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RESUMO

O Columba livia foi introduzido no Brasil por volta do século XVI, sendo considerada uma
espécie doméstica e, por possuir caracteristicas sinantropicas, torna-se facilmente um
reservatdrio de agentes patogénicos, e uma fonte importante na cadeia de transmissdo de
patogenos, como a criptococose, que tem como agente etiologico o Cryptococcus neoformans
ou Cryptococcus gattii, porém, em menor frequéncia. Globalmente, observam-se recorréncias
de criptococose durante a terapia de manutengdo, € o acesso limitado a drogas facilita a
adaptacdo desses microrganismos aos antifungicos. No desenvolvimento de novos fairmacos
antifngicos, as plantas medicinais t€ém destaque, com pesquisas que apontam o potencial
fungicida de diversas espécies, incluindo algumas tipicas da regido do Cerrado brasileiro. Esta
pesquisa teve como objetivo analisar a suscetibilidade de isolados ambientais de C.
neoformans obtidos de fezes de C. livia, frente a extratos vegetais brutos e a antifingicos. A
populacdo do estudo foi composta por fezes de Columba livia, coletadas em ambientes
urbanos no municipio de Caxias, Maranhdo. Os isolados fungicos foram identificados
fenotipicamente por meio de provas bioquimicas e por microscopia. Os testes de sensibilidade
frente a extratos vegetais foram realizados por meio da técnica da difusdo em agar Miieller-
Hinton, enquanto os testes com antifingicos foram realizados através da técnica de difusao
em disco. Das 36 amostras de fezes coletadas de C. livia, 69,44% apresentaram crescimento
de colonias do fungo. Os testes de suscetibilidade das cepas de C. neoformans frente aos
extratos vegetais brutos demonstraram sensibilidade varidvel. Os extratos A e B foram
eficazes no controle das cepas de C. neoformans, € observou-se um elevado niamero de cepas
de C. neoformans resistentes a anfotericina B e ao itraconazol. Assim, demonstrou-se que
ambientes no quais existem depositos de excrementos de C. /ivia, especialmente em areas
urbanas com fluxo de seres humanos sdo fontes para o crescimento e disseminagdo do
Cryptococcus neoformans. As cepas fungicas apresentaram padrdo de resisténcia e
suscetibilidade variados em relacdo aos extratos vegetais brutos e aos antifingicos.

Palavras chaves: Antifungicos; Astronium urundeuva (M.Allemado) Engl.;, Cecropia

distachya Huber.; Columba livia;, Cryptococcus gattii; Extratos vegetais; Hymenaea courbaril
L.



ABSTRACT

The Columba livia was introduced in Brazil around the sixteenth century, being considered a
domestic species and, because it has synanthropic characteristics, it easily becomes a reservoir
of pathogens, and an important source in the chain of transmission of pathogens, as
cryptococcosis, which has as its etiological agent the Cryptococcus neoformans or
Cryptococcus gattii, however, in a lower frequency. Globally, cryptococcosis recurrences are
observed during maintenance therapy, and limited access to drugs facilitates the adaptation of
these microorganisms to antifungal agents. In the development of new antifungal drugs,
medicinal plants have been highlighted, with research pointing out the fungicidal potential of
several species, including some typical of the Brazilian Cerrado region. This research aimed
to analyze the susceptibility of environmental isolates of C. neoformans obtained from feces
of C. livia, against crude plant extracts and antifungal agents. The study population was
composed of feces of Columba livia, collected in urban environments in the city of Caxias,
Maranhdo. The fungal isolates were identified phenotypically by biochemical tests and
microscopy. The tests of sensitivity to plant extracts were carried out using the technique of
diffusion in agar Miieller-Hinton, while the tests with antifungal agents were performed using
the disc diffusion technique. Of the 36 stool samples collected from C. /ivia, 69.44% showed
growth of colonies of the fungus. The susceptibility tests of C. neoformans strains against raw
plant extracts showed variable sensitivity. Extracts A and B were effective in controlling the
strains of C. neoformans, and a high number of strains of C. neoformans resistant to
amphotericin B and itraconazole was observed. Thus, it was demonstrated that environments
in which there are deposits of C. /ivia excreta, especially in urban areas with human flow are
sources for the growth and dissemination of Crypfococcus neoformans. The fungal strains
presented a pattern of resistance and susceptibility varied in relation to raw plant extracts and
antifungals.

Keywords: Antifungal; Astronium urundeuva (M. Allemao) Engl.; Cecropia distachya
Huber.; Columba livia; Cryptococcus gattii; Plant extracts; Hymenaea courbaril L.
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1. INTRODUCAO

O Columba livia (Pombo-doméstico), foi introduzido no Brasil por volta do século
XVI pelos Europeus e logo espalhou-se por todo o territorio nacional. Considerada como uma
espécie doméstica, e possuindo caracteristicas sinantropicas, facilmente tornam-se
reservatorios de agentes patogénicos. Sendo esse o fator, que coloca o C. /ivia entre as aves
que apresentam grande problema a saude publica (DA SILVA GOMES et al., 2020;
VASCONCELOS et al., 2018).

A proliferagdo desses animais, provoca transtornos de ordem sanitaria, aumentando o
risco de exposicao a patdgenos, que sao eliminados pelos excrementos dessas aves. O C. [ivia
¢ responsavel pela transmissao de diversas doencas, tais como a clamidiose, salmonelose,
histoplasmose, toxoplasmose, microsporidiose € a criptococose, na qual ¢ frequentemente
descrita em todo o mundo (MOUTINHO et al., 2015; SANTOS et al., 2020; RODRIGUES;
MORAES; DE MESQUITA, 2022). A presenca dessas aves no ambiente peridomiciliar ¢
relacionada com a ocorréncia de infecgdes criptococicas ainda em animais de estimagdo (DA
SILVA GOMES et al., 2020).

A criptococose tem como agente etiologico o Cryptococcus neoformans (Sanfelice)
Vuillemin, uma levedura encapsulada, que foi isolada pela primeira vez em 1894 de um suco
de péssego por Sanfelice na Itdlia. No mesmo ano foi descrito por Busse o primeiro caso de
criptococose, no qual isolou-se a levedura de uma cultura proveniente de uma lesdo
semelhante a um sarcoma na tibia de um jovem infectado (KWON-CHUNG et al., 2014).
Posteriormente, descobriu-se que a fonte mais importante para a manutencao desse fungo na
natureza eram as fezes de C. livia, com o acumulo de seus excrementos (Guano) favorecendo
seu desenvolvimento (BUITRAGO-MEDINA et al., 2013).

Desde sua descoberta a criptococose tem sido amplamente estudada devido a sua
relevancia clinica, sendo uma infeccao fungica de alta morbidade e mortalidade (CHANG et
al., 2024). Os pacientes que apresentam infec¢do disseminada e sintomatica, geralmente sdo
aqueles que se encontram em um estado imunoldgico comprometido, como ¢ o caso da
meningoencefalite criptococica, que ¢ mundialmente associada a infec¢do pelo HIV mas,
ocorrendo ainda em outros casos de imunossupressao como em pacientes em tratamento
prolongado com corticosteroides, transplante de 6rgdos, malignidade avancada, diabetes,
sarcoidose e doenga idiopatica Linfocitopenia CD4 (KWON-CHUNG et al., 2014).

Além do C. neoformans, a criptococose pode ser causada por uma variedade do

mesmo género, o Cryptococcus gattii, porém, em menor frequéncia. A estratégia
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farmacolégica para tratamento da infecg@o criptocdcica ¢ a base de antifungicos sistémicos,
com a anfotericina B sendo a droga de primeira escolha, associada ou ndo a 5-fluorocitosina
quando necessario a utilizagdo de terapia de indugao, e ainda, um triazol fungistatico para a
manuten¢do da terapia (CHANG et al., 2018).

Globalmente, o que se tem observado ¢ que recorréncias de criptococose durante a
terapia de manutencdo (CHANG et al., 2018). Essa crescente resisténcia das cepas estd
relacionada a ampla utilizacdo desses antifungicos na medicina, somando-se ao acesso
limitado das drogas que possuem baixa toxicidade e eficacia clinica significativa, além da
hibridizacao entre Cryptococcus spp. (BERMAS, GEDDES-MCALISTER, 2020; NAICKER
et al., 2020; BASTOS et al., 2021).

O desenvolvimento de novos farmacos antifungicos, que sejam altamente seletivos
para fungos e ndo tdxicos para os seres humanos, representam uma problematica, devido a
similaridade entre as células fiingicas e dos mamiferos proximos por sua natureza eucariotica,
logo, muitas moléculas com potencial toxicidade para os fungos também sdo para os demais
hospedeiros humanos (BERMAS, GEDDES-MCALISTER, 2020). Na pesquisa por novos
farmacos as plantas medicinais possuem seu destaque, com seu uso na medicina popular
acompanhando o ser humano desde o principio.

Diversos estudos demonstram o potencial fungicida de diversas espécies, e dentre
essas, algumas que sdo tipicas da regido do cerrado brasileiro (CHAVES et al., 2018). Como
as pertencentes ao género Hymenaea (Jatobd), cuja casca ¢ utilizada para o tratamento
empirico de diversas doencas (BARBOSA JUNIOR et al., 2015). E diversas espécies do
género Cecropia (Embauba), no qual ja se identificou inimeras propriedades farmacologicas
derivadas de extratos (RIVERA-MONDRAGON et al, 2021). Além do género Astronium,
com muitas espécies conhecidas popularmente como Aroeira, descrita na literatura com uso
popular diverso e potencial farmacoldgico para o tratamento de doengas do aparelho
respiratorio, doengas da pele do tecido subcutaneo, e atividade antifungica (OLIVEIRA et al.,
2023; BONIFACIO et al., 2024).

O trabalho de pesquisa teve como questdo norteadora: Qual o potencial efeito
fungicida de extratos vegetais brutos de Hymenaea courbaril L., Astronium urundeuva
(M.Allemao) Engl., e Cecropia distachya Huber frente a isolados de Cryptococcus
neoformans das fezes de Columba livia no municipio de Caxias-Maranhao?

Esta pesquisa teve como objetivo analisar a suscetibilidade de isolados ambientais de
C. neoformans obtidos de fezes de C. livia, frente a extratos vegetais brutos e a antifungicos.

E como especificos, isolar o Cryptococcus neoformans das fezes de Columba livia; além de
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realizar a identificagdo fenotipica dos isolados de C. neoformans, e estabelecer o perfil de
suscetibilidade frente aos extratos vegetais brutos.

Visando combater a resisténcia microbiana, em especial contra o Cryptococcus
neoformans, devido ao aumento da resisténcia ao tratamento convencional, esses extratos
vegetais podem ser uma possivel saida para a descoberta de novas potenciais substancias para
a producao de farmacos que sejam seletivos para essa levedura, assim, este trabalho justifica-
se pela necessidade da realizacdo de testes de suscetibilidade frente a microrganismos em
especial fungos utilizando extratos vegetais com potencial capacidade fungicida ou

fungistatica ao Cryptoccus neoformans.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cryptococcus neoformans

Francesco Sanfelice ao isolar microrganismos de um suco fermentado de péssego
encontrou uma levedura, que era caracterizada pela sua forma de colonia Unica, o que
influenciou a denomina-la assim de Saccharomyces neoformans (SRIKANTA;
SANTIAGO-TIRADO; DOERING, 2014). No ano de 1984 Otto Busse descreveu o que seria
0 primeiro caso na literatura de criptococose, isso ao isolar uma cultura de leveduras derivada
de uma lesdo na tibia de um jovem na qual se assemelhava a um sarcoma, denominando o
agente causador dessa patologia de Saccharomycosis hominis (KWON-CHUNG et al., 2014).

Em um periodo préoximo Curtis (Professor de patologia na faculdade de medicina de
Lille, Franga) estudava um fungo semelhante quando percebeu uma diferengca comparado ao
descrito anteriormente, denominando este de Saccharomyces subcutaneous tumefaciens n. sp.,
cepa essa que futuramente seria denominada de Cryptococcus gatti, sendo, portanto, essa a
primeira  descricdo na literatura de isolado dessa levedura (SRIKANTA;
SANTIAGO-TIRADO; DOERING, 2014).

Anos mais tarde Vuillemin (1901) (Professor da faculdade de medicina de Nancy,
Franca) ao estudar essas cepas determina que elas nao possuiam a capacidade de fermentagao
de acgucar e a formacdo de ascosporos que sdo caracteristicas de leveduras pertecentes ao
género Saccharomyces, reclassificando-as e denominando assim como Cryptococcus hominis
e C. neoformans, respectivamente (KWON-CHUNG et al, 2014). O resurgimento do C. gattii
ocorreu no ano de 1970 onde uma cepa atipica de C. neoformans foi isolada de um paciente
leucémico e foi descrita como C. neoformans var. gattii (BOVERS; HAGEN; BOEKHOUT,
2008).
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Atualmente as espécies pertencente ao género Cryptococcus formam um complexo de
duas espécies, C. Neoformans e C. gattii divididas em sorotipos de A a D, sendo A e D para o
C. neoformans ¢ B e C para o C. gatti. O C. neoformans possui duas variedades, o C.
neoformans var grubii e C. neoformans var neoformans, com o sorotipo A para a primeira e
sorotipo D para a segunda (HAGEN et al., 2015).

Além dos sorotipos A e D, existe ainda um hibrido AD, como o isolado original
descrito por Sanfelice (1885), que ¢ mantido como CBS132, um hibrido de sorotipo AD
(HAGEN et al., 2015), esse tipo de hibrido ¢ mais comumente encontrado no continente
africano, porém, sua propor¢do varia em todo o mundo inclusive nas américas, os isolados do
tipo D s@o em grande maioria encontrados na Europa (DESNOS-OLLIVIER et al., 2015).

O C. neoformans e suas variedades grubii e neoformans sao divergentes do C. gattii
por seus caridtipos eletroforéticos, impressdes digitais de DNA, sequéncias espagadoras
intergénicas (IGS) do DNA ribossémico, caracteristicas fisiologicas e bioquimicas. Assim, o
complexo de espécies C. gattii/C. neoformans ¢ dividido em sete genotipos haploides e quatro
hibridos (HAGEN et al., 2015). Com relagdo aos tipos moleculares, o C. neoformans foi
agrupado em AFLP1/VNI e AFLPIA/VNII (Cryptococcus neoformans var. grubii),
AFLP3/VNIII (hibrido) e AFLP2/VNIV (C. neoformans var neoformans), e o C. gattii com 0s
dois sorotipos (B e C) agrupado nos tipos AFLP1/VGI, AFLP6/VGII, AFLP5/VGIII e
AFLP7/AFLP10/VGIV (ALVES et al., 2016; HAGEN et al., 2015).

