ITC, & provavelmente fraca asnmieracdes nao
polares. Por fimverificouse pelo ensaio colorimétricde MTT, que FAXC ndo apresemt
citotoxicidade nas concentracdes ativas, sendo esta dose dependente.

PALAVRA CHAVE: Atividade antifungicaCryptococcusXylosmeciliatifolia



ABSTRACT

The steady increase in the incidence of opportunistic fungal diseases has become a major
public health problem, especially after the advent of AIDS when thebaunof
immunocompromised individuals increased dramatically. Cryptococcosis is an important
systemic mycosis caused by fungi of the ge@Gugptococcuswith a global estimate of one
million new cases and approximately 600,000 deaths per year. The chempieutic options

of cryptococcosis are restricted, both by the increase of the resistance of these yeasts to the
drugs used and by the high toxicity of the antifungal to the human organism being necessary
the continuous search for new chemical entitiegtie treatment of infections. In this context,
natural products and derivatives are an invaluable source of substances with biological
potential. Xylosmaciliatifolia, popularly known as Sucarg, is a setaciduous tree, native to
Brazil, and can also b®und in other countries. The present work evaluated the antifungal
activity of X. ciliatifolia leaves, in vitro, againg. gattiiandC. neoformansThe MIC of the
ethanolic extract and th&actions hexane, dichloromethane, ethyl acetate, butanol and
aqueous residue were determined. The ethyl acetate fraction (FAXC) showed promising
activity and was selected for subsequent trials. Through the fungistatic / fungistatic activity
assay it was observed that F&Xas fungicidal action. In the interactionttesth fluconazole

and amphotericin B, in vitro, no interference was observed in the action of the drugs and the
death curve assay demonstrated that FAXC shows adépsndent behavior. FAX@idn't

change the MIC value in the presence of sorbitol, ingigathat its action possiblgon’t

occur directly through the cell wall. Through the quantification of ergosterol it was possible to
observe that FAXC interferes in the biosynthesis of the steroid, being this one of the
mechanisms of action. The productiohROS andRNS in fungal cells was evaluated by the
emission of fluorescence and after treatment with FAXC there was an increase in
peroxynitrite production, which causes cell damage. Lipid peroxidation products were
measured as thiobarbituric acid reaetsubstances (TBARS), where lipid peroxidation was
evidenced in fungal cell membranes in a higher concentration. Cell size and capsule size of
Cryptococcuswvas evaluated by comparing the count of treated and untreated cells stained
with the India ink. Afer exposure to the concentration equivalent to half of the MIC, the cell
diameter decreased suggesting a defense attempt, buivisréchange in capsule size. Cell
surface loading was evaluated by zeta potential, which also showed no change. The
interaction between FAXC and fungi, as assessed by ITC, is probably weak gmlaon
interactions. Finally, it was verified by the MTT colorimetric assay that FAKID't present
cytotoxicity in the active concentrations, being this dose dependent.

KEYWORDS: Antifungal activity,CryptococcusXylosmeciliatifolia
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1. INTRODUCAO

O constante aumento da incidéncia de doencas fungicas oportunistas tem se tornado
um importantgroblema de saude publica, principalmeayés o advento da SIDA (sindrome
da imunodeficiéncia adquirida) onde auneentdrasticamente o numero dadividuos
imunocomprometidasEsses individuos estdo mais susceptiveis a aquisicdo destas infec¢des e
a doena manifestase normalmente de maneira mais agressivainuindo a qualidade e a
expectativa de vidéGULLO, 2012).

Dentre as infec¢Bes flngicas invasivas mais frequentes destacascausadas por
Candida sp.seguido poAspergillus spe Cryptococcusp.(GULLO, 2012).A criptococose
€ uma importante micose sistémica causada por fungos do gémgrtbcoccuscom
estimativa global de um milh&o de novos casos e aproximadamente 600.000 mortes por ano
(COGLIATI, 2013).

A escolha ddarmacoterapigara o tatamento de criptococoses € baseada na forma
clinica da doenca e no estado imunoldgico do hospedeiro (CHAYAKULKEERE; PERFECT,
2006). & farmacos mais utilizados devido a seguranca e eficacia aatotericina B e os
fungistéticos triazdlicadluconazol,itraconazol, posoconazol e voriconazol (PERFECT et al.,
2010; PAPPAS et al., P9). As opcoes terapéuticas atuais séo restritas, tanto pelo aumento
da resisténcia dessas leveduras frente aos farmacos utilizados quanto pela elevada toxicidade
dos antifingios para o organismo humano (CANUTO; RODERO, 2002; SILVA, 2014).

Devido ao crescimento da populacdo imunocomprometida e do uso cada vez mais
frequente dos antifungicos, ha grande preocupacao a respeito do aumento da prevaléncia de
linhagens deCryptococcussp. ndo susceptiveis ao tratamento farmacolégico disponivel.
Atualmente jA sdo observados elevados percentuais de falha terapéutica dos farmacos
triazolicos no tratamento da criptococose (CANUTO; RODERO, 2002; SANTOS 2015;
BASSO JR et al., 2015).

Existemdiversasestratégias e metodologias disponiveis @adescoberta deovos
farmacos, sendo que os produtos naturais representam uma das alternativas de maior sucess
(BARREIRO; BOLZANI, 2009).Alguns metabdlitos secundariece mostram como valiosas
matéria-primas na producdo de diversos medicamentos, comprovando que a quimica de
produtos naturai®® unma importante ferramentpara a descoberta deovos farmacos
(BURGOS, 2010).

Newman e Cragg (2016) em um estudo avaliando a origem dos farmacos aprovados

pelo FDA (Food and Drugs Administration) nos ultimos 34 anos, apontam que dentre os 221
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novos antimicrobianos aprovados nesse periodo, cerca de 67% (148) tem relagcdo com
produtos naturais. Esses farmacos foram obtidos diretamente, através de semissintdge ou ain
por sintese total, com grupo farmacoférico baseado em substancias naturais, comprovando a
importancia dessa fonte para o desenvolvimento de farmacos.

Uma vez queos antifingicos disponiveiatualmentendo atendemas necessidade
clinicaspor completo, ga pelo desenvolvimento de resisténcia ou pela elevada toxicidade,
faz-se necesséaria a buscantinuapor novas entidades quimicas para o tratamento de
infeccdes. Nesse contextms produtosaturais e derivados constituem uma fonte inestimavel
de substérias com potencidbioldgico.

Uma triagem da atividade antifangica de 20 extratos de plantas nativas
realizadaecentemente no laboratério de Microbiologia da UFJF/GV identificou promissora
atividade  anticriptocécicpara o0 extrato etandlico das folhas Mglosma
ciliatifolia (Salicaceae), arvomativatipicamente presente as margens de rios e laghkatea
Atlantica, porém adaptada a outras reggiesntes e imidas do pais. Até 0 momento pouco se
conhecesobre a constituicdo quimica e as atividades bicddgda espécid escassez de
estudos e a atividade observada para as folhXs dgatifolia fazem dglanta uma fonte

promissorale substancias com atividade antifingica.
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2. OBJETIVOS
2.1 GERAL

Avaliar a atividade antifingicadas fohas deXylosmaciliatifolia in vitro frente a

Cryptococcugattii e Cryptococcuseoformans

2.2 ESPECIFICOS

=

Obte e fraciona o extrato etandlico de folhas deciliatifolia.

Caracterizar as substancias majoritarias da fracdo mais ativa.

Determirar a concentracao inibitéria minima (CIMg C. gattiie C. neoformanspds
tratamento conodas adragbes e extrato etandlico deciliatifolia.

Determinaro efeito fungicida ou fungistaticale C. gattii e C. neoformansapos
tratamento cona fracdo maistava deX. ciliatifolia.

Determinara curva de mortele C. gattii e C. neoformansapds tratamento cora
fracdo mais ativa dX. ciliatifolia.

Avaliar a interacaoin vitro, da fracdo mais ativa d€ ciliatifolia com anfotericina B
e fluconazol,

Avaliar a sintese de ergosterd¢ C. gattii e C. neoformansapds tratamento coma
fracdo mais ativa dX. ciliatifolia.

Avaliar a geracao despécies reativas de oxigénio (EReroxinitrito(PRN), emC.
gattii e C. neoformanapds tratamento comfracdo maistiva deX. ciliatifolia.
Avaliar o potencial de membrana mitocondridg C. gattii e C. neoformansapos
tratamento cona fragdo mais ativa d€. ciliatifolia.

Avaliar aperoxidacao lipidica nas célulde C. gattii e C. neoformangratadas com
fracdo mes ativaxX. ciliatifolia.

Avaliar o diametro celularo tamanho da capsula o potencial zeta da membrana
celular deC. gatti e C. neoformangratadoscoma fragéo mais ativA. ciliatifolia.
Avaliar aa interacao intermoleculantreC. gatti e C. nedormanscom afragcdo mais
ativaX. ciliatifolia.

Avaliar acitotoxicidade d fracdo mais ativA. ciliatifolia.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1PRODUTOS NATURAIS

A utilizacdo de plantas medicinais € tdo amtigianto a civilizacdo human&xemplo
dissosdo os registros datados de 3000 a.C. na China que indicam a utilizagdo de diversas
ervas nos cuidados a saude, alimentacéo e cosr(feRidO et al., 2011).

A quimica moderna deu inicio a uma nova era para o estudo e uso de produtos
naturaisA quimica amlitica e estrutural forneceu ferramentas para purificar varios
compostos e para determinar suas estruturas, o que, por saaxigay acompreensao de
seus mecanismos deao no corpo humarfdl et al., 2009).

Existem aproximadamente 250.000 espéciegetais no mundo, sendo que
constituicdo quimicae o potencialbiologico sé sdo conhecids para cerca del0% das
espéciesO Brasil, concentra umiora muito rica estimada em cerca 8@ mil espécies de
plantas das quais 43% s&do endémicaspresentado aproximadamente20% da
biodiversidade de espécies vegetamsnundoPHILIPPSEN 2010SANTOS et al., 2015

A importancia dosprodutosnaturaisno desenvolvimento de farmacos se p#a
elevadadiversidade estrutura especificidade bioquimicaneontrada (KOENH; CARTER,

2005; HFARVEY, 20M). Vegetais anicro-organismoproduzendiversas substancias que nao
tém relacdo direta com a manutencdo da vida organismo, masatipimaforma garantem
vantagens para sobrevivéncia e perpetuacdo da espéas.skistaicias sdoconhecidas
comometabdlitossecundariog sua sintese proveniente da energia e matéria prima obtidas
atravéglos metabdlitos primarioS(MOES et al., 2004

Esse grupo de substanciasdem serconsideradog£omo un conjuntode estruturas
seleconadas pela evolucégue interagem de forma especifica com um grande numero de
alvos bioldgicos possibilitando umiaultiplicidade de indicagbeserapéuticasKOENH,;
CARTER, 2005HARVEY, 20@).

3.1L1FAMILIA Salicaceae

A familia Salicaceaeera antes inclida por Eichena ordemAmentaceagcomposta
apenas @lo género Salix e Populus. Através de analises moleculfiteguimicas e

morfolégicas foi possivel evidenciarestreitarelacdo entreSalixe Populuscom géneros
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anteriormente inseridos na familia Fdactiaceae. A heterogénéamilia Flacourtiaceae foi
entdo desmembrada, e seus membros fanaeridosem outras familias, principalmente as
Salicaceaee AchariaceaeA familia Salicaceaeé agoraum grupo mais homogéneo de cerca
de55 géneroem1000 espédes (CRONK etal., 2015 WANG et al., 201Y.

As arvores ou arbustos pertencenéefamilia Salicaceaesdo lenhosasle forma
uniforme com folhas simplesja maioria das vezedternadas. As folhas possuem aspecto
dentadog as flores séo discretas poderidivar o perianto em alguns géneros (CRONK et al,
2015).

3.1.2Xylosmaciliatifolia

De acordo com Jaszczerski (198pud(PHILLIPSEN 2010) o géneraoXylosmatem
sua denominacao oriunda do grego, XYLON = madeira, lenho e OSMEN = cheiro, odor,
aroma, pedme, que tem referéncia ao aroma do lenho da planta. O g&yleemarelne
mais de 100 espécies distribuidas em areas tropicais e subtropicais da América, Asia e
Australia.(PARVEEN; GHALIB, 2012;PHILIPPSEN 2010).

