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RESUMO

CHAMON JUNIOR, Jorge Antonio. CARACTERIZACAO DOS ISOLADOS CLINICOS
DE CRYPTOCOCCUS SPP. E DETERMINACAO DE SUA SENSIBILIDADE A
ANTIFUNGICOS E AO EXTRATO DE EUGENIA DYSENTERICA, 2016. Dissertacio
(Mestre em Ciéncias Farmacéuticas) - Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de
Brasilia, Brasilia, 2016.

Introducdo: A criptococose vem assumindo um papel relevante dentre as infecgdes fungicas
oportunistas por ser considerada uma das micoses mais comuns nos individuos
imunodeprimidos apresentando elevada morbidade e mortalidade, com cerca de 650.000
mortes por ano em todo mundo. Esta doenca é causada pelos fungos leveduriformes
encapsulados Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii. O C. neoformans acomete
pacientes imunocomprometidos, j& o C. gattii, vem se tornando um grave problema de salde
publica, pois é capaz de acometer pacientes imunocompetentes. Fato que promove ainda mais
preocupacao € o fato de existir escassos medicamentos antifingicos disponiveis, que possuem
elevada toxicidade e j& apresentam resisténcia por mecanismos pouco elucidados. Diante
destas circunstancias, estratégias farmacoldgicas vem sendo estudadas e desenvolvidas,
inclusive empregando extratos de plantas com potencial terapéutico. Neste sentido, o estudo
do efeito antifingico do extrato aquoso das folhas de Eugenia dysenterica (Mart.) DC sobre
isolados de Cryptococcus spp foi realizado.

Objetivos: Identificar isolados clinicos de Cryptococcus spp. por métodos classicos,
bioquimicos, manuais e automatizados, moleculares e por espectrometria de massa, visando
caracteriza-los fenotipicamente e genotipicamente, e avaliar o perfil de susceptibilidade aos
agentes antifungicos convencionais e ao extrato aquoso bruto de Eugenia dysenterica.
Materiais e métodos: Neste estudo, 20 isolados clinicos contendo Cryptococcus spp. foram
submetidos a identificacBes microscopicas (tinta nanquim e hidroxido de potéssio), provas
bioquimicas manuais (assimilacdo de glicina, producdo de urease e melanina), provas
bioquimicas automatizadas, PCR-RFLP e espectometria de massa (MALDI-TOF). Além
disso, foi realizado teste de suscetibilidade a antifungicos convencionais e microdiluicdo em
placa para o extrato aquoso de folhas de E. dysenterica.

Resultados: A partir da diversas metodologias empregadas obtivemos a caracterizacdo das
espécies (12 C. neoformans e 8 C. gattii) e variantes (12 VNI e 8 VGII), assim como a
presenca de resisténcia aos antifungicos usuais (3 casos de resisténcia a Anfotericina B).
Além da demonstracdo do efeito antifungico do extrato de E. dysenterica.

Conclusédo: Neste estudo, visualizou-se o predominio da espécie C. neoformans VNI frente a
C. gattii VGII, em consonancia com o0s estudos ja realizados e as informacOes
epidemioldgicas existentes, e que esta caracterizacdo é fundamental para fins terapéuticos e
de salde publica, diante do quadro de limitacdo de tratamento e iminentes casos de
resisténcias a antifungicos. Além disso, fornece subsidios para que o extrato aquoso de E.
dysenterica seja considerado a um forte canditado na elaboracdo de novos farmacos
antifangicos.

Palavras chaves: Cryptococcus neoformans, Cryptococcus gattii, Eugenia dysenterica,
atividade antifungica



ABSTRACT

CHAMON JUNIOR, Jorge Antonio. CHARACTERIZATION OF THE CLINICAL
ISOLATES OF CRYPTOCOCCUS SPP. AND DETERMINATION OF ITS SENSITIVITY
TO ANTIFUNGS AND THE EXTRACT OF EUGENIA DYSENTERICA, 2016. Dissertation
(Master in Pharmaceutical Sciences) - Faculty of Health Sciences, University of Brasilia,
Brasilia, 2016.

Introduction: Cryptococcosis has been playing an important role among fungal opportunistic
infections, being considered one of the most common mycoses in immunocompromised
individuals presenting high morbidity and mortality, with around 650,000 deaths per year
worldwide. This disease is caused by the encapsulated yeast Cryptococcus neoformans and
Cryptococcus gattii. C. neoformans affects immunocompromised patients, and C. gattii has
become a serious public health problem since it is capable of injuring immunocompetent
patients. A fact that promotes even more concern is the fact that there are few antifungal
drugs available, which present high toxicity and are already resistant by poorly elucidated
mechanisms. Facing these circumstances, pharmacological strategies have been studied and
developed, including using plants with therapeutic potential in their extracts. In this sense, the
study of the antifungal effect of the aqueous extracts of Eugenia dysenterica (Mart.) DC
leaves on Cryptococcus spp isolates was performed.

Objectives: To identify clinical isolates of Cryptococcus spp. by classical, biochemical
manual and automated, molecular and mass spectrometry methods, aiming to characterize
them phenotypically and genotypically. Added to this is the assessment of the susceptibility
profile to the conventional antifungal agents and to the crude aqueous extract of Eugenia
dysenterica.

Materials and methods: In this study, 20 clinical isolates containing Cryptococcus spp.
(Glycine assimilation, urease and melanin production), automated biochemical tests, PCR-
RFLP and mass spectrometry (MALDI-TOF) were performed. In addition, the antifungal
susceptibility test and plaque microdilution for the aqueous extract of leaves of E. dysenterica
were performed.

Results: Based on the different methodologies used, we characterized the species (12 C.
neoformans and 8 C. gattii) and variants (12 VNI and 8 VGII), as well as the presence of
resistance to the usual antifungal agents (3 cases of resistance to Amphotericin B). In addition
to demonstrating the antifungal effect of E. dysenterica extract.

Conclusion: In this study, the prevalence of the C. neoformans VNI species in relation to C.
gattii VGII was observed, in agreement with the studies already carried out and the existing
epidemiological information, and that this characterization is fundamental for therapeutic and
public health purposes, In view of the limitation of treatment and imminent cases of
antifungal resistance. In addition, it provides subsidies for the aqueous extract of E.
dysenterica to be considered a strong candidate in the development of new antifungal drugs.

Key words: Cryptococcus neoformans, Cryptococcus gattii, Eugenia dysenterica, antifungal
activity
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1 INTRODUCAO
1.1 O género Cryptococcus

O género Cryptococcus compreende fungos basidiomicetos, leveduriformes,
encapsulados, embora existam formas acapsuladas ou deficientes em cépsulas, que
apresentam tamanho entre 2 a 10 um de didmetro (COSTA, 2009). Em geral, suas células sao
compostas de capsula, parede celular, membrana celular, nicleo e citoplasma com organelas
como: corpusculo de Golgi, mitocdndria, ribossomo, reticulo endoplasmatico e vacutolo
(Figura 1) (NAYAK et al., 2010).

capsula

parede celular @“‘&89}” "
> ‘"”\“,”‘ %;0 vactolo

R -2 - citoplasma
ribossom ¥ <

membrana celular \.,

corpasculo _

“9@ mitocondria

reticulo
endoplasmatico

Figura 1 - Estrutura celular de levedura do género Cryptococcus
Fonte: Adaptado de NAYAK et al., 2010

Existem cerca de 40 espécies de Cryptococcus, sendo a grande maioria de vida livre.
As espécies patogénicas infectam mamiferos, aves e insetos, causando infecgfes sistémicas e
cutaneas. Dentre estas espécies destacam-se duas de grande impacto clinico: Cryptococcus
neoformans e Cryptococcus gattii (ELLIS & PFEIFFER, 1990; SORRELL, 2001).

Em relacdo ao C. neoformans, sabe-se que € um fungo cosmopolita e responsavel pela
maioria das infec¢bes criptocdcicas em individuos imunocomprometidos, sejam pacientes
com Sindrome da Imudeficiéncia Adquirida (AIDS), aqueles submetidos a terapias
imunossupressoras, transplantados, com doencas linfoproliferativas e desnutridos
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(FERNANDES et al., 2000; DARZE et al., 2000; COGLIATI, 2013; RIVERA et al., 2015;
GUTCH et al., 2015).

Os principais reservatorios do C. neoformans sdo fezes de pombos e de outras aves,
troncos ocos de diferentes espécies de arvores e guano (fezes de morcego acumuladas e
empregadas como fertilizante), o que torna este fungo extremamente disseminado em
diferentes tipos de ambientes (NWEZE et al., 2015).

No que se refere ao C. gattii, caracteriza-se como um fungo endémico para as regides
tropicais e subtropicais, sendo responsavel por até 80 % das infec¢bes criptococicas em
hospedeiros imunocompetentes (KWONG-CHUNG & BENNETT, 1992; SORRELL, 2001;
SMITH & KAUFFMAN, 2012; PAULA et al., 2014), representando grave problema de satde
publica (CASADEVALL & PERFECT, 1998; TRILLES et al., 2008).

C. gattii também apresenta nicho ecologico bastante diversificado, podendo estar
presentes em troncos de arvores em decomposicdo, solo, dgua doce e salgada (KIDD et al.,
2007; DATTA et al., 2009; BYRNES et al., 2009a; WALRAVEN et al., 2011). Entre as
arvores em que ha a presenca de C. gattii destacam-se o Eucalyptus spp. (eucalipto), Abies
spp. (abeto), Acer spp. (bordo), Alnus glutinosa (amieiro), Cedrus spp. (cedro), Pinus spp.
(pinheiro) e Quercus spp. (carvalho) (SPRINGER & CHATURVEDI, 2010), e em algumas
espécies de cactos (LOPERENA-ALVAREZ et al., 2010).

No Brasil, a presenca do C. neoformans ocorre em todas as regides do pais, divergindo
em relacdo ao C. gattii, que se comporta como patdgeno principalmente nas regiGes Norte e
Nordeste do pais (TRILLES et al., 2008).

Outras espécies sdo raramente identificadas incluindo C. laurentii, C. albidus, C.
uzbekistanensis, C. adeliensis, C. curvatus, C. magnus, C. humicolus, C. luteolus, C.
macerans, C. flavescens e C. uniguttulatus (PEDROSO et al., 2007; LEITE JR et al., 2012).

1.2 Aspectos taxonémicos

O género Cryptococcus apresenta caracteristicas genotipicas, epidemioldgicas e
genéticas que possibilitam classifica-lo em variedades, sorotipos e gendtipos moleculares
(ENANCHE-ANGOULVANT et al., 2007; BOVERS et al., 2008; HUSTON & MODY,
2009). Observa-se que C. neoformans apresenta duas variedades, var. grubii (sorotipo A) e
var. neoformans (sorotipo D), podendo haver um hibrido (sorotipo AD), ja o C. gattii inclui
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sorotipos B e C (FRANZOT et al.,, 1997; MEYER et al., 2009; TELLO, et al., 2013;
NAGARAJHA SELVAN et al., 2014).

Com os avancos em estudos moleculares permitiu-se uma classificacdo mais
detalhada, dividida em nove genotipos moleculares. O C. neoformans var. grubii classificado
em VNI, VNII e VNB, o C. neoformans var. neoformans em VNIV, o hibrido em VNIII, C.
gattii em VGI, VGII, VGIII, VGIV e VGV (LEVITZ & BOEKHOUT, 2006; ENANCHE-
ANGOULVANT et al., 2007).

O incremento de analises filogenéticas possibilita inferir que o C. gattii difere-se do C.
neoformans em cerca de 37 milhdes anos. Além disso, sugere que a var. grubii e a var.
neoformans possuem uma diferenca de aproximadamente 19 milhdes de anos, conforme
calculos com base na média ponderada de divergéncia entre o aparecimento de dois genes
codificadores de proteinas (XU et al., 2000; MARRA et al., 2004).

