
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL

FACULDADE DE FARMÁCIA

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS FARMACÊUTICAS

Avaliação do perfil proteômico de Cryptococcus neoformans quando exposto a
uma molécula com atividade antifúngica

ALINE GONÇALVES DA SILVA

Porto Alegre, 2023





UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL

FACULDADE DE FARMÁCIA

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS FARMACÊUTICAS

Avaliação do perfil proteômico de Cryptococcus neoformans quando exposto a
uma molécula com atividade antifúngica

Dissertação apresentada por Aline Gonçalves da
Silva para obtenção do GRAU DE MESTRA em

Ciências Farmacêuticas.

Orientadora: Profª. Drª. Lucélia Santi

Co-orientador: Prof. Dr. Walter Orlando Beys da Silva

Porto Alegre, 2023



Dissertação apresentada ao Programa de Pós-graduação em Ciências

Farmacêuticas, em nível de Mestrado Acadêmico da Faculdade de Farmácia da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul e aprovada em 29 de junho de 2023,

pela Banca Examinadora constituída por:

Prof. Dr. Eduardo Luis Konrath

Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Dr. Rafael Lopes da Rosa

Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Dr. Markus Berger Oliveira

Hospital de Clínicas de Porto Alegre



Este trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Microbiologia Molecular e

Proteômica do Departamento de Produção de Matéria-Prima da Faculdade de

Farmácia da UFRGS e no Proteomics Core Facility do Sanford Burnham Prebys

Medical Discovery Institute na cidade de San Diego, Califórnia - EUA, com

financiamento da CAPES. A autora recebeu bolsa de estudos da CAPES.





Dedico este trabalho aos meus pais,

Fabio e Mariulsa, por permanecerem ao

meu lado durante todo o caminho.





AGRADECIMENTOS

O agradecimento que os meus pais, Fabio e Mariulsa, merecem não caberia

ao longo das páginas deste trabalho, tampouco pode ser expresso em palavras.

Tenho a certeza de que a coragem de continuar até o final foi fruto do exemplo que

eles nos passaram, não só em palavras, mas em atos, ao longo da vida. Sempre

íntegros, sensíveis, atentos e prestativos.

Em uma extensão desse sentimento as minhas irmãs, Denise e Daniela que,

por serem mais velhas que eu, são fonte de inspiração e participaram das decisões

mais importantes que eu tomei. Elas acreditaram em mim, nutrindo o sonho de

passar no vestibular quando eu ainda nem pensava nesse assunto e, apesar da

distância física, comemoramos nossas vitórias juntas.

Ao meu “namorido” Marcelo que, com muita paciência, acompanhou todas as

etapas do mestrado proferindo a frase “vai dar certo”. Assumiu, junto comigo, o

desafio do convívio diário nessa fase e está constantemente empenhado em me

mostrar o próximo degrau que eu posso subir.

A família que me acolheu, Ricardo e Virgínia, pais do Marcelo, pelo carinho,

suporte, atenção e cuidado, por acreditarem na “norinha preferida” - a única, pela

presença frequente e pelo reconhecimento.

Aos meus amigos que, de longe ou de perto, estavam disponíveis para uma

caminhada, dar conselhos, comer algo diferente ou atender uma chamada que,

certamente, não seria breve, em especial a Caroline, minha “filha” emprestada.

Aos colegas de laboratório; Yohana que, mesmo sem me conhecer

pessoalmente, se dispôs a ajudar de diversas formas; ao Rafael que foi o

responsável por me familiarizar com novas ferramentas; e a Renata que, muito

prestativa, reservou momentos na sua rotina para ajudar com resultados e dúvidas.

Todos contribuíram muito para o andamento do trabalho.

E, com especial relevância, agradeço a eles, meus orientadores, Drª. Lucélia

e Dr. Walter, por me acolherem no grupo, pela empatia de compreender as

mudanças que foram acontecendo ao longo do período, pela flexibilidade, pela

paciência e atenção, pelo conhecimento e exemplo transmitido e, principalmente,

por possibilitarem que tudo isso fosse possível.





Os que se encantam com a prática sem a

ciência são como os timoneiros que

entram no navio sem timão nem bússola,

nunca tendo certeza do seu destino.

Leonardo di Ser Piero da Vinci





APRESENTAÇÃO

De acordo com as normas vigentes no Regimento do Programa de

Pós-Graduação em Ciências Farmacêuticas da Universidade Federal do Rio Grande

do Sul, a presente dissertação foi redigida na forma de artigo. Assim, este exemplar

encontra-se dividido da seguinte forma:

● Introdução;

● Objetivo geral e objetivos específicos;

● Revisão da literatura;

● Capítulo 1

● Discussão;

● Conclusão;

● Referências.





RESUMO

Espécies do gênero Cryptococcus lideram casos de letalidade no contexto das

doenças fúngicas atualmente. Em humanos a criptococose pode ocorrer pela

inalação de leveduras ou esporos dispersos por pombos exóticos e, por ser uma

doença oportunista com tropismo pelo sistema nervoso central, pode atravessar a

barreira hematoencefálica em pacientes acometidos por HIV e causar meningite

criptocócica. O tratamento disponível é cada vez mais limitado e o desenvolvimento

de novos medicamentos não acompanhou a evolução dos mecanismos de

virulência, tornando o fungo apto a infectar e se reproduzir no hospedeiro. Logo,

nota-se a necessidade de exploração e descoberta de novas moléculas bioativas,

que podem ligar-se de forma mais específica no seu sítio ativo e, assim, tornarem-se

alternativas promissoras ao atual tratamento. Portanto, avaliamos o perfil proteômico

da levedura C. neoformans var. grubii, cepa H99, exposta ou não à molécula

espilantol, isolada da planta Acmella oleracea. Foram identificadas alterações em

importantes fatores de virulência, como a redução da atividade da urease, e

alterações estruturais, verificadas experimentalmente com o aumento do

extravasamento celular e redução do conteúdo de ergosterol. Perturbações

energéticas foram observadas através da diminuição da disponibilidade do piruvato,

o que pode causar um descompasso no ciclo do ácido tricarboxílico. Além disso,

observou-se acúmulo de espécies reativas de oxigênio que não foram

suficientemente neutralizadas, tornando a célula vulnerável à possível ação

antifúngica do espilantol.

Palavras-chave: criptococose, proteômica, moléculas antifúngicas.