Xylosmaciliatifolia (FIGURA 1) mpularnente conhecid@omo sucara, acucara ou
espinhedejudeu (PHILIPPSEN, 2013§ uma &vore semideciduaativa do Brasil, podendo
ser encontrada em outros paises copmo Guiana, Venezuela (SOBRAL et al., 20868Js
dominios fitogeograficos sao preferengiahte regides da Caating&errado e Mata
Atlantica (REFLORA, 2017).

Segundo Marchiori (19973 madeirade X. ciliatifolia é clarae rija e, devido ao seu
pequeno diametro é utilizada como lenha ou na fabricacéo de utensilios, ndo havendo ainda

relatos oéntificos sobre o uso medicinal da espécie.
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FIGURA 1: Folhas(A), troncoe espinho¢B) e arvorg(C) de Xylosmaciliatifolia

-

) P
© 2004 Eduirdo’ L IB Gl

Fonte:UFRGS, 2017

A familia Salicaceaepossui diversas espécies de uso medigmaflutoras de um
largo espectro dsubstancias bioativas. Em estudo realizado por Mosaddik et al. (2004), os
extratos de vaais espéciesda familig como Casearia costulata Casearia grewiifolia,
Caseariagrayi, Caseariamultinervosa Homalium brachbotrysHomaliumcircumpinnatum
Scolopiabraunii, Xylosma terrageginaeforam avaliadosAs espéciesC. multinervosa C.
grayi apresentaramromissoraatividade antimicrobiana frente a linhagensStéigphylococcus
aureus X. terraereginaetambém mostrou atividade moderada coBtraureus C. albicans
(MOSADDICK et al., 2004) Os resultados observados confirmammoastante interesgmor
plantas de famili&licaceaeem pesquisasas areamédicofarmacéuticas.

No que se refere a constituicdo quimica, sdo poucos os estudos envolvendo o género
Xylosma. Parveen e Ghalib (2012) isolaram e caracterizatam novo flavooide
kaempferol3 Bxylopyranosideet-Urhamnosgdeo (1) juntamente conalguns flavonoidega
conhecidoxomo kaempferol?), quercetina3), kaempferol3-rhamnosideo4), e quercetina
3-rhamnosideoq) a partir do extrato metahico das folhas dX. longifdium (FIGURA 2).
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FIGURA 2 Estrutura quimica dos metabdlitos secundarios isoladss folhas deX.

longifolium

Algumasespécies como 4. longifoliumpossuem efeito antiespasmaodico, narcético e
sedativo (DEV] SINGH; SINGH, 2013). O extrato metanoboobtido de diferentes partes da
Xylosma terrageginaeapresentowatividade antioxidante em estudo realizado por Mossadik
e colaboradore$2004) utilizando o método ABTS (2#&inobis3-etil- benzotiazolings-
acido sulfénico). O extrato metandlico dascessdeX. terraereginae e das folhas di.
congestumapresentaram atividade antimicrobiana quando testados frente a linhagens de
bactérias e fungos con®taphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
e Candida albicans utilizando o enaio de microdiluicdo em caldo para determinar a
concentragéo inibitoria minim&IM) (MOSSADIK et al., 2004).

Castro e colaboradore@008) avaliaram a atividade antimicrobiana de extratos
metardlicos de plantas nativas do Brasil, dentre elas algumasiesmd génerXylosma,
contra trés bactérias que sdo patogénicas em p@&keptococcus agalactiae, Aeromonas
hydrophila, e Flavobacterium columnaratilizando também o ensaio CIM. O extrato
metardlico de folhas deXylosmasp. inibu crescimento dd-lavobacterium columnarem
uma concentracade 375¢ gnL, considerada promissora.

Truong e colaboradores (201ikplaam dois novos glicosideado extrato metailico
da casca e caule dé longifolium xylongosideo A(6) e B (7) (FIGURA 3). Aléem desses

foram isolados outros seseibstanciasonhecias. 8-hidroxi-6-metoxipentilisocumarinag),
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xylosmacira (9), alcool 2-(6-benzoitb-d-glucopiranosiloxiy7-(1,2,6-trihidroxi-5-oxociclohex
3-enoil}5-hidroxibenzil (10), friedelira (11), epifriedelanol 12), &cido #érico (13) e
orisilato de metd (14) (FIGURA 3). Todas essas substandiasam testads, in vitro, frente a
Mycobacterium tuberculosie a substancid7) apresentoumportanteatividade, inibindo o

crescimentalo microorganismo n&@oncentragode 40e gnL no bioensaicant-TB.

FIGURA 3: Estruturaquimica dos metabdlitos secundarios isoladoX.dengifolium e X.

ciliatifolia

CH, HRESOH o
HO o} -
o (14) HC eHone  (15)
CHj

O efeito antrdermabfitico das fracdes éter de petrdleo, cloroférmio e meétdas
cascas e folhas d¢ longifoliumfoi investigadopor Devi,Singh e Singl{2013)frente a sete
linhagens ddungosdermatofitos A atividadefoi avaliadain vitro pelos métodos de difuséo
em agare CIM. Dentre as amostras testadamelhor atividade foi observada pardracao
metanolia das folhas deX. longifoliumfrente ao fungadrrichophyton ajelloi com CIM de
14 @/me.

Phillipsen e colaboradores (2013) isolaram da fracdo hexano das cascas e Paizes de
ciliatifolia o sesquiterpeno ugandensidiél5) (FIGURA 3). A substancia apresentou
atividade antibacteriana frenteSaaureu® S. epidermidisapresentando CIM d&2,5 pg/mL
para ambosnicro-organisma. Como descrito anteriormentes dados na literatura sobXe
ciliatifolia sdo extremamente escassos, ndo havemdtos relatos acercaal composicao

quimica e atividade biologicda epécie
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3.2CRIPTOCOCOSE

A criptococoseé considerada a infec¢do fungica mais comum do sistema nervoso
central (SNC) e a terceira complicacdo neurologica maisdreg em pacientes com SIDA
(LIN, HEITMAN 2006; SHAPIRQ ROBINS, COWEN 2011). Adoencaé causada por
leveduras do génerGryptococcuscomposto por aproximadamente 70 espédas quais
Cryptococcusgattii e Cryptococcusneoformans apresenta maior relevancia clinec por
possuirentapacidade de infectar e doencgeem umaamph variedade de hospedeiros
incluindoo homem(HAGEN et al., 2015; MCMULLAN; SORRELL; CHEN, 2@)L

Cryptococcus neoformairfiei isoladopela primeira vepor Sanfeliceem 1894 Nesse
mesmo anpa criptococose teve a primeira des&@a@elo patologista Otto Busse e 0 médico
Abraham Buschke. No entantodaencasé demonstrou reléwcia clinica emeaca a saude
publicaapds o inicio d pandemia d SIDA, na década de 1980 (KOWHUNG et al., 2014;

MAY et al., 205).

Embora acriptococog seja uma doenca que acomete na grande maioria pacientes
imunocomprometidgem meados de 199%®uveo primeirosurto ca doencam individuos
saudaveisna América do Norte e Canaddamando a atencao para a capacidade de algumas
linhagens d€ryptococcustuarem como agentes patogénicos primarios (MAY et al6)201

Inicialmente areditavase que o agente etioldgico daptococos€osse uma espécie
anamorfica homogénea representada apenasCpgtococcus neoformansjas em 1970
apos estudos com base em parametros como distribuicdo geografica, nichos ecoldgicos,
epidemiologia, apresentacao clinica e caracteres molegulayggococcus neoformansiva
gattii foi reconhecido(COGLIATI, 2013; SORRELL 2001). Em 1999 foi sugerido incluir
uma variedadegrubii para amostras do sorotipo A, com base em caracteristicas clinicas,
moleculares e biologicas RANZOT; SALKIN; CASADEVALL, 1999). As divergéncias
genéticas culminaram com a proposta da separacdo em duas espéoesformans C.
gattii (BOEKHOUT et al., 2001), confornjé havia sidgroposto por kvon-Chung(1976).

AtualmenteC. neoformanspresenta duas variagcb€s neoformas var.neoformans
(com tipos molecularesVNI e VNII) e C. neoformansrar. grubii (com os tipos moleculares
VNII e VNIV) eincluiu ossorotiposA e D alémdeum hibridoAD (FERREIRAPAIM et al.,

2010; FRANZOT; SALKIN; CASADEVALL, 1999; TAPIA; CORREA, 2014 JaC. gattii
foi classificadcem quatro tipos moleculares distintd&sl1, VGII, VGIIlI e VGIV, e sorotipos
B e C COGLIATI 2013;LIN; PERLIN; XUE, 2012).
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C. neoformanse C. gattii sGo as duas espécies atualmente compreendidas no
complexo de espécidgs. gattiiC. neoformansDevido aestudos com métodos moleculares
nas ultimas duas décadas alguns autores acreditam que ha uma hgmdgeneidade
genéticaentre esseomplexo de espécies questionando essa estreita abrangé&ugjarindo
queo complexo de espéci€s gatti/C. neoformansncluasete genoétipos haptes e quatro
hibridos (HAGEN et al., 2015).

A espécie é conhecida no estado assexuado (anamorfo) e sexuado (teleomorfo), e
recebe nomenclatura de acordo com esse eddafise telemorfa no génekalobasidiellaé
classificada como Filobasidiella neoformans,correspondesio @ C. neoformangF.
bacillispora correspondeio a C. gattii BOEKHOUT et al., 20001KWON-CHUNG et al.,
2014;KWON-CHUNG 1975).

C. neoformanse C. gattii pertencemao filo basidiomiceto Sdo lkeveduras esféricas
encapsuladascom 51 0 &(STEENBERGEN SHUMAN; CASADEVALL, 2001)
haploides,heterotalicas e se reproduzeassexuadamente sexuadamente. Aeproducao
assexuada é modo mais rapido de aumento da populagfiavés daeproducdo mitdtica
por brotanento (WATKINS; KING; JOHNSTON, 2017)a areproducacsexuaa se da
através do sistema de acoplamento bipdéar d oi s al el os al t eendoat i v C
a ultima encontrada na grande maioria dos isolados clinicos (K®ABNG et al., 2014;
KWON-CHUNG, BENNETT 1978). O acasalamento acontece quando as células hapléides se
propagam assexuadamente por brotamerti@, @ contato através de substrataslidthagens
do tipo de acoplamento opogtOWVON-CHUNG et al., 2014MCCLELLAND et al., 2004).

Macroscopicamentesoagents etiologiccs da criptococoseC. gattie C. neoformans
apresentarse como coldnias lisas com aparéncia mucoide quando cultivadas em Agar
Sabouraund DextrogASD) a 37°C(FIGURA 4) (NEGRONJ, 2012).
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FIGURA 4. Col6niasde Cryptococcusem ASD (A), células deCryptococcuscoradas pela
tinta da india

FONTE: (A) (NASSER; NASSER FILHO; VIEIRA, 2001 (B) Autoria prépria

3.2.1 EPIDEMIOLOGIA

A criptococosee considerada uma infec¢cdo com distribuicdo munsiaidouma das
principais causas de infec¢cdes em paciemesmocomprometidosA doencaafeta mais de
um milhdo de pessoas por ano em todo o mundo, levando a ébito mais de 600 mil pessoas
anualment¢INGLIS et al., 2014; COGLIATI 2013).

Em paises desenvolvidos, comaddees Unidos, o nimero de casos de criptococose
vem diminuindo em pacientes com SIDA, principalmente pela alta disponibilidade de
antirretrovirais potentes. Em 2010, nos EUA, a taxa de mortalidade de pacientes com SIDA
por criptococose alcancava 12% (CO@LI, 2013), enquanto empaises em
desenvolvimento 25% dos individuos com SIDA em estagio terminal desenvolvem a doenca e
20% desses vao a 6bito mesmo com tratamento intensivo. Sem tratamento a mortalidade pode
atingir 100% dos individuos doentes (DROMER adt, 1996; DROMER et al., 2007;
LORTHOLARY et al., 2006MIRZA et al., 2003; PARK et al., 2009/BEDA et al., 2016).

