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RESUMO

As leveduras dos complexos Cryptococcus gattii e Cryptococcus neoformans sao
agentes etiologicos da criptococose, doenca invasiva e potencialmente fatal em
individuos imunossuprimidos e imunocompetentes. A anfotericina B é o farmaco de
escolha, no entanto, seu carater toxico dificulta a sua utilizacdo em periodos
prolongados, enquanto que outros antifingicos disponiveis mostram-se menos
efetivos. Além disso, sabe-se que ha um progressivo relato de cepas resistentes as
terapias consolidadas. Neste contexto, os produtos naturais constituem-se em fontes
promissoras para o isolamento de novas moléculas antimicrobianas. Estudos com as
leguminosas do género Poincianella mostraram inUmeras propriedades bioldgicas,
como atividade antimicrobiana, anti-inflamatoria e antioxidante. Assim, este trabalho
teve como objetivo avaliar o potencial antifungico do extrato da casca de P. pluviosa
(sibipiruna) e sua combinacdo com antifingicos comerciais sobre células
planctbnicas e sésseis de cepas de referéncia e isolados clinicos dos complexos C.
gattii e C. neoformans. A concentracao inibitoria minima (CIM) do extrato bruto (EB),
fracdo etil acetato (FAc) e fracdo FC (FC) foi determinada pelo método de
microdiluicdo em caldo e a concentracdo fungicida minima (CFM) considerada
aguela capaz de inibir 100% a contagem de unidades formadoras de colénia (UFC),
comparado com um controle de crescimento nao tratado. A CIM para EB variou de
62,25 a >1000 ug/mL, FC 15,62 a >1000 pg/mL e FAc 31,25 a >1000 ug/mL, que,
por exibir melhor perfil de sensibilidade, foi selecionada para as analises
subsequentes. O efeito da combinacdo entre a FAc e os antifingicos comerciais
fluconazol e anfotericina B foi realizado pelo método de checkerboard e os
resultados interpretados utilizando o indice da Concentracéo Inibitéria Fracionaria
(FICI). A combinacao entre fluconazol e FAc foi considerada sinérgica somente para
C. neoformans ATCC 66031 e C. neoformans IV. A combinacéo entre anfotericina B
e FAc mostrou-se sinérgica para todas as cepas testadas, C. gattii ATCC 24065, C.
gattii Il, C. neoformans ATCC 66031 e C. neoformans IV, com FICI de 0,034; 0,125,
0,069 e 0,034 respectivamente e por esse motivo foi escolhida para os demais
experimentos. A cinética do tempo de morte das células planctbnicas em presenca
da CIM de FAc sozinha e em combinagdo com o antifingico foi analisada durante 72
horas, exibindo acdo fungistatica para todos os isolados testados. O efeito inibitorio
de FAc sozinha e em combinacdo com anfotericina B foi também avaliado durante a
fase de formacéao e sobre o biofilme maduro, resultando em inibigdo significativa da
atividade metabdlica. A maior porcentagem de inibicdo foi observada para C. gattii
ATCC 24065 na fase inicial de formagédo (57,93%) e sobre o biofilme formado
(68,01%), seguido por C. neoformans ATCC 66031 (24,3 — 36,2%). A combinacao
com anfotericina B teve efeito sinérgico sobre as duas cepas somente na fase de
formacao do biofilme, com reducao dos valores de SCIM superior a 16 vezes. Esses
resultados indicam o potencial antifingico da FAc da casca de P. pluviosa sozinha e
em combinacdo com anfotericina B. Esta planta pode ser uma fonte importante de



novas moléculas com atividade antifangica para formulacdo de produtos e utilizacéo
em tratamentos da criptococose.

Palavras-chave:Cryptococcus; antifungico; biofilme; sinergismo; Poincianella.
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ABSTRACT

Cryptococcus gattii and Cryptococcus neoformans complexes are etiological agents
of cryptococcosis, a potentially fatal infectious disease that affects both
immunocompromised and immunocompetent individuals. Amphotericin B is the gold
standard, however, its toxicity makes its prolonged use difficult while other available
antifungal agents are less effective. In addition, it is well isolates exhibiting resistance
to these antimicrobials are increase. In this context, plants consist in a promising
source for the isolation of new antimicrobial molecules. Studies with Poincianella
genus have shown a number of biological properties, such as antimicrobial, anti-
inflammatory and antioxidant activity. The aim of this work was to evaluate the
antifungal potential of Poincianella pluviosa bark extract (sibipiruna) and its
combination with commercial antifungals on planktonic and sessile cells of reference
strains and clinical isolates of C. gattii and C. neoformans complexes. The minimal
inhibitory concentration (MIC) of the crude extract (EB), acetate fraction (FAc) and
FC fraction (FC) was determined by broth microdilution assay and minimum
fungicidal concentration (MFC) was considered the one that inhibited 100% of colony
forming unit (CFU) counts, compared to the untreated growth control. The MICs
ranged from 62.25 to >1000 pug/mL for EB, 15.62 to >1000 pg/mL for FC and 31.25 to
>1000 ug/mL for FAc. Due to its best sensitivity profile, FAc was selected for further
analyzes. The effect of the combination between FAc and fluconazole or
amphotericin B was evaluated by the checkerboard method and the results
interpreted using the fractional inhibitory concentration index (FICI). The combination
between fluconazole and FAc was only considered synergistic for C. neoformans
ATCC 66031 and C. neoformans IV. The combination between amphotericin B and
FAc was synergistic for all isolates tested, C. gattii ATCC 24065, C. gattii Il, C.
neoformans ATCC 66031 and C. neoformans IV, with FICI of 0.034; 0.125, 0.069 and
0.034 respectively. Due to its best FICI values, this combination was chosen for the
other experiments. The time-kill kinetics of planktonic cells were evaluated in
presence of MIC of FAc alone and in combination with the antifungal during 72 hours,
exhibiting fungistatic activity against all isolates tested. The inhibitory effect of FAc
alone and combined with amphotericin B was evaluated during the formation and
against mature biofilms, resulting in significant inhibition of the metabolic activity even
at the lowest concentration tested. The best percentage inhibition was observed for
C. gattii ATCC 24065 during the initial phase (57.93%) and mature biofilm (68.01%),
followed by C. neoformans ATCC 66031 (24,3 — 36,2%). The combination treatment
exhibited a synergistic effect against formation stages of these two strains only in the
biofilm formation with 16-fold SCIM values reduction. These results highlight the
antifungal potential of FAc from P. pluviosa bark extract, alone or in combination with
amphotericin B. This plant may be an important source of new molecules with
antifungal activity for product formulation and use in cryptococcosis treatment.

Keywords: Cryptococcus; antifungal; biofilm; synergism; Poincianella.
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1. INTRODUCAO

A criptococose é uma importante infeccdo fangica de distribuicdo
mundial que acomete principalmente individuos imunossuprimidos, mas também
imunocompetentes. Essa infeccdo é causada principalmente por espécies dos
complexos Cryptococcus gattii, frequentemente encontrado em eucaliptos, abetos e
carvalhos, e Cryptococcus neoformans, encontrado em associacdo com
excrementos de passaros (FINDLEY et al.,, 2009; MAY et al.,, 2016; MAZIARZ;
PERFECT, 2016).

A infeccdo inicia-se pela inalacdo de células vegetativas ou
basidiésporos, presentes no ambiente, que se depositam nos alvéolos pulmonares,
gerando uma infecgcdo primaria. A doenca pulmonar pode variar de assintomatica,
com colonizacdo das vias aéreas, até pneumonia com presenca de sindrome
respiratoria aguda. O agente infeccioso pode também disseminar-se para o sistema
nervoso central (SNC) gerando quadros de meningite, encefalite ou
meningoencefalite (MAZIARZ; PERFECT, 2016).

Atualmente a criptococose é considerada como a segunda doenca
mais prevalente em pacientes com a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(SIDA) no mundo todo, com aproximadamente 220.000 novos casos por ano,
resultando em cerca de 181.000 mortes. Essa infec¢do é também a mais incidente
entre as micoses sistémicas em individuos com imunossupressdo por diferentes
origens (BRATTON et al., 2012; CDC, 2017; RAJASINGHAM et al., 2017).

A maioria dos casos de criptococose ocorre na Africa subsaariana,
com aproximadamente 162.500 novos casos por ano, sendo Cryptococcus spp. a
principal causa de meningite em adultos com indices de mortalidade proximos a
tuberculose (RAJASINGHAM et al., 2017; VIDAL; BOULWARE, 2015). No Brasil, a
prevaléncia da criptococose associada com SIDA é de 8 a 12% na regido Sudeste,
além de ser a principal infeccdo oportunista em 4,4% desses individuos, sendo que
cerca de 80% dos casos manifestam-se como meningoencefalites (Consenso em
Criptococose, 2008; Guia de Vigilancia em Saude, 2016).

O padrédo ouro para a terapia de inducdo € a anfotericina B
desoxicolato, antifingico da classe dos polienos, que possui efeito fungicida pela
interacdo direta com o ergosterol da membrana citoplasmatica resultando,

entretanto, apos a segunda semana de tratamento, insuficiéncia renal, hipocalemia,
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hipomagnesemia e anemia (ARIKAN; REX, 2001; BICANIC et al., 2015). Outros
antifangicos podem ser utilizados para o tratamento da criptococose como 5-
flucitosina e fluconazol, entretanto também podem apresentar toxicidade devido ao
uso prolongado. Além disso, embora a maioria dos isolados de Cryptococcus spp.
seja sensivel a esses farmacos, estudos relatam o isolamento crescente de cepas
resistentes ou com sensibilidade reduzida (GUPTA et al., 2018; PEMAM; CANTON;
ESPINEL-INGROFF, 2009; SLOAN; PARRIS, 2014).

Além disso, a formacdo de biofilme, comunidade estruturada de
microrganismos em que as células aderidas irreversivelmente a superficie secretam
uma matriz polimérica extracelular onde permanecem envolvidas, também pode ser
considerada como um mecanismo de resisténcia dessas leveduras (DONLAN;
CONSTERTON, 2002; MARTINEZ; CASADEVALL, 2006).

Em vista desse cenario, estudos sobre produtos naturais com
potencial antifUngico e avaliacdo da toxicidade para células animais tém sido
conduzidos e mostram-se promissores para a formulacdo de novos agentes
terapéuticos, uma vez que possuem inumeras moléculas biologicamente ativas
contra diferentes microrganismos (DUARTE et al., 2005; FURLETTI et al., 2011).
Algumas leguminosas do género Poincianella ja mostraram multiplas propriedades
bioldgicas, incluindo atividade antibacteriana sobre Bacillus subtilis (PULIPATHI et
al., 2012), antiviral descrita para o virus parainfluenza tipo 3 (LIU et al., 2009),
antifuingica com efeito em Candida albicans (PICHARDO et al., 2013) e anti-
inflamatoria (YODSAQOUE et al., 2010). A casca da espécie Poincianella pluviosa é
utilizada por populagfes indigenas na forma de cha, obtido por decoccéo, para o
tratamento de disenterias e diarreias (BOURDY et al., 2000). Entretanto, apesar do
conhecimento popular de sua capacidade terapéutica, poucos estudos relatam as
propriedades biolégicas e composicdo dessa planta, comumente denominada de

"sibipiruna”.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O GENERO Cryptococcus

Cryptococcus spp. compreendem leveduras encapsuladas
pertencentes ao Filo Basidiomycota, subfilo Agaricomycotina, Classe
Tremellomycetes, Ordem Filobasidiales e Familia Filobasidiaceae. Este género
possui mais de 30 espécies distribuidas no meio ambiente, sendo algumas de
interesse médico por serem leveduras oportunistas e gerarem diversas
manifestacdes clinicas em humanos e outros mamiferos, como os complexos C.
neoformans e C. gattii, distribuidos mundialmente (FINDLEY et al., 2009; MAZIARZ;
PERFECT, 2016; DE ABREU et al., 2017).

A espécie C. neoformans foi a primeira a ser identificada no século
XIX e sabe-se hoje que € capaz de causar infeccbes tanto em individuos
imunossuprimidos quanto imunocompetentes, ja C. gattii € historicamente associado
a infec¢cdes em pacientes saudaveis, no entanto, estudos mostram que essa espécie
também afeta individuos com deficiéncias imunologicas (MACDOUGALL et al., 2011;
MARR et al., 2012).

Inicialmente, o género Cryptococcus foi dividido em trés variedades,
sendo elas C. neoformans var. grubii, C. neoformans var. neoformans e C.
neoformans var. gattii; cinco sorotipos, com base em diferencas estruturais na
capsula polissacaridica; e oito subtipos moleculares baseando-se em técnicas de
PCR fingerprint e Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD) (MEYER et al.,
1999). Atualmente, métodos moleculares aprimoraram o conhecimento sobre a
diversidade genética entre esses complexos, propondo uma nova taxonomia
baseada em andlises filogenéticas, heterogeneidade em relacdo a viruléncia,
preferéncia de hospedeiro e sensibilidade aos antifiungicos. Esses dados forneceram
evidéncias para uma classificacdo em um esquema de 7 espécies/4 hibridos
(HAGEN et al., 2015; MAZIARZ; PERFECT, 2016). As divisbes propostas sdo: C.
neoformans var. grubii (sorotipo A) com 3 genotipos (VNI, VNI, VNB); C.
neoformans var. neoformans (sorotipo D ou VNIV); e 5 outras espécies distintas, C.
gattii, C. bacillisporus, C. deuterogattii, C. tetragattii e C. decagattii (sorotipos B/C ou
VGI-IV) (HAGEN et al.,, 2015). As sete espécies propostas para os complexos



16

exibem grandes diferencas em relacdo a epidemiologia, nichos ecoldgicos,
manifestacdes clinicas das infec¢des, tipo de reproducao e viruléncia.