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 epidemiológico atual, a criptococose apresenta-se como a

doença fúngica com maior índice de mortalidade (MICELI et al., 2011). Na lista de

patógenos fúngicos prioritários da Organização Mundial da Saúde (OMS), o

Cryptococcus neoformans aparece no grupo de prioridade crítica em função da sua

capacidade de causar infecções sistêmicas invasivas resistentes aos medicamentos

existentes (WHO, 2022; FISHER; DENNING, 2023). Esse dado tem a sua gravidade

intensificada quando observada a característica oportunista dessa patologia,

tornando potencialmente letais casos concomitantes com o imunocomprometimento

(PERFECT; CASADEVALL, 2002) atribuído ao Human Immunodeficiency Virus (HIV)

(BICANIC; HARRISON, 2004), onde a segunda principal causa de morte é por

meningite criptocócica (RAJASINGHAM et al., 2017) ou câncer (SCHMALZLE et al.,

2016), por exemplo.

A contaminação da criptococose ocorre por meio da inalação de esporos e

isso pode acontecer, principalmente, em ambientes contaminados, como o solo com

excretas de pombos exóticos que habitam o meio urbano, além de árvores e plantas.

Essa infecção pode ser favorecida por diversas adaptações que o fungo

desenvolveu ao longo do tempo, para melhor adaptar-se e obter sucesso nas

infecções (MCCLELLAND et al., 2006). Após a transposição da imunidade inata,

composta por barreiras naturais como as mucosas, a colonização do hospedeiro se

dá quando a fagocitose passa a ser ineficiente, favorecendo a redução da resposta

imune. Esse quadro clínico é típico em pacientes acometidos pelo HIV, onde há um

drástico declínio da linfoproliferação (PARK et al., 2009).

A fase de tratamento da doença está atrelada ao problema da resistência ao

esquema antifúngico utilizado na clínica (SIONOV et al., 2012). Os diversos fatores

que culminaram no agravamento da situação relacionada à resistência podem ser

explicados pelo diagnóstico indevido, uso irracional dos medicamentos e abandono

do tratamento (BORBA et al., 2018; CHANG; KWON-CHUNG, 1994). Esses fatores

conduzem ao desenvolvimento de pressão seletiva e resistência, cenário ideal para

o insucesso de qualquer tratamento e, não diferente, a criptococose sofre essas

consequências atualmente.

O tratamento farmacológico antifúngico é limitado a três medicamentos que

podem ser usados isoladamente ou em associação: anfotericina B; fluconazol e

flucitosina (COELHO; CASADEVALL, 2016; PERFECT et al., 2010; SPADARI et al.,

2020), embora haja toxicidade e resistência 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). Esforços

para mudar a realidade do preocupante cenário da criptococose sem tratamento

adequado induz a busca por alternativas. A indústria farmacêutica já entendeu o

potencial das moléculas bioativas naturais e faz dessa característica um promissor

nicho de mercado que tenha a capacidade de locupletar às necessidades

terapêuticas atuais oriundas da resistência, principalmente para antimicrobianos

(YIĞIT et al., 2009).

Trabalhos da comunidade científica já demonstraram resultados positivos

oriundos de extratos vegetais (SOUZA et al., 2003), óleos essenciais (GIORDANI et

al., 2004), alcalóides (KLAUSMEYER et al., 2004) e flavonoides (SOHN et al., 2004)

com atividade antimicrobiana. Alguns exemplares da flora brasileira são ainda pouco

explorados, portanto, o presente trabalho analisou o espilantol, isolado do extrato

etanólico de uma planta encontrada na região norte brasileira.

De forma pioneira, esse trabalho avaliou de que forma o espilantol interfere

sobre a célula fúngica a nível molecular, utilizando uma abordagem proteômica

diferencial. Assim, com o possível mecanismo de ação elucidado, poderá ser

possível propor um novo tratamento para o problemático esquema de tratamento

atual, visando a atenuar os mecanismos de virulência do C. neoformans e melhorar

a eficiência do tratamento atual.

A dissertação está apresentada em forma de artigo (Capítulo 1), que avalia, a

nível 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 proteômico diferencial de C. neoformans quando exposto ao

espilantol, uma molécula com atividade antifúngica

Objetivos específicos

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

● Cultivar e extrair proteínas de C. neoformans H99 quando expostas ao espilantol

ou não (controle);

● Identificar diferenças na expressão de proteínas dos cultivos em ambas as

condições por espectrometria de massas;

● Caracterizar molecularmente as proteínas diferencialmente expressas por

ferramentas de bioinformática;

● Validar experimentalmente o proteoma diferencial.
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O complexo de espécies de C. neoformans

A história desse complexo começa em 1861 pela descrição de Zenker. No

entanto, a descrição do italiano Francesco Sanfelice, em 1894, foi a mais aceita.

Através do isolamento a partir de suco de pêssego, 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, família

Tremellaceae e gênero Cryptococcus (HIBBETT et al., 2007; KURTZMAN et al.,

2011). No entanto, já 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 exóticos (Columba

livia) contidos em ninhos de árvores, foi possível reconhecer a procedência

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 três 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 compõem o gênero Cryptococcus, a menor

parte delas acometem seres humanos (KWON-CHUNG et al., 2014). As análises

filogenéticas mais modernas definiram novas espécies e linhagens no gênero

(MONTOYA et al., 2021). A nova classificação 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). Já o complexo de espécies C. gatti foi

dividido em espécies “irmãs” com os sorotipos B ou C: C. gattii (VGI); C. deuterogatti

(VGII e subtipos VGIIa, VGIIb e VGIIc); C. bacillisporus (VGIII); C. tetragatti (VGIV) e

o C. decagatti (VGIIc/VGIV) (FARRER et al., 2019) (Figura 1).

Outra forma de vetorização da levedura é através do papo, bico e pés, que

podem oportunizar a inalação de esporos desidratados. Devido à alta temperatura

corporal dessas aves, a auto infecção é desfavorecida (LITTMAN; BOROK, 1968). O

solo revolvido está presente na maioria das causas das infecções; no entanto,

pesquisadores descreveram o isolamento de C. neoformans em cascas e troncos de

árvores em estágio de decomposição (MITCHELL et al., 2014), sendo também focos

potencialmente infectantes. Embora não seja comum, a transmissão também pode

se dar através da inoculação direta do fungo em locais de traumas ou transplante de

órgãos (CHAYAKULKEEREE; PERFECT, 2006).

