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VIVER, UM ESPETACULO!

Viver € um espetaculo imperdivel...

Vocé pode ter defeitos, viver ansioso e ficar irritado algumas vezes, mas
ndo se esqueca de que sua vida € a maior empresa do mundo. S6 vocé pode
evitar que ela va a faléncia. Lembre-se sempre de que ser feliz ndo é ter um
céu sem tempestades, caminhos sem acidentes, trabalhos sem fadigas,
relacionamentos sem decepcdes. Ser feliz € encontrar forca no perdéo,
esperanca nas batalhas, seguranca no palco do medo, amor nos desencontros.
Ser feliz ndo é apenas valorizar o sorriso, mas refletir sobre a tristeza. Nao é
apenas comemorar o sucesso, mas aprender licdes nos fracassos. Nao é
apenas ter jubilo nos aplausos, mas encontrar alegria no anonimato. Ser feliz é
reconhecer que vale a pena viver a vida, apesar de todos os desafios,
incompreensdes e periodos de crise.

Ser feliz ndo é uma fatalidade do destino, mas uma conquista de quem
sabe viajar para dentro do seu préprio ser. Ser feliz € deixar de ser vitima dos
problemas e se tornar um autor da propria historia. E atravessar desertos fora
de si, mas ser capaz de encontrar um oasis no recondito da sua alma. E
agradecer a cada manha pelo milagre da vida. Ser feliz € ndo ter medo dos
proprios sentimentos. E saber falar de si mesmo. E ter coragem para ouvir um
"n&o". E ter seguranca para receber uma critica, mesmo que injusta. E beijar os
filhos, curtir os pais e ter momentos poéticos com 0s amigos, mesmo que eles
nos magoem. Ser feliz é deixar viver a crianca livre, alegre e simples que mora
dentro de cada um de nés. E ter maturidade para falar "eu errei". E ter ousadia
para dizer "me perdoe". E ter sensibilidade para expressar "eu preciso de

An

vocé". E ter capacidade de dizer "eu te amo".

Faca da sua vida um canteiro de oportunidades. Que nas suas
primaveras vocé seja amante da alegria. Que nos seus invernos vocé seja
amigo da sabedoria. E, quando vocé errar o caminho, comece tudo de novo.
Pois assim vocé sera cada vez mais apaixonado pela vida e descobrira que ser
feliz ndo é ter uma vida perfeita, mas é usar as lagrimas para irrigar a
tolerancia, usar as perdas para refinar a paciéncia, usar as falhas para esculpir
a serenidade, usar a dor para lapidar o prazer, usar os obstaculos para abrir as

janelas da inteligéncia.



Jamais desista de si mesmao.
Jamais desista das pessoas que vocé ama.

Jamais desista de ser feliz, pois a vida é um espetaculo imperdivel...

Augusto Cury.



“Bom mesmo € ir a luta com determinacéo, abracar a vida
com paixao, perder com classe e vencer com ousadia, pois

o triunfo pertence a quem se atreve.” (Charles Chaplin)



DEDICATORIA

Primeiramente a Deus, que iluminou meus pensamentos nas horas mais
dificeis e meu deu saude, disposicdo e coragem para viver plenamente todas
as fases da minha vida, sempre me protegendo e guiando pelos melhores
caminhos.

Aos meus pais Gilson e Sueli e ao meu querido irmdo Renan, pelo apoio,
encorajamento, amor, pelos ensinamentos que formaram os alicerces de minha
histéria e por ndo medirem esforcos na realizagdo dos meus sonhos. Vocés
sao meu maior orgulho, meu maior amor e exemplo. Enfim, vocés sédo a base
da minha vida.

Ao meu noivo Rodrigo , por todo apoio, amor, compreensao e paciéncia (e que
paciéncia!) ao longo da trajetéria que me levou a concretizagdo deste sonho.
Obrigada por acreditar em mim e me incentivar em todos os momentos. Amo

VOCE.



AGRADECIMENTOS

A Profa. Dra. Maria José Soares Mendes Giannini , meus agradecimentos
pela orientagcdo, compreensdo e contribuicdo para evolucdo do meu
conhecimento cientifico. Obrigada pela confianca e exemplo de

profissionalismo.

A Profa. Dra. Ana Marisa Fusco Almeida , minha adoravel co-orientadora,
pela grande dedicacdo, disponibilidade, colaboragcédo, sugestdo e ajuda
imprescindiveis desde os tempos de UNAERP.

A banca de qualificacdo e defesa: Profa. Dra. Eliana Varanda , Profa. Dra.
Maysa Furlan e Profa. Dra. Maristela Pereira pelo tempo desprendido com a
correcao e sugestoes.

Ao Prof. Dr. Oscar Zaragoza por ter me recebido em seu laboratorio e pela
imensa orientacdo e atengcdo proporcionando aprendizado indescritivel.
Obrigada a todos do Instituto de Salud Carlos Il (Madrid-Espanha) pelo

carinho e amizade.

Ao Laboratério de Micologia , minha segunda familia: a minha grande amiga
Liliana , muito obrigada pelo carinho, pelos conselhos, pelo companheirismo e
por todos os bons momentos e ainda por compartilhar minhas preocupacdes,
maluquices, conquistas e alegria. Vocé é muito especial! A Rosangela , pois
sem ela o laboratério ndo tem vida; a Julhiany pela amizade, conhecimentos,
sugestdes e idéias além da imensa disposicdo em me ajudar na realizacdo dos
experimentos; ao Marcelo pela atencdo incomparavel, por esclarecer sempre
minhas davidas, além do principal, ser um grande amigo; ao Haroldo pelas
risadas, pela 6tima companhia e bom humor contagiante; a Suélen, por
sempre ter uma palavra amiga; a Panta, com suas musicas e sonhos incriveis,
a Carol Tattoo por sua alegria e disposi¢cdo a sempre ajudar (hi hi hi); a Tati
pela amizade e incentivo em todos os momentos; a Aline pela sinceridade e
oracdes; a Luciana pela dedicacdo em aprender; a Roberta, pela convivéncia

amigavel e divertida; a Regina, por sua praticidade e agilidade com seus



experimentos; a Daniele e a Fernanda, amigas da UNAERP; a nova geragao
que esta chegando: Nayla, Thais e Rosalia; aos estagiarios Daniel (que
sempre vai ali e ja volta, e que tras picanha e flaudinha!!!!), Warley (sempre
sorridente), a eficiente Jaqueline e a Patricia (Laranja que € de Limeira); ao
pessoal da Vigilancia Sanitaria Sr. Torres e Valter pelas historias engracadas.
Agradeco pela disponibilidade de cada um de vocés, amizade, conselhos,
estimulo e, acima de tudo, paciéncia. A ajuda de vocés foi decisiva neste
trabalho. Sinto-me privilegiada por ter pessoas tao especiais como VOcés ao

meu lado.

A Rosemira , Bel da Cito , Marisinha da Imuno , Eliana e Tirene: agregadas
da Micologia! Obrigada pela colaboracéo, agradavel convivéncia e pelas boas

risadas.

Ao pessoal da Pos-Graduacdo: Claudia, Sénia, Laura, Angela e Marcia, pela

paciéncia e apoio técnico para a realizacao deste trabalho.

Aos meus pais, Gilson e Sueli, meus maiores incentivadores, que lutaram

tanto quanto eu por esta conquista. E a eles que devo tudo.

Ao meu irmdo Renan, meu grande e fiel amigo, pelas nossas conversas, pela
compreensao e confianca depositada em mim. Sei que posso contar com vocé
em todos os momentos da minha vida e que estara sempre disposto a me

acolher em todas as situacgoes.

Ao meu noivo Rodrigo , obrigada por me apoiar, torcer pelos meus resultados,
pela ajuda aos domingos, por enfrentar os obstaculos que surgiram durante a
execucao deste trabalho. Desculpe-me por muitas vezes estar apenas de corpo

presente e obrigada pela paciéncia, amor e dedicacao.

Aos meus amigos Luciene e Victor pelo carinho e companheirismo e a quem
devo minhas horas de alegria e descontracdo, entre oS momentos estressantes

do mestrado. Desculpem-me pelas auséncias.



A Aline e Luciano por cada gesto de carinho e mesmo com minha falta de

tempo sempre estavam por perto de alguma maneira.

A Carol Inocentes , minha irma de coragédo, pelo incentivo e carinho de
sempre.

A toda minha familia : tia Cleusa, Pelé, Carol, Nino, aos pequenos Joao Victor e
José Vinicius, tio Silvinho, tia Silvana, Ane, Gigi, tia Regina, tio Nilton (in
memorian), Andrei, Chris, Juliano, a pequenina Maria Antdnia, Tia Rute, tio
Idemar, Mariele, Marcel, Ana, Felippe, e em especial, aos meus avos Lazaro,
Leonor, Neide e Benedito. Obrigada pelo incentivo, interesse, entusiasmo, e

torcida para que tudo desse certo.

Muito Obrigada!!



SUMARIO
Lista de abreviaturas
Lista de figuras

Lista de quadros

Resumo

Abstract

1. INTRODUCAO 21

2. JUSTIFICATIVA 38

3. OBJETIVOS 40
3.1. Objetivos gerais 40
3.1. Objetivos especificos 40

4. MATERIAIS E METODOS 41
4.1. Selecao e Cultivo de isolados de Cryptococcus neoformans 41
4.2. Preparo das substancias vegetais 41
4.3. Avaliacao da atividade antifungica 42
4.4. Avaliacao da Atividade Sinérgica 42
4.5. Concentracdo Fungicida Minima 45
4.6. Escolha do extrato vegetal para verificagdo da agdo em proteinas de C. 45
neoformans
4.7. Extragéo das proteinas 45
4.8. Quantificacao das proteinas 46

4.9. Andlise do perfil protéico por eletroforese em gel de poliacrilamida com 46
dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE)



4.10. Eletroforese Bidimensional

4.10.1. Focalizacao Isoelétrica (12 dimensao)
4.10.2. Preparo da amostra

4.10.3. SDS-PAGE (22 dimenséo)

4.11.1. Cultura de células

4.11.2. Infecgéo por C. neoformans a monocamada de células A549

5. RESULTADOS

5.1. Avaliacdo da atividade antifungica

5.2. Selecéo do extrato para contato com C. neoformans e

analise prote6bmica

5.3. Avaliagéo da atividade sinérgica

5.4. Analise do perfil protéico por eletroforese em gel de poliacrilamida com
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE)

5.5. Andlise protéica por eletroforese bidimensional

5.6. Testes de infeccdo de C. neoformans em cultura de células epiteliais

5. DISCUSSAO
6. CONCLUSOES

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

46

46

46

47

47

48

49

49

49

50

53

54

68

72

85

86



LISTA DE ABREVIATURAS
% Porcentagem
Mg Micrograma
ML Microlitro
pm Micrémetro
T Graus Celsius
5-FC 5- flucitosina
ACOEt Acetato de etila
AIDS Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
AMB Anfotericina B
ATCC American Type Culture Collection
ATV Solucao de tripsina-EDTA-versene (Adolfo Lutz)
BuOH butanol
CFM Concentracao fungicida minima
CIF Concentragdo inibitoria fracionada
CIM Concentracao inibitéria minima
CLAE Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute
DNA Acido desoxirribonucléico
DTT Dithiothreitol
EtOH Etanol
Fase log Fase logaritimica
FCZ Fluconazol

G Gravidade



GPI Glicosilfosfatidilinositol

HA Hidroalcoolica

HIV Virus da imunodeficiéncia humana

ICIF indice de concentracéo inibitoria fracionada
kDa Kilodalton

kg Kilograma

M Molaridade

mg Miligrama

mL Mililitro

mM Milimolar

mm? Milimetro cubico

MM Massa molecular

MOPS Acido 3-(N-morfino) propanosulfénico
MPO Enzima mieloperoxidase

MRNA RNA mensageiro

nm nanodmetros

OMS Organizacao Mundial da Saude

PBS Tampéao salina fosfato

pH Potencial hidrogeniénico

pl Ponto isoelétrico

p/v peso/volume

RNA Acido Ribonucléico

rpm rota¢des por minuto

SDS-PAGE Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sadio

SFB Soro fetal bovino



SNC Sistema Nervoso Central

TCA Acido tricloroacético

Tris 2-amino-2-hidroximetilpropano
UFC Unidades formadoras de colonia
V Volts

var. Variedade

YEPD Yeast Extract Peptone Dextrose



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Estrutura quimica da flavona pedalitina.

Figura 2: SDS-PAGE dos componentes proteicos de C.neoformans
sem tratamento (C-) e tratado com 750ug/mL de fluconazol. 1. Cepa
ATCC 90012, sem tratamento; 2. Cepa ATCC 90012 tratada com
fluconazol; 3. Isolado clinico sensivel a fluconazol; 4.Isolado clinico
sensivel tratado com fluconazol; 5. Isolado clinico resistente tratado
com fluconazol; 6. Isolado clinico resistente a fluconazo; MM. Peso

Molecular.

Figura 3: SDS-PAGE dos componentes protéicos de C. neoformans
tratado com molécula pedalitina obtida de P. nitens na concentracéo de
10 vezes o valor da CIM. 1. Cepa ATCC 90012, tratada com pedalitina
na concentracdo de 39 pg/mL; 2. Isolado clinico sensivel a fluconazol
tratado com pedalitina na concentragédo de 19,5ug/mL; 3. Isolado clinico
resistente a fluconazol tratado com pedalitina na concentragdo de 156

pg/mL; MM. Massa Molecular.

Figura 4: Eletroforese bidimensional do extrato protéico total de C.
neoformans na faixa de pH de 3 a 10 com tratamento com fluconazol na

concentracado de 750 pg/mL corados pelo azul de Coomassie.

Figura 5: Eletroforese bidimensional dos componentes protéicos totais
de C. neoformans com tratamento com fluconazol na concentracdo de
750pg/mL. Em A e B tem-se uma visdo ampliada das proteinas

alteradas.

32

53

54

56

57



Figura 6: Eletroforese bidimensional do extrato protéico total de C.
neoformans na faixa de pH de 3 a 10 com tratamento com a substancia
pedalitina com concentracdo 10 vezes maior que o CIM; géis corados

pelo azul de Coomassie.

Figura 7: Eletroforese bidimensional dos componentes protéicos totais
de C. neoformans tratado com a substancia pedalitina, na concentracéo
de 39ug/mL. Em A, B, C e D tém-se visdo ampliada das proteinas

alteradas.

Figura 8: Eletroforese bidimensional do extrato protéico total de C.
neoformans cepa ATCC 90012 na faixa de pH de 3 a 10, comparada
com C. neoformans resistente a fluconazol, em géis corados pelo azul

de Coomassie.

Figura 9: Eletroforese bidimensional do extrato protéico total de C.
neoformans cepa ATCC 90012 na faixa de pH de 3 a 10, comparada
com C. neoformans resistente a fluconazol. Em A, B, C, D e E tem-se

visdo ampliada das proteinas.

Figura 10: Comparacdo do padrédo de capacidade de adeséo de C.
neformans cepa ATCC 90012 e dos isolados clinicos, sensivel (S) e

resistente (R) ao fluconazol, apos 1h de incubacé&o com células A549.

Figura 11: Porcentagem de adesao (A) e de inibicdo da adeséo (B) da
cepa ATCC 90012 de C. neoformans apds 1 hora de tratamento com
pedalitina (Ped), fluconazol (Fluco) e anfotericina B (Anfo) e 1 hora em
sistema de infec¢cdo com células epiteliais A549.

* p<0,0001

61

65

66

69

70



Figura 12: Porcentagem de adesao (A) e de inibicdo da adeséo (B) do
isolado clinico de C. neoformans sensivel ao fluconazol (S) apds 1 hora
de tratamento com pedalitina (Ped), fluconazol (Fluco) e anfotericina B
(Anfo) e 1 hora em sistema de infeccdo com células epiteliais A549.

* p<0,0001

Figura 13: Porcentagem de adesao (A) e de inibicdo da adeséo (B) do
isolado clinico de C. neoformans resistente ao fluconazol (R) apos 1
hora de tratamento com pedalitina (Ped), fluconazol (Fluco) e
anfotericina B (Anfo) e 1 hora em sistema de infeccdo com células
epiteliais A549.

* p<0,0001

70

71



LISTA DE QUADROS

Quadro 1: Exemplo do esquema de combinacdo na placa de
microdiluicdo com concentragOes das fracdes do extrato de P. nitens,
estando uma fragdo em negrito e outra em italico para o teste do
“tabuleiro de xadrez”. C-, controle negativo; C+, controle positivo.

Quadro 2: Valores de CIM em porcentagem dos extratos, fracdes e
substancias puras de diferentes plantas, testadas contra C. neoformans

pelo micrométodo de acordo com o documento do CLSI.

Quadro 3: Valores de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de
Pterogyne nitens, pertencente a familia Fabaceae, testados contra C.
neoformans cepa ATCC 90012, cepa sensivel e cepa resistente ao

fluconazol.

Quadro 4: Valores de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) das
fracOes de P. nitens sozinhas e combinadas contra C. neoformans, bem

como a verificacao da atividade dos extratos quando combinados.

Quadro 5. Selecdo de spots demonstrados nas figuras 4 e 5 e as

alteracdes observadas com o tratamento com fluconazol (FCZ).

Quadro 6. Selecdo de spots demonstrados nas figuras 6 e 7 e as
alteracdes observadas com o tratamento com a substancia pura de P.

nitens, pedalitina.

Quadro 7. Selecdo de spots demonstrados nas figuras 8 e 9 e as

diferencas observadas entre a cepa ATCC e o isolado clinico resistente.