A juncdo de técnicas filogenéticas e de biologia molecular como Multilocus Sequence
Typing (MLST), Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP), PCR fingerprint e
Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) permite a confeccdo de uma
proposta, ainda que controversa, de alteracdo de nomenclatura das espécies atuais, criando a
perspectiva de novas espécies como C. deneoformans, C. bacilliisporus, C. deuterogattii, C.
tetragattii e C. decagattii, além de associacfes entre espécies e formas hibridas, Cryptococcus
deneoformans x Cryptococcus gattii hibrido, Cryptococcus neoformans x Cryptococcus gattii
hibrido e Cryptococcus deneoformans x Cryptococcus deuterogattii hibrido (Tabela 1)
(HAGEN et al., 2015; NYAZIKA et al., 2016).
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Tabela 1 — Espécies atuais e propostas para o complexo C. gattii e C. neoformans

Clados obtidos por MLST / PCR-fingerprint /

Genétipos obtidos por Nomenclatura da espécie

Nomenclatura da

espécie atual Gendétipos obtidos por AFLP RELP proposta
Clado F, AFLP1 VNI
Cryptococeus Clado G, AFLPIA/VNB
neoformans var. grubii ' VNII Cryptococcus neoformans
Clado H, AFLP1B VNII
Cryptococcus
neoformans var. Clado I, AFLP2 VNIV Cryptococcus deneoformans
Neoformans
c Cryptococcus neoformans x
ryptococeus Cryptococcus deneofromans
neoformans hibrido AFLP3 VNI yp hibrido
Clado D, AFLP4 VGI Cryptococcus gattii
Clado C, AFLP5 VGlII Cryptococcus bacilliisporus
Cryptococcus gattii Clado A, AFLP6 VGII Cryptococcus deuterogattii
Clado E, AFLP7 VGIV Cryptococcus tetragattii
Clado B, AFLP10 VGIV/Glllc Cryptococcus decagattii

Cryptococcus

neoformans var.

Cryptococcus deneoformans

neoformans x AFLP8 X
Cryptococcus gattii Cryptococcus gattii hibrido
AFLP4/VGI hibrido

Cryptococcus

neoformans var. grubii x Cryptococcus neoformans x
Cryptococcus gattii AFLP9 Cryptococcus gattii hibrido
AFLP4/VGI hibrido

Cryptococeus Cryptococcus deneoformans

neoformans var. X

neofromans x . AFLP11 Cryptococcus deuterogattii

Cryptococcus gattii hibrido

AFLP6/VGII hibrido
Fonte: Adaptado de HAGEN et al., 2015

1.3 Fatores de viruléncia

O género Cryptococcus apresenta inumeros fatores de viruléncia, dos quais se
destacam a habilidade de crescer a 37 °C, a presenca de capsula, producdo de melanina,
urease, fosfolipase e proteases (STEENBERGEN & CASADEVALL, 2003; PEDROSO et al.,
2009; LIN, 2009; DOERING, 2009; EISENMAN & CASADEVALL, 2012; PAULA, et al.,
2014; LEV et al., 2016). Estes fatores sdo alvos de muitos estudos que visam identificar quais
genes estdo envolvidos no processo de viruléncia (OKABAYASHI et al., 2007; ROSA e
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SILVA et al., 2008) e séo significativos para a determinacdo do grau de patogenicidade, assim
como as caracteristicas e estado imunoldgico do hospedeiro (REOLON et al., 2004).

A capacidade do Cryptococcus spp. em se desenvolver a 37 °C ou de ter
termotolerancia é fundamental, isso possibilita o crescimento e a multiplicacdo destes fungos
a temperatura corporal dos mamiferos, entre 37 a 39 °C (KWON-CHUNG & BENNETT,
1992; CASADEVALL & PERFECT, 1998; BARBOSA JUNIOR et al., 2013).

A capsula polissacaridica geralmente € composta por trés componentes: manoproteina,
galactoxilomanana e glucuronoxilomanana (GXM). A GXM é um polimero de alto peso
molecular, responsavel por cerca de 90 % em massa, da constituicdo da estrutura capsular
(STEENBERGEN et al., 2003). Esta estrutura confere uma morfologia Unica em relacdo a
outras leveduras patogénicas, que ird proteger o fungo, dificultando a apresentacdo de
antigenos para as células T, diminuindo a resposta imunoldgica do hospedeiro. Esta capsula
reduz a fagocitose, prejudicando a acdo leucocitéria, além de impedir a ligacdo dos receptores
do sistema complemento aos leucécitos (COEJAERTS, 2006; PEDROSO, 2008).

A presenca de melanina é importante para o fungo por atuar como um antioxidante,
protegendo-o da destruicdo intracelular por células fagociticas. Além disso, a producdo de
melanina impede a acdo do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) produzido por macréfagos
ativados (WONG et al., 1990; CHATURVEDI et al., 1996; DOLANDES FRANCO, 2001).
Por essas propriedade a melanina promove a resisténcia a radiagdo ultravioleta, a diminuicéo
da susceptibilidade para anfotericina B e a resisténcia a agentes oxidantes (WANG &
CASADEVALL, 1994; WANG et al., 1995; SALAS et al, 1996; BARBOSA JUNIOR et al.,
2013).

A enzima urease € codificada pelo gene Urel e é secretada pelo fungo durante os
quadros patologicos. Esta enzima participa do processo de interacdo patdgeno-hospedeiro,
aumentando o pH, favorecendo principalmente a infeccdo pulmonar e a invasdo do sistema
nervoso central (SNC) por via hematogénica (COX et al., 2000; OLSZEWSKI et al. 2004;
REOLON et al., 2004; PEDROSO, 2008).

As fosfolipases e proteinases sdo consideradas fatores de viruléncia em leveduras em
geral (BUCHANAN & MURPHY, 1998; PESSOA et al, 2012) sendo relacionadas a invasdo
fangica no sistema imunolégico do hospedeiro, favorecendo a dissemina¢do hematogénica e o
acometimento das meninges (SANTANGELO et al, 1999; PESSOA et al, 2012). As
fosfolipases em especial podem provocar desestabilizagdo de membranas celulares, podendo

causar lise e liberagdo de componentes lipidicos (GHANNOUM, 2000).
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1.4 Aspectos morfobioquimicos

Cryptocococcus spp. configura-se como levedura haploide, capsulada, ovalada,
arredondada ou elipsoide medindo entre de 2 a 10 pum de diametro (Figura 2), com a
possibilidade de apresentar brotamento Unico ou maltiplo (KWON-CHUNG & FELL, 1987;
LACAZ et al, 2002; FAGANELLO et al, 2006; NAYAK et al, 2010).

Em 4gar Sabouraud as coldnias sdo mucoides, brilhantes, com margem lisa e inteira, e
com a cor entre o branco e o creme (FRIES et al., 2001). O agar Niger ou agar staib também
pode ser utilizado, e quando ha crescimento, as col6nias sdo marrons, devido a producéo de
melanina, caracteristica marcante do C. neoformans e C. gatti, (JACOBSON, 2000;
PEDROSO et al., 2007; YAMAMURA, et al., 2013). Entretanto pode haver col6nias néo
produtoras de melanina, chamadas cepas albinas (MANDAL et al., 2007).

Sobre os aspectos bioquimicos, C. neoformans e C. gattii ndo fermentam
carboidratos, mas assimilam por mecanismo oxidativo a glicose, maltose, sacarose, galactose,
trealose, melizitose, D-xilose, L-raminose, sorbitol, manitol, dulcitol, D-manitol, a-metil-de-
glicosideo, salicina, inositol e frutose. Também hidrolisam a uréia, por acdo da urease e
produzem fosfolipases e proteases (DE HOOG et al., 2000; CASALI et al., 2003; CAMPOS E
BARONI, 2010).

A deteccdo da enzima urease é realizada utilizando-se meio uréia-agar-base, no qual
se observa a hidrdlise da uréia e producdo de aménio, aumentado o potencial hidrogenidnico
(pH) e fornecendo uma coloracdo résea intensa (ARAUJO JUNIOR et al, 2015).
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Figura 2 - Forma celulares de Cryptococcus spp.

Estrutura esquematica de Cryptococcus spp. em brotamento (A) e Cryptococcus spp. em brotamento
visualizado em tinta nanquim (B)

Fonte: Adaptado de ZARAGOZA et al., 2006; LOURENCO, 2015

1.5 Criptococose

A criptococose, também chamada de torulose, doenca de Busse-Buschke e
blastomicose européia, vem assumindo um papel relevante dentre as infec¢bes flngicas
oportunistas por ser considerada uma das micoses mais comuns nos individuos
imunodeprimidos (DARZE et al., 2000; LOCKHART et al., 2013). O impacto desta doenca é
extremamente significativo, apresentando elevada morbidade e mortalidade, sendo
evidenciado em populacGes com acesso limitado aos servicos de salde, acarretando cerca de
650.000 mortes por ano em todo mundo (PARK et al., 2009; HAYNES et al., 2011,
TEODORO et al., 2013; PERFECT, 2013; MCCLELLAND et al., 2013; WANG et al., 2015;
NYAZIKA et al., 2016).

O C. neoformans e C. gattii sdo as espécies que geralmente causam a criptococose,
doenca de impactante associagdo com pacientes portadores da Sindrome da Imunodeficiéncias
Adquirida (Acquired Immune Deficiency Syndrome — AIDS), principalmente na Africa
subsaariana e no sudeste da Asia, areas com alta incidéncia de infectados com o Virus da
Imunodeficiéncia Humana (Human Immunodeficiency Virus - HIV) (PARK et al., 2009;
ASSOGBA et al., 2015; COGLIATI et al., 2016). Entretanto, atualmente a doenca cada vez

mais € encontrada em pacientes ndo infectados por HIV, como individuos com neoplasias
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hematoldgicas, transplantados de 6rgdos e com doencas autoimunes (BRATTON et al., 2012;
SANCHINI et al., 2014; HENAO-MARTINEZ & BECKHAM, 2015).

A criptococose € contraida pela inalacdo de particulas infecciosas, sejam esporos,
estruturas flngicas secas e/ou células de levedura em aerossol (ZAITZ et al., 2010; NASSER
etal., 2011; LEV et al., 2015). Nos pulmdes permanecem latentes até a ocorréncia de alguma
falha do sistema imunolégico, havendo ativacdo e disseminagdo para o SNC, pele, 0ssos,
articulacées, olhos e coracdo (PAL & DAVE, 2006; PANTOJA et al., 2006; COSTA et al.,
2014).

Inicialmente ocorre infeccdo pulmonar, com possibilidade de cursar com quadro de
pneumonia (NAYAK et al., 2010). Com a predilecio do fungo pelo SNC, a
meningoencefalite instala-se (TSENG et al., 2013; COLOMBO & RODRIGUES, 2015),
podendo ocorrer mais raramente trombose do seio venoso cerebral (SENADIM et al., 2016).

A presenga do Cryptococcus spp. ainda pode culminar com a criptococemia e a
producéo de biofimes em dispositivos médicos, como cateteres, fistulas e proteses de valvulas
cardiacas, devido sua disseminacdo hematogénica (MARTINEZ & CASADEVALL, 2015;
BENADUCCI et al., 2016).

Em 10 a 15 % dos casos de criptococose sistémica ocorrem lesdes cutaneas, que
raramente sdo oriundas de inoculacdo primaria na pele. Em situagcBes mais graves pode haver
necrose cutanea (BIVANCO, et al., 2006; LIU, et al., 2015; JACKSON & HERRING, 2015).

1.6 Diagnostico laboratorial

O diagnostico laboratorial da criptococose pode ser feito a partir de uma grande
variedade de espécimes clinicos, como: liquor, urina, fragmentos de tecido, aspirados de
lesBes cutaneas, sangue, escarro e lavado bronco-alveolar (MEZZARI et al., 2013).

A identificacdo de fungos do género Cryptococcus pode ser feita por microscopia,
cultura, provas bioquimicas manuais e automatizadas, sorologia, espectrometria de massa,
técnicas moleculares e testes histolégicos (MITCHELL & PERFECT, 1995; AMARO, 2006;
POSTERARQO, et al., 2012).

A microscopia possibilita a visualizacdo de leveduras encapsuladas (Figura 3) apos
preparacdo do espécime clinico com tinta da China, nigrosina, nanquim ou nankin, a qual
permite a visualiza¢do nitida de um halo claro em torno da célula, que representa a capsula
ndo corada (NAMIQ et al., 2005; MENDES, 2009; XAVIER, et al., 2009). Além disso, pode
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ser utilizado o reagente branco de calcoflGor (CFW) para visualizacdo do aspecto
leveduriforme em microscopio de fluorescéncia (HARRINGTON & HAGEAGE, 2003;
GALANIS et al, 2009).

