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APRESENTAGAO

De acordo com as normas vigentes no Regimento do Programa de
Pos-Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, a presente dissertacao foi redigida na forma de artigo. Assim, este exemplar

encontra-se dividido da seguinte forma:

e Introducao;

e Objetivo geral e objetivos especificos;
e Revisdo da literatura;

e Capitulo 1

e Discusséao;

e Conclusao;

e Referéncias.






RESUMO

Espécies do género Cryptococcus lideram casos de letalidade no contexto das
doengas fungicas atualmente. Em humanos a criptococose pode ocorrer pela
inalacdo de leveduras ou esporos dispersos por pombos exoticos e, por ser uma
doenca oportunista com tropismo pelo sistema nervoso central, pode atravessar a
barreira hematoencefalica em pacientes acometidos por HIV e causar meningite
criptocdcica. O tratamento disponivel é cada vez mais limitado e o desenvolvimento
de novos medicamentos ndao acompanhou a evolugdo dos mecanismos de
viruléncia, tornando o fungo apto a infectar e se reproduzir no hospedeiro. Logo,
nota-se a necessidade de exploragdao e descoberta de novas moléculas bioativas,
que podem ligar-se de forma mais especifica no seu sitio ativo e, assim, tornarem-se
alternativas promissoras ao atual tratamento. Portanto, avaliamos o perfil proteémico
da levedura C. neoformans var. grubii, cepa H99, exposta ou ndo a molécula
espilantol, isolada da planta Acmella oleracea. Foram identificadas alteragdes em
importantes fatores de viruléncia, como a redugcdo da atividade da urease, e
alteragdes estruturais, verificadas experimentalmente com o aumento do
extravasamento celular e redugdo do conteudo de ergosterol. Perturbagbes
energéticas foram observadas através da diminuicdo da disponibilidade do piruvato,
0 que pode causar um descompasso no ciclo do acido tricarboxilico. Além disso,
observou-se acumulo de espécies reativas de oxigénio que nao foram
suficientemente neutralizadas, tornando a célula vulneravel a possivel acao

antifungica do espilantol.

Palavras-chave: criptococose, protebmica, moléculas antifungicas.






ABSTRACT

Evaluation of the proteomic profile of Cryptococcus neoformans when exposed to a

molecule with antifungal activity

Species of the genus Cryptococcus lead cases of lethality in the context of fungal
diseases today. In humans, cryptococcosis can occur by inhaling yeasts or spores
dispersed by exotic pigeons and, as it is an opportunistic disease with tropism for the
central nervous system, it can cross the blood-brain barrier in patients affected by
HIV and cause cryptococcal meningitis. The available treatment is increasingly
limited and the development of new drugs has not accompanied the evolution of
virulence mechanisms, making the fungus able to infect and reproduce in the host.
Therefore, there is a need to explore and discover new bioactive molecules, which
can bind more specifically to their active site and thus become promising alternatives
to the current treatment. Therefore, we evaluated the proteomic profile of the yeast
C. neoformans var. grubii, strain H99, exposed or not to the molecule spilanthol,
isolated from the plant Acmella oleracea. Alterations in important virulence factors
were identified, such as the reduction of urease activity, and structural alterations,
verified experimentally with the increase of cellular extravasation and reduction of
ergosterol content. Energy disturbances have been observed through the decrease
in pyruvate availability, which can cause a mismatch in the tricarboxylic acid cycle.
Furthermore, there was an accumulation of reactive oxygen species that were not
sufficiently neutralized, making the cell vulnerable to the possible antifungal action of

spilanthol.

Keywords: cryptococcosis, proteomics, antifungal molecules.
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No contexto epidemiolégico atual, a criptococose apresenta-se como a
doenga fungica com maior indice de mortalidade (MICELI et al., 2011). Na lista de
patdgenos fungicos prioritarios da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o
Cryptococcus neoformans aparece no grupo de prioridade critica em fungcédo da sua
capacidade de causar infecgdes sistémicas invasivas resistentes aos medicamentos
existentes (WHO, 2022; FISHER; DENNING, 2023). Esse dado tem a sua gravidade
intensificada quando observada a caracteristica oportunista dessa patologia,
tornando potencialmente letais casos concomitantes com o imunocomprometimento
(PERFECT; CASADEVALL, 2002) atribuido ao Human Immunodeficiency Virus (HIV)
(BICANIC; HARRISON, 2004), onde a segunda principal causa de morte é por
meningite criptocdcica (RAJASINGHAM et al., 2017) ou cancer (SCHMALZLE et al.,
2016), por exemplo.

A contaminagcao da criptococose ocorre por meio da inalacdo de esporos e
isso pode acontecer, principalmente, em ambientes contaminados, como o solo com
excretas de pombos exaoticos que habitam o meio urbano, além de arvores e plantas.
Essa infeccdo pode ser favorecida por diversas adaptagbes que o fungo
desenvolveu ao longo do tempo, para melhor adaptar-se e obter sucesso nas
infeccoes (MCCLELLAND et al.,, 2006). Apds a transposi¢cdo da imunidade inata,
composta por barreiras naturais como as mucosas, a colonizagdo do hospedeiro se
da quando a fagocitose passa a ser ineficiente, favorecendo a redugao da resposta
imune. Esse quadro clinico é tipico em pacientes acometidos pelo HIV, onde ha um
drastico declinio da linfoproliferacdo (PARK et al., 2009).

A fase de tratamento da doencga esta atrelada ao problema da resisténcia ao
esquema antifungico utilizado na clinica (SIONOV et al., 2012). Os diversos fatores
que culminaram no agravamento da situagdo relacionada a resisténcia podem ser
explicados pelo diagndstico indevido, uso irracional dos medicamentos e abandono
do tratamento (BORBA et al., 2018; CHANG; KWON-CHUNG, 1994). Esses fatores
conduzem ao desenvolvimento de presséo seletiva e resisténcia, cenario ideal para
0 insucesso de qualquer tratamento e, ndo diferente, a criptococose sofre essas
consequéncias atualmente.

O tratamento farmacolégico antifungico € limitado a trés medicamentos que
podem ser usados isoladamente ou em associagcado: anfotericina B; fluconazol e
flucitosina (COELHO; CASADEVALL, 2016; PERFECT et al., 2010; SPADARI et al.,

2020), embora haja toxicidade e resisténcia reconhecida e resultem no insucesso do


https://paperpile.com/c/bIdFTd/KfxFG
https://paperpile.com/c/bIdFTd/M8hWf
https://paperpile.com/c/bIdFTd/5orPh
https://paperpile.com/c/bIdFTd/r8PwI
https://paperpile.com/c/bIdFTd/jHjFl
https://paperpile.com/c/bIdFTd/jHjFl
https://paperpile.com/c/bIdFTd/cPBwx
https://paperpile.com/c/bIdFTd/R3i5w
https://paperpile.com/c/bIdFTd/G2GqD
https://paperpile.com/c/bIdFTd/3yWIt+4xmTQ
https://paperpile.com/c/bIdFTd/JcZzp+9thdP+O3hco
https://paperpile.com/c/bIdFTd/JcZzp+9thdP+O3hco
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tratamento (BONGOMIN et al., 2018; CHEONG; MCCORMACK, 2013). Esforcos
para mudar a realidade do preocupante cenario da criptococose sem tratamento
adequado induz a busca por alternativas. A industria farmacéutica ja entendeu o
potencial das moléculas bioativas naturais e faz dessa caracteristica um promissor
nicho de mercado que tenha a capacidade de locupletar as necessidades
terapéuticas atuais oriundas da resisténcia, principalmente para antimicrobianos
(YIGIT et al., 2009).

Trabalhos da comunidade cientifica ja demonstraram resultados positivos
oriundos de extratos vegetais (SOUZA et al., 2003), 6leos essenciais (GIORDANI et
al., 2004), alcaléides (KLAUSMEYER et al., 2004) e flavonoides (SOHN et al., 2004)
com atividade antimicrobiana. Alguns exemplares da flora brasileira sdo ainda pouco
explorados, portanto, o presente trabalho analisou o espilantol, isolado do extrato
etandlico de uma planta encontrada na regiao norte brasileira.

De forma pioneira, esse trabalho avaliou de que forma o espilantol interfere
sobre a célula fungica a nivel molecular, utilizando uma abordagem protedmica
diferencial. Assim, com o possivel mecanismo de agado elucidado, podera ser
possivel propor um novo tratamento para o problematico esquema de tratamento
atual, visando a atenuar os mecanismos de viruléncia do C. neoformans e melhorar
a eficiéncia do tratamento atual.

A dissertagao esta apresentada em forma de artigo (Capitulo 1), que avalia, a

nivel molecular, o efeito do espilantol sobre C. neoformans.


https://paperpile.com/c/bIdFTd/SUPBE+rUDVW
https://paperpile.com/c/bIdFTd/gSVz4
https://paperpile.com/c/bIdFTd/jhES1
https://paperpile.com/c/bIdFTd/2mZNc
https://paperpile.com/c/bIdFTd/2mZNc
https://paperpile.com/c/bIdFTd/9QgkM
https://paperpile.com/c/bIdFTd/LVftt
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Objetivo geral

Avaliar o perfil protedémico diferencial de C. neoformans quando exposto ao

espilantol, uma molécula com atividade antifungica

Objetivos especificos

e Avaliar a susceptibilidade de C. neoformans H99 ao espilantol;

e Cultivar e extrair proteinas de C. neoformans H99 quando expostas ao espilantol
ou nao (controle);

e |dentificar diferencas na expressdo de proteinas dos cultivos em ambas as
condi¢cbes por espectrometria de massas;

e Caracterizar molecularmente as proteinas diferencialmente expressas por
ferramentas de bioinformatica;

e Validar experimentalmente o proteoma diferencial.






REVISAO DA LITERATURA
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O complexo de espécies de C. neoformans

A histéria desse complexo comeca em 1861 pela descricdo de Zenker. No
entanto, a descricao do italiano Francesco Sanfelice, em 1894, foi a mais aceita.
Através do isolamento a partir de suco de péssego, Sanfelice descreveu,
empiricamente, leveduras encapsuladas e, em 1895, a patogenicidade dessas
leveduras foi identificada experimentalmente. Inicialmente, as leveduras foram
denominadas de Saccharomyces neoformans (SANFELICE, 1895).