O maior nimero de casde criptococoseocorre na Africa subsaariana, onde mais de
25 milhdes de pessoas vivem c@IDA (KWON-CHUNG et al, 2019 e a mortalidade é
estimada em 50% a 709 cOGLIATI 2013). Nas demais regides da Aftieanimero de
infeccBes causadas por neoformanpode chegar a 30¥as infeccdes iniciais e até 40% das
mortes atribuidas a HIV/SIDA. Desses individuos 4,3% esgmtam criptococose
extrapulmonarafetando principalmente pele, prostata e ollRBIRIGUEZCERDEIRA et
al., 2014.
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Na india,em estudodesenvolvidgpor Mukhopadhyaye colaboradore@017) foram
avaliadoscasos deriptococoseno SNCdiagnosticados nperiodo de 2012 a 2015. Durante
esse periodo forandentificados 199 mmcientes 179 com infec¢cbes causadas poiC.
neoformanse 20com infec¢cdescausadagor por C. gattii. Dentre agnfeccbes causadas por
C. gattii 75% manifestavam meningite criptococéciea25% criptococoma lesées com
aspecto tumoral no SN@®IACHADO et al., 2015) Apenas 50% dos individuos infectados
por C. gattii eramimunocomprometidggdemonstrando que fango pode provocar infecgdes
graves no SNC tanto em individuasunocomprometidosomoemimunocompetentes

Uma revisdo sistematica com metanalisgalizadapor Cogliati (2013 analisou
centenas de estudos epidemiolégicos moleculares soptecocosegublicados no PubMed.
De um total de 68.811 mil isolados @e neoformans C. gatti, 2.518foram relatados na
Oceania 7.922 isoladosia América do Norte19.651 na Asig na Africa19.753 7.922na
Europa e na América central e do Sul foram isoladd$548 sendo que 53% foram
reportados no Brasil. Todos os tipos moleculares foramadglatno Brasil com excecgéo de
VGIV, sendo a grande maionmertencente ao tipo molecular VNI.

C. neoformang o principal causador agiptococoséhumananas regides sul, sudeste
e centreoeste no Brasilsendoo, sorotipo Ao mais prevalenteEm contrapetida, C. gattii &
endémio nos estados do norte e nordesteno Amazonas, Bahia, Pernambuco, Piaui e
Roraima apresentandopredominantementeo tipo molecular VGII e afeta pacientes
imunocompetentes, ao contrario diemaisestadosdo pais(CHEN; MEYER; SORRELL,
2014 NISHIKAWA et al., 2003 MEZZARI et al., 2013SANTOS et al., 2008\Nos estados
do Piaui e Maranhdo90% dos individuos com a doenca tem sistema imunoldgico
considerado normal e sdo infectados@. gattii(MEZZARI et al., 2013).

A criptococeecausada po€. gattii é expressivamente menos frequente a nivel global
do quea causad&. neoformanssendo responsavel por menos que 2% casos (KWON
CHUNG et al., 2014)Apesar da constante associagdre a infeccdo po€. gattii e
individuos sadaveis, existem estudos que demonstram evidéncias cresceimfescho por
C. gattii em pacientesmunocomprometidoWATKINS; KING; JOHNSTON, 2017)
Emboraa SIDA seja um fator de risco pasainfec¢cagoor C. neoformansos fatores de risco
para infecdo por C. gattii sGo bem menos definidos, mpedem ser associados com
linfopenia CD4, cancer, transplantes, uso de corticoesterodides e farmacos imunossupressores
(CHEN; MEYER; SORRELL, 2014; CHEN et al., 2012).
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3.2.2ECOLOGIA

C. neoformang um organisio cosmopolitacomumente associado a certos nichos
ambientaisEmboraseuprimeiro isoladaenhasidoa partir de um suco de péssego, as fontes
sapofitas mais importantes no mundo gdlantas solo e excrementos de avesapesar do
fungo néo fazer parteedsuamicrobiota(KWON-CHUNG et al., 2014LIU et al., 2013.
Apesar dehaveruma relacéo ecoldgica consistente efitreeoforman® espécies aviariaa
ligacdo precisa entre aves e o habitat natural cripfotocainda néo foi definid@KWON-
CHUNG et &, 2014).

C. gattii tem sido relacionado a regides de temperattopicd e subtropich no
entantorecentes surtos na ilha de Vancoui@anad$ e no noroeste do Pacifico dos Estados
Unidos, alerten que a espécie esta expandindo o seu alca\Wb®ON-CHUNG et al., 2014;
WAGER et al., 2016)J4 & nichcs ambienté mais comuasde C. gattiisdo tradicionalmente
espécies arboreas, incluinBacalyptusp (KWON-CHUNG; BENNETT, 1984; LIU;
PERLIN; XUE, 2012).0 mecanismo preciso que explica a preferénlzia spécies de
Cryptococcuspor esses nichos particulares aindadesconhecido, maslguns estudos
demostaramque constituintes como mositol, presente nas plantasesempentra um papel
importante na reproducéo sexual das espéE€yyptococcussugerindoque a afinidade do
patégeno tem relac@m uso de componentes presentes nos nichos que sao utilizados para seu
desenvolvimentdLIU; PERLIN; XUE, 2012; XUE et al., 2007).

3.2.3 PROCESSODE DISSEMINACAO E INFECCAO

O processo de disseminacaocdiptococosendoestétotalmenteelucidaa. O surto de
criptococosecausada po€. gattii, em Vancouvey em 1999 trouxe alguns questionamentos
acercada dispersaalo fungo,ja que o mesmo era associaglpenas a climas tropicais e
subtropicais KWON-CHUNG; BENNETT 1984). Alguns autores wggeren que houve
dispersédo de&C. gattii para paises como Canad&stados Unidoslevido a importagcédo de
madeiras como eucaliptala Austrélia (BYRNES et al., 2009; FRASER et al., 2005;
PFEIFFER; ELLIS, 1991).

O processo de infedQ dacriptococosese iniciaapos a inalagcdo de uma particula
infecciosa, seja um esmorou uma célula de levedura dessecd@#GURA 5). Os

basidiosporos sao mais proes&vde serem as particulas infecciosas pois além de menores,
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sao mais facilmente aerossolizad@3ARCIA-HERMOSO; JANBON; DROMER, 1999
WICKES et al., 1996

Em ambas as espécies o propagulo infeccioso € inalado para os prom&gsda do
movimento muociliar, depositandese no espaco alveolar nos pulmdes (VELAGAPUDI et
al., 2009. O fungo pode permanecer incubado no trato respiratério sem manifestar a doenca,
até que as condi¢des do sistema imunoldgico do hospedeiro sejam propicias para se instaurar
umainfeccdo PARK e MEHRAD, 2009 WAGER et al., 2016.

FIGURA 5: Processo de disseminacaoQigptococcuso hospedeiro.
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Uma vez inaladas, as particulas infeciosas irdo se deparar primeiramente com
macrofagos alveolares, que sdo a primeira linha de defesa, no pulmio (GRROIAS;
ZARAGOZA, 2011; MANSOUR; LEVITZ, 2002). Esses macrofagos podem exercer diversas
acoes sobreC. neoformanscomo fagocitose, sequestro de polissacarideos, producdo de
citocinas e quimiocinas, além de agirem como células apresentadoras de antigenos (GARCIA
RODAS; ZARAGOZA, 2011). Segundo alguns autor€s, neoformansdesenvolveu
mecanisme que dificultam a fagocitose, seja através da capsula, que impede a interacao de

receptores fagociticos com epitopos da parede celular (SMALL; MITCHELL, 1989;


https://www-ncbi-nlm-nih-gov.ez25.periodicos.capes.gov.br/pmc/articles/PMC4746234/#B131
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GARCIA-RODAS; ZARAGOZA, 2011) ou pela secrecdo de proteinas inibidoras de
fagocitose (GARCIARODAS; ZARAGOZA, 2011). No entanto, obsersa que, apesar da
capacidade em resistir a internalizacao, a quantidaderygegococcs fagocitada € elevada,

sendo que o hospedeiro supera essa evasao através da opsonizacao do fungo ou pela interaca
direta da cégula com os receptores fagociticos (VECCHIARELLI et al., 1994; GARCIA
RODAS; ZARAGOZA 2011).

O contato da particula da levedura com macréfago culmina com a resposta imune, que
podelevar aerradicacdo do patégeno,ma grande maioria dos casasestric®d da infeccao
através da formacdo de granulomas (COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 200%)
granulomas poderdo ficar em estado de laténcia até que as condi¢cbes imunolégicas do
hospedeiro sejam propicias para desenvolvimento da infeccdo (SABIAY, 2012).
Organismos intra e extracelulares coBianeoformangossuem mecanismos para sobreviver
a ambientes hostis como dentro de fagécitos onde o pH é extremante baixo. Alguns autores
sugerem qué€ryptococcusse replicam preferencialmente em pH mzasxo e que possun
mecanisme paraprejudicar o fagolissosoma (ALVAREZ et al., 2009; GARERODAS;
ZARAGOZA, 2011; LEVITZ et al., 1999)aém de produzirem melanina e antioxidantes a
fim de conter moléculas reativas (GILES et al., 2006; WILLIAMSON, 1994)

Concomitantenentea esses mecanismasn exposicao ao ambiente pulmorzatca
de 20% das particulas da levedywaden aumentar o seu tamanho e modificar a sua
morfologia para a forma titanica (OKAGAKI; NIELSEN, 2012)creditase que esse
aumentode tananhoconfira vantagem ao mictarganismono estagio inicial da infeccéo
durante sua interacdo com o hospedgmmmovendo sua sobrevida, pois esse aumento
dificulta a fagocitose e protege a célula da acdo de farmacos e de radicais livres
(ZARAGOZA et al, 2008; ZARAGOZA et al., 2010). Em contrapartidaa produgao
exagerada de células titanicas pode inibir a disseminacao da criptococose paral al&MC
seja esse motivo de apenas uma parcela da populag@aonvertidaa essa formdurante o
processonfeccioso (OKAGAKI et al., 2010QKAGAKI; NIELSEN, 2012)

E importante ressaltar que durante o processo de disseminagéo ocorrem mudancas
morfolégicas nas células do fungo, principalmente relacionadagpsula Apesar d sua
importancia para sobrevivé@acdo micro-organismo e resisténceinfeccdo, ha momentos
durante o processo de disseminacdo em que um estado acapsular ou que apresente ume
capsula minima vantajosopara interacdo com células endoteligigsncipalmente na fase
hematogénicaQHANG etal., 2004;,LEVITZ; DIBENEDETTO, 1989;STIE; BRUNI; FOX,

2009.
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O desfecho decriptococosevai depende do estado imunoldégico do individuo
infectado e do padréo de citocinas gerach resposta ao patéger@2aso o sistema imune do
hospedeiro ndo consiga ¢eno fungo, a infeccdo podmusar pneumoniagse disseminar
através da circulacdo sanguinea e atidgiersaspartes do corpo, incluindo a pele, olhos,
miocardio, o0ssos, articulacbes, pulmdes, prostata, trato urijariSNG provocando
meningoencefalite,que em muitos casogode leva o individuo a ébito (HUSAIN;
WAGENER; SINGH,200L KWON-CHUNG et al., 2014LIU et al., 2012POWDERLY,

1993 SAAG et al., 2000SORRELL et al., 208; VAN DER HORST et al., 199MWWAGER
et al., 2016).

Apés a infeccgdo inicial nos pudes Cryptococcuse dissemina através da circulagédo
por mecanismosainda ndo totalmente elucidados. Acred#®a que gando as células
fagociticas falhame n&o eliminan o patdégeno, podem servianto comonicho para a
replicacdo e proliferacdo fuangica mo meio de transporte para alcancar a circulacao
sanguineaEssa seria também uma das formas que permite ao fungo ultrapassar barreiras
bioldgicas, como a hematoencefalica (BHE), através de um mecanismo conhecido como
Acaval o (AM\AREZr GABAD&VALL, 2006; HANSONG et al., 200&;IU et al.,

2012).
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FIGURA 6: Infeccdo e disseminacd@e Cryptococcus
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Esporos ou a célula do fungdessecada € inalada e coloniza os alvéolos nos pulmdes. Individuos
imunocompetentes formam granuloma pela fagocitose€Cyptococcuspor macréfagos, podendo o fungo
permanecer em estado de laténcia até que as condigbes imunoldgicas sejam favoraveis. Em
imunocomprometido®o macrofago alveolar infectado serve de cavalo de troia levando a disseminagédo na
circulagdo sistéma As células deCryptococcusextracelulares podem permanecer nos pulmdeseoem
disseminados transcelularmente para a circulacdo saagNa circulacacamguinia osCryptococcupodem se
associara mondcitos ou sao transportados livremente para o leito capilar do céPeksiveis formas de
Cryptococcusatravessar a BHE: Afravessia paracelular entre células endotelB)jsatravés daranscitose

ligacdo e internalizag&o por células endoteliais microvasculares ceeel@pdentro de mondcitos / macréfagos
infectados (cavalo de Tréia)