Figura 3 - Técnica de microscopia 6tica para visualizacdo de Cryptococcus spp.
Cryptococcus spp. visualizados em tinta da China (A) e Cryptococcus spp. Visualizados em

fluorescéncia ap0s preparacdo com CFW (B)
Fonte: Adaptado de HARRINGTON & HAGEAGE, 2003; NASSER et al., 2011

O isolamento de Cryptococcus spp.. pode ser feito em meios de cultura como agar
Sabouraud. Além disso € utilizado o agar Niger para a caracterizacdo da producdo de
melanina e &gar a base de L-canavanina, glicina e azul de bromotimol (CGB), que apresenta
coloracdo diferente utilizada na diferenciacdo entre as espécies C. neoformans e C. gattii
(GALANIS, et al, 2009; KLEIN et al., 2009; PEREIRA & BARROS, 2012; MORA et al.,
2015).

As colbnias em agar Sabouraud crescem com aspecto superficial brilhante, liso, com
consisténcia cremosa a mucoide, coloracdo branca a bege. No agar Niger, as col6nias
apresentam coloracdo marrom claro a marrom escuro (Figura 4), devido a producdo de
melanina (SANTOS et al., 2009; FARIA et al., 2010).
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Figura 4 - Col6nias de Cryptococcus spp. em meios de cultivo
Em &gar Sabouraud (A) e coldnias de Cryptococcus neoformans em agar Niger (B)
Fonte: Adaptado de GOMES et al., 2010; NASSER et al, 2011

No &gar CGB (Figura 5), quando ha crescimento significa que as colbnias séo
canavanina resistentes e capazes de utilizar a glicina como uma Unica fonte de carbono,
provocando a cor azul, o que é indicativo de C. gattii. Quanto ao C. neoformans, este é
sensivel a canavanina e ndo utiliza a glicina como uma Unica fonte de carbono, ndo havendo

crescimento e alteracdo de coloragédo (BYRNES et al., 2009b).

Figura 5 - Crescimento de Criptococcus spp. em agar CGB
C. gattii (A) e C. neoformans (B) em agar CGB
Fonte: Adaptado de KLEIN et al., 2009

As provas bioquimicas utilizadas em rotina laboratorial consistem na realizagcdo do

teste manual da urease (Figura 6) ou a partir de testes automatizados, que podem analisar
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simultaneamente uma série de compostos, inclusive a urease, como: glicose, L-sorbose,
galactose, D-ribose, D-xylose, L-arabinose, D-arabinose, L-ramnose, salicina, melibiose,
sacarose, alfa-metila-D-glucosido, o inositol, a maltose, trealose, celobiose, lactose, rafinose,
D-Glucitol, ribitol, eritritol, glicerol, melezitose, D-manitol, galactitol, D-L-acido lactico e
acido succinico (ST GERMAIN & BEAUCHESNE, 1991; SOUZA et al., 2001; MASSONET
etal., 2004; MELHEM et al., 2013).

Figura 6 - Identificacdo bioguimica de Cryptococcus spp. em meio ureia-agar-base
No tubo A ha producdo de urease (reagdo positiva) e no tubo B ndo ha producdo (reacdo negativa)

Ainda é possivel a realizacdo de testes soroldgicos, ja que, durante a infec¢do por
Cryptococcus spp., ha a presenca de antigenos capsulares polissacaridicos soluveis em fluidos
corporais, como soro e Liquido Cefalorraquidiano (LCR), e podem ser detectados com a
utilizacdo de anti-soro especifico em técnicas distintas como aglutinacdo em latex, Enzyme-
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linked Immunosorbent Assay (ELISA), imunodifusdo radial e imunocromatografia
(QUEIROZ et al., 2008; SEVERO et al., 2009).

Outra metodologia empregada na identificacdo € a espectrometria de massa do tipo
Matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF),
uma importante tecnologia, que vem revolucionando a pratica da microbiologia como um
todo (MARTINY et al., 2012), a partir da anélise dos padrbes de proteinas. As col6nias
isoladas e puras de Cryptococcus spp. sdo adicionados a uma matriz polimérica formando
uma mistura, que € aplicada a um suporte. Este € irradiado com laser, havendo ionizacao e
conducéo dos ions para o tubo do espectrdmetro de massa, com posterior calculo do tempo de
vOo e separacdo a partir da carga e massa, formando espectros de proteinas caracteristicas
para cada micro-organismo (MCTAGGART et al.,, 2011; DE CAROLIS et al., 2014).

Os métodos moleculares representam potenciais ferramentas de diagnostico, por
apresentarem alta especificidade, no entanto, o uso destes métodos na rotina clinica
laboratorial € limitado, devido a falta de padronizacgdo, dificil validacdo e expertise elevada
exigida por parte dos profissionais envolvidos (ARVANITIS et al., 2014).

Vaérios procedimentos tém sido propostos para detectar e diferenciar espécies de
Cryptococcus, incluindo métodos de hibridacdo de &cidos nucleicos (SAMBROOK et al.
1989; SPITZER & SPITZER, 1992) e técnicas baseadas na reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), como: PCR multiplex que se fundamenta no uso de primers especificos para a
amplificacdo de regides conservadas; PCR nested que utiliza pares de primers para
amplificacdo do DNA (NEPPELENBROEK et al., 2014); PCR em tempo real (QPCR), que
requer uma Unica corrida sem a necessidade de gel de agarose para a andlise, utilizando-se a
amostra priméaria, minimizando-se as chances de contaminagdo (VERON et al., 2009); RFLP
que baseia-se na caracterizacdo de sitios de restricdes (PINCUS et al., 2007); AFLP, que
consiste em uma amplificacdo seletiva a partir de fragmentos de restricdo do material
gendmico e MLST, que € uma tipagem de sequéncia multilocus (BOEKHOUT et al., 2001;
LATOUCHE et al., 2003).

Outros exames a serem realizados em menor escala sdo os histopatologicos para
visualizagdo do micro-organismo, nos quais, 0s cortes histologicos podem ser corados por
hematoxilina-eosina, mucicarmim de Meyer, acido periddico Schiff (PAS), método de
Gomori-Grocott e Fontana-Masson (LAZERA et al., 2004; PEDROSO & CANDIDO, 2006).
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1.7 Tratamento

No tratamento da criptococose, a escolha do antifungico esta relacionada ao sitio de
infeccdo e as caracteristicas imunoldgicas do paciente (SEVERO et al., 2011). Os agentes
antifungicos disponiveis para o tratamento, correspondem a anfotericina B e sua diferentes
formulgdes (poliénicos); fluconazol (triazolico) e 5-fluorocitosina ou flucitosina (analogos de
pirimidina) (ZAITZ et al., 2010; MCCARTY & PAPPAS, 2015).

Em funcdo de suas toxicidades aguda e cronica existentes e na tentativa de melhorar
sua eficécia terapéutica, diferentes formulacdes de anfotericina B vem sendo desenvolvidas e
estdo atualmente disponiveis como a anfotecina B liposomal ou lipossdbmica, complexo
lipidico de anfotericina B e dispersdo coloidal de anfotericina B (DORA & SOUZA, 2005;
GOVENDER et al., 2013).

Este agente antifingico interage de forma especifica com o ergosterol, constituinte da
parede celular fangica, e leva a formacdo de poros através das membranas lipidicas
(FILIPPIN & SOUZA, 2006), os poros formados danificam a membrana e alteram a
permeabilidade celular, promovendo o extravasamento de componentes citoplasmaticos e
posteriormente a morte celular (BAGINSKI & CZUB, 2009).

Entretanto, formas de resisténcias a este antifingico sugerem que as possiveis causas
de resisténcia a anfotericina B podem estar relacionadas & auséncia total de ergosterol na
membrana flngica e a presenca de estruturas diferentes do ergosterol, que impossibilitam a
ligacdo com os poliénicos (MORACE et al., 2014).

Os triazélicos apresentam atividade fungicida ou fungistatica baseada na inibicdo da
esterol-14-a-desmetilase, prejudicando a sintese do ergosterol na membrana citoplasmatica e
levando ao acumulo de 14-a-metilesterdis, que ndo possuem a mesma forma e propriedades
fisicas que o ergosterol. Com isso ocorre a formacdo de uma membrana alterada, que ndo
desempenha as fungbes exigidas para o desenvolvimento do fungo (BERGOLD &
GEORGIADIS, 2004). Os triazolicos apresentam a vantagem de causar menos reacOes
adversas do que a anfotericina B, entretanto possuem menor poténcia. Contudo, a sua
utilizacdo excessiva ocasionou o aparecimento de formas de resisténcia em espécies até entdo
suscetiveis (SANTOS, et al., 2014). Essas formas de resisténcia podem ser explicadas por
mecanismos de inducdo de bombas de efluxo, que levam a diminuicdo da concentragdo da
droga antifingica no alvo terapéutico (SANGUINETTI et al., 2015); de inibicdo e/ou

superexpressdo do gene ERG11, reduzindo a afinidade entre os azollicos e 0s sitios
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enzimaéticos especificos (MORACE et al., 2014); e de mutacdo do gene ERG3, que impede a
conversao do 14-o-metil-3,6-diol para 14-a-metilfecosterol com a substituicdo do ergosterol
por fecosterol, bloqueando a ac&o do antifingico na membrana (CARRILLO-MUNO?Z et al.,
2006).

A flucitosina ou 5-fluorcitosina (5-FC) é uma alternativa terapéutica que promove
efeitos fungistaticos e fungicidas sobre diversos géneros, como Cryptococcus, Candida e
Aspergillus. A flucitosina é uma pirimidina que apds sua administracdo transforma-se, dentro
da célula fungica, em 5-fluoruracil e depois em 5-fluordesoxiuridina. Esse ultimo comporta-se
como um antimetabolito que interfere na biossintese normal dos &cidos nucléicos e
nucleotideos fundamentais para o desenvolvimento do fungo. Tal fArmaco é absorvido por via
digestiva, distribuindo-se e atigindo o SNC e o LCR, (GHANNOUM & RICE, 1999;
MORACE et al., 2014), podendo ser usado de maneira sinérgica com anfotericina B, para
pacientes com infeccgdes fungicas sistémicas (FLEVARI et al., 2013), entretanto deve se levar
em consideracdo seu efeito mielotdxico.

Os mecanismos de resisténcia para 5-FC baseiam-se nas multiplas enzimas
intracelulares requeridas para a sua agdo como a mutacdo ou perda da atividade da permease
codificada pelo gene FCy2; modificagdo na enzima citosina deaminase codificada pelo gene
FCyl e alteracdo na enzima UMP-pirofosforilase, codificada pelo gene FUR1
(CHAPELAND-LECLERC et al., 2005).

Contudo, a aplicacdo de metodologias que permitam a determinacdo das diversidades
gendmicas das espécies de Cryptococcus spp. e a investigacdode mecanismos de viruléncia
associados a estas espécies tem aumentado, com propoésito de identificar novos alvos
terapéuticos no combate da criptococose (BAHN & JUNG, 2013).

A partir dessas informacGes percebe-se que o numero de opcdes terapéuticas
disponiveis € bastante limitado frente a gravidade e relevancia da criptococose para a saude
publica. Soma-se a isso os efeitos colaterais associados a anfotericina-B e 5-flurocitosina e o
aparecimento de resisténcia clinica ao uso de triazolicos ou com Concentracdo de Inibicao
Minima (CIM) elevada, que dificultam cada vez mais as possibilidades de tratamento
(FRIESE et al., 2001; ESPINEL-INGROFF et al., 2012a).

As falhas no tratamento também podem estar associadas a atrasos e erros no
diagnostico, assim como a falta de antifungicos nas unidades hospitalares (BICANIC et al.,
2007; DROMER et al., 2008; NUCCI & PERFECT, 2008).
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Diante destas circunstancias, estratégias farmacoldgicas vém sendo utilizadas,
representadas pela producdo de novas formulagdes de antifingicos, combinac@es terapéuticas
entre os antiflngicos disponiveis e também terapias alternativas usando principios ativos
obtidos de fontes naturais, materiais sintéticos e materiais poliméricos (SPAMPINATO &
LEONARDI, 2013).