A taxonomia descreve que as espécies do complexo C. neoformans
pertencem ao reino Fungi, filo Basidiomycota, ordem Tremellales, familia
Tremellaceae e género Cryptococcus (HIBBETT et al., 2007; KURTZMAN et al.,
2011). No entanto, ja foi estudada e classificada, de forma equivocada, por diversos
autores.

Em 1950 recebeu o nome aceito até hoje (BENHAM, 1950), ano em que
também foram identificados os seus principais sorotipos: A, B e C (EVANS, 1950).
Logo em seguida, em 1951, através de excrementos de pombos exoéticos (Columba
livia) contidos em ninhos de arvores, foi possivel reconhecer a procedéncia
ambiental do fungo pela coleta do isolado (EMMONS, 1951). Além dos pombos, o
Cryptococcus sp. foi descrito também em fezes animais, como morcegos (TENCATE
et al., 2012), papagaios (SIQUEIRA et al., 2022) e gatos (PENNISI et al., 2013), por
exemplo.

Nos anos de 1990, o C. neoformans foi caracterizado em trés variedades
baseadas na imunogenicidade capsular a soros hiperimunes: C. neoformans var.
gattii (sorotipos B e C), C. neoformans var. neoformans (sorotipo D), C. neoformans
var. grubii (sorotipo A) e C. neoformans (sorotipo AD) (FRANZOT et al., 1999). Com
isso, o Cryptococcus foi segregado em duas espécies: C. gattii e C. neoformans,
tendo este duas variedades: C. neoformans var. neoformans e C. neoformans var.
grubii (KWON-CHUNG; VARMA, 2006).

Das mais de 70 espécies que compdem o género Cryptococcus, a menor
parte delas acometem seres humanos (KWON-CHUNG et al., 2014). As analises
filogenéticas mais modernas definiram novas espécies e linhagens no género
(MONTOYA et al., 2021). A nova classificagdo renomeou o grupo como complexo de

espécies C. neoformans, que abrange duas espécies: C. neoformans (antigamente


https://paperpile.com/c/bIdFTd/w0487
https://paperpile.com/c/bIdFTd/dtb6N+SHIiw
https://paperpile.com/c/bIdFTd/dtb6N+SHIiw
https://paperpile.com/c/bIdFTd/AyfLv
https://paperpile.com/c/bIdFTd/ZJfHQ
https://paperpile.com/c/bIdFTd/l8U9I
https://paperpile.com/c/bIdFTd/Xmn2e
https://paperpile.com/c/bIdFTd/Xmn2e
https://paperpile.com/c/bIdFTd/e5Mf3
https://paperpile.com/c/bIdFTd/0xAuN
https://paperpile.com/c/bIdFTd/JB4rT
https://paperpile.com/c/bIdFTd/6D9IG
https://paperpile.com/c/bIdFTd/QJSab
https://paperpile.com/c/bIdFTd/JXE0q
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conhecida como C. neoformans var. grubii) e C. deneoformans (antigamente
chamado de C. neoformans var. neoformans). Ja o complexo de espécies C. gatti foi
dividido em espécies “irmas” com os sorotipos B ou C: C. gattii (VGI); C. deuterogatti
(VGII e subtipos VGlla, VGIIb e VGlIc); C. bacillisporus (VGIII); C. tetragatti (VGIV) e
o C. decagatti (VGlIc/VGIV) (FARRER et al., 2019) (Figura 1).

Outra forma de vetorizacdo da levedura é através do papo, bico e pés, que
podem oportunizar a inalagdo de esporos desidratados. Devido a alta temperatura
corporal dessas aves, a auto infecgao € desfavorecida (LITTMAN; BOROK, 1968). O
solo revolvido esta presente na maioria das causas das infecgbes; no entanto,
pesquisadores descreveram o isolamento de C. neoformans em cascas e troncos de
arvores em estagio de decomposicao (MITCHELL et al., 2014), sendo também focos
potencialmente infectantes. Embora ndo seja comum, a transmissao também pode
se dar através da inoculagdo direta do fungo em locais de traumas ou transplante de
orgaos (CHAYAKULKEEREE; PERFECT, 2006).

Género Complexo Espécies Sorotipos Linhagem
de espécies
|
, C. neoformans _ ' L
_ (C. necformans var. grubii) | | A I VNII
C. neoformans . VNBI
" C.deneoformans | | ap | . VNBI
| [C. neoformans var. .-’.eo.‘or.'n&ns,l__| . Hbrita |
. VNIl |
Cryptococcus | | C. gartii b B
' ) | (C. neoformans var. gaiti) |
| VGI
C. deuterogattii :. VGl
C. bacillisporus | ( B ) /[ vGll ]
£ @ — [ VGIIc/VGIV |
| C.gattii || C. decagattii | ou | Hibvido
C. tetragattii . c . VGIV
. i VGV
Sem nome |

Figura 1. Complexo de espécies de Cryptococcus. Os isolados sao diferenciados
pelo complexo de espécies, espécies, sorotipos e linhagem. Adaptado de
(MONTOYA et al., 2021).
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Ainda na analise ecoldgica, o C. neoformans tem a capacidade de interagao
com outros organismos presentes no solo, como as amebas, por exemplo. Esse fato
corrobora evolutivamente a resisténcia da levedura aos macréfagos humanos, pela
usurpagao da maquinaria biolégica das amebas (CASADEVALL; PIROFSKI, 2007),
gerando uma simbiose que contribui com a promogao dos fatores de viruléncia
(STEENBERGEN et al., 2001).

Reproducéao e adaptacao ao ambiente

O ciclo de vida do complexo de espécies de C. neoformans passa pela fase
assexuada (leveduriforme) e sexuada (basidiésporos). A forma de levedura, que se
reproduz por brotamento, pode ser encontrada em espécimes clinicos, em cultura
laboratorial ou no ambiente contaminado. Durante a fase teleomorfa a reproducéao
acontece em condi¢cbes de privacdo de nutrientes, induzindo a fusao célula-célula
(CERIKCIOGLU, 2009), possibilitando a troca de genes relacionados a viruléncia e a
resisténcia a medicamentos antifungicos e, através dos seus fatores de viruléncia, o
microorganismo se utiliza dessa ferramenta para promover uma redisposi¢do dos
genes envolvidos e, assim, através de novos arranjos, aumentando a resisténcia e a
viruléncia e a diversidade genética (GRIGG et al., 2001).

O C. neoformans € um microrganismo que tem a capacidade de transitar por
diversos habitats. Isso requer que o fungo esteja apto a adaptar-se as diversas
oscilagbes metabdlicas que irdo confrontar-se ao longo do seu ciclo de vida, tanto no
hospedeiro quanto na natureza (MORAN et al., 2011).

De forma geral, o seu crescimento ocorre, predominantemente, no ambiente e
tem limitagdes na sua interagdo com a sua adaptacdo ao ser humano, tendo mais
éxito na infecgdo em imunocomprometidos. Assim sendo, a sua adaptacao
fenotipica a sobrevivéncia do ambiente € mais desenvolvida e tem melhores
mecanismos de viruléncia para hospedeiros ndo necessariamente humanos, como
as amebas (RODRIGUES et al., 1999) que, no ambiente, fazem as vezes de
reservatorio ambiental de patdégenos (PRADEL; EWBANK, 2004) e se alimentam por
fagocitose de microrganismos, similarmente ao processo de fagocitose de
patogenos feito por humanos (SWANSON; HAMMER, 2000).

Foi descrito que a Acanthamoeba castellanii é lisada por Cryptococcus apos a

fagocitose, o que funcionaria com uma adaptacdo a predagédo, e uma possivel
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explicagdo da evasdo de fagocitos em mamiferos observadas in vitro
(STEENBERGEN et al., 2001). Parte dessas adaptagcbes passou a gerar problemas
aos seres humanos, principalmente relacionados com a perda de eficacia dos

medicamentos disponiveis para o tratamento, que abordaremos adiante.

Caracteristicas coloniais

Microscopicamente, as leveduras exibem um crescimento médio de 5 ym de
didmetro, com formato tridimensional esférico e podem apresentar brotamentos.
Além disso, € possivel notar a capsula mucopolissacaridica que, na presenca de
tinta nanquim exibe alto contraste entre o contorno do microorganismo e o restante
da cultura (NEGRONI, 2012) (Figura 2A).

Sob o aspecto macroscoépico, o C. neoformans tem a capacidade de crescer
em agar Sabouraud Dextrose e forma col6nias com a cor variando de branca a
creme, com brilho caracteristico, aspecto mucdéide e margens lisas. O crescimento
médio flutua entre 48 a 72h em condi¢cdes de aerobiose (CHAYAKULKEEREE;
PERFECT, 2006) (Figura 2B).

Figura 2. Morfologia microscépica e macroscoépica de leveduras do complexo
de espécies de C. neoformans. A) células leveduriformes, evidenciando a capsula,
aumento de 40x; B) Colénia mucoide em agar Sabouraud. Fonte: Acervo LAMMOP.
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Importancia médica do complexo Cryptococcus

Dentre as doengas que mais causam morte na atualidade, as provocadas por
fungos tém especial relevancia, principalmente, quando observada a capacidade de
infeccdo e complicagbes nos seres humanos. A superagao de patdogenos resistentes
aos medicamentos, com o intuito de combater doengas fungicas, por exemplo, é
fundamental para a saude publica global (MUSELIUS et al., 2021). A prevaléncia de
infeccdes fungicas oportunistas (MICELI et al., 2011) mostra um aumento continuo
na historia recente e, por serem frequentemente associadas a outras doencas,
tornam-se ainda mais graves.

A WHO Fungal Priority Pathogens List (WHO, 2021) classificou o C.
neoformans como um patégeno do grupo de prioridade critica baseado na sua
capacidade de desenvolver infeccbes sistémicas e a sua resisténcia aos
medicamentos disponiveis (WHO, 2022). Diante do dramatico aumento da
populacdo com imunocomprometimento nas ultimas décadas, as micoses sistémicas
representam uma ameaca a saude publica (RAJASINGHAM et al., 2017). Pacientes
em condicdes de imunocomprometimento, normalmente atribuido ao Human
Immunodeficiency Virus (HIV) (BICANIC; HARRISON, 2004) ou céancer
(SCHMALZLE et al., 2016), sao alvos de C. neoformans.