O complexo de espécies C. neoformans ¢ amplamente disperso no meio ambiente,
especialmente em solo enriquecido com excrementos de pombos ou passaros gregarios, € o C.
neoformans var neoformans isolado mais comumente de excrementos de pombos, ja o0s
membros do complexo C. gattii possuindo como nicho ecoldgico primdrio varias espécies de
arvores, estando presentes em cascas, cavidades e madeira em decomposicao (REIS et al.,
2021; VREULINK et al., 2017).

O C. neoformans var grubii que corresponde ao sorotipo A ¢ o agente causador da
criptococose (meningite criptocdcica) mais comum no mundo, principalmente em pacientes
imunossuprimidos pela AIDS, sendo sua prevaléncia consideravelmente maior que infec¢des
por C. gattii (FANG; FA; LIAO, 2015).

Nas Américas existem poucos estudos relacionados a epidemiologia do Cryptococcus,
no Brasil estima-se que a incidéncia média anual ¢ de 2,4 a 4,5 casos de criptococose
meningea por milhdo de habitantes com a taxa de mortalidade em torno de 73%, em outros

paises das Américas estima-se que a prevaléncia da criptococose esta entre 10 a 76% dentre as
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micoses mais constantes, tendo o C. neoformans VNI (var. grubii) com o tipo molecular mais
encontrado em reservatorios ambientais (FIRACATIVE; MEYER; CASTANEDA, 2021).

Porém, a var. neoformans também tem sua contribuicdo epidemioldgica nas américas,
ja descrita desde a década de 90 como demonstrado em um estudo realizado no Brasil por
ROZENBAUM et al., (1992), no qual em isolados clinicos de C. neoformans de pacientes
com criptococose disseminada em 88,23% das amostras eram de C. neoformans var.
neoformans e somente 9,41% eram C. gatti. Outros pesquisadores também isolaram C.
neoformans var neoformas do meio ambiente (LAZERA et al., 1996; MEDEIROS RIBEIRO
et al., 2006; COLOMBO, G. et al, 2015).

E apesar dessa levedura possuir diferentes padrdes de distribui¢ao geografica, todas as
variedades foram isoladas em todos os continentes do globo. No Brasil observa-se que o perfil
epidemioldgico da criptococose por C. gattii concentra-se em grandes areas da regido
Amazobnica e do semiarido do Nordeste, enquanto a desencadeada por C. neoformans ¢ mais
prevalente nas regides Sul e Sudeste. Observa-se ainda que a presenga de diferentes cepas em
ambientes diversos pode contribuir para infecgdes concomitantes, conforme ja relatado em
estudos que descreveram quadros clinicos decorrentes de infecgdes por duas variedades

distintas (VNI e VNIV) (ANDRADE-SILVA et al., 2018; ALVES SOARES et al., 2019).

2.2 Criptococose
A criptococose ¢ uma doenca infecciosa causada por uma levedura encapsulada do

género Cryptococcus, e apesar desse género de basidiomicetos possuir mais de 30 espécies
distribuidas em todo o mundo, duas espécies se destacam por possuirem maior capacidade
patogénica aos seres humanos, o Cryptococcus neoformans e o Cryptococcus gattii
(MAZIARZ, 2016). Essas duas leveduras causam inflamacdo granulomatosa em muitos
orgdos, ndo s6 em seres humanos, mas, também em animais domésticos (MAESTRALE,
2015).

O C. neoformans ¢é caracterizado pela capacidade de infectar tanto pacientes
imunocomprometidos como hospedeiros aparentemente imunocompetentes. Ja o C. gattii €
considerado um patdgeno que, ao longo da historia possui uma maior capacidade de infectar
hospedeiros imunocompetentes. No entanto, existe um consenso na literatura de que em
condi¢des preexistentes e estados de imunossupressio, mesmo que sejam defeitos
imunologicos subclinicos, podem representam um risco para a infeccdo por ambas as espécies

(MAZIARZ, 2016).



17

Em geral infecgdes causadas pelo C. gattii resultam em complicagdes neurologicas
mais frequentes quando comparado com C. neoformans (FANG; FA; LIAO, 2015). Essa
infeccdo fungica de alta morbidade e mortalidade (CHANG et al, 2024), ocorre
principalmente através da inala¢do de esporos do Cryptococcus neoformans e Cryptococcus
gattii na forma de levedura ou basidiosporos, de origem ambiental (ZAVALA; BADDLEY,
2020; LIU et al., 2016).

A infeccdo por essas cepas, compartilham caracteristicas clinicas comuns, na
criptococose pulmonar grande parte dos infectados sdo assintomaticos, e aqueles que
apresentam sintomas podem apresentar quadros de tosse, dispneia, febre, suores noturnos,
hemoptise e dor toracica pleuritica (NADROUS et al., 2003; HOWARD-JONES et al., 2022;
HSIAO et al., 2022).

O género Cryptococcus nao causa somente doenca pulmonar, possuindo uma
predilegdo pelo sistema nervoso central (SNC), tendo como manifestacdo classica o
desenvolvimento de meningoencefalite, uma condicao potencialmente fatal, podendo ocorrer
ainda infecgdes combinadas entre o SNC e pulmonar, além da possibilidade do

desenvolvimento de uma forma sistémica (HOWARD-JONES et al., 2022; DAY et al., 2013).

Figura 1. Diagrama do Cryptococcus ambiental e disseminagdo no hospedeiro.
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Dados da literatura descrevem a cépsula polissacaridica como o principal fator de
viruléncia do Cryptococcus, aumentando de forma dréstica durante uma infeccao, ela fornece
aos patogenos vantagens servindo como barreira contra a fagocitose por macréfagos do
hospedeiro e auxilia as cepas engolfadas a sobreviverem intracelularmente, protegendo o

patdgeno contra espécies reativas de oxigénio e radicais livres dentro dos fagossomos, além
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de complicar a resposta dos anticorpos (BOODWA-KO, DOERING, 2024; ZAVALA,
BADDLEY; 2020).

A cépsula ¢ composta principalmente por glucuronoxilomanano (GXM), e em menor
propor¢do por glucuronoxilomanogalactana (GXMGal) e de manoproteinas. Pesquisas
comprovam que a GXM interage com as células dos hospedeiros, e acredita-se que esse
polimero induz a liberagdo de L-selectina e a expressdao de C5aR em neutrdfilos, ja a
GXMGal induz a expressao de Fas-L e apoptose em macrofagos peritoneais murinos, sendo
eficiente na inducdo de 6xido nitrico (NO) e secrecdo de TNF-a. Esses polissacarideos sdao
liberados no ambiente do hospedeiro € modulam a resposta imune, o que garante sua
sobrevivéncia, com a auséncia dessa capsula resultando em aviruléncia (BOODWA-KO,

DOERING, 2024; ROCHA et al., 2015).

2.3  Clinica da criptococose
As principais manifestacoes clinicas da criptococose ocorrem devido a infecgdes no

trato respiratorio inferior, que na maioria dos casos sdo autolimitadas, além de infeccdo no
sistema nervoso central (SNC) que tende a evoluir para meningite criptococica e
criptococomas cerebrais, resultando em altas taxas de morbidade neuroldgica (PERFECT et
al., 2010; NEGRONI, 2012; GUSHIKEN, SAHARIA, BADDLEY, 2021).

Em muitos casos, os sintomas sdo inespecificos e subagudos, desenvolvendo-se ao
longo de um periodo prolongado e assemelhando-se a sintomas de outras meningites,
incluindo dores de cabega, febre, nauseas, vomitos, mal-estar, alteragdo do estado mental ¢
aumento da pressdo intracraniana. Este ultimo ¢ um dos principais focos no manejo clinico,
exigindo terapia antiflingica prolongada (GUSHIKEN, SAHARIA, BADDLEY, 2021;
PERFECT et al., 2010).

Na evolugdo da criptococose pulmonar, assim como na neurocriptococose, observa-se
manifestagdes clinicas variadas e sintomas inespecificos, como febre, tosse, dispneia, suores
noturnos, mal-estar, dor toracica menos frequentemente, hemoptise. Isso devido as variagdes
de contaminacdo, que vao desde uma colonizagdo assintomadtica das vias aéreas até nddulos
pulmonares, com presen¢a de massas pulmonares isoladas, indo de um simples nédulo a
grandes massas cavitarias, multiplos nodulos ou infeccdo intersticial disseminada
generalizada, além de pneumonia de rdpida progressio com sindrome do desconforto
respiratorio agudo (GUSHIKEN, SAHARIA, BADDLEY, 2021; HOWARD-JONES et al.,
2022).
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Esses diferentes sitios de infeccdo podem ocorrer de forma combinada resultando em
criptococose disseminada. Atingindo até mesmo o sistema esquelético, que apesar de ser uma
manifestagdo incomum, ocorre em 10% dos pacientes com criptococose dissemina (TSAI,
YANG, 2024). Vale lembrar que o primeiro caso publicado de criptococose descrevia uma

osteomielite tibial (GUSHIKEN, SAHARIA, BADDLEY, 2021).

2.4  Terapéutica
Em pacientes imunocomprometidos pelo HIV, a escolha do tratamento leva em

consideracdo trés pontos criticos, o primeiro ¢ a terapia antifingica, seguido do
gerenciamento da pressdo intracraniana para meningite criptococica e a terapia antirretroviral
para restaurar a fun¢do imunologica (SRICHATRAPIMUK; SUNGKANUPARPH, 2016).

O Cryptococcus € suscetivel a polienos, flucitosina e aos azois. E para a escolha do
tratamento leva-se em consideracdo a extensdo da contaminagdo. Apesar do C. gattii parecer
ser menos sensivel a terapia antifingica do que o C. neoformans, e existam pequenas
distingdes na pratica clinica entre as espécies, 0s protocolos terapéuticos sao os mesmos, no
qual a monoterapia com fluconazol ¢ recomendada para doenga pulmonar leve a moderada, e
em casos graves uma terapia de inducdo a base de anfotericina B e uma droga de consolidagao
e manutengdo (FANG; FA; LIAO, 2015; SRICHATRAPIMUK; SUNGKANUPARPH,
2016).

Nos casos em que ndo ha evidéncia de criptococose disseminada, o tratamento para a
criptococose pulmonar ¢ o mesmo utilizado para infecgdes do SNC, para casos moderados,
administra-se fluconazol de 400 a 800 mg por dia, durante um periodo de 6 a 12 meses. Em
infeccdes cutaneas, utiliza-se 400 mg didrios por 3 a 6 meses, € para meningite criptococica e
casos de criptococose disseminada ou do SNC, recomenda-se uma dose tunica de 10 mg/kg de
anfotericina B lipossomal, seguida por duas semanas de flucitosina (25 mg/kg, quatro vezes
ao dia) e fluconazol (1200 mg diariamente) por 2 a 6 semanas (CHANG et al., 2024;
PERFECT et al., 2010; CHEN et al., 2013).

2.5 Diagnostico laboratorial
O diagnéstico da criptococose disseminada envolve culturas positivas de no minimo

dois locais distintos ou hemoculturas positivas, com caracteristicas clinicas que podem incluir
inchacgo e sensibilidade dos tecidos moles, com uma duracdo média de trés meses antes do

aparecimento da sintomatologia (TSAI, YANG, 2024).
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Na atualidade, existem diversas técnicas que facilitam o diagndstico laboratorial da
criptococose, desde a pesquisa direta do fungo por microscopia até o imunoensaio enzimatico,
e a deteccao de antigeno criptocdcico (CrAg) em fluidos corporais, utilizando métodos como
aglutinacdo em latex (LA) (GUSHIKEN, SAHARIA, BADDLEY, 2021; LINDSLEY et al.,
2011; SHI et al.,, 2024). O exame microscopico visa identificar a levedura capsular
polissacaridica no liquido cefalorraquidiano (LCR), caracterizada por seu formato esférico, no
qual ¢ isolada através de culturas em agar Sabouraud dextrose (SABITU et al., 2019;
FRANZOT et al., 1997).

Os testes de CrAg, incluindo aglutinagdo em latex (LA), ensaio de fluxo lateral (LFA),
teste de antigeno glucuronoxilomanano (GXM) e ensaios imunoenzimaticos (ELISAs), sdo
métodos diagnosticos essenciais para a criptococose (SHI et al., 2024). O teste de aglutinagao
possui mais de 90% de sensibilidade e especificidade para a criptococose, mas pode ser
menos sensivel para o diagndstico do C. gattii. O ensaio de fluxo lateral apresenta a maior
sensibilidade para o polissacarideo dos sorotipos criptocdcicos, podendo, entretanto, gerar
falsos positivos e falsos negativos (efeito prozona) em pacientes com alta carga criptococica
(GUSHIKEN, SAHARIA, BADDLEY, 2021).

Os testes de antigeno criptococico ndo diferenciam C. neoformans de C. gattii
(GUSHIKEN, SAHARIA, BADDLEY, 2021). Contudo, hd uma técnica simples para
distinguir as duas espécies, desenvolvida em 1978, que utiliza cultura em 4gar creatinina-
dextrose com azul de bromotimol (CDB). Nessa cultura, o C. neoformans var. gattii torna o
meio azul, enquanto o C. neoformans var. neoformans nao altera a cor do meio (KWON-
CHUNG, POLACHECK, BENNETT, 1982). Novas metodologias para o diagnodstico da
criptococose continuam a surgir, incluindo o NGS (sequenciamento de nova geragdo), uma
técnica promissora com capacidade de em teoria detectar todos os patdogenos conhecidos (SHI

et al., 2024).

2.5 A  Dbiodiversidade como potencial para a descoberta de novos
antimicrobianos

Ao longo da histdria, a natureza tem sido uma fonte de cura para a humanidade, e o
reino vegetal possui a capacidade de produzir compostos complexos, desenvolvidos ao longo
de milhares de anos de evolucao bioldgica. Em sua maioria, esses compostos sdo metabolitos
secundarios que evoluiram dentro de wum ambiente bioquimico diversificado

(DESMARCHELIER, 2010; T RAMESHA et al., 2011).
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Apesar do seu uso ao longo da evolugdo humana, somente no inicio do século XIX os
primeiros metabolitos de produtos naturais derivados de plantas foram isolados. O
farmacéutico Friedrich Wilhelm Adam em 1984 isolou a morfina, droga extraida do Papaver
somniferum, € em dois anos esse metabolito foi disponibilizado no mercado farmacéutico pela
Merck (1826) como um analgésico (SILVA et al., 2022).

Muitas outras drogas derivadas de produtos naturais foram revolucionarias, como o
antibiotico penicilina (descoberta em 1928 por Alexander Fleming) derivado do Penicillium
sp., o acido salicilico do Salix sp. e o agente anticancer taxol do Taxus brevifolia (T
RAMESHA et al., 2011). Apos a penicilina diversas descobertas de antibioticos aconteceram
entre os anos de 1940 e 1960, através de triagens de produtos naturais microbianos
(SCARPARO; DOS SANTOS, 2021).