De modo geral, Cryptococcus spp. sdo encontrados no ambiente
como leveduras saprofiticas residindo em diversos habitats, como em materiais em
decomposicdo dentro de cavidades de arvores, poeira, insetos, no interior de
amebas de vida livre e nematdédeos do solo, sendo que esses hospedeiros
alternativos podem ter um papel importante na distribuicdo e na viruléncia de
diferentes linhagens criptocécicas (DE JESUS et al., 2012; revisto por BARNETT,
2010; STEENBERGEN; SHUMAN; CASADEVALL, 2001). A espécie C. neoformans
€ encontrada em associacdo com excrementos de certos passaros, como pombos
Columba livia, tornando essa relacdo uma importante fonte de infeccdo em éareas
urbanas densamente povoadas (revisto por BARNETT, 2010; MAY et al., 2016). J&
C. gattii € comumente associado a arvores com cobertura cuticular rica em cera e a
varias espécies de eucalipto, no entanto, pela sua adaptacdo a climas mais frios,
pode ser encontrado associado a arvores temperadas, como os abetos e carvalhos
(SPRINGER; CHATURVEDI, 2010; SPRINGER et al., 2014).

O ciclo de vida dessas leveduras envolve formas sexuadas e
assexuadas (HULL; HEITMAN, 2002). A forma assexuada € composta por leveduras
encapsuladas e haploides que se reproduzem por mitose, e sdo encontradas no
ambiente e como isolados clinicos (MAZIARZ; PERFECT, 2016). J& as formas
sexuadas possuem um sistema de Mating bipolar que é composto de linhagens
Mating Type a (MAT a) e Mating Type a (MAT a) ditados por um unico locus MAT
que codifica alelos alternativos opostos. Esse tipo de reprodugdo normalmente
ocorre em resposta a limitacdo de nutrientes. As células haploides de Mating Type
opostas liberam feromoénios peptidicos para desencadear a fusdo entre as leveduras
e, assim, produzir filamentos diploides que posteriormente realizam meiose e mitose
para a producao de basidiésporos no interior do basidio (ELLIS; PFEIFFER, 1990).

Em condi¢cbes laboratoriais de cultivo, as células de Cryptococcus
sao redondas e com diametro variando de 5 a 7 ym; no entanto, o tamanho, a
estrutura e as caracteristicas dessas células podem variar drasticamente no interior
de um hospedeiro. Um exemplo sédo as células titds, que normalmente sdo maiores
que 12 pym de didmetro, poliploides e possuem paredes celulares espessas e
capsulas altamente reticuladas (OKAGAKI et al.,, 2010). Foi mostrado que essa

morfologia melhora a adaptacdo ao estresse oxidativo e inibe a fagocitose por
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macrofagos, propiciando a sobrevivéncia no hospedeiro (GERSTEIN et al., 2015;
OKAGAKI et al., 2010). Além disso, células com diametro de 2 a 4 um e paredes
celulares espessas, também podem ser encontradas, embora com menos
frequéncia. Essa morfologia parece conferir adaptacdo para 0 crescimento no
interior de macroéfagos, o que sugere uma funcdo importante durante a fase latente
da criptococose em que permanecem metabolicamente inativas (ALANIO et al.,
2015; MAY et al., 2016).

No ambiente ou até mesmo em condicbes experimentais, essas
leveduras podem crescer como hifas ou pseudo-hifas; entretanto, ao contrario de
outros fungos patogénicos, como Candida albicans, essas morfologias ndo sao
observadas durante as infecgbes humanas (LIN; IDNURM; LIN, 2015; NEILSON;
FROMTLING; BULMER, 1981). Um possivel motivo para esse fato esté relacionado
a superexpressao do fator de transcricdo que desencadeia a transi¢cdo de levedura
para hifa, acentuando a resposta imune protetora no hospedeiro, eliminando
facilmente o fungo (MAGDITCH et al., 2012; TAYLOR-SMITH; MAY, 2016; WANG,;
ZHAI; LIN, 2012).

2.2CRIPTOCOCOSE

A criptococose € uma importante infeccao fungica de distribuicédo
mundial que acomete individuos imunocompetentes e com deficiéncias imunolégicas
consequentes da infeccdo pelo virus HIV, pela utlizacdo de terapias
imunossupressoras, individuos com cancer ou que passaram por procedimentos
médicos invasivos (PAPPAS, 2013). A infeccdo inicia-se pela inalagcdo de leveduras
encapsuladas ou basidiosporos presentes no ambiente que se depositam nos
alvéolos pulmonares, gerando uma infeccdo primaria. O agente infeccioso pode
disseminar-se para o sistema nervoso central (SNC) gerando quadros de meningite,
encefalite ou meningoencefalite (MAZIARZ; PERFECT, 2016). Tecidos danificados,
assim como o trato gastrointestinal podem ser vias de entrada para o microrganismo,
porém séo raros e pouco descritos (CHRISTIANSON; ENGBER; ANDES, 2003).

Apés a deposicdo no pulmdo, em pacientes imunossuprimidos,
guadros de pneumonia sdao comuns. Em individuos imunocompetentes, a levedura
pode ser fagocitada por macrofagos onde estabelecerd uma infeccéo latente dentro

do fagolisossoma, permanecendo dormente em granulomas pulmonares ou até
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mesmo linfonodos toracicos por anos. Em desequilibrio imunoldgico, o fungo pode
restabelecer seu crescimento e disseminar-se a partir desse linfonodo, semelhante
ao que ocorre em casos de tuberculose e histoplasmose (GOLDMAN et al., 2000;
PERFECT; BICANIC, 2015).

A disseminacdo das leveduras do pulméo para o SNC através da
barreira hematoencefalica € uma caracteristica fundamental da patogénese da
criptococose, podendo ocorrer por mecanismos distintos, porém simultaneos (MAY
et al., 2016). A paracitose é um desses mecanismos, em que as leveduras penetram
a barreira através das juncdes das células endoteliais devido a atividade de
proteases e ureases (OLSZEWSKI et al., 2004; VU et al., 2014). J4 a disseminacao
das leveduras dentro dos fagocitos dos hospedeiros para o SNC é relatada como
outro mecanismo, denominado “Cavalo de Troia” (CASADEVALL, 2010).

A infeccdo pulmonar pode variar de assintomatica, com colonizacéo
das vias aéreas, até pneumonia com presenca de sindrome respiratoria aguda. Esta
manifestacdo clinica é predominante na América do Norte e, na Australia, ocorre
geralmente associada a infeccdo no SNC (CHEN et al., 2012; HARRIS et al., 2011).
As manifestacdes clinicas nervosas incluem uma variedade de sinais e sintomas que
se desenvolvem no periodo de varias semanas, tais como: dor de cabeca, febre,
neuropatias cranianas, letargia, perda de memaria e sinais de irritacdo meningea
(PERFECT; CASADEVALL, 2002; PERFECT; BICANIC, 2015). Em pacientes com
grave imunossupressao, a carga fangica no liquido cefalorraquidiano (LCR) pode
alcancar um milhdo de leveduras por mililitro, gerando maiores titulos de antigenos e
maior pressao intracraniana (FRANCO-PAREDES et al., 2015). Essa manifestacao
clinica no SNC é comum na Africa, Brasil, Estados Unidos e Australia (PYRGOS et
al., 2013; SOUZA et al., 2013; WILLIAMSON et al., 2016).

Infeccbes em outros locais do corpo, como pele, prostata, olhos,
muasculos e o0ssos podem ocorrer principalmente em pacientes gravemente
imunossuprimidos (MAZIARZ; PERFECT, 2016). Embora a severidade da doencga
seja determinada principalmente por fatores imunes do hospedeiro, diferentes
espécies ou cepas de Cryptococcus podem produzir manifestacdes clinicas Unicas,
dificultando assim um possivel diagndstico e tratamento (PHILLIPS et al., 2015).

Nas infec¢cOes cutaneas, uma variedade de lesdes é formada como
papulas, nodulos e Ulceras, muitas vezes indistinguiveis de outras infec¢oes, sendo

necesséria a realizacao de biopsia da pele para diagnéstico definitivo. Esse quadro
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clinico ocorre normalmente por inoculacéo direta da levedura ou pela presenca de
uma infeccdo disseminada, tendo sido relatada em poucos individuos
imunocompetentes na Australia e no Brasil (CHRISTIANSON; ENGBER; ANDES,
2003; DORA et al., 2006; LEAO et al., 2011).

A criptococose prostatica geralmente é assintomatica, podendo o
orgao servir como reservatério em pacientes com alta carga fungica (LARSEN et al.,
1989). Infec¢des oculares também sdo descritas e geram uma diversidade de
manifestacdes clinicas, como paralisias oculares e cegueira irreversivel (REX et al.,
1993). De maneira geral, C. neoformans pode causar infec¢cdes em qualquer 6rgao
humano (MAZIARZ; PERFECT, 2016).

Para sobreviver e continuar a disseminagdo no hospedeiro, esses
microrganismos utilizam diversos fatores de viruléncia, como a producao da capsula
polissacaridea, melanina e a sintese de enzimas, como urease e lacase (MAY et al.,
2015). A capsula dessas leveduras, composta majoritariamente por
glucuronoxilomanana (GXM) e galactoxilomanana (GalXM), é altamente hidrofilica e
negativamente carregada, promovendo protecdo a dessecacdo e, no interior do
hospedeiro, inibe a digestédo pelo fagossoma (ZARAGOZA et al., 2009). A melanina
protege do estresse oxidativo intracelular e € catalisada por lacases que utilizam
compostos difendlicos, como a dopamina e a epinefrina, no inicio da sintese dessa
molécula, o que pode explicar o neurotropismo desses microrganismos
(CASADEVALL; ROSAS; NOSANCHUK, 2000).

As enzimas fosfolipase B e urease permitem a invasdo do tecido
hospedeiro. As fosfolipases sdo capazes de hidrolisar ligagbes éster em
glicerofosfolipidos ocasionando a desestabilizagdo de membranas, levando a
liberacdo das leveduras dos macréfagos do pulmédo para o sangue. As ureases
catalisam a hidrélise de ureia em amonio, tornando o0 meio alcalino o que enfraquece
as ligacbes entre as células do endotélio, permitindo, assim, a migracdo das
leveduras através da barreira hematoencefalica, infectando o SNC (ALMEIDA,;
WOLF; CASADEVALL, 2015).
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2.3EPIDEMIOLOGIA DAS CRIPTOCOCOSES

O descobrimento da criptococose ocorreu em 1894, pelo patologista
Otto Busse e o médico Abraham Buschke que identificaram Cryptococcus spp. como
agente etiolégico de um granuloma crénico no osso tibial em uma mulher de 31
anos. Entretanto, a criptococose humana so6 foi reconhecida como uma infeccdo de
importancia mundial com o inicio da pandemia da Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (SIDA) na década de 1980. Atualmente € considerada como a segunda
doenca mais prevalente nesses pacientes no mundo todo. Aproximadamente
220.000 casos ocorrem por ano resultando em quase 181.000 mortes. Essa infeccéo
é também a mais incidente entre as micoses sisttmicas em individuos
imunossuprimidos por outras origens (BRATTON et al, 2012; CDC, 2017,
RAJASINGHAM et al., 2017).

A maioria dos casos de criptococose ocorre na Africa subsaariana,
com aproximadamente 162.500 novos casos por ano, sendo Cryptococcus spp. a
principal causa de meningite em adultos, com indices de mortalidade préximos a
tuberculose. Na América Latina, a incidéncia € de aproximadamente 10.000 novos
casos por ano (RAJASINGHAM et al., 2017; VIDAL; BOULWARE, 2015). No Brasil,
a prevaléncia da criptococose associada com SIDA é de 8 a 12% na regido Sudeste,
além de ser a principal infeccdo oportunista em 4,4% desses pacientes. Cerca de
80% das manifestacbes clinicas da criptococose sdo de meningoencefalite
(Consenso em Criptococose, 2008; Guia de Vigilancia em Saude, 2016).

As infec¢cOes em pacientes com imunossupressdo sempre foram
correlacionadas com a espécie C. neoformans, enquanto que C. gattii era
considerado um patégeno de individuos imunocompetentes e aparentemente
saudaveis. Entretanto, estudos tem sugerido que o tabagismo, género, uso de
corticosteroides orais, transplante de 6rgdos e idade avancada podem aumentar o
risco de infeccdo por esta espécie (CHEN; MEYER; SORRELL, 2014; revisado em
MACDOUGALL et al., 2011).

A prevaléncia de casos de criptococose em pacientes do género
masculino ainda ndo é bem esclarecida. A principio era explicada pela maior
incidéncia de individuos HIV positivos masculinos, além da maior exposicédo destes
ao agente etiologico, entretanto, estudos ja comprovaram que ndo ha diferenca na

exposicao as leveduras entre os géneros (LOMES et al., 2016). Um estudo realizado
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por McClelland e colaboradores em 2013 mostrou que os macréfagos do homem,
possuem menor capacidade fagocitica quando comparado aos da mulher e séo
facilmente mortos pela levedura. Outro resultado indica que o horménio masculino,
testosterona, permite liberagcdo de altos niveis de glucuronoxilomanana in vitro
podendo gerar maior resposta imunoldgica do hospedeiro (MCCLELLAND et al.,
2013).