Dados atuais dao conta de que a criptococose esta distribuida mundialmente
(SORRELL et al., 2014), com uma incidéncia de, aproximadamente, 220.000 novos
casos por ano e a taxa de mortalidade é de, aproximadamente, 180.000 mortes por
ano (MAYER; KRONSTAD, 2020). Isso torna os casos de criptococose foco de
atencdo entre pesquisadores tanto pela gravidade, quanto pela extensdao do

problema.

Fisiopatologia da criptococose

O caminho que o C. neoformans percorre para promover a infeccdo comeca
pela inalagdo de particulas do ambiente (ZARAGOZA, 2019) e esbarra, durante a
colonizacdo dos alvéolos (CHANG et al., 2004; SETIANINGRUM et al., 2019), na
resposta imune pulmonar especializada (MARTIN; FREVERT, 2005). Os alvéolos
sdo dotados de macréfagos, recebem a contribuigdo de linfécitos CD4 e CD8, além

de células dendriticas (ZARAGOZA, 2019). A resposta imune pulmonar, apesar de
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eficaz para criptococose em pacientes com imunocomprometimento de células T, no
entanto, ndo é capaz de evitar a disseminagdo extrapulmonar, com especial
predilecéo pelo SNC (DRIVER et al., 1995; VELAGAPUDI et al., 2009) (Figura 3).

Figura 3. Ciclo de infec¢cao de C. neoformans. Leveduras ou esporos suspensos
em ambientes onde ha excretas de pombos (1) sdo inalados por hospedeiros
humanos e atingem a regido pulmonar (2). Nos alvéolos (3), pode ocorrer a
fagocitose e a reproducgéo fungica em macrofagos. Em casos mais graves, o fungo
pode atingir a corrente sanguinea e atravessar a barreira hematoencefalica,
causando meningite criptocdcica (4), que pode ser fatal.

Durante o processo de infecgao, os alvéolos pulmonares acometidos podem
apresentar uma infeccdo latente assintomatica ou progredir para o estado de
criptococose ativa. Com o auxilio de fatores de viruléncia e em estado de
imunocomprometimento do individuo acometido, o C. neoformans pode ascender do
puimdo até o SNC, podendo desencadear um quadro de meningoencefalite
(KWON-CHUNG KYUNG J. et al., 2017). O virus da AIDS é, preponderantemente, o
requisito mais comum para os casos de meningoencefalite por criptococose, que

tem a capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica (BHE), arquitetada de
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forma a dificultar esse trajeto (CHANG et al., 2004), e se adaptar facilmente aos
baixos niveis de oxigénio e nutrientes do cérebro (CHANG et al., 2007; DROMER et
al., 2011).

Tentando descrever o processo de infecgao através da BHE, trés potenciais
mecanismos foram descritos. O primeiro deles, a travessia transcelular, ja descrita
para outros microrganismos, como Escherichia coli (HUANG et al., 1995) e Candida
albicans (JONG et al., 2001), é caracterizada pela penetragao dos patégenos pelas
células endoteliais microvasculares, localizadas no cérebro. O segundo processo,
denominado de penetragéo paracelular, € caracteristico do protozoario Trypanosoma
sp. (LONSDALE-ECCLES; GRAB, 2002) e ocorre através de um gradiente de
concentragcao, onde o patégeno pode atravessar por entre as células epiteliais (Vu et
al. 2013). Ja o terceiro mecanismo descrito, o cavalo de Trdia, € observado em
patdgenos virais como o HIV (DALLASTA et al., 1999; SANTIAGO-TIRADO et al.,
2017) e é caracterizado pela usurpagao de células imunes, como os mondcitos e
macrofagos, para viabilizar a travessia do patégeno pela BHE, sendo o mais aceito
para C. neoformans atualmente (ERLANDER, 1995; ZARAGOZA, 2019).

Além de bombas de efluxo (WIRTH et al., 2018), a BHE é disposta em
juncbes estreitas de, aproximadamente, 20 A, limitando a difusdo de substancias,
como a anfotericina B (ASHLEY, 2019), ao SNC que, além disso, precisam ter
caracteristicas lipofilicas. Diante dessas restricbes as opgdes de tratamento sao
reduzidas, aumentando a letalidade dos casos de infeccdo do SNC (HAKIM et al.,
2000; SPADARI et al., 2020).

Fatores de viruléncia

O grau de viruléncia de C. neoformans é determinado por diversos fatores e
pode ser influenciado pelas mutacbes adaptativas que podem ocorrer durante o
processo de infeccdo. Nesses casos, ha adaptagcdes que promovem a sobrevivéncia
e proliferagao do fungo no hospedeiro (KRONSTAD et al., 2011). Essas adaptagdes
sdo os fatores de viruléncia que promovem subterfugios para o fungo evadir o
sistema imune do hospedeiro (ESHER et al., 2018).

Diversos fatores de viruléncia ja foram descritos através da sua relagdo com

diferentes infeccdes, identificadas ao longo de muitos anos (Tabela 1). Os mais
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comuns sao capsula polissacaridica, melanina, secrecdo de enzimas, como a
urease e crescimento a 37 °C (ALSPAUGH, 2015). Um aspecto interessante sobre
os fatores de viruléncia diz que mutantes que nao exibem alguns fatores de
transcricdo podem representar caracteristicas desfavoraveis a infecgdo, aumentando
ou diminuindo um fator de viruléncia (ARRAS et al., 2017).

Tabela 1. Fatores de viruléncia de Cryptococcus neoformans e suas fungoes.

Adaptado de (DIXIT et al., 2009).

Fator de viruléncia

Acgéao

Capsula

polissacaridica

Evasdao da fagocitose; reducdo da apresentacédo de
antigeno; redugcdo da producao de citocinas; inducao
de células T supressoras e consequente inibicdo da
imunidade mediada por células; inibicdo da resposta
das células T pela GXM; inibicdo da migracao de

leucdcitos a sitios de inflamacéao e resisténcia a ROS

Melanina Protecdo contra raios UV, protecdo contra radicais
livres e contribuicdo no tropismo pelo SNC

Manitol Sugestivo de aumento na pressao intracranial;
protecdo contra estresse e protecdo contra radicais
livres

Proteases Atividade proteolitica e contribuicdo com a degradagao

extracelulares

de proteinas envolvidas na integridade tecidual e

imunidade do hospedeiro

Produtos da rota da

lacase

Oxidacao de difenol; sintese de melanina e

degradacao de lignina da madeira

Superoéxido-dismutase

Protecao contra estresse oxidativo e prote¢cao contra

ruptura oxidativa produzida por células imune efetoras

Fosfolipases

Invasdo tecidual pela degradagdo de lipideos de

membrana dos mamiferos e surfactante pulmonar
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Fator de viruléncia Acgao

Urease Crescimento em pH do hospedeiro e pode agir na

transferéncia de Cryptococcus para o SNC

Crescimento a Sobrevivéncia e persisténcia no hospedeiro
temperatura
fisiolégica (37°C)

Tolerancia a pH baixo e Sobrevivéncia e persisténcia no ambiente
tolerancia a niveis

elevados de sal

Mudancga fenotipica Mudanga no tamanho da capsula — variante mucéide
mais virulenta, variante mais lisa supostamente capaz

de ultrapassar a BHE

Capsula polisacaridica

De todos os fatores de viruléncia que C. neoformans dispbe, a capsula
polissacaridica é o elemento principal na interacdo patégeno-hospedeiro,
contribuindo em, aproximadamente, 25% da viruléncia (MCCLELLAND et al., 2006).
E importante ndo s6 na protecdo, mas na adaptagdo ao sistema imune hospedeiro
(WANG et al., 2021). Essa estrutura é constituida majoritariamente por agua
(MAXSON et al., 2007), é encontrada na superficie da levedura e é sustentada pela
parede celular (CORDERO et al., 2011), que exibe uma arquitetura complexa com
glucanos, quitina, quitosana e glicoproteinas (DOERING, 2009). Ja foi demonstrado
que mutantes acapsulares sao considerados ndo virulentos (CHANG,;
KWON-CHUNG, 1994) e o Cryptococcus é o unico patégeno humano eucariotico
detentor de uma capsula polissacaridica, que tem sua composicdo o
glucuronoxilomanano (GXM) e o glucuronoxilomanogalactano (GXMGal)
(MCFADDEN, D. et al., 2006; KUMAR et al., 2011).

O GXM, principal polissacarideo capsular, formado por um esqueleto de

a(1,3) manose e substituicbes de B(1,2) e B(1,4) xilose e acido B(1,2) glucurénico
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(KUTTEL et al., 2020), representa cerca de 90% da estrutura da capsula e ¢é liberado
extracelularmente, exercendo efeitos antifagocitose, na migracdo de leucdcitos
durante a infecgao e na liberagao de citocinas (DOERING, 2009; MCFADDEN, D. C.
et al., 2006; MONARI et al., 2006). Ja o GXMGal apresenta uma estrutura mais
complexa e extensa, representando cerca de 10% da estrutura capsular (VAISHNAV
et al., 1998; O'MEARA; ALSPAUGH, 2012). Além disso, o GXM foi descrito como um
componente promissor no estudo de vacinas para criptococose (DATTA; PIROFSKI,
2006), mostrando resultados animadores no desenvolvimento precoce de uma
resposta imune protetora mediada por células Tyd e producdo de IFNy e IL-17A
através de receptores toll-like (NORMILE et al., 2022) e como alvo de terapia com
anticorpos monoclonais (SALVATOR et al., 2022).

Entendendo a estrutura capsular, supde-se que GDP-manose,
UDP-glucuronato, UDP xilose, UDP-galactofuranose e UDP-galactopiranose sejam
doadores de acucar e que, na auséncia dos mesmos, havera uma redugao da
viruléncia pela reducdo da capsula (DING et al.,, 2016). Experimentos in vivo
mostraram que, quando células dendriticas fagocitaram um mutante acapsular de C.
neoformans, as quantidades de TNF-a foram maiores, quando comparados com o
microorganismo capsulado (SABIITI et al., 2012), indicando que a capsula torna o
fungo “invisivel” ao sistema imune humano. As variagdes nessas condigdes recrutam
vias metabdlicas fundamentais para o fornecimento da energia para a biossintese
dos precursores dessa estrutura (O'MEARA; ALSPAUGH, 2012), que parece estar
associado a fungdo mitocondrial e a fase G1 do ciclo celular (ZARAGOZA et al.,
2010).