1.8 Eugenia dysenterica (Mart.) DC

Eugenia dysenterica (Mart.) DC é uma espécie vegetal pertencente a familia
Myrtaceae, utilizada como fonte de alimento e para fins medicinais. E uma arvore frutifera
que esta distribuida em toda a extensdo do cerrado, incluindo varias unidades federativas
brasileiras, predominando na Bahia, Distrito Federal, Goids, Maranh&o, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais, Para, Piaui, Sdo Paulo e Tocantins (LORENZI et al., 2002;
BRITO et al., 2003; MAZUTI SILVA et al., 2015).

Stenocalyx dysenterica, Stenocalyx dysentericus (Mart. Ex DC.) Berg e Myrtus
dysenterica Mart sdo consideradas sinonimias botanicas (ALMEIDA et al., 1998). Ja cagaita e
cagaiteira sdo nomes populares que fazem referéncia ao efeito laxativo vinculado ao seu fruto
(OLIVEIRA etal., 2012).

Visualmente, sua arvore quando adulta pode chegar a 8 metros de altura, 15 metros de
amplitude e uma copa de 8 metros. A copa é alongada e densa, com ramos quadrangulares e
glabros. Os botdes, pedicelos, ramos jovens e folhas sé@o dotados de diminutos pelos
(MARTINOTTO et al., 2008).

As flores sdo brancas (Figura 7- A), odorizadas, solitarias, tretdmeras ou pentameras,
dialipétalas e dialisépalas, elipticas; com cerca de 2 cm de didmetro; possui muitos estames,
apresentando estilite filiforme e estigma simples (PINA, 2008; FARIA JUNIOR, 2010).

As folhas sdo descritas como membranéceas, de tamanho estimado entre 3 a 14 cm de
comprimento e cerca de 1 a 8 cm de largura, aromaticas, simples, oposta-cruzadas, ovada-
elipticas e elipticas a oblongo-elipticas (SILVA et al., 2001).

Os frutos séo de coloracao verde quando jovens e amarelo quando maduros (Figura 7 -
B). Apresentam casca fina e sdo considerados frutos do tipo baga, de formato globoso e
levemente achatado. Sdo suculentos, carnosos, brilhantes, com cerca de 90 % de agua e de
sabor acidificado e impar (PROENCA & GIBBS, 1994; CAMILO et al., 2014).
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Figura 7. Flores (A) e frutos (B) de Eugenia dysenterica
Fonte: Adaptado de DUBOC & GUERRINI, 2007

Em relacdo aos constituintes quimicos percebe-se uma grande variedade, nos quais
destacam-se taninos, flavonoides, terpenos e saponinas no extrato etandlico de folhas de
cagaita (CECILIO et al., 2012). Em frutos foram encontrados &cido gélico, compostos
fenolicos (catequinas e procianidinas) e carotendides. Além destes, em 6leos essenciais foram
encontradas substancias como: B-cariofileno, a-humuleno, limoneno, a-tujeno, a-terpineol e
oxido de p-cariofileno, a-pineno, (Z)-p ocimeno, (E)-B-ocimeno, e y-cadineno (COSTA et al.,
2000; DUARTE et al., 2010; SOUSA et al., 2012).

As atividades biologicas dos extratos de folhas de E. dysenterica apresentam
propriedades antidiarréica (LIMA et al., 2011), antioxidante, gastroprotetora associada a
inibicdo da producdo de é&cido cloridrico (PRADO et al., 2014), atividades antiviral
(CECILIO et al., 2012), inibitoria em relagio a-amilase e o-glucosidase (SOUSA et al., 2012)
e antifungica (COSTA et al., 2000).

A atividade antifungica evidenciada por Costa e cols. (2000) demostrou que 6leos
essenciais de E. dysenterica foram ativos contra oito cepas de Candida albicans, 35 cepas de
C. neoformans e duas de C. gattii, na qual, o resultado mais significativo foi contra as cepas
de Cryptococcus. Em estudo recente do nosso grupo, Correia e cols. (2016) também
mostraram alto efeito inibitorio de extrato aquoso de folhas E. dysenterica contra espécies de
Candida néo albicans, entre elas C. parapsilosis, C. guillermondii, C. krusei, C. tropicalis e
C.famata.  Tendo em vista o potencial antifingico de E. dysenterica contra micro-
organismos fangicos e diante das poucas opg¢des terapéuticas convencionais e dos seus
elevados grau de toxicidade, e o fato de nem sempre haver resolutividade nos tratamentos de
criptococose, a procura por produtos oriundos de plantas medicinais apresenta-se como

relevante realidade, que deve ser melhor estudada.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Identificar isolados clinicos de Cryptococcus spp, demonstrando as caracteristicas
fenotipicas e genotipicas das diferentes espécies e avaliar o perfil de susceptibilidade aos

agentes antifungicos convencionais e ao extrato aquoso bruto de Eugenia dysenterica.

2.2 Objetivos Especificos

Identificar espécies de Cryptococcus spp., por métodos classicos morfolégicos e
bioquimicos.

Confirmar a identificacdo das espécies de Cryptococcus spp atraveés do gene URAS
utilizando método molecular PCR-RFLP.

Verificar a acuracia da técnica de espectrometria de massas Matrix Assisted Laser
Desorption lonization Time-of-flight (MALDI-TOF) para identificacdo das espécies de
Cryptococcus spp.

Determinar o perfil de susceptibilidade de Cryptococcus spp. frente a antifungicos
comerciais.

Testar extrato bruto de Eugenia dysenterica contra Cryptococcus spp. por método de
Concentracdo Inibitoria Minima (CIM).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Caracterizacao microbioldgica

3.1.1 Amostras

Foram analisados 20 isolados de Cryptococcus spp. provenientes de cultivo de liquido
cefalorraquidiano (LCR) (n=15), sangue (n=2), lavado broncoalveolar (n=1), fragmento de
pele (n=1) e aspirado traqueal (n=1), oriundos de pacientes com suspeita de micose sistémica,
atendidos nas unidades de salde da rede publica do Distrito Federal. O processamento das
amostras bioldgicas foi realizado pelo Laboratério de Micologia do Nucleo de Parasitologia e
Micologia (NPM) do Laboratério Central de Salude Publica do Distrito Federal (LACEN-DF).
Este estudo foi aprovado pelo parecer n° 1.385.224 do Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia (CEP/FS-UnB) (ANEXO 1).

Tabela 2 — Isolados clinicos de pacientes com suspeita de micoses sistémicas

Amostras biolégicas NUmero %
Liquido cefalorraquidiano 15 75
Sangue 2 10
Lavado broncoalveolar 1 5
Fragmento de pele 1 5
Aspirado traqueal 1 5
Total 20 100

3.1.2 Exame direto

A presenca de Cryptococcus spp. nas amostras de LCR foi detectada por microscopia
Optica com aumento de 400 X, por meio de montagem em lamina com tinta nanquim, que
permitiu a visualizacdo da cépsula, devido a exclusdo do corante, formando area clara ao
redor da célula leveduriforme oriundas de LCR. Para as outras amostras biol6gicas, sangue,
lavado broncoalveolar, fragmento de pele e aspirado traqueal, as células leveduriformes foram
detectadas utilizando solucéo de hidroxido de potassio (KOH) a 20 %, como reagente digestor
e clarificante (ZAITZ et al., 2010; LARONE, 1995).
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3.1.3 Isolamento fungico

A obtencdo dos isolados foi feita a partir de cultivos das amostras biologicas a 25 °C
(+ 2 °C) em tubos de agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol (HiMedia, Mumbai, india),
agar Niger (HiMedia, Mumbai, india) e 4gar Littman (HiMedia, Mumbai, india) e a 37 °C em
agar Fava Neto. O crescimento leveduriforme foi observado em até 72 horas (LARONE,
1995).

3.1.4 Conservacao dos isolados clinicos

Os isolados foram conservados em criotubos de 2,0 mL, em solucdo aquosa de
glicerina a 10 % e conservados a temperatura de 20 °C negativos, possibilitando posterior

recuperacdo e processamento dos microrganismos fungicos (NEUFELD, 1999).

3.1.5 Testes bioguimicos manuais

Para a realizacdo dos testes bioquimicos, os isolados congelados foram subcultivados
em tubos de 4gar Sabouraud dextrose com cloranfenicol (HiMedia, Mumbai, india) a 25 °C
por 24 a 48 horas de incubacdo, até que ocorresse crescimento adequado (LARONE, 1995).
Colénias frescas e puras obtidas foram inoculadas em tubos de agar Niger, agar uréia e placas
de 4gar CGB e incubadas novamente a 25 °C por 24 a 48 horas, a fim de detectar no &gar
niger a formacédo de colénias escurecidas, indicativas de producdo de melanina, em agar uréia

a producdo de urease e dgar CGB a assimilacdo de glicina (KLEIN et al, 2009).

Tabela 3 — Teste de identificagdo bioquimica para Cryptococcus spp.

Testes bioquimicos Produto de reacéo Indicador de coloracdo

Agar Niger Producdo de melanina Colbnias escurecidas (reacdo positiva)
Colbnias cremes (reacdo negativa)

Agar uréia Producéo de urease Coldnias roseas (reacgdo positiva)
Colbnias cremes (reacdo negativa)

Agar CGB Assimilacédo de glicina Colbnias azuis (reagéo positiva)

Coldnias amarelas (reagdo negativa)
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3.1.6 Testes bioguimicos automatizados

Foram utilizados cartdes de identificacdo para leveduras do sistema VITEK® 2
Compact (BioMérieux®, Franca) constituidos por 46 testes colorimétricos, que envolvem
reacOes de assimilacdo de carboidratos (20), acidos orgénicos (6) e nitrato (1); reacdes de
oxidase (8), aril-amidase (9), fosfatase (1) e urease (1).

Para a preparacdo dos cartbes de identificacdo foram realizados subcultivos, com 0s
isolados, em tubos de agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol (HiMedia, Mumbai, india)
a 25 °C por 24 a 48 horas de incubacdo, até que ocorresse crescimento adequado (LARONE,
1995). Em seguida, coldnias foram suspensas em solucdo salina estéril (NaCl aquoso de 0,45
a 0,50 %, pH 4,5 a 7,0) em tubos (75 X 12 mm) de poliestireno transparente, até a obtencéo
de solucdo com densidade equivalente a 2,0 da escala de Mc Farland. Para isto foi utilizado o
calibrador VITEK® 2 DensiChek (BioMérieux®, Franca), medidor de turbidez.

Os tubos e os cartdes foram dispostos em suportes de amostras (racks) e estas
inseridas na plataforma VITEK® 2 Compact (BioMérieux®, Franca) com a finalidade de
distribuir a suspensdo do inoculo fungico entre os pocos dos cartBes, que foram selados e
incubados a 35,5 °C por até 18 horas, para leituras Opticas feita automaticamente a cada 15
min. A partir destas leituras, perfis de identificacdo foram estabelecidos e interpretados de
acordo com um algoritmo especifico, proporcionando identificagdo do organismo
desconhecido e classificando as identificacdes finais como: "excelente", "muito bom", "bom",

"aceitavel” ou "baixa discriminacdo” (HATA et al., 2007).

3.1.7 Método molecular PCR-RFLP

A técnica de PCR-RFLP foi realizada no Laboratorio de Micologia do Instituto de
Higiene e Medicina Tropical (IHMT) da Universidade Nova de Lisboa (UNL), Portugal.

3.1.7.1 Extrac@o do DNA do Cryptococcus spp.

Foram realizados subcultivos dos isolados de Cryptococcus spp. em tubos de agar
Sabouraud dextrose com cloranfenicol (HiMedia, Mumbai, india) a 25 °C por 24 a 48 horas
de incubacgdo, até que ocorresse crescimento adequado (LARONE, 1995). Em seguida as

col6nias de leveduras foram transferidas para um microtubo de 1,5 mL contendo um volume
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de 200 pL de esferas de vidro (0,4-0,6 mm de diametro) e 500 uL. de Tampdo de Lise (Tris 50
mM, NaCl 250 mM, EDTA 50 mM, SDS 0,3 % (p/v), pH 8). Em seguida, esse microtubo foi
agitado em vdrtex durante 3 minutos continuamente, até a formacéo de uma suspenséo celular
densa.