A criptococose € a terceira infeccdo fungica invasiva mais comum
em transplantados, podendo ocorrer apos cerca de 2,8% a 8% dos transplantes de
orgaos solidos, sendo os pacientes submetidos a transplantes de figado os mais
frequentemente afetados, seguidos de coracédo, pulmao e pancreas (NEOFYTOS et
al., 2010). Ja pacientes com criptococose associada ao tabagismo também sao
evidenciados em pesquisas epidemiolégicas, possuindo porcentagens que variam
de 22% a 51% da populacéo estudada (DROMER et al., 2007).

Aproximadamente 95% das infec¢des criptococicas sdo causadas
por C. neoformans (Sorotipo A) e 4% a 5% por C. neoformans (Sorotipo D) ou C.
gattii (Sorotipos B/C). C. neoformans var. grubii (Sorotipo A) é distribuido
mundialmente, enquanto que C. neoformans var. neoformans (Sorotipo D) é
observado em paises europeus (MAZIARZ; PERFECT, 2016).

C. gattii era historicamente considerado como um fungo restrito a
regides tropicais e subtropicais, como o sul da Califérnia, Havai, Brasil, Australia,
Sudeste Asiatico e Africa Central. Entretanto, uma variedade de estudos
epidemioldgicos tem identificado reservatérios ambientais de C. gattii em climas
temperados, possivelmente relacionado a mudancas globais de temperatura e
umidade, como por exemplo, na llha de Vancouver, onde foi observado um surto de
criptococose por essa espécie em 1999. Além disso, C. gattii tem emergido, como
um agente potencialmente letal no Nordeste do Pacifico e América do Norte, onde
mais de 200 casos de criptococose por essa espécie foram relatados em seres
humanos, e as infecgdes entre animais domésticos mais do que duplicaram no
periodo de 1999 e 2006 (CHEN; MEYER; SORRELL, 2014; GALANIS et al., 2010;
HARRIS et al., 2011; KIDD et al., 2004).

Na Europa, a maioria das infecgBes geradas por essa espécie foram
adquiridas fora do territério europeu, durante visitas a regides endémicas (HAGEN et
al., 2012). A infeccao por C. gattii € considerada endémica no nordeste do Brasil

com crescente propagacdo para 0 norte, sendo encontrada nos estados do
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Amazonas, Para e Roraima, enquanto C. neoformans é distribuido nacionalmente,
mas encontrado principalmente nas regifes sul, sudeste e centro-oeste (MARTINS
et al., 2011; NISHIKAWA et al., 2003; TRILLES et al. 2008).

Em um estudo realizado por Spina-Tensini e colaboradores na
cidade Curitiba em 2016, mostrou que dos 286 pacientes estudados, apenas seis
estavam infectados por C. gattii, fato explicado pelo clima subtropical de sua regiéo.
Além disso, por ser considerada uma cidade cosmopolita com alta demografia de
pombos, foi possivel correlacionar a alta incidéncia de C. neoformans nas amostras
clinicas (SPINA-TENSINI et al., 2016). Yamamura e colaboradores (2013) realizaram
o primeiro estudo na cidade de Londrina sobre os possiveis nichos ecoldgicos de
Cryptococcus spp. no periodo de 2009-2010. Nesse trabalho, das 360 amostras
ambientais analisadas, cinco foram positivas para o género, sendo trés C.
neoformans e duas C. gatti. Ambas as espécies foram encontradas no solo em
excrementos de pombos ou em material vegetal de arvores em locais de grande
movimentacdo na regido central da cidade, indicando exposi¢cdo da populacéo e
animais a esses fungos.

Em uma revisdo de dados de 2013 constatou-se que, até aquele
periodo, aproximadamente 68.811 isolados de C. neoformans e C. gattii foram
reportados no mundo e dentre estes, C. neoformans foi cerca de oito vezes mais
frequente que C. gattii, apesar de distribuicfes distintas entre os continentes. Nesse
mesmo trabalho, uma analise de 1.439 isolados de Cryptococcus spp. do Brasil
mostrou que todos os tipos moleculares, exceto VGIV, sdo encontrados em territério
brasileiro, sendo que a maioria pertence ao subtipo VNI (COGLIATI, 2013).

As outras espécies de Cryptococcus sdo geralmente consideradas
como saprofitas e pouco se sabe sobre seu potencial patogénico. No entanto, a
incidéncia de criptococose por essas leveduras ambientais aumentou com o
decorrer dos anos, com C. laurentii e C. albidus sendo responsaveis por 80% dos
casos relatados. Além disso, infeccbes causadas por outras espécies também tém
sido descritas (KHAWCHAROENPORN; APISARNTHANARAK; MUNDY, 2007).

2.4TRATAMENTO E RESISTENCIA AOS ANTIFUNGICOS

As diretrizes da Sociedade de Doencas Infecciosas da América

(IDSA) sugerem que as medidas terapéuticas devem levar em consideragdo o
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estado do hospedeiro, local da infeccdo e complicacbes decorrentes da infeccao.
Além disso, estudos mais recentes recomendam terapias que levem em
consideracdo o gendtipo da cepa infectante e sua possivel sensibilidade aos
antimicrobianos. Entretanto, na pratica, as estratégias de tratamento fazem uso de
terapias semelhantes para C. neoformans e C. gattii (CHEN et al., 2013; PERFECT
et al, 2010).

O tratamento das meningites criptococicas consiste em trés fases:
(1) inducdo, para a redugdo da carga fungica, sendo necessérios antifangicos
potentes, (2) consolidacdo em que se normalizam os parametros clinicos e
laboratoriais do paciente e (3) manutencdo com periodo de um ano, de acordo com
o estado imune do individuo (Consenso em Criptococose, 2008).

Tratamento da meningite criptocadca e outras formas de criptococose de SNC

Estado imunologico Consolidagao _Il Manutengao

Anfotericina B: 1mg/kg/dia endovenosa + Fluconazol: 400mg/dia via

S-Fluatosmai: 100mg/kg/dia via oral, de 6 em oral por 6 a10 semanas -
&h por 14 dias

Anfotericina B: 1mg/kg/dia endovenosa +

Imunocompetente 5-Fluditosina: 100mg/kg/dia via oral, de 6 em 6h por 6 a 10 semanas

Anfotericina B: 1mg/kg/dia endovenosa por & a 10 semanas -

Formulagoes lipidicas de anfotericina B (lipossomal ou complexo lipidico): 3 a
emgrkg/dia, endovenosa, por 6 a 10 semanas

Anfotericina B: 1mg/kg/dia endovenosa +
5-Flucitosina: 100mg/kg/dia via oral, de 6 em
&h por 14 dias

Fluconazol: 400mg/dia via
cral por 10 semanas

Anfotericina B: 1mg/kg/dia endovenosa +

S-Flucitosina: 100mgvkgydia via oral, de 6 em 6h per 6 a 10 semanas Flucanazol: 200 a 400my/
dia via oral por 12 2 24

Formulagdes lipidicas de anfotericina B {lipossomal ou complexo lipidico): 3 a 6 meses

Imunodeprimido (HIV ou mg/kg/dia, endovenosa, por & a 10 semanas

outra imunossupressao) . . ] o . ou
Em caso de intolerancia ou impossibilidade de use de anfotericina B e suas

formulagdes lipidicas

Itraconazol: 200mg/dia
Fluconazol: 800 a 1.600mg/dia via oral + 5-flucitozina 100mgskg/dia & em &h via oral por 12 a 24 meses
ou

Fluconazol: 1.600mg a 2.000mg/dia via oral por & a 10 semanas ou

Fluconazol: 400 a 800mg/dia via oral por 10 a 12 semanas

Figura 1 - Esquemas terapéuticos para tratamento de meningite criptocdcica.
Fonte: Ministério da Saude, 2016.

O padrdo ouro para a terapia de inducdo das criptococoses € a
anfotericina B desoxicolato (AmB), antifingico da classe dos polienos, desenvolvida
na década de 1950 (VAN DER HORST et al., 1997). Este antifungico possui efeito
fungicida pela interagcdo direta com o ergosterol da membrana citoplasmatica,

resultando na producdo de poros e na alteracdo da permeabilidade celular,
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permitindo, assim, o efluxo de ions potassio e culminando na morte celular (ARIKAN;
REX, 2001). E administrado via intravenosa podendo causar, apés a segunda
semana de tratamento, insuficiéncia renal, hipocalemia, hipomagnesemia e anemia
(BICANIC et al., 2015). Como alternativa, formulacdes menos tdxicas, como a AmB
lipossomal, que incluem complexos lipidicos, podem ser utilizadas. Entretanto,
devido ao alto custo da AmB lipossomal, a utilizacdo de hidratacdo preventiva e
suplementacdo de eletrdlitos sdo mais comuns, utilizando a formulacdo lipidica
somente para pacientes com insuficiéncia renal (CORNELY et al., 2007; WHO,
2011).

Uma combinacado sinérgica e eficaz utilizada para o tratamento da
criptococose envolve anfotericina B com a 5-flucitosina, um anélogo de pirimidina.
Este antifingico € convertido pela enzima citosina desaminase em 5-fluoruracila,
qgue se liga ao DNA e RNA impedindo sua sintese e a traducdo de proteinas,
inibindo o crescimento da levedura (DAY; CHAU; LALLOO, 2013; MAY et al., 2016).
Essa terapia € mais eficiente na reducdo da carga fungica no SNC quando
comparada com a anfotericina B sozinha. A n&o utilizagdo da 5-flucitosina no
tratamento esta associada com maiores taxas de mortalidade e recidiva tardia, e, por
este motivo, este antifingico também ¢€ classificado como padrdo ouro pelas
diretrizes de tratamento internacional (DAY; CHAU; LALLOO, 2013; PERFECT et al.,
2010; WHO, 2018). Apesar dessa classificacdo e da baixa taxa de mortalidade
relacionada com essa combinacgdo, a 5-flucitosina ndo é frequentemente utilizada
em decorréncia de seu alto custo na maioria dos paises onde a criptococose é mais
prevalente, inclusive no Brasil (LOYSE et al., 2013).

O fluconazol € rotineiramente utilizado nos paises em que a 5-
flucitosina ndo é disponivel, uma vez que possui boa biodisponibilidade oral e
excelente penetracdo no liquido cefalorraquidiano (LCR), podendo ser utilizado na
terapia de manutencédo. O seu mecanismo de acdo envolve a inibicdo da enzima
lanosterol demetilase (14a-esterol demetilase), responsavel pela conversdo do
lanosterol em ergosterol. Este antifungico inibe o crescimento celular, mantendo a
célula viavel, e, portanto, inviabilizando sua utilizacdo na fase inicial do tratamento
(MAY et al., 2016; SLOAN; PARRIS, 2014).

A utilizacdo da combinacdo da anfotericina B com o fluconazol em
paises com poucos recursos apresentou-se como um bom custo beneficio, exibindo

boas taxas de depuracdo, recuperacdo neurolégica e sobrevivéncia, sendo,
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portanto, recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) somente quando
a disponibilidade de 5-flucitosina for limitada (RAJASINGHAM et al., 2012; WHO,
2011). Apos a fase de inducdo o tratamento deve prosseguir para a fase de
consolidagéo utilizando-se apenas o fluconazol por mais oito semanas. Essa
estratégia de tratamento, tendo o fluconazol em todas as fases de terapia, contribui
para variacdes significativas no prognostico dos pacientes (SLOAN; PARRIS, 2014).

As altas concentracdes de fluconazol associadas ao longo periodo
de tratamento tém sido responsaveis pela selecdo de cepas resistentes, e como
alternativa, outros azoéis podem ser utilizados. O itraconazol é aplicado para a terapia
de manutencédo, enquanto que o voriconazol, posaconazol e ravuconazol mostraram
Otima atividade contra Cryptoccocus spp. em diferentes dosagens, sendo mais
ativos contra C. gattii (ILLNAIT-ZARAGOZI et al., 2008; LOCKHART et al., 2012;
SLOAN et al., 2008). A combinacéo desses azo6is com a anfotericina B tem atividade
fungicida semelhante quando comparada com a 5-flucitosina. Entretanto, devido a
diferencas na biodisponibilidade, penetragcdo no LCR, interacbes medicamentosas,
custo e falta de estudos em criptococose, esses agentes ndao sao recomendados na
terapia de primeira linha da consolidacdo e manutencdo (MAZIARZ; PERFECT,
2016).

As equinocandinas também podem ser utilizadas para o tratamento
das criptococoses por inibirem a sintese de 1,3-3-D-glucano, resultando na formacéao
de parede celular com integridade estrutural prejudicada, provocando a morte celular
(KLEPSER, 2001). A micafungina e a caspofungina sdo exemplares dessa classe de
antifangico que podem futuramente substituir a anfotericina B, principalmente, por
produzirem menores efeitos toxicos renais (ESPINEL-INGROFF, 2009).

Devido a utilizacdo em larga escala, hd uma crescente exposicéo
desses microrganismos a esses antifungicos que pode conduzir a selecdo de cepas
resistentes (PEMAM; CANTON; ESPINEL-INGROFF, 2009). A resisténcia a
anfotericina B é incomum, mas ja foi relatada em isolados de C. neoformans com
alta exposicdo ao antifungico (MANFRED et al.,, 2006; GUPTA et al.,, 2018).
Normalmente isso se deve a alteracbes na composicdo do ergosterol mediadas
tanto pelo aumento da atividade da catalase quanto por mutacdes na via de
biossintese desse esterol (SANGALLI-LEITE et al., 2011). Mutagcbes em genes

relacionados com a transcricdo ou traducdo resultam em resisténcia a 5-flucitosina
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tanto in vitro quanto na pratica clinica, logo, a monoterapia com esse antifingico é
desaconselhada (MAY et al., 2016).