Nota: A M0 macréfago alveolarP M @ macréfago alveolar parasitad@HARLIER et al., 2008 SABIITI;

MAY, 2012; STIE; BRUNI; FOX, 2009SH]I et al., 201pVELAGAPUDI et al., 2003

A BHE é compostapor células endoteliaisintimamente associadaspor juncdes
apertaads e célulaspericitasque visam limitar a circulacdoe o acesscaté o compartimento
cerebral CHARLIER etal., 2008) Algunsfagd6citos comomondcitospodematravessaessas
barreiras de forma fisioldgica, através do processoderolamento, adesdoe diapecase
associadoao afrouxamentotemporario das juncdes através de moléculas de adesao
(CHARLIER etal., 2008;MASCHIO et al., 19998

Outra forma deCryptococcugganhara circulacdo sanguinea e ultrapassar a BHE seria
através da forma transcelulande o fugo atravessa diretamente os capilares endoteliais.
(CHANG et al., 2004)Aternativamente, existe farma paracelula(FIGURA 6), que ocorre
apos danos nas juncd&ABIITI; MAY, 2012). Atravessando a BHEryptococcussta livre
para infectar o SNC e causama das manifestacbes clinicas mais graves e com maior

mortalidadea meningoencefalite criptocécica (CHANG et al., 2004).
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3.2.4 FATORES DE VIRULENCIA

A capacidade de alguns mieboganismos se adapdsin a certas situacfes esta
associada a uma maior bsevida em seu nicho ecoldgico. Essas adaptacdes incluem
otimizacdo de metabolisma,condicdes de estresse, de interacdo com outros organismos e
também de mudangas em sua morfologia, através do desenvolvimento de estruturas
especializadas. Dentre essafwgras podemos pontuar as capsulas que exercem funcdes
importantes na vida de micmganismos, conferindo resisténcia a condicfes estressantes e
um importante papel em sua interagdo com o meio ambAgmésar deser mais frequente em
bactérias Cryptomccustem nas capsulas um dos seus principais instrumentos de viruléncia
(MCCLELLAND; BERNHARDT; CASADEVALL, 2006; ZARAGOSA et al., 2010).

A capsula de Cryptococcus é formada primariamente pelos polissacarideos
glucuronoxilomanangGXM), que compreende 90 95% de seu peso @alactoxilomaa
(GalXM) que compde - 8% do peso Além dos polissacarideos, a capsula pogsuteinas
gue correspondem a menos de dégpesototal (CHUN; BROWN; MADHANI, 2011).0s
polissacarigdos presentes na capsuéan acdo supressm de fagocitose em diversas células
imunes incluindo macréfagos. GalXM e GXM podem induzir a apoptose através da via
Fas/FasLGalXM pode induir a producao de 6xido nitrico pelos fagdcitos e existem relatos
que GalXM induz producdo déator de necroseumoral alfa (TNF-U) e induz apoptose de
células T através da ativacdo da casp8s@PERICOLINI et al., 2006; VILLENA et al.,
2008).

Outro mecanismo antifagocitico desenvolvido [or neoformansrelacionadoa
capsula envolve a expressao de proteinas antifagociticas c@mue@ma antifagocitica 1
(APP1). Essa proteina presente na superficie da cipsdi ser secretada para o meio
extracelular ese ligar no receptor da proteina CR2 e CR3 do sistema complef8a@hiO
et al., 2009).

Ja foi demonstrado que capsula posscapacidade de mudar sua estrutura de acordo
com a tensdo no meio e durante o curso de uma infeccdo (CHERMNYAKI., 1995
ZARAGOZA et al., 2009). O tamanho da capsula se encontra aumentado durante a
colonizacdo pulmonaio qualse explica devido a altaferta de CQe baixa oferta de ferro
presente no ambientestimulandoseu crescimento (GRANGER; PERFECT; DURACK,
1985; WATKINS; KING; JOHNSTON, 2017)
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Estudos realizados por Zaragazaolaboradore€008) demonstraram que a capsula
guando tem seu taanho aumentadgode diminuir o estresse oxidativo e ainda conferi
resisténcia a peptideos antimicrobian@saafotericina B.

Outro importante mecanismo que confere protecdo ao fungo € a sintese de melanina
regulada pel&nzima lacase. A melanina prgéecontra danos causado® luz UV, espécies
reativas produzidas por fagocitos e contra temperaturas extremas (VAN DUIN;
CASADEVALL; NOSANCHUK, 2002) A producdo de melanina tem sido relacionada
resisténcia a algungarmacos como anfotericina B(VAN DUIN; CASADEVALL;
NOSANCHUK, 2002; WANG; CASADEVALLL, 1994).

O géneroCryptococcusconta ainda com um potente sisteemzimatico antioxidante
gue protege o fungo da acéo de fagdcitos e também contra estresses ambientais. Esse sistem.
€ representado priipalmente pelas enzimas superéxidodismutases (SOD) representada pela
SOD1 e SOD2, peroxidase de citocromd&c{l)e oxidae alternativafox1l), que realizam
papeis criticos na resisténcia ao estresse oxidativo (GILES et &), 200

Estudos onde houvedelecdo do gene que codifica a enzima superdxido manganés
dismutase (SOD2)apontam queos micreorganismos sofreranconsequénciasocivas,
comprometendo a viabilidade celular e sugerindo $DB2 € um componente essencial do
sistema de defesa antioxidan®ILLES et al., 2005).Uma caracteristica necessaria dos
fungos patogénicos € a capacidade de crescer a 33eyhdo Gile® colaboradore@005),

0 mecanismo que permigeC. gattii e C. neoformansesistir a essas temperaturas pode estar
relacionado comacao deSsOD2 juntamente com outras enzimas.

Outro mecanismo que melhora a sobrevid&dgatttii e C. neoformang a presenca
de uma proteina chamada SRE1, homobpgeateina reguladora de esterdis nos mamiferos,
qual é ativada em baixos niveis deigénio e induz transcricdo de genes para biossintese de
ergosterol e absorcdo de ferppermitindo crescimento em um ambiente que limita os
nutrientef CHANG et al., 2007).

3.25 FORMAS E MANIFESTACOES CLINICAS

As manifestacdes clinicas da criptocogogodem se apresentar desde infestacao
pulmonar assintomatica até uma infeccdo disseminada que pode atingir diversas partes do
corpo (NEGRONI, 2012). Até pouco tempo atras, acredisavque as manifestagcdes clinicas
nas infec¢des pdk. gattiie C. neofomanseram muito parecidas, mas o surto no Canada, em

1999, evidenciou que pode existir diferenca entre as infec¢cdes, dependendo do agente
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etiologico. Na criptococose associada a individuos imunocompetentes, causada
principalmente po€. gattii, os individws estdo mais propensos a desenvolver criptococose
pulmonar, apresentandoddulos e massas pulmonares comanifestacbes mais comuns
(CHAYAKULKEEREE; PERFECT, 2006; CHEN et al., 2000; KIERTIBURANAKUL et al.,
2006; MITCHELL et al., 1995; PAPPAS, 2013; SPEEDUNT, 1995).J4 individuos
imunocomprometidogem uma maiottaxa de infeccdo po€. neoformangCHEN et al.,

2000) apresentandaacometimento extrapulmonar, com maior indice de hemoculturas
positivas e menor numero de células inflamatorias no liquidaocedquidiano, sugerindo

que individuos com SIDA, apresentam uma carga decro-organismoelevada e baixa
resposta imunolégiceCHAYAKULKEEREE; PERFECT, 2006).

3.2.5.1 CriptococosePulmonar

Os pulmbes- porta de entrada dos fungos, sdo também o sitis oeamuns de
infeccdo. Acriptococoseulmonar podeerassintomatica e sua diferenciacdo com as demais
doencas pulmonares se da devido a falta de resposta a medicamentos antibacterianos e
antivirais além de possuir uma evolucdo mais IeiN&EGRONI 2012. A forma aguda da
doencapodeapresentasintomas como febre, tosse produtiva, dor toréeigeerda de peso
As apresentacdes radiogréficas sdo varijadaedo as anormalidades mais frequentes os
nodulos pulmonareginices ou multiplcs. Achados radiogréfbs menos frequentes incluem
derrames pleurais, linfadenopatia hilaspacidades reticulonodulares difusas lesbes
endobronquica resultants da obstrucdo das vias aéreas com colapso pulmdsses
achados sdo semelhantes em pacientesnocomprometidose imunocompetentes
(CHAYAKULKEEREE; PERFECT, 2006).

Na forma crénica da doencas manifestacfesodan sa semelhantga tuberculose
ouaocancer de pulmadds individuos apresentam perda de peso, febre prolongada, anorexia,
fadiga, tosse, escarro mucasonucopurulento (HUSTON; MODY, 200BLEGRONI, 2012
SINGH et al., 2008)Quando diagnosticada @iptococosepulmonar é importante realizar
uma hemocultura e uma punc¢éo lombar para verificar a possibilidade de dissengnagéo,
em individuosimunocomprmetidosa taxa de disseminacdo pode chegar a 90% dos casos
(NEGRONI, 2012).

Os exames laboratoriais demonstram frequentemente um aumento da taxa de
sedimentacdo de eritrocitos, anemia, leucocitose e hipergamaglobulinemia policlonal.

Também érealizada a @squisa do antigeno capsular Geyptococcusno soro, por
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aglutinacdo de particulas de latex, que normalmente se apresenta peshiatudo em
individuos com SIDANEGRONI, 2012 CHAYAKULKEEREE; PERFECT, 2006SINGH
et al., 2008

3.2.5.2 Criptococoseno SNC

A doenca criptococica em seres humanos pode envolver diferentes. @gésar da
via natural de infeccdo ser o pulmda manifestacdo clinica mais importante € a
meningoencefalite, que podprasentar evolucdo aguda, subaguda e cr@RIERREIRA et
al., 2013; LIN HEITMAN, 2006). Cerca de90% dos pacientegnunocomprometidqs
sobretudo os individuos com SIDAesenvolvem meningoencefaligue pode ser causada
tanto porC. gattii quantopor C. neoformangNEGRON] 2012). & principais sintomas
incluem dor de cabeca, febre, vomito, convulsdes, comprometimento da consciéncia,
neuropatia craniana, letargia, perda de memodria, sinais de irritacdo meningea e coma
(CHAYAKULKEEREE; PERFECT, 2006).

Em pacientes que ndo possuem SIDA a doenca se apresdntamdesubaguda ou
cronica afetando o0s ganglios basais com formacdo de massa como uma
meningomielorradiculite. Quando o individuo ndo apresenta imunodepressdo grave O
aparecimento da doenca pode ser capcioso. Além dos sintomas j4 apres@odeios
ocorer problemas visuais, paralisia dos nervos cranianos papiledema e coroidite
(CHAYAKULKEEREE; PERFECT, 2006NEGRONI, 2012PAPPAS, 20138

Para diagnostico da infeccdo no SNC séo realizados exames citologicos no liquido
cefalorraquidiano (LCR) que normalmete apresentam poucas alteracdes. Obssrva
normalmente pouca elevacdo de proteinas, glicose normal, podenddevaveleocitose
(NEGRONI, 2012. A deteccéo de lesdes nodulares nos ganglios basais pode ser realizada
através da ressonancia magnéticaxfeenamente importante a realizacdo rotineira desses
exames em pacientes com convulsbes ou paralisias, em individuos que apresentam
hipertensédo intracraniana ou quando existe suspeita de hipertensdo intracraniana grave
(NEGRONI, 2012; POWDERLY 1996).

O prognostico da criptococose do SNC sem tratamersgonm®rte. A evolucdo da
doenca vai depender do estado imunoldgico do hospedeiro e da gravidade da pressao
intracranianaBAVA; ARECHAVALA; ROBLES, 1999 NEGRONI, 2012).



34

3.2.5.3 CriptococoseCutanea

A criptococose cutanea é uma forma clinica caracterizada por lespeke podendo
ser classificada como primar@ secundaa. A infeccdo cutdnea primari@ caracterizada
pela idenfificacdo d€ryptococcusem bbdpsia ou cultura proveniente de individuos gae
apresentam doenca disseminafla.lesdes se apresentam principalmente caddulc ou
abscess®no local & penetracaao fungq maisraramente comlinfangite e adenopatia
tem relacdo com traumasatividades em areas onde o fungo € preva({®ESRONI, 2012;
TELLO et al., 2013).Ja infeccdo a cutaneasecundaria ocorre devida disseminacéo
hematogénica do funggue ocorre em 120% dos individuos infectado& lesao inicial é
geralmente uma pépula indolpodendo dquirir uma aparéncia acneiformas leséessao
com frequéncianultiplas e dispersas, localizadas em areas expostas e nao expostas do corpo,
principalmente na cabeca e no pesd®™BGRON]I, 2012; TELLO et al., 2013)

3.2.5.4 Outras manifestacdes clinicas

A criptococose pode atingir qualger parte do corpo através do processo de
disseminacdo hematogénicaendo conhecidasocorréncia urogenités, lesdes oculares
(frequentes em pacientes com infeccao de menindespes 6ssedsqueocoremem menos
de 10% das formas disseminadasdgtococose (NEGRONI, 2012; TELLO et al., 2013).