44

49

50

51

57

61

67



RESUMO

A criptococose tem emergido como importante infecgdo oportunista em
pacientes imunossuprimidos e imunocompetentes causando principalmente a
neurocriptococose. Cryptococcus neoformans, um dos agentes, é uma
levedura capsulada comumente encontrada em infec¢bes do sistema nervoso
central em pacientes HIV positivos. No mercado ha farmacos para o tratamento
dessas infec¢des, porém problemas sdo verificados quanto ao espectro de
acao, custos e efeitos adversos. As plantas sdo usadas na medicina por longa
data constituindo-se de uma 6tima alternativa para busca de substancias que
podem ser utilizadas na formulacdo de novos antifungicos. Neste estudo foram
avaliados varios extratos, fracdes e substancias puras do projeto BIOTA frente
a cepa ATCC de C. neoformans, bem como em isolados clinicos com perfil de
sensivel e resistente frente ao fluconazol. Também foi feita a padronizagéo e
aplicacado da metodologia do “tabuleiro de xadrez” para verificacdo de atividade
sinérgica, aditiva, indiferente e antagbnica entre as fracbes de plantas de
interesse, bem como a molécula pedalitina associada com outras substancias
de origem vegetal e com as drogas sintéticas fluconazol e anfotericina B. Os
que apresentaram melhores concentracdes inibitérias minimas foram
selecionados para verificagdo do perfil de proteinas de fungos antes e apos o
contato com a substancia de origem vegetal e perfil de adesao frente a células
(pneumacitos) A549. Dentre as plantas estudadas, Pterogyne nitens, espécie
pertencente a familia Fabaceae, a qual possui a substancia ativa pedalitina,
possui atividade antifungica significativa contra os isolados de C. neoformans
incluindo o resistente. Suspensdes de C. neoformans com e sem tratamento
com fluconazol e em contato com a substancia pura pedalitina, foram
analisadas por SDS-PAGE e eletroforese bidimensional. Os tratamentos
revelaram modificacdes na expressdo de um numero significativo de proteinas.
As combinac¢des da pedalitina com fluconazol e da mesma com anfotericina B
revelaram efeito sinérgico, reduzindo a concentracdo das drogas em 75%.
Também foram realizados ensaios de adesdo do fungo as células A549 na
presenca da pedalitina e das drogas sintéticas fluconazol e anfotericina B
verificando-se uma significativa diminuicdo da adesdo. Desta forma acredita-se
que estamos diante de um protétipo promissor para o desenvolvimento de um

farmaco antifungico com atividade especifica para este agente.



ABSTRACT

Cryptococcosis is a disease that has emerged as an important
opportunistic infection in immunocompromised and immunocompetent patients
mainly causing cryptococcal meningitis. Cryptococcus neoformans, one of the
agents, is encapsulated yeast most commonly found in central nervous system
infections in HIV patients. There are drugs on the marketplace for the treatment
of these infections, but problems are related to spectrum of action, costs and
adverse effects. Plants are used in medicine for a long time and they are a
great alternative to look for substances that can be used to develop new
antifungal agents. In this study we evaluated several extracts, fractions and
pure substances from BIOTA project against the ATCC strain of C. neoformans,
as well as clinical isolates with sensible and resistant profile to fluconazole. The
standardization and application of the methodology of the chessboard technique
was developed to verify synergistic, additive, indifferent and antagonistic
activities among the fractions of the selected plants, and the molecule pedalitin
associated with other natural compounds and the synthetic drugs fluconazole
and amphotericin B. The substances that presented the best minimum inhibitory
concentrations were selected to verify the fungi protein profile before and after
contact with the plant substance and adhesion profile to cells (pneumocytes)
A549. Among the plants studied, Pterogyne nitens, specie that belongs to the
family Fabaceae, which has the active substance called pedalitin, presented a
significant antifungal activity against the isolates of C. neoformans including
resistant. Suspensions of C. neoformans with and without treatment with
fluconazole and in contact with pedalitin were analyzed by SDS-PAGE and two-
dimensional electrophoresis. These treatments revealed changes in the
expression of a significant number of proteins. The combinations of pedalitin
with fluconazole and amphotericin B showed synergistic effect, reducing in 75%
the concentration of drugs. Adhesion assays were also performed with yeast
and A549 cells (pneumocytes) in the presence of pedalitin and the synthetic
drugs fluconazole and amphotericin B and we observed a significant decline in
adhesion.Thus, we believe that we have a promising prototype for the

development of an antifungal drug with specific activity for this agent.
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1. INTRODUCAO

O aumento da incidéncia das micoses tornou-se um importante
problema de saude publica, afetando grande parte da populacdo mundial e
como consequéncia pode ocorrer diminuicdo da qualidade e da expectativa de
vida. O problema se agrava em pacientes imunossuprimidos, 0s quais sdo mais
susceptiveis a desenvolver estas infecgcbes, podendo levar muitas vezes ao
Obito (MASCHMEYER & HAAS, 2008; SABLE et al., 2008; SEGAL et al., 2008;
JARVIS et al., 2008, ESPINEL-INGROFF, 2009).

O aumento dessas infec¢cOes tem gerado problemas ndo apenas ao
diagnéstico, mas também na terapéutica. A disponibilidade de antifungicos
ainda € relativamente pequena, algumas vezes ineficiente e a maioria com
certa toxicidade. Juntamente com o crescimento dessas infec¢des, o problema
da resisténcia microbiana também sofreu um aumento acentuado (GIROIS et
al., 2006). A resisténcia microbiana deve-se a mutacdes que ocorrem nas
células, e a droga age como agente seletivo em uma populacdo (WHITE et al.,
1998). Dentre os mecanismos de resisténcia utilizados pelos fungos €
importante ressaltar a superproducédo de enzimas, a implementagcéo de vias
metabdlicas alternativas e a producdo de bombas de efluxo que expulsam o
medicamento da célula fungica (FERREIRA et al., 2005; GOLDMAN et al.,
2004).

A frequiéncia das infec¢Bes fungicas causadas por linhagens resistentes
vem aumentando e assim cresce também a urgéncia no desenvolvimento de
terapias mais efetivas para o tratamento destas doencas. A descoberta de
novos alvos exclusivos dos fungos e o entendimento dos mecanismos
moleculares de resisténcia é etapa fundamental neste processo (PERLIN et al.,
1997).

O género Cryptococcus engloba 38 espécies, entre elas, Cryptococcus
neoformans e Cryptococcus gattii, os principais agentes etiolégicos da
criptococose, ja as outras espécies raramente sao descritas (KANTARCIOGLU,
et al, 2007). Cryptococcus neoformans € uma levedura patogénica de
distribuicdo mundial (PERFECT & CASADEVALL, 2002), considerada
patologicamente oportunista para o0 homem e animais (SORREL & ELLIS,
1997).
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A levedura apresenta capsula polissacaridica, que € o principal
determinante da viruléncia (CASADEVALL & PERFECT, 1998). A capsula
polissacaridica € importante para a sobrevivéncia do microrganismo no
ambiente e no hospedeiro e é considerada um importante fator de viruléncia
com capacidade imunossupressora e antifagocitica. A capsula € constituida
pelos polissacarideos glucuronoxilomanana (90%), galactoxilomanana (7%) e
manoproteina (3%) (MITCHELL & PERFECT, 1995; CASADEVALL &
PERFECT, 1998; CASALI et al., 2001; NISHIKAWA et al., 2003; MOYRAND et
al, 2002; LEVITZ & SPECHT, 2006, ZARAGOZA et al, 2009). Acredita-se que a
capsula de C. neoformans o protege contra estresse ambiental, como, por
exemplo, a desidratacdo, e também é considerada essencial para a viruléncia
da levedura. (CASADEVALL & PERFECT, 1998; ZARAGOZA et al, 2003).
Varios genes estdo envolvidos na sintese de capsulas polissacaridicas, como
os genes CAP10, CAP59, CAP60 E CAP64, os quais sao essenciais para a
biossintese de glucuroloxilomanana e necessarios para a viruléncia em
modelos de infeccdo em camundongos (JANBON, 2004). Em estudo realizado
para verificar a producéo de capsula, foi observado que o fungo mantido in vitro
em meio com manitol induz aumento significativo no tamanho da capsula em
comparacao ao cultivo com glicose. Porém quando a glicose estava em alta
concentracdo observou-se um maior aumento no tamanho da capsula quando
comparado com cultivo com manitol. Além disso, o tratamento com manitol em
camundongos infectados com C. neoformans resultou em células fungicas com
capsulas significativamente maiores e houve reducdo da disseminacado do
fungo para o cérebro. Assim, verifica-se que a fonte de carboidrato e a sua
concentracdo podem modificar a expressdo da capsula de C. neoformans, a
qual € um importante fator de viruléncia da levedura (GUIMARAES et al, 2010).

Baseando-se nos antigenos polissacaridicos da capsula (FRIES, et al,
1999; KWON-CHUNG et al, 1982), C. neoformans foi dividido inicialmente em
trés variedades e cinco sorotipos, sendo o sorotipo A pertencente a variedade
grubii (FRANZOT et al., 1999), o sorotipo D a variedade neoformans, e Be C a
variedade gatti (FRANZOT et al., 1999; SORRELL, 2001). Sob essa
classificacdo, a designacao correta para o sorotipo AD ainda nao foi definida
(LENGELER et al., 2001), entretanto alguns autores o consideram um hibrido

(BOEKHOUT et al., 2001). Com base em dados de tipagem, sequenciamento
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de nucleotideos e analise filogenética, foi sugerida a reclassificacdo de C.
neoformans var. gattii como uma nova espécie, C. gattii (BOEKHOUT et al.,
2001; KNOW-CHUNG et al.,, 2002). Portanto, atualmente, o complexo
Cryptococcus inclui as leveduras basidiomicéticas Cryptococcus neoformans
var. grubii (sorotipo A), Cryptococcus neoformans var. neoformans (sorotipo D)
e Cryptococcus gattii (sototipos B e C), onde as variedades apresentam
diferencas fenotipicas, genotipicas, bioquimicas, epidemiolégicas e clinicas
(LIN & HEITMAN, 2006; MORETTI et al, 2008; MA & MAY, 2009; CASALI et
al., 2001; SORREL, 2001, MATSUMOTO et al, 2007, ALMEIDA et al, 2007).

C. neoformans var. grubii (sorotipo A) € 0 agente mais prevalente no
mundo inteiro causando a criptococose, acometendo principalmente pacientes
imunocomprometidos e responsavel por 99% dos casos de criptococose em
pacientes com Aids (BANERJEE, et al, 2004; CHEN, et al, 2008, SCHOP,
2007, BOVERS, 2008), enquanto C. neoformans var. neoformans (sorotipo D),
ocorre principalmente na Europa e América do Sul. No Brasil, os dados estéo
de acordo com a literatura mundial, com excecdo da regido nordeste, que
apresenta prevaléncia do sorotipo B (MATSUMOTO et al., 2007; TRILLES et
al., 2008; DOS SANTOS et al., 2008; LEAL et al., 2008).

C. neoformans é geralmente encontrado em excretas de aves,
principalmente pombos domésticos (GRANADOS & CASTANEDA, 2005;
KOBAYASHI et al., 2005), onde hé& creatinina, acido Urico, purinas e xantinas,
as quais sao assimiladas facilmente pela levedura, além destas aves servirem
como carreadoras, transportando a levedura nas patas, penas e bico (LIN,
2009; LEVITZ, 1991), e ainda, em excretas dessecadas, a levedura conserva
sua viabilidade por aproximadamente dois anos, permanecendo com capsulas
pequenas, mas compativeis com a deposicdo alveolar (CASALI et al., 2001).
No Brasil, foi realizado um levantamento da ocorréncia de C. neoformans em
torres de igreja na cidade de Rio de Janeiro e a levedura foi encontrada em
100% das igrejas e em 38% das amostras de excretas coletadas (BARONI et
al., 2006). A prevaléncia de C.gattii é alta em areas tropicais e subtropicais.
(SORRELL; 2001). Esta espécie é freglientemente encontrada em eucaliptos,
principalmente Eucaliptus camaldulensis e Eucaliptus tereticornis, mas também
tem sido isolada de outras espécies de arvores (LAZERA et al., 1998, 2000;
GRANADOS & CASTANEDA, 2005, DIXIT et al, 2009).
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Em amostras clinicas, C. neoformans quase sempre se apresenta na
forma de levedura, as quais sdo encontradas no liquor, em secre¢des de
tecidos e no escarro. Morfologicamente, € uma levedura arredondada, ovalada
ou elipsoide, geralmente envolta por capsula mucopolissacaridea. A levedura
também pode reproduzir-se sexuadamente, correspondendo ao estado
perfeito, sendo neste estagio denominado de Filobasidiella neoformans. Por
serem heterotalicos, possuem dois mating types complementares. Ao contrario
de outros basidiomicetos, as filobasidielas possuem um locus com dois alelos a
e a (KWON-CHUNG & BENNETT, 1992; CHATURVEDI et al., 2000;
LENGELER et al., 2001; OHKUSU et al., 2002; TRILLES et al., 2003). Mais de
95% dos isolados clinicos e ambientais corresponde ao mating type a
(FRANZOT et al., 1997; FORTES, 2001; MATSUMOTO, et al., 2007; OHKUSU
et al., 2002; PAPPALARDO & MELHEM, 2003; TRILLES et al., 2003;
LITVINTSEVA et al., 2005; TAY et al., 2005; ABEGG et al., 2006).

A epidemiologia da criptococose €é ainda pouco compreendida,
principalmente, em relacéo as fontes de infeccdo e, aos casos de recorréncia.
Acredita-se que a maior parte destes episddios ocorre pela persisténcia do
isolado infectante original, embora ndo se saiba que propor¢cdo pode ser
causada por um novo isolado. Uma melhor compreensdo destes casos
beneficiaria as estratégias de prevencdo da criptococose (ALMEIDA et al,
2007; BENADUCCI, 2009; MARTINS et al., 2007).

Este fungo pode causar infeccdo em individuos imunocompetentes,
porém afeta principalmente pacientes imunocomprometidos (RICHARDSON &
WARNOCK, 1993; THAKUR et al., 2008). A criptococose € uma micose
cosmopolita que vem assumindo um papel relevante, por ser o principal agente
de infeccdo fungica que afeta as meninges. E considerada uma infecgéo
oportunista, geralmente associada a Iimunossupressao, aos pacientes
acometidos de leucemia, cancer, diabetes, transplantados, em tratamento com
corticosterdide ou infectados com o virus da sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (HIV), sendo a espécie neoformans pouco freqiente em pacientes
com boa resposta imunolégica. Pacientes receptores de transplantes, em
consequUéncia ao uso de substancias imunossupressoras, podem apresentar
criptococose, uma das razdes para a elevacao das taxas de mortalidade neste

grupo de pacientes. A incidéncia das infeccbes fungicas invasivas em
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receptores de rins é de 5%, enquanto que de figado e pancreas pode chegar a
20% (TOLKOFF-RUBIN & RUBIN, 1992; DELFINO et al., 1994; MITCHELL &
PERFECT, 1995; LU et al., 2006).

A importancia clinica de C. neoformans aumentou em conseqiéncia da
maior incidéncia da Aids a partir de 1981. A associacdo entre a infeccdo com o
virus HIV (virus da imunodeficiéncia humana) e o aumento na susceptibilidade
a infeccao criptococcica disseminada foi notada em pacientes com o sistema
imune comprometido, como em pacientes em uso de terapias
imunossupressoras poés-transplantes e em neoplasias (DROMER et al., 2007).
No Brasil, a criptococose ocorre como primeira manifestacdo oportunista em
aproximadamente 4% dos pacientes com Aids, sendo responsavel por 50% dos
casos de morte devido a micoses sistémicas neste grupo de individuos
(MORETTI et al, 2008; PAPPALARDO et al.,, 2007; PRADO et al, 2009). A
doenca é ocasionada por C. neoformans e com esta associagcdo €
predominante nas regides sul, sudeste e centro-oeste do pais (MORETTI et al,
2008). Em todo o mundo estima-se que 25% a 30% de individuos com Aids
tém como conseqiiéncia a meningite criptocdccica. Sua incidéncia varia em
diferentes partes do planeta apresentando-se entre 5 a 10% na Europa
Ocidental e Estados Unidos e mais de 20% na Africa Central e leste da Asia
(MITCHELL & PERFECT, 1995; MENTZ, et al 2001; LIFSON et al., 2006). Em
todo o mundo, o sorotipo A € mais comumente isolado, sendo observado em
até 90% dos casos, seguido pelos sorotipos B e AD, nesta seqtiéncia (KNOW-
CHUNG et al, 1982; MITCHELL & PERFECT, 1995; CASADEVALL &
PERFECT, 1998; FRANZOT et al., 1997, 1999; MEYER et al., 1999, 2003;
BOEKHOUT et al., 2001; LITVINTSEVA et al., 2005). Os sorotipos D e C sdo
mais raros, exceto em alguns paises europeus, algumas areas dos Estados
Unidos (Califérnia e Nova lorque) e Asia (DROMER et al., 1994, 1996;
BOEKHOUT et al.,, 2001; LITVINTSEVA et al.,, 2005) e sao considerados
menos patogénicos (MITCHELL & PERFECT, 1995; CASADEVALL &
PERFECT, 1998). Leal et al. (2008), realizaram um estudo retrospectivo no
periodo entre 2000 a 2005 analisando dados como raca, género, idade e
fatores de risco como infec¢édo por HIV. Dos 126 pacientes que desenvolveram
meningite criptocococica, 77% foram homens com idade entre 30 e 39 anos,

95% infectados pelo HIV. Também, Moreira et al. (2006), relataram que, em
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Uberlandia, 72,9% de 96 pacientes com criptococose, em particular os
portadores do HIV, evoluiram para 6bito, mesmo tratados com anfotericina B e
derivados triazélicos.