O fluconazol também pode selecionar leveduras resistentes por
diferentes mecanismos, como pela superexpressdo de genes que codificam
proteinas de efluxo, realizacdo de rotas metabdlicas alternativas para biossintese de
ergosterol e alteracbes na molécula alvo (revisado por GULLO et al.,, 2013). A
diminuicdo do transporte do antifUngico pode ser decorrente de alteracdes nos
transportadores de membrana (PRASAD et al., 2006). Além disso, sabe-se que
mutacBes pontuais no gene ERG11 ocasionam em substituicbes de aminoacidos no
sitio ativo dos azois, provocando mudancas estruturais na enzima e dificultando o
acesso do antifingico. Essas mutacdes estdo relacionadas com a heterorresisténcia,
em que um mecanismo de resisténcia pode ser revertido para uma parte da
populacdo (RODERO et al., 2003).

A heterorresisténcia em C. neoformans esta associada com
aneuploidias cromossdmicas, ou seja, ao sofrerem pressao seletiva do antifangico
essas leveduras induzem a duplicacdo de seus cromossomos e consequentemente
o0 numero de genes ERG11 mutados, resultando em superexpressdo de proteinas
com menor afinidade ao agente. Entretanto, ap06s a retirada do antifingico, os
cromossomos sao removidos e 0s microrganismos voltam ao estado inicial de
sensibilidade, sendo um possivel motivo para a falha nas terapias com fluconazol
(SIONOV et al., 2009; SIONOV et al., 2010).

A capacidade de melanizacdo desses fungos durante uma infeccao
pode estar associada a resisténcia aos antimicrobianos, principalmente contra
equinocandinas e polienos, uma vez que este processo altera as taxas de carbono,
nitrogénio e oxigénio da melanina o que contribui para impedir a internalizacdo do
farmaco (NOSANCHUCK; CASADEVALL, 2003).

Por ser um fungo ambiental e apenas um patégeno humano
acidental, a capacidade de formar biofilme atua como estratégia para a
sobrevivéncia em ambientes adversos e, por esse motivo, a formagéo de biofilme
também pode ser considerada como um mecanismo de resisténcia dessas
leveduras, uma vez que é uma comunidade estruturada de microrganismos em que
as células aderidas irreversivelmente (células sésseis) a superficie secretam uma
matriz polimérica extracelular onde permanecem embebidas (MARTINEZ,
CASADEVALL, 2006; MARTINEZ; FRIES, 2010). Biofimes podem ser formados
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tanto em dispositivos médicos quanto no tecido do hospedeiro, onde geralmente
estdo associados a infeccdes persistentes (DONLAN; CONSTERTON, 2002). Em C.
neoformans, a formacdo dessas comunidades depende da presenca da capsula
polissacaridica composta majoritariamente por glucuronoxilomanana (GXM) e
galactoxilomanana (GalXM), seguindo uma sequéncia de eventos que incluem a
adesado a superficie, formacado de microcolbnias, producdo da matriz polimérica
extracelular e maturacdo (MARTINEZ; CASADEVALL, 2006).

Na fase de adesdo, em consequéncia de mudancas de pH,
temperatura, osmolaridade, disponibilidade de nutrientes e oxigénio, as células
planctdnicas metabolicamente ativas aderem a uma superficie de maneira reversivel
através de forcas fisicas, como de van der Waals. Esta interacdo pode ser facilitada
pela presenca de fluidos organicos, como o LCR que por possuir cations em sua
composicdo promove interacdes entre o microrganismo e a superficie (MARTINEZ;
CASADEVALL, 2007; MARTINEZ; CASADEVALL, 2015). A formacdo da
microcolénia consiste na intensa multiplicacdo celular, ligacdo irreversivel a
superficie, producdo de sinais auto indutores que regulam a expressdo de genes
responsaveis pela sintese e secrecdo da matriz polimérica extracelular
(VASUDEVAN, 2014; VILA; ROZENTAL, 2016). Na maturacdo, a arquitetura
tridimensional do biofilme ja € mais complexa devido ao desenvolvimento completo
da matriz e as células superficiais dessa comunidade podem se dispersar e
colonizar outros locais (MARTINEZ; CASADEVALL, 2015; NOBILE; JOHNSON,
2015).

Diversas hip6teses e mecanismos tentam explicar a resisténcia de
células sesseis aos antifungicos. A alta densidade celular e a presenga da matriz
extracelular limitam a penetragdo de farmacos ao formar uma barreira de difuséo
permitindo, assim, que apenas as camadas mais superficiais entrem em contato com
doses letais de antimicrobianos. O crescimento lento do biofilme com alta regulagao
da atividade metabdlica devido a limitacdo de nutrientes e a existéncia de uma
subpopulacao de células no interior da comunidade, chamadas de persistentes, que
se preservam da pressdo seletiva ocasionada pelos antifungicos seriam também
responsaveis por essa resisténcia (MAH; OTOOLE, 2001; MARTINEZ,
CASADEVALL, 2015).

Biofilmes de C. neoformans sdo mais resistentes aos antifingicos

comerciais do que as células planctbnicas, e, além disso, a exposi¢do de biofilmes
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pré-formados a azoOis nao inibe a atividade metabdlica dessa comunidade,
possivelmente pelo efeito fungistatico destes agentes (MARTINEZ; CASADEVALL,
2006). Anfotericina B e caspofungina possuem efeito sobre o biofilme devido ao
carater fungicida desses antifingicos e por impedirem adesdo da cépsula a
superficie, entretanto, essa inibicdo ocorre somente em concentracdes superiores
aguelas permitidas para administracdo in vivo.

Aliado a selecdo de cepas resistentes pelo uso indevido dos
antifingicos, o tratamento das infecc¢des fungicas enfrenta a escassez de novas
classes de antimicrobianos, sendo a anidulafungina a ultima a ser introduzida em
2006; enquanto que os antifangicos existentes, em sua maioria, ndo sao fungicidas,
possuem poucos alvos moleculares, além de toxicidade e efeitos adversos
(CAMPQY; ADRIO, 2017; PIANALTO; ALSPAUGH, 2016). Dessa forma, estratégias
para alcancar maior eficacia no tratamento de leveduras patogénicas sdo de suma
importancia, tendo como finalidade a busca de novos antifangicos, desenvolvimento
de novas formulagdes, reposicao ou potencializacdo de medicamentos ja existentes
(SHARMA et al., 2010).

Com esse objetivo, na ultima década houve um aumento na busca
por terapias alternativas que incluam a utilizacdo de principios ativos isolados a
partir de produtos naturais, tendo em vista a ampla biodiversidade e alta capacidade
de exploracdo em nosso pais (SPAMPINATO; LEONARDI, 2013; COLALTO, 2018).
Além disso, produtos naturais advindos de plantas possuem em seus extratos brutos
inlmeros componentes que sdo importantes fontes de moléculas biologicamente
ativas contra diferentes microrganismos (DUARTE et al., 2005).

Outra estratégia viavel € a combinacdo entre farmacos que geram
efeitos sinérgicos, ou seja, que requerem uma menor concentracdo dos compostos
utilizados para produzir o efeito desejado, aumentando assim a eficacia do
tratamento e diminuindo sua toxicidade (MUKHERJEE et al., 2005). O efeito
sinérgico pode ocorrer por mecanismos distintos como: o efeito em diferentes alvos
simultaneamente; efeito farmacocinético ou fisico-quimico proporcionando melhor
solubilidade; maior taxa de reabsorcdo e biodisponibilidade; interacdo dos agentes
sobre um mesmo mecanismo e neutralizacao ou eliminacao de efeitos adversos dos
agentes antifungicos (WAGNER; ULRICH-MERZENICH, 2009; YEH et al., 2009;
CHEN et al., 2014).
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2.50 GENERO Poincianella

Plantas sdo uma rica fonte de compostos utilizados na medicina
popular para o tratamento de inUmeras patologias desde a antiguidade, uma vez que
representam uma alternativa econémica e de facil acesso (SARDI; ALMEIDA;
MENDES GIANNINI, 2011). Ensaios in vitro com extratos obtidos a partir de
diferentes géneros e espécies de plantas mostram que sdo fontes naturais
importantes de novos compostos com potencial antimicrobiano que possam ser
utilizados na formulacdo de novos antifungicos (FURLETTI et al., 2011).

As leguminosas pertencentes a familia Fabaceae, subfamilia
Caesalpinioideae, grupo Caesalpinia sensu lato e género Poincianella, também
conhecido como Caesalpinia, podem ser encontradas como arvores lenhosas de
grande e pequeno porte ou como arbustos; possuem folhas alternadas com flores
em cachos terminais na coloracdo amarela ou alaranjada, frutos alongados e vagens
achatadas (NC STATE UNIVERSITY, 2017). Quando altas e com copas largas,
contribuem no sombreamento e nas condi¢des microcliméaticas do local (SILVA et al.,
2009). O grupo Caesalpinia s. |. possui mais de 25 géneros que podem ser utilizados
como sinénimo para Poincianella, dificultando o reconhecimento e delimitacao
destes (GAGNON et al., 2013).

Caesalpinia spp. possui em torno de 500 espécies distribuidas
mundialmente em regides tropicais e subtropicais, contudo, apesar da sua enorme
variedade, muitas ainda ndo foram investigadas quanto ao seu potencial
farmacolégico (ZANIN et al., 2012). As poucas espécies estudadas mostraram
multiplas propriedades bioldgicas, incluindo atividade antibacteriana, agindo sobre
Bacillus subtilis (PULIPATHI et al., 2012); antiviral descrita para o virus herpes
simplex e poliovirus (LOPES et al., 2013); antifingica com efeito sobre Candida
albicans (PICHARDO et al., 2013); e anti-inflamatéria (YODSAOUE et al., 2010).
Vérias classes de compostos ja foram isoladas de plantas desse género, incluindo
flavonoides, esterais, diterpenos, agucares e acidos organicos (ZANIN et al., 2012).

Caesalpinia bonducella € um importante exemplar do género
Caesalpinia amplamente distribuido em regibes tropicais e subtropicais, como Asia e
Caribe, e utilizado para fins medicinais. Suas sementes possuem diversas atividades
bioldgicas, como antidiarreica, antibacteriana, antidiabética, antitumoral, antipirética,

analgésica, antifilarial, ansiolitica, anti-inflamatéria e antioxidante (BILLAH et al.,
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2013; GUPTA et al., 2004; GAUR et al., 2008; PARAMESHWAR; SRINIVASAN;
MALLIKARJUNA, 2002; SAEED; SABIR, 2001; SHUKLA et al., 2010; VENKAT et al.,
2008). Analises fitoquimicas de sementes dessa espécie mostraram que elas séo
compostas principalmente de alcaloides, flavonoides, glicosideos, saponinas,
taninos e triterpenos (BILLAH et al., 2013). Além das sementes, estudos mostraram
que extratos da casca, flores, raiz e folhas também possuem acdo antifingica,
analgésica, anti-inflamatéria e antitumoral, respectivamente (ATA; GALE;
SAMARASEKERA, 2009; DEVI et al., 2008; GUPTA et al., 2004).

Em comunidades na Amazbnia, onde o atendimento médico €
precario, sabe-se que plantas medicinais constituem a base para o tratamento de
varias patologias. Estudos indicam que a espécie Caesalpinia ferrea Martius,
amplamente distribuida nessa regido, possui acdo antiulcerogénica, anti-
inflamatoria, analgésica, antibacteriana (contra Lactobacillus casei), antioxidante,
anti-hipertensiva, antidiabética e preventiva para cancer (GALLAO et al., 2013;
HASSAN et al., 2015; LIMA et al., 2012; MENEZES et al., 2007; SAMPAIO et al.,
2009). Sua utilizacdo envolve a preparacao de infusbes e xaropes a partir de suas
folhas, frutos e casca (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002). A analise fitoquimica do
extrato bruto da planta mostrou a presenca de antraquinonas, alcaloides, depsideos,
flavonoides, lactonas, saponinas, acucares, sesquiterpenos, triterpenos e taninos,
considerados seus componentes principais (SOUZA et al., 2006). Em outra analise,
realizada por Nawwar e colaboradores (2015), foram identificados nove compostos
fendlicos no extrato etandlico das folhas de C. ferrea Martius, sendo que a maioria
exibiu efeito antioxidante (NAWWAR et al., 2015).

A espécie Caesalpinia pulcherrima, encontrada na Asia, também
amplamente estudada, mostrando que suas folhas e flores possuem efeito
antioxidante, antimicrobiano, analgésico, anti-inflamatdrio, larvicida, antidiarreico,
anti-helmintico, imunomodulador e antiviral (revisado por VIVEK et al.,, 2013). Na
analise fitoquimica da flor dessa espécie foram detectados como principais
componentes quercetina, lupeol, acetato de lupeol, miricetina e rutina, sendo que 0s
dois primeiros, apresentam efeito inibitério sobre a proliferacdo do protozoario
Plasmodium falciparum (OGU; AISUODIONOE; NWACHUKWU, 2012). Além disso,
extrato das folhas e flores de C. pulcherrima inibiram o crescimento das leveduras
Candida albicans e C. neoformans (VIVEK et al., 2013).
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Caesalpinia melanadenia, uma espécie endémica em aldeias do
México, é também utilizada para fins medicinais no tratamento de disturbios
gastrointestinais, respiratérios e infecgbes de pele. O extrato hexanico das partes
aéreas dessa espécie apresentou efeito fungistatico sobre Candida albicans,
Candida glabrata, Candida tropicalis e C. neoformans. Além disso, a analise
fitoquimica desse extrato foram detectados derivados fendlicos, diterpenos e
triterpenos (PICHARDO et al., 2013).