No passo seguinte, 0 microtubo foi colocado em banho-maria a 65 °C durante 1 h, e
posteriormente a suspensdo flungica foi novamente agitada no vortex durante 3 min e
centrifugada por 10 min a 11 000 g. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante que contém o DNA
foi separado para um novo microtubo, e congelado a — 20 °C até a realizacdo da técnica de
PCR-RFLP.

3.1.7.2 Método de PCR-RFLP

Para a realizag8o da técnica de PCR-RFLP inicialmente foi realizada uma dilui¢&o de
1:750 em tampéo Tris-HCI do DNA fangico extraido, e para padronizar a concentracdo de
DNA foi realizada uma purificacdo, seguida de quantificacdo em espectrofotdmetro
NANODROP ND-100 (Thermoscientific, Walthan, EUA) e um ajuste para a concentracdo 50
ng do DNA desejada. A qualidade do DNA extraido foi avaliada através de eletroforese em
gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio (0,5 pg/mL).

O gene URA5 foi amplificado em 50 pL, contendo: 50 ng DNA, tampdo PCR 1x
(10mM Tris-HCI pH 8.3, 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl,), 0,2 mM de cada dATP, dCTP e
dTTP, 3mM MgAc, 1,5 U Taq DNA polimerase, € 50 ng de cada primer: ura5 fold (5
ATGTCCTCCCAAGCCTCGACTCCG?3) e urab reverse (5
TTAAGACCTCTGAACACCGTACTC3).

A ciclagem foi realizada usando termociclador com: 1 ciclo de 94 °C por 3 min, 35
ciclos de 94 °C por 45 s, 61 °C por 1 min, e 72 °C por 10 min, seguido de um ciclo de 72 °C
por 10 min. Os produtos da amplificacdo no PCR foram digeridos com Saup8l e Hhat por 3h
ou overnight e separados em gel de agarose 3 % por eletroforese empregando 100 v por 5h.

Para otimizar a técnica de PCR-RFLP quanto & tipificagdo de isolados de
Cryptococcus spp., foram empregadas cepas de referéncia correspondentes aos 8 tipos

moleculares descritos na tabela 4.
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Tabela 4 — Cepas de referéncia do complexo Cryptococcus spp.

Espécie referéncia

Espécie identificada

Origem

WM148 (=CBS 10085)

Cryptococcus neoformans

(tipo molecular VNI)

LCR, Australia (sorotipo A)

WM626 (=CBS 10084)

Cryptococcus neoformans
(tipo molecular VNII)

LCR, Australia (sorotipo A)

WM629 (=CBS 10079)

Cryptococcus neoformans
(tipo molecular VNIV)

Sangue, Australia (sorotipo D)

WM628 (=CBS 10080)

Cryptococcus neoformans
(hibrido - tipo molecular VNIII)

LCR, Austréalia (sorotipo AD)

WM179 (=CBS 10078)

Cryptococcus gattii

(tipo molecular VGI)

LCR, Australia (sorotipo B)

WML178 (=CBS 10082)

Cryptococcus gattii

Pulméo, Australia (sorotipo B)

(tipo molecular VGII)

WM161 (=CBS 10081) Cryptococcus gattii Eucalyptus debris, Estados Unidos (sorotipo B)

(tipo molecular VGIII)

WM161 (=CBS 10101) Cryptococcus gattii Guepardo, Africa do Sul (sorotipo C)

(tipo molecular VGIV)

CN137 (=PYCC 3957
CBS 132)

Cryptococcus neoformans Suco de fruta fermentado (hibrido AD)

Fonte: Laboratdrio de Micologia, IHMT

3.1.8 Espectrometria de massa

As espécies de Cryptococcus foram analisadas por espectrometria de massa na
estacdo de preparacdo Vitek MS (BioMérieux®, Franga). Para isto, colonias dos isolados de
Cryptococcus spp., subcultivados em tubo de agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol
(HiMedia, Mumbai, india) a 25 °C por 24 a 48 horas de incubacéo, foram aplicadas em splots
do suporte para inoculacdo/identificacdo (BioMérieux®, Franca) e, em seguida tratadas com
0,5 pL de &cido formico (25% [vol / vol] - BioMérieux®, Franga). Apds secagem a
temperatura ambiente, 1 pL de matriz de &cido a-ciano-4-hidroxicindmico (3.1 % [peso /
vol]) - BioMérieux, Franca) foi adicionado e novamente sofreu processo de secagem a
temperatura ambiente antes da analise por espectrometria de massa (KIM et al., 2014).

O suporte de inoculagédo/identificacdo foi inserido na estacdo de leitura e a
identificacdo fangica foi obtida por meio de espectros. Os espectros formados foram
comparados com espectros padrbes armazenados nos bancos de dados MYLA®
(BioMérieux®, Franca) e Spectral Archive and Microbial Identification System (SARAMIS)
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(Shimadzu®, Japdo). Esta comparacdo € realizada por meio de sobreposicdo de picos,
capazes de caracterizar espécie, género ou familia dos micro-organismos, resultando em
probabilidade relativa da identificacdo (KIM et al., 2014).

Foram considerados validos o percentual de probabilidade de identificacdo igual ou
maior de 85 %. Como controle positivo foi utilizado cepa de referéncia de Escherichia coli
ATCC 8739 (KIM et al., 2014).

3.2 Determinacéo do perfil de susceptibilidade de Cryptococcus spp.

3.2.1 Agentes antifungicos

Foram utilizados os cartdes de sensibilidade fangica AST-YSO07 (BioMérieux®,
Franca) no sistema VITEK® 2 Compact (BioMérieux®, Franca), a fim de determinar as
sensibilidades aos seguintes agentes antifingicos: Anfotericina B (AB), Fluconazol (FLU) e
Flucitosina (FCT).

3.2.2 Preparo do indculo fangico

A partir de subcultivos dos isolados fangicos, em tubos de agar Sabouraud dextrose
com cloranfenicol (HiMedia, Mumbai, india) a 25 °C por 24 a 48 horas de incubacdo, foram
preparados indculos fungicos. Para isto, coldnias foram suspensas em 3,0 mL de solugéo
salina estéril (NaCl aquoso de 0,45 a 0,50 %, pH 4,5 a 7,0) contidas em tubos (75 x 12 mm)
de poliestireno transparente, até obter uma suspensdo equivalente a 2,0 da escala de Mc
Farland. Para isto foi utilizado o calibrador VITEK® 2 DensiChek (BioMérieux®, Franca),

medidor de turbidez.

3.2.3 Leitura e interpretacéo dos resultados

Os cartbes foram carregados com as respectivas suspensdes de leveduras que foram
diluidas adequadamente pelo equipamento. Ap0s 0 preenchimento, os cartes foram
incubados, ocorrendo a leitura automaticamente. O tempo de incubagdo variou de 9,1 a 27,1 h
(tempo médio de 18,1 h), com base na taxa de crescimento microbiano. Os resultados foram

expressos como valores de Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) em pg/mL.
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Os resultados de CIM obtidos no sistema VITEK® 2 Compact foram comparadas com
os Epidemiologic Cutoff Value (ECV), pois até o momento, ndo ha breakpoints estabelecidos
para antifingicos contra Cryptococcus spp. Os valores de breakpoints foram baseados a partir
de dois estudos de Espinel-Ingroff e cols. (2012a e 2012b).

3.3 Avaliacédo da atividade antifungica do extrato aquoso de Eugenia dysenterica

3.3.1 Material botanico

Para o teste de atividade antiflngica foi utilizado extrato aquoso das folhas de Eugenia
dysenterica, pertecente a familia Myrtaceae, obtido da regido do Cerrado e entorno de
Brasilia, Distrito Federal. Esta espécie foi identificada e depositada em excicata, voucher 914
(UnB), pelos professores Christopher William Fagg e Sueli Maria Gomes, no Herbario da

Universidade de Brasilia.

3.3.2 Extracdo botanica

As folhas de E. dysenterica apds secagem em temperatura ambiente, foram
pulverizadas em moinho de facas e extraidas por infusdo, utilizando 400 g do material
boténico e 3L de agua destilada. Apos filtacdo, a parte liquida foi removida por liofilizacéo
(SOUZA, et al., 2012). Os extratos utilizados neste trabalho foram cedidos gentilmente pelo
Grupo de Pesquisa, Desenvolvimento, Producéo e Controle da Qualidade de Medicamentos e
foram produzidos pelo Laboratério de Produtos Naturais (LPN) da Universidade de Brasilia
(UnB).

3.3.3 Concentracao Inibitéria Minima

3.3.3.1 Preparagéo do meio de cultura

Foi utizado RPMI-1640 suplementado com glutamina, vermelho de fenol, sem
bicarbonato. Foi adicionado 3-(N-morpholimo) acido propanosulfénico (MOPS) e ajustado
em pH 7,0. A esterilizacdo do meio foi realizada por filtracdo e sua conservagdo mantida em
4°C.
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3.3.3.2 Preparo do inéculo fangico

O indculo fangico foi obtido por meio de subcultivo dos isolados de Cryptococcus
spp. em agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol (HiMedia, Mumbai, india) a 25 °C (z 2
°C) por 24 a 48 horas. Para isto, foram suspensas coldnias em 3,0 mL de solucdo salina estéril
0,45 %, contidas em tubos de ensaios, até obter uma suspensao equivalente a 0,5 da escala de
McFarland. A leitura do inoculo fungico foi realizada utilizando o medidor de turbidez
VITEK® 2 DensiChek (BioMérieux®, Franca).

Apo0s preparacdo desta suspensdo padrdo procedeu-se diluicfes de 1:50 seguida de
uma diluicdo 1:20 ambas em caldo RPMI-1640.

Apbs as diluicBes, foi adicionado ao indculo fangico 15 pL de solucdo aquosa de
ressazurina estéril a 20 pg/mL, a fim de revelar o crescimento fungico por meio de mudanca
de coloracdo, de azul (auséncia de crescimento flngico) a rosa (presenca de crescimento
fangico) (MANJUAN et al., 2007).

3.3.3.3 Preparacéo da solugéo estoque

A solucdo estoque do extrato de E. dysenterica e do controle positivo a fluconazol
foram preparados em dimetilsulfoxido (DMSO) a 1 % com concentracdo final de 100 mg/mL
e 2 mg/mL, respectivamente (MANJUAN et al., 2007).

3.3.3.4 Preparacéo da placa

Para o teste de microdiluicdo foram utilizadas placas de 96 pocos. Inicialmente, foi
adicionado 100 pL do caldo RPMI 1640 em cada poco. Em seguida diluigdes seriadas de 1:2
foram realizadas com solucdo estoque do extrato aquoso iniciando com concentracdo de
50.000 pg/mL e concentracao final de 24,41 pg/mL. Dilui¢Ges seriadas de 1:2 também foram
realizadas para o controle positivo (fluconazol), cuja concentragéo inicial foi de 1000 pg/mL
e final de 0,976 pg/mL. Posteriormente 100 pL do indculo fungico foi adicionado em cada
poco. Controles de esterilidade e crescimento foram realizados, utilizando-se o caldo RPMI
1640 e caldo RPMI 1640 com microrganismos do género Cryptococcus, respectivamente. As
placas foram incubadas a 37 °C por 48 horas (MANJUAN et al., 2007).
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3.3.4 Leitura e interpretacéo dos resultados

A leitura foi realizada por visualizacdo da mudanca de coloracdo dos pocos. Para este
estudo, a CIM foi interpretada como a menor concentragdo que manteve sua coloracao inicial
(azul), indicando auséncia de crescimento ou a primeira diluicdo que sofreu alteracdo de azul
para sutilmente rosa, equivalente a inibicdo proeminente do crescimento (MANJUAN et al.,
2007).

Em funcéo da coloracgéo escura do extrato de E. dysenterica, ndo foi possivel a leitura
da absorvéncia em leitoras de placas convencionais. Tal limitacdo foi suprimida com a
realizacdo de semeios em agar Sabouraud de aliquotas provenientes dos pocos da placa para

verificacdo de crescimento fungico.