No século XX Tu Youyou, uma pesquisadora Chinesa descobriu que o extrato de éter
de Artemisia annua L., de nome popular Qinghao, mostrou inibi¢do da malaria em roedores.
Desses extratos isolou-se um composto e caracterizaram um novo produto natural, levando a
descoberta da artemisinina, que foi aprovada como um medicamento antimalarico em 1986,
pesquisa que renderia mais tarde o prémio Nobel de medicina e fisiologia para Tu Youyou
(SILVA et al., 2022).

Nas américas, diversas substancias de interesse farmacoldgico derivaram de espécies
vegetais, com destaque para a quinina, que foi isolada por Pelletier e Caventou (1820) ao
estudarem cascas secas de espécies de Cinchona, planta essa utilizada pelos indigenas para
tratar diferentes tipos de febres, a quinina foi extensamente utilizada para tratar a malaria
(SILVA et al., 2022).

O Sul da américa possui cerca de um tergo de toda a diversidade botanica mundial, € o
Brasil, detentor da maior biodiversidade do planeta, com aproximadamente 20% das espécies
21 conhecidas, representa uma fonte potencial para a descoberta de novos farmacos. Essa
biodiversidade brasileira ¢, portanto, considerada uma vasta "farmacia ao ar livre"
(CALIXTO, 2003).

No Brasil a exploragdo de produtos naturais deu-se desde inicio da colonizagao pelos
portugueses, com a exploracdo do pau-brasil (Caesalpinia echinata). No ano de 1847
Theodore Peckolt um farmacéutico alemao foi o pioneiro no estudo sistematico de plantas
medicinais brasileiras (SILVA et al., 2022). O territério brasileiro possui um dos maiores
recursos genéticos do mundo quando se trata de espécies vegetais com potencial terapéutico,
com estudos baseados nessa diversidade promissores para o desenvolvimento do

antimicrobianos (SCARPARO; DOS SANTOS, 2021).
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Os antibidticos classificados como naturais possuem estruturas quimicas complexas, e
a busca por essas moléculas vem sendo exploradas em diferentes habitats, ¢ as plantas vem
contribuindo significativamente para tais pesquisas (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO,
2010). Diversas espécies pertencentes ao bioma brasileiro ja demonstram capacidade
antimicrobiana, no cerrado por exemplo temos a Copaifera langsdorffii, Roupala montana e a

Stryphnodendron rotundifolium (RIBEIRO et al., 2014).

2.6 Hymenaea courbaril L.
O género Hymenaea abrange aproximadamente 16 espécies, que estdo distribuidas

pelas Américas e oeste da India, ocorrendo somente uma espécie no leste da Africa. No
Brasil, Hymenaea courbaril L., ¢ popularmente conhecida como jatobd, e apresenta uma
ampla distribui¢ao, sendo encontrado desde a floresta amazonica até a floresta estacional
semidecidual no sudeste do pais (BONIFACE; FERREIRA; KAISER, 2017; TIAGO et al.,
2020).

O jatoba possui relevancia econOmica significativa. Sua madeira ¢ amplamente
utilizada nas induastrias moveleira, constru¢ao civil e naval, devido a sua durabilidade e
resisténcia. A polpa dos frutos ¢ consumida na alimenta¢cdo humana e animal, destacando-se
pelo alto valor nutritivo (TIAGO et al., 2020). Morfologicamente, o jatob4a ¢ uma arvore de
grande porte, com folhas compostas por dois foliolos, inflorescéncias em paniculas terminais
e frutos em forma de vagens indeiscentes, com sementes envoltas por uma polpa farindcea
(DUARTE et al., 2016).

Os povos indigenas, utilizam diferentes partes dessa planta para o tratamento de varias
doencas desde disenteria, colica intestinal, fraqueza pulmonar, asma, anemia, dor de garganta,
problemas renais, além de doencgas virais. Do ponto de vista fitoquimico, a H. courbaril ja
demonstrou potencial para inibir fungos dermatofitos e espécies do complexo C. neoformans
(DA COSTA, 2014), além de apresentar atividade antimicrobiana contra outros
microrganismos, incluindo bactérias multirresistentes, os 6leos essenciais extraidos dos frutos
mostraram forte atividade larvicida contra Aedes aegypti, vetor de doencas como dengue,
chikungunya e zika (BONIFACE; FERREIRA; KAISER, 2017; EVERTON et al., 2021;
ALEIXO et al., 2015; TIAGO et al., 2020).

2.7 Astronium urundeuva (M.Allemao) Engl.
O género Astronium, pertencente a familia Anacardiaceae, e compreende diversas

espécies arboreas nativas da América do Sul, destacando-se a Astronium urundeuva (M.
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Allemao) Engl., conhecida popularmente como aroeira-do-sertdo ou aroeira-preta. Esta
espécie possui ampla distribuicdo em ambientes aridos e ¢ frequentemente utilizada na
medicina tradicional devido as suas propriedades terapéuticas (BONIFACIO et al., 2019).

A Astronium urundeuva, possui atividade antifingica contra Candida albicans e C.
glabrata, além de acdo antimicrobiana significativa contra bactérias Gram-negativas
(BONIFACIO et al., 2019; LIMA, 2023; BONIFACIO et al., 2024). Em um estudo com
diversos extratos vegetais demonstrou que o extrato de Astronium urundeuva possui um grau
de atividade fungicida contra o C. neoformans (SILVA et al., 2020).

Possuindo ainda propriedades: antiinflamatdria, analgésica, cicatrizante, antidiabética,
antineoplésica e contra doencas associadas ao aparelho digestivo, respiratorio e sistemas
geniturinarios. Isso deve-se a presenga de muitos metabolitos secundarios, como polifenois,
flavondides, taninos, terpendides e chalconas, que podem ser responsaveis por suas

propriedades biologicas (OLIVEIRA et al., 2023).

2.8 Cecropia distachya Huber
O género Cecropia pertence a familia Urticaceae ¢ amplamente reconhecido por sua

ocorréncia em regides tropicais das Américas, desempenhando um papel significativo nos
ecossistemas onde estd presente. As espécies desse género sdo frequentemente associadas a
ambientes de floresta secundaria e areas perturbadas, onde atuam como pioneiras devido ao
seu rapido crescimento e adaptagdes ecologicas (AL SHAMMARI, 2024).

Ainda ha poucos estudos sobre a capacidade antifungica de espécies do género
Cecropia. Contudo, sabe-se que algumas espécies contém substancias como triterpenos,
terpenoides, lactonas sesquiterpénicas, flavonoides, fendis e glicosideos flavonoides,
compostos com potenciais agdes antimicrobianas, citotoxicas e antitumorais (ORTIZ-
ARDILA et al., 2017; ALVES et al., 2019).

Estudos recentes destacam o potencial desse género no campo farmacoldgico e na
restauragdo ecologica. A investigagdo de seus metabolitos secundarios revela a presenga de
compostos fendlicos, particularmente 4cidos fendlicos, flavonoides, taninos condensados,
triterpenoides, flavonolignanos e iridoides, mas ha relatos da presenga de aproximadamente
100 compostos, com alguns desses ja isolados como o acido yarumico (C. telenitida), acido
isoyarumico (C. telenitida), ent-mururin A (C. obtusifolia) e ent-mururin B (C.obtusifolia)

(RIVERA-MONDRAGON et al., 2021).
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3. METODOLOGIA

3.1 Tipo de pesquisa

Esse estudo foi do tipo experimental, transversal e de abordagem quantitativa. O
estudo experimental segue um planejamento rigoroso, no qual as etapas de pesquisa iniciam-
se pela formulagdo exata do problema e das hipoteses, que delimitam as variaveis precisas e
controladas que atuam no fendmeno estudado (BARAGATTI et al., 2020).

Martins et al (2014), define a pesquisa transversal como o estudo analitico
observacional que produz um retrato instantaneo da situagdo, num determinado momento, ou
seja, o fator e o efeito sao observados no mesmo momento. E diferentemente da pesquisa
qualitativa, os resultados da pesquisa quantitativa podem ser quantificados, ela recorre a
linguagem matematica para descrever as causas de um fenomeno, as relagdes entre variaveis,

etc.

3.2 Local de estudo

A coleta de dados foi realizada no Centro do municipio de Caxias, Maranhao, Brasil.
No qual observou-se a presenga de bandos de C. livia.

Este municipio possui uma darea territorial de 5.201,927 km?, apresentando uma
populacdo estimada em 156.970 habitantes em 2022 e uma densidade demografica de 30,18
habitantes/km?, banhado pelo rio Itapecuru e com clima tropical, situa-se na regido leste do
estado do Maranhao, a 374 km da capital maranhense, Sao luis, € 70 km da capital piauiense,

Teresina (IBGE, 2023).

Figura 2. Localizacdo com pontos de coletas de fezes de C. /ivia no municipio de Caxias,
Maranhdo, Brasil.

Avenida Central

Fonte: Elaboracao pr(’)pfia, 2024.
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Os locais de coleta foram definidos com base no fluxo relevante de pessoas e maior
concentragdo de bandos do C. livia proximo a Hospitais, Escolas e Universidades. No qual
coletou-se 36 amostras em 12 pontos (Figura 2) diferentes no periodo de Maio a Julho de
2024.

O tratamento das amostras ¢ a realizagdo dos métodos de analise ocorreram nas
dependéncias do Laboratério de Microbiologia e Imunologia de Doencas Infectoparasitarias
(LAMIDI), da Universidade Estadual do Maranhao (UEMA), que conta em sua infraestrutura

com equipamentos laboratoriais necessario para pesquisas microbiologicas.

3.3 Populagio de estudo

A populagdo do estudo foi composta somente por fezes de Columba livia, coletadas
em ambientes urbanos no municipio de Caxias maranhdo, onde existiam maior concentragao
de C. livia.

Os extratos utilizados neste trabalho foram a base das seguintes espécies vegetais:
Hymenaea courbaril L., Astronium urundeuva (M.Allemao) Engl., e Cecropia distachya
Huber.

Para o preparo dos extratos vegetais foram aproveitados a casca do tronco da H.
courbaril, casca do tronco da A. urundeuva, e as folhas da C. distachya. Sendo utilizado
somente as folhas e cascas das plantas que se mostraram integras, sem quaisquer sinais de
decomposi¢ao ou de danos. As plantas foram coletadas nas regides do municipio de Caxias,

Maranh3o.

3.4 Isolamento e identificacio fungica

As amostras foram coletadas com o auxilio de espatulas e luvas, sendo somente fezes
envelhecidas e secas provenientes do C. livia, no qual foram acondicionadas em potes de
plasticos estéreis, com tampa de boca larga e com rosca, devidamente identificados, com data
e local das coletas, e levadas até o Laboratorio de Microbiologia e Imunologia de Doencas
Infectoparasitarias (LAMIDI), da Universidade Estadual do Maranhao (UEMA), onde
permaneceram armazenadas em temperatura ambiente por 48 horas.

Apbs esse periodo as amostras foram homogeneizadas em gral com pistilo de
porcelana previamente esterilizados, e transferidas para tubos de ensaios para a realizacdo da

suspensdo de aproximadamente de 1g de fezes para 10mL de solucdo salina (0.9%) e agitadas
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em vortex por trés minutos, deixando repousar por 30 minutos a temperatura ambiente,
metodologia adaptada de Malekifard; Ghaniei; Eidi (2023).

Todas as amostras tiveram o sobrenadante semeado por esgotamento, com auxilio de
alcas bacteriologicas de 10ul, em duas placas de Petri, cada uma contendo meio de cultura
Agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol e incubadas a 30°C por um periodo de 7 dias,

conforme a metodologia original proposta por Franzot et al., (1998).

3.5 Identificacao do C. neoformans

A identificacdo do C. neoformans foi realizada através das caracteristicas das colonias,
de coloracao marrons/amareladas e de aspecto viscosa em agar, além de testes bioquimicos,
que foram realizados através do crescimento dos isolados em azul de bromotimol de
creatinina dextrose em meio de timina seguindo a metodologia de Franzot et al., (1997).

Apos a identificagdo, as colonias foram repicadas no meio de cultura Ureia-agar-base,
com o objetivo de identificar o género Cryptococcus (FU et al., 2018). ApoOs os repiques 0s
isolados foram incubados a 30°C por cinco dias. e apds seu crescimento para a diferenciagao
das espécies C. neoformans e C. gattii, utilizou-se o meio canavanina-glicina-azul de
bromotimol (CGB), seguindo a metodologia original de Kwon-Chung, Polacheck, Bennett

(1982).

3.6 Avaliacao da sensibilidade fingica

3.6.1 Extratos vegetais brutos

Os testes de sensibilidade frente a extratos vegetais foram realizados por meio da
técnica da difusao em agar Miieller-Hinton, na qual em uma placa padrao de 90 mm, realizou-
se o plaqueamento com &gar-dgar, e apds a solidificacdo, inoculou-se diretamente no agar
Mueller-Hinton com uma alca bacteriologica uma massa celular de C. neoformans, e agitou-
se em vortex para que fosse depositado na superficie da placa. Entdo, apds a solidificagdo um
furo de didmetro de 6mm aproximadamente foi realizado, de maneira asséptica com uma
ponta estéril, e um volume 20 pL da solucdo do extrato foi introduzido no pogo (BALOUIRI,
SADIKI, IBNSOUDA, 2016; GURUNG et al., 2024).
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3.6.2 Drogas sintéticas

Enquanto os testes com antifungicos foram realizados através da técnica de difusdo em
disco em agar Mueller-Hinton, suplementado com 2% glicose e 0,5 g/mL de azul de metileno
seguindo diretrizes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI M44), no qual
utilizou-se discos impregnados com fluconazol (25 mcg), itraconazol (10 mcg), ketoconazol
(50mcg), e anfotericina B (100 mcg) (Cecon-Sensifungidisc, Sao Paulo, Brasil). Com os

seguintes valores de corte da Tabela 1:

Tabela 1: Valores de corte para fluconazol, itraconazol, ketoconazol, e anfotericina B,
baseando-se como controle as espécie de Candida parapsilosis ATCC 22019 e Candida
krusei ATCC 6528 .

Antifungico S I R
Anfotericina B > 10 mm Nao aplicavel | <10 mm
Itraconazol > 20 mm 12-19 mm <11 mm
Fluconazol > 19 mm 14-18 mm <13 mm
Ketoconazol > 28 mm 21-27 mm <20 mm

Fonte: CLSI (M44), 2018.

S = Suscetivel; I = Intermediario; R = Resistente.

3.7 Extratos vegetais
Os extratos utilizados nesta pesquisa foram do tipo extrato bruto, que foram definidos

com base em indicios na literatura de atividade antimicrobiana, sendo definido portanto, os
seguintes O0rgdos para obten¢do dos extratos: casca do tronco Hymenaea courbaril L., casca
do tronco da Astronium urundeuva (M.Allemao) Engl., e as folhas da Cecropia distachya
Huber.