Figura 1. Complexo de espécies de Cryptococcus. Os isolados são diferenciados
pelo complexo de espécies, espécies, sorotipos e linhagem. Adaptado de
(MONTOYA et al., 2021).

https://paperpile.com/c/bIdFTd/dpL3R
https://paperpile.com/c/bIdFTd/Kl2nR
https://paperpile.com/c/bIdFTd/BbfCg
https://paperpile.com/c/bIdFTd/7Mvng
https://paperpile.com/c/bIdFTd/JXE0q
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Ainda na análise ecológica, o C. neoformans tem a capacidade de interação

com outros organismos presentes no solo, como as amebas, por exemplo. Esse fato

corrobora evolutivamente a resistência da levedura aos macrófagos humanos, pela

usurpação da maquinaria biológica das amebas (CASADEVALL; PIROFSKI, 2007),

gerando uma simbiose que contribui com a promoção dos fatores de virulência

(STEENBERGEN et al., 2001).

Reprodução e adaptação ao ambiente

O ciclo de vida do complexo de espécies de C. neoformans passa pela fase

assexuada (leveduriforme) e sexuada (basidiósporos). A forma de levedura, que se

reproduz por brotamento, pode ser encontrada em espécimes clínicos, em cultura

laboratorial ou no ambiente contaminado. Durante a fase teleomorfa a reprodução

acontece em condições de privação de nutrientes, induzindo a fusão célula-célula

(CERIKÇIOĞLU, 2009), possibilitando a troca de genes relacionados à virulência e a

resistência a medicamentos antifúngicos e, através dos seus fatores de virulência, o

microorganismo se utiliza dessa ferramenta para promover uma redisposição dos

genes envolvidos e, assim, através de novos arranjos, aumentando a resistência e a

virulência e a diversidade genética (GRIGG et al., 2001).

O C. neoformans é um microrganismo que tem a capacidade de transitar por

diversos habitats. Isso requer que o fungo esteja apto a adaptar-se às diversas

oscilações metabólicas que irão 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 limitações na sua interação com a sua adaptação ao ser humano, tendo mais

êxito na infecção em imunocomprometidos. Assim sendo, a sua adaptação

fenotípica à sobrevivência do ambiente é mais desenvolvida e tem melhores

mecanismos de virulência para hospedeiros não necessariamente humanos, como

as amebas (RODRIGUES et al., 1999) que, no ambiente, fazem as vezes de

reservatório ambiental de patógenos (PRADEL; EWBANK, 2004) e se alimentam por

fagocitose de microrganismos, similarmente ao processo de fagocitose de

patógenos feito por humanos (SWANSON; HAMMER, 2000).

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

fagocitose, o que funcionaria com uma adaptação à predação, e uma possível
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explicação da evasão de fagócitos em mamíferos observadas in vitro

(STEENBERGEN et al., 2001). Parte dessas adaptações passou a gerar problemas

aos seres humanos, principalmente relacionados com a perda de eficácia dos

medicamentos disponíveis para o tratamento, que abordaremos adiante.

Características coloniais

Microscopicamente, as leveduras exibem um crescimento médio de 5 μm de

diâmetro, com formato tridimensional esférico e podem apresentar brotamentos.

Além disso, é possível notar a cápsula mucopolissacarídica que, na presença de

tinta nanquim exibe alto contraste entre o contorno do microorganismo e o restante

da cultura (NEGRONI, 2012) (Figura 2A).

Sob o aspecto macroscópico, o C. neoformans tem a capacidade de crescer

em ágar Sabouraud Dextrose e forma colônias com a cor variando de branca a

creme, com brilho característico, aspecto mucóide e margens lisas. O crescimento

médio flutua entre 48 a 72h em condições de aerobiose (CHAYAKULKEEREE;

PERFECT, 2006) (Figura 2B).

Figura 2. Morfologia microscópica e macroscópica de leveduras do complexo
de espécies de C. neoformans. A) células leveduriformes, evidenciando a cápsula,
aumento de 40x; B) Colônia mucóide em ágar Sabouraud. Fonte: Acervo LAMMOP.
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Importância médica do complexo Cryptococcus

Dentre as doenças que mais causam morte na atualidade, as provocadas por

fungos têm especial relevância, principalmente, quando observada a capacidade de

infecção e complicações nos seres humanos. A superação de patógenos resistentes

aos medicamentos, com o intuito de combater doenças fúngicas, por exemplo, é

fundamental para a saúde pública global (MUSELIUS et al., 2021). A prevalência de

infecções fúngicas oportunistas (MICELI et al., 2011) mostra um aumento contínuo

na história recente e, por serem frequentemente associadas a outras doenças,

tornam-se ainda mais graves.

A WHO Fungal Priority Pathogens List (WHO, 2021) classificou o C.

neoformans como um patógeno do grupo de prioridade crítica baseado na sua

capacidade de desenvolver infecções sistêmicas e a sua resistência aos

medicamentos disponíveis (WHO, 2022). Diante do dramático aumento da

população com imunocomprometimento nas últimas décadas, as micoses sistêmicas

representam uma ameaça à saúde pública (RAJASINGHAM et al., 2017). Pacientes

em condições de imunocomprometimento, normalmente atribuído ao Human

Immunodeficiency Virus (HIV) (BICANIC; HARRISON, 2004) ou câncer

(SCHMALZLE et al., 2016), são alvos de C. neoformans.

Dados atuais dão conta de que a criptococose está distribuída mundialmente

(SORRELL et al., 2014), com uma incidência 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

atenção entre pesquisadores tanto pela gravidade, quanto pela extensão do

problema.

Fisiopatologia da criptococose

O caminho que o C. neoformans percorre para promover a infecção começa

pela inalação de partículas do ambiente (ZARAGOZA, 2019) e esbarra, durante a

colonização dos alvéolos (CHANG et al., 2004; SETIANINGRUM et al., 2019), na

resposta imune pulmonar especializada (MARTIN; FREVERT, 2005). Os alvéolos

são dotados de macrófagos, recebem a contribuição de linfócitos CD4 e CD8, além

de células dendríticas (ZARAGOZA, 2019). A resposta imune pulmonar, apesar de
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eficaz para criptococose em pacientes com imunocomprometimento de células T, no

entanto, não é capaz de evitar a disseminação extrapulmonar, com especial

predileção pelo SNC (DRIVER et al., 1995; VELAGAPUDI et al., 2009) (Figura 3).

