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APRESENTAGAO

Micologia é o estudo de microrganismos eucariontes que possuem parede celular
rigida, membrana e organelas, apresentando aspectos leveduriformes e/ou filamentos
morfolégicamente. Trata-se, portanto, de uma area de estudo ampla que atrai diversos
pesquisadores em diferentes campos cientificos, tecnoldgicos e industriais.

Sabemos que os fungos sdao microrganismos que possuem uma diversidade de
caracteristicas unicas que refletem em seu modo de vida, nas suas interagcdes e na
sua aplicabilidade. A grande maioria das espécies fugicas ainda é um vasto campo de
estudo para os micologistas, assim como suas caracteristicas individuais e formas de
desenvolvimento no ambiente ou no hospedeiro

O Brasil € uma referéncia em se tratando de estudos em micologia, principalmente
na subarea que denominamos micologia médica, tanto pelos pesquisadores precursores
quanto pela nova geragcdo armada com as evolugdes biotecnologicas e moleculares. O
uso de estratégias biotecnoldgicas tem sido primordial na pesquisa com fungos. A vasta
diversidade fungica apresenta grande potencial, principalmente associada a estudos de
aplicacdes biotecnolégicas, como no campo ambiental, farmacéutico, industrial, agricola,
alimenticio, genémico dentre outros.

E um privilégio organizar e compartilhar conhecimento na obra “Micologia: fungos
e/ou seus metabdlitos como objeto de estudo” publicada pela editora Atena, por se tratar
de um material extremamente interessante e muito bem produzido por seus autores
que evidencia essa area tao importante. Como pesquisador da area desejo que esse
primeiro volume seja apenas o inicio e que desperte o interesse dos académicos atraindo
pesquisadores da micologia médica e areas correlatas para publicacdo em novos volumes
com esse foco.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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SUSCETIBILIDADE E FATORES DE VIRULENCIA
DE LEVEDURAS DO COMPLEXO CRYPTOCOCCUS

Data de aceite: 01/06/2020

Lucas Daniel Quinteiro de Oliveira
Programa de Residéncia Multiprofissional
em Saude, Especializacdo em Urgéncia e

Emergéncia, Universidade Federal de Goias
(UFG), Goiania — GO, Brasil.

Lucia Kioko Hasimoto e Souza
Departamento de Microbiologia, Parasitologia,
Imunologia e Patologia do Instituto de Patologia
Tropical e Saude Publica (IPTSP), Universidade
Federal de Goias (UFG), Goiania — GO, Brasil.

Maria do Rosario Rodrigues Silva
Departamento de Microbiologia, Parasitologia,
Imunologia e Patologia do Instituto de Patologia
Tropical e Saude Publica (IPTSP), Universidade
Federal de Goias (UFG), Goiania — GO, Brasil.

Benedito Rodrigues da Silva Neto
Departamento de Microbiologia, Parasitologia,
Imunologia e Patologia do Instituto de Patologia
Tropical e Saude Publica (IPTSP), Universidade
Federal de Goias (UFG), Goiania — GO, Brasil.

dr.neto@ufg.br

RESUMO: O
neoformans

complexo  Cryptococcus

compreende duas espécies,
responsaveis por causar criptococose, sendo
a principal manifestagdo a meningoencefalite
em imunocomprometidos. Sua patogenicidade
esta relacionada aos fatores de viruléncia. O

tratamento desta enfermidade ¢ dificultado

Micologia: Fungos e/ou seus Metabdlitos como Objeto de Estudo

NEOFORMANS

devido aos farmacos apresentarem alta

toxicidade, resisténcia do fungo e pouca

eficiéncia  terapéutica. Pesquisa com
produtos naturais biologicamente ativos tem
demonstrado que os 6leos essenciais (OEs)
apresentam importante atividade antifungica.
Assim, o presente estudo teve como objetivo
avaliar a efichdcia como antifungico e acao
sobre os fatores de viruléncia em espécies do
complexo C. neoformans do 6leo essencial
de Cybopogom flexuosus (Capim limao). C.
flexuosus reduziu o tamanho da capsula em
48,7%, inibiu a produ¢cado de melanina, urease,
fosfolipase e DNAse em 30%, 30%, 25% e 15%
respectivamente. Os dados demonstraram
que os isolados nao produziram proteinase
e a atividade hemolitica foi reduzida em 45%
para C. flexuosos. Os resultados enaltecem o
potencial desse 6leo essencial no tratamento
da criptococose assim como na inibicdo
dos fatores de viruléncia. Esses dados sao
promissores, sendo necessario pesquisas mais

aprofundadas para o desenvolvimento um novo

farmaco.
PALAVRAS-CHAVE: Cryptococcus
neoformans, O6leos essenciais, Cybopogom

flexuosus, fatores de viruléncia.
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INFLUENCE OF THE CYMBOPOGON FLEXUOSUS ESSENTIAL OIL ON THE
SUSCETIBILITY AND YEAST VIRULENCE FACTORS OF THE CRYPTOCOCCUS
NEOFORMANS COMPLEX