A transmissao pode ocorrer através da inalacdo das formas infecciosas,
leveduras dessecadas e carregadas pelo ar ou provenientes de basidiésporos
qgue se depositam facilmente nos alvéolos, comprometendo inicialmente o
pulmdo e podendo disseminar-se para outros 0rgados, mesmo se a infeccao
primaria for leve ou assintomatica (OLIVEIRA NETO et al., 1993; MITCHELL &
PERFECT, 1995; BAKER & REBOLI, 1997; BARONI et al., 2006).
Frequentemente pode ocorrer disseminagcdo para o sistema nervoso central,
uma vez que este Orgdo apresenta concentracdes Otimas de tiamina,
carboidratos, minerais e nutrientes assimilaveis pelo fungo, assim como a
presenca de percussores de melanina (POLACHECK, et al, 1990; LIFSON et
al., 2006).

A porta de entrada da levedura no organismo é por meio do trato
respiratorio, em que as leveduras pouco capsuladas e/ou os basidiésporos sao
inalados e atingem os alvéolos pulmonares. Apés a instalagdo do fungo nos
pulmdes, ele pode ser eliminado pelo sistema imune ou desenvolver a
criptococose pulmonar (infeccdo primaria), variando desde formas
assintomaticas a quadros de pneumonia com febre, tosse, dor no peito, perda
de peso (CHAYAKULKEEREE & PERFECT, 2006). No espaco alveolar, os
macréfagos fazem a linha primaria de defesa. Estas células sdo essenciais na
defesa do hospedeiro contra C. neoformans (SHAO, et al, 2005; MANSOUR &
LEVITZ, 2002). A alta prevaléncia de propagulos infectantes no ambiente e a
baixa freqiéncia de pessoas que se tornam infectadas ocorre devido a
eficiéncia da imunidade celular, que contempla uma fagocitose competente nos
alvéolos e promove a defesa do organismo nos individuos imunocompetentes
(MITCHELL & PERFECT, 1995). A capacidade para patogénese intracelular &
uma caracteristica importante, porque células fagocitarias tais como
macrofagos e neutréfilos constituem a primeira linha de defesa contra muitos
fungos patdégenos. Neste sentido, as diferencas na atividade macrofagica foram
relacionadas com a susceptibilidade diferencial de C. neoformans de diferentes
espécies (SHAO et al., 2005). No entanto, alguns resultados recentes sugerem

que a capacidade de C. neoformans explorar macréfagos € um mecanismo que
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permite a disseminacdao do fungo no hospedeiro (KECHICHIAN et al., 2007;
ZARAGOZA et al., 2007). O mecanismo pelo qual C. neoformans invade o
sistema nervoso central € fundamental para a compreensao da patogénese da
criptococose, que geralmente se apresenta como meningoencefalite. Ha
evidéncias de invasao direta das células endoteliais e/ou também apds a
ingestdo de macréfagos. Mais recentemente também foi descrito mecanismo
de invasao direta do cérebro via capilares e envolve deformacéao celular. Assim,
0 neurotropismo notavel de C. neoformans pode ter mais de um mecanismo
(SHI et al., 2010)..

A partir do pulmdo, pode ocorrer disseminacdo, através da via
hematogénica, para o sistema nervoso central (SNC), sitio pelo qual a levedura
apresenta tropismo e onde acarreta quadros de meningite, encefalite ou
meningoencefalite, podendo levar o paciente a 6bito se ndo for realizado
tratamento adequado (KWON-CHUNG & BENNETT, 1992; IDNURM et al.,
2005). A meningite criptococcica é a infeccao fungica do SNC mais frequente e
a terceira complicacdo neurolégica em pacientes acometidos pelo virus HIV,
podendo causar mortalidade em até 30% dos casos. A utilizagdo da terapia
antiretroviral reduziu os casos de criptococose em individuos com Aids, porém
em paises onde esta terapia é pouco utilizada, como na Africa e Sudeste da
Asia, a criptococose permanece endémica (LIN & HEITMAN, 2006; LIN, 2009).
C. neoformans foi responsavel por 50% dos casos de morte devido a micoses
sistémicas em pacientes com Aids entre 1996-2006 (PRADO et al, 2009).

As manifestacdes clinicas geralmente sdo relacionadas ao sistema
nervoso central, com quadro de meningoencefalite subaguda ou crénica. Os
sintomas sao febre e cefaléia e mais raramente alteracdo do nivel de
consciéncia (MITCHELL & PERFECT, 1995). A meningite criptocéccica é a
infeccdo fangica do Sistema Nervoso Central (SNC) mais frequiente e a terceira
complicacdo neurologica em pacientes com Aids, nos quais pode causar
mortalidade de até 30% (FRIEDMAN et al, 2005; DEL VALLE & PINA-OVIEDO,
2006). Outros grupos de risco para a doenca incluem individuos submetidos ao
tratamento prolongado com corticosterdides e ao transplante de o6rgados
(CHAYAKULKEEREE & PERFECT, 2006). A infeccdo pulmonar pode passar
despercebida, ou apresentar manifestacdes discretas compativeis com quadro

gripal. Em imunocomprometidos pode ocorrer disseminacdo sistémica. O
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acometimento geniturinério, envolvendo pielonefrite é raro, sendo que a cultura
de urina especifica pode ser importante nesse caso, inclusive em casos de
criptococcemia. A préstata também pode ser atingida, sendo uma possivel
fonte de recidivas em pacientes imunocomprometidos, além de outros 6rgaos
como a pele, olhos e trato urinario (HERNANDEZ & PERES, 1999;
CASADEVALL & PEFECT, 1998; STEENBERGEN & CASADEVALL, 2003;
PINTO et al, 2006; MA & MAY, 2009).

O tratamento dos pacientes com Aids com a terapia antiretroviral
provocou uma queda nas taxas de incidéncia de criptococose, no entanto, a
doenca pode se manifestar mesmo durante este tratamento e o progndstico
continua a ser desfavoravel (DROMER et al.,, 2007; DROMER et al., 2004;
FRIEDMAN et al., 2005). O prognostico dessas infec¢cdes € limitado pela
eficacia reduzida das drogas atualmente disponiveis, pelo desenvolvimento de
resisténcia e também pela falta de testes diagndsticos rapidos e especificos
(SANGLARD, 2002; SHAO et al., 2007; MEAN et al, 2008).

Apesar do declinio da criptococose, a taxa de letalidade continua
consideravelmente alta, em torno de 15 a 20% (JARVIS et al., 2008; DROMER
et al., 2007) e a resisténcia de Cryptococcus sp aos antifiUngicos é preocupante
(PFALLER et al.,, 2008; ALLER et al., 2000; REX et al., 2001). Apesar de
existirem no mercado farmacos para o tratamento dessas infecgcdes, existem
problemas quanto ao espectro de ac¢ao, 0os custos e os efeitos adversos como a
hepatoxicidade, nefrotoxicidade e fototoxicidade, além da resisténcia a alguns
destes (SANGLARD, 2002; KONTOYIANNIS e LEWIS, 2002; SHAO et al.,
2007; MEAN et al, 2008, JOHNSON et al, 2008; GUERRERO, et al., 2008;
SILVA et al., 2008). O aumento destas infec¢des, principalmente em pacientes
imunossuprimidos e também o0s que receberam esquemas profilaticos com
antifingicos apdés a primeira infeccdo e tiveram falhas terapéuticas,
desenvolvendo isolados resistentes (ALMEIDA et al, 2007; MINISTERIO DA
SAUDE, 2008), tem gerado uma grande necessidade de novos agentes
antifingicos (KAUFFMAN, 2006b).

O tratamento disponivel para criptococose ainda é sub-6timo, utilizando-
se anfotericina B (AMB), com doses iniciais de ataque seguido de manutencéo
com fluconazol (FCZ), podendo gerar isolados resistentes, emergentes nos

altimos anos principalmente nos casos de falha terapéutica (SLOAN et al.,
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2008; DORNEANU et al., 2008; JARVIS et al., 2008; PFALLER et al., 2008,
MORSCHHAUSER, 2009). Recentemente, a anfotericina B também esta sendo
administrada associada com a 5- flucitosina (5-FC), o que tem demonstrado
uma diminuicdo de 30% de casos de falha na terapéutica quando comparado
com outros tratamentos (DROMER et al., 2008), porém esta possibilidade néo
existe no Brasil, pois a 5-FC nao esta mais disponivel.

A anfotericina B tem atividade fungicida de amplo espectro e mesmo
apresentando nefrotoxicidade associada em 50% dos pacientes, € o farmaco
de escolha nos tratamentos de infecgBes flngicas sistémicas, transpassando a
barreira hemato-encefalica (WHITE et al., 1998; BARQUIST et al., 1999). A
droga liga-se ao ergosterol presente na membrana plasmatica do fungo
formando um canal pelo qual saem componentes celulares, principalmente ions
potassio provocando desequilibrio do gradiente i6nico, e consequientemente
leva a morte do fungo (WHITE et al., 1998). ZARAGOZA et al (2005)
examinaram o efeito da droga na morfologia de C. neoformans, durante a
infeccdo em murinos observando reducdo da capsula polissacaridica e
diminuicdo do antigeno polissacaridico no soro, 0 que leva a sugestdo de um
mecanismo de acdo adicional para esta droga.

A droga 5-fluorocitosina pertence a classe de farmacos analogos da
pirimidina, que interfere na sintese de DNA por inibir timidilato sintetase, e na
sintese protéica por se incorporar ao RNA. Bennet et al., (1979) em estudo
multicéntrico, compararam o0s tratamentos, utilizando-se anfotericina B em
monoterapia e com esta associada a 5-fluorocitosina.Quando as duas drogas
foram utilizadas em associacdo, 67% dos pacientes apresentaram cura ou
melhora do quadro, contra 41% dos pacientes tratados apenas com
anfotericina-B. Além disso, nefrotoxicidade menor foi observada, bem como
namero menor de recaidas no grupo que recebeu 5-fluorocitosina associada.

O surgimento de derivado azdélico com biodisponibilidade alta e
toxicidade baixa, como fluconazol e também itraconazol, abriu perspectivas a
novos esquemas terapéuticos, sendo usados para fins profilaticos, em
esquemas de manutencao da terapia e em uso combinado a anfotericina B. Os
azois sdo drogas fungistaticas e agem inibindo a enzima P-450 da via
biossintética do ergosterol, a lanosterol 14a-demetilase, codificada pelo gene

ERG-11, interrompendo ou levando a produgéo insuficiente do ergosterol que é
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o principal esterol da membrana da célula fangica levando a formacdo de
membranas defeituosas. O uso abusivo dos derivados azodlicos tem levado
segundo alguns pesquisadores, ao aparecimento de isolados multirresistentes
(GRAYBILL et al., 1998). Pfaller et al., (2005a) avaliaram a atividade in vitro do
itraconazol em 1615 isolados de C. neoformans e a droga foi ativa em apenas
80% dos isolados.

Nos casos de portadores de HIV, a proflaxia secundaria ou terapia de
manutencdo é essencial depois da terapia inicial, pois a recaida € inevitavel
caso a contagem de linfocitos T-CD4+ se mantenha baixa. Os medicamentos
indicados para a proflaxia incluem o fluconazol via oral em dosagem de 200 a
400mg ao dia ou a anfotericina B. A proflaxia secundaria pode ser interrompida
se houver aumento sustentado da contagem de linfécitos T-CD4+ (acima de
200 células/mms3) por, pelo menos, seis meses ap6s o inicio da terapia
antiretroviral. Nestas condi¢cdes, geralmente surge emergéncia de isolados
resistentes devido a falta de adeséao a terapia por parte do paciente e em doses
insuficientes pode ocorrer selecdo de cepas resistentes (ALMEIDA et al, 2007;
MINISTERIO DA SAUDE, 2008; BICANIC et al., 2006).

Os mecanismos mais comuns de resisténcia a azolicos em patdgenos
fungicos tém sido estudados, mas pouco se sabe sobre os mecanismos
moleculares responsaveis pela resisténcia aos azolicos em Cryptococcus,
exceto para o caso de uma mutacdao em ERG11 relatado na cepa isolada de
um paciente com AIDS que tiveram meningoencefalite criptocécica recidivante
(RODERO et al., 2003). Alem disso, heteroresisténcia foi também relatada e &
preocupante, desde que esta contribui para a reincidéncia de criptococose,
durante a terapéutica de manutencéo dos azéis. (SIONQV et al., 2009)

Verifica-se, portanto, a necessidade da busca de novos agentes
antifingicos, bem como a caracterizacdo de novos alvos, permitindo um
tratamento mais apropriado e eficiente, inclusive com relacdo ao aparecimento
de cepas resistentes (MARTINEZ-ROSSI et al., 2008; AGARWAL et al., 2008).
Um antifingico ideal deve ter atividade fungicida de amplo espectro e nédo
causar toxicidade ao hospedeiro (CARRILLO-MUNOZ et al, 2006).

As plantas séo boas opcdes para obtencdo de uma grande variedade de
farmacos (CRUZ et al., 2007; ROJAS et al., 2006; NASCIMENTO, et al., 2000).
Esta alternativa pode beneficiar grande parte da populacdo que utiliza as
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plantas como primeira opgdo de tratamento (SCORZONI et al., 2007). As
plantas sdo usadas na medicina desde longa data, sendo extensivamente
empregadas na medicina popular por representarem uma alternativa
econdmica, de facil obtencado e aplicabilidade para diversas patologias (ROJAS
et al., 2006). Estas se constituem, portanto em uma 6tima alternativa para
busca de substancias que podem ser usadas na formulacdo de novos
antifangicos (HOLETZ et al., 2002). O Brasil € um pais de ampla extenséo
territorial e grande biodiversidade, possuindo diferentes tipos de clima e solo,
favorecendo o desenvolvimento de diferentes tipos de espécies, as quais
podem curar ou minimizar efeitos de doencas como as micoses, maléria,
tuberculose, etc. (HARVEY, 2007; ROLLINGER et al., 2006; BASSO et al.,
2005). Assim, as pesquisas com base na atividade terapéutica das plantas
foram intensificadas nos ultimos anos (BARRET, 2002).

Alguns extratos de plantas medicinais com atividade antifungica foram
pesquisados. O Oleo essencial obtido a partir das sementes dos frutos de
Caryocar brasiliensis, planta amplamente distribuida nas regides central e
sudeste do Brasil, teve atividade antifiungica comprovada contra C. neoformans
(PASSOS et al.,, 2002). Em estudo realizado por Braga et al. (2007), com as
plantas Bixa orellanastram, Ocimum gratissimum e Syzygium cumini,
verificaram atividade contra C. neoformans apresentando concentracao
inibitéria  minima com valor de 0,078 mg/mL. Outro estudo focado na
verificagdo da atividade antifingica de plantas foi realizado por Cruz et al.
(2007), mostrando que as espécies Ziziphus joazeiro e Caesalpinea
pyramidalis também apresentaram atividade significativa contra C.
neoformans. Em estudo realizado por Lee et al. (2009), foi encontrada atividade
contra C. neoformans com concentracdo minima inibitoria (CIM) de 0.545, 2.18
e 2.18 mg/mL respectivamente com as plantas Pinus densiflora, Cryptomeria
japonica, e Chamaecyparis obtusa. Outro estudo, também realizado por Lee
(2009) et al, focado na verificacdo da atividade antifingica de plantas, mostrou
que as espeécies Abies holophylla e Abies koreana apresentaram atividade
significativa contra C. neoformans, com de CIM >2.2 e 1.1 mg/mL.

Pterogyne nitens (Fabaceae), planta selecionada neste estudo, é
popularmente conhecida como "amendoim bravo"”, "amendoinzeiro”, "balsamo”.

E uma arvore que possui de 5 a 12 metros de altura, altamente ramificada
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(LORENZI, 1998). A sua madeira é usada para construcdo de casas, moveis e
para fazer arcos (BURKART, 1952). Na medicina popular, as cascas do caule
foram usadas como agente antiparasitario, por exemplo, para o tratamento de
ascaridiase (CRIVOS, et al, 2007). Estudos preliminares sobre atividade
biolégica de P. nitens indicaram uma forte inibicdo do edema de pata de
camundongo, sugerindo a presenca de substancias antiinflamatoérias no extrato
etandlico das folhas (FERNANDES, et al, 2008). Outras analises permitiram a
descricdo de mais compostos presentes nas folhas deste vegetal
(FERNANDES et al. 2008; FERREIRA et al., 2009; REGASINI et al., 2007,
2008a, 2008b). Dentre estes, foi isolado um alcaldide guanidinico (galegina)
(REGASINI et al., 2009), além de um flavonoide diglicosilado (kaempferitrina)
(REGASINI et al.,, 2008c). A substancia pura pedalitina € obtida a partir da
fracdo acetato de etila, a qual é proveniente do extrato etandlico das folhas de
P. nitens. A fracdo ACOEt foi submetida a particdo liquido-liquido seguida de
cromatografia de permeacdo em gel (LH-20) e cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), culminando na obtencdo do flavonol isoquercetrina e da
flavona pedalitina (Figura 1) (FERNANDES, et al, 2007). A estrutura da
pedalitina foi elucidada por espectrometria de ressonancia magnética nuclear
bem como por espectrometria de massa de alta resolucdo (FERNANDES, et al,
2008).

Figura 1: Estrutura quimica da flavona pedalitina.

Foi realizado um estudo para verificagdo da capacidade antioxidante da
isoquercetrina e da pedalitina, através da técnica de voltametria ciclica. Foi
observado que a isoquercetrina apresentou um pico de oxidacdo bem definido
em potencial de + 0,32V, e a pedalitina apresentou um pico de oxidacédo de
+0,40V. Assim, as duas substancias apresentaram resultados que séo
indicativos de propriedade antioxidante (FERNANDES et al, 2007).
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A combinagéo sinérgica de farmacos antifungicos com substancias de
origem vegetal para otimizar a atividade antifingica tem sido estudada com o
intuito de viabilizar o uso de farmacos que apresentam consideravel toxicidade
(HAN & LEE, 2005; HAN, 2007).