Figura 3. Ciclo de infecção de C. neoformans. Leveduras ou esporos suspensos
em ambientes onde há excretas de pombos (1) são inalados por hospedeiros
humanos e atingem a região pulmonar (2). Nos alvéolos (3), pode ocorrer a
fagocitose e a reprodução fúngica em macrófagos. Em casos mais graves, o fungo
pode atingir a corrente sanguínea e atravessar a barreira hematoencefálica,
causando meningite criptocócica (4), que pode ser fatal.

Durante o processo de infecção, os alvéolos pulmonares acometidos podem

apresentar uma infecção latente assintomática ou progredir para o estado de

criptococose ativa. Com o auxílio de fatores de virulência e em estado de

imunocomprometimento do indivíduo acometido, o C. neoformans pode ascender do

pulmão até o SNC, podendo desencadear um quadro de meningoencefalite

(KWON-CHUNG KYUNG J. et al., 2017). O vírus da AIDS é, preponderantemente, o

requisito mais comum para os casos de meningoencefalite por criptococose, que

tem a capacidade de atravessar a barreira hematoencefálica (BHE), arquitetada de
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forma a dificultar esse trajeto (CHANG et al., 2004), e se adaptar facilmente aos

baixos níveis de oxigênio e nutrientes do cérebro (CHANG et al., 2007; DROMER et

al., 2011).

Tentando descrever o processo de infecção através da BHE, três potenciais

mecanismos foram descritos. O primeiro deles, a travessia transcelular, já descrita

para outros microrganismos, como Escherichia coli (HUANG et al., 1995) e Candida

albicans (JONG et al., 2001), é caracterizada pela penetração dos patógenos pelas

células endoteliais microvasculares, localizadas no cérebro. O segundo processo,

denominado de penetração paracelular, é característico do protozoário Trypanosoma

sp. (LONSDALE-ECCLES; GRAB, 2002) e ocorre através de um gradiente de

concentração, onde o patógeno pode atravessar por entre as células epiteliais (Vu et

al. 2013). Já o terceiro mecanismo descrito, o cavalo de Tróia, é observado em

patógenos virais como o HIV (DALLASTA et al., 1999; SANTIAGO-TIRADO et al.,

2017) e é caracterizado pela usurpação de células imunes, como os monócitos e

macrófagos, para viabilizar a travessia do patógeno 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

junções estreitas de, aproximadamente, 20 Å, limitando a difusão de substâncias,

como a anfotericina B (ASHLEY, 2019), ao SNC que, além disso, precisam ter

características lipofílicas. Diante dessas restrições as opções de tratamento são

reduzidas, aumentando a letalidade dos casos de infecção do SNC (HAKIM et al.,

2000; SPADARI et al., 2020).

Fatores de virulência

O grau de virulência de C. neoformans é determinado por diversos fatores e

pode ser influenciado pelas mutações adaptativas que podem ocorrer durante o

processo de infecção. Nesses casos, há adaptações que promovem a sobrevivência

e proliferação do fungo no hospedeiro (KRONSTAD et al., 2011). Essas adaptações

são os fatores de virulência que promovem subterfúgios para o fungo evadir o

sistema imune do hospedeiro (ESHER et al., 2018).

Diversos fatores de virulência já foram descritos através da sua relação com

diferentes infecções, identificadas ao longo de muitos anos (Tabela 1). Os mais
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comuns são cápsula polissacarídica, melanina, secreção de enzimas, como a

urease e crescimento a 37 ºC (ALSPAUGH, 2015). Um aspecto interessante sobre

os fatores de virulência diz que mutantes que não exibem alguns fatores de

transcrição podem representar características desfavoráveis à infecção, aumentando

ou diminuindo um fator de virulência (ARRAS et al., 2017).

Tabela 1. Fatores de virulência de Cryptococcus neoformans e suas funções.
Adaptado de (DIXIT et al., 2009).

Fator de virulência Ação

Cápsula
polissacarídica

Evasão da fagocitose; redução da apresentação de

antígeno; redução da produção de citocinas; indução

de células T supressoras e consequente inibição da

imunidade mediada por células; inibição da resposta

das células T pela GXM; inibição da migração de

leucócitos a sítios de inflamação e resistência a ROS

Melanina Proteção contra raios UV; proteção contra radicais

livres e contribuição no tropismo pelo SNC

Manitol Sugestivo de aumento na pressão intracranial;

proteção contra estresse e proteção contra radicais

livres

Proteases
extracelulares

Atividade proteolítica e contribuição com a degradação

de proteínas envolvidas na integridade tecidual e

imunidade do hospedeiro

Produtos da rota da
lacase

Oxidação de difenol; síntese de melanina e

degradação de lignina da madeira

Superóxido-dismutase Proteção contra estresse oxidativo e proteção contra

ruptura oxidativa produzida por células imune efetoras

Fosfolipases Invasão tecidual pela degradação de lipídeos de

membrana dos mamíferos e surfactante pulmonar
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Fator de virulência Ação

Urease Crescimento em pH do hospedeiro e pode agir na

transferência de Cryptococcus para o SNC

Crescimento à
temperatura
fisiológica (37°C)

Sobrevivência e persistência no hospedeiro

Tolerância a pH baixo e
tolerância a níveis
elevados de sal

Sobrevivência e persistência no ambiente

Mudança fenotípica Mudança no tamanho da cápsula – variante mucóide

mais virulenta, variante mais lisa supostamente capaz

de ultrapassar a BHE

Cápsula polisacarídica

De todos os fatores de virulência que C. neoformans dispõe, a cápsula

polissacarídica é o elemento principal na interação patógeno-hospedeiro,

contribuindo em, aproximadamente, 25% da virulência (MCCLELLAND et al., 2006).

É importante não só na proteção, mas na adaptação ao sistema imune hospedeiro

(WANG et al., 2021). Essa estrutura é constituída majoritariamente por água

(MAXSON et al., 2007), é encontrada na superfície da levedura e é sustentada pela

parede celular (CORDERO et al., 2011), que exibe uma arquitetura complexa com

glucanos, quitina, quitosana e glicoproteínas (DOERING, 2009). Já foi demonstrado

que mutantes acapsulares são considerados não virulentos (CHANG;

KWON-CHUNG, 1994) e o Cryptococcus é o único patógeno humano eucariótico

detentor de uma cápsula polissacarídica, que tem sua composição o

glucuronoxilomanano (GXM) e o glucuronoxilomanogalactano (GXMGal)

(MCFADDEN, D. et al., 2006; KUMAR et al., 2011).