Poincianella pluviosa (DC.) L.P. Queiroz, sinbnimo de Caesalpinia
pluviosa DC., Caesalpinia peltophoroides (Benth.) e C. pluviosa var. peltophoroides,
encontra-se amplamente distribuida na América do Sul, podendo ser encontrada
cinco variedades distintas na Argentina, Bolivia, Paraguai e Brasil (LEWIS et al.,
1998; TROPICOS, 2018). No territério brasileiro a espécie é distribuida
principalmente na regido de Mata Atlantica do Rio de Janeiro, sul da Bahia e no
Pantanal Mato-Grossense, podendo ser utilizada para arborizacdo nas cidades e na
producdo de moveis (LORENZI, 1992; PONTES et al., 2006). Tradicionalmente a
comunidade indigena Tacana utiliza a casca dessa espécie para a producdo de
chés, pelo método de decoccdo, para o tratamento de disenterias e diarreias
(BOURDY et al.,, 2000). Apesar do conhecimento popular de sua capacidade
terapéutica, poucos estudos relatam as propriedades biol6gicas e composicdo dessa

planta, comumente denominada de "sibipiruna”.
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Figura 2 - Poincianella pluviosa. Fonte: Fernandes, 2015.

Deharo e colaboradores (2001) mostraram que o0 extrato etandlico
feito a partir da casca da planta possui atividade sobre uma cepa de Plasmodium
falciparum resistente a cloroquina (DEHARO et al., 2001). Em outro trabalho o
extrato bruto extraido da casca da arvore apresentou atividade in vitro e in vivo
sobre cepas de Plasmodium falciparum e Plasmodium chabaudi resistentes e
sensiveis a cloroquina, inibindo significativamente a parasitemia em animais
infectados (KAYANO et al., 2011). Bueno e colaboradores mostraram que o extrato
hidroalcodlico da casca de P. pluviosa estimula a proliferacdo de queratindcitos e
fibroblastos da derme in vitro pela alta concentracdo de taninos hidrolisados no
extrato. As fracoes etil acetato e FC do extrato da casca de P. pluviosa apresentou
atividade fungistatica in vitro sobre células planctonicas de Candida albicans,
Candida glabrata, Candida krusei, Candida parapsilosis e Candida tropicalis
(SANTOS, 2018).

Recentemente, em modelo in vivo, verificaram que o extrato bruto
estimula a producao de fibras colagenas e re-epitelizacédo de feridas em ratos e que
a presenca de compostos fendlicos permitiu acdo protetiva por inibicdo de agentes
oxidantes produzidos pelo tecido lesionado (BUENO et al 2014; BUENO et al.,
2016).
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A caracterizacédo fitoquimica das folhas e da casca da arvore dessa
espécie, identificou a presenca de esterbis como o estigmasterol; triterpenos como o
lupeol e &cido betulinico; taninos como o &cido malotinico e a tellimagrandin;
flavonoides como a quercitina; saponinas e compostos fendlicos como acido galico;
acido elagico e geraniin (BUENO et al., 2014; FLORES; VILA; ALMANZA, 2006;
KAYANO et al., 2011; RODRIGO et al., 2010). Recentemente, um novo biflavonoide,
caesalpinioflavona, foi extraido da casca de P. pluviosa var. peltophoroides e
apresentou atividade antitumoral promissora (ZANIN et al., 2015).
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3. OBJETIVOS

3.10BJETIVO GERAL

Avaliar o potencial antifingico da fracéo etil acetato de Poincianella
pluviosa (sibipiruna) sobre células plancténicas e sésseis de C. neoformans e C.

gattii e analisar o efeito da combinacao deste composto com anfotericina B.

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a concentracao inibitéria minima (CIM) e a concentracéo fungicida
minima (CFM) dos extratos de sibipiruna sobre células planctonicas de C.
neoformans e C. gattii.

e Avaliar o efeito da combinacéo entre a fracdo etil acetato e os antifingicos
comerciais anfotericina B e fluconazol sobre o crescimento de Cryptococcus
spp.

e Analisar a cinética de crescimento de células plancténicas de Cryptococcus
spp. quando tratadas com a fracdo e em combina¢do com o antifingico.

e Investigar a atividade da fracdo sozinha e em combinacdo com o antifingico
sobre a atividade metabdlica do biofilme em formacdo e sobre as células
sésseis de Cryptococcus spp.

e Verificar a citotoxicidade da fracdo sozinha e em combinacdo com o

antifangico sobre células mamiferas.
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Resumo

Cryptococcus gattii e Cryptococcus neoformans sdo agentes etiolégicos da
criptococose, uma doencga infecciosa invasiva e potencialmente fatal. O caréater
téxico dos antifungicos disponiveis para o tratamento dessa infeccdo dificulta a
utilizacéo por periodo prolongado, além do progressivo relato de cepas resistentes
as terapias consolidadas. Neste contexto, leguminosas do género Poincianella, sédo
uma importante fonte para o isolamento de novas moléculas antimicrobianas, além
da possivel utilizacdo em combinacdo com os antifingicos comerciais disponivéis.
Este é o primeiro trabalho a mostrar o efeito antifingico da fracdo etil acetato da
casca de Poincianella pluviosa e sua combinacdo com os antifungicos fluconazol e
anfotericina B, sobre Cryptococcus spp. As concentracdes inibitérias minimas (CIM)
sobre as células plancténicas de fracao etil acetato (FAc) variaram de 31,25 a >1000
Mg/mL, mostrando efeito fungistatico sobre todas as cepas testadas através da
analise da cinética de tempo de morte e viabilidade celular. A combinagédo entre
fluconazol e FAc sé foi considerada sinérgica em C. neoformans, enquanto que a
combinacéo entre anfotericina B e FAc foi sinérgica para todas as cepas testadas,
com indices da concentracao inibitoria fracionaria (FICI) que variaram de 0,34 a
0,125, apresentando acgdo fungistatica. O efeito inibitério de FAc sozinha e em
combinagdo com anfotericina B também foi avaliado durante a fase de formagéo e
sobre o biofilme maduro resultando em inibi¢cdo significativa da atividade metabdlica
das células sésseis mesmo nas menores concentracbes testadas. A maior
porcentagem de inibicdo da atividade metabdlica provocada por FAc foi evidenciada
em C. gatti ATCC 24065 tanto na fase inicial de formagéo (57,93%) como no
biofilme formado (68,01%), seguido por C. neoformans ATCC 66031. A combinacgao
com anfoterecina B teve efeito sinérgico sobre as duas cepas somente na fase de
formacao do biofiime com reducéo dos valores de SCIM em mais de 16 vezes.
Esses resultados indicam o potencial antifingico da FAc da casca de P. pluviosa
sozinha e em combinagcdo com anfotericina B. Esta planta pode ser uma fonte
importante de novas moléculas com atividade antifungica para formulacdo de
produtos e utilizacdo em tratamentos da criptococose.

Palavras-chave: Cryptococcus, antifungico, sibipiruna, biofilme, sinergismo,

Poincianella
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Introducao

A criptococose é uma importante infec¢cdo fungica de distribuicdo
mundial causada em sua maioria por espécies dos complexos Cryptococcus gattii e
Cryptococcus neoformans que acomete principalmente individuos
imunossuprimidos, mas também imunocompetentes (FINDLEY et al., 2009; MAY et
al., 2016; MAZIARZ; PERFECT, 2016).

Atualmente a criptococose é considerada a segunda doenca mais
prevalente em pacientes com a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) no
mundo todo com aproximadamente 220.000 novos casos por ano, resultando em
quase 181.000 mortes, além de ser a infeccdo mais incidente entre as micoses
sistémicas em individuos com imunossupressdo por outras origens (BRATTON et
al., 2012; CDC, 2017; RAJASINGHAM et al., 2017).

O tratamento adequado da criptococose é de suma importancia para
o controle do agente etiol6gico no hospedeiro. O padrdo ouro para a terapia de
inducéo é a anfotericina B desoxicolato que possui efeito fungicida que age através
da interacdo direta com o ergosterol da membrana citoplasmatica. Entretanto, apos
a segunda semana de tratamento pode gerar insuficiéncia renal, hipocalemia,
hipomagnesemia e anemia (ARIKAN; REX, 2001; BICANIC et al., 2015). Outros
antifangicos podem ser utilizados para o tratamento da criptococose como o
fluconazol, entretanto, também podem apresentar toxicidade devido ao uso
prolongado, além de conduzirem a selecdo de cepas resistentes ou com
sensibilidade reduzida (GUPTA et al., 2018, PEMAM; CANTON; ESPINEL-
INGROFF, 2009; SLOAN; PARRIS, 2014).

Em vista desse cenario, estratégias como estudos de novos
antifingicos, desenvolvimento de novas formulagbes e a reposicdo ou
potencializacdo de medicamentos j4 existentes sdo de suma importancia para
alcancar maior eficacia no tratamento dessa doenca (SHARMA et al., 2010). Assim,
na ultima década, houve um aumento na busca por terapias alternativas que incluam
a utilizacdo de principios ativos isolados a partir de produtos naturais, tendo em vista
principalmente a ampla biodiversidade e alta capacidade de exploracdo no Brasil
(SPAMPINATO; LEONARDI, 2013; COLALTO, 2018). Além disso, produtos naturais

advindos de plantas possuem em seus extratos brutos inidmeros componentes
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fontes de moléculas biologicamente ativas contra diferentes microrganismos
(DUARTE et al., 2005).

As leguminosas do género Poincianella mostraram multiplas
propriedades biologicas, incluindo atividade antibacteriana sobre Bacillus subtilis
(PULIPATHI et al., 2012), antiviral contra o virus herpes simplex e poliovirus (LOPES
et al., 2013), antifungica com efeito em Candida albicans (PICHARDO et al., 2013) e
anti-inflamatéria (YODSAOUE et al.,, 2010). A casca da espécie P. pluviosa €&
utilizada por populacdes indigenas para tratamento de disenterias e diarreias e
exibiu efeito antifingico contra diferentes espécies de Candida spp. (BOURDY et al.,
2000; SANTOS, 2018). Entretanto, apesar de sua ampla utilizacdo na medicina
popular e alternativa, poucos estudos relatam as propriedades biol6gicas e
composicdo quimica desta planta, comumente denominada de "sibipiruna".

A combinacgéo entre farmacos que geram efeitos sinérgicos é outra
estratégia que tem sido explorada para o tratamento de infec¢des por fungos e, em
geral, esta forma de terapia pode resultar em: menor concentracdo dos farmacos
utilizados para produzir o efeito desejado, aumentando assim a eficacia do
tratamento por interacdo em diferentes alvos simultaneamente; reducdo de sua
toxicidade por neutralizar ou eliminar efeitos adversos; além de diminuir a
possibilidade de selecionar cepas resistentes (CHEN et al., 2014; MUKHERJEE et
al., 2005; YEH et al., 2009).

Dessa forma, nesse trabalho foi avaliado o potencial antifingico do
extrato da casca de P. pluviosa (sibipiruna) e sua combinagdo com antifingicos
comerciais sobre células planctbnicas e sésseis de cepas de referéncia e isolados

clinicos dos complexos C. gattii e C. neoformans.

Metodologia

1. Cultivo e manutencéo dos microrganismos

C. gattii sorotipo B ATCC 24065, C. gattii sorotipo C ATCC 24066, C.
gattii sorotipo B ATCC 32269, C. gattii sorotipo B ATCC 56990, C. neoformans
sorotipo A ATCC 34872, C. neoformans sorotipo D ATCC 66031 (doados pelo
Instituto Nacional de Controle de Qualidade (INCQS) da Fundac&o Oswaldo Cruz —
Rio de Janeiro, Brasil) e quatro isolados clinicos de C. gattii e C. neoformans (Tabela

1) provenientes de infeccdes em seres humanos e pertencentes a colecdo de
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microrganismos do Laboratorio de Biologia Molecular de Microrganismos — NIP5
foram cultivados em Sabouraud dextrose agar (SDA) a 37 °C e armazenados a 4 °C.
Para os experimentos, as células planctdénicas foram obtidas a partir do cultivo em

meio Sabouraud dextrose caldo (SD) sob agitacdo a 37 °C por 48 h.

2. Substancias naturais e antifingicos

Os extratos testados foram obtidos da casca de P. pluviosa segundo
Bueno e colaboradores (2014) e fornecidas pelo Prof. Jodo Carlos Palazzo de Mello
da Universidade Estadual de Maringa. Para a avaliacdo antifuUngica o extrato bruto
(EB) e as fracOes etil acetato (FAc) e metanol/acetona (FC), foram diluidos em
DMSO 10% e meio RPMI-MOPS obtendo-se as solugbes estoque (4 mg/mL). Os
antifangicos fluconazol (FLZ) (Sigma, Brasil) e anfotericina B (ANB) (Sigma, Brasil)
foram pesados e diluidos em agua ultrapura (5 mg/mL) e DMSO 10% (1,6 mg/mL)
respectivamente e mantidos a -20°C. Para o0s ensaios, os antifungicos foram diluidos

nas concentracdes desejadas em meio RPMI-MOPS antes de sua utilizagao.