O C. neoformans é capaz de modular a extensdo e a antigenicidade da
capsula conforme os estimulos ambientais ou em resposta a sinais do hospedeiro
(BAKER et al., 2007), faciltando a evasdo imunitaria (BOSE et al., 2003). Essa
resposta varia conforme a fisiopatologia da infecgdo (GARCIA-HERMOSO et al.,
2004). Durante a infecgao criptocdcica, a capsula pode sofrer modificagées na sua
arquitetura, de forma a aumentar o seu tamanho, incrementando a sua capacidade
protetiva contra EROs e fagocitose (ZARAGOZA et al., 2008). Isso pode ser
atribuido ao aumento da concentracdo de didxido de carbono (CO,), redugdo da
concentracao de ferro (KRONSTAD et al., 2013) e aumento de pH (ZARAGOZA et

al.,, 2003). Um estudo sugeriu que o aumento do tamanho da capsula seja uma
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defesa inespecifica em resposta a estresse ou algum outro fator que represente uma
ameaca ao fungo (CHRISMAN et al., 2011).

Melanina e parede celular

Os esporos presentes no ambiente, quando inalados, sdo recebidos pelos
macréfagos alveolares. Uma das ferramentas antifagociticas € a melanina,
promovendo a disseminagc&o do microrganismo (IDNURM et al., 2005). A melanina,
um fator de viruléncia bastante comum em diversas espécies de fungos, € um
pigmento encontrado ancorado a quitina da parede celular que confere protecao ao
estresse externo, como radiagao ultravioleta (UV), por exemplo (O'MEARA et al.,
2010). O C. neoformans produz melanina (eumelanina) majoritariamente através da
3,4-dihidroxifenilalanina (DOPA) (EISENMAN et al., 2011), sendo a enzima lacase a
responsavel pela metabolizacdo dos substratos e transformagdo em melanina,
depositando-a na parede celular do fungo (WATERMAN et al., 2007).

A melanina foi descrita como sendo um tampao redox fungico, tendo a
capacidade de neutralizar oxidantes danosos, oriundos de células efetoras do
sistema imune (FRAZAO et al., 2020), e a importancia foi confirmada com estudos
envolvendo mutantes de delecdo do gene da lacase (LACT), que em expressao
reduzida, resultaram em reducéo da disseminagao fungica e letalidade em modelos
murinos (TROFA et al., 2014).

Em pacientes com meningite criptocécica com uma alta carga fungica no
liquido cefalorraquidiano (LCR) e, em amostras isoladas, houve uma alta atividade
da lacase para producdo de melanina, e esses isolados apresentaram mais
resisténcia a terapia antifungica (MYLONAKIS et al.,, 2002). Isso se deve pela
particularidade do C. neoformans em recrutar precursores de catecolaminas
exdgenas (EISENMAN et al.,, 2011), que sao neurotransmissores, explicando o
neurotropismo (CASADEVALL et al., 2000).

As vesiculas extracelulares (VE) sdo um fator de viruléncia produzido por
cerca de 14 géneros de fungos (RIZZO et al., 2020), incluindo o C. neoformans,
onde foram caracterizadas pela primeira vez (RODRIGUES et al., 2007). Essas VEs
sdo importantes na patogénese fungica e sdo compostas por proteinas, lipidios e
acidos nucleicos (RODRIGUES et al., 2014). Além disso, peptideos vesiculares nas

VEs podem proteger um hospedeiro invertebrado, como a Galleria mellonella, do
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Cryptococcus gattii, sugerindo que as VEs fungicas podem exercer um papel
imunogénico (REIS et al., 2021).

Interessantemente, estas estruturas vém sendo chamadas de “bolsa de
viruléncia” e contém polissacarideos retidos para agirem diretamente na
sobrevivéncia do fungo, na manutencao da patogenicidade (OLIVEIRA et al., 2010;
RODRIGUES et al., 2008) e na abertura de caminhos viaveis para o fungo atingir a
BHE, alterando a sua estrutura (CHANG et al., 2004; JONG et al., 2008). Além disso,
pequenas vesiculas contendo polissacarideos parecem emergir de fagossomas
criptococicos e se acumulam no citoplasma do macrégrafo, indicando que a
permanéncia intracelular do C. neoformans pode modular a fisiologia destas células
(FELDMESSER et al., 2000). Nesse contexto, o C. neoformans é capaz de superar a
fagocitose e sobreviver, proliferar dentro do macréfago e, ainda, retardar a
maturagdo do fagossomo, possibilitando a sua fuga por exocitose sem danificar a
célula do hospedeiro (JOHNSTON; MAY, 2013).

Enzimas

C. neoformans conta com algumas enzimas de degradagao
comprovadamente relacionadas a viruléncia. Isso pode ocorrer através da promogao
da infecgdo e modulagéo do sistema imune (SANTANGELO et al., 2004; WRIGHT et
al., 2007) ou disseminagao da infecgao fungica entre os pulmdes e o cérebro (KONG
et al., 2017). A urease, enzima catalisadora da reacdo da hidrolise da uréia em
diéxido de carbono e amoénia (CALLAHAN et al., 2005; ZIMMER, 2000), é liberada
pelo C. neoformans e é considerada um fator de viruléncia bastante relevante (COX
et al., 2000). Atua no aumento da permeabilidade da BHE e, consequentemente,
promovendo a propagac¢ao da levedura no SNC (KONG et al., 2017). Isso ocorre
pelo transporte das células fungicas dentro de macrofagos, por um mecanismo
similar ao "cavalo de Troéia", um dos processos mais aceitos para a invasao do SNC
(OSTERHOLZER et al., 2009). Os fagolisossomos contidos dentro dos macrofagos
lancam EROs nos patégenos intracelulares e essas EROs podem ser o anion
superoxido (O,7), o peroxido de hidrogénio (H,O,) ou o radical hidroxila (OH")
(NICOLA et al., 2008). Acredita-se que o C. neoformans tenha sistemas que o

defendam do estresse oxidativo capazes de neutralizar danos (COX et al., 2003).
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Sabendo que o C. neoformans, apos ser incorporado pelos macrogafos do
hospedeiro, tem a capacidade de sobreviver no fagolisossomo (DE
LEON-RODRIGUEZ et al., 2018; FU et al., 2018), a amoénia liberada nessa situacao
tem a fungdo de aumentar o pH dentro do fagolisossomo, favorecendo a
sobrevivéncia fungica e retardando a replicacdo da levedura no interior dos
macrogados. O responsavel por evitar a acidificagdo dos fagolisossomos é a
atividade da urease (FU et al., 2018). A consequéncia direta disso € a redugao do
numero de macrofagos com a membrana fagolisossomal permeavel e menor lise da
célula do hospedeiro (FU et al., 2018).

Outra enzima importante para a invaséo dos tecidos é a fosfolipase B que tem
a capacidade de aumentar a adesao entre as células epiteliais pulmonares e as
fungicas, compondo o cenario perfeito para um quadro de criptococose pulmonar
(CHAYAKULKEEREE et al., 2011; EISENMAN et al., 2009). Na disseminagao
cerebral, a fosfolipase B € quem fomenta a sobrevivéncia dentro dos macréfagos
(SIAFAKAS et al., 2007; WRIGHT et al., 2007) sendo que, uma vez alocada na
superficie celular, essa enzima tem a capacidade de hidrolisar ligagdes éster dos
fosfolipidios de membrana das células hospedeiras, aumentando a capacidade de
penetracao tissular no hospedeiro (CHEN, S. et al., 2000; CHEN et al., 1997; EVANS
et al., 2015).

Trabalhos que usaram cepas com a delegdo do gene da fosfolipase B
ratificaram sua importancia na viruléncia (CHEN, S. C. et al.,, 2000; COX et al.,
2001), condicionando-a ao aumento da espessura capsular de, aproximadamente,
25 pym (CHRISMAN et al., 2011; EVANS et al., 2015). Outro estudo mostrou que a
deficiéncia desta enzima pode gerar instabilidade na parede celular, facilitando a
exposicao aos fagoécitos (EVANS et al, 2015). Esses dados mostram que a
fosfolipase B age, fundamentalmente, em modificagdes no tamanho e na

sobrevivéncia de células criptocdcicas nos fagocitos do hospedeiro.

Crescimento a 37 °C

Para C. neoformans estabelecer e progredir com a infecgdo em humanos é
imprescindivel para sua sobrevivéncia que ele seja adaptavel a temperatura média

corporal (PERFECT, 2006) mas insuficiente para o sucesso da infec¢ao por si sé
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(ARAUJO et al., 2012). Para tanto, o acionamento de outros mecanismos é
necessario.

Em diferentes microorganismos a calcineurina esta relacionada com
morfogénese, resposta ao estresse, tolerancia a substéncias quimicas, integridade
da parede celular e viruléncia (PARK et al., 2019). Para C. neoformans, esta proteina
€ decisiva para a viruléncia (CHOW et al., 2017), regulando a forma filamentosa do
fungo e, assim, mantendo a sua viabilidade em um evento estressor (KOZUBOWSKI
et al., 2011; STEMPINSKI et al., 2022). A mutagao da calcineurina gera a perda da
viruléncia (CRUZ et al., 2001).

Superoxido dismutases

Durante o inicio da infeccdo na corrente sanguinea, o patdégeno precisa
adaptar-se as altas concentracbes de espécies reativas de oxigénio (EROs) ou
espécies reativas de nitrogénio (ERN) nos macrofagos e nos neutréfilos. O estresse
oxidativo, proveniente de fagécitos do hospedeiro, prejudica a patogénese do fungo
(BAHN; JUNG, 2013). Para sua defesa, o C. neoformans dispde de um arsenal de
enzimas detoxificantes, como superédxido dismutase (SOD), catalases, glutationa e
peroxidases (BROWN et al., 2007).