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

α(1,3) manose e substituições de β(1,2) e β(1,4) xilose e ácido β(1,2) glucurônico
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(KUTTEL et al., 2020), representa cerca de 90% da estrutura da cápsula e é liberado

extracelularmente, exercendo efeitos antifagocitose, na migração de leucócitos

durante a infecção e na liberação de citocinas (DOERING, 2009; MCFADDEN, D. C.

et al., 2006; MONARI et al., 2006). Já 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 Tγδ e produção de IFNγ 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, supõe-se que GDP-manose,

UDP-glucuronato, UDP xilose, UDP-galactofuranose e UDP-galactopiranose sejam

doadores de açúcar e que, na ausência dos mesmos, haverá uma redução da

virulência pela redução da cápsula (DING et al., 2016). Experimentos in vivo

mostraram que, quando células dendríticas fagocitaram um mutante acapsular de C.

neoformans, as quantidades de TNF-α foram maiores, quando comparados com o

microorganismo capsulado (SABIITI et al., 2012), indicando que a cápsula torna o

fungo “invisível” ao sistema imune humano. As variações nessas condições recrutam

vias metabólicas fundamentais para o fornecimento da energia para a biossíntese

dos precursores dessa estrutura (O’MEARA; ALSPAUGH, 2012), que parece estar

associado à função mitocondrial e à fase G1 do ciclo celular (ZARAGOZA et al.,

2010).

O C. neoformans é capaz de modular a extensão e a antigenicidade da

cápsula conforme os estímulos ambientais ou em resposta a sinais do hospedeiro

(BAKER et al., 2007), facilitando a evasão imunitária (BOSE et al., 2003). Essa

resposta varia conforme a fisiopatologia da infecção (GARCIA-HERMOSO et al.,

2004). Durante a infecção criptocócica, a cápsula pode sofrer modificações 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

atribuído ao aumento da concentração de dióxido de carbono (CO2), redução da

concentração de ferro (KRONSTAD et al., 2013) e aumento de pH (ZARAGOZA et

al., 2003). Um estudo sugeriu que o aumento do tamanho da cápsula seja uma
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defesa inespecífica em resposta a estresse ou algum outro fator que represente uma

ameaça ao fungo (CHRISMAN et al., 2011).

Melanina e parede celular

Os esporos presentes no ambiente, quando inalados, são recebidos pelos

macrófagos alveolares. Uma das ferramentas antifagocíticas é a melanina,

promovendo a disseminação do microrganismo (IDNURM et al., 2005). A melanina,

um fator de virulência bastante comum em diversas espécies de fungos, é um

pigmento encontrado ancorado à quitina da parede celular que confere proteção ao

estresse externo, como radiação 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

responsável pela metabolização dos substratos e transformação em melanina,

depositando-a na parede celular do fungo (WATERMAN et al., 2007).

A melanina foi descrita como sendo um tampão redox fúngico, tendo a

capacidade de neutralizar oxidantes danosos, oriundos de células efetoras do

sistema imune (FRAZÃO et al., 2020), e a importância foi confirmada com estudos

envolvendo mutantes de deleção do gene da lacase (LAC1), que em expressão

reduzida, resultaram em redução da disseminação fúngica e letalidade em modelos

murinos (TROFA et al., 2014).

Em pacientes com meningite criptocócica com uma alta carga fúngica no

líquido cefalorraquidiano (LCR) e, em amostras isoladas, houve uma alta atividade

da lacase para produção de melanina, e esses isolados apresentaram mais

resistência à terapia antifúngica (MYLONAKIS et al., 2002). Isso se deve pela

particularidade do C. neoformans em recrutar precursores de catecolaminas

exógenas (EISENMAN et al., 2011), que são neurotransmissores, explicando o

neurotropismo (CASADEVALL et al., 2000).

As vesículas extracelulares (VE) são um fator de virulência produzido por

cerca de 14 gêneros de fungos (RIZZO et al., 2020), incluindo o C. neoformans,

onde foram caracterizadas pela primeira vez (RODRIGUES et al., 2007). Essas VEs

são importantes na patogênese fúngica e são compostas por proteínas, lipídios e

ácidos nucleicos (RODRIGUES et al., 2014). Além disso, peptídeos vesiculares nas

VEs podem proteger um hospedeiro invertebrado, como a Galleria mellonella, do
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Cryptococcus gattii, sugerindo que as VEs fúngicas podem exercer um papel

imunogênico (REIS et al., 2021).

Interessantemente, estas estruturas vêm sendo chamadas de “bolsa de

virulência” e contém polissacarídeos retidos para agirem diretamente na

sobrevivência do fungo, na manutenção da patogenicidade (OLIVEIRA et al., 2010;

RODRIGUES et al., 2008) e na abertura de caminhos viáveis para o fungo atingir a

BHE, alterando a sua estrutura (CHANG et al., 2004; JONG et al., 2008). Além disso,

pequenas vesículas contendo polissacarídeos parecem emergir de fagossomas

criptocócicos e se acumulam no citoplasma do macrógrafo, indicando que a

permanência 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 macrófago e, ainda, retardar a

maturação 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 degradação

comprovadamente relacionadas à virulência. Isso pode ocorrer através da promoção

da infecção e modulação do sistema imune (SANTANGELO et al., 2004; WRIGHT et

al., 2007) ou disseminação da infecção fúngica entre os pulmões e o cérebro (KONG

et al., 2017). A urease, enzima catalisadora da reação da hidrólise da uréia em

dióxido de carbono e amônia (CALLAHAN et al., 2005; ZIMMER, 2000), é liberada

pelo C. neoformans e é considerada um fator de virulência bastante relevante (COX

et al., 2000). Atua no aumento da permeabilidade da BHE e, consequentemente,

promovendo a propagação da levedura no SNC (KONG et al., 2017). Isso ocorre

pelo transporte das células fúngicas dentro de macrófagos, por um mecanismo

similar ao "cavalo de Tróia", um dos processos mais aceitos para a invasão do SNC

(OSTERHOLZER et al., 2009). Os fagolisossomos contidos dentro dos macrófagos

lançam EROs nos patógenos intracelulares e essas EROs podem ser o ânion

superóxido (O2
•−), o peróxido de hidrogênio (H2O2) 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, após ser incorporado pelos macrógafos do

hospedeiro, tem a capacidade de sobreviver no fagolisossomo (DE

LEON-RODRIGUEZ et al., 2018; FU et al., 2018), a amônia liberada nessa situação

tem a função de aumentar o pH dentro do fagolisossomo, favorecendo a

sobrevivência fúngica e retardando a replicação da levedura no interior dos

macrógados. O responsável por evitar a acidificação dos fagolisossomos é a

atividade da urease (FU et al., 2018). A consequência direta disso é a redução do

número de macrófagos com a membrana fagolisossomal permeável e menor lise da

célula do hospedeiro (FU et al., 2018).