3.2.6 TRATAMENTO FARMACOLOGICO

O tratamento dariptococoseesta intimamente relacionado com a condigédo geral do
paciente e suas manifestacdes clinicas (OLIVEIRA et al., 2014; PEREFERSON,2002).
Atualmerte um pequeno numero de farmacos esta disponivel para tratataetdencacom
diferentes mecanismos e espectros de a@&omaisutilizados sdoa anfotericina B os
antifungicosazolicose a flucitosingPERFECT et al., 2010).

Estude demonstram que taxa de efetividade do tratamento com anfotericina B e
com farmacosazolicos esta entre 50 a 80%desmo com o tratamento ainda existe uma
prevalénciaelevadade Obitos de cerca de 20 BENNETT et al., 1979; BRATTON et al.,
2013; DROMER et al., 1996; VAN CEEHORST et al., 1997).
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A maioria dos antifungicos disponiveis no mercado e na clinica tem relacdo com a
biossintese do ergosterol, o principal esterol das membranas celulares floogoastrutura
analogaa docolesterol presentemmamiferof SHAPIRO;ROBBINS; COWEN, 201}

A anfotericina B, um dos principais farmacos do tratamento da criptococose, apresenta
acdo priméaria baseadsa alteracdo da permeabilidade celular da membrana fungica. O
farmaco se liga ao ergosterol, formando poros e ocasionande danembran&ERREIRA
et al., 2013). Além disso, anfotericina B causa danos oxidativos as membranas plasmaticas
(LOEFFLER; STEVENS, 2003). O mecanismo de acao, apesar de efetivo, estd associado aos
efeitos toxicos do farmaco, pois além de se ligar gosterol do fungo ele se liga também
aos esterdis da membrana plasmatica humana, como o colesterol, levando o farmaco a
apresentar diversos efeitos adversos cammprometimento da filtracdo glomerular e da
funcdo hepatica, hipocalemia e hipomagnesemieeman trombocitopenia, reacdes
anafilaticas e neurotoxicidad¢ERREIRA et al., 2013; LUPETTI et al., 2002; ODDS;
BROWN; GOW, 20030LIVEIRA et al., 2014 SHAPIRO; ROBBINS; COWEN, 20)1

Os azlicos sdo farmacos fungistaticostem acédo naiossintese desterdispela
inibicdo da enzima esterol4-Udesmetilase resultando naleplecdo de ergosterol o
acumulode esteréis metilados toxicdFERREIRA et al., 2013; SHAPIRO; ROBBINS;
COWEN, 2011).Ao contrario da anfotericina,B&o bem tolerados menos toxicos, as
devido a constancia na qual paties conSIDA utilizam esses farmacos para tratar infeccdes
oportunistas, diversos fungoslesenvolveram mecanismos de resisténcianclusive
CryptococcugLUPETTI et al., 2002HORSBURGH; KIRKPATRICK, 1983).

A flucitosina é outro important&rmacoutilizado m tratamentada criptococose. Seu
mecanismo de agéo consiste na conversao de flucitosina em fluorouracila dentro das células
alvo. Dessa maneira farmacoé incorporalo ao RNA em formagdocausando o término
prematuro da cademinibindo a sintesealDNA através da acaaibitdria sobre a timidilato
sintase (ODDS; BROWN; GOW, 2003). flucitosinafoi removidada Relacdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (Renamem 2006 devido ao desenvolvimento rapido de
resisténciaam monoterapia @ elevada icidéncia deefeitos colaterais (LIMA, 2014Apesar
de nado ser utilizada no Brasil, o farmaceamplamente utilizado em varios paiges

apresentar bons resultados em associacdo com a anfotericina B (LOYSE et al., 2013).
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3.2.6.1 Mecanismos de resistémna a farmacosantifingicos

Resisténciamicrobianaé o termo utilizado para descrever um fendmeno onde o
antimicrobiano ndo consegue exercer sua acao sobre o-orgenvismo (LOEFFLER;
STEVENS, 200R A resisténcia pode ser primaraguando o patégeno noa foi exposto
aquele medicamento, ou secundargpando ha exposicao prévia ao farmaco. O surgimento
de resisténcia tornese mais relevante quando as infec¢cdes oportunistas associadas a
individuos imunocomprometidos emergiram, trazendo grande pre@cugagidos a escassez
de opcdes de tratamento, podendo se transformar em um sério problema (CANUTO;
RODERO, 2002; LOEFFLER; STEVENS, 2003; LUPETTI et al., 2002).

A resisténcia secundéaria aos poliénicos, representados pela anfotericina B, ja vem
sendo desda desde a década de 1980 (POWDERLY et al., 1988). O mecanismo exato da
resisténcia ndo é conhecido, mas acresitgue ocorra devido a uma significativa alteracéo
da composicao lipidica ha membrana plasmatica. Alguns trabalhos citam, por exemplo, uma
diminuicdo da quantidade de ergosterol por falta de uma das enzimas responsaveis por
converter o | an o s®t’isomerdse (KFhLYeet afj, d304; eUPETTl et ah, o
2002), diminuindo a interagdo entre o farmaco e a membrana plasmética, premtwelm
devido a falta de sitio de ligacdo (HITCHCOCK et al., 1987; JOSHPRNE et al., 1995;
LOEFFLER; STEVENS, 2003).

Outro possivel mecanismo de resisténcia dos poliénicos pode estar associado a
al t er a--I3alucah@s nad parede celular de fungosjahelo a um aumento da
estabilidade da parede celular, podendo influenciar a interacdo e ligagdo do farmaco a
membrana plasmatica do mievsoganismo (GALE, 1986; LOEFFLER; STEVENS, 2003).

Dentre as classes de antifingicos que apresentam resisténcimagodeelevancia
médica é a dos azdlicos, sendo frequentemente descrita principalmente por individuos com
SIDA. Atualmente se sabe que a resisténcia a azolicos se da principalmente pela diminuicdo
da concentracdo intracelular devido a pouca quantidade fadfatidilcolina e
fosfatidiletanolamina na membrana plasmatica, mudando o perfil de barreira de membrana e
dificultando a penetracéo do farmaco (LUPETI et al., 2002).

OQutro mecanismo fregquente est8§ associ ac
demetilae codificada pelo geteRG11,pois estudos demonstram que mutacfes nesse gene
levam a alteragbes na agdo dessa enzima e essa seria um dos mecanismos fungicos de

resisténcia aos farmacos azélicos (WHITE, 1997).
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A superexpressdo da enzima lanostereUtiémetilase- alvo de acédo dos azolicos,
pode ser outro mecanismo de resisténcia ao fluconazol e ao itraconazol, ja observado em uma
linhagem deC. glabrata O acumulo da enzima pode resultar no aumento da biossintese de
ergosterol, prejudicando a acéo derfacos que agem nesse local (BOSSCHE et al., 1992).

A alteracdo do efeito do farmaco é outro mecanismo de resisténcia dos azdlicos.
Alguns estudos demonstraram que linhagenS.dabicansapresentaram uma quantidade até
17 vezes maior de mRNA que codifi€dR1 e deproteinas transportadordd P Binding
Cassette responsaveis pela reducdo do conteddo de fluconazol dentro da célula fungica
(ALBERTSON et al., 1996).

Existem relatos de resisténcia a flucitosina por parte de algumas espécies de fungos,
como C. albicans Estudos sugerem que esses manganismos produzem variantes
moleculares de enzimas responsaveis pela conversao de flucitosina a fluorduoaBilasil
a flucitocina nao € usada devido ao rapido desenvolvimento de resigtéincipalmente
guandousada em monoterapleUPETTI et al., 2002; FASOLI et al., 1990).

A principal abordagempara superar a resisténcia aos antifungicos e melhorar
estratégias terapéuticas atuais sedascobertale novofarmacosque possam proporcionar
uma melhoatividade antifungica e perfil farmacocinético (CANUTO; RODERO, 2002

Com o0 aumento da incidéncia de infeccdésgicas tornouse extremamente
necessaa umanovageracdo de agentes antifungicdsmaioria dosfarmacosdisponiveis
apresenta efeitos toxispalémde ineficaciafrente afungosnovos ouemergentgsalém do
rapido desenvolvimento da resisténcia (WHITE; MARR; BOWDEN, 1998).

Apesar da evidente necessidadeyinica classe de antifungicos desenvaviths
ultimas décadas a dis equinocandinagCaspofungina Micafunging Anidulafungina
Aminocandinaetc). No entanto, tais farmacosio possem atividade antifingica satisfatoria
frente aCryptococcugDENNING, 2003; SHAPIRO; ROBBINS; COWEN, 2011).

A dificuldade no desenvolvimento de novos farmaaosfungicos tem relacdo com
algumas similaridades entre os patdogenos e hospedeiros, ambos eucariontes, que por
compartilharem uma relagdo evolutiva proxima, tornam complexa a obtencdo de agentes
seletivos e isentos de toxicidade (SHAPIRO; ROBINS; COWEN1P

Diante do apresentado, é evidente a importancia da descoberta de novos farmacos para
tratamento de infec¢cdes fangicas. Nesse contextinates vegetais apresenta® como
alternativas de sucesso na descoberta de novos farmacos utilizados natoadentais tipos
de infecgbes (BAKKALI et al., 200KUMARI et al., 2017).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

Folhas deX. ciliatifolia foramcoletadas no municipio de Governador Valadavis e
identificadas pelo botanico Prof. DVinicius Antonio de Oliveira Dittrich (UFJF, Juiz de
Fora, MG). Exsicatadoram confeccionadas e depositadas no Herbério Leopoldo Krieger da
Universidade Federal de Juiz de Fora.

4.2 PREPARACAO DO EXTRATO

O material vegetal foisubmetido a secagem em estufa ae circulante e
posteriormentetriturado em moinho de facas\s folhas secas e pulverizadésram
submetichs a extracdacom etanol 963L, por 5 diasApoOs extracdo exaustiva o extrato foi
concentrad em evaporador rotatorio sob temperatura inferior 206 pressao reduzida, para

obtencao do extrato etandlico.

4.3 FRACIONAMENTO DO EXTRATO ETANOLICO

O extrato etandlicéoi dissolvido em agua e submetidparticdoliquido-liquido com
solventes de polatade crescente. Para tanto forampregadosi-hexano,diclorometano,
acetato de etila B-butanol. As fracdes obtidas foraconcentradas em evaporador rotatorio
sob temperatura inferior a 60C e pressdo reduzida, para obtencdo das fracdes

correspondentes.