ABSTRACT: The Cryptococcus neoformans complex comprises two species, responsible
for causing cryptococcosis, the main manifestation of which is meningoencephalitis
in immunocompromised individuals. Its pathogenicity is related to virulence factors.
The treatment of this disease is difficult due to the fact that the drugs have high toxicity,
resistance of the fungus and little therapeutic efficiency. Research with biologically active
natural products has shown that essential oils (OEs) have important antifungal activity. Thus,
the present study aimed to evaluate the efficacy as an antifungal and action on virulence
factors in species of the C. neoformans complex of Cybopogom flexuosus (Capim lemon)
essential oil. C. flexuosus reduced the size of the capsule by 48.7%, inhibited the production
of melanin, urease, phospholipase and DNAse by 30%, 30%, 25% and 15% respectively. The
data demonstrated that the isolates did not produce proteinase and the hemolytic activity was
reduced by 45% for C. flexuosos. The results highlight the potential of this essential oil in the
treatment of cryptococcosis as well as in the inhibition of virulence factors. These data are
promising and further research is needed to develop a new drug.

KEYWORDS: Cryptococcus neoformans, essential oils, Cybopogom flexuosus, virulence
factors.

11 INTRODUCAO

As leveduras do complexo Cryptococcus neoformans compreende por fungos
altamente patogénicos, causadores de sintomas graves e evoluindo para lesbes no
sistema nervoso (SNC), este acometimento contribui para aumento da mortalidade (Chang
& Kwon-Chung 1994; Durski et al. 2013; Meya et al. 2015those with CM at day 0 (n = 40).

A infeccdo denominada de Criptococose € responsavel por acometer de forma
sistémica e estarelacionada com duas espécies: Cryptococcus neoformans e Cryptococcus
gattii (Cogliati 2013). Esta infeccéo fungica ocorre de forma inesperada e auxiliada por
fatores de viruléncia especificos a exemplo da capsula polissacaridica, fosfolipase,
uréase, proteinase, hemolisinas, melanina e Dnase favorecem a patogenia (Steinbach et
al. 2007).

O diagnostico da criptococose é realizado através de exames laboratoriais, usando
técnicas de exame direto (ED), cultura, sorologia, diagnostico molecular a partir de
amostras do liquor, escarro, biopsia tecidual, lavado brénquico, sangue, urina, secrecao
prostatica e amostra de medula (Mitchell & Perfect 1995; Gazzoni et al. 2008).

Atualmente o servico de saude utiliza alguns farmacos para conter a evolugcéo da
doenca, entretanto nem sempre € suficiente para alcancar uma terapéutica eficaz, pois
efeitos colaterais causados pela presenca de toxicidade e resisténcia farmacoldgica
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prejudicam a continuidade do tratamento, entre esses os principais antifungicos prescritos
sao fluconazol, anfotericina B e itraconazol (Saag et al. 2000; Ellis 2002; Severo et al.
2009; Davis et al. 2015;Ravikant et al. 2015).

O género Cymbopogon pertence a familia Poaceae e contém 140 espécies sendo
encontradas por todas regides do mundo e na india foram descritas cerca de 45 espécies.
Esta planta em regides de clima tropical e subtropical, espalhadas pela Asia, Africa e pelas
Américas, especificamente em regides de solo montanhoso, arenosos € em pastagens
(Padalia et al. 2011).

2| METODOLOGIA

2.1 C. flexuosus

O Oleo essencial de C. flexuosus armazenado na temperatura -4°C a fim de manter
a integridade estrutural e conservar todos os compostos fitoquimicos. O OE foi preparado
por solubilizacdo em dimetilssulfoxido 0,1% (DMSO) e diluidos em meio Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) (Sigma, EUA), com glutamina e sem bicarbonato de sédio,
tamponados a pH 7,0 com acido morfolinopropanossulfénico (MOPS, Sigma Chemical).
Para a realizacdo dos experimentos foi utilizada a concentragao final de 20000 yg/mL do
OE e a partir desta foi desenvolvida uma solugéo inicial de 2048 pyg/mL.

2.2 Inéculos

Os estudos foram realizados utilizando 20 isolados do complexo C. neoformans de
origem clinica, entre esse duas cepas ATCC 90112 C.neoformans e ATCC24065 C.gattii
pertencentes Micoteca do Laboratoério de Micologia do IPTSP/UFG. Todos os isolados
foram obtidos do liquor de pacientes com SIDA.