A SOD é uma metaloenzima que detoxifica os radicais de oxigénio (Fridovich
1995), e sua fungao primordial € proteger as células do anion superéxido, que é
gerado de forma enddgena e por células fagociticas (COX et al., 2003). Em outros
microrganismos, como bactérias, a SOD exerce um papel relevante na viruléncia e
entende-se que a reducao da viruléncia promove um aumento da susceptibilidade as
células fagociticas (LYNCH; KURAMITSU, 2000).

Tratamento

O tratamento de infecgbes fungicas tém se tornado um desafio para os
orgaos de saude devido a limitagdo de farmacos antifungicos que sejam eficazes,
que causem menos toxicidade e que nao estejam comprometidos pela resisténcia
(GEDDES-MCALISTER; SHAPIRO, 2019). Em 2010, foi publicada uma verséo
atualizada do “Practice Guidelines for Management of Cryptococcal Disease”
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(PERFECT et al., 2010) pela Infectious Diseases Society of America (IDSA), levando
em consideracdo a individualidade do paciente, com variacbes de uso entre os
medicamentos estabelecidos, de acordo com as caracteristicas de base, como
gestantes ou transplantados, por exemplo. O tratamento para criptococose em
portadores do HIV é baseado em apenas trés medicamentos (anfotericina B;
flucitosina e fluconazol) (PERFECT et al., 2010) e é dividido em trés fases: inducgao,
(anfotericina B + flucitosina) por 2 semanas; consolidagdo, (fluconazol) por 8
semanas e manutengao, (fluconazol) de 6 a 12 meses (MOURAD; PERFECT, 2018).

Os polienos agem na permeabilidade celular, ligando-se ao ergosterol,
gerando perturbagdes na membrana da célula fungica (LIU et al., 2017; WILCOCK et
al., 2013). Sao usados para casos moderados a graves (MCCARTHY et al., 2017). A
anfotericina B, considerada o padrao-ouro para criptococose (JEZEWSKI et al.,
2023), tem importancia clinica em infecgdes invasivas, abrangendo grande parte dos
fungos. No entanto, por ndo ter forma farmacéutica de uso oral e, geralmente,
necessitar de hospitalizagdo, seu uso exibe altas taxas de toxicidade. Uma
desvantagem € a necessidade de administracdo intravenosa para contornar a
toxicidade no hospedeiro e a sua limitada distribuicdo em diversos paises
(MUSELIUS et al., 2021). Além disso, a anfotericina B pode gerar um acumulo de
EROs, aumentando danos no DNA, proteinas e membranas (MESA-ARANGO et al.,
2012).

Azois
Os azdis apresentam toxicidade seletiva e garantem o efeito fungicida através da
inibicdo da enzima lanosterol 14a-desmetilase, inibindo a sintese do ergosterol
(BHATTACHARYA et al., 2018; CANNON et al., 2009; VAN DAELE et al., 2019). O
fluconazol tem a capacidade de atingir o LCR e é recomendado entre 200 a 800mg,
por dia, na fase de consolidagdo e manutencdo da doenca (WHO, 2018). No
entanto, essa estratégia parece nao ser a mais efetiva (BICANIC et al., 2006).

Uma desvantagem dessa terapia € a necessidade de monitoramento
terapéutico devido a sua farmacocinética ndo linear (QU et al, 2013) e
hepatotoxicidade associadas ao prolongamento do intervalo QTc, evidenciado em

exames de eletrocardiograma (THOMPSON et al., 2009). Outro problema esta
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relacionado com o tempo de tratamento, que varia entre 6 a 12 meses, favorecendo

a nao adesao e ocorréncia de resisténcia (MUSELIUS et al., 2021).

Antimetabdlitos

A flucitosina € um medicamento analogo da pirimidina e age na sintese de acidos
nucleicos, interferindo diretamente na atividade fungica (PERFECT, 2017). Embora
tenha apresentacao oral disponivel, 0 que era uma limitagdo em outras classes, tem
como principal efeito adverso a mielotoxicidade (SPADARI et al., 2020). Dentre os
medicamentos antifungicos disponiveis no Brasil, a flucitosina ndo esta elencada
(ALMEIDA-APOLONIO et al., 2018) e seu uso €, geralmente, restrito a pacientes
graves e sem doencga hematoldgica prévia (SCHWARZ et al., 2007).

Desde de a década de 1960, a anfotericina B foi elencada como o principal
farmaco usado na meningoencefalite criptococica (MUSELIUS et al., 2021; SAROSI
et al., 1969), podendo ser usada em regime de monoterapia ou em associagao com
a flucitosina (BENNETT et al., 1979). Em 1990, com o advento do fluconazol, o seu
uso passou a admitir o esquema previamente conhecido, acrescido desse novo

antifungico em carater de manutencao (PERFECT et al., 2010).

Resisténcia e ineficiéncia dos tratamentos convencionais

As relagbes ecoldgicas entre o microrganismo e o hospedeiro sdo capazes de
gerar adaptacbdes fenotipicas que instauram, através da superagdo do sistema
imune humano, a infecgdo pelo C. neoformans (MONTOYA et al., 2021). A
resisténcia aos medicamentos antimicrobianos é uma realidade inerente as
condigdes atuais dos sistemas de saude e esta intimamente ligada aos mecanismos
de viruléncia, configurando a gravidade da infecgdo fungica (BERMAS;
GEDDES-MCALISTER, 2020).

A falha na terapia n&o pode ser imputada somente ao uso prolongado dos
farmacos, mas a ma adeséo ao tratamento (PFALLER, 2012), uso indiscriminado ou
diagndstico equivocado também sao causas da pressao seletiva (MALIEHE et al.,
2020). Além disso, ha de se levar em consideracdo a heterorresisténcia, descrita
como mecanismo de resisténcia alternativo (CHEONG; MCCORMACK, 2013),
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embora tanto a resisténcia, quanto a heterorresisténcia aos medicamentos seja
associada a viruléncia (SIONOV et al., 2009).

No ambito da resisténcia antifungica em criptococose, o fluconazol é o
medicamento mais comum (SIONOQV et al., 2012) devido ao tratamento prolongado
em casos de AIDS (BONGOMIN et al., 2018), somado ao fato de relatos do
envolvimento de bombas de efluxo na membrana plasmatica (BASSO et al., 2015;
VENKATESWARLU et al., 1997). Valores mais elevados da concentragao inibitoria
minima (CIM), indicando resisténcia, estédo relacionados a maus progndsticos, onde
ha insucesso na terapia, podendo levar a morte (ALLER et al., 2000).

Em C. neoformans, trés bombas de efluxo foram caracterizadas: Afr1; Afr2 e
Mdr1. Essas bombas diminuem a concentracdo dos farmacos no meio intracelular
(BASSO et al.,, 2015; SANGLARD et al.,, 1998; SHENG et al., 2009) através de
transportadores do tipo ATP-binding cassette (ABC) (DEL SORBO et al., 2000;
OLIVEIRA et al., 2022), sendo um importante mecanismo de resisténcia (SHAPIRO
et al., 2011) que culmina na persisténcia da infecgdo e falha na eliminagdo do
patogeno.

A baixa concentracdo de glicose no pulmdo e no SNC é um desafio que C.
neoformans enfrenta durante a infecgdo (BAHN et al., 2006; BLOOM et al., 2013;
CHABRIER-ROSELLO et al., 2013). Essa condicdo de exposicdo ao estresse
gerada pela privagao de glicose, foi relatada como um propulsor de tolerancia ao
fluconazol (LIU, 2019), pois provoca aumento da atividade da bomba de Afr1,
alteragdes mitocondriais, acumulo de EROs e aumento da producédo de ATP
(BHATTACHARYA et al., 2021). Além disso, o envelhecimento das células, acima de
10 geragdes, também é uma caracteristica que foi relacionada ao C. neoformans
como fator de toleréncia ao antifungico fluconazol (BHATTACHARYA et al., 2020;
ORNER et al., 2019). O envelhecimento replicativo foi associado a divisées celulares
irregulares que acumulam mutacbes fenotipicas, relacionando-se com
transportadores ABC (ELDAKAK et al., 2010) e resisténcia aumentada a fagocitose
(ORNER et al., 2019).

Recentemente, um estudo sobre a evolugdo da resisténcia aos antifungicos
ratificou que o Cryptococcus ja exibe resisténcia contra todas as classes de
antifangicos  disponiveis, dificultando o manejo dos casos (BERMAS;
GEDDES-MCALISTER, 2020). Em busca de alternativas para atenuar este

problema, um estudo utilizou um modelo alternativo com G. mellonella, adequado
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para doengas disseminadas pela corrente sanguinea (MAURER et al., 2019), para
entender se a atividade antifungica do fluconazol poderia ser incrementada com a
coadministragcdo do anti-histaminico Astemizol. Nesse caso, a associagido se
mostrou superior (VU; GELLI, 2010)..

Embora haja um notavel desafio devido a estreita relacdo evolutiva e
sobreposicdo de perfis de citotoxicidade entre humanos e fungos
(GEDDES-MCALISTER; SHAPIRO, 2019), o desenvolvimento de novos antifungicos
requer o conhecimento da contribuicdo dos possiveis alvos, os fatores de viruléncia,
na patogénese da criptococose (BERMAS; GEDDES-MCALISTER, 2020).

Em 2021, em uma analise da Comissdao Nacional de Incorporacdo de
Tecnologias no Sistema Unico de Saude, o Ministério da Salude projetou que o
esquema de tratamento de duas semanas para meningite criptococica, com
anfotericina B e flucitosina, de 2021 a 2025, custaria para o SUS cerca de R$
150.000.000,00 até o final do periodo. Esse dado ratifica a necessidade de
otimizagdo do tratamento, visto que os medicamentos existentes exibem diversos
inconvenientes para os pacientes e geram custos muito altos ao SUS. Essas
caracteristicas corroboram sinergicamente para que haja concentragao cientifica
focada na prospeccao e exploracdo de novas moléculas para, assim, locupletar as
lacunas existentes na clinica, relacionadas ao tratamento da criptococose. Isso
refletiria em novos medicamentos antifungicos, com novos mecanismos de acéo,
maior espectro de atividade, menor tempo de tratamento e menos efeitos colaterais
(KHONKARN et al., 2015).