O método utilizado para verificagdo da atividade sinérgica € conhecido
como “tabuleiro de xadrez” em que se realiza um arranjo de tubos ou pocos de
uma microplaca, com variadas concentracbes de cada um dos antifingicos
(ODDS, 2003; JOHNSON et al., 2004). Desta forma, a atividade dos extratos
antifingicos vegetais pode ser otimizada por meio da combinacdo entre
diferentes substancias de diversas plantas. Estudo realizado por Yamada et al
(2010) verificou que a monoterapia com voriconazol ou anfotericina B
lipossomal, ambos indicados para o tratamento de aspergilose invasiva,
apresentava baixa resposta durante o tratamento da doenca. Quando estas
foram associadas a micafungina, ambas tiveram um efeito aumentado contra a
infeccdo. O uso de drogas combinadas também foi estudado em isolados de
casos de infecgbes disseminadas causadas por Trichosporon asahii, sendo
avaliada a atividade antifungica de voriconazol, caspofungina e anfotericina B
isoladamente e em combinac&o. Melhores resultados foram obtidos com a
associacao de caspofungina e anfotericina B, sugerindo que o tratamento com
drogas combinadas pode ser uma alternativa melhorada ao tratamento (LI et al,
2010).

Estudos a cerca da atividade sinérgica utilizando plantas medicinais
ainda sao incipientes. Em 1999, Jonkers et al. realizaram um estudo
envolvendo cépsulas de alho e omeprazol contra Helicobacter pylori. Efeito
sinérgico foi observado quando os dois compostos foram combinados, na
concentracéo de 200ug/mL de omeprazol e 200-400ug/mL de extrato de alho.
Lin et al (2005) verificaram que o flavondide miricetin inibia a producéo de beta
lactamase espectro extendido de Klebsiella pneumoniae na concentracdo de
256pg/mL, porém, ao ser combinado com amoxicilina/clavulonato,
ampicilina/sulbactan e cefoxitina observaram significante efeito sinérgico.
Assim, com a baixa toxicidade dos flavonoides, a combinacdo destes com
farmacos antibioticos pode ser uma nova estratégia no desenvolvimento de
terapias nas infeccbes causadas por bactérias que produzem o conjunto de

enzimas beta lactamase espectro estendido. Em alguns relatos acredita-se
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que a interacao sinérgica entre 0s constituintes das plantas é responsavel pela
eficacia terapéutica em fitoterapicos (WILLIAMSON, 2001). E também
conhecido que muitos curandeiros tradicionais ndo dependem apenas de um
anico extrato vegetal para regimes terapéuticos, mas muitas vezes combinam
vérias partes das plantas e até mesmo de espécies diferentes na convicgédo de
que a eficacia possa ser reforcada. Enquanto que a literatura cita o uso
tradicional das combinacbes de plantas para o tratamento de infecces,
verificou-se que poucas séo as provas cientificas para apoiar esta modalidade
especifica de seu uso tradicional. Alguns estudos evidenciam o uso combinado
de varias partes da planta e/ou com antimicrobianos no intuito de ampliar o uso
da fitoterapia (SHIN & KANG, 2003; FILOCHE et al., 2005; VAN VUUREN &
VILJOEN, 2008).

Os mecanismos de acdo de muitas moléculas com atividade antifungica
de fontes vegetais ainda ndo foram elucidados. Uma estratégia seria a
utiizacdo de sistemas protedbmicos para prospeccdo de novos alvos
moleculares. O termo proteoma foi introduzido no inicio dos anos 90 por
Wilkins para indicar a proteina total e complementar expressa pelo genoma de
uma célula, tecido ou organismo (WILKINS & PASQUALI et al., 1996; WILKINS
& SANCHEZ et al., 1996). O genoma de uma célula é finito e estéatico por toda
a sua vida, ja os proteomas sao dinamicos e mudam constantemente em
resposta a estimulos externos e durante o seu desenvolvimento (SPEICHEtr,
2004). O proteoma celular € muito complexo, formado por um grande numero
de proteinas que variam conforme o contexto, momento ou evento metabdlico
ao qual esta submetido o organismo (WASINGER et al, 1995; WILKINS, et al,
1995; LOPEZ, 1999).

A andlise protebmica é a “andlise sistematica em larga escala das
proteinas totais (ou da totalidade protéica), em uma condi¢cdo especifica”
(BLACKSTOCK & WEIR, 1999; GYGI & RIST et al., 2000). O objetivo desta
analise é obter a mais completa e integrada viséo da biologia através do estudo
de todas as proteinas da célula, em preferéncia a estudar proteinas individuais
(GRAVES & HAYSTEAD, 2002). O campo de atuacéo desta ciéncia estende-se
a descoberta de novas drogas, diagnosticos, terapias, microbiologia,

bioquimica e biologia de sistemas.
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Na pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos, as proteinas sdo de
grande importancia uma vez que se constituem de importantes alvos. Desta
maneira, através do emprego de técnicas prote6micas pode-se analisar as
alteracdes ocorridas em um sistema quando exposto a determinada substancia
ou estado patolégico (WALGREN et al., 2004).

O genoma completo de um microrganismo, mesmo com sua importancia
em analises filogenéticas, sequéncias génicas e tecnologia de DNA
recombinante, gera apenas uma visao estatica do potencial funcional de um
organismo, sendo limitado quando se necessita do conhecimento das proteinas
expressas em uma condicdo fisiologica especifica ou identificacdo das
modificacdes pos-traducionais (DUTT & LEE, 2000; LOTTSPEICH, 1999). A
populacdo de RNAm, da mesma forma que o genoma, tem limitacbes ao
proporcionar tais informag¢des (LOTTSPEICH, 1999). Desta forma, a analise do
proteoma torna-se importante em estudos de comparacao da expressao génica
em diferentes estados fisioldgicos de um organismo.

A eletroforese bidimensional ou 2-DE € um método de separacdo de
proteinas com duas orienta¢des dimensionais perpendiculares, o que permite a
separacdo das proteinas em um plano (duas dimensdes), aumentando a
resolucdo. Esta técnica separa as proteinas pela sua carga (focalizacdo
isoelétrica) na primeira dimensao, e pela sua massa molecular (SDS PAGE) na
segunda dimensdo. Um gel de 2D-PAGE permite a visualizacdo de até 3000
proteinas, dependendo da amostra e da sensibilidade da técnica de revelacéo,
embora ja se tenha descrito géis com 10000 spots (KLOSE & KOBALZ, 1995;
RABILLOUD, 2000; WITTMANN-LIEBOLD & GRAACK et al., 2006).

Um experimento protedmico tipico pode ser dividido em partes conforme
seu inicio, meio e fim: a separacdo e o isolamento das proteinas, a aquisi¢cao
de informacao estrutural da proteina com propdésito de identificar e caracterizar,
e a utilizacdo de bancos de dados (GRAVES & HAYSTEAD, 2002).

Em nosso laboratério foi utilizada a analise protedbmica para um melhor
entendimento da acdo dos extratos de plantas com atividade na célula fungica.
Realizou-se o contato dos extratos brutos ACOEt e EtOH derivados de
Kielmeyera rubriflora, além da droga comercial fluconazol, contra a levedura
Candida albicans e Candida krusei e posterior andlise protéica por eletroforese

bidimensional. Nas duas leveduras foram observadas varias alteracdes na
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expressdo de proteinas. Em C. albicans tratada com fluconazol foram
observadas nove alteracbes na expressao de proteinas e em C. krusei 11
modificacdes, ja com ambos 0s extratos verificou-se aumento ou diminui¢do de
66 proteinas. Por outro lado, 44 proteinas ndo foram expressas apos 0O
tratamento. Aparentemente, ambos o0s extratos foram mais eficientes para
inibicdo da expressao protéica de C. krusei, sugerindo a existéncia de alvos
especificos (SCORZONI, 2008).

Outra abordagem importante € a prospeccdao de moléculas com
atividade antifangica em sistemas de infec¢gdo. Os modelos envolvendo
técnicas de culturas de células de mamiferos podem ser utilizados no intuito de
se estudar novos alvos evitando-se de forma precoce a instalacdo do
patdgeno. A adesdo € um pré-requisito para a colonizagdo e um passo
essencial para o estabelecimento da infec¢do. Estudos realizados com Candida
spp e Paracoccidioides brasiliensis tém demonstrado que estes fungos
possuem grande potencial de adesédo a células epiteliais (BIASOLI et al. 1999;
MURPHY & KAVANAGH, 2001; MENDES- GIANNINI et al., 2008). Ambos
possuem algumas caracteristicas peculiares que favorecem a adeséao, dentre
elas a presenca de adesinas em suas paredes celulares.

O fenbmeno de adesédo é conferido a proteinas especializadas de
superficie celular chamadas de adesinas que se ligam especificamente a
aminoacidos ou acUcares na superficie de outras células ou promovem a
adesdo a superficies abioticas. Todas as adesinas fungicas compartilham em
comum trés dominios estruturais, que sao: dominio C-terminal que contém a
ancora de GPI (glicosilfosfatidilinositol) responsavel pela ligacdo da adesina a
parede celular, a por¢cdo N-terminal que contém o carboidrato ou peptideo de
ligacdo e o dominio central caracterizado pela presenca de multiplas repetices
de serina- e treonina- codificados por uma sequéncia conservada do DNA
(VERSTREPEN & KLIS, 2006).

A adesdo de C. neoformans a célula hospedeira é crucial para
reconhecer os fatores que tém influéncia sobre a sua patogenicidade porém o
mecanismo responsavel pela a adesao e as estruturas adesivas presentes na
parede celular, permanecem desconhecidos (KARKOWSKA-KULETA et al,
2009).
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Assim, no presente trabalho pretendeu-se buscar novas substancias
com atividade anti Cryptococcus neoformans isoladas, ou em combinacéo para
verificacdo de sinergismo e apos selecionar o futuro protoétipo pedalitina, por
outro lado, verificar a atividade da molécula sobre o fungo e em sistema de
infeccdo. Também se utilizou abordagem protedmica a fim de realizar a
deteccdo de novos alvos potenciais, atraves das proteinas diferencialmente

expressas apos contato com a pedalitina.
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2. JUSTIFICATIVA

Cryptococcus neoformans é o patdgeno mais comumente encontrado
em infec¢cdes do sistema nervoso central em pacientes HIV positivos. Estima-
se que 25-30% desses pacientes morrerdo em consequéncia de meningite
criptocéccica. A infeccdo por HIV ainda é o principal fator de risco para
criptococose e estima-se que 6-8% dos pacientes com AIDS desenvolvem em
algum momento, infec¢cao criptococcica.

Apesar de existirem no mercado farmacos para o tratamento dessas
infecgcbes, existem problemas quanto ao espectro de acdo, 0S custos e 0s
efeitos adversos como a hepatoxicidade, nefrotoxicidade e fototoxicidade, além
da resisténcia a algumas drogas. Atualmente o tratamento disponivel ainda é
subotimo, utilizando-se anfotericina B, com doses iniciais de ataque seguido de
manutenc¢ao com fluconazol, podendo gerar isolados resistentes, emergentes
nos ultimos anos. Novos azéis foram desenvolvidos, porém ndo sao utilizados
para tratamento especifico da criptococose e 0s novos antifungicos como
posaconazol, ravuconazol, micafungina e anidulafungina ainda ndo sao
comercializados no Brasil. Desta forma, observa-se que o arsenal para o
tratamento da criptococose € restrito, verificando-se a urgéncia no
desenvolvimento de terapias mais efetivas com novos medicamentos mais
especificos. A descoberta de novos farmacos e suas interagcdes em alvos de C.
neoformans € de grande relevancia por se tratar de doenca freqiente em
pacientes portadores de AIDS e em faixa etaria produtiva. As plantas sdo
Otimas alternativas, tanto na utilizacdo de moléculas isoladas quanto em
combinacgdo com outras moléculas de origem natural ou drogas sintéticas.

Os mecanismos de acao de muitas moléculas com atividade antifingica
de fontes vegetais ainda ndo foram elucidados. Uma estratégia seria a
utiizacdo de sistemas proteOmicos para prospeccdo de novos alvos
moleculares exclusivos no fungo.

A interacdo fungo-hospedeiro também propicia a descoberta de alvos
interessantes durante o processo de adesao do fungo as células. Desta forma
o farmaco também poderia de forma precoce impedir a infecgéo.

De acordo com nosso levantamento na literatura, os estudos com
extratos e substancias derivadas de produtos naturais descrevem apenas sua

atividade, ndo aprofundando as investigacbes no sentido de reconhecer a
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interacdo molecular dos alvos deste agente com o0s principios ativos
antifangicos. Os estudos que investigam novos alvos essenciais nos fungos e
as suas interacdes moleculares ainda s&o incipientes, mas revelam a
necessidade de se caracterizar novas moléculas ativas de fontes naturais para

desenvolver drogas antifungicas principalmente contra esta doenca.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais

Realizar o estudo da atividade antifUngica de extratos e substancias de
plantas isoladamente e/ou em combinacdo com fluconazol bem como analise
diferencial do perfil protéico total antes e apds o contato com substancia de
origem vegetal e com o farmaco fluconazol. Também avaliar o indice de
adesdao as células epiteliais de pulmao antes e apds contato de C. neoformans
com a substancia pura natural selecionada e ainda apds contato com as drogas
fluconazol e anfotericina-B. Adicionalmente verificar alteragcdes no tamanho da

capsula polissacaridica do fungo apds contato com a substancia pura natural.

3.2. Objetivos especificos

-Realizar a bioprospeccdo de extratos brutos, compostos fracionados e
substancias puras de origem vegetal com atividade antifingica através de
técnicas adaptadas e padronizadas baseadas no Clinical and Laboratory
Standards Institute — CLSI.

-Avaliar a atividade antifingica sinérgica ou aditiva através da
combinagao entre fragbes da mesma planta; compostos fracionados de outra
planta (K. rubriflora) e substancia pura selecionada da planta P. nitens; a
pedalitina com extrato bruto da planta Garcinia sp e a substancia pura com
fluconazol e posteriormente com anfotericina B.

-Realizar analise proteémica de C. neoformans, antes e apds contato
com a substancia pura selecionada da planta P. nitens, bem como com
fluconazol.

-Realizar a infeccdo de C. neoformans (ATCC e isolados clinicos
sensivel e resistente ao fluconazol) para verificar a adesao do fungo as células
epiteliais de pulméo. Verificar o indice de adesdo do fungo as células apoés
tratamento com a substancia pura pedalitina, da planta P. nitens, bem como

com as drogas antifungicas fluconazol e anfotericina B.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Selecao e Cultivo de isolados de  Cryptococcus neoformans

Para a realizacéo dos testes foram empregados os isolados clinicos de
C. neoformans com perfil fenotipico de sensivel e resistente a fluconazol. Estes
foram recuperados de um paciente que apresentou varios episodios de
infeccdo em diferentes periodos. Estes isolados foram caracterizados por
tipagem molecular e posteriormente o gene ERG11 foi sequenciado. O isolado
resistente apresentou mutacdo na proteina 14 o lanosterol demetilase, proteina
expressa pelo gene referido, caracterizado pela alteracdo de estrutura e
afinidade quimica que proporcionou modificacdo do encaixe de fluconazol
(ALMEIDA, 2005). Também foi empregada a cepa 90012 ATCC de C.
neoformans (The American Type Culture Collection), pertencente a micoteca
do Laboratério de Micologia Clinica do Departamento de Analises Clinicas da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP, Araraquara. Os isolados com
perfil sensivel e ATCC foram cultivadas em agar Sabouraud sem a adicéo de
cloranfenicol e incubadas a temperatura ambiente durante 48 horas, enquanto
que o resistente foi cultivado em agar Sabouraud sem cloranfenicol e acrescido

de fluconazol 64ug/mL e incubado a 30°C por 72 horas.

4.2. Preparo das substancias vegetais

Os extratos, fracbes ou substancias puras foram obtidas através do
projeto Biota-FAPESP e Bioprospecta-FAPESP, coordenados pela Profa. Dra.
Vanderlan da Silva Bolzani e Profa. Dra. Dulce Helena Siqueira Silva,
respectivamente, do Instituto de Quimica da UNESP-Araraquara. As
substancias vegetais foram diluidas assepticamente em quantidades
adequadas de dimetilsulfoxido e solubilizados com o auxilio do vértex. Foram
realizados célculos para que a faixa de concentracdo do extrato para a
avaliacdo da atividade antifungica fosse de 250 a 0,4pug/mL. A substancia pura
pedalitina, obtida a partir da espécie Pterogyne nitens, foi posteriormente
selecionada para este estudo por apresentar boa atividade biolégica contra C.

neoformans.
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4.3. Avaliagéo da atividade antifungica

Os testes de sensibilidade foram realizados de acordo com o documento
M27-A2 (2002) do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) com
modificacdes (RODRIGUEZ-TUDELA et al., 1996). O meio de cultura utilizado
para a realizacdo dos testes de sensibilidade e diluicdo das drogas sintéticas
foi o RPMI-1640 com L-glutamina sem bicarbonato de sédio e acrescido de 2%
de glicose, tamponado com MOPS 0,165M, pH 7,0. A concentracdo da
suspensdao flngica na placa foi de 5,0x10% — 2,5x10° UFC/mL. Como controles
foram utilizadas as drogas sintéticas anfotericina B e fluconazol. As leituras
visuais foram realizadas apdés 48 horas de incubacdo, assim como a leitura
espectrofotométrica a 490nm. A Concentracao Inibitdria Minima foi considerada
a menor em que se observou inibicdo do crescimento fungico. Os extratos que
apresentarem uma CIM menor que 75ug/mL, a atividade antifingica foi
considerada forte, entre 75 a 150ug/mL possuem atividade antifungica
moderada, entre 150 a 250ug/mL, fraca e maior que 250ug/mL inativo
(SCORZONI et al., 2007).