2.3 Avaliacao da susceptibilidade in vitro para determinacao da CIM e CFM

Para avaliacéo da atividade antifungica, foi utilizada a metodologia de microdiluicao
em caldo padronizada pelo CLSI, mostrando que OE de C. flexuosus em 15 isolados de C.
neoformans mostrou uma média da CIMs de 192 pyg/ml, onde 53,8% apresentou 16 pg/ml.
Além disso constatamos que as CFMs 320 pyg ml, demonstrando que 46,1% dos isolados
de C. neoformans foram inibidos em 256 pg/ml.

Para 5 isolados de C. gattii observou-se CIMs de 72 pyg/ml, sendo que 66,6% foram
inibidos a 128 pg/ml e os dados obtidos para CFMs mostraram que na concentragcao de
128 pg/ml, ndo se observou crescimento em 50% dos isolados.

Os valores da CIM, foi de 128ug/ml e na CIM,, foi 256pg/ml. Observamos que valores
de CIM e CFM a acédo do OE caracterizou pelo efeito fungistatico em concentracdes

menores que 4 X CIM.
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O OE C. flexuosus conseguiu apresentar acéo antifungica eficaz sobre as leveduras
do complexo C. neoformans, no entanto devido a utilizacdo de concentracdes altas é

sugestivo que sua acao seja caracterizada como moderada em relagcéo a outros estudos.

3 | RESULTADOS

3.1 Cinética de crescimento microbiano

A observacdo do crescimento dos isolados de Cryptococcus foi analisada pela
técnica de Klepser et al. 1997 & 1998, onde apds acao do OE em diversas concentracdes
do OE e periodos de exposicéo é realizada a contagem de colénia formadas.

A acédo do OE de C. flexuosus interagindo no crescimento das leveduras de C.
neoformans ATCC 90112 demonstraram diminuicdo na contagem de colbnias nas
concentragdes de 2 X CIM e 4 X CIM. Em uma concentragéo correspondente a 2 X CIM
apos 20 h, ndo se observou o crescimento de colénias, 0 mesmo ocorrendo apds 6 horas
submetidas a 4 X CIM.
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Figura 01 - Cinética de crescimento de C. neoformans sob diversas concentracbes do OE de C.
flexuosus.

Acdo da C. flexuosus sob o crescimento da cepa de C. gattiATCC 24065 demonstrou
que 8 horas de exposicao inibiu o crescimento total na concentracao de 4XCIM. Quando
submetido a concentracdes inferiores, nao houve inibicao o crescimento do fungo

3.2 Formacao da capsula polissacaridica

A analise da formacé&o de capsula foi realizada através da metodologia de indugéo
de capsula padronizada por Zaragoza & Casadevall, 2004, onde utilizamos um meio

indutor acrescido de OE em diversas concentracbes para inoculacdo dos isolados de
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Cryptococcus.

Figura 02 - Cépsula formada pelo isolado L2 de C. neoformans apés exposi¢do aos: (a) — controle
positivo (b) C. flexuosus em tinta da nanquim (400X).

Foi observado que os isolados submetidos como controle positivo, meio contendo
somente o indutor, apresentaram uma média de diametro capsular de 10,30um enquanto
no controle negativo usando somente Caldo Sabouraud dextrose 3% foi 4,72um.
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Figura 03 - Média dos diametros das capsulas produzidas por isolados do complexo C. neoformans
apos acédo do OEs de C. flexuosus, controle positivo (meio indutor) e controle negativo (CSD).
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Figura 04 - Comparacao dos resultados do didmetro da cdpsula de C. neoformans expostas ao OE de
C. flexuosus, controle positivo e negativo.

No entanto ao realizar o teste usando o OE C. flexuosus mostrou variacao do
tamanho da capsula para 5,45 um, esses valores demonstraram que houve uma redug¢ao
significativa no didametro em comparacdao com o controle positivo (p<0,0001).

3.3 Producao de melanina

A avaliacdo da capacidade de produgcdo de melanina foi realizada com auxilio do
método de Paliwal & Randhawa, 1978, usando o meio de cultura 4gar niger como meio de
cultura que favorecera a formacgéo do pigmento.

Analisando a acdo do 6leo de C. flexuosus utilizando a CIM em meio de cultura,
observamos que apés a inoculacao das leveduras obtivemos resultados demonstrando
inibicdo da producédo em respectivamente 12 isolados.