Moléculas naturais

O habito de utilizar extratos de origem vegetal no tratamento ou prevencgao de
doengas remonta a tempos muito antigos. No contexto médico-farmacéutico, muitos
pacientes estdo em risco iminente de sofrerem consequéncias graves devido as
infecgbes fungicas. Isso prevé que haja uma unido de esforgos a fim de entender
que os medicamentos antifungicos disponiveis ja ndo sao capazes de acompanhar a
velocidade de desenvolvimento e especializacdo dos mecanismos de resisténcia,
justificando a exploracdo de novas alternativas, como as de origem vegetal (LIN,
2009; VINCHE et al., 2020).


https://paperpile.com/c/bIdFTd/wSG0N
https://paperpile.com/c/bIdFTd/8y69w
https://paperpile.com/c/bIdFTd/fRHMG
https://paperpile.com/c/bIdFTd/wBv6D
https://paperpile.com/c/bIdFTd/YEpgf
https://paperpile.com/c/bIdFTd/QXQ27+OwFpg
https://paperpile.com/c/bIdFTd/QXQ27+OwFpg

55

Derivados de produtos naturais tem o potencial de desempenhar um
importante papel na pesquisa de desenvolvimento que conduz a descobertas no
ambito farmacéutico. Novos compostos farmacologicamente ativos oriundos de
plantas medicinais sdo promissores para o tratamento de doengas fungicas atuais
(MEDEIROS et al., 2020). Bioativos naturais encontrados em microrganismos
marinhos, por exemplo, ja estdo sendo explorados (KELECOM, 2002). Além disso, o
fomento de pesquisas em torno da variedade molecular de substancias advindas de
plantas é de grande interesse farmacéutico (PRACHAYASITTIKUL et al., 2013;
RISHTON, 2008; YIGIT et al, 2009), tornando possivel, por exemplo, o
desenvolvimento de medicamentos a partir de isolados oriundos de quinina para
malaria, e o dicumarol, um anticoagulante (ACHAN et al., 2011; PHILLIPSON, 1994;
SUN et al., 2020).

Trabalhos ja identificaram plantas com atividade antimicrobiana advindas de
extratos (SOUZA et al., 2003), 6leos essenciais (GIORDANI et al., 2004), moléculas
isoladas, como alcaldides (KLAUSMEYER et al., 2004) e flavonoides (SOHN et al.,
2004), sendo assim, descritos como possiveis “incrementadores de antibidticos” ou
‘redutores de viruléncia” pela possibilidade de atuagao sinérgica com medicamentos
usuais (GONZALEZ-LAMOTHE et al., 2009; YANG et al., 2016).

Um triterpendide, o acido ursodlico, foi estudado para uso em infecgdes
criptocécicas e exibiu excelente eficacia antifungica contra C. neoformans, através
do aumento da permeabilidade de membrana celular devido ao seu rompimento,
além da reducdo da espessura da capsula polissacaridica e queda abrupta de
melanina (WANG et al., 2022). Outro estudo, com liriodenina, um alcaléide, mostrou
atividade antifungica contra C. neoformans, sugerindo danos ao RNA e a biossintese
de dopamina (VINCHE et al., 2020). Triptantrinas se mostraram efetivas, através da
interferéncia no ciclo celular e em vias de sinalizagdo de C. neoformans (Lin et al.
2020), assim como a Eremophila alternifolia, que demonstrou atividade anti
criptocécica comparavel a anfotericina B (HOSSAIN et al., 2019).

As N-alquilamidas provenientes da Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen
(JANSEN, 1985) (sin. Spilanthes acmella var. oleracea (L.) Baker; Spilanthes
acmella var. oleracea (L.) C.B. Clarke ex Hook. f. e bas. Spilanthus oleracea L.)
(Figura 4) sao usadas pela industria farmacéutica e proporcionam uma ampla
aplicabilidade em diversos segmentos (WYNENDAELE et al., 2018). Entre as

diferentes atividades, foi observado efeito antifungico contra Aspergillus niger, A.
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parasiticus, Fusarium moniliformis e F. oxysporium (RANI; MURTY, 2009). Nas
infecgbes fungicas oportunistas, foi observado efeito inibitério do extrato da planta
inteira contra Microsporum gypseum e C. neoformans (PHONGPAICHIT et al.,
2005), sugerindo que o espilantol seja um dos responsaveis pela agao antifungica
(NAKATANI; NAGASHIMA, 1992).

Figura 4. Acmella oleracea (L.) R.K.Jansen. Fonte: Adobe Stock.

Popularmente conhecida como Jambu e pertencente a familia Asteraceae, a
A. oleracea é comumente encontrada na regido norte do Brasil, onde é muito
utilizada na culinaria local por conferir sabor pungente e acao sialagoga a pratos
tipicos, tornando o seu uso popular (PAULRAJ; GOVINDARAJAN; PALPU, 2013)
Além disso, essa planta € dotada de diversos componentes bioativos como
triterpenos (KIM et al, 2018; RONDANELLI et al, 2020), cumarinas
(PRACHAYASITTIKUL et al., 2009) e acidos fendlicos (BELLUMORI et al., 2022;
DUBEY et al., 2013; RAMSEWAK et al., 1999; SHARMA; ARUMUGAM, 2021). Um

importante aspecto da A. oleracea é a diversidade de aplicabilidade do seu extrato e
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seus isolados, abrangendo desde propdsitos estéticos até doengas graves. No
entanto, a agao de alguns isolados pode ser mais evidente e mais direcionada que
os efeitos de outros isolados,o que poderia minimizar ou tornar insignificante a acao
dos demais.

O composto mais potente da planta, o espilantol, isolado em 1945 pela
extragao da flor de S. acmella com etanol (EtOH) (GOKHALE; BHIDE, 1945), pode
ser utilizado em cosméticos (ARTARIA et al., 2011; SUT et al., 2020), em
tratamentos na cavidade bucal (DUBEY et al., 2013; SUT et al., 2020), assim como
analgésico (RATNASOORIYA; PIERIS, 2005), diurético (GERBINO et al., 2016;
RATNASOORIYA et al., 2004), antipirético e anestésico local (CHAKRABORTY et
al., 2010) e anti-inflamatdrio (STEIN et al., 2021; WU et al., 2008). Além da atividade
antifungica (PRACHAYASITTIKUL et al., 2013; RANI; MURTY, 2009), também tem
acdo antimalarica (BAE et al, 2010), anti-helmintica (LALTHANPUII;
LALCHHANDAMA, 2020), inseticida (JONDIKO, 1986; RAMSEWAK et al., 1999) e
larvicida (SHARMA; ARUMUGAM, 2021).

A atividade anti-inflamatéria do espilantol foi explorada por um estudo que
descreveu a interacido de proteases pro-inflamatarias, postulando que esta molécula
inibe enzimas, como a quimase e quimotripsina (STEIN et al., 2021). Outro estudo
demonstrou que o espilantol é capaz de permear a mucosa oral apresentar efeito
tanto local quanto  sisttmico (BOONEN et al, 2010) e, o©
(2E,4E,8Z2,10Z)-N-isobutil-dodeca-2,4,8,10-tetraenamida (Figura 5), de estrutura
semelhante ao espilantol, foi capaz de transpor a BHE (WOELKART et al., 2009) e
exercer efeito no SNC.

Os efeitos causados pelo espilantol, principalmente em alimentos e bebidas,
levaram ao estabelecimento do consumo maximo diario de 24 pg a fim de garantir a
seguranga dos consumidores (EFSA. 2015). Embora apresente pouca toxicidade em
estudos pré-clinicos, o uso do espilantol em concentragdes maiores ainda nao foi
testado em ensaios clinicos, portanto, ndo ha demonstragdo de seguranga nesses
casos (RIOS; OLIVO, 2014).
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Figura 5: Estrutura do (2E,4E,8Z,10Z)-N-isobutil-dodeca-2,4,8,10-tetraenamida.

Motivados pelo seu potencial efeito antifungico em C. neoformans e pela
tendéncia da industria farmacéutica em prospectar novos farmacos a partir de
biomoléculas naturais, isolamos o] espilantol (2E, 6Z,
8E)-N_isobutilamida-2,6,8-decatrienamida (Figura 6), uma N-alquilamida, derivado
de um extrato de A. oleracea (Jambu), encontrada na regido norte brasileira, com
atividade ja descrita, recentemente, contra C. albicans, reduzindo a atividade
metabodlica da levedura, integridade da parede celular, rompimento da membrana
celular, ligagdo ao ergosterol e extravasamento de nucleotideos (FABRI et al., 2021).
Com a intengcao de registro de patente, o grupo detém o nome dessa molécula em

sigilo.

A AN N/Y

Figura 6: Estrutura quimica do espilantol. Também conhecida como “affinin” (V.
Prachayasittikul et al. 2013), conta com uma amida e um acil graxo menos polar.
Pode ser extraido com metanol, etanol ou hexano e purificado em HPLC. A molécula
€ uma N-alquilamida com um isobutil na cadeia lateral, C,,H,;NO e massa molar
221,34 g/mol, com nome IUPAC (2E, 6Z, 8E)-N_isobutilamida-2,6,8-decatrienamida
(MOLINA-TORRES et al., 2004; PUBCHEM, 2021).

Sendo o espilantol um agente antifungico, podemos predizer que o seu
mecanismo de agédo pode agir através da inativagao do fungo pelo bloqueio ou dano
da estrutura e fungdo de membranas e organelas, podendo interferir, ainda, na
sintese de proteinas (JAGER; JAGER, 2014). Logo, ha mecanismos e componentes
que sao sensiveis a alteragdes, e que podem ser preditos por analises moleculares

e validados experimentalmente. Portanto, visando a compreender molecularmente
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de que forma o spilanthol modifica a expressédo de proteinas em C. neoformans e
quais poderiam ser as perturbagbes causadas na a célula fungica, a protedmica se
mostra uma ferramenta importante para verificar a expresséo de proteinas em um
microorganismo (WASHBURN et al., 2001).