4.4 CARACTERIZAQAO DOS COMPOSTOS MAJORITARIOS DA F RA(;AO MAIS
ATIVA.

A caracterizacdo dos compostos majortitarios da fracdo mais ativa foi realizada em
parceria com &undacédo Ezequiel Dias, em Belo Horizonte, M& fragdo mais ativa
selecionada apos triagem de atividade antifungica conforme descrituig $& avaliada
usando um cromatografo liquido de alta eficiémezjaipado com os detectores de ionizacao
por eletrospray (ESI) e arranjo de fotodiodos (DAD). O volume injetado da amostra foi de 5
pL por corrida. A analise teve duragdo de 27 miposttime de 2 min. Os espectros de
massas foram obtidos na faixard&0 a 1750 para cada um dos constituintes registrados nas
analises cromatograficas no modo ESI (positivo/negativo). Os espectros de UV foram obtidos

na faixa de 190 a 400 nm para cada um dosstituintes registrados nas analises
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cromatograficas no modo DAD no comprimento de onda de 280nm. Os dados obtidos foram
comparados com a literatTUKER 2012)

As eluicBes em gradiente foram realizadas sob um fluxo de 0,6 mL/min da fase mével
composta pela mistura de dois solventes, sendo um agua ultrapura 100% (A) e o outro
metanol 100% (B), ambos acidificados com 0,1% de acido férmico. As condi¢cfes da eluigdo
foram as seguintes: uma mistura de 85% solvente A e 15% solvente B nos primeiros 25
minutos; 5% solvente A e 95% de solvente B até 26,7 min; e 85% solvente A e 15% de
solvente B até 27 min, o tempo final da corrida cromatografica. A fase estacionaria utilizada

foi em coluna Rapid Resolution HD (2,1 x 50 mm x 1,8 um) a temperatura da celQrf&€a

45 LINHAGENS DE C. gatti E C. neoformans UTILIZADA S E DESENHO DO
ESTUDO

Para avaliar a atividade antifingigavitro de X. ciliatifolia frente a Cryptococcus
foram utilizadas 2 linhagens deC. gatti e 10 linhagens d€. neoformangTABELA 1).
Todas as linhagengtilizadaspertencen a colecdo de microrganismos do Laboratério de
Micologia do Departamento de Microbiologia da NMU& e foram gentilmente cedidas ao
Laboratorio de Microbiologia da UFJF/GVFoi realizada primeiramente uma triagem onde
foram testads o extrato etandlicoHEXC) e todas as fracdede X. ciliatifolia frente as
linhagens 2310993 e 54WOTTN94-PI-10 de C. gattii e ATCC 24067 e 96806de C.
neoformans A fracdo acetato de etila (FAXGpresentoumelhor atividadee foi entédo
utilizadanos demaigestes. Para realizas @nsaios d€IM e acgdo fungicida/fungistaddoi
utilizada FAXC e EEXC frente as linhagens apresentad@8RELA 1). Para os demais
ensaios foam utilizadas duainhagensde C. gatti ATCC 32608 dinhagem cliicalL2701 e
2 linhagens d€. neoformansATCC 28957 dinhagem clinicaH99.
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TABELA 1: Linhagens d€ryptococcugattii e Cryptococcusieoformans

C. gattii C. neoformans
L28/02 (C) LMM 820 (C)
23/10993 (C) 5396 (C)
196L/03(C) 96806 (C)
1913ER (C) 27JF (C)
L2701 (C) H99 (C)
LMM818 (C) WP (C)
29/10893 (C) C-3-1 (A)
L2401 (C) ATCC 28957
L 135/03 (C) ATCC 24067
547/ OTTI/94PI-10 (A) ATCC 62066
ATCC 24065
ATCC 32608

Nota: C: isolados clinicos; A: Isolados ambientais; ATCC: Ameriggre TTulture Collection.

4.6 REAGENTES E EQUIPAMENTOS

Osreagenteg equipamentostilizadosnosensaioestadistadosnaTabela2.
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Reagente/Meiade Marca Equipamento Modelo/Marca

Cultura

Ergosterol Sigmd Aldrich®

Diclormetano Synth® Centrifuga Kasvi K141215

Anfotericina B SigmaAldrich® Centrifuga modelo TJ6, Beckman
Instruments

Acido tiobarbittrico SigmaAldrich® Citémetrodefluxo BD Accuri

Acido claridrico Fluka® Espectrofotbmetro Modelo850Mi marca
Analyser.

Agar Sabouraud Himedia® Fluorimetro Luminescente Synergy

Dextrose 2, Biotek

Diacetato de 2°,7 Invitrogen® HPLC Agilent Infinity 1290

diclorofluorescina

Acetatodeetila Synth® Leitor tipo BLISA Biochrom Asys Expert
Plus

Acido fosférico Merck® Microcalorimetro VP-ITC, Microcal
LCC

Dimetilsulféxido Nuclea® Microscopio 6ptico Axioplan, Carl Zeiss

Butanol Synth® PotencialZeta Malvern Zetasizer
Nano ZS

Caldo Sabouraund Difco® Vortex ModeloAP59marca

dextrose PhoenixLuferco

Fluconazol SigmaAldrich®

Hidréxido de potassio Dinamica®

Hidroxido de sodio Dinamica®

Hidroxitolueno Synti®

butilado (BHT)

Histopaqu®-1077 SigmaAldrich®

MOPS

MTT SigmaAldrich®

n- Hexano Synh®

n-heptano Synth®

Perdxido de hidrogénic Alphate®

Rodamina SigmaAldrich®

RPMIT 1640 Sigmd Aldrich ®

RPMI 1640 completo  SigmaAldrich®

Sorbitol Vetec®

Zorbax Eclipse Plus  Agilent

4.7 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIAM INIMA

A Concentrago Inibitoria Minima (CIM) do extrato elasfracdes deX. ciliatifolia
foram avaliads frente a linhagens d€. gattii, e C. neoformansconformeproposto pelo
documento M27A3 dCd i mi c al and Labor atcanrnodifiid¢dasn d ar ¢
(CLSI, 2008).0 in6culo fungico foi preparado a partir de culturas dos fungos e incubados a

35°C, por 48 h em tubasclinadoscontendo Agar Sabouraud Dextrose (ASD). A suspensio
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fungica foi preparada em um tubo de ensaio contendo 5 mL de sodlig@oesterilizada. As
suspensfes foram homogeneizadas em vortex, lidas no espectrofotbmetro a 530 nm e
ajustadas a transmitancia de 77%, que corresponde a concentracao®@eSkTOUFC/mL.

Em seguida, as amostras foram diluidas em RiP1B40de modoa alcancar a concentracao

de 1x16 a 5x1¢ UFC/mL) (CLSI, 2008).

Para avaliar o CIM @bk extratos e fracdes deciliatifolia, umasolucéo inicial de cada
amostra foi solubilizadem dimetilsulféxido (DMSO)e diluida em meio RPMile modo a
alcancar a coremtracdo de 10 mg/mlEm seguida foram feitas diluicdes seriadasndelo
que as concentracbes das amostras variassem de 128 mg/L a 0,25 mg/L. Posteriormente,
al 2qguotas de 100 eL de <cada concentra-«o
microdiluicdo de 96rificios. Para o controle de toxicidade do solvente foizatilo o meio
RPMI acrescido de DMSa concentracdo correspondente a cada experimento.

Para o CIM de fluconazol fabtidauma solugéo inicial de concentragéo 100§/L,
solubilizada em &gua e dissolvida em RPRbisteriormente foram feitas diluicdes selias de
modo que a concentragvariasse de 1281g/L a 0,25 mg/LEms egui da al 2 quot a
de cada concentracdo foram distribuidas em orificios da placaiatediluicdo de 96
orificios.

Para o CIM de anfotericina B fobtidauma solugéo inicial de concentragao B0g/L
solubilizada em &gua e dissolvida em RPRbisteriormente foram feitas diluicdes seriadas de
modo que as concentracdes das amostras variassem de 8 mg/L anfgdlQ15m seguida
al2quotas de 100 eL de cada concentra-«o
microdiluicdode 96 orificios. Como catrole de crescimento e de esterilidatie todas as
amostrasfoi utilizado o meio RPMI.

A cada orif2cio teste e de <controle de
inoculo fungico. As placas foram incubadas por 72 haal35°C. A leitura foi realizia
visualmente (CLSI, 2008). A CIM foi considerada a menor concentragao que inibiu 100% do
crescimento fungico, exceto para o fluconazol, em que a CIM foi definida como a menor
concentracdo que inibiu 50% do crescimento. Os resultados foram expresswglLeeno

experimento foi realizado em triplicata.

4.8AVALIACAO DA ACAO FUNGICIDA/FUNGISTATICA

As leveduradoram avaliadas quanto a acdo fungicida ouwistatica. Aliquotas de

100 eL f or am onfidonnos guadis 880 foiadstectado crescimento visivel na
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CIM, subcultivadas em ASD e incubadas a 35°C. As amostras foram semeadas em placas de
Petri em triplicata. A concentragdo fungicida minima (CHMI)definida como a menor
concentracdo das fracdes em que nenhuma colbnia for observada ap6s 72 horas de incubacac
(OBANDO et al., 2009).

4.9 INTERACAO IN VITRO DA FRACAO FAXC COM ANFOTERICINA B E
FLUCONAZOL

A fracdo FAXC deX. ciliatifolia foi avaliadaquanto a atividade em combinagédo com
o fluconazol e anfotericina B. Dez diluicdes seriad@agracace sete diluicbes dos farmacos
foram preparadas utilizando os mesmos solventes do teste da CIM. Aliquotag de 50l e
cada diluicdo das amostras foram adicionadassfisios de uma placa de 9&rificios, na
orienta-«o0 hori zont atiluicho da talagumodosafarmados forand ¢
adicionadas em orientacdo vertical, de modo que a placavess#variascombinacbes de
concentractesad amostragODDS, 2003.

Em seqguidac ada po-o0o f oi inoculado com 100¢lL
descrito no teste de CIM e as placas incubadas a, 6¥(72 horasA leitura foi realizada
visualmenteA interacao das aostras com o agente antifungico foi expressa como a soma do
indice da concentracao inibitéria fracionaria (CIF) de cada agente. A CIF de cada agente é
calculada como a CIM desse agente em combinacéao, dividido pela CIM do agente sozinho. O

indice de concerdcao inibitoria fracionéaria (ICIF) sera calculado pela soma dos CIFs:

Ccomb C§omb
ICIF = CIFA + CIFB =

— + —
individual individual
CIM CIME

Onde CIMp Nndvidualg e individual g5 35 CIMs das amostras A e B quando agindo sozinhas e
Ca ®°MPe G ©MPreferemse as combinacdes. O ICHode seiinterpretado como sinéiap
quando for OO0, 5; s € IAIF ¥ 4,0 eecormo- aptagonpta quandia@® 0, 5
(SANTOS et al., 2012; FERREIRA et al., 2013).

4.10CURVA DE MORTE

As culturascom as linhagens ATCC 32062 e ATCC 2896am subcultivadas em

tubos contendo ASDap 48 h e o indculo fodbtido conforme descrito no experimento CIM.
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Os testes foram preparados em placas de microdiluicdo deorifi6ios contendo
concentra-»es variadas de FAXC em que forar
cada experimento, foealizado um controle negativo constituido2®®e L de med o RP
um controle positivo constitu2do de 100 €L
foram incubadas a53°C, por 72 horas e durante este periodo foram realizadas leituras em
diferentes intervalos de tempo, comecando com o momento da inoculacdo (tempo zero) e
seguindo com leituras efd) 6, 12, 24, 36, 48 e 72 hordsos intervalos préeterminados,
foram removidas al 2quotas de 100 €L dea cade
contendo meio ASD e incubadas 3°G, por 72horas ApGs o periodo de incubacao, as
colonias foram contadas para determinacdo das unidades formadoras de coloniasfQUFC) e
elaboraa a curva de morte em funcdo do nimero de UFC recuperadas ao longopdo te

(SANTOS et al., 2012)Todos os testes foram realizados em duplicatas.