Os extratos foram obtidos seguindo as recomendacdes da Farmacopeia Brasileira
(2019). Onde apds a coleta, os 6rgdos foram postos para secagem a sombra, em ambiente
arejado durante um periodo de 7 dias. A trituragdo dos mesmos foi realizada em moinho de
facas até a condigao de po, em sequéncia, adicionado ao p6 solvente metanol, que permaneceu
em repouso por 21 dias sob condicdo de agitacdo didria. Apds esse periodo, o material foi
filtrado e depositado em um evaporador rotativo a 40°C entre 70-80 rpm para retirada de todo

o solvente.
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A identificagdo das espécies dos vegetais foi realizada pela botanica Dra. Laice
Fernanda Gomes de Lima e o botanico Guilherme Sousa da Silva, e depositadas no herbario

Professor Aluizio Bittencourt — HABIT, com nimero de tombo 5067, e 5066 respectivamente.

3.8 Anailise estatistica
Todos os dados foram analisados usando o programa RStudio (R version 4.4.2).

utilizando trés testes comparativos — ANOVA, Teste de Tukey, e Teste de Homogeneidade.

Os valores de p < 0.05 foram considerados estatisticamente significativos.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento e identificacio fungica

Apbs o semeio do material biologico, das 36 amostras 25 (69,44%) apresentaram
crescimento de colonias do fungo como descrito na Figura 3, e apds a andlise microscopica
observou-se a presenca de leveduras encapsuladas. E descrito na literatura que altas
temperaturas podem diminuir a possibilidade de o Cryptococcus sobreviver no meio ambiente
(ARAUJO JUNIOR et al., 2015), porém, mesmo as coletas sendo realizadas em um periodo
de Maio a Julho de 2024, no qual a temperatura mante-se elevada (SILVA et al., 2016), ndo
foi impedimento para o crescimento fungico, obtendo-se colonias puras e exuberantes como

demonstrado na Figura 4.

Figura 3. Gréafico representativo dos 12 pontos de coletas fezes de C. /ivia (nomeados de A-

M), com crescimento de leveduras de Cryptococcus neoformans. Caxias-MA. N=12.
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Fonte: Autoria propria, 2024.
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Figura 4. Crescimento de colonias
de cepas de Cryptococcus
neoformans em agar sabourad
dextrose. Caxias-MA, 2024,

Fonte: Autoria propria, 2024.

A presenga significativa de Cryptococcus em ambientes de grande circulagdo de seres
humanos ¢ um problema de ordem sanitéria e satde publica pois favorece a infec¢do por essas
cepas, visto que o C. neoformans possui capacidade de disseminar-se tanto em pacientes
imunocomprometidos como em hospedeiros aparentemente imunocopetentes (MAZIARZ;
PERFECT, 2016), o ocntato com o microrganismo ocorre através da inalacdo de esporos de
Cryptococcus neoformans € Cryptococcus gattii na forma de levedura ou basididsporos, de
origem ambiental (ZAVALA, BADDLEY, 2020; LIU, 2016).

ApoOs o contato o patdogeno infecta o individuo, infeccdo essas que geralmente
desencadeia quadros de criptococose pulmonar (HOWARD-JONES et al., 2022;
SETIANINGRUM, RAUTEMAA-RICHARDSON, DENNING, 2019; HSIAO et al., 2022).
Por possuir predilecdo pelo sistema nervoso central (SNC), podendo ocasionar ainda o
desenvolvimento de meningoencefalite, uma condi¢ao potencialmente fatal, de alta morbidade
e alta mortalidade, ou a ocorréncia de infec¢des combinadas entre o SNC e pulmonar, e
possibilidade do desenvolvimento de uma forma sistémica (HOWARD-JONES et al., 2022;
CHANG et al., 2024).

Pesquisadores brasileiros analisaram excrementos de C. [ivia, mas, o C. neoformas nao
foi detectado nas amostras, porém, ainda sim ressaltaram que as cepas de Cryptococcus
podem sobreviverem no ambiente por cerca de até 2 anos sendo necessario o alerta para as
autoridades sanitarias, visto a presenga de fezes de C. /ivia no meio ambiente (ROSA et al.,
2016). Em antagonismo, e corroborando com os achados nesta pesquisa, Pinheiro et al.

(2020), conseguiram isolar o C. neoformans das fezes de C. livia, além de outros tipos de
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fungos como Candida spp. € Rhodotorula spp.. Demonstrando assim que o C. /ivia é um
grande disseminador de patégenos. Com o isolamento dessa levedura, em fezes de C. livia
sendo descrito em varias outras regidoes do mundo (FUNES et al., 2022; ELLABIB et al.,
2016; MIRPOURIAN et al., 2021; GONZALEZ-HEIN, GONZALEZ-HEIN, JARABRAN,
2010).

4.2 Resultados da Analise Estatistica

Os resultados da analise estatistica demonstraram diferencas significativas entre os
tratamentos avaliados. A andlise de variancia (ANOVA) apresentou um valor F de 26,42,
indicando forte evidéncia de diferencas entre os grupos. Com um grau de liberdade para os
tratamentos (Df=3f) e um valor de probabilidade extremamente significativo (p=1,38x10°),
conclui-se que as médias dos tratamentos sdo estatisticamente diferentes.

Para aprofundar essa anélise, o teste de Tukey foi realizado, permitindo a comparacao
entre pares de tratamentos. Os resultados mostraram que o extrato C ¢ significativamente
diferente do extrato A (p=0,0000005) e do extrato B (p=0,0000002). O fluconazol também
apresentou diferencas significativas em relagdo ao extrato A (p=0,0000078) e ao extrato B
(p=0,0000030). Por outro lado, ndo foram observadas diferencas significativas entre o extrato
A e o extrato B (p=0,9904), nem entre o fluconazol e o extrato C (p=0,8220).

Além disso, o teste de homogeneidade de varidncias de Levene foi aplicado para
verificar a adequacgdo dos pressupostos do modelo. O resultado (p=0,8324) confirmou que as

variancias dos grupos sdo homogéneas, o que valida o uso da ANOVA para esta analise.

4.3 Avaliacao da sensibilidade flingica — extratos vegetais brutos

Os testes de suscetibilidade das cepas de C. neoformans frente aos extratos vegetais

brutos demonstraram sensibilidade variavel como observado no Quadro 1.

QUADRO 1. Perfis de suscetibilidade de isolados de C. neoformans em relacdo aos extratos
vegetais brutos utilizados na pesquisa. Caxias-MA, 2024. N=13.

Amostra Extrato A Extrato B Extrato C Fluconazol
A 26,66 mm 21,33 mm R R
B 24 mm 35,33 mm R R
C 27,33 mm 30,66 mm R R
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D 32 mm 31,33 mm 12,5 mm R

E SC SC SC SC

F 25,33 mm 28 mm R R

G 20 mm 24,66 mm R R

H 40 mm 37,33 mm 20 mm 42 mm

I 31,33 mm 32 mm R R

J 29,33 mm 30,66 mm R 11 mm

L SC SC SC SC

M 29,33 mm 29,33 mm R R
C. neoformans 15,33 mm 12,33 mm R 15 mm
(ATCC 32045)

Fonte: Autoria propria, 2024.

SC= Sem crescimento; MM = milimetro; R= resistente; Extrato A= H. courbaril; Extrato
B= A. urundeuva; Extrato C= C. distachya; ATCC = American Type Culture Collection.

O extrato bruto de H. courbaril apresentou inibi¢ao significativa em todas as cepas
analisadas no estudo. algumas espécies do genéro Hymenaea spp. em especial a H. courbaril,
que possui grande potencial para pesquisas que visam o isolamento de substincias de
interesse médico, no qual sua seiva ja foi descrita com capacidade de inibir o crescimento de
fungos dermatoéfitos e do complexo de espécies C. neoformans (DA COSTA et al., 2014).
Possuindo ainda atividade antimicrobiana a outros microrganismos, inclusive contra bactérias
multirresistentes (EVERTON et al., 2021; ALEIXO et al., 2015).

O extrato de 4. urundeuva, também apresentou capacidade inibitoria das cepas de C.
neoformans. Espécie essa cuja a atividade antifungica ja foi demonstrada contra Candida
albicans e C. glabrata (BONIFACIO et al,, 2019; BONIFACIO et al., 2024), ¢ ainda
possuindo acdo antimicrobiana significativa contra bactérias Gram-negativas (LIMA et al.,
2023). Um estudo realizado com diversos extratos, determinou que o C. neoformans (cepa
ATCC) possui certo nivel de sensibilidade a extratos de A. urundeuva o que demonstra o
potencial dessa espécie vegetal (SILVA et al., 2020).

Com relagdo ao extrato bruto de C. distachya observou-se resisténcia em 80% das
cepas de C. neoformans com atividade inibitéria somente em 10% das cepas. Nao existem
muitos estudo sobre a capacidade antifungica com espécies do género Cecropia, porém, sabe-
se que algumas apresentam substancias como triterpenos, terpendides, lactonas

sesquiterpénicas, flavonodides, fenois, e glicosideos flavonodides, compostos esses com acdes
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farmacoldgicas antimicrobianas, citotdxicas e antitumoral (ORTiZ-ARDILA et al., 2017;
ALVES et al., 2019).

Apesar da nao atividade observada neste trabalho, existem estudos que através de
técnicas semelhantes demonstraram uma atividade consideravel de espécies de Cecropia, em
especial a C. pachystachya frente a fungos e bactérias patogé€nicas como Staphylococcus.
aureus, S. pyogenes ¢ C. albicans (DE ANDRADE et al., 2021).

Com base nos resultados obtidos no Quadro 1, os extratos brutos A e B inibiram o
crescimento de forma significativa das cepas ambientais de C. neoformans. Assim, essas
espécies vegetais podem ser uma opcdo na busca de novas drogas para o tratamento da
criptococose. Tendo em vista o surgimento de resisténcia aos antifungicos, novas estratégias
fazem-se necessarias para vencer essa barreira, ¢ a biodiversidade existente no Brasil ¢ uma
fonte potencial para a descobertas desses novos farmacos, sendo considerada a maior do
mundo, detentora de aproximandamente 20% das espécies do globo, e ainda nos dias atuais
no qual a grande parte dos medicamentos sdo de origem sintéticas, mais de 40% do
medicamentos disponiveis na industrial farmacéutica, e 70% dos antibidticos e
anticancerigenos sao orindos da natureza (CALIXTO, 2003; JOLY, QUEIROZ, 2020).

Isso ganha forca quando algumas substancias isoladas derivadas de metabdlitos
secundarios dessas espécies vegetais t€ém seu potencial antimicrobiano demonstrado, como os
da H. courbaril demonstrando capacidade antimicrobiana significativa em testes em vitro,
tendo a Fisetina seu principal metabolito secundério (flavonoide), a Taxifolina (Flavonoide) e
o Espatulenol (Sesquiterpeno) (DA COSTA et al., 2014; DA CRUZ, et al., 2023). E da
Astronium urundeuva destacando-se como metabolitos secundarios a Urundeuvina A, B, Ce a

matosina que sao chalconas diméricas (MACHADO, A. C.; OLIVEIRA, 2014).

Figura 5. Demonstrativo dos halos de
suscetibilidade de cepas de C. neoformans em
relacdo aos extratos brutos dos vegetais.
Caxias-MA, 2024.

Fonte: Autoria propria, 2024.

A = Extrato A (H. courbaril); B= Extrato B
(A. urundeuva); C= Extrato (C. distachya) F =
Fluconazol.




33

O fluconazol foi utilizado como controle positivo, porém, apresentou uma alta taxa de
resisténcia (90%), possuindo uma atividade inibitoria significa somente em10% das cepas de

C. neoformans. dos 2 isolados de C. neoformans (Quadro 1).

4.4 Avaliacio da sensibilidade fiingica — antifingicos

Quanto aos testes de suscetibilidade realizados pelo método de Kirb-Bauer, com as
cepas de C. neoformans frente aos antifungicos (Anfotericina B, Fluconazol, Itraconazol e
Ketonazol) comumente utilizados no tratamento de infec¢des por essa levedura, os resultados
demonstraram que algumas cepas foram resistentes a parte dos antifungicos, corroborando

com a resisténcia observada ao fluconazol no primeiro teste (Quadro 1).

QUADRO 2. Perfis de suscetibilidade de cepas C. mneoformans ambientais frente aos
antifingicos Anfotericina B, Fluconal, Itraconazol e Ketoconazol. Caxias-MA, 2024. N=12.

Amostra Anfotericina b Fluconazol Intraconazol Ketoconazol
A S (20 mm) R R R
B R R R R
C R R R R
D R R R R
E SC SC SC SC
F R R R R
G R R R R
H S (20 mm) S (18 mm) R R
I R R R R
J S (28 mm) S (28 mm) S (18 mm) S (20 mm)
L SC SC SC SC
M S (22 mm) R R R

Fonte: Autoria propria, 2024.

Legenda: SC = sem crescimento microbiano; MM = milimetro; R= resistente (ndo houve
desenvolvimento do halo de inibicao), S = sensivel (houve desenvolvimento do halo de
inibicao) em mm, incluindo o préprio disco de 6 mm.

A presenga dessas cepas resistentes no meio ambiente além de proporcionar uma
maior probabilidade de contato com seres humanos, preocupa, estes resultados ganham
robustez pois, os relatos de resisténcia as drogas azdlicas representam uma crescente (VENA
et al., 2019), corroborando com esses resultados, uma pesquisa utilizando diferentes
metodologias em vitro ja demonstraram certo nivel de resisténcia a essa classe farmacolédgica

em especial ao fluconazol, com alguns isolados sendo capazes até de adaptarem-se a niveis de

fluconazol entre 64 a 256 pg/ml (VARMA, KWON-CHUNG, 2010).



34

O fluconazol ¢ uma das principais drogas utilizadas no tratamento de infecgdes
ocasionadas pelo C. neoformans em seres humanos, entretanto, os resultados demonstraram
um dado importante, a resisténcia de cepas de C. neoformans ambientais a esse antifingico, o
que pode ser um dado epidemiolodgico muito interessante, haja vista, que as pessoas da
comunidade estdo expostas a esse patogéno, principalmente em logradouros publicos.

Outro dado importante quanto a resisténcia de cepas de C. neoformans ambientais ao
fluconazol ¢ o fato do C. livia ser encontrado proximo a ambientes hospitalares, o que
aumenta a possibilidade de infec¢dao de pessoas em imunosupressao. Um estudo com cepas de
isolados clinicos de Cryptococcus comparou a resisténcia do fungo a fluconazol em dois
periodos de incubacao, no qual observou-se que em um periodo de incubacdo de 48 horas o
resultado da difusdo em disco (Kirby-Bauer) indicou que 27,1% das cepas eram resistentes, e
as cepas incubadas durante 72 horas 54,2% eram resistentes (HUANG et al., 2024).