A Protedmica

Baseada na espectrometria de massas, a protedmica abastece, de forma
robusta e sensivel, informacdes que permitam identificar proteinas e vias que séo
pertinentes para a analise da patogénese de um fungo e como ocorre a resposta
imune do hospedeiro, pleiteando melhores estratégias de tratamento (BALL et al.,
2019). Essa ferramenta permite entender as diferengas na abundéancia de proteinas
expressas em células, por exemplo, frente a uma situagdo especifica, como a
exposicao a um agente antifungico, e a quantificacdo de remodelamento celular
durante a infecgao e entre espécies patogénicas (AEBERSOLD; MANN, 2016).

A contribuicdo da protedmica em producdes cientificas sobre os mecanismos
de viruléncia do Cryptococcus (MUSELIUS et al., 2021; SANTI et al., 2014) sao
relevantes para conduzir ao melhor alvo de tratamento ou como sera a resposta a
certos medicamentos (ZHU et al., 2021). Assim, transpondo para este trabalho, a
analise protedbmica de C. neoformans traz detalhes do que aconteceu com a célula

durante a exposigao ao espilantol.
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O texto completo do capitulo 1, que no texto completo da tese defendida ocupa o
intervalo de paginas compreendido entre as paginas 63— 122, foi suprimido por
tratar-se de manuscrito em preparagao para publicacdo em periddico cientifico.
Consta da descricdo da resposta a nivel molecular do Cryptococcus neoformans
frente a uma molécula com atividade antifungica.
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As complicagbes em pacientes imunocomprometidos infectados pelo C.
neoformans estdo relacionadas com diversos obstaculos que favorecem a
progressado da infeccdo (MOLLOY et al.,, 2017). Além disso, por ser uma doenga
negligenciada (ARMSTRONG-JAMES et al., 2014; MOLLOY et al., 2017), ndo ha
conscientizacdo, informacdo ou prevengcdo de novos casos por parte das
autoridades de saude publica (ALMEIDA-APOLONIO et al., 2018). Embora exista
um protocolo de tratamento, apenas duas drogas estdo disponiveis no Brasil: o
fluconazol, que sucumbe a heterorresisténcia (VARMA; KWON-CHUNG, 2010) e a
anfotericina B, que apresenta toxicidade (COELHO; CASADEVALL, 2016;
LANIADO-LABORIN; CABRALES-VARGAS, 2009).

O elevado numero de casos, agravado pela crise de antifungicos disponiveis,
expde a necessidade urgente de busca de alternativas. O uso de plantas medicinais
€ cada vez mais promissor, sendo uma alternativa aos tratamentos que vigoram na
industria farmacéutica atual (D’AGOSTINO et al., 2019; KUMARI et al., 2017). Aqui,
descrevemos a atividade antifungica do espilantol e seu efeito, a nivel molecular,
usando uma abordagem protedmica. A A. oleracea, planta que contém o espilantol,
teve o seu potencial testado e comprovado para o desenvolvimento de farmacos
devido a sua composi¢do com alto valor terapéutico (PRACHAYASITTIKUL et al.,
2009). A identificagdo de proteinas impactadas permite estudar, detalhadamente, o

mecanismo de acado dessa molécula e a proposigao de novos alvos.

Atividade antifungica do espilantol - MIC

Ja haviamos identificado anteriormente o extrato hexénico com atividade
antifungica, e sua molécula isolada, o espilantol. O extrato bruto hexanico de A.
oleracea contém varios compostos que foram extraidos das inflorescéncias, folhas e
caules, sendo o espilantol a molécula majoritaria (RODRIGUES et al., 2023;
YUSUDA et al., 1980). Conforme previamente observado por bioautografia, apenas
o espilantol apresentou atividade antifungica (dados nao apresentados).

O valor da CIM do espilantol de 500 ug/mL é fungistatica e o extrato hexanico,
2,5 vezes maior, é fungicida. Recentemente, o espilantol foi avaliado in vivo e in vitro
para o tratamento de C. albicans, apresentando uma CIM de 200 ug/mL (FABRI et

al., 2021). Outras sete alquilamidas com atividade antifungica contra Saccharomyces
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cerevisiae foram avaliadas, exibindo CIM variando de 170 a 890 ug/mL (CRUZ et al.,
2014). Curiosamente, as alquilamidas Alk2b e Alk3a causaram ruptura da parede

celular (valores CIM entre 170 a 590 pg/mL).

Analise proteémica

A caracterizagao protedmica mostrou o comportamento de C. neoformans
quando exposto ao espilantol. A analise identificou um total de 2141 proteinas,
sendo 1935 proteinas comuns a ambas condi¢cdes. Dentre estas, 171 proteinas
foram consideradas diferencialmente reguladas, 145 (6,77%) proteinas foram
identificadas exclusivamente em células expostas ao espilantol e 61 (2,85%)
proteinas no controle. Das 171 proteinas reguladas diferencialmente, o valor positivo
de fold-change (FC) indica 100 proteinas reguladas positivamente e o valor negativo
de FC mostra 71 proteinas reguladas negativamente. Isso torna possivel identificar
os alvos com base no mecanismo de acdo dessa molécula e propor o alvo para

desenvolvimento de novos medicamentos (BLUM et al., 2018; ZHU et al., 2021).

Classificagao da ontologia genética

A categorizagdo da ontologia génica das proteinas, de acordo com o0s
processos biolégicos (BP) e fungdes moleculares (MF), mostrou diminuicdo da
expressao de proteinas relacionadas ao processo metabdlico de carboidratos,
processo de modificacdo de proteinas, processo metabdlico e transporte de
aminoacidos celulares, e também o aumento da expressdo de proteinas
relacionadas ao transporte transmembrana, organizagdo mitocondrial e processo
metabdlico de proteinas podem predizer que o tratamento de células criptocdocicas
ao espilantol compdéem um cenario de exposi¢gao a agente quimico nocivo que induz
vulnerabilidade e toxicidade (DEL POETA, 2004), com alteragbes metabdlicas e/ou

moleculares (SEIDER et al., 2010) para contornar o efeito antifungico do espilantol.
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Espilantol impacta a sintese de energia em C. neoformans

A proteina mais regulada positivamente foi a Pyruvate dehydrogenase E1
component subunit B (JO9VJCO) (+3,86 fold). Essa proteina possui atividade
oxidorredutase e esta envolvida no metabolismo do piruvato, favorecendo o
fornecimento de energia ao fungo (KOIVURANTA et al., 2018). Curiosamente, a
proteina mais regulada negativamente foi a urate oxidase (JO9VSO03) (-5,016 fold) que
participa da producao de capsula e urease através do catabolismo do acido urico em
C. neoformans (LEE et al., 2013). No complexo | da cadeia transportadora de
elétrons, a NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex 5 (JOWOI3)
(+2,465 fold), (assim como as subcomplex 2 (JOVWLYS); Fe-S protein 4 (JOVVE1) e a
subcomplex 6 (JO9VJC3)), sao cruciais para a respiragao celular em fungos (KIM et
al., 2013). O aumento da expressao dessas proteinas pode afetar a producao de
ATP (BUSCHGES et al., 1994; CHANG; DOERING, 2018; HORIANOPOQULOS et al.,
2020; MERRYMAN et al., 2020).

Algumas proteinas foram exclusivamente identificadas no controle, como a
NADH kinase (T2BLV3) e sarcosine oxidase (JOVRS5). O acumulo de sarcosina
diminui a disponibilidade de glicina e pode causar mudancas no metabolismo
energético celular (SA et al., 2017). Assim, a fungéo antifingica do espilantol parece
afetar a atividade dessas enzimas e, conforme descrito anteriormente, alterar a
funcionalidade de cadeia transportadora de elétrons (KIM et al., 2013), sugerindo

impacto na producao de ATP.

O espilantol desregula importantes fatores de viruléncia de C.

neoformans

A busca por moléculas que inibam os fatores de viruléncia € uma estratégia
atraente, pois espera-se diminuir a pressédo evolutiva para o desenvolvimento de
resisténcia a drogas (LI et al., 2019). Aqui, de acordo com a analise protebmica, o
espilantol parece interferir com, pelo menos, trés fatores de viruléncia bem
conhecidos do C. neoformans: capsula, urease e melanina.

A formacdo da capsula parece ser afetada pelo tratamento com espilantol. A
calnexin (JO9VLHO) (+2.102 fold) pode exercer uma acdo positiva na sintese da
capsula para proteger a célula de danos externos (FOLORUNSO; SEBOLAI, 2023;
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HORIANOPOULOS et al., 2021; TREVIJANO-CONTADOR et al., 2018), assim como
a alpha-mannosidase (J9VMAS8), que também atua na maquinaria responsavel pela
arquitetura capsular, controlando a interagao entre as células e o hospedeiro durante
a infecgado, diminuindo a fagocitose e prejudicando a resposta imune (ALMEIDA et
al., 2015; MACEKOVA et al, 2006). Além disso, a proteina myo-inositol
2-dehydrogenase (JO9VWADS), relacionada a estrutura da capsula e a Ran GTPase
activated protein 1 (JO9VNF9), relacionada a produgédo de melanina e biossintese da
parede celular (MACKENZIE; KLIG, 2008; WANG et al., 2021; XUE, 2012), foram
exclusivamente identificadas na amostra tratada com espilantol. Juntas, essas
proteinas revelam impactos na capsula e na integridade da célula.

No entanto, a diminuigdo da proteina 1,3-beta-glucan synthase component
FKS1 (093927) (-2.053 fold) pode induzir um efeito negativo na capsula, uma vez
que seu envolvimento na sintese de B-glucana é fundamental para a composicao da
parede celular (FELDMESSER et al., 2000) e ja foi demonstrado que a inibigao
desta proteina culmina na morte da célula fungica (MALIGIE; SELITRENNIKOFF,
2005). Assim, mesmo havendo uma regulagao positiva de proteinas relacionadas a
capsula, sem uma estrutura de parede celular consolidada, a capsula pode enfrentar
dificuldades para fixar-se. Portanto, o efeito do espilantol na capsula requer uma
avaliacdo mais aprofundada.