3.4 Producao da uréase

O experimento para observacdo da acdo da enzima foi realizado através da
inoculagdo dos isolados em meio de cultura ureia de Christensen segundo Gomes et
al.2010 contendo o 6leo analisado. Os testes com C. flexuosus mostrou que ao usar a
CIM houve inibicao da producéo em 25 % dos isolados avaliados.

3.5 Atividade da fosfolipase

A observacédo da atividade da enzima foi analisada a partir da metodologia de
crescimento em meio fosfolipase desenvolvida por Price et al. 1982. Onde foi possivel
detectar zonas de acédo enzimatica ao entrar em contato com o meio de cultura rico em
lipideos.
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Figura 05 - Avaliacdo da atividade de fosfolipase com formacéao de halos precipitagéo dos isolados do
complexo Crytococcus neoformans e controle ATCC 90028 (Candida albicans) expostos a C. flexuosus.
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Figura 06 - Resultados da média dos valores da atividade enzimética dos isolados do complexo C.
neoformans submetidos ao OE de C. flexuosus.

Os experimentos utilizando %2 CIM do OE de C. flexuosus mostrou que 10% dos
isolados nao demostraram efeito da fosfolipase no meio de cultura, no entanto ao usarmos

a CIM o percentual de reducéo alcangou 25%.

3.6 Atividade da proteinase

A proteinase foi avaliada pela técnica de Ruchel et al.1982, caracterizada pela
utilizacdo de um meio de cultura rico em albumina bovina podera interagir com a enzima.
Os testes mostraram que as leveduras analisadas nao apresentaram atividade desta
enzima, sendo que o controle positivo com ATCC 90028 C. albicans foi caracteristico para

atividade enzimatica.
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3.7 Producao das Hemolisinas
Para determinacdo da presenca das enzimas foi utilizada a técnica de Luo et al.
2001. Onde foi possivel aferir a dimensao dos halos formados pela hemdélise causada

pela interacdo das leveduras com o meio de cultura rico a base sangue.

Figura 07 - Avaliacdo da atividade hemolitica em isolados do complexo C. neoformans ap6s ag¢éo de
OE de C. flexuosus.
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Figura 08 - Média dos resultados de atividade hemolitica dos isolados do complexo C. neformans sob
acdo da CIM e 2 X CIM do OE C. flexuosus.

A presenca da zona de hemdlise indicou que o OE na CIM inibiu a atividade

das hemolisinas em 45% dos isolados de Cryptococcus, valores demonstraram ser

significativos (p<0,0001) ao comprar com o controle negativo, na auséncia do 6leo, houve

uma diferenca significativa.
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3.8 Producao da Dnase

O teste para analisar a producéao de Dnase foi realizado em meio de cultura contendo
acido desoxirribonucleico 0,2% (Merk/Alemanha). Para observar a formacédo halos

relacionado com atividade da enzima produzida pelos isolados.

Figura 09 - Producdo de DNAse em isolados do complexo C. neoformans: (a) - Meio de cultura
contendo CIM do OE de C. flexusosus.

Os valores da acao enziméatica ap6s submissao ao 6leo na CIM, mostrou que 15% dos
isolados ndo demostraram halos caracteristicos de atividade da Dnase. Correspondendo
a média da variacdo dos halos de aproximadamente 0,6 mm, em comparagdo com 0O
controle negativo na auséncia de OE com valores de 0,5 mm houve presenca da acao

enzimatica em todos os isolados p=0,0427.
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Figura 10 - Média de didmetro dos halos resultante da acdo da DNAse em isolados de C. neoformans
apds acéo do OE de C. flexuosus.
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41 CONCLUSOES

Os experimentos mostraram C. flexuosus apresentaram acdo antifungica sobre
as leveduras do complexo C. neoformans, apresentando acao fungicida em altas
concentragdes, especificamente acima de 4X CIM. Além disso foi observado a capacidade
que o OE possui para comprometer a capacidade de formacgao da capsula polissacaridica.
O efeito perante outros fatores fui satisfatério, quando se observa a interferéncia na
producédo da melanina em 60% dos isolados avaliados.

Foi constatado que a acao da uréase e fosfolipase foi inibida em 25% das leveduras
analisadas. Valores para a atividade de hemolisinas foram mais expressivos e chegando a
45% de reducado de hemolise. Também foi constatado que producdo de Dnase apresentou
pouca reducdo, onde somente 15% teve auséncia da acdo desta enzima. Perante os
dados analisados, a acao do OE nao foi percebida na avaliacao da proteinase fungica.

Os resultados relacionados a atividade deste OE mostraram atividade antifungica
consideravel na interferéncia da producao de importantes fatores de viruléncia, tornando
de grande importancia a continuidade dos estudos.
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