Observou-se no Quadro 2, um elevado nimero de cepas de C. neoformans resistentes
a anfotericina B e ao itraconazol. Esses dados demonstram que cepas desse fungo,
encontradas no meio ambiente apresentando resisténcia a essas duas drogas em
particularmente, pode ser um grave problema em saude publica na atualidade, levando em
consideracdo, que essas cepas podem infectar pessoas da comunidade e facilmente levar a
morte dos infectados dado a resisténcia aos antifingicos mais potentes. A resisténcia a
anfotericina B gera grande preocupacgdo, visto que ¢ a droga de primeira escolha para o
tratamento da criptococose (JARVIS et al., 2022).

Na terapia da meningite criptococica a anfotericina B, ¢ em muitas vezes utilizadas em
combinagdo com flucitosina, seguida por uma fase de manutencdo com fluconazol para
prevenir recaidas (JARVIS et al., 2022; NGAN, FLOWER, DAY, 2022). Em infecg¢des
pulmonares e outras formas menos graves, o fluconazol ou itraconazol sdo frequentemente
utilizados. Sendo a profilaxia a longo prazo com fluconazol comum em pacientes com AIDS
para prevenir recidivas (HOWARD-JONES et al., 2022; ZAVALA; BADDLEY, 2020).

Nao ¢ atual os relatos de resisténcia de Cryptococcus a anfotericina B com estudos ja
em 1998 demostrando certo grau de resisténcia a essa droga (LOZANO-CHIU et al., 1998),
confirmando-se ao longo do tempo (HSUEH et al., 2005). O que é alarmante visto que em
alguns lugares a terapia associada com anfotericina B e flucitosina ndo esta disponivel, sendo
o uso isolado da anfotericina B a tnica opg¢do terapéutica para a criptococose, sabe-se que a
associacdo entre as duas drogas aumenta capacidade de morte fungica, isso foi relatado em
estudo no qual observou-se em vitro que a sinergia entre a Anfotericina B e a 5-flucitosina

(SOARES et al., 2008).
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Nao se sabe por completo como ocorre a resisténcia do Cryptococcus spp, até o
momento sabe-se que a hibridizagdo entre Cryptococcus spp. influencia o desenvolvimento
dessa resisténcia, alguns trabalhos sugerem que a resisténcia aos azdis por exemplo esta
relacionada ao alteragdes em um gene que codifica a enzima lanosterol 14a-desmetilase, o
gene ERG11 (BERMA; GEDDES-MCALISTER, 2020). Outro ator importante ¢ a melanina
presente na capsula fingica, que se acredita impedir que as drogas atinjam o local alvo

(KHAN et al., 2009).

Figura 6. Teste de suscetibilidade com
inibicdo e sensibilidade de cepas de C.
neoformans  frente aos  antifungicos
Anfotericina B, Fluconazol, Itraconazol e
Ketoconazol. Ténica de Klrb-Bauer.
Caxias-MA, 2024.

Fonte: Autoria propria, 2024.
KZ = Ketoconazol;, AB = anfotericina B;
ICZ = intraconazol; FLU = fluconazol.

5. CONCLUSAO
As cepas de C. neoformans isoladas das fezes de C. /ivia em ambientes proximos a

hospitais e universidades, locais de livre fluxo de pessoas, sdo riscos de contaminacao, devido
a capacidade de disseminacdo do patogeno e do reservatorio (O C. livia), podendo infectar
individuos, imunocompetentes e especialmente individuos imunossuprimidos.

Os isolados fungicos foram identificados fenotipicamente por meio de provas
bioquimicas e por microscopia, sendo constatado que as cepas eram do tipo C. neoformans.

Essas cepas fungicas apresentaram padrao de resisténcia e suscetibilidade variados em
relagdo aos extratos vegetais brutos e aos antifingicos.

Observou-se um elevado niimero de cepas de C. neoformans resistentes a anfotericina
B e ao itraconazol.

Dessa forma os resultados dessa pesquisa destacam para a necessidade um

monitoramento da disseminacdo do Cryptococcus neoformans, principalmente proximo a
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hospitais e universidades. Os padroes varidveis de suscetibilidade aos extratos vegetais, dao
robustez a necessidade de buscar na natureza uma solucdo para a crescente resisténcia
microbiana as terapias convencionais. Portanto esse estudo contribui para a compreensdo da
epidemiologia do patdgeno no municipio alvo e para o futuro desenvolvimento de alternativas
terapéuticas, fazendo-se ainda necessario implementar medidas integradas de vigilancia

sanitaria, prevencao e manejo clinico no contexto da criptococose.



37

REFERENCIAS

1. AGUIAR, J. C. D. Estudo fitoquimico e Biologico de Hymenaea courbaril L. 2009.
Dissertacao (Mestrado em Quimica) — Centro de Ciéncias, Universidade Federal do Ceara,
Fortaleza, 2009. Disponivel em: Repositorio Institucional UFC. Acesso em: 17 jan. 2025.

2. AL SHAMMARI, Latifah. Phytochemical diversity, therapeutic potential, and
ecological roles of the Cecropia genus. Heliyon, 2024.

3. ALEIXO, Alan Alex et al. Synergistic activity from Hymenaea courbaril L. and
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville against multidrug-resistant bacteria
strains. Journal of Medicinal Plants Research, v. 9, n. 26, p. 741-748, 2015.

4. ALMEIDA, Mariana Barros et al. Descri¢ao morfologica do fruto e semente do jatoba
(Hymenaea courbaril L.). Revista Semiarido de Visu, v. 1, n. 2, p. 107-115, 2011.

5. ALVAREZ-BUYLLA, E. et al. Role of Cecropia in tropical forest regeneration.
Tropical Ecology, v. 62, n. 3, p. 345-360, 2021.

6. ALVES SOARES, Emmanuel et al. Mortality by cryptococcosis in Brazil from 2000
to 2012: A descriptive epidemiological study. PLoS neglected tropical diseases, v. 13, n. 7,
p. 0007569, 2019.

7. ALVES, Georgia de Assis Dias et al. Cecropia obtusa extract and chlorogenic acid
exhibit anti aging effect in human fibroblasts and keratinocytes cells exposed to UV
radiation. PLoS One, v. 14, n. 5, p. €0216501, 2019.

8. ALVES, Gleica Soyan Barbosa et al. Molecular typing of environmental Cryptococcus
neoformans/C. gattii species complex isolates from Manaus, Amazonas, Brazil. Mycoses, v.
59, n. 8, p. 509-515, 2016.

9. ANDRADE-SILVA, Leonardo Euripedes et al. Genotypic analysis of clinical and
environmental Cryptococcus neoformans isolates from Brazil reveals the presence of VNB
isolates and a correlation with biological factors. PLoS One, v. 13, n. 3, p. €0193237, 2018.

10.  ARAUJO JUNIOR, Erivelto Corréa de et al. Cryptococcus: isolamento ambiental e
caracterizagdo bioquimica. Arquivo Brasileiro de Medicina veterinaria e zootecnia, v. 67,
p. 1003-1008, 2015.

11. BALOUIRI, Mounyr; SADIKI, Moulay; IBNSOUDA, Saad Koraichi. Methods for in
vitro evaluating antimicrobial activity: A review. Journal of pharmaceutical analysis, v. 6,
n. 2, p. 71-79, 2016.

12. BARAGATTI, Waldiemes Paraibuna et al. PROPOSTA DE MELHORIA DE UMA
LINHA DE PRODUCAO DE VIDROS BLINDADOS ATRAVES DO USO DA
TECNOLOGIA KINECT. Revista Campo da Historia, v. 5, n. 1, p. 20-37, 2020.

13.  BARBOSA JUNIOR, A. M. et al. Estudo comparativo da susceptibilidade de isolados
clinicos de Cryptococcus neoformans (Sanfelice, 1895) frente a alguns antifungicos de uso



38

hospitalar e extratos vegetais obtidos de plantas medicinais da regido semidrida sergipana.
Revista Brasileira de Plantas Medicinais, v. 17, p. 120-132, 2015.

14.  BASTOS, Rafael W. et al. Fungicide effects on human fungal pathogens: cross-
resistance to medical drugs and beyond. PLoS Pathogens, v. 17, n. 12, p. 1010073, 2021.

15. BERMAS, Arianne; GEDDES-MCALISTER, Jennifer. Combatting the evolution of
antifungal resistance in Cryptococcus neoformans. Molecular microbiology, v. 114, n. 5, p.
721-734, 2020.

16. BONIFACE, Pone Kamd em; FERREIRA, Sabrina Baptista; KAISER, Carlos Roland.
Current state of knowledge on the traditional uses, phytochemistry, and pharmacology of the
genus Hymenaea. Journal of ethnopharmacology, v. 206, p. 193-223, 2017.

17.  BONIFACIO, Bruna Vidal et al. Anti-Candida sp. activity of Astronium urundeuva
derivatives free and loaded into a nanostructured lipid system. Chemical Papers, v. 78, n. 2,
p. 973-979, 2024.

18.  BONIFACIO, Bruna Vidal et al. Antifungal activity of a hydroethanolic extract from
Astronium urundeuva leaves against Candida albicans and Candida glabrata. Frontiers in
microbiology, v. 10, p. 2642, 2019.

19.  BOODWA-KO, Daphne; DOERING, Tamara L. A quick reCAP: Discovering
Cryptococcus neoformans capsule mutants. Journal of Fungi, v. 10, n. 2, p. 114, 2024.

20. BOVERS, Marjan; HAGEN, Ferry; BOEKHOUT, Teun. Diversity of the
Cryptococcus neoformans-Cryptococcus gattii species complex. Revista Iberoamericana de
Micologia, v. 25, n. 1, p. S4, 2008.

21.  BUITRAGO-MEDINA, Daniel-Alejandro et al. La paloma (Columba livia) en la
transmision de enfermedades de importancia en salud publica. Revista Ciencia Animal, n. 6,
p. 177-194, 2013.

22. CALIXTO, Joao B. Biodiversidade como fonte de medicamentos. Ciéncia e cultura,
v. 55, n. 3, p. 37-39, 2003.

23. CHANG, C. C. et al. Global guideline for the diagnosis and management of
cryptococcosis: an initiative of the ECMM and ISHAM in cooperation with the ASM. The
Lancet infectious diseases, v. 24, n. 8, p. e495—e512, 2024.

24.  CHANG, Miwha et al. Roles of three Cryptococcus neoformans and Cryptococcus
gattii efflux pump-coding genes in response to drug treatment. Antimicrobial agents and
chemotherapy, v. 62, n. 4, p. e01751-17, 2018.

25. CHAVES, Mayecha Rayana Ventura et al. POTENCIAL FUNGICIDA DE
PLANTAS MEDICINAIS DO CERRADO DA COSTA LESTE DO ESTADO DE MATO
GROSSO DO SUL. Revista Satide e Meio Ambiente, v. 6, n. 1, p. 71-80, 2018.



39

26.  CHEN, Sharon C.-A. et al. Antifungal therapy and management of complications of
cryptococcosis due to Cryptococcus gattii. Clinical infectious diseases, v. 57, n. 4, p. 543-
551, 2013.

27.  CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE. Method for
antifungal disk diffusion susceptibility testing of yeasts: approved guideline. M44, 3% ed.
Wayne, PA: CLSI, 2018.

28. COLOMBO, G. et al. Caracterizagdo bioquimica e molecular de Cryptococcus spp.
isolados de excretas ambientais de pombos (Columba livia doméstica). Arquivo Brasileiro
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, v. 67, p. 1639-1645, 2015.

29.  CUNHA, Fabiola Pessoa da et al. Development and optimization of extractives from
Astronium urundeuva (allemao) Engl. by factorial design. Brazilian Archives of Biology and
Technology, v. 52, p. 647-652, 2009.

30. DA COSTA, Maysa Paula et al. Antifungal and cytotoxicity activities of the fresh
xylem sap of Hymenaea courbaril L. and its major constituent fisetin. BMC complementary
and alternative medicine, v. 14, p. 1-7, 2014.

31. DA CRUZ, Jhonatas Emilio Ribeiro et al. Atividades antifungicas e antibacterianas da
planta medicinal jatoba (Hymenea courbaril linneaus) de ocorréncia no cerrado brasileiro:
uma revisdo. Research, Society and Development, v. 12, n. 1, p. €22612139812-
€22612139812, 2023.

32. DA FARMACOPEIA, Coordenagao et al. Farmacopeia Brasileira: volume 1: 6*
edicdo. 2019.

33. DA SILVA GOMES, Vania et al. Pombos urbanos Columba livia como agentes
transmissores de infec¢des na cidade de araguaina-to. Facit Business and Technology
Journal, v. 1, n. 20, 2020.

34. DAY, J. N. et al. Combination antifungal therapy for cryptococcal meningitis. The
New England journal of medicine, v. 368, n. 14, p. 1291-1302, 2013.

35. DE ANDRADE, Beatriz Rayana Damasio et al. Avaliagao do potencial
antimicrobiano do extrato Etanolico de Folhas da Cecropia pachystachya
t.(Embauba). Research, Society and Development, v. 10, n. 10, p. e85101018679-
€85101018679, 2021.

36. DESMARCHELIER, Cristian. Neotropics and natural ingredients for pharmaceuticals:
why isn't South American biodiversity on the crest of the wave?. Phytotherapy Research, v.
24,n. 6, p. 791-799, 2010.

37.  DESNOS-OLLIVIER, Marie et al. Cryptococcosis serotypes impact outcome and
provide evidence of Cryptococcus neoformans speciation. MBio, v. 6, n. 3, p. 10.1128/mbio.
00311-15, 2015.



40

38.  DUARTE, Manoela Mendes et al. Morphological characterization of fruit, seed and
seedling and germination of Hymenaea courbaril L.(Fabaceae)('Jatobd'). Journal of Seed
Science, v. 38, n. 03, p. 204-211, 2016.

39.  ELLABIB, Mohamed S. et al. Isolation, identification and molecular typing of
Cryptococcus neoformans from pigeon droppings and other environmental sources in Tripoli,
Libya. Mycopathologia, v. 181, p. 603-608, 2016.

40. EVERTON, Gustavo Oliveira et al. Chemical characterization, toxicity, antioxidant
and antimicrobial activity of the essential oils of Hymenaea courbaril L. and Syzygium cumini
(L.) Skeels. Ciéncia e Natura, v. 43, p. ell-ell, 2021.

41.  FANG, Wei; FA, Zhenzong; LIAO, Wangqing. Epidemiology of Cryptococcus and
cryptococcosis in China. Fungal Genetics and Biology, v. 78, p. 7-15, 2015.

42, FIRACATIVE, Carolina; MEYER, Wieland; CASTANEDA, Elizabeth. Cryptococcus
neoformans and Cryptococcus gattii species complexes in Latin America: a map of molecular
types, genotypic diversity, and antifungal susceptibility as reported by the Latin American
Cryptococcal Study Group. Journal of Fungi, v. 7, n. 4, p. 282, 2021.

43.  FRANZOT, Sarah P. et al. Microevolution of a standard strain of Cryptococcus
neoformans resulting in differences in virulence and other phenotypes. Infection and
Immunity, v. 66, n. 1, p. 89-97, 1998.