Poincianella pluviosa
(milled crude drug)
(2 kg)
Extration:
ethanol:water (1:1 v/v)

CE
(226 g; 11.30%)

Partition (150 g; 3x50 g):
ethyl acetate:water (1:1 v/v)

v

EtOAc-fraction
(23.70 g; 15.80%)

v

H,O-fraction
(120.60 g; 80.40%)

Sephadex LH-20 (10 g)i
methanol 50% (v/v)
methanol 100%
acetone 70% (v/v)

ethanol ethanol
. A4 o
50% (\/\)‘ 100% v L
FA FB FC
(2.95 g; 29.50%)[|(1.04 g; 10.40%) ((5.43 g; 54.30%)

Figura 1 - Fracionamento do extrato aquoso da casca de Poincianella pluviosa.
Fonte: adaptado de Bueno et al., 2014.

3. Determinagéo da sensibilidade dos extratos sobre células plancténicas

A determinacao da concentracao inibitéria minima (CIM) do EB, FAc

e FC sobre as células planctonicas foi realizada pela técnica de microdiluicdo em
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caldo, segundo normas preconizadas pelo CLSI - Clinical and Laboratory Standards
Institute para leveduras [M27 documento A3 (CLSI, 2008)]. Para isso, foi realizada a
diluicdo seriada (1:2) em meio RPMI-MOPS dos extratos (1 mg/mL - 1,95 pg/mL),
FLZ (64 — 0,125 pg/mL) e ANB (16 — 0,031 pg/mL), seguida de uma aliquota de 100
uL da suspensdo celular com 0,5 - 2,5x10° células/mL nos pocos teste e controle
positivo. Os testes foram realizados em triplicata e os controles positivos e negativos
foram respectivamente performados com as amostras fungicas sem tratamento e
com Candida parapsilosis ATCC 22019 tratada com fluconazol. Definiu-se a CIM
como a menor concentracdo capaz de inibir o crescimento visual em 100% apos
incubacdo de 72 h, em comparacdo com as células plancténicas sem tratamento.
Apés esse periodo, 10 puL dos pocos sem crescimento observado foram semeados
em SDA e a placa incubada a 37°C por 48 h para a determinagdo da concentragao
fungicida minima (CFM), como a concentracdo capaz de reduzir 99,9% a contagem

de unidades formadoras de colénia (UFC).

4. Efeito da combinacdo entre anfotericina B/fluconazol e FAc de Poincianella

pluviosa sobre células plancténicas de cryptococcus spp.

A avaliagdo da combinagcdo de FAc com ANB/FLZ foi realizada
segundo Scott, Tariq e McCrory (1995) utilizando a metodologia de microdiluicdo em
caldo checkerboard. Foram utilizadas as diluicdes seriadas (1:2) em meio RPMI-
MOPS da FAc (1 mg/mL — 0,03 ug/mL) e de ANB (16 - 0,000001pg/mL) para gerar
192 combinagdes, e da FAc (1 mg/mL — 7,81 pug/mL) e de FLZ (64 - 0,125 pg/mL)
para gerar 96 combinacdes. Posteriormente, o inoculo foi preparado de acordo com
protocolo padrdo (CLSI, 2008). Os resultados foram interpretados pelo indice da
Concentracdo Inibitéria Fracionaria (FICI) através do calculo: FICI = FICrac +
FICans/FLz, em que FICFac € 0 quociente da divisdo entre a CIMrac da combinacao
pela CIMrac da substancia sozinha e FICans/rLz € 0 quociente da divisdo entre a
CIManerFiz da combinagéo pela ClManeriz sozinha. Os valores de FICI foram
utilizados para classificar as combinag¢des como: sinérgicas < 0,5, antagénicas = 4 e
indiferentes > 0,5 a 4. (Odds, 2003).

5. Efeito de FAc sozinha e em combinacdo com anfotericina B sobre a cinética de

crescimento de células planctdnicas
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A cinética do tempo de morte foi determinada utilizando-se as CIMs
obtidas para cada isolado no teste de microdiluicdo em caldo. Para isso, os indculos
foram ajustados a densidade celular de 10° células/mL em meio RPMI-MOPS e
incubados com FAc sozinha e em combinacdo com ANB (células tratadas) ou
apenas meio de cultura (curva de crescimento) pelos tempos de 0, 24, 48 e 72 h.
Apos esses periodos, uma aliquota (10 pL) foi diluida seriadamente (1:10) em
solucdo salina 0,85% esterilizada e 10 pL inoculados em SDA. Apds 48 h, foi
realizada das UFC e o célculo ajustado para obtencdo dos valores de UFC/mL
(ENDO et al., 2010).

6. Efeito de FAc sozinha e em combinagdo com anfotericina B sobre a viabilidade
celular de células planctonicas

Avaliou-se a viabilidade das leveduras utilizando-se os corantes
FUN1® e Calcofluor White™ componentes do kit LIVE/DEAD® Yeast Viability Kit
(Molecular Probes, Invitrogen). C. gattii ATCC 24065 foi tratada com FAc (125
pg/mL), ANB (1 pg/mL) e a combinacdo entre FAc e ANB (3,9/0,003 pg/mL,
respectivamente) por 24 h e o ensaio foi realizado de acordo com as
recomendacdes do fabricante. As leveduras foram colocadas sobre uma lamina,
coberta por uma laminula e analisadas por microscopia de fluorescéncia (OLYMPUS

BX53F). O teste foi realizado com um controle positivo (sem tratamento).
7. Efeito de FAc sozinha e em combinacdo com anfotericina B sobre biofilmes

A formacdo de biofilme foi realizada segundo a metodologia
proposta por Martinez e Casadevall (2006a). O ensaio foi realizado em meio liquido
SD, em placas de poliestireno de 96 pocos de fundo chato a partir de um inéculo de
1 x 107 leveduras a 37 °C por 24 h sem agitacdo. Para avaliar a sensibilidade do
biofilme maduro, o mesmo foi formado como descrito anteriormente, exceto que a
placa foi incubada por 48 h a 37 °C sem agitacdo. Apos o periodo de incubacéo, as
células ndo aderidas foram removidas pela lavagem com salina 0,85 % esterilizada.
Para avaliar o efeito FAc sozinha, uma aliqguota de 200 yL de meio RPMI-MOPS
contendo diferentes concentragcdes (1 mg/mL — 31,25 pg/mL) foi adicionada em
todos 0s pocos; enquanto que para o efeito da combinagéo entre FAc e ANB, uma
aliquota de 200 pL de meio contendo diferentes concentracfes de FAc (1 mg/mL —

7,81 ug/mL) e de ANB (16 - 0,007ug/mL) foram adicionadas e as placas incubadas
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por mais 72 h para a formacéo do biofilme e 48 h para o biofiime maduro, ambos a
37 °C. Apés o tratamento, as células ndo aderidas foram removidas pela lavagem
com salina 0,85 % esterilizada. Determinou-se a viabilidade do biofilme formado pela
medida da atividade metabdlica celular utilizando o ensaio de reducédo do XTT (2,3-
bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)carbonyl]-2H-tetrazolium

hydroxide). Assim, em cada poc¢o da placa, incluindo o controle de esterilidade,
foram adicionados 200 pL de solugdo de XTT/menadiona (1 mg/mL XTT em PBS 1%
e 1 yM menadiona) e a placa foi incubada a 37°C por 5 h. Mediu-se a densidade
optica em espectrofotdbmetro (Universal Microplate Reader modelo ELx 800, Bio-Tek
Instruments INC) em comprimento de onda de 492 nm. Determinou-se a CIM da
combinacdo entre FAc e ANB para as células sésseis pela menor concentracdo da
substancia capaz de inibir 50% (SCIMso) das células quando comparadas com o
controle ndo tratado. Os resultados da combinacédo foram interpretados usando o

FICI, como descrito anteriormente.

8. Efeito de FAc sozinha e em combinacdo com anfotericina B em células de

mamiferos

Avaliou-se a citotoxicidade de FAc sozinha e em combinagcdo com
ANB sobre eritrécitos obtidos de um doador saudavel. O sangue foi coletado,
desfibrinado e as células lavadas com salina glicosilada (NaCl 0,85% acrescido de
5% de glicose). Em cada poco, foram inoculados eritrécitos (3%) com diferentes
concentracdes de FAc (1 mg/mL - 1,95 pug/mL) e de ANB (16 - 0,007ug/mL) sozinhas
e em combinacdo. Utilizou-se Triton X-100 (1%) como controle positivo de hemolise
e apos incubacao por 3 horas a 37 °C, a leitura do sobrenadante foi realizada a 550
nm (1IZUMIl et al., 2012).

Células HelLa e macrofagos peritoneais obtidos de camundongos
BALB/c (2,5 x 10° células/poco) foram cultivados em microplacas de poliestireno de
96 pocos em meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino, em atmosfera
umida com 5% de CO2 a 37°C durante 24 h. ApGs a incubacéo foi realizada uma
lavagem com PBS para retirada das células ndo aderidas, adicionado novo meio
contendo diferentes concentragdes de FAc (1 mg/mL — 1,95 pg/mL) e de ANB (16 -
0,007pug/mL) sozinhas e em combinagdo e a cultura incubada durante 72 h.
Determinou-se a viabilidade celular pelo método do MTT (dimethylthiazol diphenyl

tetrazolium bromide, Sigma) de acordo com as recomendacdes do fabricante. A
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concentracdo de FAc necessaria para inibir a proliferacao de 50% e 90% das células
(CCs0-CCq0) foi determinada pela analise de regressdo linear. O valor da
concentracdo citotoxica 90% apds 72 h foi utilizada para calcular o indice de

seletividade (IS) usando a seguinte equacéo: IS = CCgo/CIM.

9. Andlises estatisticas

O software GRAPHPAD PRISM versdo 6.0 (GRAPHPAD Software,
San Diego, CA) foi utilizado para as analises estatisticas. Para o teste de
sensibilidade da FAc e combinacdo com ANB sobre biofilme, os valores médios
foram testados por ANOVA One Way. Valores de p menor que 0,05 foram

considerados significativos.

Resultados
1. Extratos de Poincianella pluviosa apresentam atividade antifUngica em C. gattii e
C. neoformans

Inicialmente foi avaliada a atividade antimicrobiana do extrato bruto
(EB), fracdo etil acetato (FAc) e fracdo metanol/acetona (FC) da casca de
Poincianella pluviosa sobre células planctonicas de C. gattii e C. neoformans (Tabela
1). Foi considerado que os extratos possuiam ac¢do antifingica quando a CIM obtida
foi menor ou igual a 1000 pg/mL. Para o complexo C. gattii, os valores de CIM
variaram de 62,5 a 1000 pg/mL, 31,25 a 125 ug/mL e 15,65 a 500 pg/mL para EB,
FAc e FC respectivamente. Os valores de CFM para todos os isolados de C. gattii
foram >1000 pg/mL, indicando que esses extratos possuem acgao fungistatica.

Com excegdao de C. neoformans ATCC 34872, C. neoformans ATCC
66031 e o isolado clinico C. neoformans IV que exibiram valores de CIM que
variaram de 125 a 1000 pg/mL para FAc e FC, os outros isolados deste complexo

foram resistentes aos extratos (CIM/CFM > 1000 pg/mL).
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Tabela 1 — Perfil de sensibilidade das células planctonicas de Cryptococcus spp. as

diferentes fracdes da casca de Poincianella pluviosa.

CIMz100 (ug/mL)

Isolado Extrato Bruto  Fragdao etil acetato Fragédo FC
C. gattii ATCC 24065 1000 125 250
C. gattii ATCC 24066 125 62,5 62,5
C. gattii ATCC 32269 62,5 31,25 62,5
C. gattii ATCC 56990 1000 31,25 62,5
C. gattii | 1000 125 500
C. gattii ll 62,5 31,25 15,62
C. gattii Il 500 65,5 125
C. gattii IV 250 125 125
C. neoformans ATCC 34872 >1000 1000 125
C. neoformans ATCC 66031 >1000 1000 >1000
C. neoformans | >1000 >1000 >1000
C. neoformans II >1000 >1000 >1000
C. neoformans lli >1000 >1000 >1000
C. neoformans IV 1000 125 125

2. FAc em combinacdo com anfotericina B ou fluconazol apresenta interacéo

sinérgica para a maioria das cepas de C. gattii e C. neoformans.

Com base nos valores de CIM optou-se por utilizar para os
experimentos seguintes uma cepa de referéncia e um isolado clinico para as duas
espécies, dentre elas: C. gattii ATCC 24065, C. gattii ll, C. neoformans ATCC 66031
e C. neoformans IV. Seguindo o mesmo critério, FAc foi selecionada, uma vez que
esta, dentre os trés extratos testados, mostrou melhor efeito antifingico, tendo um
maior nimero de amostras sensiveis.

O efeito da combinacdo entre FAc com os antifUngicos comerciais
fluconazol e anfotericina B foi avaliado utilizando o método de checkerboard (Tabela
2 e 3) e a natureza da interacdo entre os compostos foi definida pelo FICI que € o
resultado da soma das FICs de cada um dos compostos. Para o calculo das FICs
foram determinadas previamente as CIM de fluconazol e anfotericina B para cada

uma das cepas testadas (Tabela 2 e 3). As cepas analisadas foram classificadas
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como sensiveis a anfotericina B (MIC <2 ug/mL) e resistentes ao fluconazol quando
MIC = 64 pg/mL (PFALLER et al., 2005). A CIM de FLZ para Candida parapsilosis (2
pug/mL) esta de acordo com as normas preconizadas pelo CLSI, validando o teste
(BONGOMIN et al., 2018; CLSI, 2008; ESPINEL-INGROFF et al., 2012).