38



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracteristicas microbiologicas dos isolados clinicos

No exame direto (Tabela 5), utilizando tinta nanquim e KOH a 20 %, os isolados de
Cryptococcus spp. foram caracterizados como estrututas celulares arrendondadas com ou sem
brotamento. A utilizacdo de tinta nanquim no liquido cefalorraquidiano permitiu também a
observacdo de estrutura capsular, importante fator de viruléncia, inerente as espécies de

Cryptococcus (Figura 8).

Tabela 5 - Caracteristicas microscopicas das amostras bioldgicas por exame direto
Caracteristicas microscopicas

Amostras biolégicas Tinta nanquim KOH a 20%
Células arrendodadas com ou sem Exame ndo realizado
Liquido cefalorraquidiano brotamento encapsuladas
Sangue
Lavado broncoalveolar Exame ndo realizado Células arrendodadas com ou sem
Fragmento de pele brotamento

Aspirado traqueal
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Figura 8 - Visualizagdo microscépica de Cryptococcus spp.
Anélises em Tinta naquim (A) e KOH (B)

Na identificagdo macroscopica, todos os isolados apresentaram coldnias com
caracteristicas morfologicas de Cryptococcus spp., com aspecto mucdide, brilhante, imido e
com coloragdo inicialmente creme no &gar Sabouraud dextrose com cloranfenicol, agar
Littman e no agar Fava Neto, e coloracdo enegrecida em agar Niger.

Colbnias enegrecidas no agar Niger, foram demonstradas por todos os isolados

(n=20). Esta caracteristica de produzir melanina a partir da reacdo entre fenol oxidase,
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produzida pelo micro-organismo, com &cido cafeico presente no meio, é tipica de espécies de
Cryptococcus neoformans ou Cryptococcus gattii e permite a diferenciacdo destas espécies
com outras espécies de Cryptococcus (KLEIN et al., 2009).

A producdo de urease no meio agar uréia também ocorreu em todos os isolados
(n=20), corroborando com a caracterizacdo das espécies do género Cryptococcus, uma vez
que, outras espécies de levedura, como por exemplo espécies do género Trichosporon e
algumas especies do género Candida sdo urease negativa (KLEIN et al., 2009).

Embora os meios agar Niger e agar uréia auxiliam na caracterizacdo do género
Cryptococcus, estes ndo possibilitam a diferenciagdo entre as espécies de Cryptococcus. Neste
caso, foi utilizado o &gar CGB, que € um efetivo meio de diferenciacdo entre as duas
principais espécies de interesse clinico, C. neoformans e C. gattii.

No agar CGB, 8 isolados assimilaram glicina, sendo caracterizado como Cryptococcus
gattii e 12 isolados ndo assimilaram glicina e foram identificados como Cryptococcus

neoformans.

Tabela 6 - Resultados dos testes bioguimicos manuais

Identificacao NuUmero (%) de isolados positivos
Numero de isolados Producéo de Producéo de Assimilacdo de
clinicos melanina urease glicina
C.gattii 8 8/8 (100 %) 8/8 (100 %) 8/8 (100 %)
C. neoformans 12 12/12 (100 %) 12/12 (100 %) 0/12 (0 %)
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Figura 9 - Aspectos macroscopicos Cryptococcus spp. em meios de cultura
Crescimento em agar Sabouraud (A), agar Fava Neto (B), agar Littman (C) e agar Niger (D)

De forma complementar, foram realizados identificagdes com testes bioquimicos
automatizados, utilizando-se o equipamento VITEK® 2 Compact (BioMérieux®, Franga), 0s
quais envolveram as reacdes de assimilacdo de carboidratos, acidos organicos e nitrato e,
reacOes de oxidase, aril-amidase e fosfatase. A realizacdo destas provas serviu para confirmar
a caracterizagdo do C. neoformans, uma vez que, ja era esperado a limitagdo na identificacdo
do C. gattii, pois esta espécie ndo esta presente no banco de dados do sistema. Todos 0s
isolados clinicos (n=20) foram identificados como C. neoformans, evidenciando a limitagcdo
supracitada.

A diferenciacdo de C. neoformans e C. gattii deve ser realizada, pois entre estas
espécies ha constrastes de grande relevancia clinica, como o perfil de hospedeiro e manejos
clinicos, principalmente voltados a condicOes terapéuticas, no que tange a dosagem
farmacoldgica, tempo de tratamento e perfil de sensibilidade aos antifingicos. Diante ao
reconhecimento do C. gattii como um patégeno emergente, o diagnostico laboratorial

41



diferencial entre estas espécies tornou-se sine qua non para a resolucdo de casos de
criptococose, exigindo abordagens moleculares adicionais.

Neste estudo, utilizando a técnica PCR-RFLP, com a amplificacdo do gene URADS, foi
identificado 12 espécies de C. neoformans var grubii VNI (C. neoformans) e 8 espécies de C.
gattii VGII (C. deuterogattii), que representam respectivamente 60 % e 40 % . Todos o0s
isolados encontrados estdo em consonancia com o perfil de variantes predominantes no
Brasil, entretanto as informacdes sobre a distribuicdo de espécies é bastante fragmentanda,
ndo havendo um consenso sobre a epidemiologia referente a criptococose (FAVALESSA, et
al., 2014; HERKERT et al., 2016).

Segundo Meyer e cols. (2011), o tipo molecular VNI representa 63 % dos agentes
etioldgicos isolados em casos de criptococose no mundo inteiro, seguido de VGI ( 9 %),
VGII (7 %), VNIl e VNIII (6 % cada), VNIV (5 %), VGIII (3 %) e VGIV (1 %).
Comparando os nossos dados, com os encontrados por Meyer e cols. (2011), observamos
apenas dois genotipos identificados, VNI que correspondeu a 60 % do gendtipo C.
neoformans var grubii isolado em nossas amostras e que corrobora com 0s 63 % encontrados
por estes pesquisadores, e o VGII que correspondeu a 40 % do do genotipo C. gatii, No
Brasil, hd um estudo realizado por Trilles e cols. (2008) com isolados clinicos, que apresenta
similitude, sendo encontrado os seguintes tipos moleculares: VNI (64%) e VGII (21%),
seguido de VNII (5%), VGIII (4%), VGI e VNIV (3% cada) e VNIII (<1%), ndo havendo
identificacdo do tipo molecular VGIV.

Cabe ressaltar a que a identificacdo das espécies de Cryptococcus e suas variantes ndo
apresenta apenas interesse taxondmico e epidemioldgico, mas também auxilia na abordagem
clinica, devido aos apectos imunolégicos e fatores de riscos distintos (KWON-CHUNG et al.,
2014).

O C. neoformans var grubii VNI (C. neoformans) € fundamentalmente encontrado em
amostras de pacientes imuncomprometidos infectados com HIV, ja o C. gatti VGII (C.
deuterogattii) estd associado a pacientes ndo infectados com HIV e criancgas, caracterizando a
diferenca entre o perfil de hospedeiro (DOS SANTOS et al., 2008).

Da mesma forma, diferencas nos perfis de sensibilidade aos antifungicos sdo
encontradas para estas duas variantes.

A analise por espectrometria de massa MALDI-TOF realizada no equipamento
VITEK MS® (BioMérieux®, Franca) identificou todos os isolados como C.neoformans
utilizando os bancos de dados MYLA® (BioMérieux®, Franga) e SARAMIS® (Shimadzu®,
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Japdo), revelando a limitagdo deste método em termos de diferenciagdo de espécies e suas
variantes. Tal fato deve-se a aplicabilidade recente desta técnica para identificacdo de
leveduras e pela elevada complexidade de insercdo de novos espectros nos bancos de dados

existentes.
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Figura 10 - Espectros de Cryptococcus na plataforma VITEK MS ®
Espectros de C.neoformans (A) e C. gattii (B)

Fazendo uma comparacdo das técnicas empregadas neste estudo (Tabela 7),
conseguimos evidenciar limitagdes importantes entre as metodologias utilizadas. Entre as
técnicas manuais o Agar Niger diferencia Cryptococcus spp. de outras espécies flngicas,
como Candida spp. e Trichophyton spp., jA o Agar CGB demonstra eficiéncia na
diferenciacdo entre as espécies de Cryptococcus, evidenciando suas potencialidades, quanto a
a utilizagdo como testes iniciais ou de triagem.

Observando o desempenho das técnicas automatizadas VITEK 2 e VITEK MS
(MALDI-TOF), novamente verificamos limitaces na identificacdo das espécies fungicas, e
temos que ressaltar essa pouca especificidade do método empregado no equipamento VITEK
2, que é muito utilizado na pratica clinica para identificacdo de espécies, e apresentou 100 %
de falha neste processo. Quanto ao MALDI-TOF, também observamos a mesma limitacdo
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metodoldgica, entretanto sabemos que ao longo do tempo e com a insercdo de novos
espectros de identificacdo, é possivel que esta especificidade melhore e consequentemente a
técnica seja robusta o suficiente para auxiliar nas identificacdes de espécies. E finalmente,
observando os resultados obtidos pela técnica molecular de PCR-RFLP, podemos afirmar que
0 método nos permitiu identificar a espécie, sua variante genotipica e gendétipo, o que além de
trazer aumento de sensibilidade e principalmente especifidade metodoldgica, traz
confiabilidade laboratorial, e ainda corrobora com o manejo clinico farmacolégico dos

pacientes, aumentando assim as chances de cura da micose.

Tabela 7 - Técnicas utilizadas na identificacdo de Cryptococcus spp.

Técnicas manuais Técnicas Técnicas
automatizadas moleculares
Tinta Agar Uréia Agar Niger  Agar CGB  VITEK  VITEK PCR-RFLP
nangquim 2 MS
C. C. VNI
Leveduras Cryptococcus spp.  neoformans  neoformans C.neoformans
encapsuladas (20) (12) (12) C. neoformans (20) (12)
(20)
C. gattii C. gattii VGII
(8) (8) C.deuterogattii
(8)

4.2 Perfil de susceptibilidade de Cryptococcus spp.

Para a determinacdo do perfil de suscetibilidade das amostras de Cryptococcus frente
aos antifungicos Anfotericina B (AB), Fluconazol (FLU) e 5-Fluorocitosina (FCT), utilizou-
se cartbes do tipo AST-YSO7 (BioMérieux®, Franca) compativeis com o equipamento
VITEK® 2 Compact (BioMérieux®, Franca) e analises confrontativas com dados
epidemioldgicos correntes, no intuito de se parametrizar os resultados e obter uma
interpretacdo quanto a sensibilidade ou resisténcia aos antifngicos (Tabela 8).

Os resultados foram expressos em pg/mL, caracterizando a CIM (Tabela 9), entretanto
guando se trata de Cryptococcus spp., ndo ha valores de referéncia estabelecidos para os
antifingicos em questao, por isso a necessidade de se utilizar os Epidemiologic Cut-off value
(ECV), para possibilitar avaliagdes (ESPINEL-INGROFF, et al., 2012a e 2012b).
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Tabela 8 - ECV para drogas antifungicas usadas no tratamento da criptococose

Espécie Gendtipo Drogas Antifangicas Sensivel (ug/mL) Resistente (ug/mL)
AB <05 >0,5
C. neoformans VNI FLU <8 >8
FCT <8 > 8
AB <1 >1
C. gatti VGl FLU <32 > 32
FCT <16 > 16

Anfotericina-B (AB), Fluconazol (FLU) e 5-Fluorositosina (FCT)
Adaptado de ESPINEL-INGROFF, et al., 2012a e 2012b

Dentre todos os isolados clinicos (n = 20) foram identificadas 3 situacGes de
resisténcia a AB, sendo 2 em C. neoformans VNI e 1 em C. gattii VGII, fato também
elucidado em estudos anteriores, como em Da Silva e Cols, 2008 e Andrade-Silva e cols,
2013, que demonstraram resisténcia a AB, mas sem a descricdo de seu mecanismo, entretanto
pode estar associada a alteracdo na composicdo do ergosterol da membrana flngica, em
virtude de mediacdo por aumento da atividade da catalase e/ou defeitos na biossintese de
ergosterol (JOSEPH-HORNE et al., 1996; RODRIGUEZ-TUDELA & MARTINEZ-
SUAREZ, 1997; PEMAN, CANTON & ESPINEL-INGROFF, 2009).