44.  FRANZOT, Sarah P. et al. Molecular epidemiology of Cryptococcus neoformans in
Brazil and the United States: evidence for both local genetic differences and a global clonal
population structure. Journal of Clinical Microbiology, v. 35, n. 9, p. 2243-2251, 1997.

45.  FU, Man Shun et al. Cryptococcus neoformans urease affects the outcome of
intracellular pathogenesis by modulating phagolysosomal pH. PLoS pathogens, v. 14, n. 6, p.
€1007144, 2018.

46.  FUNES, Guillermo et al. Isolation of Cryptococcus neoformans from droppings of the
Feral Pigeon (Columba livia) found in public places in El Salvador. Acta Médica
Costarricense, v. 64, n. 1, p. 52-57, 2022.

47.  GONZALEZ-HEIN, Gisela, GONZALEZ-HEIN, Jaime; JARABRAN, Maria C. Diaz.
Isolation of Cryptococcus neoformans in dry droppings of captive birds in Santiago,
Chile. Journal of avian medicine and surgery, v. 24, n. 3, p. 227-236, 2010.

48. GUIMARAES, Denise Oliveira; MOMESSO, Luciano da Silva; PUPO, Ménica
Tallarico. Antibioticos: importancia terap€utica e perspectivas para a descoberta e
desenvolvimento de novos agentes. Quimica nova, v. 33, p. 667-679, 2010.

49.  GURUNG, Nista et al. Phytochemical Analysis and Bioactivity of Nepalese Medicinal
Plants, with Compound Isolation from Dischidia bengalensis Colebr. Natr Resour Human
Health ; 4 (3): 247-256, 2024.

50. GUSHIKEN, Alexis C.; SAHARIA, Kapil K.; BADDLEY, John W.
Cryptococcosis. Infectious Disease Clinics, v. 35, n. 2, p. 493-514, 2021.



41

51. HAGEN, Ferry et al. Recognition of seven species in the Cryptococcus
gattii/ Cryptococcus neoformans species complex. Fungal genetics and biology, v. 78, p. 16-
48, 2015.

52.  HOWARD-JONES, Annaleise R. et al. Pulmonary cryptococcosis. Journal of Fungi,
v. 8, n. 11, p. 1156, 2022.

53.  HSIAOQO, Po-Jen et al. Comparison of laboratory diagnosis, clinical manifestation, and
management of pulmonary cryptococcosis: Report of the clinical scenario and literature
review. Clinica Chimica Acta, v. 524, p. 78-83, 2022.

54.  HSUEH, Po-Ren et al. Antifungal susceptibilities of clinical isolates of Candida
species, Cryptococcus neoformans, and Aspergillus species from Taiwan: surveillance of
multicenter antimicrobial resistance in Taiwan program data from 2003. Antimicrobial
agents and chemotherapy, v. 49, n. 2, p. 512-517, 2005.

55. HUANG, Yunfei et al. Epidemiology of cryptococcal meningitis and fluconazole
heteroresistance in Cryptococcus neoformans isolates from a teaching hospital in
southwestern China. Microbiology Spectrum, v. 12, n. 8, p. €¢00725-24, 2024.

56. Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. IBGE. (2023). Cidades brasileiras.
Disponivel em: https://cidades.ibge.gov.br/brasil/ma/caxias/panorama

57.  JARVIS, Joseph N. et al. Single-dose liposomal amphotericin B treatment for
cryptococcal meningitis. New England Journal of Medicine, v. 386, n. 12, p. 1109-1120,
2022.

58. JOLY, Carlos A.; QUEIROZ, Helder Lima de. Pandemia, biodiversidade, mudangas
globais e bem-estar humano. Estudos avancados, v. 34, n. 100, p. 67-82, 2020.

59.  KHAN, Z. U. et al. Cryptococcus neoformans serotype A and Cryptococcus gattii
serotype B isolates differ in their susceptibilities to fluconazole and
voriconazole. International journal of antimicrobial agents, v. 33, n. 6, p. 559-563, 2009.

60. KWON-CHUNG, Kyung J. et al. Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii,
the etiologic agents of cryptococcosis. Cold Spring Harbor perspectives in medicine, v. 4,
n. 7, p. a019760, 2014.

61. KWON-CHUNG, Kyung J.; POLACHECK, ITZHACK; BENNETT, JOHN E.
Improved diagnostic medium for separation of Cryptococcus neoformans var. neoformans
(serotypes A and D) and Cryptococcus neoformans var. gattii (serotypes B and C). Journal of
clinical microbiology, v. 15, n. 3, p. 535-537, 1982.

62. LAZERA, M. S. et al. Natural habitat of Cryptococcus neoformans var. neoformans in
decaying wood forming hollows in living trees. Journal of medical and veterinary
mycology, v. 34, n. 2, p. 127-131, 1996.



42

63. Lee SC, Fung CP, Lee N, et al. Fluconazole disk diffusion test with méthyléne blue

and glucoseenriched Mueller-Hinton agar for determining susceptibility of Candida species. /
Clin Microbiol. 2001;39:1615-1617

64. LI, Shu Shu; MODY, Christopher H. Cryptococcus. Proceedings of the American
Thoracic Society, v. 7, n. 3, p. 186-196, 2010.

65. LIMA, William Gustavo et al. Production of a phenolic-rich extract of aroeira honey
and characterization of its antimicrobial, antitumoral and antioxidant activities. Revista
Colombiana de Ciencias Quimico-Farmacéuticas, v. 52, n. 1, 2023.

66. LINDSLEY, Mark D. et al. Evaluation of a newly developed lateral flow
immunoassay for the diagnosis of cryptococcosis. Clinical infectious diseases, v. 53, n. 4, p.
321-325,2011.

67. LIU, Kaixiong et al. Clinical analysis of non-AIDS patients pathologically diagnosed
with pulmonary cryptococcosis. Journal of thoracic disease, v. 8, n. 10, p. 2813, 2016.

68.  LOZANO-CHIU, M. et al. Detection of resistance to amphotericin B among
Cryptococcus neoformans clinical isolates: performances of three different media assessed by
using E-test and National Committee for Clinical Laboratory Standards M27-A
methodologies. Journal of Clinical Microbiology, v. 36, n. 10, p. 2817-2822, 1998.

69. MACHADO, A. C.; OLIVEIRA, Rodrigo Cardoso de. Medicamentos Fitoterapicos na
odontologia: evidéncias e perspectivas sobre o uso da aroeira-do-sertdo (Myracrodruon
urundeuva Allemao). Revista Brasileira de Plantas Medicinais, v. 16, p. 283-289, 2014.

70.  MAESTRALE, Caterina et al. Genetic and pathological characteristics of
Cryptococcus gattii and Cryptococcus neoformans var. neoformans from meningoencephalitis

in autochthonous goats and mouflons, Sardinia, Italy. Veterinary microbiology, v. 177, n. 3-
4, p. 409-413, 2015.

71. MALEKIFARD, Mahdis; GHANIEI, Abolfazl; EIDI, Samaneh. Fungal isolation and
identification from parrot excreta in northeast Iran: A threat to human health. Veterinary
Medicine and Science, v. 9, n. 3, p. 1194-1200, 2023.

72.  MARTINS, Julia Trevisan et al. Pesquisa epidemiologica da saude do trabalhador:
uma reflexdo teorica. Semina: Ciéncias Bioldgicas e da Saude, v. 35, n. 1, p. 163-174, 2014.

73. MAZIARZ, Eileen K.; PERFECT, John R. Cryptococcosis. Infectious disease clinics,
v. 30, n. 1, p. 179-206, 2016.

74.  MEDEIROS RIBEIRO, Angela et al. Isolation of Cryptococcus neoformans var.
neoformans serotype D from Eucalypts in South Brazil. Medical Mycology, v. 44, n. 8, p.
707-713, 2006.

75.  MIRPOURIAN, Seyyed Saed et al. Isolation, molecular identification, and
phylogenetic evaluation of Cryptococcus neoformans isolated from pigeon lofts,
Psittaciformes, and Passeriformes in Ahvaz, Iran. Comparative Immunology, Microbiology
and Infectious Diseases, v. 76, p. 101618, 2021.



43

76.  MOUTINHO, Flavio Fernando Batista et al. Distribuicdo espaco-temporal das
reclamagdes sobre pombos (Columba livia doméstica) efetuadas ao centro de controle de
zoonoses de niterdi, RJ (2009-2013). Hygeia-Revista Brasileira de Geografia Médica e da
Sande, v. 11, n. 21, p. 49-61, 2015.

77.  NADROUS, Hassan F. et al. Pulmonary cryptococcosis in nonimmunocompromised
patients. Chest, v. 124, n. 6, p. 2143-2147, 2003.

78.  NAICKER, S. D. et al. Decreasing fluconazole susceptibility of clinical South African
Cryptococcus neoformans isolates over a decade. PLoS neglected tropical diseases, v. 14, n.
3, p- €0008137, 2020.

79.  NEGRONI, Ricardo. Cryptococcosis. Clinics in dermatology, v. 30, n. 6, p. 599-609,
2012.

80.  NGAN, Nguyen Thi Thuy; FLOWER, Barnaby; DAY, Jeremy N. Treatment of
Cryptococcal meningitis: how have we got here and where are we going?. Drugs, v. 82, n. 12,
p. 1237-1249, 2022.

81.  OLIVEIRA, Ykaro Richard et al. Ethnopharmacology of Anacardiaceae R. Br. from
Northeast Brazil. Scientia Naturalis, v. 5, n. 1, 2023.

82. ORTIZ-ARDILA, Andrés Eduardo et al. Antioxidant and antimicrobial capacity
Cecropia mutisiana Mildbr. (Cecropiaceae) leave extracts. Emir. J. Food Agric, v. 29, p. 25-
35, 2017.

83.  PEREIRA, C. et al. Advances in the phytochemistry and biotechnological applications
of Cecropia distachya. Biotechnology Advances, v. 41, p. 107882, 2023.

84.  PERFECT, John R. et al. Clinical practice guidelines for the management of
cryptococcal disease: 2010 update by the Infectious Diseases Society of America. Clinical
infectious diseases, v. 50, n. 3, p. 291-322, 2010.

85.  PINHEIRO, Edilene de Aratjo Diniz et al. Isolation of Cryptococcus spp. from
several environmental niches in Sdo Luis, MA. Ciéncia e Natura, v. 42, p. e7-¢7, 2020.

86.  REIS, Rosani Santos et al. Cryptococcus neoformans VNII as the main cause of
cryptococcosis in domestic cats from Rio de Janeiro, Brazil. Journal of Fungi, v. 7, n. 11, p.
980, 2021.

87.  RIBEIRO, Daiany Alves et al. Promising medicinal plants for bioprospection in a
Cerrado area of Chapada do Araripe, Northeastern Brazil. Journal of Ethnopharmacology,
v. 155, n. 3, p. 1522-1533, 2014.

88.  RIVERA-MONDRAGON, Andrés et al. Pharmacognostic evaluation of ten species of
medicinal importance of cecropia: current knowledge and therapeutic perspectives. Planta
Medica, v. 87, n. 10/11, p. 764-779, 2021.



44

89.  RIVERA-MONDRAGON, Andrés et al. Pharmacognostic evaluation of ten species of
medicinal importance of Cecropia: current knowledge and therapeutic perspectives. Planta
Medica, v. 87, n. 10/11, p. 764-779, 2021.

90. ROCHA, Juliana DB et al. Capsular polysaccharides from Cryptococcus neoformans
modulate production of neutrophil extracellular traps (NETs) by human
neutrophils. Scientific reports, v. 5, n. 1, p. 8008, 2015.

91. RODRIGUES, Hévellen Ferreira; MORAES, Melania Santana; DE MESQUITA,
Elieth Afonso. Incidéncia de criptococose em pombos (Columba livia) e seu impacto na saude

publica em Porto Velho/RO. Research, Society and Development, v. 11, n. 15, p.
e126111536931-e126111536931, 2022.

92.  ROSA, Gilneia et al. Survey of Cryptococcus neoformans in pigeon (Columba livia)
excreta in Public Square in Umuarama, Parana, Brazil. Afr. J. Microbiol. Res, v. 10, n. 44, p.
1844-1848, 2016.

93. ROZENBAUM, Ronaldo et al. Cryptococcus neoformans varieties as agents of
cryptococcosis in Brazil. Mycopathologia, v. 119, p. 133-136, 1992.

94.  SABITU, Zainu Muhammad et al. Utility of Sunflower agar for laboratory detection of
Cryptococcus neoformans. Annals of Tropical Pathology, v. 10, n. 2, p. 145-149, 2019.

95. SANTOS, Harvey M. et al. Common bacterial, viral, and parasitic diseases in pigeons
(Columba livia): A review of diagnostic and treatment strategies. Veterinary Microbiology,
v. 247, p. 108779, 2020.

96. SCARPARO, Nathalia Carolline; DOS SANTOS, Jordana Lima. USO DE NOVAS
TECNOLOGIAS NA PROSPECCAO DE NOVOS ANTIBIOTICOS. Ensaios USF, v. 5, n.
1,2021.

97.  SETIANINGRUM, Findra; RAUTEMAA-RICHARDSON, Riina; DENNING, David
W. Pulmonary cryptococcosis: a review of pathobiology and clinical aspects. Medical
mycology, v. 57, n. 2, p. 133-150, 2019.

98. SHI, Jiejun et al. Clinical, radiological, and laboratory features of HIV-negative
pulmonary cryptococcosis with regard to serum lateral flow assay. Frontiers in Medicine, v.
11, p. 1234474, 2024.

99. SILVA, Dulce Helena Siqueira et al. Bioprospecting as a strategy for conservation and
sustainable use of the Brazilian Flora. Biota Neotropica, v. 22, p. €20221356, 2022.

100. SILVA, Fabricio Brito et al. Evidéncias de mudangas climaticas na regido de transi¢ao
Amazodnia-Cerrado no Estado do Maranhdo. Revista Brasileira de Meteorologia, v. 31, n. 3,
p. 330-336, 2016.

101. SILVA, Flavia dos Santos et al. Antifungal activity of selected plant extracts based on
an ethnodirected study. Acta Botanica Brasilica, v. 34, p. 442-448, 2020.



45

102. SOARES, Betania Maria et al. Cerebral infection caused by Cryptococcus gattii: a
case report and antifungal susceptibility testing. Revista Iberoamericana de Micologia, v.
25,n. 4, p. 242, 2008.

103. SRICHATRAPIMUK, Sirawat; SUNGKANUPARPH, Somnuek. Integrated therapy
for HIV and cryptococcosis. AIDS research and therapy, v. 13, p. 1-15, 2016.

104. SRIKANTA, Deepa; SANTIAGO-TIRADO, Felipe H.; DOERING, Tamara L.
Cryptococcus neoformans: historical curiosity to modern pathogen. Yeast, v. 31, n. 2, p. 47-
60, 2014.

105. T RAMESHA, B. et al. Biodiversity and chemodiversity: future perspectives in
bioprospecting. Current drug targets, v. 12, n. 11, p. 1515-1530, 2011.