A combinacdo entre FAc e os antifingicos comerciais resultou em
interacdes sinérgicas para a maioria das cepas testadas.
Tabela 2 - Efeito do fluconazol (FLZ) e/ou fracéo etil acetato (FAc) da casca de P.
pluviosa sobre células plancténicas de Cryptococcus spp.

Fungo FAC FLZ PAC/FLZ FICI Interacao
(mg/mL) (ug/mL)  (ng/mL)
C. gattii ATCC 24065 125 64 125/0,125 1 Indiferente
C. gattii ll 31,25 64 125/4 4,06 Antagonismo
C. neoformans ATCC 66031 1000 32 7,8/4 0,132 Sinergismo
C. neoformans IV 125 16 31,25/2 0,375 Sinergismo

FAc: fracdo etil acetato. FLZ: fluconazol. FAc/FLZ: fracdo etil acetato em combinacgéo
com fluconazol. FICI: indice de concentracao inibitéria fracionada. Valores de
referéncia: Sinergismo: FICI <0,5; Antagonismo: FICI = 4 e Indiferente: FICI > 0,5 a 4
(ODDS, 2003).

Tabela 3 - Efeito da anfotericina B (ANB) e/ou frag&o etil acetato (FAc) da casca de
P. pluviosa sobre células plancténicas de Cryptococcus spp.

FAc ANB FAC/ANB

Fungo (g/mL) (ug/mL)  (ug/mL) FICI Interacéo
C. gattii ATCC 24065 125 1 3,9/0,003 0,034 Sinergismo
C. gattii Il 31,25 2 3,9/0,003 0,125 Sinergismo
C. neoformans ATCC 66031 1000 1 3,9/0,003 0,069 Sinergismo
C. neoformans IV 125 1 3,9/0,003 0,034 Sinergismo

FAc: fragao etil acetato. ANB: anfotericina B. FAC/ANB: fragdo etil acetato em
combinagdo com anfotericina B. FICI: indice de concentragé&o inibitdria fracionada.
Valores de referéncia: Sinergismo: FICI <0,5; Antagonismo: FICI = 4 e Indiferente:
FICI > 0,5 a 4 (ODDS, 2003).

A combinacédo de FAc com fluconazol foi sinérgica somente para C.
neoformans ATCC 66031 (FICI=0,132) e C. neoformans IV (FICI=0,375), enquanto
gue se observou efeito indiferente para C. gattii ATCC 24065 (FICI=1) e antagbnico

para C. gattii Il (FICI=4,06). Mesmo sem sinergismo, os valores de CIM de fluconazol
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reduziram 512 vezes e 16 vezes para C. gattii ATCC 24065 (64 pg/mL sozinho
versus 0,125 pg/mL em combinacéo) e C. gattii Il (64 pg/mL sozinho versus 4 pg/mL
em combinagé&o), respectivamente.

Para a combinagédo entre FAc e anfotericina B, os valores de FICI
variaram de 0,034 a 0,125 para todas as cepas testadas, indicando efeito sinérgico.
C. gattii Il, apesar de ndo possuir o valor mais baixo de FICI, teve a CIM de
anfotericina B reduzida em 666 vezes quando comparada com o tratamento sozinho
(2 pg/mL sozinho versus 0,003 pg/mL em combinagéo). Por demonstrar efeito
sinérgico sobre todos os isolados testados, a combinacao entre FAc e anfotericina B

foi escolhida para os testes seguintes.

3. FAc sozinha ou em combinagdo com anfotericina B exibe um efeito fungistatico

em células planctbnicas de C. gattii e C. neoformans.

Para a avaliacdo da cinética de crescimento de Cryptococcus,
células planctdnicas foram incubadas em presenca de suas respectivas CIMs
sozinhas (Figura 2) e em combinacdo com anfotericina B (Figura 3). As UFCs foram
determinadas em diferentes intervalos de tempo por 72 h e os valores de UFC/mL de
todas as cepas para os dois tratamentos tiveram diferenca estatistica significativa
(p<0,05) a partir de 24 h quando comparados aos controles de crescimento. Todos
os tratamentos inibiram o crescimento das células plancténicas das duas espécies
analisadas, exibindo um efeito fungistatico.

Apbs 24 h de tratamento com FAc, C. gattii ATCC 24065, C. gattii Il
e C. neoformans IV apresentaram diferenca de aproximadamente 2 logl0 quando
comparados com o crescimento do controle ndo tratado, e que se manteve apés 72
h (p<0,05). C. neoformans ATCC 66031 ap6s 24 h de tratamento com FAc
apresentou diferenca de 1 logl0 quando comparado com o controle ndo tratado,
entretanto, ap6és 72 h a diferengca aumentou para aproximadamente 4 logl0
(p<0,05).

As cepas C. gattii ATCC 24065 e C. gattii Il quando tratadas com a
combinacédo de FAc e ANB por 48 h apresentaram diferenca de aproximadamente 2
log10 comparado com o controle nao tratado (p<0,05), enquanto para C. neoformans
ATCC 66031 a diferenca foi de 3 log10 e para C. neoformans 1V, 1 log10 (p<0,05).
As cepas de referéncia apés 72 h de tratamento aumentaram a contagem de

UFC/mL, diminuindo a diferenca entre o controle de crescimento. Nao foi observada
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morte celular para os tratamentos testados, confirmando o efeito fungistatico da FAc
e sua combinacdo com ANB.

C. gattii ATCC 24065

C. gattir Il
104 104
8 84
7 7
£ £ -
S 89 . . S & . 2
w * [T
o 2
= 4 = 4
o o
e} o
— -
2 24
0 T T T 0 y y y
0 24 48 72 0 2 48 72
Tempo (h) Tempo (h)
-~ Controle de crescimento
C. neoformans ATCC 66031 C. neoformans IV -+ MIC
10 10
8+ 8+
z g
o a9
5 . . 5 . A
= 4 * = 44 *
o ()]
Qo r =] [
- )
24 2+
0 T T T 0 T T T
0 24 48 72 0 24 48 72
Tempo (h) Tempo (h)

Figura 2 - Cinética de crescimento de Cryptococcus spp. ha presenca da CIM da
fracdo etil acetato da casca de Poincianella pluviosa, nos periodos de 0, 24, 48 e
72h. Os valores sdo a média e o desvio-padrao representativo de dois experimentos
independentes. *p<0,05
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Figura 3 - Cinética de crescimento de Cryptococcus spp. em presenca da CIM da
combinacdo entre a fracdo etil acetato da casca de Poincianella pluviosa com o
antifingico anfotericina B, nos periodos de 0, 24, 48 e 72 h. Os valores sdo a média
e 0 desvio-padréo representativo de dois experimentos independentes. *p<0,05.



O efeito da FAc e sua combinacdo com anfotericina B sobre a
viabilidade celular de C. gattii ATCC 24065 foi analisado por microscopia apos
utilizacdo de corantes fluorescentes para marcacgao diferencial. As imagens mostram
que leveduras nao tratadas exibiram estruturas fluorescentes vermelhas em seu
citoplasma, indicando células metabolicamente ativas com membrana citoplasmatica
intacta (Figura 3). Entretanto, as células tratadas com 0s compostos sozinhos ou em
combinacdo exibiram coloracdo verde fluorescente, sugerindo células com pouca
atividade metabdlica. Além disso, a combinacdo mostra inibicdo semelhante aos
tratamentos isolados, confimando a acdo sinérgica dos compostos, em

concentragﬁes menores.

Figura 4 - Efeito da fracdo etil acetato Poincianella pluviosa e anfotericina B em
Cryptococcus gattii ATCC 24065. Andlise da viabilidade celular por microscopia de
fluorescéncia utilizando FUN-1. As leveduras foram incubadas com ou sem as CIMs
dos dois compostos isolados ou em combinagdo durante 24 h. Células com
fluorescéncia amarelo-esverdeada difusa caracterizam células metabolicamente
inativas e células contendo estruturas fluorescentes vermelhas em seus vacuolos
representam leveduras metabolicamente ativas. (A) células viaveis nao tratadas; (B)
tratamento com 125 pg/mL de FAc; (C) tratamento com 1ug/mL de anfotericina B;
(D) tratamento com FAc/ANB (3,9/0,003 pg/mL).
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4. FAc sozinho ou em combinagao apresenta atividade anti-biofilme em C. gattii e C.
neoformans.

Além da andlise do efeito de FAc sobre células plancténicas, os
tratamentos, sozinho e em combinagdo com antifungicos, foram avaliados durante a
formacdo do biofiime e sobre o biofiime formado de Cryptococcus spp. e o0s
resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo da atividade metabdlica
guando comparado com o controle ndo tratado.

Para a maioria das cepas houve significativa reducédo (p<0,05) da
formacao do biofilme, mesmo nas menores concentragdes de FAc utilizadas (Figura
5). A cepa que exibiu maior sensibilidade ao tratamento foi C. gattii ATCC 24065 em
gue houve reducéo de 31,2% e 57,9% de metabolismo do biofilme em presenca de
31,25 pg/mL e 250 pg/mL, respectivamente. C. neoformans ATCC 66031 e os
isolados clinicos C. gattii Il e C. neoformans IV mostraram sensibilidade reduzida
mesmo na maior concentracdo testada (1000 pg/mL) apresentando 24,3, 12,2 e

8,4% de inibicdo do biofilme em formacéo, respectivamente (Figura 5).
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Figura 5 - Efeito da fragao etil acetato de Poincianella pluviosa sobre a formacéo de
biofilme de Cryptococcus spp. A atividade metabdlica do biofilme foi avaliada pelo
método de reducdo do XTT apds 72 h de incubagdo a 37 °C com diferentes
concentracdes de FAc (1000 — 31,25 pg/mL). Valores sdo média + desvio padréo de
dois experimentos. Os asteriscos indicam reducéo significativa do metabolismo das
células do biofilme tratadas com o extrato em comparacdo com células ndo tratadas
(* p <0,05).

O biofilme maduro de C. gattii ATCC 24065 também foi o mais
sensivel & FAc com reducdo da atividade metabdlica de 68,0% em presenca de 500
pg/mL (p <0,05) (Figura 6). Por outro lado, houve inibicao de 18,6% do biofilme de C.
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neoformans IV em presenca de 125 ug/mL de FAc; e de 36,2% de C. neoformans
ATCC 66031 em presenca de 500 pg/mL de FAc.
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Figura 6 - Efeito da fracéo etil acetato de Poincinella pluviosa sobre células sésseis
de Cryptococcus spp. A atividade metabdlica do biofilme foi avaliada pelo método de
reducdo do XTT apos 48 h de incubacdo a 37 °C com diferentes concentracfes de
FAc (1000 — 31,25 pg/mL). Valores sdo média + desvio padrdo de dois
experimentos. Os asteriscos indicam reducao significativa da atividade metabdlica
das células do biofilme tratadas com a fracdo etil acetato em comparacdo com
células néo tratadas (* p <0,05).

O efeito da combinacéo entre FAc e ANB B foi avaliado somente nos
biofilmes de C. gatti ATCC 24065 e C. neoformans ATCC 66031, uma vez que
tiveram maior sensibilidade ao tratamento com FAc sozinha. A combinagao foi
sinérgica para as duas espécies na fase de formacdo do biofilme tendo valores de
FICI de 0,124 para C. gattii ATCC 24065 e 0,093 para C. neoformans ATCC 66031
(Tabela 4). As CIMs de FAc e ANB em combinacéo para C. gatti ATCC 24065
apresentaram reducédo de 16 vezes quando comparado com os valores sozinhos,
enquanto que para C. neoformans ATCC 66031 houve reducédo de 32 vezes da CIM
de FAc. O tratamento combinado sobre o biofilme formado, apesar de diminuir as

CIMs de FAc para ambas as espécies foi considerado como indiferente.
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Tabela 4 — Efeito da fracado etil acetato em combinac&o com anfotericina B durante a
formacéo e no biofilme formado de Cryptococcus spp. em superficie abiotica.

Espécie FAC ANB FAC/ANB FICI Interacéo

(Mg/mL) (ug/mL)  (ug/mL)

Biofilme em formacéao

C. gattii ATCC 24065 125 1 7,81/0,062 0,124 Sinergismo
C. neoformans ATCC 66031 >1000 1 31,25/0,062 0,093 Sinergismo
Biofilme formado

C. gattii ATCC 24065 500 0,5 125/0,25 0,75 Indiferente

C. neoformans ATCC 66031 >1000 1 >500/>1 15 Indiferente

Concentracao inibitéria séssil 50% analisada ap6s 72h de tratamento. FAc: fracao
etil acetato. ANB: anfotericina B. FICI: indice de concentragdo inibitéria fracionada.
Valores de referéncia: Sinergismo - FICI <0,5; Antagonismo - FICI 2 4 e Indiferente -
FICI > 0,5 a 4 (ODDS, 2003).

5. A combinacdo de FAc e anfotericina B reduz a toxicidade para células de

mamiferos.