4.4, Avaliagdo da Atividade Sinérgica

O teste do “tabuleiro de xadrez” foi baseado no procedimento estabelecido
pelo CLSI para microdiluicdo em caldo para teste de sensibilidade antifiungica
(CLSI, 2002). O meio de cultura utilizado foi 0 RPMI-1640 com L-glutamina sem
bicarbonato de sddio e acrescido de 2% de glicose, tamponado com MOPS
0,165M, pH 7,0. Na coluna 1, de A a D, foi adicionado 200uL de RPMI, como
controle negativo, enquanto que, ainda na mesma coluna, de E a H, foi
colocado 100uL de RPMI juntamente com 100uL de inéculo na concentracéo
de 10° células/mL, como controle negativo. Na coluna 12, foi acrescentado um
dos compostos (1) em diluicdo seriada, de A a H, 0 mesmo ocorrendo na fila H,
de 2 a 11, com o outro composto (2) que foi utilizado no teste combinatorio. Os
compostos 1 e 2, para iniciar a combinacdo de ambos na placa, tinham
concentragdo de 4 vezes o valor da concentragdo final. Nas filas de A a G,
colunas 2 a 11, acrescentou-se 50uL do composto 1, em diluicbes seriadas
(cada fila com uma diluicdo). Nas colunas de 2 a 11, de A a G, foi adicionado
50uL do composto 2, também realizando-se diluicbes seriadas (cada coluna

com uma diluicdo). Desse modo, em cada placa, foi avaliado o isolado de
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C.neoformans frente a dois compostos isoladamente e em associacdo. A
disposicdo dos compostos e as respectivas concentracdes finais na placa
podem ser observadas no quadro 1. Em cada poco (exceto no controle
negativo) foi adicionado 100uL de suspensédo fungica, preparada em RPMI,
tendo como concentracdo final 5,0x10° — 2,5x10° UFC/mL. As placas foram
incubadas a 35°C e lidas ap6s 48 horas a “olho nu” e por espectrofotometria,
com leitor de placas, a 490nm. O resultado do teste combinatério € a menor
concentracdo de cada droga, que inibiu completamente o crescimento da
amostra, representado por turbidez zero.
As combinacdes realizadas foram:
- fracdo butandlica (BuOH) com acetato de etila (ACOEt) de P. nitens;
- fracdo hidroalcéolica (HA) com o extrato bruto etandlico (EtOH) de P.
nitens;
- substancia pedalitina, molécula selecionada da mesma planta, com o
extrato bruto da planta Garcinia sp;
- pedalitina com a fracdo ACOEt da planta Kielmeyera rubriflora;
- pedalitina com a fracdo EtOH de Kielmeyera rubriflora;
- pedalitina com fluconazol;

- pedalitina com anfotericina.
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Quadro 1: Exemplo do esquema de combinacdo na placa de
microdiluicdo com concentracdes das fracbes do extrato de P. nitens, estando
uma fracdo em negrito e outra em italico para o teste do “tabuleiro de xadrez”.

C-, controle negativo; C+, controle positivo.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |12

A | C- |250 | 250 [ 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 |500
250 | 125 |62,5(31,2|156|7,8 |39 195|097 0,48

B |C- 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 250
250 | 125 |62,5|31,2|156|7,8 |39 [195|0,97|0,48

C |C- |625(625|625|62,5|625|62,5|62,5|62,5|62,5|62,5|125
250 | 125 |62,5(31,2|156|7,8 |39 195|097 0,48

b |C- (31,2/31,2(31,2|31,2|31,2|31,2|31,2|31,2|31,2|31,2|62,5
250 | 125 |62,5|31,2|156|7,8 |39 [195|0,97 0,48

E |C+ | 156156156 156|156 156|156 156|156 | 156|312
250 | 125 |62,5|31,2|156|7,8 |39 [195|0,97|0,48

F C+ Y8 |78 |78 |78 |78 |78 |78 (78 |78 |7,8 |156
250 | 125 |62,5(31,2|156|7,8 |39 195|097 0,48

G |C+ |39 |39 |39 |39 |39 |39 |39 |39 |39 |39 |78
250 | 125 |62,5|31,2|156|7,8 |39 [195|0,97|0,48

H |C+ |500 |20 |125 (62,5|31,2|156|78 |39 |[1,95|0,97]|3,9

Para verificar o efeito combinatério dos compostos, adotou-se o indice de
concentracdo inibitoria fracionada (ICIF), o qual pode ser sinérgico, aditivo,
indiferente ou antagonico. O ICIF é calculado através da soma da concentracdo
inibitoria fracionada (CIF) da fracdo 1 mais a CIF da fracdo 2. A CIF da fracao 1
é obtida através da soma da CIM quando ela é usada em combinagdo com a
fracdo 2 dividido pela CIM da fracdo 1 quando ela é usada isoladamente.

Composto 1c/CIM 1 + Composto 2¢/CIM 2 = CIF Composto 1 + CIF
Composto 2 = ICIF

Composto 1c = CIM do composto 1 em combinacéo

CIM 1 = CIM do composto 1 isoladamente

Composto 2c¢ = CIM do composto 2 em combinacao

CIM 2 = CIM do composto 2 isoladamente
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A combinacéo é definida como sinérgica quando o ICIF € menor ou igual a
0,5; aditiva quando ICIF é maior que 0,50 e menor/igual a 1,0; indiferente
quando ICIF € maior que 1 e menor/igual 4; e antagdnica quando ICIF é maior
4,0 (CLANCY et al., 1997; PATTERSON et al, 2000; ODDS, 2003;
RODRIGUEZ-TUDELA et al., 2003; JOHNSON et al., 2004).

4.5. Concentracdo Fungicida Minima

ApoOs o tempo de incubacéo, uma amostra de cada um dos 96 pocos da
placa de microdiluicdo foi retirada e colocada cuidadosamente em agar
Sabouraud contido em placas grandes. Apds 48 horas de incubacdo a 30°C,
verificou-se 0 crescimento ou ndo de colbnias nos locais em que foram
inoculadas e comparadas com a leitura da microplaca. Desta forma, verificou-

se qual a concentracdo que possuia agao fungicida.

4.6. Escolha do extrato vegetal para verificacdo da acao em
proteinas de C. neoformans
As substancias vegetais que apresentaram boa atividade antifingica

frente as leveduras foram empregadas no estudo do proteoma.

4.7. Extracdo das proteinas

O cultivo de C. neoformans foi feito em meio YEPD na concentracdo de
1x10* a 5x10* células/mL e incubado a 30°C, durante 24 horas, ou seja, até
atingir a fase log da curva de crescimento. Em seguida, adicionou-se fluconazol
na concentracdo de 750ug/mL, sendo que o mesmo foi realizado com extrato
vegetal utilizando-se uma concentracdo 10 vezes maior que a CIM, ficando em
contato por mais 24 horas. O cultivo foi centrifugado e lavado por trés vezes,
em agua gelada, 5000 RPM, 5 minutos, 4°C, para a retirada do meio de cultura
e extrato. Acrescentou-se ao pellet obtido, 5mL de uma solugao de Tris-HCI
10mM, para realizacdo da maceracao em almofariz, com nitrogénio liquido. Em
seguida, adicionaram-se ao macerado, pérolas de vidro e levou-se ao “vortex”
durante 15 minutos. Centrifugou-se a 5000 rpm por 45 minutos e reservou-se 0

sobrenadante.
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4.8. Quantificacdo das proteinas

A dosagem das proteinas apds a extragao foi realizada pelo método de
Bradford (BRADFORD, 1976). Aliquotas de 100uL de amostra foram
adicionadas a 5mL do reagente diluido (1:4) e incubadas por 5 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, foi feita a leitura em espectrofotbmetro a
595nm. As concentracbes das proteinas foram calculadas através da
comparacao com uma curva-padréo e realizados os calculos para obtencao de

600ug de proteina por mL.

4.9. Andlise do perfil protéico por eletroforese em gel de
poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-PA  GE)

Os perfis protéicos foram analisados quanto a sua alteracdo apds a
exposicdo a fluconazol e a substancia vegetal por eletroforese em gel de
poliacrilamida com dodecil sulfato de soédio, SDS-PAGE, sob condicdes
redutoras, utilizando sistema de tampao descontinuo de Laemmli, (1970) e
Studier, (1973).

4.10. Eletroforese Bidimensional

4.10.1. Focalizacao Isoelétrica (12 dimensao)

As proteinas foram separadas de acordo com o seu ponto isoelétrico
(pl), sendo submetidas a focalizacdo isoelétrica, utilizando-se o sistema Ettan
IPGphor 3 (GE Healthcare). As fitas utilizadas para a caracterizagdo das
proteinas presentes na amostra foram as de 13 cm, nao lineares, com
gradiente de pH de 3-10.

4.10.2. Preparo da amostra
De acordo com os célculos realizados durante a dosagem pelo método
de Bradford, pipetou-se o volume adequado de amostra e adicionou-se TCA
10% + Acetona 90%, para realizacdo da precipitacdo, a qual foi feita a 4C
durante 12 horas. Em seguida, centrifugou-se a amostra por trés vezes com
acetona 90% e, adicionou-se De-Streak, IPG Buffer e solugéo de reidratagéo,
sendo que a amostra deve estar muito bem solubilizada.
As fitas foram reidratadas com 250uL de amostra, a qual contém 600ug

de proteina, durante 10-20 horas, a temperatura ambiente, no aparato
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adequado para reidratacdo (Immobiline DryStrip Reswelling Tray — GE
Healthcare). As fitas foram cobertas com Cover Fluid (GE Heathcare) evitando-
se a evaporacao durante a reidratacao.

Em seguida, realizou-se a focalizacdo de acordo com as seguintes
condi¢des: 500v por 1 hora, 1000v por 1 hora, 8000v por 2 horas e 30 minutos,
8000v por 30 minutos. Apos a focalizacao, as fitas foram retiradas do aparelho

e armazenadas a -80°C.

4.10.3. SDS-PAGE (22 dimenséao)

Apés a focalizagdo isoelétrica, as fitas foram mantidas por 20 minutos
em solucéo de equilibrio com 100mg DTT e, em seguida, por mais 20 minutos
em solucao de equilibrio com 250mg de iodacetamida (solucdo de reducao e
alquilacao, respectivamente). A segunda dimenséo, a qual foi realizada para a
separacdo das proteinas de acordo com a massa molecular, foi realizada em
gel de poliacrilamida 12.5% de acordo com Laemmli, 1970. As fitas foram
inseridas sobre o gel de acrilamida e fixadas com uma solucdo de agarose
0,5% (p/V). A separacdo eletroforética foi realizada a 10°C, sendo que no
primeiro estagio foi utilizada uma corrente de 15v por 15 minutos e no segundo
estagio,uma corrente de 30v por gel, por aproximadamente, 4 horas. Apos a
eletroforese, os geéis foram corados com Coomassie Azul Brilhante G-250
segundo Neuhoff et al. (1988).

4.11.1. Cultura de células

Foi utilizada a linhagem de pneumdcitos A549, células epiteliais de
pulm&@o humano (obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro) cultivadas em
meio HAM F-12 (Cultilab) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(Cultilab) e mantidas a temperatura de 36,5°C. Decorridos 3 a 4 dias, as
garrafas de células foram submetidas a tripsinizacdo. Para isso, a
monocamada celular formada foi lavada com 1 mL de ATV-solucéo de tripsina
0,2% e Versene 0,02% (Adolfo Lutz) e, apés lavagem, esta foi desprezada e
acrescentado mais 1 mL de ATV. Seguidos 1-2 minutos, as células foram
homogeneizadas com volumes variados do meio HAM F-12, acrescido de 10%
de soro fetal bovino (SFB). Nesta etapa, a tripsina (ATV) foi neutralizada pelo

soro fetal bovino presente no meio de cultura e o volume total da suspenséo
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celular foi transferido para outras garrafas, de modo a se obter uma
concentracéo celular de 10° células/mL.

4.11.2. Infeccdo por C. neoformans a monocamada de células A549

Os ensaios de infeccéo foram realizados sobre laminulas em placas de
24 orificios. A monocamada celular foi formada por aproximadamente 24h em
meio HAM-F12 (Cultilab), em seguida, cada orificio foi inoculado com 300puL da
suspensdo padronizada na concentracdo de 10° céls/mL de C. neoformans
cepa ATCC 90012, isolados clinicos, sensivel e resistente ao fluconazol, em
PBS sem tratamento e tratado com a substancia pedalitina e com as drogas
sintéticas fluconazol e anfotericina B, acrescida de 300uL de meio HAM-F12
(Cultilab). O valor das concentracdes utilizadas nos tratamentos foi igual ao
valor da concentragdo inibitoria minima obtida para cada substancia. As células
foram incubadas com os tratamentos por 1 hora. A seguir, as células
infectadas foram incubadas a 37°C, 1 hora. As laminulas foram coradas por
Giemsa e observadas em microscopio 6ptico e contagens do numero de fungos
(aderidos e invadidos) foram realizadas em 1000 células, determinando-se a
porcentagem total de infecgcdo para a avaliagcdo da quantidade de fungos e
determinacdo da capacidade de infeccdo de cada um dos isolados da

monocamada de células.
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliagdo da atividade antifangica

A avaliacdo da atividade antifungica de extratos, fracfes e substancias
das plantas foi realizada pela técnica de microdiluicdo segundo o documento
M27-A do CLSI, visando obter os valores de concentracdo inibitéria minima
(CIM) e também determinar a concentracdo fungicida minima (CFM). Os testes
foram realizados com 57 extratos brutos, 52 fracées e 47 substancias puras
para C. neoformans.

No quadro 2 estdo representados os resultados da avaliagdo em que
10,7% dos extratos brutos e 42,85% das substancias puras apresentaram forte

atividade antifungica.

Quadro 2: Valores de CIM em porcentagem dos extratos, fracOes e
substancias puras de diferentes plantas, testadas contra C. neoformans pelo

micrométodo de acordo com o documento do CLSI.

0,97-1,95 | 3,9-15,6 | 31,25-62,5 125-250 Sem
CIM* % % % % Atividade
#
Extrato - 10,71 32,14 42,85 14,30
Bruto
(57)
Fracao - - 71,42 28,58 -
(52)
Substancia 2,85 40 37,15 20 -
Pura
(47)
CIM*-pg/mL

# Sem atividade na faixa de concentracdo selecionada para o teste.

5.2. Selegdo do extrato para contato com C. neoformans e analise
protedmica

De acordo com os resultados obtidos, encontrou-se que extratos brutos,
fracbes e substancias puras de Pterogyne nitens apresentaram melhores
resultados de CIM quando foram avaliados frente a C. neoformans, cepa
ATCC. Os testes de sensibilidade também foram realizados com os isolados

clinicos de C. neoformans com perfil de sensivel e resistente, como mostrado
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no Quadro 3. Esta espécie foi selecionada para realizar o contato com as

leveduras e posterior andlise diferencial da expressao protéica.

Quadro 3: Valores de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) de Pterogyne
nitens, pertencente a familia Fabaceae, testados contra C. neoformans cepa

ATCC 90012, cepa sensivel e cepa resistente ao fluconazol.

Extrato C. neoformans C. neoformans C. neoformans
CIM* ATCC cepa cepa
sensivel resistente
Hex (bruto) 250 250 250
EtOH (bruto) 15,6 7,8 31,25
ACOEt 7.8 7,8 15,6
BuOH 15,6 7.8 31,25
HA 125 125 62,5
Pedalitina 3,9 1,95 15,6
CIM*-pg/mL

Hex: extrato bruto hexanico
EtOH: extrato bruto etandlico
ACOEt: fracdo acetato de etila
BuOH: fracé@o butandlica

HA: fracé@o hidroalcodlica

A substancia que apresentou melhores resultados foi a pedalitina, a qual é
uma flavona obtida da fracdo acetato de etila, da espécie P. nitens. Esta
substancia foi selecionada para realizagdo das analises protebmicas e
posteriormente ensaios utilizando cultura de células para verificacdo do indice

de adeséao.

5.3. Avaliacdo da atividade sinérgica
O teste do “tabuleiro de xadrez” foi realizado com C. neoformans ATCC
90012, visando a padroniza¢do do meétodo. Os resultados estdo apresentados
no quadro 4. De acordo com os calculos do indice de concentracao inibitoria
fracionada (ICIF), verificou-se em quais concentracdes das combinacdes pode

ser observada atividade aditiva ou sinérgica. A maioria das combinagdes teve
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efeito aditivo (35 das 44 testadas) e nove efeitos sinérgicos. Nestes se incluiam
combinacdes entre extratos de plantas e/ou pedalitina e drogas sintéticas,

Quadro 4: Valores de Concentracao Inibitéria Minima (CIM) das fracdes
de P. nitens sozinhas e combinadas contra C. neoformans, bem como a

verificagéo da atividade dos extratos quando combinados.