106. TIAGO, Poliana Vicente et al. Caracterizagdo morfoanatomica, fitoquimica e
histoquimica de Hymenaea courbaril (Leguminosae), ocorrente na Amazonia
Meridional. Rodriguésia, v. 71, p. 02182018, 2020.

107. TSAL Y.-C.; YANG, Y.-S. Disseminated cryptococcosis. QJM: An International
Journal of Medicine, p. hcael126, 2024.

108. VARMA, A.; KWON-CHUNG, K. J. Heteroresistance of Cryptococcus gattii to
fluconazole. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 54, n. 6, p. 2303-2311, 2010.

109. VASCONCELOS, Ruben Horn et al. Feral pigeons (Columba livia) as potential
reservoirs of Salmonella sp. and Escherichia coli. Arquivoes do Instituto Bioldgico, v. 85, p.
€0412017, 2018.

110. VENA, Antonio et al. Fluconazole resistance is not a predictor of poor outcome in
patients with cryptococcosis. Mycoses, v. 62, n. 5, p. 441-449, 2019.

111. VREULINK, Jo-Marie et al. Presence of pathogenic cryptococci on trees situated in
two recreational areas in South Africa. Fungal Ecology, v. 30, p. 101-111, 2017.

112. ZAVALA, Sofia; BADDLEY, John W. Cryptococcosis. In: Seminars in respiratory
and critical care medicine. Thieme Medical Publishers, 2020. p. 069-079



46

ANEXOS
ANALISE DA SUSCETIBILIDADE DE Cryptococcus neoformans

ISOLADOS DAS FEZES DE Columba livia NO MUNICIPIO DE CAXIAS
MARANHAO

SUSCEPTIBILITY ANALYSIS OF Cryptococcus neoformans
ISOLATED FROM THE FECES OF Columba livia IN CAXIAS
MARANHAO

RESUMO
Introducdo: O Columba livia foi introduzido no Brasil por volta do século XVI, sendo uma
fonte importante na cadeia de transmissao de patégenos, como a criptococose, que tem como
agente etiologico o Cryptococcus neoformans ou Cryptococcus gattii. Globalmente,
observam-se recorréncias de criptococose durante a terapia de manutencao, devido ao acesso
limitado aos antifungicos. No desenvolvimento de novos firmacos antifiingicos, as plantas
medicinais t€ém destaque, com pesquisas que demonstrando o potencial fungicida de diversas
espécies. Objetivos: Esta pesquisa teve como objetivo analisar a suscetibilidade de isolados
ambientais de C. Neoformans obtidos de fezes de C. Livia, frente a extratos vegetais brutos e a
antifungicos. Metodologia: Os testes de sensibilidade frente a extratos vegetais foram
realizados por meio da técnica da difusdo em agar Miieller-Hinton, enquanto os testes com
antifingicos foram realizados através da técnica de difusdo em disco. Resultados: Das 36
amostras, 69,44% apresentaram crescimento de colonias do fungo. Os testes de
suscetibilidade das cepas de C. Neoformans frente aos extratos vegetais brutos demonstraram
sensibilidade variavel. A andlise de variancia apresentou um valor F de 26,42. Com um grau
de liberdade para os tratamentos (Df=3f) e um valor de probabilidade extremamente
significativo (p=1,38x10%). Conclusio: este estudo demonstrou que ambientes no quais

existem depositos de excrementos de C. Livia sdo fontes para o crescimento e disseminagao
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do Cryptococcus neoformans. Os isolados fungicos foram identificados fenotipicamente por
meio de provas bioquimicas e por microscopia. As cepas fungicas apresentaram padrao de
resisténcia e suscetibilidade variados em relagdo aos extratos vegetais brutos e aos
antifungicos.

Palavras chaves: C. livia; C. neoformans; Extratos vegetais.

ABSTRACT
Introduction: Columba livia was introduced in Brazil around the 16th century, being an
important source in the chain of transmission of pathogens such as cryptococcosis, which has
as its etiological agent Cryptococcus neoformans or Cryptococcus gattii. Globally,
cryptococcosis recurrences are observed during maintenance therapy due to limited access to
antifungal agents. In the development of new antifungal drugs, medicinal plants have been
highlighted, with research demonstrating the fungicidal potential of several species.
Objectives: This research aimed to analyze the susceptibility of environmental isolates of C.
Neoformans obtained from feces of C. Livia, against crude plant extracts and antifungal.
Methodology: The sensitivity tests to plant extracts were performed using the technique of
diffusion in agar Miieller-Hinton, while the tests with antifungal were carried out using the
disk diffusion technique. Results: Of the 36 samples, 69.44% showed growth of colonies of
the fungus. The susceptibility tests of C. Neoformans strains against raw plant extracts
showed variable sensitivity. The analysis of variance showed an F value of 26.42. With a
degree of freedom for the treatments (Df=3f) and an extremely significant probability value
(p=1.38 109). Conclusion: this study demonstrated that environments in which there are
deposits of C. Livia excreta are sources for the growth and dissemination of Cryptococcus

neoformans. The fungal isolates were identified phenotypically by biochemical tests and
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microscopy. The fungal strains showed a pattern of resistance and susceptibility varied in
relation to raw plant extracts and antifungals.

Key words: C. livia, C. neoformans; Plant extracts.

INTRODUCAO

O Columba livia, foi introduzido no Brasil por volta do século XVI, pelos Europeus e
logo espalhou-se por todo o territdrio nacional. Sendo considerada uma espécie doméstica, e
possuindo caracteristicas sinantropicas, facilmente tornam-se reservatorios de agentes
patogénicos para o homem e outros animais (DA SILVA GOMES et al., 2020;
VASCONCELOS et al., 2018).

Albergando patdogenos que sdo agentes etioldgicos de diversas doengas, tais como a
clamidiose, salmonelose, histoplasmose, toxoplasmose e a criptococose (SANTOS et al.,
2020; RODRIGUES; MORAES; DE MESQUITA, 2022). A criptococose ¢ decorrente da
infeccdo do patogeno Cryptococcus neoformans, uma levedura encapsulada isolada pela
primeira vez em 1894, e desde entdo, tem sido amplamente estudada devido a sua relevancia
clinica, sendo uma infec¢do fingica de alta morbidade e alta mortalidade (CHANG et al.,
2024).

A infecg@o ocorre principalmente através da inalacdo de esporos ou células fungicas
presentes no ambiente, tendo uma predilecao pelo sistema nervoso central (SNC), podendo
causar meningoencefalite criptococica, uma condi¢do inexoravelmente fatal (VU; GARCIA;
GELLI, 2019; TSAY et al., 2019), além de outros 6rgaos que podem ser afetados como os
pulmdes, pele e os ossos (LEE, LIU, CHEN, 2024; BELDA JR et al., 2022). Pacientes com
HIV/AIDS, receptores de transplantes de orgdos e individuos com outras formas de
imunossupressdo estdo em maior risco de desenvolver a doencga, devido a sua incapacidade de

montar uma resposta imunologica eficaz contra o fungo (MOLLOY et al, 2018).
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As principais drogas utilizadas para tratamento da criptococose sdo a anfotericina B
com associacdo da flucitosina, e o fluconazol como primeira linha dentre os triazdis para
terapia de manuten¢do ou profilaxia (XU et al., 2019; ZHAO et al., 2022). No entanto, a
crescente resisténcia os antifingicos ¢ uma preocupacdo, devido a quantidade restrita de
opgdes farmacoldgicas disponiveis na atualidade, ressaltando assim a necessidade de novos
tratamentos e estratégias terapéuticas (NAICKER et al., 2020; BASTOS et al., 2021).

Nesse contexto destacam-se as plantas, que sdo capazes de produzir um grande
numero de compostos bioativos, derivados dos metabdlitos secundérios e fitoquimicos com
potencial para a descoberta de novas terapias (ALTEMIMI et al., 2017; ANAND et al., 2019).
Dada a importancia clinica do Cryptococcus neoformans e a crescente preocupagdo com a
resisténcia aos antifungicos, o objetivo do presente estudo ¢ investigar a suscetibilidade
antifingica de isolados ambientais de C. neoformans obtidos de fezes de C. livia, frente a

extratos vegetais brutos.

METODOLOGIA

Local de estudo

Para o isolamento das cepas ambientais de Cryptococcus coletou-se fezes de Columba
livia, em ambientes urbanos no municipio de Caxias, Maranhao, Brasil, municipio este que
possui uma darea territorial de 5.201,927 km?, apresentando uma populagdo estimada em
156.970 habitantes em 2022 e uma densidade demografica de 30,18 habitantes/km?, banhado
pelo Rio Itapecuru e com clima tropical, situando-se na regido Leste do Estado do Maranhao,
a 374 km da capital maranhense, S3o luis, ¢ 70 km da capital piauiense, Teresina (IBGE,
2023).

Os locais de coleta foram definidos com base no fluxo relevante de pessoas e maior

concentragdo de C. livia proximo a Hospitais, Escolas e Universidades. No qual coletou-se 36
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amostras em 12 pontos diferentes no periodo de Maio a Julho de 2024. Sendo somente fezes
envelhecidas e secas provenientes do C. livia.

No qual realizou-se a suspensdo de aproximadamente de 1g de fezes para 10mL de
solugdo salina (0.9%) e agitadas em vortex por trés minutos, deixando repousar por 30
minutos a temperatura ambiente, metodologia adaptada de Malekifard; Ghaniei; Eidi, (2023).

Todas as amostras tiveram o sobrenadante semeado por esgotamento, em placas de
Petri, cada uma contendo meio de cultura Agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol e
incubadas a 30°C por um periodo de 7 dias, conforme a metodologia original proposta por

Franzot et al., (1998).

Isolamento e identificacio fungica

A identificagdo do C. neoformans foi realizada pelas caracteristicas das coldnias, de
coloracdo marrons/amareladas e com aspecto viscoso em agar, além de testes bioquimicos
realizados através do crescimento dos isolados em azul de bromotimol de creatinina dextrose
em meio de timina seguindo ainda a metodologia de Franzot et al., (1997).

O meio ureia-agar-base foi utilizado para identificar o género Cryptococcus (FU et al.,
2018). Os isolados foram repicados nesse meio e incubados a 30°C por cinco dias. E para
diferenciar as espécies de C. neoformans e C. gattii, foi utilizado o meio canavanina-glicina-
azul de bromotimol (CGB), seguindo a metodologia original de KWON-CHUNG,
POLACHECK, BENNETT (1982).

Repiques sucessivos dos microrganismos isolados foram realizados com a finalidade
de obtencdo de coldnias puras. As capsulas fungicas foram observadas por microscopia para a
identificagdo fenotipica do C. neoformans através de coloragdao por tinta da china. Outros
padroes de identificagdo foram realizados pela termotolerdncia a 37° C, inibicdo a

cicloheximida e produgdo de urease.
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Os testes de sensibilidade frente a antifungicos foram realizados por meio da técnica

de difusdo em disco em agar Mueller-Hinton, suplementado com 2% glicose e 0,5 g/mL de

azul de metileno seguindo diretrizes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI

M44), no qual utilizou-se discos impregnados com fluconazol (25 mcg), itraconazol (10 mcg),

ketoconazol (50mcg), e anfotericina B (100 mcg) (Cecon-Sensifungidisc, Sdo Paulo, Brasil).

Com os seguintes valores de corte da Tabela 1:

Tabela 1: Valores de corte
baseando-se como controle

para fluconazol, itraconazol, ketoconazol, e anfotericina B,
espécie de Candida parapsilosis ATCC 22019 e Candida

krusei ATCC 6528 .
Antifangi S I R
co
Anfoterici > 10 mm Nao <
na B aplicavel 10 mm
Itraconaz >20 mm 12-19 <
ol mm 11 mm
Fluconazo > 19 mm 14-18 <
1 mm 13 mm
Ketocona >28 mm 21-27 <
zol mm 20 mm

Fonte: CLSI (M44), 2018.
S = Suscetivel; I = Intermediario; R = Resistente.

Extratos vegetais

Os testes de sensibilidade frente aos extratos vegetais foram realizados utilizando-se

da técnica por difusdo em 4gar, na qual em uma placa padrdo de 90 mm, realizou-se o

plaqueamento com agar-agar, e apos a solidificagdo, inoculou-se diretamente no dgar Mueller-

Hinton com uma alca bacterioldgica uma massa celular de C. neoformans, e agitou-se em

vortex para que fosse depositado na superficie da placa. Entdo, apos a solidificagdo um furo

de didmetro de 6 mm aproximadamente foi perfurado, de maneira asséptica com uma ponta
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estéril, ¢ um volume 20 pL da solucdo do extrato foi introduzido no pogo (BALOUIRI,
SADIKI, IBNSOUDA, 2016; GURUNG et al., 2024).

Os extratos foram obtidos seguindo as recomendagdes da Farmacopeia Brasileira
(2019). Onde apos a coleta, os espécimes foram postos para secagem a sombra, em ambiente
arejado durante um periodo de 7 dias. A trituragcdo dos vegetais foi realizada em moinho de
facas até a condicao de p6, em sequéncia, adicionado ao p6 solvente metanol, que permaneceu
em repouso por 21 dias sob condi¢cdo de agitacdo didria. Apds esse periodo, o material foi
filtrado e depositado em um evaporador rotativo a 40°C entre 70-80 rpm para retirada de todo
o solvente. Os orgaos utilizados para obtencdo dos extratos foram: a casca do tronco da
Hymenaea courbaril L., casca do tronco da Astronium urundeuva (M.Allemao) Engl., e as
folhas da Cecropia distachya Huber.

A identificagdo das espécies dos vegetais foi realizada pela botanica Dra. Laice
Fernanda Gomes de Lima e o botanico Guilherme Sousa da Silva, e depositadas no herbario
Professor Aluizio Bittencourt — HABIT, com numero de tombo 5067, xxxx, ¢ 5066

respectivamente.

Analise estatistica
Todos os dados foram analisados usando o programa RStudio (R version 4.4.2).
utilizando trés testes comparativos — ANOVA, Teste de Tkey, e Teste de Homogeneidade. Os

valores de p < 0.05 foram considerados estatisticamente significativos.

RESULTADOS
Das 36 amostras 25 (69,44%) apresentaram crescimento de colonias do fungo. No

meio de cultura Canavanina-glicina-azul de bromotiol (CGB) n3o houve alteragdo na
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coloracdo indicando que as leveduras eram C. neoformans, e nao C. gatti (Figura 1), através

da coloragdo por tinta da china, observou-se a presenga de leveduras encapsuladas.

Figura 1. Grafico representativo dos 12 pontos de coletas (nomeados de A-M), com
crescimento de leveduras de Cryptococcus neoformans. Caxias-MA. N=12
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Fonte: Autoria propria, 2025.
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Os testes de suscetibilidade das cepas de C. neoformans frente aos extratos brutos dos

vegetais demonstraram sensibilidade varidvel como observado no quadro 1.