O efeito de FAc e sua combinacdo com ANB foi avaliado em
eritrocitos humanos, células HelLa (Figura 7) e macréfagos peritoneais de
camundongos (Figura 8). A porcentagem de hemdlise para as concentracfes
testadas variou de 21,2 a 0,2% para FAc; 26,6 a 0,5% para anfotericina B e 3,7 a 0%
para a associacdo FAC/ANB (dados ndo mostrados). Os valores de hemdlise
mostram que a associacdo entre FAc e ANB reduz a capacidade hemolitica para 4%
(dados ndo mostrados).

As concentragdes citotoxicas 50% (CCso) e 90% (CCo0) de FAcC para
os eritrocitos foram CCso = 1379 pg/mL e CCoo = 2482,2 ug/mL. Para as células
HelLa, os valores obtidos foram CCsp = 115,9 ug/mL e CCoo = 268,7 pg/mL, enquanto
que para os macrofagos peritoneais foram CCso = 138,3 pg/mL e CCo > 1000
png/mL. Com esses dados foi possivel calcular o indice de seletividade (1S), que leva
em consideracdo a CCo e as CIM das cepas testadas (Tabela 5). Os melhores IS
foram para C. gattii Il com: IS = 79,43 considerando CCgo dos eritrocitos humanos; IS
= 8,59 considerando CCgo das células HeLa e IS = 32 considerando CCg dos
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macrofagos, indicando que a FAc é mais tdxica para a levedura do que para as
células mamiferas.

A combinacdo entre FAc e ANB em macréfagos peritoneais néo
mostrou efeito citotéxico, conforme verificado pela viabilidade celular que

permaneceu acima de 50% apdés 72 h de tratamento (dados ndo mostrados).
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Figura 7 - Efeito da fracdo etil acetato de Poincianella pluviosa sobre a viabilidade
celular de células HelLa. A viabilidade celular foi avaliada pelo método de reducéo do
MTT apds 72 h de incubacédo a 37 °C com diferentes concentracées de FAc (1000 —
1,95 pg/mL). Valores sdo meédia + desvio padrdo de trés experimentos. Os
asteriscos indicam reducéo significativa da viabilidade das células tratadas com a
fracdo em comparacao com células néao tratadas (* p <0,05).
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Figura 8 — Efeito da fracdo etil acetato de Poincianella pluviosa sobre a viabilidade
celular de macréfagos peritoneais de camundongos. A viabilidade celular foi avaliada
pelo método de reducdo do MTT apds 72 h de incubacdo a 37 °C com diferentes
concentracdes de FAc (1000 — 1,95 pg/mL). Valores sdo média + desvio padrdo de
trés experimentos. Os asteriscos indicam reducdo significativa da viabilidade das
células tratadas com a fragcdo em comparacdo com ceélulas nédo tratadas (* p <0,05).
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Tabela 5 — indice de seletividade da fracdo etil acetato para células mamiferas e

Cryptococcus spp.

indice de seletividade?

Isolado Eritrocitos Células Macrofagos
humanos HelLa peritoneaisP
C. gattii ATCC 24065 19,85 2,15 8
C. gattii ll 79,43 8,59 32
C. neoformans ATCC 66031 2,48 0,27 1
C. neoformans IV 19,85 2,15 8

afndice de seletividade (IS) = CCo0/CIM. PObtidos de camundongos BALB/c.

Discussao

O controle de Cryptococcus spp. no hospedeiro € de suma
importédncia para o0 sucesso do tratamento da criptococose. Entretanto, o0s
antifingicos comumente utilizados para as terapias de inducdo e manutencao
apresentam toxicidade devido ao uso prolongado, que em geral é requerido
(BICANIC et al., 2015). Além disso, embora a maioria dos isolados de Cryptococcus
spp. permaneca sensivel aos farmacos utilizados, diversos estudos na literatura
relatam o isolamento crescente de cepas resistentes ou com sensibilidade reduzida
(GUPTA et al., 2018; SANGALLI-LEITE et al., 2011). Como alternativas, estudos
sobre produtos naturais com potencial antifingico e toxicidade reduzida para células
animais tém sido conduzidos e se mostram cada vez mais promissores na
formulacdo de novos agentes terapéuticos (COLALTO, 2018).

Varios estudos mostraram que extratos obtidos a partir de diferentes
partes de plantas inibem o crescimento de Cryptococcus spp. e Candida spp., tais
como as folhas de Carica papaya, Eugenia uniflora e Psidium guajava e das cascas
de Curatella americana, Plathymenia reticulata B e Sclerolobium aureum (Tul.)
Benth. (BASKARAN et al.,, 2012; FERREIRA et al., 2013; TOLEDO et al., 2011;
TOLEDO et al., 2015).

O presente trabalho mostra que os trés extratos testados inibem o
crescimento de todas as cepas e isolados clinicos de C. gattii e que FAc apresentou
0os menores valores de CIM. Por outro lado, somente trés isolados de C. neoformans

foram inibidos pelo tratamento com FAc e FC, indicando que esta espécie possui
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sensibilidade reduzida aos extratos testados. Alguns estudos mostram o potencial
antifangico de determinadas espécies do género Poincianella (Caesalpinia). Extrato
bruto obtido a partir da casca da espécie Caesalpinia ferrea Martius mostrou efeito
antifangico in vitro contra Candida albicans, Candida glabrata, Candida krusei e
Candida dubliniensis (FERREIRA et al., 2013). As fracOes etil acetato, éter de
petréleo e aquosa, obtidas de sementes de Caesalpinia bonducella, apresentaram
atividade inibitéria sobre o crescimento de Aspergillus niger, Aspergillus flavus,
Alternaria solani, Fusarium oxysporum e Candida albicans (SHUKLA et al., 2011). A
atividade antimicrobiana de P. pluviosa foi estudada sobre o protozoario Plasmodium
spp. mas o seu efeito sobre os complexos C. gatti e C. neoformans e sua possivel
associacdo com antifingicos comerciais permaneciam desconhecidos (DEHARO et
al., 2001; KAYANO et al., 2011).

Neste trabalho, foi avaliado a combinacdo de FAc com ANB e FLZ
sobre células plancténicas. Os dois tratamentos apresentaram sinergismo com
diminui¢do, no minimo, de oito vezes da CIM de FAc. Ambas as combina¢des foram
sinérgicas contra as cepas de C. neoformans que se mostraram pouco sensiveis
guando tratadas com a fracdo sozinha. A combinacdo com ANB mostrou potente
efeito sinérgico, com diminuicdo significativa das CIMs, contra todos as leveduras
testadas.

Varios estudos mostram que a combinacdo de antifUngicos com
produtos naturais pode diminuir os valores de suas CIM. Liu e colaboradores (2014)
mostraram que a associacao de glabridin, isoflavona isolada de Glycyrrhiza glabra
com FLZ exibiu efeito sinérgico contra Candida albicans, C. neoformans e Candida
tropicalis. Faria e colaboradores (2011) observaram o efeito sinérgico entre a
combinacgao de timol com ANB e 2,5-dihidroxibenzaldeido com FLZ sobre Candida
albicans e C. neoformans. A combinacéo entre o monoterpenoide geraniol isolado
do Oleo essencial de Ocimum basilicum com FLZ também inibiu o crescimento de
Candida albicans e C. neoformans (CARDOSO et al., 2016). A fracdo etil acetato da
casca de P. pluviosa em combinacdo com fluconazol mostrou efeito sinérgico sobre
células plancténicas e durante a fomacéo de biofilme de Candida albicans, Candida
glabrata e Candida krusei (SANTOS, 2018).

A cinética do tempo de morte e 0 ensaio da viabilidade celular
confirmou a acao fungistatica da FAc, como previamente indicado pela determinacao

da CFM. Interessantemente, a combinacdo em concentracdo sinérgica a FAc com
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ANB resultou em um efeito fungistatico. Possivelmente a acdo fungicida da
anfotericina B néo foi evidenciada, uma vez que seu FIC é muito baixo quando
comparado com sua CFM (0,003 pg/mL em combinacao versus 2 pug/mL sozinha).

A formacédo de biofilme por Cryptococcus spp. pode ocorrer em
superficies abiodticas e bidticas e esta associada com menor sensibilidade aos
tratamentos disponiveis e a evasdo da resposta imunologica do hospedeiro, gerando
infecgbes persistentes (MARTINEZ; FRIES, 2010). Os resultados deste trabalho
mostram que a fragdo etil acetato além de inibir o crescimento das células
plancténicas de Cryptococcus spp. também € capaz de reduzir a atividade
metabdlica das células sésseis durante a formacéo de biofilme e do biofilme formado
das cepas testadas, exibindo melhor efeito sobre o biofilme maduro de C. gattii
ATCC 24065. Poucos trabalhos mostram a atividade de produtos naturais sobre os
biofiimes de Cryptococcus spp.. No trabalho realizado por Almeida-Apolonio e
colaboradores (2018), o extrato etandlico das folhas de Cochlospermum regium (10
mg/mL) foi capaz de reduzir em 42,6% a formagao do biofilme de C. gattii ATCC
56990. Nessa mesma concentracdo, o extrato foi capaz de inibir 15,4% do biofilme
maduro.

A combinacédo entre farmacos ja € utilizada na pratica clinica para o
tratamento de tuberculose, cancer e criptococose (CAMINERO et al., 2010; KEITH;
BORISY; STOCKWELL, 2005; WHO, 2018). As interacbes sinérgicas entre 0s
compostos sdo de amplo beneficio devido ao aumento do espectro de acdo, maior
tolerancia e diminuicdo da possibilidade de cepas resistentes, uma vez que a célula
tera dificuldade de criar mecanismos para se proteger de dois farmacos diferentes
(ZIMMERMANN; LEHAR; KEITH, 2007). Extratos de plantas s&o constituidos por
uma grande reserva de substéncias que podem apresentar sinergismo ou outras
interacdes benéficas quando combinadas com antimicrobianos, assim como
evidenciado pela associacdo entre a fracdo etil acetato com os antifingicos
comerciais fluconazol e anfotericina B.

Os diferentes efeitos terapéuticos apresentados por extratos de
plantas devem-se as caracteristicas fitoquimicas e farmacocinéticas distintas, que
podem depender do local de origem, parte da planta utilizada, genétipo e periodo de
colheita (PARLATAN; SARICOBAN; OZCAN, 2009; TAN et al., 2008).

Bueno e colaboradores (2014) detectaram varios polifenois, dentre
eles acido gélico e taninos hidrolisados, a partir do extrato hidroalcoolico e da fracédo



67

etil acetato de P. pluviosa que apresentaram a capacidade de estimular a producéo
de fibras coldgenas e reepitelizacao de feridas, além de possuir efeito antimicrobiano
contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e leveduras (BUENO et al., 2014;
CARVALHO et al., 2018). Outros estudos mostraram a presenca, na casca desta
arvore, de triterpenos e saponinas, substancias com atividade antimicrobiana em
bactérias e fungos (COR; KNEZ; HRNCIC, 2018; FLORES; VILA; ALMANZA, 2006;
TAGOUSOP et al., 2018). Recentemente, Souza e colaboradores (2018) também
detectaram alto contetdo fendlico a partir da fracdo etil acetato das folhas desta
espécie.

A extracdo realizada com o solvente etil acetato para a planta
Cochlospermum regium também apresentou diversos compostos fendélicos como
flavonoides, taninos e acido galico, sendo este Ultimo com potente atividade
antifangica relatada (ALVES et al., 2014; CARVALHO et al., 2018). O mecanismo de
acdo proposto para o acido gélico é por alteracdo na estrutura da membrana celular,
inibindo o processo de brotamento (ENDO et al., 2010; GHANNOUM; RICE, 1999;
KIM et al., 2009). Endo e colaboradores (2010) isolaram um composto fendlico de
alto peso molecular na fracdo acetato de etila de Punica granatum com forte inibicdo
do crescimento de Candida albicans e Candida parapsilosis, além de efeito sinérgico
com fluconazol, sugerindo que o composto extraido altera a permeabilidade da
membrana das leveduras resultando em morte celular. Ainda ndo se sabe a
constituicdo fitoquimica da fracao etil acetato, mas os resultados mostraram que seu
efeito sozinha ou em combinacdo com ANB foi capaz de reduzir o metabolismo das
células planctdnicas e sésseis de C. gattii e C. neoformans.

Conclusao

Os resultados deste estudo mostraram que a fracdo etil acetato da
casca de P. pluviosa tem um efeito antifiingico contra diferentes cepas de C. gattii e
C. neoformans. Além disso, sua combinacdo com anfotericina B mostrou potente
interacdo sinérgica reduzindo as concentracdes inibitérias de ambos os compostos
de maneira significativa tanto para células planctbnicas quanto durante a formacéo
de biofilme. Os resultados apresentados expandem o conhecimento sobre as
propriedades da casca dessa leguminosa, sendo o primeiro trabalho a descrever o
seu efeito antifiUngico, assim como a sua combinacdo com farmacos comerciais
sobre Cryptococcus spp.
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6. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo mostraram que a fracao etil acetato da
casca de P. pluviosa tem um efeito antifingico contra diferentes cepas de C. gattii e
C. neoformans. Além disso, sua combinacdo com anfotericina B mostrou potente
interacdo sinérgica reduzindo as concentracdes inibitdrias de ambos 0s compostos
de maneira significativa tanto para células plancténicas quanto durante a formacéao
de biofilme. Os resultados apresentados expandem o conhecimento sobre as
propriedades da casca dessa leguminosa, sendo o primeiro trabalho a descrever o

efeito antifGngico e combinacdo com antifingicos comerciais sobre Cryptococcus

SppP.