Uso simples Uso

combinado Valores | Atividade

Combinacéo 1s 2s 1c 2c ICIF

ACOEt+BuOH 62,5 | 62,5 | 15,6 15,6 0,50 Sinérgica

ACOEt+BuOH 62,5 | 62,5 | 31,2 31,2 1,00 Aditiva

ACOEt+BuOH 62,5 | 62,5 | 31,2 15,6 0,750 Aditiva

ACOEt+BuOH 62,5 | 62,5 | 31,2 7,8 0,625 Aditiva

ACOEt+BuOH 62,5 | 62,5 | 156 31,2 0,750 Aditiva

EtOH+HA 125 125 62,5 62,5 1,00 Aditiva
EtOH+HA 125 125 62,5 31,2 0,750 Aditiva
EtOH+HA 125 125 62,5 15,6 0,625 Aditiva
EtOH+HA 125 125 62,5 7,8 0,562 Aditiva
EtOH+HA 125 125 62,5 3,9 0,531 Aditiva
EtOH+HA 125 125 62,5 19 0,515 Aditiva
EtOH+HA 125 125 62,5 0,9 0,507 Aditiva
EtOH+HA 125 125 | 31,2 62,5 0,750 Aditiva
EtOH+HA 125 125 31,2 31,2 0,500 | Sinérgica
Ped + Garcinia sp 3,9 62,5 | 1,95 31,2 1,0 Aditiva

Ped + Garcinia sp 3,9 62,5 | 1,95 15,6 0,75 Aditiva

Ped + Garcinia sp 3,9 62,5 | 1,95 7,8 0,625 Aditiva

Ped + Garcinia sp 3,9 62,5 | 1,95 3,9 0,56 Aditiva

Ped + Garcinia sp 3,9 62,5 | 1,95 1,95 0,53 Aditiva

Ped + Garcinia sp 3,9 62,5 | 0,97 31,2 0,75 Aditiva

Ped + Garcinia sp 3,9 62,5 | 0,97 15,6 0,5 Sinérgica

Ped + ACOEt K. 3,9 7,8 1,95 3,9 1.0 Aditiva
rubriflora

Ped + ACOEt K. 3,9 7,8 1,95 1,95 0,75 Aditiva
rubriflora
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Ped + ACOEt K. 3,9 7,8 1,95 0,97 0,625 Aditiva
rubriflora
Ped + ACOEt K. 3,9 7,8 | 0,97 3,9 0,75 Aditiva
rubriflora
Ped + ACOEt K. 3,9 7,8 0,97 1,95 0,5 Sinérgica
rubriflora
Ped + EtOH K. 3,9 7,8 1,95 3,9 1,0 Aditiva
rubriflora
Ped + EtOH K. 3,9 7,8 | 0,97 31,2 0,75 Aditiva
rubriflora
Ped + EtOH K. 3,9 78 | 0,97 3,9 0,75 Aditiva
rubriflora
Ped + EtOH K. 3,9 7,8 0,97 1,95 0,5 Sinérgica
rubriflora
Ped + FCZ 3,9 2,0 1,95 1,0 1,0 Aditiva
Ped + FCZ 3,9 2,0 | 0,97 1,0 0,75 Aditiva
Ped + FCZ 3,9 20 | 0,48 1,0 0,625 Aditiva
Ped + FCZ 3,9 20 | 0,24 1,0 0,56 Aditiva
Ped + FCZ 3,9 2,0 1,95 0,5 0,75 Aditiva
Ped + FCZ 3,9 2,0 0,97 0,5 0,5 Sinérgica
Ped + FCZ 3,9 2,0 0,48 0,5 0,375 | Sinérgica
Ped + FCZ 3,9 2,0 1,95 0,25 0,625 Aditiva
Ped + AMB 3,9 |0,125| 1,95 | 0,0625 1,0 Aditiva
Ped + AMB 3,9 |0,125| 0,97 | 0,0625 0,75 Aditiva
Ped + AMB 39 |0,125| 0,48 | 0,0625 | 0,625 Aditiva
Ped + AMB 39 |0,125| 1,95 | 0,0312 0,75 Aditiva
Ped + AMB 39 |0,125| 0,97 | 0,0312 0,5 Sinérgica
Ped + AMB 39 |0,125| 0,48 | 0,0312 | 0,375 | Sinérgica

1s: Composto 1 sozinho; 2s: Composto 2 sozinho; 1c: Composto 1 combinado;
2c: Composto 2 combinado.
CIM-pg/mL
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5.4. Andlise do perfil protéico por eletroforese em gel de
poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-PA GE)

Os componentes totais de C. neoformans sem tratamento e tratado com
750pug/mL  de fluconazol foram analisados por SDS-PAGE. O perfil
eletroforético mostrou diferencas principalmente quanto a intensidade e nimero
de bandas (Figuras 2 e 3). Entretanto esses dados nao foram suficientes para
uma clara caracterizacdo das proteinas diferencialmente expressas, sendo

entdo, necessaria realizacdo da eletroforese bidimensional para uma melhor
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Figura 2: SDS-PAGE dos componentes protéicos de C. neoformans
sem tratamento (C-) e tratado com 750ug/mL de fluconazol. 1. Cepa ATCC
90012, sem tratamento; 2. Cepa ATCC 90012 tratada com fluconazol; 3
Isolado clinico sensivel ao fluconazol sem tratamento; 4.1solado clinico sensivel
tratado com fluconazol; 5. Isolado clinico resistente tratado com fluconazol; 6.

Isolado clinico resistente a fluconazol sem tratamento; MM. Massa Molecular.
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Figura 3: SDS-PAGE dos componentes protéicos de C. neoformans
tratado com molécula pedalitina obtida de P. nitens na concentracdo de 10
vezes o valor da CIM. 1. Cepa ATCC 90012, tratada com pedalitina na
concentracdo de 39 pug/mL; 2. Isolado clinico sensivel a fluconazol tratado com
pedalitina na concentracdo de 19,5ug/mL; 3. Isolado clinico resistente a
fluconazol tratado com pedalitina na concentracdo de 156 pg/mL; MM. Massa
Molecular.

5.5. Anadlise protéica por eletroforese bidimensiona |

A eletroforese bidimensional foi realizada com os extratos totais obtidos
de células de C. neoformans cepa ATCC sem tratamento, tratado com
fluconazol (figura 4), e com a substancia pura pedalitina (figura 5), obtida a
partir de P. nitens para verificar a diferenca de expressao de proteinas.

A concentragcdo inibitéria minima (CIM) de fluconazol para C.
neoformans foi observada variando de 0,5 a 2 pg/mL. Neste estudo, as
leveduras foram cultivadas em YEPD na concentracdo de 10 UFC/mL até
atingirem a fase log de crescimento; entdo se adicionou a substancia pura
pedalitina na concentracdo de 39 pg/mL ficando em contato por 24 horas,
sendo o mesmo realizado com fluconazol na concentracdo de 750 pg/mL.
Concentragdes mais baixas de pedalitina também foram testadas, entretanto

nao foram observadas modificacdes relevantes nos perfis protéicos, portanto
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elegeu-se uma concentracdo 10 vezes maior que a concentracao inibitoria
minima para a substancia vegetal e 750 pg/mL de fluconazol. A concentragédo
de 750 pg/mL de fluconazol foi usada, pois a partir desta concentragéo,
segundo Bruneau el al., 2003, pode-se verificar os efeitos de alteracdes
protéicas e identificacdes do possivel mecanismo de acdo. A andlise diferencial
da expressao protéica de C. neoformans com e sem contato com fluconazol e
0s extratos vegetais revelou aumento e diminuicdo na expressao das proteinas

guando em contato. Esses dados estéo descritos nos quadros 5 e 6.

C. neoformans sem tratamento
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C. neoformans tratado com fluconazol
kDa

94
67

45

N 20
)4 ~e
AL '
. » v
. o' 14 B
c. . L] .
‘ i
- A P
< '
10-3

Figura 4: Eletroforese bidimensional do extrato protéico total de C.
neoformans na faixa de pH de 3 a 10 com tratamento com fluconazol na

concentragao de 750 pg/mL corados pelo azul de Coomassie.



Figura 5: Eletroforese bidimensional dos componentes protéicos totais

de C. neoformans com tratamento com fluconazol na concentracdo de

750ug/mL. Em A e B tem-se uma visdo ampliada das proteinas alteradas.

Quadro 5. Selecdo de spots demonstrados nas figuras 4 e 5 e as

alteragbes observadas com o tratamento com fluconazol (FCZ).

Spot Massa Alteracdo na
Molecular expressao

1 56.308 Aumento de 7,32
vezes com FCZ

2 56.308 Aumento de 3,65
vezes com FCZ

3 55.035 Aumento de 2,41
vezes com FCZ

4 56.308 Aumento de 4,80
vezes com FCZ

5 51.385 Aumento de 6,54
vezes com FCZ

6 50.917 Diminuigéo de 2,70
vezes com FCZ




7 50.684 Aumento de 6,39
vezes com FCZ
8 49.312 Aumento de 3,64
vezes com FCZ
9 47.323 Aumento de 3,34
vezes com FCZ
10 44.724 Diminuicéo de 1,18
vezes com FCZ
11 42.319 Aumento de 5,35
vezes com FCZ
12 41.802 Aumento de 4,52
vezes com FCZ
13 41.291 Aumento de 5,59
vezes com FCZ
14 40.662 Aumento de 3,22
vezes com FCZ
15 39.432 Aumento de 2,42
vezes com FCZ
16 39.432 Aumento de 7,77
vezes com FCZ
17 38.357 Aumento de 1,35
vezes com FCZ
18 38.831 Aumento de 3,08
vezes com FCZ
19 37.772 Diminuicéo de 1,25
vezes com FCZ
20 36.742 Diminuicéo de 1,97
vezes com FCZ
21 36.294 Aumento de 6,58
vezes com FCZ
22 35.631 Diminuicéo de 2,18
vezes com FCZ
23 35.304 Aumento de 10,43
vezes com FCZ
24 33.200 Aumento de 3,48
vezes com FCZ
25 30.464 Aumento de 3,97
vezes com FCZ
26 30.434 Aumento de 1,51
vezes com FCZ
27 29.925 Aumento de 4,44
vezes com FCZ
28 29.258 Aumento de 8,23
vezes com FCZ
29 29.040 Aumento de 4,08
vezes com FCZ
30 16.855 Aumento de 2,43
vezes com FCZ
31 13.679 Aumento de 2,71
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vezes com FCZ

32 10.059

Aumento de 1,76
vezes com FCZ

C. neoformans sem tratamento

kDa

94
P o7
45

30

LI

10-3

59



60

C. neoformans tratado com pedalitina
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Figura 6: Eletroforese bidimensional do extrato protéico total de C.
neoformans na faixa de pH de 3 a 10 com tratamento com a substancia

pedalitina com concentracdo 10 vezes maior que a CIM; géis corados pelo azul
de Coomassie.
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Figura 7: Eletroforese bidimensional dos componentes protéicos totais

de C. neoformans tratado com a substancia pedalitina, na concentracado de

39ug/mL. Em A, B, C e D tém-se visdo ampliada das proteinas alteradas.

Quadro 6. Selecédo de spots demonstrados nas figuras 6 e 7 e as

alteracdes observadas com o tratamento com a substancia pura de P. nitens,

pedalitina.

Spot Massa Alteracdo na
Molecular expressao
1 83.967 Diminuigéo de 3,16
vezes com
Pedalitina
2 82.921 Diminuigéo de 2,42
vezes com
Pedalitina
3 70.006 Aumento de 6,32
vezes com
Pedalitina
4 64.592 Diminuigéo de 2,63
vezes com
Pedalitina
5 66.087 Aumento de 3,12




vezes com
Pedalitina

56.051

Aumento de 6,57
vezes com
Pedalitina

55.035

Aumento de 2,95
vezes com
Pedalitina

55.541

Aumento de 4,76
vezes com
Pedalitina

55.035

Aumento de 4,60
vezes com
Pedalitina

10

50.917

Diminuigéo de 2,89
vezes com
Pedalitina

11

50.684

Diminuicéo de 2,84
vezes com
Pedalitina

12

49.765

Aumento de 1,11
vezes com
Pedalitina

13

50.917

Aumento de 7,71
vezes com
Pedalitina

14

46.892

Diminuigéo de 3,91
vezes com
Pedalitina

15

44.450

Diminuicéo de 4,34
vezes com
Pedalitina

16

41.802

Aumento de 4,74
vezes com
Pedalitina

17

41.546

Aumento de 3,76
vezes com
Pedalitina

18

40.913

Aumento de 11,78
vezes com
Pedalitina

19

40.913

Aumento de 5,34
vezes com
Pedalitina

20

39.432

Aumento de 7,30
vezes com
Pedalitina

21

38.831

Aumento de 4,66
vezes com
Pedalitina
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22

38.593

Diminuicéo de 7,18
vezes com
Pedalitina

23

39.070

Aumento de 4,63
vezes com
Pedalitina

24

38.005

Aumento de 11,16
vezes com
Pedalitina

25

37.541

Aumento de 1,18
vezes com
Pedalitina

26

37.082

Aumento de 3,61
vezes com
Pedalitina

27

37.082

Diminuicéo de 2,97
vezes com
Pedalitina

28

36.517

Aumento de 1,34
vezes com
Pedalitina

29

36.294

Aumento de 3,11
vezes com
Pedalitina

30

35.522

Diminuigéo de 1,28
vezes com
Pedalitina

31

33.303

Aumento de 1,80
vezes com
Pedalitina

32

32.395

Diminuigéo de 2,23
vezes com
Pedalitina

33

30.841

Aumento de 3,06
vezes com
Pedalitina

34

29.925

Aumento de 6,67
vezes com
Pedalitina

35

29.258

Aumento de 3,71
vezes com
Pedalitina

36

28.895

Diminuicéo de 1,16
vezes com
Pedalitina

37

26.207

Diminuigéo de 3,68
vezes com
Pedalitina

38

24.556

Aumento de 4,61
vezes com
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Pedalitina

39 16.953 Aumento de 2,31
vezes com
Pedalitina

40 9.772 Diminuicéo de 3,39
vezes com
Pedalitina

Na analise de proteinas totais da cepa tratada com fluconazol e com a
substancia pura pedalitina, foi observada alteracdo significativa em 32 e 40
spots, respectivamente. Em ambos os casos, ap0s o contato com o agente
antifingico, a maioria das proteinas apresentou um aumento na expressao.

Realizou-se também uma comparacao do perfil protéico da cepa ATCC
90012 com um isolado clinico resistente (figura 6). A analise diferencial das

proteinas das duas cepas pode ser vista no quadro 7.

C. neofomans cepa ATCC 90012

kDa
- | o -~ 94
| #lo7
ALl et 8|45
..--u-E'f‘ﬁ--i - _Ja
i -I_ B ‘l.t.rl ;.‘
el 8|30
Pl - v
, 4| 20
’ [
. ala
E E .




65

C. neofomans cepa resistente

Figura 8: Eletroforese bidimensional do extrato protéico total de C.
neoformans cepa ATCC 90012 na faixa de pH de 3 a 10, comparada com C.

neoformans resistente a fluconazol, em géis corados pelo azul de Coomassie.




E

Figura 9: Eletroforese bidimensional do extrato protéico total de C.

neoformans cepa ATCC 90012 na faixa de pH de 3 a 10, comparada com C.

neoformans resistente a fluconazol. Em A, B, C, D e E tem-se visdo ampliada

das proteinas.
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Quadro 7. Selecdo de spots demonstrados nas figuras 8 e 9 e as

diferencas observadas entre a cepa ATCC e o isolado clinico resistente.

Spot Massa Molecular Alteragéo na
expresséo
1 60.862 Aumento de 3,20
vezes
2 56.308 Aumento de 10,10
vezes
3 56.051 Aumento de 5,73
vezes
4 54.533 Aumento de 6,95
vezes
5 53.300 Aumento de 4,52
vezes
6 51.857 Aumento de 2,34
vezes
7 50.223 Aumento de 2,25
vezes
8 50.684 Aumento de 3,25
vezes
9 49.312 Aumento de 3,32
vezes
10 43.238 Aumento de 2,06
vezes
11 41.802 Aumento de 3,71
vezes
12 41.291 Aumento de 3,95
vezes
13 40.913 Diminuicéo de
2,01 vezes
14 40.662 Aumento de 3,00
vezes
15 39.070 Aumento de 3,46
vezes
16 39.675 Aumento de 2,08
vezes
17 38.122 Diminuigéo de
1,55 vezes
18 39.070 Diminuicéo de
1,85 vezes
19 38.005 Aumento de 10,95
vezes
20 36.742 Diminuicéo de
5,28 vezes
21 36.855 Diminuicéo de
2,39 vezes
22 33.714 Aumento de 3,35
vezes
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23 32.997 Diminuicéo de
2,56 vezes
24 33.200 Aumento de 4,07
vezes
25 31.511 Aumento de 3,55
vezes
26 30.841 Aumento de 5,65
vezes
27 30.464 Aumento de 4,33
vezes
28 30.464 Aumento de 3,60
vezes
29 26.207 Aumento de 3,78
vezes
30 23.475 Aumento de 3,55
vezes
31 18.764 Aumento de 3,74
vezes
32 16.855 Aumento de 3,13
vezes
33 16.044 Diminuicéo de
1,75 vezes
34 12.686 Diminuicéo de
3,46 vezes
35 9.715 Diminuicéo de
3,71 vezes

Na analise das proteinas totais da cepa ATCC 90012 e isolado clinico

resistente foram encontradas 35 proteinas diferencialmente expressas.

5.6. Testes de infeccdo de C. neoformans em cultura de células
epiteliais

O ensaio de infeccdo de C. neoformans foi realizado com culturas de
células epiteliais pulmonares (A549), previamente padronizado em nosso
laboratorio. Os isolados foram tratados por 1 hora com pedalitina, fluconazol e
anfotericina B na concentracdo inibitéria minima para cada situacao, lavados
para a remocéao destas e, entdo colocados em contato com as células epiteliais
de pulmd@o por mais 1 hora. Decorrida esta segunda incubacédo, as células
foram fixadas, coradas por Giemsa e, entdo, foram realizadas contagens do
namero de fungos em 1000 células, determinando-se a porcentagem total de

infeccdo. Foram realizadas triplicatas de trés experimentos independentes.
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Apds contagem, a cepa ATCC sem tratamento apresentou indice de adesao de
2,8%, enquanto que o isolado clinico sensivel e o resistente ao fluconazol
apresentaram indices de 2,6% e 3,5%, respectivamente (Figura 7). Quando se
comparou a porcentagem de infeccdo em relacdo a cepa ATCC, o isolado
sensivel apresentou uma infeccdo 8% menor enquanto o isolado resistente

apresentou aumento de 25%.

4.0 -

% Adeséao

ATCC S R

Figura 10: Comparacdo do padrao de capacidade de adesado de C.
neformans cepa ATCC 90012 e dos isolados clinicos, sensivel (S) e resistente

(R) ao fluconazol, apds 1h de incubagédo com células A549.