QUADRO 1. Perfis de suscetibilidade de isolados de C. neoformans em relagdao aos extratos
brutos dos vegetais utilizados na pesquisa. Caxias-MA, 2024. N=12.

Amostra Extrato A Extrato B Extrato C Flucona
zol

A 26,66 mm 21,33 mm R R

B 24 mm 35,33 mm R R

C 27,33 mm 30,66 mm R R

D 32 mm 31,33 mm 12,5 mm R

E SC SC SC SC

F 25,33 mm 28 mm R R

G 20 mm 24,66 mm R R

H 40 mm 37,33 mm 20 mm 42 mm

1 31,33 mm 32 mm R R

J 29,33 mm 30,66 mm R 11 mm

L SC SC SC SC
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M 29,33 mm 29,33 mm R R

C. 15,33 mm 12,33 mm R 15 mm
neoformans (ATCC
32045)

Fonte: Autoria propria, 2024.
SC= Sem crescimento; MM = milimetro; R= resistente; Extrato A= H. courbaril; Extrato
B= A. urundeuva; Extrato C= C. distachya; ATCC = American Type Culture Collection.

Os resultados da analise estatistica demonstraram diferencas significativas entre os
tratamentos avaliados. A analise de variancia (ANOVA) apresentou um valor F de 26,42.
Df=3f e um valor de p=1,38x10°, demonstrando que as médias dos tratamentos sdo
estatisticamente diferentes.

O teste de Tukey permitiu comparar os pares de tratamentos. Determinando que o
extrato C ¢ significativamente diferente do extrato A (p=0,0000005) e do extrato B
(p=0,0000002). O fluconazol também apresentou diferencas significativas em relagao ao
extrato A (p=0,0000078) e ao extrato B (p=0,0000030).

Nao foram observadas diferengas significativas entre o extrato A e o extrato B
(p=0,9904), nem entre o fluconazol e o extrato C (p=0,8220). E o teste de homogeneidade de
variancias de Levene foi aplicado para verificar a adequagao dos pressupostos do modelo. O
resultado (p=0,8324) confirmou que as variancias dos grupos sdo homogéneas.

O extrato bruto de H. courbaril apresentou inibi¢do significativa em todas as cepas
analisadas no estudo. O extrato de 4. urundeuva, também apresentou capacidade inibitoria das
cepas de C. neoformans. Com relagdo ao extrato bruto de C. distachya observou-se resisténcia
em 80% das cepas de C. neoformans com atividade inibitoria somente em 10% das cepas.

Com base nos resultados obtidos no Quadro 1, os extratos brutos A e B inibiram o
crescimento das cepas ambientais de C. neoformans utilizadas na pesquisa. Assim, essas
espécies vegetais podem ser uma opg¢ao na busca de novas drogas para o tratamento da

criptococose.
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O fluconazol foi utilizado como controle positivo, porém, apresentou uma alta taxa de
resisténcia (90%), possuindo uma atividade inibitoria significa somente em10% das cepas de
C. neoformans. dos 2 isolados de C. neoformans que apresentaram suscetibilidade a essa
droga, 1 foi dose dependente (Quadro 1).

O fluconazol ¢ uma das principais drogas utilizadas no tratamento de infecgdes
ocasionadas pelo C. neoformans em seres humanos, entretanto, os resultados demonstraram
um dado importante, a resisténcia de cepas de C. neoformans ambientais a esse antifingico, o
que pode ser um dado epidemiologico muito interessante, haja vista, que as pessoas da
comunidade estdo expostas a esse patogéno, principalmente em logradouros publicos.

Outro dado importante quanto a resisténcia de cepas de C. neoformans ambientais ao
fluconazol ¢ o fato do C. livia ser encontrado préximo a ambientes hospitalares, o que
aumenta a possibilidade de infec¢do de pessoas em imunosupressao.

Quanto aos testes de suscetibilidade realizados pelo método de Kirb-Bauer, com as
cepas de C. neoformans frente aos antifingicos (Anfotericina B, Fluconazol, Itraconazol e
Ketonazol) comumente utilizados no tratamento de infecgdes por essa levedura, os resultados
demonstraram que cepas desse fungo foram resistentes a parte desses antifingicos,
corroborando com a resisténcia observada ao fluconazol (Quadro 2).

QUADRO 2. Perfis de suscetibilidade de cepas C. neoformans ambientais frente aos
antifungicos Anfotericina B, Fluconal, Itraconazol e Ketoconazol. Caxias-MA, 2024. N=12.

Amostra Anfotericina b Fluconazol Intraconazol Ketoconazol
A 20 mm R R R

B R R R R

C R R R R

D R R R R

E SC SC SC SC

F R R R R

G R R R R

H 20 mm 18 mm R R

I R R R R

J 28 mm 28 mm 18 mm 20 mm
L SC SC SC SC

M 22 mm R R R

Fonte: Autoria propria, 2024.
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Legenda: SC = sem crescimento microbiano; MM = milimetro; R= resistente (ndo houve
desenvolvimento do halo de inibicdo), S = sensivel (houve desenvolvimento do halo de
inibi¢d0) em mm, incluindo o préprio disco de 6 mm.

Observou-se no Quadro 2, um elevado nimero de cepas de C. neoformans resistentes
a anfotericina B e ao itraconazol. Esses dados demonstram que cepas desse fungo,
encontradas no meio ambiente apresentando resisténcia a essas duas drogas em
particularmente, pode ser um grave problema em saude publica na atualidade, levando em

consideragdo, que essas cepas podem infectar pessoas da comunidade e facilmente levar a

morte dos infectados dado a resisténcia aos antifiungicos mais potentes.

DISCUSSAO

E descrito na literatura que altas temperaturas pode diminuir a possibilidade do
Cryptococcus sobreviver no meio ambiente (ARAUJO JUNIOR et al., 2015), porém, mesmo
as coletas sendo realizadas em um periodo de Maio a Julho de 2024, no qual a temperatura
mante-se elevada (SILVA et al., 2016), nao foi impedimento para o crescimento fungico,
obtendo-se coldnias puras e exuberantes.

A presenca significativa de Cryptococcus em fezes de C. livia em ambientes de grande
circulacao ¢ um problema de ordem sanitaria e de satide publica pois favorece a infec¢ao por
essas cepas, pelo fato do C. neoformans ser caracterizado pela capacidade de disseminar-se
tanto em pacientes imunocrompometidos como em hospedeiros aparentemente
imunocopetentes (MAZIARZ; PERFECT, 2016), isso ocorre principalmente através da
inalagdo de esporos de Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii na forma de levedura
ou basididsporos, de origem ambiental (ZAVALA, BADDLEY, 2020; LIU, 2016).

A infecgdo por essas cepas pode ocasionar uma criptococose pulmonar, na qual grande
parte dos infectados sdo assintomaticos, e aqueles que apresentam sintomas podem apresentar

quadros de tosse, dispneia, febre, suores noturnos, hemoptise e dor toracica pleuritica
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(HOWARD-JONES et al., 2022; SETIANINGRUM, RAUTEMAA-RICHARDSON,
DENNING, 2019; HSIAO et al., 2022). Essa levedura possui uma predilecao pelo sistema
nervoso central (SNC), tendo como manifestacdo classica o desenvolvimento de
meningoencefalite, uma condi¢do potencialmente fatal, de alta morbidade e alta mortalidade,
podendo ocorrer ainda infecgdes combinadas entre 0 SNC e pulmonar, além da possibilidade
do desenvolvimento de uma forma sistémica (HOWARD-JONES et al., 2022; CHANG et al.,
2024).

Pesquisadores brasileiros analisaram excrementos de C. livia, mas, o C. neoformas nao
foi detectado nas amostras, porém, ainda sim ressaltaram que as cepas de Cryptococcus
podem sobreviverem no ambiente por cerca de até 2 anos € necessdrio o alerta para as
autoridades sanitarias, visto a presenga de fezes de C. /ivia no meio ambiente (ROSA et al.,
2016). Em antagonismo, Pinheiro et al. (2020), conseguiram isolar o C. neoformans das fezes
de C. livia, além de outros tipos de fungos como Candida spp. € Rhodotorula spp..
Demonstrando assim que o C. /livia ¢ um grande disseminador de patdégenos. Com o
isolamento dessa levedura, em fezes de C. /ivia sendo descrito em vérias regides do mundo
(FUNES et al., 2022; ELLABIB et al., 2016; MIRPOURIAN et al., 2021, GONZALEZ-
HEIN, GONZALEZ-HEIN, JARABRAN, 2010).

A presenca dessas cepas no ambiente além de proporcionar uma maior probabilidade
de contato com seres humanos, preocupa devido aos crescentes relatos de resisténcia as
drogas azdlicas (VENA et al., 2019), na qual diferentes metodologias em vitro demonstraram
certo nivel de resisténcia a essa classe farmacoldgica em especial ao fluconazol, com alguns
isolados sendo capazes até de adaptarem-se a niveis de fluconazol de 64 a 256 pg/ml
(VARMA, KWON-CHUNG, 2010).

Um estudo com cepas de isolados clinicos de Cryptococcus comparou a resisténcia do

fungo a fluconazol em dois periodos de incubagdo, no qual observou-se que em um periodo
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de incubacdo de 48 horas o resultado da difusdo em disco (Kirby-Bauer) indicou que 27,1%
das cepas eram resistentes, € as cepas incubadas durante 72 horas 54,2% eram resistentes
(HUANG et al., 2024). A resisténcia a anfotericina B gera grande preocupagao, visto que ¢ a
droga de primeira escolha para o tratamento da criptococose (JARVIS et al., 2022).

Na terapia da meningite criptocécica a anfotericina B, ¢ em muitas vezes utilizadas em
combinagdo com flucitosina, seguida por uma fase de manutengdo com fluconazol para
prevenir recaidas (JARVIS et al., 2022; NGAN, FLOWER, DAY, 2022). Em infec¢des
pulmonares e outras formas menos graves, o fluconazol ou itraconazol sdo frequentemente
utilizados. Sendo a profilaxia a longo prazo com fluconazol comum em pacientes com AIDS
para prevenir recidivas (HOWARD-JONES et al., 2022; ZAVALA; BADDLEY, 2020).

Nao ¢ atual os relatos de resisténcia de Cryptococcus a anfotericina B com estudos ja
em 1998 demostrando certo grau de resisténcia a essa droga (LOZANO-CHIU et al., 1998),
confirmando-se ao longo do tempo (HSUEH et al., 2005). O que é alarmante visto que em
alguns lugares a terapia associada com anfotericina B e flucitosina ndo estd disponivel, sendo
o uso isolado da anfotericina B a tnica opg¢ao terapéutica para a criptococose, sabe-se que a
associagdo entre as duas drogas aumenta capacidade de morte fungica, isso foi relatado em
estudo no qual observou-se em vitro que a sinergia entre a Anfotericina B e a 5-flucitosina
(SOARES et al., 2008).

Nao se sabe por completo como ocorre a resisténcia do Cryptococcus spp, o que ja é
descrito ¢ que a hibridizagdo entre Cryptococcus spp. influencia o desenvolvimento dessa
resisténcia, alguns trabalhos sugerem que a resisténcia aos azdis por exemplo esta relacionada
ao alteracdes em um gene que codifica a enzima lanosterol 14a-desmetilase, o gene ERG11
(BERMA; GEDDES-MCALISTER, 2020). Outro ator importante ¢ a melanina presente na
capsula fungica, que se acredita impedir que o medicamento atinja o local alvo (KHAN et al.,

2009).
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Tendo em vista o surgimento de resisténcia aos antifingicos, novas estratégias fazem-
se necessarias para vencer essa barreira, € a biodiversidade existente no Brasil pode fornecer
uma fonte potencial para a descobertas de novos farmacos, sendo considerada a maior do
mundo, detentora de aproximandamente 20% das espécies do globo, a biodiversidade
brasileira pode ser vista como uma grande farmécia ao ar livre, e ainda nos dias atuais no qual
a grande parte dos medicamentos sdo de origem sintéticas, mais de 40% do medicamentos
disponiveis na industrial farmacéutica, e 70% dos antibidticos e anticancerigenos sao orindos
da natureza (CALIXTO, 2003; JOLY, QUEIROZ, 2020).

Algumas espécies de uso popular vém sendo destaque na literatura, pela capacidade de
inibi¢do do crescimento de alguns fungos, dentre elas destacam-se aquelas do genéro
Hymenaea spp. em especial a H. courbaril, na qual sua seiva ja foi descrita com capacidade
de inibir o crescimento de fungo dermatofitos e do complexo de espécies C. neoformans (DA
COSTA et al., 2014). Possuindo ainda atividade antimicrobiana a outros microrganismos,
inclusive contra bactérias multirresistentes (EVERTON et al., 2021; ALEIXO et al., 2015).

Nessa mesma linha destaca-se a A. wrundeuva com atividade antifiingica contra
Candida albicans e C. glabrata (BONIFACIO et al., 2019; BONIFACIO et al., 2024), ¢ agdo
antimicrobiana significativa contra bactérias Gram-negativas (LIMA et al., 2023). Um estudo
realizado com diversos extratos, determinou que o C. neoformans é sensivel a diversos
extratos vegetais, dentre esses extratos o de A. urundeuva, demostrando atividade fungicida
consideravel (SILVA et al., 2020).

Nao existem muitos estudo sobre a capacidade antifiingica de espécies do género
Cecropia, porém, sabe-se que algumas espécies apresentam substancias como triterpenos,
terpenoides, lactonas sesquiterpénicas, flavonoides, fenois, e glicosideos flavonoides,
compostos esses com acdes farmacoldgicas antimicrobianas, citotoxicas e antitumoral

(ORTIZ-ARDILA et al., 2017; ALVES et al., 2019). Apesar da néo atividade observada neste
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trabalho, existem estudos que através de técnicas semelhantes demonstraram uma atividade
consideravel de espécies de Cecropia, em especial a C. pachystachya frente a fungos e
bactérias patogénicas como Staphylococcus. aureus, S. pyogenes ¢ C. albicans (DE

ANDRADE et al., 2021).

CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que ambientes no quais existem depositos de excrementos de
C. livia, especialmente em areas urbanas no qual existe um com fluxo consideravel de seres
humanos sdo fontes para o crescimento e disseminag¢do de Cryptococcus neoformans o que
aumenta a possibilidade de infecgdo por esse fungo. Cepas essas que apresentaram resisténcia
a drogas utilizadas com frenquéncia na terapéutica da criptococose, como o fluconazol,
Anfotericina B, Intraconazol e Ketoconazol.

No entanto as mesmas cepas apresentaram suscetibilidade significativa frente aos
extratos brutos de Hymenaea courbaril e Astronium urundeuva, o que pode ser um
direcionamento para o aprofundamento das investigacdes em busca de substancias ativas com
capacidade antimicrobiana, visando abrir uma uma valvula de escape para a barreira da

resisténcia microbiana.
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