Outra enzima importante para a invasão dos tecidos é a fosfolipase B que tem

a capacidade de aumentar a adesão entre as células epiteliais pulmonares e as

fúngicas, compondo o cenário perfeito para um quadro de criptococose pulmonar

(CHAYAKULKEEREE et al., 2011; EISENMAN et al., 2009). Na disseminação

cerebral, a fosfolipase B é quem fomenta a sobrevivência dentro dos macrófagos

(SIAFAKAS et al., 2007; WRIGHT et al., 2007) sendo que, uma vez alocada na

superfície celular, essa enzima tem a capacidade de hidrolisar ligações éster dos

fosfolipídios de membrana das células hospedeiras, aumentando a capacidade de

penetração tissular no hospedeiro (CHEN, S. et al., 2000; CHEN et al., 1997; EVANS

et al., 2015).

Trabalhos que usaram cepas com a deleção do gene da fosfolipase B

ratificaram sua importância na virulência (CHEN, S. C. et al., 2000; COX et al.,

2001), condicionando-a ao aumento da espessura capsular de, aproximadamente,

25 μm (CHRISMAN et al., 2011; EVANS et al., 2015). Outro estudo mostrou que a

deficiência desta enzima pode gerar instabilidade na parede celular, facilitando a

exposição aos fagócitos (EVANS et al., 2015). Esses dados mostram que a

fosfolipase B age, fundamentalmente, em modificações no tamanho e na

sobrevivência de células criptocócicas nos fagócitos do hospedeiro.

Crescimento a 37 ºC

Para C. neoformans estabelecer e progredir com a infecção em humanos é

imprescindível para sua sobrevivência que ele seja adaptável à temperatura média

corporal (PERFECT, 2006) mas insuficiente para o sucesso da infecção por si só
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(ARAUJO et al., 2012). Para tanto, o acionamento de outros mecanismos é

necessário.

Em diferentes microorganismos a calcineurina está relacionada com

morfogênese, resposta ao estresse, tolerância a substâncias químicas, integridade

da parede celular e virulência (PARK et al., 2019). Para C. neoformans, esta proteína

é decisiva para a virulência (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 mutação da calcineurina gera a perda da

virulência (CRUZ et al., 2001).

Superóxido dismutases

Durante o início da infecção na corrente sanguínea, o patógeno precisa

adaptar-se às altas concentrações de espécies reativas de oxigênio (EROs) ou

espécies reativas de nitrogênio (ERN) nos macrófagos e nos neutrófilos. O estresse

oxidativo, proveniente de fagócitos do hospedeiro, prejudica a patogênese do fungo

(BAHN; JUNG, 2013). Para sua defesa, o C. neoformans dispõe de um arsenal de

enzimas detoxificantes, como superóxido dismutase (SOD), catalases, glutationa e

peroxidases (BROWN et al., 2007).

A SOD é uma metaloenzima que detoxifica os radicais de oxigênio (Fridovich

1995), e sua função primordial é proteger as células do ânion superóxido, que é

gerado de forma endógena e por células fagocíticas (COX et al., 2003). Em outros

microrganismos, como bactérias, a SOD exerce um papel relevante na virulência e

entende-se que a redução da virulência promove um aumento da susceptibilidade às

células fagociticas (LYNCH; KURAMITSU, 2000).

Tratamento

O tratamento de infecções fúngicas têm se tornado um desafio para os

órgãos de saúde devido à limitação de fármacos antifúngicos que sejam eficazes,

que causem menos toxicidade e que não estejam comprometidos pela resistência

(GEDDES-MCALISTER; SHAPIRO, 2019). Em 2010, foi publicada uma versão

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 consideração a individualidade do paciente, com variações de uso entre os

medicamentos estabelecidos, de acordo com as características de base, como

gestantes ou transplantados, por exemplo. O tratamento para criptococose em

portadores do HIV é baseado em apenas três medicamentos (anfotericina B;

flucitosina e fluconazol) (PERFECT et al., 2010) e é dividido em três fases: indução,

(anfotericina B + flucitosina) por 2 semanas; consolidação, (fluconazol) por 8

semanas e manutenção, (fluconazol) de 6 a 12 meses (MOURAD; PERFECT, 2018).

Os polienos agem na permeabilidade celular, ligando-se ao ergosterol,

gerando perturbações na membrana da célula fúngica (LIU et al., 2017; WILCOCK et

al., 2013). São usados para casos moderados a graves (MCCARTHY et al., 2017). A

anfotericina B, considerada o padrão-ouro para criptococose (JEZEWSKI et al.,

2023), tem importância clínica em infecções invasivas, abrangendo grande parte dos

fungos. No entanto, por não ter forma farmacêutica de uso oral e, geralmente,

necessitar de hospitalização, seu uso exibe altas taxas de toxicidade. Uma

desvantagem é a necessidade de administração intravenosa para contornar a

toxicidade no hospedeiro e a sua limitada distribuição em diversos países

(MUSELIUS et al., 2021). Além disso, a anfotericina B pode gerar um acúmulo de

EROs, aumentando danos no DNA, proteínas e membranas (MESA-ARANGO et al.,

2012).

Azóis

Os azóis apresentam toxicidade seletiva e garantem o efeito fungicida através da

inibição da enzima lanosterol 14α-desmetilase, inibindo a síntese 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 consolidação e manutenção da doença (WHO, 2018). No

entanto, essa estratégia parece não ser a mais efetiva (BICANIC et al., 2006).

Uma desvantagem dessa terapia é a necessidade de monitoramento

terapêutico devido a sua farmacocinética não linear (QU et al., 2013) e

hepatotoxicidade associadas ao prolongamento do intervalo QTc, evidenciado em

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

a não adesão e ocorrência de resistência (MUSELIUS et al., 2021).