Pelos resultados obtidos, verificou-se que apds os tratamentos de 1 hora
com pedalitina, fluconazol e anfotericina B na concentracdo inibitoria minima
para cada situacdo houve reducdo na capacidade de adesdo do fungo as
células epiteliais, de acordo com as figuras 8, 9 e 10. Com relagdo a cepa
ATCC, verificou-se redugdo no indice de adesdo em 46,4%, 53,6% e 60,7%
para a pedalitina, fluconazol e anfotericina B, respectivamente. Para o isolado
clinico sensivel ao fluconazol obteve-se reducdo de 42,3%, 50% e 61%
enquanto que para o isolado clinico resistente foi verificado uma diminuigcdo em
37,2%, 40% e 48,6% quando tratados com pedalitina, fluconazol e anfotericina
B.
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Figura 11: Porcentagem de adesédo (A) e de inibicdo da adesao (B) da
cepa ATCC 90012 de C. neoformans ap6s 1 hora de tratamento com pedalitina

(Ped), fluconazol (Fluco) e anfotericina B (Anfo) e 1 hora em sistema de

80
*
60 *
*
20 |
20
B S Ped

Fluco Anfo

infeccdo com células epiteliais A549.
* p<0,0001
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Figura 12: Porcentagem de adesado (A) e de inibicdo da adeséo (B) do
isolado clinico de C. neoformans sensivel ao fluconazol (S) apés 1 hora de
tratamento com pedalitina (Ped), fluconazol (Fluco) e anfotericina B (Anfo) e 1
hora em sistema de infeccdo com células epiteliais A549.

* p<0,0001
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Figura 13: Porcentagem de adesédo (A) e de inibicdo da adeséo (B) do
isolado clinico de C. neoformans resistente ao fluconazol (R) apdés 1 hora de
tratamento com pedalitina (Ped), fluconazol (Fluco) e anfotericina B (Anfo) e 1
hora em sistema de infec¢cdo com células epiteliais A549.
* p<0,0001

Quando se compara a porcentagem de adeséo considerando o isolado
sem tratamento como referéncia (100%), todos os tratamentos diminuiram a
infeccdo significantemente (p<0,0001). Ja com a comparacdo entre 0S
tratamentos, demonstrou que a pedalitina foi tdo eficiente quanto fluconazol e
anfotericina B para todos os isolados testados, porém para o isolado resistente,
o tratamento com pedalitina ndo demonstrou diferenca estatistica em relacéo
ao tratamento com fluconazol provavelmente devido as caracteristicas proprias

deste isolado.
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho foram estudados extratos e substacias puras de plantas
de diferentes familias e foi verificado pela primeira vez que P.nitens e a
substancia pedalitina foram as que apresentaram melhores CIMs contra
C.neoformans. Associacdo entre estas e drogas sintéticas podem ser
alternativas eficientes conforme nossos resultados em ensaios de tabuleiro e
efeito sobre a adesdo a pneumdcitos. Andlise preliminar indicou também
alteracéo de perfil protéico da célula fungica quando em contato com padalitina
e fluconazol.

Na ultima década, a incidéncia das infec¢Bes fungicas tem aumentado
consideravelmente. As terapias antifungicas disponiveis estédo limitadas a um
pequeno numero de substancias. A infeccdo causada por C. neoformans é
cada vez mais diagnosticada, sendo comumente observada na pratica clinica.

A toxicidade é um problema nos tratamentos a base de anfotericina B
(GALLIS et al, 1990; SANGLARD, 2003; CARILLO-MUNOZ et al, 2006;
CHAPMAN; SULLIVAN; CLEARY, 2008); a resisténcia estd emergindo como
um problema com relagéo aos azo6is (SANGLARD, 2003, CASALINUOVO et al,
2004; MARTINS & REX, 1996; CHAPMAN; SULLIVAN; CLEARY, 2008;
ESPINEL-INGROFF, 2008), e a ma absorcéo oral limita o uso das candinas
(MORRISON, 2006). Tem-se observado aumento nos casos de resisténcia aos
medicamentos por Varios fungos patogénicos humanos principalmente entre as
leveduras e C. neoformans nos dudltimos anos, devido as terapias de
manutencado entre os individuos portadores do HIV (HOF, 2008; ALMEIDA et
al, 2007; PAPPALARDO, 2008) verificando-se entdo a urgéncia de novos
agentes antifungicos, sendo as plantas uma das alternativas para o
desenvolvimento dos mesmos. A crise econdmica, 0 elevado custo dos
medicamentos industrializados, o acesso publico ineficiente aos cuidados
meédicos e farmacéuticos, além dos efeitos colaterais causados pelas drogas
sintéticas sdo alguns dos aspectos que contribuem para o uso das plantas
medicinais no cuidado a saude (HOLETZ et al., 2002; ROJAS et al., 2006;
ABAD et al.,, 2007). As novas geracbes de drogas antifingicas como as
equinocandinas e os ultimos azois (voriconazol) sdo de custo alto e ainda
inacessiveis no Brasil (SLOAN et al, 2008).
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Ha poucos exemplos da descoberta de substancias bioativas da
biodiversidade brasileira que tém servido como protétipo para desenvolvimento
de agentes fitoterapicos e produtos farmacéuticos no Brasil. Nos ultimos anos,
a interacdo entre universidades e empresas privadas, bem como a legislacéo
sobre patentes brasileiras foi insuficiente para a transformacao de resultados
das investigacdes no sentido de desenvolver produtos e patentes (E SILVA et
al, 2009; GIORGETTI et al, 2007).

Os medicamentos fitoterapicos constituem uma fonte potencialmente
importante de medicamentos novos e seguros para o tratamento de infec¢des
microbianas e outras doencas (MOSHI et al, 2009). Os produtos naturais ou
substancias derivadas com propriedades antifingicas poderao ser utilizados na
criptococose.

Vérios métodos podem ser utilizados para verificar a atividade
antifangica de substancias obtidas de plantas, porém eles ndo séo igualmente
sensiveis e cada grupo de pesquisa emprega diferentes tipos de testes.
Técnicas de diluicdo seriada foram recomendadas para determinacdo da
atividade antifungica de produtos naturais (SCORZONI et al, 2007a;
SCORZONI et al, 2007b, HADACEK & GREGER, 2000; PAULI & KUBECZKA,
1996). Alguns exemplos sdo o0s Oleos essenciais vegetais, que foram
exaustivamente testados por suas propriedades antimicrobianas (MONDELLO
et al, 2003). Tamokou et al (2009) utilizaram extratos e fracdes obtidos das
cascas do caule de Vismia rubescens contra quatro espécies de leveduras
(Candida albicans, Candida tropicalis, Candida parapsilosis and Cryptococcus
neoformans). Para C. neoformans bons resultados foram observados, sendo
que o extrato bruto apresentou CIM de 500ug/mL e apds a obtencdo das
fracOes obteve-se CIM entre 3,12 e 12,5ug/mL. Por outro lado, Peng et al.,
2010, verificaram potente atividade antineuroinflamatéria de manzaminas e
esta pode proporcionar grandes beneficios para a prevencao e tratamento de
infeccbes cerebrais como as causadas por Cryptococcus. Além disso, foi
mostrado que esta permeia a barreira hemato-encefalica (BBB) em um modelo
in vitro, utilizando uma monocamada MDR-MDCK células.

Na busca de novas fontes de substancias antifungicas, assim como o
entendimento de seu mecanismo de a¢éo, nosso grupo tem estudado atividade

antifingica de espécies de plantas originarias do Cerrado e Mata Atlantica do
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Brasil. Dentre os extratos, fracdes, e substancias estudadas, 85,7%, 100% e
100% dos extratos brutos, fracbes e substancias puras, respectivamente
apresentaram atividade contra C. neoformans. Entre as espécies que
apresentaram o0s melhores resultados de concentracdo inibitéria minima,
destaca-se a planta Pterogyne nitens, pertencente a familia Fabaceae, a qual
apresentou bons valores de CIM. Desta forma, a substancia pedalitina, isolada
de P. nitens, foi selecionada neste estudo por apresentar acentuada atividade
antifungica.

A familia Fabaceae é uma das maiores familias botanicas e é também
conhecida como Leguminosae (leguminosas), de ampla distribuicdo geografica.
E tradicionalmente dividida em trés subfamilias: Caesalinioideae, Faboideae e
Mimosoideae, compreendendo cerca de 650 géneros e 1800 espécies
(OLIVEIRA, 1999). Pterogyne nitens, conhecida popularmente como “tipa”,
“virarg”, “Cocal”, “amendoinzeiro”, “amendoim-bravo” de acordo com a regido
onde cresce. E o Unico membro do género Pterogyne, e distribuida
principalmente no Brasil, Bolivia, Paraguai e Argentina. Sua madeira €
amplamente utilizada na construgdo civil e, sdo minimos os relatos sobre
utilizacbes medicinais para esta espécie (BURKART, 1952; LORENZI, 1998).
De acordo com a literatura, desta planta foram isolados alcaldides guanidinicos
e flavonas. Os flavonoides apresentaram potente inibicdo para a enzima
mieloperoxidase (MPO), presente em neutréfilos humanos, que desempenha
papel na infeccdo e inflamacado, convertendo peréxido de hidrogénio e cloreto
em acido hipocloroso e agua. A atividade excessiva da MPO e a producéo
principalmente de acido hipocloroso implicam em muitos processos
inflamatorios (HEINECKE et al, 1993; WINTERBOURN et al, 2000;
FERNANDES et al, 2008; REGASINI et al, 2008c).

Dentre as fragcOes desta planta, destacou-se a substancia pedalitina,
obtida através da fragdo acetato de etila da espécie P. nitens, a qual
apresentou acentuada atividade antifungica com valor de concentracéo
inibitéria minima igual a 3,9ug/mL apresentando ac¢do fungicida nesta
concentracdo para a cepa de C. neoformans ATCC 90012. Assim, esta
substancia também foi testada para dois isolados clinicos, um sensivel e outro
resistente ao fluconazol, obtendo-se CIM igual a 1,95 e 15,6pg/mL,

respectivamente, ambas as concentragdes fungicidas. Desta forma, nosso
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interesse voltou-se para esta molécula pelo fato de ndo termos encontrado
nenhum relato na literatura sobre a atividade antifingica desta substancia e
apenas um relato sobre esta espécie de planta (BOLZANI et al.,, 1999).
Adicionalmente a pedalitina nao foi citotdxica para células de pulmao A549 em
concentracéo < 31,2ug/mL aproximadamente 10x o valor da CIM.

Samoylenko et al (2009) estudaram fracbes da planta Prosopis
glandulosa var. glandulosa e um dos compostos isolados (1) apresentou
potente atividade antifingica contra C. neoformans e Aspergillus fumigattus,
com valores de 0,4 e 3,0ug/mL, respectivamente. Atividade fungicida contra C.
neoformans foi verificada em quatro compostos isolados. O composto 1
mostrou também potente atividade in vivo em murinos que apresentavam
criptococose, na concentracao de 0,0625mg/kg/dia durante 5 dias, reduzindo a
infeccdo por C. neoformans no cérebro em 76%, mostrando atividade
semelhante quando comparado a anfotericina B, a qual reduz a infeccdo em
83% com uma dose de 1,5mg/kg/dia.

Sinergismo € acado combinada de dois ou mais constituintes e € maior
gue o efeito de cada constituinte quando avaliado isoladamente. Estudos a
respeito de combinacdo de substancias de fontes vegetais ja sdo aplicados
para desenvolvimento de fitocomplexos e na potencializacdo de medicamentos
alopaticos para uso em diversas terapias. Sinergismo entre constituintes de
uma mesma droga a partir da planta Hypericum perforatum foi estudado para
terapia antidepressiva (DI CARLO et al, 2001; BUTTERWECK et al, 2003). Em
relacdo aos efeitos sinérgicos avaliados para atividade antimicrobiana, relatos
da literatura indicam que piperina, substancia isolada da planta Piper nigrum
(pimenta negra) aumenta a biodisponibilidade de rifampicina e teofilina
(ERNST, 2000). Trabalhos que verificam a atividade sinérgica entre compostos
ou substancias puras, associadas ou ndo a drogas sintéticas alopaticas ainda
sao incipientes na terapia contra fungos patogénicos humanos. Han & Lee
(2005) estudaram a combinacdo de anfotericina B e berberina, alcalbide
comum em algumas espécies de plantas, contra C. albicans e os testes de
sensibilidade foram realizados evidenciando o efeito sinérgico da combinacao.
Ainda neste estudo, ensaios in vivo foram realizados em camundongos que
apresentavam candidiase disseminada e o tratamento com berberina e

anfotericina B combinadas permitiu que os camundongos sobrevivessem 22
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dias a mais do que quando tratados apenas com anfotericina B. Adicionalmente
os dados obtidos mostraram que a combinagédo das duas substancias reduziu
em 75% a dose de anfotericina B. Em 2007, Han realizou um estudo
semelhante, combinando anfotericina B com extrato de semente de uva,
obtendo os mesmos resultados do estudo anterior. Resultados idénticos foram
notados em nosso estudo com as combinagdes de pedalitina e anfotericina B,
onde ocorreu a reducdo de exatamente 75% na concentracdo de anfotericina
B, indicando que pedalitina supostamente auxilia os efeitos da droga no fungo
e mimetiza, portanto a concentragdo de anfotericina B. Em outro estudo, van
Vuurena & Viljoen (2008), verificaram a atividade antimicrobiana de extratos de
cascas, raizes e folhas de Croton gratissimus isoladamente e em combinagéo.
Os testes foram realizados com varias espécies de bactérias e com as
leveduras C. albicans e C. neoformans e os melhores resultados obtidos foram
para C. neoformans com a combinacéo de extratos de raiz e folhas.

A avaliacdo das combinacGes antifingicas € realizada através de
estudos in vitro, em modelos animais ou, ainda, em estudos clinicos. Estudos
experimentais em animais usando AMB em associa¢cdo com FCZ apresenta, na
maioria das vezes, efeitos aditivos ou sinérgicos (SUGAR et al., 1995), com
poucas excecdes (SCHAFFNER & BOHLER, 1993).

Em nosso estudo, para realizagdo da metodologia do “tabuleiro de
xadrez”, foram utilizadas as combinacdes das fragbes ACOEt com BuOH e
EtOH com HA da planta Pterogyne nitens; pedalitina em combinacdo com: a
fracdo ACOEt de Kielmyera rubriflora; a fracdo EtOH de Kielmyera rubriflora; o
extrato bruto de Garcinia sp; e com as drogas sintéticas fluconazol e
anfotericina B.

Observou-se efeito sinérgico com a combinagdo das fragbes ACOEt e
BuOH de P. nitens nas concentracao de 15,6ug/mL de cada e também com as
fracbes EtOH e HA da mesma planta, na concentracdo de 31,2ug/mL de cada.
Pedalitina é o constituinte prevalente na fracdo ACOEt e portanto quando
combinada com a fragdo BuOH que se constitui majoritariamente pelos
alcaléides piteroginina e piteroginidina, apresentou efeito sinérgico. Estas
substancias em baixas concentragcbes nao sao citotoxicas para ceélulas

tumorais e possuem atividade anticarcinogénica (DUARTE et al, 2010 in press).
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A pedalitina na concentragdo de 0,97ug/mL quando combinada com
1,95ug/mL da fracdo ACOEt e 1,95ug/mL da fracdo EtOH de K. rubriflora
apresentou atividade sinérgica. Estas fracdes sdo constituidas de xantonas que
também apresentam atividade antifungica (MONTEIRO et al, 1996). Quando a
pedalitina foi associada com o extrato bruto de Garcinia sp as concentracdes
em que foi verificado sinergismo foi 0,97ug/mL e 15,6 ug/mL, respectivamente.
As substancias prevalentes nestes extratos sdo novamente as xantonas
(PEDRAZA-CHAVERRI et al.,, 2008) e em estudo realizado verificou-se que
estas apresentam atividade antifingica, incluindo contra C. neoformans (PINTO
et al., 2005).

De acordo com nossos resultados, pode-se verificar que a pedalitina
mostrou atividade sinérgica quando combinada tanto com extratos brutos e
fracbes de origem vegetal quanto com as drogas sintéticas utilizadas no
tratamento da criptococose. A substancia pura de P. nitens também foi
combinada com fluconazol e anfotericina B, obtendo-se atividade sinérgica nas
seguintes concentracdes: 0,97ug/mL de pedalitina com 0,5ug/mL de fluconazol,
0,48ug/mL de pedalitina com 0,5 pg/mL de fluconazol, 0,0312ug/mL de
anfotericina com 0,97ug/mL e 0,48ug/mL de pedalitina. Os dados indicaram
gue a pedalitina inibe o crescimento de C. neoformans e esta, ao ser
combinada com fluconazol e anfotericina B proporcionou uma atividade
notavelmente melhorada contra a levedura. De acordo com calculos
matematicos, a concentracdo de anfotericina B foi reduzida em 75% o que
também foi verificado com fluconazol, quando em combinacdo com a
pedalitina. Assim, sugere-se que esta molécula é uma substancia promissora
como agente fitoterapico para o tratamento de infeccdo por C. neoformans,
evidenciando o efeito sinérgico com substancias de origem sintética e/ou
natural.