Tabela 9 - Resultados dos testes de susceptibilidade do Vitek 2 Compact

Espécie Genotipo  Drogas Antifungicas CIM (ug/mL)  Ocorréncia Interpretagdo

(ECV)
<0,25 9/12 Sensivel
AB 0,5 1/12 Sensivel

1 2/12 Resistente
C. neoformans VNI 2 11/12 Sensivel
FLU 4 1/12 Sensivel
<1 11/12 Sensivel
FCT 2 1/12 Sensivel
<0,25 4/8 Sensivel
0,5 1/8 Sensivel
AB 1 2/8 Sensivel

C. gattii VGl 4 1/8 Resistente
FLU 2 4/8 Sensivel
4 4/8 Sensivel
FCT 1 8/8 Sensivel

4.3 Atividade antifungica do extrato aquoso de Eugenia dysenterica

A atividade antifingica do extrato aquoso de E. dysenterica foi evidenciada contra C.
neoformans e C. gattii a partir de microdiluigdes em placa, que permitiram a identificacdo de
uma CIM (Tabela 10), assim como no estudo de Costa e cols. (2000) que demonstrou
atividade contra Cryptococcus spp.

Alguns estudos indicam acdo de outras espécies da familia Myrtaceae contra

Cryptococcus spp. Segundo Ferreira e cols. (2014), extratos obtidos da casca e folhas de
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Eugenia calycina possuem acao contra Cryptococcus sp., C. neoformans e C. gattii. Victoria e
cols (2012), citam que extrato de folhas de E. uniflora possui atividade contra C. laurentii,
assim como Lago e cols (2011), para C. neoformans e C. gattii.

Tendo em vista os resultados obtidos a partir dos estudos com extratos brutos de
espécies de Eugenia percebe-se 0 grande potencial antifngico desta planta, candidatando-a
como para o desenvolvimento de novos farmacos, visto que os tratamentos convencionais
apresentam nefrotoxicidade, hepatotoxidade e mielotoxicade (GULLO et al., 2013).

Além disso, o extrato vegetal de E. dysenterica deve ser considerado um fitocomplexo
e ndo, um conjunto de substancias isoladas, 0 que enaltece ainda mais sua atividade bioldgica.
Os fitocomplexos sdo substancias originadas no metabolismo primario ou secundario, ou
mesmo ambos, dos extratos das plantas, e sdo responsaveis em sua totalidades pelos efeitos
biolégicos de uma planta medicinal ou de seus derivados (BRASIL, 2014). Assim sendo,
poderiamos atribuir as atividades bioldgicas dos extratos a presenca destes compostos ativos,
que podem agir sigergicamente e também conferir efeitos diretos e indiretos. O efeito direto
refere-se a sua acao farmacologica, enquanto o indireto as interagdes simultaneas com outras
plantas ou farmacos (MARTINS et al., 2015).

Analisando os resultados da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) obtidas com o
extrato aquoso de E. dysenterica (Tabela 10), podemos afirmar que os valores obtidos
apresentam potencialidade fungicida relevante, principalmente se considerarmos que houve
resisténcia a um antifungico usual no tratamento da criptococose, a Anfotericina B.

Contudo, sdo necessarios mais estudos para avaliar o potencial antifingico de E.
dysenterica e possiveis acles sinérgicas com demais antifungicos comerciais, assim como

estabelecer claramente mecanismos de acdo e validar sua eficacia em estudos in vivo.

Tabela 10 - CIM de FLU (controle) e E. dysenterica

Identificacdo Espécie CIM (FLU —controle) CIM (E. dysenterica)  Ocorréncia
molecular identificada ug/mL pg/Ml
(PCR-RFLP)
1,95 > 100000 2/8
3,9 24 2/8
3,9 >1000 1/8
VGII C.gattii 3,9 390 1/8
1,95 24 1/8
3,9 48 1/8
1,95 > 100000 6/12
1,95 195 2/12
1,95 24 1/12
VNI C.neoformans 1,95 1562 1/12
1,95 781 1/12
39 > 100000 1/12
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5 CONCLUSOES

Os resultados apresentados neste estudo, nos permitem concluir que:

O LCR foi o espécime clinico predominante, que correspondeu a 75% do total de amostras
analisadas, e apenas neste material bioldgico foi possivel visualisar estruturas leveduriformes

encapsuladas correspondente ao Cryptococcus spp.

A utilizacdo de &gar CGB permitiu a diferenciacdo dos isolados em C. neoformans e C. gattii,
havendo predominio do primeiro (60%) frente ao segundo (40%), ressaltando a importancia

dessa metodologia para a triagem na identificacao das espécies.

Os testes bioquimicos automatizados realizados na plataforma VITEK® 2 Compact
(BioMeérieux®, Franga) identificou todos os isolados como C. neoformans, revelando sua

limitacdo quanto a diferenciacdo entre espécies de Cryptococcus.

A analise por espectofotometria de massa revelou-se insuficiente para a identificagdo de
espécies e variantes de Cryptococcus spp. uma vez que, ainda possui um banco de dados
limitado, ndo havendo espectros padrdes de C. gattii para se realizar as correlacoes.

A técnica molecular PCR-RFLP possibilitou a diferenciacdo de espécies e suas variantes,
identifcando 12 espécies de C. neoformans var grubii VNI (C. neoformans) e 8 espécies de C.
gattii VGII (C. deuterogattii), que representam respectivamente 60 % e 40 %. Estes
resultados concordaram com os resultados em agar CGB e com os padrbes epidemioldgicos

encontrados em estudos nacionais e internacionais.

S&0o necessarias combinagdes entre métodos classicos manuais empregados para a triagem na
identificacdo das espécies de Cryptococcus, e 0 método molecular PCR-RFLP, que juntos

complementam para a identificacdo das espécies de Cryptococcus spp.

Para a determinacdo do perfil de suscetibilidade das amostras de Cryptococcus frente aos
antifungicos AB, FLU e FCT utilizou-se cartdes do tipo AST-YS07 (BioMérieux®, Franca)

no equipamento VITEK® 2 Compact (BioMérieux®, Franca) e constatou-se 3 situacdes de
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resisténcia a AB, sendo 2 em C. neoformans VNI e 1 em C. gattii VGII. Os valores de CIM
obtidos foram comparados com valores epidemioldgicos convencionados. Como ndo ha
valores de referéncia estabelecidos para os antifingicos em questao, utilizamos Epidemiologic
Cut-off value (ECV).

O extrato aquoso de folhas de E. dysenterica apresentou atividade antiflngica contra C.
neoformans e C. gattii, mesmo para as cepas que apresentaram resisténcia a antifungicos
empregados na terapéutica como a Anfotericina B. Considerando o fato de o extrato ser um
fitocomplexo, podemos afirmar que ha perspectivas em considerd-lo com potencial para o
desenvolvimento de novos farmacos, e também para o isolamento de novas substancias com
atividade fungicida, o que traria novos tratamentos com menos toxicidade e melhores chances

de cura para os casos de resisténcia a antifingicos convencionais.

De maneira geral, os resultados do estudo apontam estratégias metodoldgicas que devem ser
empregadas na pratica laboratorial para a correta identificacdo da espécie e variante do fungo
Cryptococcus, bem como a implantacdo de antifungigrama com as drogas mais usuais,
mesmo sem valores de referéncias de CIM totalmente padronizados, o que traria a estes
pacientes uma perspectiva de diagndstico laboratorial mais precisa e consequentemente
diagndstico clinico e tratamento farmacoldgico mais eficientes. Além disso, a E. dysenterica
apresentou potencialidades fungicidas evidentes para estas espécies fangicas, cada vez mais
prevalentes em nosso meio e com pouco arsenal terapéutico convencional disponivel, o que
faz esta micose ter relevante taxa de mortalidade no Brasil e no mundo, e ser considerada um

problema de saude publica emergente.
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Apresentagao do Projeto:

Ha duas especies patogenicas de Cryptococeus, Cryptococcus neoformans (sorofipo A e D) e Cryptococcus
gattii (sorotipos B/C - Cryptococcus neoformans var, gattii), Estas especies sao consideradas emergentes e
cosmopolitas, encontradas principalmente no solo, em aves & em arvores. Sua transmissao ocorre atraves
do sistema respiratorio e, eventualmente, e disseminado para o cerebro atraves do sistema nervoso central,
atravessando a barreira encefalica, causando muita vezes meningoencefalite fatal (BAHN E JUNG, 2013;
LIU et al., 2012).0 Cryptococcus gattii @ a especie, em particular, mais perigosa, por sua capacidade de
atacar individuos saudaveis (Bahn e Jung, 2013). Ja o C. neoformans apresenta carater geralmente
oportunista, sendo vinculado a presenca de imunossupressao, causada principalmente pelo virus da
imunodeficiencia humana (HIV) (LIU et al., 2012). Alem do HIV, outros fatores estao associados a
criptococose, entre eles: o uso de medicacoes imunosupressoras (corticosteroides, inibidores de
calcineurina, agentes citotoxico @ anticorpos monoclonais), transplantes de orgaos e tecidos, doencas
autoimunes e outras doencas cronicas (SLOAN E PARRIS, 2014) Mundialmente, cerca de 1 milhao de
casos novos de infeccoes criptococicas em individuos infectados com HIV, ocorre a cada ano, resultando
em 625.000 mortes, Mos paises, onde as condicoes de saude sao extremamente precarias, como em
grande parte da Africa Subsaariana, as infeccoes fatais por Cryptococcus spp. atingem indices
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alarmantes, superando o numero de obitos provocados por doencas graves como a tuberculose. Entretanto,
em paises emergentes e desenvolvidos, o numero de casos de infeccoes por Cryptococcus spp. tem
reduzido nos ultimos anos, fato atribuido a disponibilidade generalizada das terapias antiretrovirais (CDC,
2014).Com relacao ao tratamento das infeccoes causadas por Cryptococcus spp, o numero de opcoes
terapeuticas disponiveis e bastante limitado quando comparado a gravidade e relevancia para a saude
publica desta infeccan. Desta forma, a aplicacao de metodologias que permitam a determinacao das
diversidades genomicas das especies de Cryptococcus spp. e a investigacoes de mecanismos de virulencia
associadas a estas especies, tem aumentado com proposito de identificar novos alvos terapeuticos no
combate da criptococose (BAHNM E JUNG, 2013). Diante destas circunstancias, estrategias farmacologicas
vem sendo utilizadas, representadas pela producao de novas formulacoes de antifungicos, combinacoes
terapeuticas entre os antifungicos disponiveis e tambem terapias alternativas usando principios ativos
obtidos de fontes naturais, materiais sinteticos e materiais polimericos (SPAMPINATO E LEONARDI, 2013).
Entre as fontes naturais, os extratos de plantas sao particularmente muito atrativos para a descoberta de
futuros compostos terapeuticos e isto se deve principalmente a presenca de diversas substancias quimicas
com diferentes propriedades farmacologicas, dentre elas a atividade antifungica (MEGRI et al., 2014).Muito
produtos naturais, tem demonstrados propriedades antifungicas contra Cryptococcus spp. Recentemente,
ISHIDA et al. (2014) relataram a utilizacao de nanoparticulas de prata contra Cryptococcus neoformans e
especies de Candida. Mokoka et al. (2013) utilizaram extrato hexano da planta africana, Maytenus undata
(Celastraceae), tambem demonstraram efeito inibitorio contra Cryptococeus neoformans. Funari et al. (2012)
apresentaram dados referentes a atividade de extratos, fracoes e compostos puros, de plantas do genero
Lippia, contra especies de Candida & Cryptococcus, exibindo a potencialidade destes agentes
especialmente contra Cryptococeus neoformans. Alem disso, tambem foi revelada atividade anti-criptococica
de compostos isolados como triterpenos (MOKOKA et al,, 2013) e flavonoides (DOS 5 GRECCO et al,,
2014).4 atividade anti-criptococica de Eugenia dysenterica DC. (Hexachlamys macedoi Legrand) ja foi
demonstrada por Costa et al (2000) em seus oleos essenciais extraidos de suas folhas. Esta arvore frutifera
exofica, esta presente na Caatinga, Cerrado & Mata Atlantica (SOBRAL et al.,, 2013) pertencente a familia
Myrtaceae e & conhecida como “cagaiteira® ou “caigata® (CARDOSO et al., 2011). Os seus frutos sao
comumente utilizados in natura ou para obtencao de bebidas, sorvetes, sucos e geleias. Da polpa do fruto
tambem sao produzidos vinagre e alcool e suas folhas e cascas sao utilizadas popularmente coma
antidiarreico, para diabetes e para ictericia (JORGE et al., 2010). Quanto a suas atividade biologicas, ja
foram
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demonstradas atividade antimicrobiana de compostos fenolicos isolados de sua semente (JORGE et al.,
2010), atividade antiviral contra rotavirus atribuida a presenca de taninos, flavoncides, terpenos e saponinas
isolados do extrato etanolico de folhas (CECILIO et al., 2012) e atividade antifungica por Costa et al., 2000,
Mo entanto, a atividade biologica do extrato aquoso das folhas ainda nao fol relatado.