Para avaliar experimentalmente se o espilantol provoca alteragdes na
integridade da membrana, o ensaio de extravasamento, durante as 4h de
tratamento, mostrou um aumento variando entre 1,7 a 2,75 vezes maior, quando
comparado ao controle (n&do tratado). Esse efeito é ratificado pelo nosso resultado
de diminuicdo da quantidade de ergosterol na célula fungica, ao longo de 20h de
tratamento com espilantol. Ha relatos anteriores de danos provocados pelo
espilantol 8 membrana celular em C. albicans (FABRI et al., 2021), reduzindo a taxa
de crescimento, quando comparado ao controle, corroborando nossa analise.
Recentemente, derivados de quinolina apresentaram efeitos semelhantes contra
Candida spp. e dermatofitos (PIPPI et al., 2019). Portanto, podemos sugerir que a
membrana fangica € um possivel local de acdo do espilantol, provavelmente
causando uma diminuig&do no teor de ergosterol.

A urease (013465) (-2,75 fold), um importante fator de viruléncia que é
essencial para a difusdo do fungo no SNC do hospedeiro (FU et al., 2018), foi

regulada negativamente durante a exposi¢cao ao espilantol. Um ensaio enzimatico foi
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realizado para atestar este dado e, como esperado, observamos uma diminui¢cédo da
atividade da urease ao longo das 6h de tratamento, diminuindo quase 5 e 2 vezes
nas células expostas ao espilantol em 4 e 6h, respectivamente, quando comparadas
ao controle (nao tratado).

A atividade do espilantol contra fatores de viruléncia, como a urease, € muito
atrativa, uma vez que esta molécula pode ser utilizada isoladamente ou em
associagdo com antifungicos comumente utilizados no tratamento da infecgao
criptocdcica. Pelo fato de que esta enzima n&o é encontrada em humanos, a urease
torna-se um bom alvo terapéutico (RUTHERFORD, 2014). Essa caracteristica ja foi
sugerida em um derivado 9a da Sampangina, com efeito antifungico, no qual a
substancia foi capaz de permear a barreira hematoencefalica (BHE) em modelo
murino, inibindo a urease e a melanina e, assim, reduzir a carga fungica cerebral (LI
et al., 2019).

O espilantol prejudica as proteinas de resposta ao estresse

A expressao de proteinas que afetam a resposta ao estresse do fungo parece
desempenhar um papel importante no efeito antifungico do espilantol. Varias
proteinas com atividade oxidorredutase e/ou envolvidas na resposta EROs foram
identificadas: thioredoxin (JOVWM2), glutathione S-transferases (JO9VZJ8), catalases
(JOVHS5, JO9VJIWO e J9VLB9), succinate-semialdehyde dehydrogenase (NADP+)
(JOVTS1) e alcohol dehydrogenase, propanol-preferring (JOVUEB).

Outras proteinas com atividade oxidoredutase foram reguladas positivamente,
e incluiram a isocitrate dehydrogenase NAD-dependent (JOVXW3) (+3,26 fold), que
catalisa a formagdo de a-cetoglutarato a partir do isocitrato, permitindo a
compartimentalizacdo da produgcdo de NADPH (BROWN et al., 2010;
CONTRERAS-SHANNON; MCALISTER-HENN, 2004) que, na presenca da
catalase, poderia neutralizar as EROs (GILES et al., 2006), e a thioredoxin reductase
(JOVRX9) (+2.122 fold), que confere protecdo contra o estresse oxidativo e tem sido
descrita como alvo antifungico, uma vez que o gene frr1 que codifica essa proteina é
presente apenas em patdgenos fungicos e ausente em humanos, diminuindo as
chances de toxicidade (ABADIO et al., 2011; CAPOCI et al., 2019).

A via do metabolismo da cisteina e metionina mostra relevancia na sintese de

glutationa em C. neoformans, uma vez que a glutationa protege a célula contra o
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estresse oxidativo. Com a identificagdo de algumas proteinas reguladas
negativamente nesta via, pode-se sugerir a indugdo de dano de membrana e
aumento de ROS, diminuindo a viruléncia do fungo e sua capacidade de
sobrevivéncia (GAl et al., 2021)

A cisteina € um precursor do acido pantoténico, essencial para a sintese da
coenzima A que, se pouco disponivel, reduz a viruléncia fungica (DIETL et al., 2018;
HOMMEL et al., 2019). Portanto, a deplecdo de glutationa reforga a condigao de
estresse imposta pelo espilantol. Esses resultados também sugerem que as células
podem estar expostas ao aumento das EROs pelo Spilanthol, da mesma forma que
estdo alterando o metabolismo, como observado anteriormente em A. fumigatus,
quando exposto a antifungicos comuns (SHEKHOVA et al., 2017) e em leveduras e
protozoarios submetidos a agao da artemisinina (WANG et al., 2010).

Os danos ainda podem refletir no acumulo de H,O,. Esse processo pode levar
a apoptose, conforme relatado anteriormente em C. albicans, S. cerevisiae e C. gatti
(BELENKY et al., 2013; FERREIRA et al.,, 2013; GUIRAO-ABAD et al., 2017;
MESA-ARANGO et al., 2014; SANGALLI-LEITE et al., 2011) e danos a membrana
por peroxidacao lipidica, destruindo a arquitetura da membrana (SHEKHOVA et al.,
2017). Nossos resultados, somados aos achados anteriores, suportam nossa
sugestado de que o espilantol pode induzir estresse oxidativo e prejudicar as fungdes

mitocondriais em C. neoformans.

Analise de vias KEGG

A regulacdo da homeostase celular envolve um intrincado equilibrio entre
proteinas e vias para manter a funcido celular adequada e, assim, retardar ou
prevenir danos e morte celular. Uma proteina pode ser regulada positivamente em
uma parte da via e pode compensar outra proteina regulada negativamente. Isso
denota expresséo diferencial para atingir um certo nivel de homeostase.

A andlise das vias metabodlicas KEGG foi fundamental para identificar
alteracbes no metabolismo causadas pelo espilantol. Identificamos 38 vias com
proteinas alteradas, sendo 10 comuns em ambos os tratamentos. Notavelmente, as
vias envolvidas no metabolismo de aminoacidos representaram o maior numero,
com 11 reguladas negativamente e uma regulada positivamente (biossintese de

valina, leucina e isoleucina).
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A regulacdo da homeostase celular envolve um intrincado equilibrio entre
proteinas e vias para manter a funcdo celular adequada e, assim, retardar ou
prevenir danos e morte celular. Uma proteina pode ser regulada positivamente em
uma parte da via e pode compensar outra proteina regulada negativamente. Isso
denota expressao diferencial para atingir um certo nivel de homeostase.

A anadlise das vias metabdlicas KEGG foi fundamental para identificar
alteracbes no metabolismo causadas pelo espilantol. Identificamos 38 vias com
proteinas alteradas, sendo 10 comuns em ambos os tratamentos. Notavelmente, as
vias envolvidas no metabolismo de aminoacidos representaram o maior numero,
com 11 reguladas negativamente e uma regulada positivamente (biossintese de
valina, leucina e isoleucina).

Na via de biossintese e degradacéao da lisina, algumas proteinas como ARQOS,
pyridoxal-phosphate e L-pipecolate oxidase sao reguladas negativamente. Conforme
ja descrito, esta via € decisiva para o crescimento e sobrevivéncia de C. neoformans
(DE GONTIJO et al., 2014; NGAMSKULRUNGROJ et al., 2012; ZABRISKIE;
JACKSON, 2000) e o comportamento dessas proteinas diminui a disponibilidade de
precursores energéticos e a formacao capsular (BAHN; JUNG, 2013; JIN et al.,
2020). Portanto, a diminuigcdo da expressdo dessas proteinas pela exposigdo ao
espilantol parece reduzir o aporte energético e a viruléncia do fungo.

A redugao de serina e glicina leva a um declinio no metabolismo do piruvato,
gerando um acumulo de metilglioxal, um subproduto da glicdlise, altamente glicante
e precursor de produtos finais de glicagado avancada (AGEs), que exercem um efeito
deletério na célula (CHRISTGEN; BECKER, 2019; DAS et al., 2021; FOLORUNSO;
SEBOLAI, 2023; GAl et al., 2019). Em Schizosaccharomyces pombe, o metilglioxal
mostrou a capacidade de ativar a cascata de sinalizagao da proteina quinase ativada
por estresse (TAKATSUME et al., 2006) e ja foi demonstrado que seu acumulo em
bactérias prejudica seu crescimento e culmina na parada do ciclo celular (CHOI et
al., 2008). O mesmo poderia ser sugerido para C. neoformans, pois ha acumulo de
metilglioxal e piruvato reduzido. O comportamento dessas proteinas durante a
exposicao ao espilantol parece ser uma tentativa do fungo de se reorganizar
morfologicamente para sobreviver as ameacgas iminentes.

Em geral, observamos alteragbes que corroboram uma investigagao anterior
que descreveu os efeitos da anfotericina B sobre o C. neoformans

(SANGALLI-LEITE et al., 2011). Ha indicios de que esta ocorrendo uma sequéncia
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de eventos na célula criptococica, submetida ao espilantol, que comega com uma
diminuicdo gradual da atividade metabdlica antes de perder efetivamente a
integridade da membrana. Além disso, a concentracdo de EROs pode favorecer o
ambiente necessario para danos a membrana, como peroxidagao lipidica e, em

ultima analise, possivel abertura de poros.

Antifungal activity

. | Energy

1 ROS
| Polysaccharide capsule
| Melanin

| Urease

Figura 6: Possivel mecanismo de agao do espilantol. Com o acumulo de ROS,
reducao de energia e fatores de viruléncia, a célula fungica apresenta dificuldades e
incapacidade de controlar a agao de substancias toxicas.



133

CONCLUSAO
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by

A analise protebmica de células de C. neoformans expostas a molécula
bioativa espilantol identificou alteracbes nas estruturas que envolvem a célula,
confirmado experimentalmente por extravasamento celular e diminuicdo de
ergosterol, bem como na redugdo da atividade de urease, importante fator de
viruléncia da levedura. Além disso, a reducédo da melanina também corrobora com a
hipétese de dano estrutural. A alteragdo de proteinas no ciclo do citrato, como a
reducdo do piruvato, parece causar uma reducédo de energia, na forma de ATP e
acumulo de ROS. O aparente acumulo de acetil-CoA pode indicar que o piruvato
esta sendo esgotado, prejudicando a produgao de energia no ciclo do TCA Isso abre
um caminho promissor para o estabelecimento de novas alternativas e alvos para o

tratamento da criptococose.
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