Antimetabólitos

A flucitosina é um medicamento análogo da pirimidina e age na síntese de ácidos

nucleicos, interferindo diretamente na atividade fúngica (PERFECT, 2017). Embora

tenha apresentação oral disponível, o que era uma limitação em outras classes, tem

como principal efeito adverso a mielotoxicidade (SPADARI et al., 2020). Dentre os

medicamentos antifúngicos disponíveis no Brasil, a flucitosina não está elencada

(ALMEIDA-APOLONIO et al., 2018) e seu uso é, geralmente, restrito a pacientes

graves e sem doença hematológica prévia (SCHWARZ et al., 2007).

Desde de a década de 1960, a anfotericina B foi elencada como o principal

fármaco usado na meningoencefalite criptocócica (MUSELIUS et al., 2021; SAROSI

et al., 1969), podendo ser usada em regime de monoterapia ou em associação 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

antifúngico em caráter de manutenção (PERFECT et al., 2010).

Resistência e ineficiência dos tratamentos convencionais

As relações ecológicas entre o microrganismo e o hospedeiro são capazes de

gerar adaptações fenotípicas que instauram, através da superação do sistema

imune humano, a infecção pelo C. neoformans (MONTOYA et al., 2021). A

resistência aos medicamentos antimicrobianos é uma realidade inerente às

condições atuais dos sistemas de saúde e está intimamente ligada aos mecanismos

de virulência, configurando a gravidade da infecção fúngica (BERMAS;

GEDDES-MCALISTER, 2020).

A falha na terapia não pode ser imputada somente ao uso prolongado dos

fármacos, mas a má adesão ao tratamento (PFALLER, 2012), uso indiscriminado ou

diagnóstico equivocado também são causas da pressão seletiva (MALIEHE et al.,

2020). Além disso, há de se levar em consideração a heterorresistência, descrita

como mecanismo de resistência alternativo (CHEONG; MCCORMACK, 2013),
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embora tanto a resistência, quanto a heterorresistência aos medicamentos seja

associada à virulência (SIONOV et al., 2009).

No âmbito da resistência antifúngica em criptococose, o fluconazol é o

medicamento mais comum (SIONOV 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 plasmática (BASSO et al., 2015;

VENKATESWARLU et al., 1997). Valores mais elevados da concentração inibitória

mínima (CIM), indicando resistência, estão relacionados a maus prognósticos, onde

há insucesso na terapia, podendo levar à morte (ALLER et al., 2000).

Em C. neoformans, três bombas de efluxo foram caracterizadas: Afr1; Afr2 e

Mdr1. Essas bombas diminuem a concentração dos fármacos 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 resistência (SHAPIRO

et al., 2011) que culmina na persistência da infecção e falha na eliminação do

patógeno.

A baixa concentração de glicose no pulmão e no SNC é um desafio que C.

neoformans enfrenta durante a infecção (BAHN et al., 2006; BLOOM et al., 2013;

CHABRIER-ROSELLÓ et al., 2013). Essa condição de exposição ao estresse

gerada pela privação de glicose, foi relatada como um propulsor de tolerância ao

fluconazol (LIU, 2019), pois provoca aumento da atividade da bomba de Afr1,

alterações mitocondriais, acúmulo de EROs e aumento da produção de ATP

(BHATTACHARYA et al., 2021). Além disso, o envelhecimento das células, acima de

10 gerações, também é uma característica que foi relacionada ao C. neoformans

como fator de tolerância ao antifúngico fluconazol (BHATTACHARYA et al., 2020;

ORNER et al., 2019). O envelhecimento replicativo foi associado a divisões celulares

irregulares que acumulam mutações fenotípicas, relacionando-se com

transportadores ABC (ELDAKAK et al., 2010) e resistência aumentada à fagocitose

(ORNER et al., 2019).

Recentemente, um estudo sobre a evolução da resistência aos antifúngicos

ratificou que o Cryptococcus já exibe resistência contra todas as classes de

antifúngicos disponíveis, 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 doenças disseminadas pela corrente sanguínea (MAURER et al., 2019), para

entender se a atividade antifúngica do fluconazol poderia ser incrementada com a

coadministração do anti-histamínico Astemizol. Nesse caso, a associação se

mostrou superior (VU; GELLI, 2010)..

Embora haja um notável desafio devido à estreita relação evolutiva e

sobreposição de perfis de citotoxicidade entre humanos e fungos

(GEDDES-MCALISTER; SHAPIRO, 2019), o desenvolvimento de novos antifúngicos

requer o conhecimento da contribuição dos possíveis alvos, os fatores de virulência,

na patogênese da criptococose (BERMAS; GEDDES-MCALISTER, 2020).

Em 2021, em uma análise da Comissão Nacional de Incorporação de

Tecnologias no Sistema Único de Saúde, o Ministério da Saúde projetou que o

esquema de tratamento de duas semanas para meningite criptocócica, com

anfotericina B e flucitosina, de 2021 a 2025, custaria para o SUS cerca de R$

150.000.000,00 até o final do período. Esse dado ratifica a necessidade de

otimização do tratamento, visto que os medicamentos existentes exibem diversos

inconvenientes para os pacientes e geram custos muito altos ao SUS. Essas

características corroboram sinergicamente para que haja concentração científica

focada na prospecção e exploração de novas moléculas para, assim, locupletar as

lacunas existentes na clínica, relacionadas ao tratamento da criptococose. Isso

refletiria em novos medicamentos antifúngicos, com novos mecanismos de ação,

maior espectro de atividade, menor tempo de tratamento e menos efeitos colaterais

(KHONKARN et al., 2015).