Metodologia: - Obtencao do material microbiclogico As amostras de Cryptococcus spp. utilizadas neste
trabalho serao cedidas pelo Nucleo de Parasitologia e Micologia (MPM) do Laboratorio Central de Saude
Publica do Distrito Federal (LACEN-DF). A identificacao preliminar dos Cryptococcus spp. consistira em
exame direto com tinta nanguim para visualizacao da capsula e/ou cultura em Agar Niger a 250C. Apos
identificacao as amostras serao mantidas viaveis para testes seguintes atraves de cultivo em agar
Sabouraud a 37oC e serao congeladas em glicerol 10% a - 200C (MINAMI, 2003).

* |dentificacao por espectrometria de massa MALDI-TOF A fim de confirmar a identificacao fenotipica, os
isolados de Cryptococcus spp. serac analisados por

espectrometria de massa na estacao de preparacao Vitek MS (BioMerieux®, Franca). Para isto, os isolados
serao preparados usando metodo direto de extracao. As colonias serao aplicadas em suporte para
inoculacao/identificacao (BioMerieux®, Franca) e em seguida adicionado 0,50 de acido formico (25% [val /
vol] - BioMerieux®, Franca). Apos secagem a temperatura ambiente, 1L de matriz de acido -ciano-4-
hidroxicinamico (3.1% [peso / vaol]) - BioMerieux, Franca) sera aplicado e seco a temperatura ambiente antes
da analise por espectrometria de massa. A analise dos resultados sera realizada utilizando o banco de
dados SARAMIS.

4.2, Determinacao do perfil de sensibilidade dos isolados de Cryptococcus spp. A determinacao do perfil de
sensibilidade dos isolados de Cryptococcus spp., diante aos antifungicos comumente utilizados na clinica
sera baseada nas normas M27-A2 (2002) do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) dos Estados
Unidos da America. Esta norma descreve a tecnica de microdiluicao em caldo, a qual fornece a
concentracao inibitoria minima (CIM), apos 24 horas de incubacao e requer tambem a utilizacao de inoculo
fungico (1 x 106 a 5 = 106 celulas de leveduras/mL); meio RMPI-1640, placas de microtitulacao esterieis de
fundo chato com 96 pocos e solucoes padroes de agentes antifungicos preparadas em solventes
adequados.4.3. Teste de atividade antifungica

» Obtencao do material vegetal Para o teste de atividade antifungica sera utilizada extrato agquoso das folhas
de Eugenia dysenterica, obtido da regiac do Cerrado em Brasilia e entorno. Apos secagem em estufa com
circulacao de ar, em temperatura inferior a 40 oC, o material sera pulverizado em moinho de facas e
extraidos por maceracao passiva. Apos extracao a gquase
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completo esgotamento, as solucoes extrativas obtidas serao concentradas em rotavapor a temperatura
inferior a 40 oC (CORREIA et al., 2008).

*» Teste da Afividade Antifungica As tecnicas usadas no teste da atividade antifungica para o extrato serao:
disco difusao & microdiluicao em caldo. As etapas para a realizacao da tecnica de disco difusao consistem
em: preparacac da solucao do extrato a ser testado (concentracao final de 100 mg/mL); preparacao dos
discos de papel, onde serao impregnados a solucao do extrato; preparacao do inoculo fungico (1x106 a5 x
106 celulas de leveduras/iml) e aplicacao dos discos no agar Mueller-Hinton. A realizacao da tecnica de
microdiluicao sera de acordo com a norma M27-A2 (2002) do CLSI, com a seguinte modificacao: os agentes
antifungicos serao substituidos pelos extratos brutos.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo geral: Avaliar o efeito inibitorio de extrato aquoso das folhas de Eugenia dysenterica DC.
(Hexachlamys macedoi Legrand) sobre isolados clinicos de Cryptococcus spp. Objetivos especificos:
Confirmar, por espectrometria de massa - MALDI-TOF, a identificacao fenotipica dos diferentes isolados
clinicos de Cryptococcus spp.

Determinar o perfil de sensibilidade de isolados de Cryptococcus spp. frente aos antifungicos comumente
utilizado na clinica; Testar extrato aquoso das folhas de Eugenia dysenterica quanto a atividade inibitoria
frente aos isolados de Cryptococcus spp.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

De acordo com os pesquisadores, os doadores fontes de onde estes materiais clinicos serao isolados nao
terao sua idertidade revelada, e esta doacao de material nao acarretara nenhum risco direto.

Este projeto tem como foco avaliar o efeito da Eugenia dysenterica sobre Cryptococeus spp. gue sao fungos
patogenicos com elevada incidencia no pais. A Eugenia dyserterica, assim como varias outras plantas do
cerrado brasileiro, sao fontes de compostos quimicos com atividade biologica variaveis com grande
potencialidade para o desenvalvimento de novos farmacos. Assim, espera-se que a determinacao do efeito
inibitorio de E. dysenterica sobre o Cryptococcus spp. seja o primeiro passo no desenvalvimento de
fitoterapicos ou na identificacac de metabolitos secundarios, com atividades antifungicas, que poderao ser
utiizados como materia prima para novos farmacos. Almeja-se tambem caracterizar de forma mais
especifica as especies de Cryptococcus e tracar seu perfil de susceptibilidade acs antifungicos comumente
utilizado na clinica. Isto contribuira para o melhor enterdimento da patologia causada por este
microorganismo, bem como para descricao rapida e precisa de novos patogenos emergentes, para
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o sucesso terapeutico e subsequente reducao das taxas de morbidade e mortalidade causadas pela
criptococcose.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A presente pesquisa e referente ao projeto de mestrado do Jorge Antonio Chamon Junior sob a orientacao
da Profa. Dra. Yanna Karla de Medeiros Mobrega apresentado ao Programa de Pos-Graduacao em Ciencias
Farmaceuticas da Faculdade de Ciencias da Saude — Universidade de Brasilia. Trata-se de um estudo in
vitro gue visa Avaliar o efeito inibitorio de extrato aguoso das folhas de Eugenia dysenterica DC,
(Hexachlamys macedoi Legrand) sobre isolados clinicos de Cryptococcus spp.

O documento que contem o projeto encontra-se ainda com as correcoes sugeridas pela orientadora. Ainda,
foi solicitado a dispensa do TCLE, uma vez que, isolados clinicos de Cryptococcus spp., provenientes de
materiais biologicos de pacientes com suspeita clinica de criptococcose, atendidos nas unidades de saude
da rede publicos do Distrito Federal serao provenientes do LACEN-DF. Segundo os autores, o LACEN-DF
garante sigilo absoluto dos resultados, tornando-se detentor das amostras, Meste projeto nao serao
utilizados dados referentes aos pacientes, nao acarretando nenhum risco aos mesmos. Mo entanto, nao fci
apresentado nenhum documento que comprove a colaboracao com o Nucleo de Parasitologia e Micologia
(MPM) do Laboratorio Central de Saude Publica do Distrito Federal (LACEN-DF).

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Foram utilizados os seguintes documento para emissdo do presente parecer;

1- Informagbes Basicas do Projeto: PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_533004.pdf, postado
em 04/01/2016;

2- Termo_concordancia_LACEM pdf, postado em 04/01/2016

3- Resposta_ao_Parecer_Consubstanciado_emitido_pelo_CEP_29_12_15.docx, postado em 29/12/2015;

4- Projeto Detalhado / Brochura Investigador: Projeto_Jorge_Chamon_revisado_29 12_15doc, postado em
291272015,

Recomendagies:
MNao se aplica.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Solicita-se;
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1- O documento contendo o projeto encontra-se ainda em fase de estruturacao, uma vez que a versao
encaminhada ao CEF esta com correcoes ao longo do texto. Solicita-se ajustar esse documento.
PENDENCIA ATENDIDA

2 - Nao foi apresentado nenhum documento que comprove a colaboracao com o Mucleo de Parasitologia e
Micologia (MPM) do Laboratorio Central de Saude Publica do Distrito Federal (LACEN-DF). Solicita-se
apresentar termo de ciencia dessa colaboracan PENDENCIA ATENDIDA

3 - Inserir o LACEM como instituicao co-participarte na Plataforma Brasil de forma gue esteja vinculado ao
CEP-FEPECS.PENDENCIA ATENDIDA

4 - De acordo com o cronograma de execucao, o projeto ja foi iniciado, solicita-se esclarecer. PENDEMNCIA
ATEMDIDA,

5 - Solicita-se esclarecer se o presente projeto tera acesso ao material biologico do individuo ou apenas ao
isolado clinico do criptococos, PENDEMNCIA ATENDIDA

As pendéncias foram sanadas nao existindo dbices eticos.

Consideragtes Finais a critério do CEP:
De acordo com a Resolugdo 46612 CNS, itens X.1.- 3.b. e X1.2d, os pesquisadores responsdveis deverdo

apresentar relatorios parcial semestral e final do projeto de pesquisa, contados a partir da data de
aprovacio do protocolo de pesquisa.

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagao
Informagbes Basicas| PE_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 04/01/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 533004 pdf 17:56:24
Outros Termo_concordancia_LACEN . pdf 04/01/2016 |Yanna Karla de Aceito

_ _ 174515 |Medeiros Nobrega
Outros Resposta_ao_Parecer_Consubstanciad | 29122015 |Yanna Karla de Aceito
o_emitido_pelo_CEP_29 12 _15.docx 13:05:44 |Medeiros Nabrega
Projeto Detalhado /| Projeto_Jorge_Chamorn_revisado_29 1| 29M12/2015 |Yanna Karla de Aceito
Brochura 2_15.doc 13:04:48 |Medeiros Nabrega
Investigador
Orgamento orcamento_projeto.pdf 2ZTM12015 |Yanna Karla de Aceito
09:44:52 | Medeiros Mébrega
Qutros carta_encaminhamento_projeto. pdf 2711/2015 |Yanna Karla de Aceito
_ 09:42:58 | Medeiros Mobrega
Outros Termo_responsabilidade_yanna.pdf 27M1/2015 |Yanna Karla de Aceito
09:42:25 [Medeiros Mobrega
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Projeto Detalhado/ | Projeto_Jorge_Chamon.doc 20/11/2015 |Yanna Karla de Aceito

Brochura 11:59:53  |Medeiros Nobrega
[Investigador _

Outros Termo_responsabilidade_Amabel pdf 20/11/2015 |Yanna Karla de Aceito
11:54:40 | Medeiros Mobrega

Qutros Termo_responsabilidade_Jorge.pdf 20/11/2015 |Yanna Karla de Aceito
11:54:15 | Medeiros Mobrega

Outros Lattes_Jorge, pdf 201112015 |Yanna Karla de Aceito
11:50:25 | Medeiros Nobrega

Outros Lattes Amabel pdf 20M11/2015 |Yanna Karla de Aceito
11:50:02 | Medeiros Mobrega

Outros Lattes_Yanna.pdf 20/11/2015 |Yanna Karla de Aceito
_ 11:49:37 | Medeiros Mobrega

Folha de Rosto Folha_de_rosto_assinada_final pdf 20M11/2015 |Yanna Karla de Aceito
11:44:28 | Medeiros Nobrega

Situacao do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagdo da CONEP:

Mao

Enderego:
Bairro: Asa More
UF: DF

Talafona:

BRASILIA, 07 de Janeiro de 2016

Assinado por:
Keila Elizabath Fontana
({Coordenador)

Faculdade de Ci¥ndas da Sadde - Campus Darcy Ribeiro

CEP: 70.910-900

Municipio: BRASILIA
(B3 107-1947

E-mail:

cepfsunby@gmall com
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