4.11INTERACAO DE FAX C COM SORBITOL

Para determinar se a fracdo FBnterfere com a integridade da parede celular
fungica foi realizado o teste de protecdo utilizando sorb@8IRRASCO et al., 2012 Para
isso, foi determinada &£IM da fracdona presenca do sorbitol, utilizando placas de
microdiluicAdode 96 orificios, de maneira senteante ao descrito no tépico 4.7

Em cada orificio da placa, foram adicionad@sulL do meio Iquido RPMIcom
sorbitol previamente adicionad®.osteriormentefoi adicionado 5QuUL da solucaade FAXC
preparada auforme a descricdo no topico 4€/ dspensadoshas colunasda placaem
concentracdes que variaramX®Emg/L até0,003mg/L obtidas atravéde diluicdo seriadaD
sorbitol foi utilizado auma concentracdo final de 0,8 M esadapocga Por fim, foram
adicionados 10 pL do in6culo as fungos em todos osorificios, exceto controle de
esterilidade. Foi realizadomu controle decrescimento, adici@ando 100uL do indculo
fungico e mais 10QlL de meioRPMI e sorbitol (0,8 Nl Um controle de esterilidade também
foi realizado, onde foi colocado 200 uL B&®MI em um orificio sem a suspensao dos fungos.
As placas foram incubadas &°@ por até 7 dias par@alizagédo d leitura visuh Todos os

testes foram realizados atuplicatapara caddinhagem

4.12QUANTIFICACAO DE ERGOSTEROL

Os esteroides intracelulares totais foram extraidos a fim de avaliar a sintese de

ergosterol, componente da parede celfilagica, conforme descrito por Breivik e Owades
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em 1957 com pequenas modificacO&€3. neoformang C. gattiiforam plaqueados em AS®
levados a estufa 35° C por 48 horas, apds esse periodmlém@aisoladaproveniente dssa

cultura foi inoculada em 50mL de caldo Sabouraund dextrosBaralelamente foram
preparadas solu¢cées com a concentracdo de FAXC equivalente ao CIM e 2 x o CIM das
linhagens testadas, além de preparar um controle positivo com um conhecido inibidor da
sintese de ergosterol, o fluconha 64 mg/L. Ocaldo Sabouraund dextrosentendo o
indculo foi suplementado com as referidas concentracbes de FAXC ou fluconazol e essas
culturas foram levadas a estufa por 16 horas, a 33JAC.controle de crescimemtsem
tratamentotambém foi realizadoAs células de fase estacionaria foram colhidas p
centrifugagdo a 2.700 rpdurante 5 min e lavadas com agua destilada estéril. O peso liquido
umido do pellet foi determinado. Na sequénciaafticionado 3 mL de solucédo alcodlica de
hidroxido de potassia 25% a cadaellete estas foram levadas ao vorfgr 1 minuto. As
suspensdes de células foram transferidas para tubos falcon estéreis e incubadas em banhc
maria, a 85 °C, durante 1 h. Apos a incubacao, os esteroides foram extraidos por adicdo de
uma mstura de 1 rh de agua destilada estérii e BL de nheptano seguido de
homogeneizagcdo vigorosa no vortex durante 3utom A fase organica foi retirada para
leitura em espectrofotdmetrem 232 e 200 nm. A curva de calibrgdo com ergosterol
padronizadofoi construida e usada para calcular a quantidade de ergo<PI85OQON;
RUNDQUIST; BRUNK, 1987 SANTOS et al., 2012). Em todos os casegysterol presente

nos fungos ou no padrao) a aligorcia foi o resultado da subtragde absorbanciabtidaem

282 nm e absdbanciaobtida em232 nm. O ergosteroé 024(28) dihidroergosterol (DHE),

um intermediario da viaalbiossintese dergosterol,juntos absorvem energia em 282nm,
enquantasomente o DHEnostra intensa absor¢c@m 232nm. Os resultados foram expressos

em mg /L*g! e o peso respresenta o significado de trés experimentos independentes.

4.13MENSURACAO DA PRODUCAO DE ERO E PRN

A mensuracdo da producdo de ER(@spécies reativas de oxigénie) PRN
(peroxinitrito) foi realizada em parceria com laaboratdio de Microbiologia da UFMG.
Quantidades endogenaskEROse PRNs foram mensuradas utilizando o ensaio fluorométrico
com sondas especificas (FERREIRA al., 2013). As células dos fungdS. gattii e C.
neoformangultivadas em ASD & C durante 72 h¥oram tratadas com FAXGu perdxido
de hidrogénio (controle positivoylurante 1 h e 24 em RPMI sem vermelho de fenol.

Incubous e com a 10 & M dielorofluorascisatpara qoantficaci@ERQE E
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1 0 diMdrorodamina para quantificacdo dRN (sonda fluorescente)Também foi
realizado um controle de crescimentomcoos fungos sem o tratamento XB. A
fluorexcéncia foi medida com um Fluorétro usando comprimentos de onda de excitacdo e
emissdo de 500 nm. Os resultados foram expressos como unidades arbitrarias de fluorescéncia

+ SEM. Os testes foram realizados em triplicata

4.14 ENSAIO DE PEROXIDACAO LIPIDIC A

As células deC. gattii e C. neoformandoram tratadas com a fracdo FAX@e
maneira semelhante ao ensaio deardgificacdo deergosterol (item 4.11), nas mesmas
concentracdes, exceto o controle positjue nesse ensaio foijperéxido de hidrogénio a 5%
Os produtos da peroxidacdo lipidica foram medidos como substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS) (FERREIRA et al., 2013). O sedimento foi homogeneizado com 1000
eL em 8cido fosf -rico a lgsll%%Wagehado40daHatr a mc
de &cido tiobarbiturica 1% preparado em 50 mM dedroxido de sédia@ontendo 0,1 mM
de hidroxitolueno butilado e 200 e¢L de §8c
mantidas em gelo durante a manipulacédo). Posteriormente, as amostras (pHain5) fo
aguecidas durante 60 minutos a 98 A C e a
homogenizadavigorosamente utilizando vortex e centrifugada durante 5 min a %00
Separotse a camada organica que foi medida em um leitor tipo ELISA. A solecaoidb
tiobarbiturico foi substituida pakcido cloridrico3 mM nos controles. Os resultados foram

expressos emng/L*g-1, representandimésexperimentos independentes

4.15 MENSURACAO DA ESTABILIDADE DO POTENCIAL DE MEMBRANA
MITOCONDRIAL POR CITOMETRIA DE FLUXO

O ensaio de mensuracéo da estabilidade do potencial de membrana mitocondrial foi
realizado em parceriaom o Laboratério deMicrobiologia daUniversidade CEUMA no
Maranh&o O ensaio de citometria de fluxo empregou a sonda fluorescente rod&hima
(RONOT et al., 1986) para determinacéao do potencial da membrana mitocéxsicalulas
de cada linhagem foram ressuspensa a uma densidade dé eéul3/m.em 500 &L e
meio RPMI suplematado com MOPS. Adicionese FAXC na concentragédo de 1GIM, e
as células foram incubadas durante 12 h, a 37 ° C. ApOs incubacao, as células foram lavadas

3 vezes com tampao PBS (pH 7,2) sob centrifugacdo a 6000 rpm durante 10 min. Apés a
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| avagem, o pell et de c®l ul as foicommRic@Qu sper
eg/ mL no escuro durante 10 min). Ap-s a 1in
PBS. As células foram ressuspensas em PBS &saated por citometria de flux&m total

de 10.000 eventos foram analisadosra cada amostra. As altebas na intensidade
fluorescente de Rho foram quantificadas utilizando o indice de variacdo (IV) obtido pela
equacao (MIMC)/MC, onde MC é a média de intensidade fluorescente de controle e MT a
média das células tratadas. Os valores negativos de IV aontesp a despolarizacdo da

membrana mitocondriaDs resultados foram expressos em intensidade de fluorescéncia (IF).

4.16MEDIDAS DE DIAMETRO CELULAR, TAMANHO DA CAPSULA

As células de leveduras foram cultivadas em meio A@Gementado com 0,5 x
CIM de FAXC e levados a estufa53 por 48 h. Apds esse periodo as colbnias foram
suspensas em tinta da india e posteriormente visualizadas com um microscopioQptico
tamanho total da célufai definido como o didmetro da célula completa, incluindo a capsula
Para obter o tamanho da cépsula foi subtraid@an@anhototal dacélulapelo diametro do
corpo da célulaA cépsula e o diametro de pelo menos 100 células foram medidos usando o
software Imaged 1.40 g (http://rsb.info.nih.gov/ij/; National InstitutesHeflth, NIH,
Bethesda, MD) (ARAUJO et al.,, 2012As medidas finais foram apresentadas como
proporcdo do tamanho da capsuten relacdo a0 didmetro celular e a relagédo
superficie/volume foi calculada usando a formula 3onde r € o raio ERREIRA et al,
2015)

4.17 POTENCIAL ZETA

Para avaliar o potencial Zeta (PZ) de FAXC sobre a superficie celular das leveduras
foi utilizado o equipamento Malvern Zetasizer Nano ZS. Para a realizacdo do teste foram
repicadas linhagens @& gattiie C. neoformangm placas de Petsuplementadas coMm5 x
CIM de FAXC diluido em ASOALVES et al., 2017)0Os inéculos foram diluidos em 2.m
de solucado salina estéril, na escala 0&cNMarland O PZ foi determinado pela técnica de
micro-eletroforese laser Doppler, em atmde disperséo de 1%3isando um capilar dobrado

de célula celular (DPS1060). Os valores de PZ foram calculados como a média de dez
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medidas independentes, cada uma obtida pela média de 50 contaQ&ANGHUK et al.,
1999).
4.18CALORIMETRIA DE TITULACAO ISOTERMICA

Os ensaios de calorimetria de titulagéo isotérmica (ITC) foram reaséimadndo um
microcalorimetroa 25°C, ap6s a calibracdo elétrica e quimica prévia. Todas as solucdes
empregadas no experimento foram previameiteadassob vacuo (140nbar) durante 8
min. Cada experimento de titulacdo consistiu em plen »es sucessiXCas de
10 mg/mL em uma camara contendo 1,5 mL de suspenséo fungica co@endoformans
ou suspensio de. gattiia 1x1¢ UFC/mL. A primeira injecdo de 1 mL foi descartada para
eliminar os efeitos de difusdo do material dangg para a camara calorimétrica. O tempo de
injecdo foi de 2 segundos e o intervalo entre as injecdes foi deegdfidos (BRAHAM et
al., 2005, RUDINO; SARPIETRQ PANNUZZO, 2011).

4.19 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR ATRAVES DO ENSAIO
COLORIMETRICO COM SAL DE TETRAZOLIO (MTT)

4.191 OBTENCAO DE CELULAS MONONUCLEAR ES DO SANGUEPERIFERICO

O presente trabalho foi submetido ao comité de ética e pesquisa da Universidade
Federal de Juiz de Fora e teaprovacao dialO de julho de 2017numero do parecer:
2.215.172 em aner). Os voluntarios quedoaam o0 sangue periféricoassinaramum
consentimento informado por escrito no momento da doagdmwpulacdo do estudtoi
composta po# individuos adultos pertencentes a comunidade académic&HdGV, com
idadeentre 18 e 50 anos, de ambos 0s sexos, quéaré@muso continuale medicaments.
Foramexcluidos do processo os individuos que ressga participacdo, menores de 18 anos
e maiores de 50 anos de idade, bem como fumantes, consumidores frequentesl,de alcoo
portadores de doencas cronicas e pessoas que utilizaram medicamentos 48 h antes da colet:
de sangue.

Para obtencdo dastlulas mononucleares do sangue periferfoo realizada uma
coleta de aproximadamente 8 mL de sangue periférico de cada volymamponcao venosa,
utilizando seringas descartaveis e estéreigdsAa coletao sangue foi imediatamente
transferido para tubo de coleta heparinizado e gentilmente homogeneizado. Desta amostra de

sangue, 5 mL foram transferidos para tubo cénico contendb Be Histopaquel077. O



49

material foi centrifugadoe apds a centrifugacdo oive a separagcdo dos componentes
sanguineos e entdoi coletado o anel de células mononucleadas. A estdaraelicionado 3

mL de meio RPMI completo, composto por RPMIO, glutamina 2 mM, bicarbonato de
soédio 24 mM, HEPES 20 mM, 10% de soro fetal bovino (SFB) e antibiéticos (10000 U/mL
de penicilina e 10000 pg/mL de estreptomicina). As células mononuclEadasmantidas

em estufa a 37°C, cormtmosfera umida, contendo 5% d©Le 95% de ar atmosférico
(SARMA et al., 2007)

4.192 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR

O ensaio colorimétrico do MTT, conforme proposto por Takeuchi, Baba e Shigeta
(1991) foi utilizado para determinacdo da viabilidade de células mononucléarsague
periféricohumanas. Em uma placa de@€icios foi adicionado 10@ L sdispenséo celular
de células mononucleares do sangue na densidade de® élaadgmL. Apos 24 h de
incubagdo, a 37° C, em estufa de C@ram adicionados mais 10€ Ide diferentes
concentracdes de BAC que partiramde 512 g/ mL at ® 4 idasgm meio RENIl.s s o |
As placas foram incubadas em estufa de,GO37° C, por mais 24hkoi realizado um
controle negativo sem tratamento com FAXC, apenas as células e o meio RPMI e um
controle positivd onde as células foram tratadas com uma solucaondb@e peroxido de
hidrogénio Apds esse periodd0 eL da solucdo de MTT (5 mg/mL) foi adicionado a todas
as cavidades da placa, sendo esta incubada por 4 h. Apds o periodo de incuivesjacy
MTT foi cuidadosamente removido de todas as cavidades, e adicionades A86MMSO,
para solubilizacdo da forrmana. As placas foram suavemente agitadas, a temperatura
ambiente, por8.0 min, e lidas a?® nm em leitor tipo ELISAOSs resultados foram gerados a
partir de quatro experimentos independented?ara as analises dos dados, foi reatizad
subtracdo do vatale absorcdo do controle em branco de todos os outros v#iplessissms
valoresforamtransformados em porcentagem de viabilidade de acordo com o coBssHS.
dados foram entédiaseridosno software GraphPad Prisrarsion 7.0 onde foram construigdo
os graficos. A interpretacdo dos resultados foi feita por comparacdo entre os valores de
absorbancia obtidos nosrificios tratados com FAXC e os obtidos no controle sem

tratamento.
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4.20ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadaando o programa GraphPad Prism version
7.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA)po de analise estatistica
foi determinado apo0s avaliacdo da normalidaddos dados.Para as amostras com
distribuicdo normal foi utilizado o Teste TAIOVA e Mann Whitney e&Kruskall-Wallis para
os com distribuicdo ndo norm&lara asanalisedoi adotado o intervalo de confianca de 95%
(p>0,05).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXTRACAO E FRACIONAMENTO

A partir de340,09g de folhasse@sde X. ciliatifolia, foram obtidos 68@ do extrato
etandlico, o que equivale a urandimento de extracd?0,08%. O extrato etandlicoapds
ressuspensdo em solucdo hidroalcéolifma, particionado com solventes de polaridade
crescente, dando origem as fracGesang diclorometino, acetato de etila e butaln
respectivamentéTABELA 3).