Existem varios mecanismos propostos de sinergismo relacionados aos
antifangicos. (1) A inibicdo de diferentes estagios da mesma via bioquimica
representa um tipo de interacdo. Um exemplo é a combinacgéo da terbinafina e
azobis (BARCHIESI et al, 1998; BARCHIESI et al, 1997; CARILLO-MUNOZ &
TUR-TUR, 1997; PEREA et al, 2002), em que ambas as substancias inibem a
biossintese do ergosterol prejudicando assim a funcdo das membranas

celulares dos fungos. (2) O aumento da penetracdo de um agente antifingico
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como resultado da atividade de outro agente antifingico na parede celular ou
membrana celular. Essa interacdo tem sido proposta para combinacdes de
anfotericina B ou fluconazol com agentes antibacterianos, tais como a
rifampicina (BEGGS et al, 1976; MEDOFF, 1983; MEDOFF et al, 1972) e
guinolonas (SUGAR & LIU, 2000; SUGAR et al, 1997) e permite que estes
agentes atravessem facilmente a membrana da célula fungica para alcancar
seu alvo na sintese de DNA do fungo. Esse mecanismo pode explicar também
o potencial sinergismo entre os azbis (ALLENDOERFER et al, 1991;
BARCHIESI et al, 1999; BARCHIESI et al, 2001; LARSEN et al, 1996;
MAYANJA-KIZZA et al, 1998; NGUYEN et al, 1995; YAMAMOTO e al, 1997) ou
anfotericina B (MEDOFF et al, 197; POLAK, 1978) e flucitosina, caso em que
os danos pelos azdlicos ou poliénicos a membrana da célula fungica, permite
aumento da captagdo de flucitosina. (3) A interacdo nos transportes na
membrana é proposta para a combinacdo de anfotericina B e flucitosina
(BEGGS, 1986; BEGGS et al, 1981; BEGGS & SAROSI, 1982), na qual
anfotericina B age sobre a membrana celular de fungos inibindo o efluxo de
flucitosina através da membrana celular. Neste esquema, flucitosina exerce os
seus efeitos letais em qualquer fungo impedindo a degradacdo da membrana
pela anfotericina B atraves de deterioracdo oxidativa, permitindo que flucitosina
permaneca no sitio de acdo dentro da célula. (4) InibicAo simultdnea de
diferentes alvos da célula fungica, como parede e membrana celular, também é
possivel. Esse mecanismo tem sido sugerido para as interacdes
aparentemente sinérgicas entre equinocandinas (parede celular) e anfotericina
B (ARIKAN et al, 2002; BARTIZAL et al, 1997; FRANZOT & CASADEVALL,
1997). (5) Potente atividade de um agente fungicida, como a anfotericina B,
reduzir a carga de fungos, o que permite entdo que outro agente,
posteriormente, trabalhe bem com um numero reduzido de células fungicas
(LEWIS et al, 1998), € outro mecanismo possivel (JOHNSON, 2004).
Mecanismos semelhantes aos citados podem estar ocorrendo nas
combinagbes que foram realizadas neste estudo. Assim abordagens
genomicas e proteomicas sd0 necessarias para evidenciar os mecanismos de
acao de substancias com atividade antifungica.

Nas ultimas décadas, os codigos genéticos de diversos organismos tém

sido sequenciados, representando um grande avan¢o no conhecimento da area
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gendmica. Atualmente, tem-se dado grande énfase a gendmica funcional, que
visa a identificacdo da sequéncia e funcdo dos genes e proteinas atraves de
estudos do transcriptoma e proteoma dos organismos. A protedmica possui
muitas aplicacdes, como no estudo da expressdo diferencial de proteinas,
modificacdes pos-traducionais, interagdes proteina-proteina, estudos estrutural
e de funcao das proteinas (DIAS et al, 2007).

Mesmo com a sua importancia em analises filogenéticas, sequéncias
génicas e tecnologia de DNA recombinante, o genoma completo do organismo
gera somente uma visao relativamente estética do potencial funcional de um
organismo, sendo limitado quando é necessario o conhecimento das proteinas
realmente expressas em uma condicdo fisiologica especifica ou identificacdo
das modificagbes pos-traducionais (DUTT & LEE, 2000; LOTTSPEICH, 1999).
A populacdo de RNAmM, da mesma forma que o genoma, tem limitacbes em
proporcionar tais informacdes (LOTTSPEICH, 1999). Dessa forma, a analise do
proteoma torna-se importante em estudos de comparacfes de expressao
génica em diferentes estados fisiolégicos de um organismo.

O estudo do proteoma € importante porque pode levar a trés vertentes
basicas com implicagcbes diretas em varios campos da biologia e da
biotecnologia. Primeiro, a caracterizacdo proteémica pode mostrar caminhos
metabdlicos nas diversas etapas celulares, gerando um conhecimento sem
precedentes na biologia celular. Este conhecimento tornara possivel identificar
novos alvos farmacoldgicos especificos, relacionados, por exemplo, a
determinada etapa de desenvolvimento de uma célula cancerosa. Segundo,
viabiliza a identificacdo de novas moléculas bioativas em extratos biolégicos
naturais, levando ao desenvolvimento de novos medicamentos. Terceiro,
permite a identificacdo e caracterizacdo de marcadores biologicos, ou seja,
moléculas enddégenas ou exdgenas especificas de um determinado estado
patoldgico. A capacidade de identificar essas moléculas é extremamente Gtil no
diagnéstico precoce de doencas e no acompanhamento da evolucdo do
tratamento (EMBRAPA, 2005).

Alguns autores apresentam diferentes maneiras de generalizar as
abordagens protedmicas. Entretanto, de uma forma préatica pode-se dizer que
com relacdo ao tipo de estudo, os experimentos protedmicos podem ter

abordagem global ou direcionada (especifica). A abordagem global do
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proteoma inclui uma comparacdo quantitativa de proteinas em amostras
distintas (perfil protéico); a analise de interacdo proteina-proteina e os estudos
de composicao em proteinas, definido pela deteccédo de todas as proteinas na
amostra (proteoma preditivo) onde o interesse quantitativo € menor. Cada um
pode ter um enfoque mais objetivo. O ideal é o estudo do proteoma global o
qual é capaz de examinar todas as proteinas na célula ou tecido, assim como
fazer a comparacdo dos niveis de proteinas celulares na presenca e na
auséncia de um agente externo (fisico, quimico ou biolégico). Estes estudos
tém potencial para descobrir novas proteinas e vias celulares associadas aos
parametros experimentais investigados (SMOLKA & AEBERSOLD, 2002;
MANN, 2006).

A andlise protebmica também tem auxiliado no entendimento dos
fendbmenos de resisténcia as drogas antifungicas. Com o objetivo de detectar
alteragbes protéicas durante o desenvolvimento da resisténcia, a analise
protedmica de cepas sensiveis e resistentes de C. albicans ao fluconazol,
revelou que proteinas envolvidas na sintese do ergosterol estavam alteradas
(HOOSHDARAN et al., 2004).

A eletroforese bidimensional junto com a espectrometria de massas e
modernos “softwares” tem possibilitado o estudo e deteccdo de diferentes
modificacdes, com grande precisdo e rapidez. (KUSTER & MANN, 1997). A
espectrometria de massa permite a identificacdo de proteinas em pequenas
concentragcdes por seqlenciamento ou por caracteristicas como modificagfes
pos-traducionais, massa molecular e impressédo digital de massas (MO &
KARGER, 2002).

Desta forma, neste estudo, procurou-se verificar quais proteinas
estariam envolvidas na resposta destas leveduras a substancia pedalitina e a
droga comercial fluconazol, a qual foi utilizada como controle. Existe uma
crescente necessidade de se obter drogas efetivas contra novos alvos, sendo
as proteinas potenciais alvos na descoberta de novas drogas. Assim, identificar
um alvo protéico essencial a célula é um desafio importante e as tecnologias
proteOmicas sdo fundamentais nesse campo (SCORZONI, 2008). Apesar da
complexidade das estruturas e funcbes das proteinas, as industrias
farmacéuticas e de biotecnologia tem investido enorme quantidade de recursos

para decifrar e utilizar os dados protedmicos no desenvolvimento de drogas
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mais eficazes e bem sucedidas (WALGREN et al., 2004; KOPEC et al., 2005;
GOMASE et al., 2008).

A analise das proteinas, obtidas pelo software Image Master 2D
Platinum resultou na deteccdo de mais de 300 spots com massa molecular
(MM) entre 9 e 84 kDa, e pontos isoelétricos compreendendo a faixa 3 a 10.
Apos o0 contato de C. neoformans com fluconazol, foram reveladas
modificacdes significativas na expressao de 32 proteinas, a maioria com
aumento, estando de acordo com estudos anteriores em outro microrganismo
(GAUTAM et al, 2008; SCORZONI, 2008). Por outro lado, o tratamento com a
substancia pedalitina da planta P. nitens influenciou na expressao de 40
proteinas, também com a maioria destas potencializando a expressao. Tanto
no tratamento com fluconazol quanto com a molécula pedalitina, a maioria das
proteinas apresentou um aumento na expressdo. Este fato pode ser
ocasionado devido ao estresse provocado pelo contato com a droga, onde o
microrganismo aumenta a expressao de algumas proteinas, como um provavel
mecanismo de defesa. Desta forma, pode-se sugerir a hipotese de que o
aumento da expressao destas proteinas possa contribuir para uma maior
protecdo celular e capacidade de reparacdo dos danos causados pelo agente
antifangico. Com relacdo as proteinas que diminuiram diretamente sua
expressado, pode-se sugerir uma interferéncia pontual ocasionada pelo agente
antifingico. Estas provavelmente se constituem de alvos importantes, sendo
necessario o sequenciamento dos spots em prioridade. Estudos posteriores a
respeito da identificacdo e funcionalidade destas proteinas seriam
extremamente importantes para se verificar se estas sdo essenciais ao fungo,
constituindo-se, portanto de excelentes alvos.

Também foi comparado o perfil de proteinas da cepa ATCC e do isolado
clinico resistente, revelando modificacfes na expressédo de 35 proteinas com a
maioria aumentando a expressdo. Na cepa resistente, pode-se verificar um
aumento de até 10,95 vezes na expressao de proteinas, sugerindo que além
dos mecanismos de resisténcia previamente descritos, pode-se considerar que
esta cepa evolui para o aumento da expressao de proteinas que possivelmente
esta relacionado com a resisténcia do microrganismo e/ou sua patogenicidade
(MARICHAL et al, 1997; LOPES-RIBOT et al, 1998). Marichal et al (1997),

analisaram o perfil protéico de isolados de C. glabrata sensiveis e resistente
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aos azolicos observando significativas diferengcas na expressdo dos dois
isolados. Maiores informacgdes poderdo ser obtidas apds o sequenciamento e
identificacdo destas proteinas, expressas apds o contato com a substancia
vegetal. A analise prote6mica de componentes de superficie de A. fumigatus
identificou vinte seis proteinas, entre elas, a principal proteina presente nos
conidios, possivelmente os principais causadores do processo alérgico, sendo
assim, essas proteinas seriam grandes candidatas a producdo de vacinas
(ASIF et. al., 2006). Modificagbes no proteoma de C. albicans foram
observadas quando esta levedura foi tratada com droga inibidora da -(1,3)-
glucana sintetase, semelhante as equinocandinas e também com dois triazéis
mostrando que por meio de estudos prote6micos € possivel distinguir
diferentes mecanismos de acdo de antifungicos (BRUNEAU et al., 2003).
Outros proteomas além do fangico foram estudados, Caldelari e colaboradores
(2000) com o objetivo de entender os mecanismos de resisténcia de
Streptococcus gordonni & penicilina analisaram seu proteoma por eletroforese
bidimensional e verificaram que o microrganismo resistente apresentou duas
proteinas com intensidade aumentada, as quais mostraram relagdo com
resisténcia a penicilina. O protozoario Trichomonas vaginalis, transmitido por
via sexual e que infecta a area urogenital humana causando a tricomoniase,
teve seu primeiro mapa de referéncia protedmico descrito (DE JESUS et al.,
2007). As pesquisas séo facilitadas nesses organismos, em razdo de seu
protebma ser relativamente pequeno, além disso, muitos ja foram descritos,
baseando-se em estudos avancados de sequUéncias genbmicas. Como
resultado do sequenciamento génico e andlise protedbmica muitos genes e
proteinas estdo sendo descritos e disponibilizados para serem estudados como
novos alvos para drogas (FERNANDES, 2001; MANN, 2006).

Vérias abordagens podem ser atribuidas ao estudo a cerca do
proteoma. Uma delas seria a verificagcdo do mesmo em sistemas de infec¢cédo. A
acdo da droga no fungo em estado patogénico ou sob a interacdo com
moléculas expressas durante a viruléncia pode ser diferente.

A capacidade do fungo em aderir ao tecido pulmonar durante a interacao
inicial com as células do epitélio alveolar € uma etapa crucial para se
estabelecer a doenca. Uma vez aderido ao tecido pulmonar o fungo pode

proliferar levando a formacgéo da les@o primaria no pulméo. A interagdo fungo-
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hospedeiro durante a infeccdo criptocdccica € extremamente complexa e
estudos relacionados a esta interagao séo de grande importancia.

Em um trabalho realizado por PORTELA (2006), foi verificado o efeito da
substancia Saquinavir sobre a adesdo de fungo e determinou-se que nha
concentragdo de 100pM ocorreu reducdo de 50% no indice de adeséo
mostrando ser um prototipo promissor a droga para inibicdo do crescimento de
Candida sp em sistema de infecgao.

MARTINS et al 2009, estudaram a inibicdo da adesdo da R-
goniotalamina (lactona presente em abundancia no género Goniothalamus) e
seu enantibmero ndo natural S-goniotalamina contra C. albicans e C.
dubliniensis. As leveduras foram mantidas em contato com as substancias
durante uma hora, em seguida incubadas com células epiteliais de boca por
mais uma hora e as células aderidas foram quantificadas por microscopio
optico. Para a espécie albicans, R-goniotalamina e S-goniotalamina inibiram a
adesao das leveduras nas células do epitélio bucal com indice de 62 a 79%,
guando comparados com controle sem tratamento. Para C. dubliniensis, no
tratamento com S-goniotalamina foi observado uma reducéo de 76% no indice
de adesdo e com R-goniotalamina houve inibicdo de 60% na adesao as células
epiteliais de boca.

Estudos de interacéo, utilizando modelos de culturas de células tém sido
amplamente explorados em nosso laboratério, especialmente em
Paracoccidioides brasiliensis (MENDES-GIANNINI et al., 2008). Assim,
pretendeu-se neste estudo, verificar o padrao de adeséo de C. neoformans em
linhagem A549 de pneumdcitos e, tendo em vista a atividade antifungica
apresentada pela substancia pedalitina, obtida de P. nitens, foram realizados
ensaios para verificar o indice de infeccdo antes e apds o tratamento com a
mesma, bem como com as drogas sintéticas fluconazol e anfotericina B. O
ensaio de adesdo de C. neoformans foi realizado utilizando culturas de células
de pneumdcitos, linhagem A549 (BARBOSA et al., 2006). O indice de adesé&o
foi determinado contando-se o nimero de fungos aderidos em 1000 células. As
condicbes testadas foram os tratamentos com pedalitina, fluconazol e
anfotericina, obtendo-se inibicdo de adeséo, respectivamente de 42,3%, 50% e
61% para o isolado sensivel ao fluconazol; 37,2%, 40% e 48,6% para o isolado

resistente ao fluconazol e 46,4%, 53,6% e 60,7% para a cepa ATCC.
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Desta forma, observou-se que o0s tratamentos diminuiram
significativamente o indice de ades&o nos trés isolados testados, sugerindo
interferéncia em proteinas de superficie provavelmente fundamentais para a
ligacdo do fungo as células epiteliais de pulméo, possivelmente naquelas que
reduziram sua expressdo apoOs contato com a molécula ativa. Novamente o
sequenciamento e a identificacdo destas proteinas, bem como a verificagdo do
proteoma da interacdo do fungo com as células apos contato com a substancia
natural ativa serdo necessarios para a caracterizacdo do mecanismo de acao
desta molécula.

Em todas as condi¢Oes testadas neste estudo, ndo foram observadas
células de C. neoformans internalizadas, possivelmente, devido a limitacdo da
metodologia empregada. Estudos utilizando citometria de fluxo para avaliar a
capacidade do fungo em aderir e invadir células em cultura tem demonstrado
que a quantidade de C. neoformans internalizado € em torno de 30 a 50%
(CHAKA et al., 1995; BARBOSA et al., 2006).

Nossos dados apontam que as fragOes da planta P. nitens e a pedalitina
constituem-se de prototipos promissores para o desenvolvimento de novos
farmacos. Fitocomplexos a partir das fragbes combinadas com atividade
sinérgica poderiam futuramente ser estudados quanto a toxicidade e ensaios
de seguranca para aplicacdo como demais ativos da area de saude. Quanto a
molécula pedalitina, resultados anteriores mostraram que esta ndo € citotéxica
e iniciamos estudos a respeito do seu mecanismo de acéo aditiva quando se
analisou o efeito desta sobre a adeséo as células epiteliais de pulméao.

Portanto da atividade fungicida néo citotoxica, modificacbes no
proteoma, efeito redutor da adesdo do fungo promovido pela molécula ativa e
atividade sinérgica da mesma, mostraram grandes avangos para continuarmos
o estudo dos mecanismos de acao e identificagcado de novos alvos, uma vez que
sua atividade foi também eficiente em isolados resistentes. A identificacédo
pontual das moléculas alvos apontadas neste estudo € fundamental para a

obtencdo de um novo farmaco para o tratamento da criptococose.
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6. CONCLUSOES

A substéncia pedalitina da planta P. nitens apresentou boa atividade
antifangica contra C. neoformans tanto para a cepa ATCC 90012, como para
os isolados clinicos, sensivel e resistente a fluconazol.

A pedalitina quando combinada com outros compostos de origem
vegetal apresentou atividade sinérgica, porém, melhor efeito foi verificado
guando combinada com anfotericina B e fluconazol.

Vérias proteinas tiveram expressédo diferenciada quando C. neoformans
cepa ATCC 90012 foi tratado com a substancia pedalitina de P. nitens, bem
como com fluconazol. O mesmo ocorreu quando foi comparado o perfil protéico
da cepa ATCC com o isolado clinico resistente a fluconazol.

A inibicdo da adeséo de C. neoformans aos pneumdcitos foi observada

apos o tratamento com pedalitina, fluconazol e anfotericina B.
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