TABELA 3: Rendimento das fracdes obtido a partir do extrato etandligo akatifolia.

Fracao Massa (g) Rendimento (%)

Hexano 13,96 20,46
Diclorometano 2,925 4,28
Acetato de Etila 8,194 12,01

Butanol 5,989 8,78

Aquosa 0,8438 1,23
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52 DETERMINA(;AO DA CIM DO EXTRATO ETANOLICO E FRAQC)ES X.
ciliatifolia

A CIM de X. ciliatifolia frente as linhagens deC. gattii e C. neoformandoram
determinadas por teste de microdiluigiin placa de 96rificios, como proposto pela CLSI
(2008). A principio foi realizad uma triagem onde foram testadas todas as fracdes de
ciliatifolia (hexano, diclorometano, acetato de etila, butanol e aquosa) e o extrato etanolico
frente a duas linhags deC. gattii (23/10993; 547/OTTI/94P1-10) e duas d€. neoformans
(ATCC 24067; 96806)Diante dos resultadadbservado$TABELA 4) optouse por utilizar a
fracdo acetato de etil&AXC) na sequéncia do estugois além de apresentar resultados
promissoes,obtevese um rendimento relativamente maior para FAXC, além de se tratar de
uma fracdo com polaridade intermediaria, caracteristica que facilita o estudo fitoquimico.
Dessa maneira, FAXC fdestadajuntamente com o extrato etandliéeentea 22linhagens
deC. gatti e C. neoforman§TABELA 1) e os resultados estdo expressos na Tabela

As concentracdes de FAXC que inibiram o cresciment@rdbas as espécies de
Cryptococcusvariaram de 16ngL a 0,5mg/L. A CIM observada par&AXC apresentou
concentracbes semelhantes e efigumaslinhagens até menores que o fluconazol, um dos
principais farmacos utilizados na terapia de criptocodsecordo com Rios e Recio (2005),
extratos com CIMs inferiores a 100 mg/L podem ser considerados fontes promdssoras
substancias com atividade antimicrobiana, abrindo novas possibilidade para a descoberta de
moléculas ativas para o tratamento de infec¢des fungicas.

Como ja descrito anteriormentey esquema terapéutico para tratamento de
criptococose € bem limitaddendo como representantes principais a anfotericina B e
farmacosazolicas, como o fluconazolOutro obstaculo na terapia da criptococose tem relagéo
com a toxicidade, principalmente da anfotericin@dno ja citado anteriormentdfim de
diminuir esses eitostdxicos,a anfotericina B foi encapsulada com lipossomas e complexada
com lipidios, mas essas preparacdes sao substancialmente caras e ndo possuemsos mesmc
efeitos da anfotericina B puraGRUSZECKI et al., 2003; BLAU; FAUSER, 2000;
OLIVEIRA et al.,2014). Além disso, o aumento do surgimento de resisténcia a antifingicos
trouxe a necessidade do descobrimento de novos agentes fungicidas.

Nessas perspectivas, ha uma demanda crescente de agentes antifingicos novos e
eficazes, justificando a busca intande novos medicamentos de varias fontes, incluindo
produtos naturaiAs plantas medicinais contém diversidadedestituintesjue servem para

protegélas contra agentes patogénicBabese quemetabdlitosde produtos naturaiggm
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importancia historicao tratamento de varias doengasiuitos serviram como protoétipo para
o desenvolvimento de um elevado numero de farmacos utilizados atualh@&hieIE et al.,
2017)

Na literatura os relatos sobXe ciliatifolia de forma gerakdo escassos Philipssen e
colaboladores (2013) realizaram estudo quimico das cascas e raizéescitlatifolia e
testaram atividade bioldgica frente a algumas bactérias, mas o estudo nas folhas frente a
espécies d€ryptococcus inédito.

Diversos trabalhos propdem o uso de ptoslunaturais como alternativa para o
tratamento de doencasgclusive acriptococoseOliveira ecolaboradores2014 tesaram a
atividade do extrato aquoso d@iphorbia tirucalli frente a amostras clinicas de algumas
leveduras oportunistas con@ryptococas e encontramCIM de 102mg/L. Outro estudo
gue testou atividade frenteCayptococcudgoi o deCaceres eolaboradores2012), utilizando
0 extrato etandlico d&milax domingensisque apresentou uemmCIM de 500 mg/L. Em
trabalho realizado por Mozaddi colaboradores (2004X. terraereginae e Xylosma sp.
apresentaram atividade antifingica frente a algumas espéc@asndala com CIM menor
gue 5mghL. No presente trabalhnBAXC apresentou atividade antifUngipaomissoraem
ambas as espécigestadasem especial as linhagens @& gattii, espécie que pode se
comportar como agente primade infeccdoFAXC apresentolIM de até0,125mg/L frente
a Cryptococcusvalores bem promissores visto que apresentam o mesmo valor de CIM de

alguns farmacos disporg@is para tratamento de criptococose, frente a algumas linhagens.

TABELA 4: Concentracdo inibitéria miniméCIM) frente C. gatti e C. neoformansdas
fracbesem hexano(FH), dicloromeaino(FD), acetato de etila (FAXC), butanol (FB) em agua
(FA) e extratcetanodlico(EEXC) de X. ciliatifolia.

] CIM (mg/L)
Linhagens FH FD FAXC FB FA EEXC
23/10993 (C) 2 <025 <025 <025 2 8
C. gattii

547/0TTI/94-P1-10 (A) 32 2 0,5 0,5 8 32

ATCC 24067 8 <025 <025 <025 2 8

C. neoformans

96806 (C) 8 0,5 <025 <05 1 8

Nota: Valores de CIMleterminada em trés experimentos independentes. A CIM representa a concentracdo da
fracdo capaz de inibir o crescimerrovitro do respectivo isolado. C: isolados clinicos; A: Isolados ambientais;
ATCC: American Type Culture Qlection.
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TABELA 5: Concentragdo inibitéria minima (CiMle FAXC do extrato etanélicEEXC),
de anfotericina B(ANFb), e fluconazol (FLU) frente as linhagens deC. gatti e C.
neoformans

CIM (mg/L)
Linhagens EEXC FAXC FLU ANFb
ATCC 24065 32 8 2 0,15
ATCC 32068 32 4 2 0,60
L135/03 (C) 16 4 8 0,25
L28/02 (C) 16 4 4 0,15
23/10993 (C) 8 0,5 16 0,50
C. gatti 1961/03 (C) 32 1 8 015
1913ER (C) 32 4 16 0,50
547/0TTI/94-P1-10 (A) 32 2 16 0,50
L27/01 (C) 32 8 8 0,15
LMM818 (C) 64 2 8 0,50
29/10893 (C) 32 0,125 4 0,15
L24/01 (C) 16 8 8 0,50
Méd. geométrica 25,39 2,13 6,72 0,25
Méd. aritmética 28,66 3,42 8,33 0,32
ATCC 28957 32 4 2 0,25
ATCC 24067 8 1 4 0,5
ATCC 62066 32 8 2 0,25
LMM 820 (C) 32 8 2 0,5
C. neoformans C-31(A) 32 4 4 1
WP (C) 32 8 8 0,5
5396 (C) 64 16 1 0,5
96806 (C) 8 0,5 8 0,5
27JF (C) 64 8 2 0,5
H99(C) 32 4 4 0,5
Méd. geométrica 27,85 4,28 3,03 0,46
Méd. aritmética 33,6 6,15 3,7 0,5

Nota: Valores de CIM determinada em trés experimentos independentes. A CIM representa a concentracao da
frac@o capaz de inibir o crescimeiiovitro do respectivo isoladdC: isolados clinicos; A: Isolados ambientais;
ATCC: AmericanType Culture Collection

5.3 CARACTERIZACAO DE COMPONENTES DE FAXC

Na figura 7 estdo apresentados os perfis cromatograficos do FAXC utilizando o
detector de ionizac&o por eletrospray (ESI) nos modos positivo e negativo.
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FIGURA 7:Perfil cromatogafico obtido por CLAEMS da fracdo acetato de etlBRAXC) no
modo positivo (A) e negativo (B). Colun®apid Resolution HDfase movel: A) agua
ultrapura e B) metanol, no modo gradiente detector: ionizagao por eletrospray (ESI).
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Nota: A+0=voMDdEd Mpadoi thiegati vo.

Ao compararmos 0s cromatogramas da figura 7, podemos observar que no modo
positivo foi possivel visualizar um maior nUmero de constituintes para amostra. Isso pode ser
justificado pela associacdo de sodio as moléculas neutrastedargprocesso de ionizacao,
formando assim as espécies do tipo [M+Na]

Na figura 8 estdo apresentadwos perfis cromatograficos do FAXC nas mesmas
condicbes da figura anterior registrado pelo detector de arranjo de fotodiodo (DAD) no
comprimento de ondde 280 nm. A escolha desse comprimento de onda se deve ao fato de
ser normalmente utilizado para caracterizar compostos fenGhSI3ERSEN; MARKHAM,

20069. Estudos com extratos/fracdes de plantas apontam que tais substancias podem ser as
responsaveis pelatividade antifingica observada (BARROS et al., 2013; MOBBREGA
etal., 2017; TEMPESTI et al., 2011; VASHISTH et al., 2013).
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FIGURA 8 Perfil cromatogréaficoobtido por CLAEMS-UV da fracdo acetato de etila
(FAXC) no modono modo positivo (A) e negivo (B). Coluna: Rapid Resolution HD, fase
moével: A) agua ultrapura e B) metanol, no modo gradiente detestanjo de fotodiodo
280nnj.

x102 |DAD1 - A:Sig=280.0,4.0 Ref=360.0,4.0 ACMD pos.d
5.6
544
524
54
4,84

4,6
4,4
4.2

4
3,84

1,64 1,108

5 ik LJWWJM\J‘WJ Lo

1 2 3 4 5 6 7 8 $ 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
Response Units vs. Acquisition Time (min)

x10 2 |DAD1 - A:Sig=280.0,4.0 Ref=360.0,4.0 ACMD Neg.d
5,751
5,251
4,75
4,5

4,254

3,75

3,25

2,75
254

2,25

1,754

0,25
0,54

1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 11 12 13 4 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 2%
Response Units vs. Acquisition Time (min)

Nota: A+0= ModoMpdsi hegati ¥io.

Nessa situagdo obsersa que ndo h4 uma diferenca significatieaperfil observado
para 0 modo negativo e positivo. Estdo presesgespicos com tempo de retencdo na faixa
de 1,014 1,156; 4,514 4,603; 4,688 4,832; 5,057 5,179; 9,097 9,202 e 9,450 9,591
min no modo positivo e ligeiramente maiores no maelgativo.

Observamos também que apesar do grande numero de constituintes registrados pelo
detector ESI, no detector DAD no referido comprimento de onda existe no minimo seis
constituintes majoritarios com picos semelhantes em ambos os modos.

Ao compararms os dados dos espectros de massas e UV obtidos os constituintes nas
seis regibes do cromatograma, foi possivel notar que pelo menos trés deles apresentam
férmula molecular distinta que seréo a partir de agora designados@hn@® e C3 e 0s

isbmeroscohi gur aci onai s se'rnng'bofiddlsdi.fgnados como 0
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Nas figuras 9 e 10 estdo apresentados 0s espectros de massas e asodeddd
negativo, respectivamente. Nos anexos estao apresentados os espectros de massas e os de U

no modo positivo.

FIGURA 9:Espectros de FAXC em -GS modo negativo
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