Moléculas naturais

O hábito de utilizar extratos de origem vegetal no tratamento ou prevenção de

doenças remonta a tempos muito antigos. No contexto médico-farmacêutico, muitos

pacientes estão em risco iminente de sofrerem consequências graves devido às

infecções fúngicas. Isso prevê que haja uma união de esforços a fim de entender

que os medicamentos antifúngicos disponíveis já não são capazes de acompanhar a

velocidade de desenvolvimento e especialização dos mecanismos de resistência,

justificando a exploração de novas alternativas, como as de origem vegetal (LIN,

2009; VINCHE et al., 2020).
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Derivados de produtos naturais tem o potencial de desempenhar um

importante papel na pesquisa de desenvolvimento que conduz a descobertas no

âmbito farmacêutico. Novos compostos farmacologicamente ativos oriundos de

plantas medicinais são promissores para o tratamento de doenças fúngicas atuais

(MEDEIROS et al., 2020). Bioativos naturais encontrados em microrganismos

marinhos, por exemplo, já estão sendo explorados (KELECOM, 2002). Além disso, o

fomento de pesquisas em torno da variedade molecular de substâncias advindas de

plantas é de grande interesse farmacêutico (PRACHAYASITTIKUL et al., 2013;

RISHTON, 2008; YIĞIT et al., 2009), tornando possível, por exemplo, o

desenvolvimento de medicamentos a partir de isolados oriundos de quinina para

malária, e o dicumarol, um anticoagulante (ACHAN et al., 2011; PHILLIPSON, 1994;

SUN et al., 2020).

Trabalhos já identificaram plantas com atividade antimicrobiana advindas de

extratos (SOUZA et al., 2003), óleos essenciais (GIORDANI et al., 2004), moléculas

isoladas, como alcalóides (KLAUSMEYER et al., 2004) e flavonoides (SOHN et al.,

2004), sendo assim, descritos como possíveis “incrementadores de antibióticos” ou

“redutores de virulência” pela possibilidade de atuação sinérgica com medicamentos

usuais (GONZÁLEZ-LAMOTHE et al., 2009; YANG et al., 2016).

Um triterpenóide, o ácido ursólico, foi estudado para uso em infecções

criptocócicas e exibiu excelente eficácia antifúngica contra C. neoformans, através

do aumento da permeabilidade de membrana celular devido ao seu rompimento,

além da redução da espessura da cápsula polissacarídica e queda abrupta de

melanina (WANG et al., 2022). Outro estudo, com liriodenina, um alcalóide, mostrou

atividade antifúngica contra C. neoformans, sugerindo danos ao RNA e à biossíntese

de dopamina (VINCHE et al., 2020). Triptantrinas se mostraram efetivas, através da

interferência no ciclo celular e em vias de sinalização de C. neoformans (Lin et al.

2020), assim como a Eremophila alternifolia, que demonstrou atividade anti

criptocócica comparável à 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) são usadas pela indústria farmacêutica e proporcionam uma ampla

aplicabilidade em diversos segmentos (WYNENDAELE et al., 2018). Entre as

diferentes atividades, foi observado efeito antifúngico contra Aspergillus niger, A.
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parasiticus, Fusarium moniliformis e F. oxysporium (RANI; MURTY, 2009). Nas

infecções fúngicas oportunistas, foi observado efeito inibitório do extrato da planta

inteira contra Microsporum gypseum e C. neoformans (PHONGPAICHIT et al.,

2005), sugerindo que o espilantol seja um dos responsáveis pela ação antifúngica

(NAKATANI; NAGASHIMA, 1992).

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

Popularmente conhecida como Jambu e pertencente à família Asteraceae, a

A. oleracea é comumente encontrada na região norte do Brasil, onde é muito

utilizada na culinária local por conferir sabor pungente e ação sialagoga a pratos

típicos, tornando o seu uso popular (PAULRAJ; GOVINDARAJAN; PALPU, 2013)

Além disso, essa planta é dotada de diversos componentes bioativos como

triterpenos (KIM et al., 2018; RONDANELLI et al., 2020), cumarinas

(PRACHAYASITTIKUL et al., 2009) e ácidos fenólicos (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 propósitos estéticos até doenças graves. No

entanto, a ação de alguns isolados pode ser mais evidente e mais direcionada que

os efeitos de outros isolados,o que poderia minimizar ou tornar insignificante a ação

dos demais.

O composto mais potente da planta, o espilantol, isolado em 1945 pela

extração 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-inflamatório (STEIN et al., 2021; WU et al., 2008). Além da atividade

antifúngica (PRACHAYASITTIKUL et al., 2013; RANI; MURTY, 2009), também tem

ação antimalárica (BAE et al., 2010), anti-helmíntica (LALTHANPUII;

LALCHHANDAMA, 2020), inseticida (JONDIKO, 1986; RAMSEWAK et al., 1999) e

larvicida (SHARMA; ARUMUGAM, 2021).

A atividade anti-inflamatória do espilantol foi explorada por um estudo que

descreveu a interação de proteases pró-inflamatórias, 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 sistêmico (BOONEN et al., 2010) e, o

(2E,4E,8Z,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 máximo diário de 24 µg a fim de garantir a

segurança dos consumidores (EFSA. 2015). Embora apresente pouca toxicidade em

estudos pré-clínicos, o uso do espilantol em concentrações maiores ainda não foi

testado em ensaios clínicos, portanto, não há demonstração de segurança 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 antifúngico em C. neoformans e pela

tendência da indústria farmacêutica em prospectar novos fármacos 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 região norte brasileira, com

atividade já descrita, recentemente, contra C. albicans, reduzindo a atividade

metabólica da levedura, integridade da parede celular, rompimento da membrana

celular, ligação ao ergosterol e extravasamento de nucleotídeos (FABRI et al., 2021).

Com a intenção de registro de patente, o grupo detém o nome dessa molécula em

sigilo.

Figura 6: Estrutura química do espilantol. Também conhecida como “affinin” (V.
Prachayasittikul et al. 2013), conta com uma amida e um acil graxo menos polar.
Pode ser extraído com metanol, etanol ou hexano e purificado em HPLC. A molécula
é uma N-alquilamida com um isobutil na cadeia lateral, C14H23NO 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 antifúngico, podemos predizer que o seu

mecanismo de ação pode agir através da inativação do fungo pelo bloqueio ou dano

da estrutura e função de membranas e organelas, podendo interferir, ainda, na

síntese de proteínas (JAGER; JAGER, 2014). Logo, há mecanismos e componentes

que são sensíveis a alterações, e que podem ser preditos por análises moleculares

e validados experimentalmente. Portanto, visando a compreender molecularmente
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de que forma o spilanthol modifica a expressão de proteínas em C. neoformans e

quais poderiam ser as perturbações causadas na a célula fúngica, a proteômica se

mostra uma ferramenta importante para verificar a expressão de proteínas em um

microorganismo (WASHBURN et al., 2001).

A Proteômica

Baseada na espectrometria de massas, a proteômica abastece, de forma

robusta e sensível, informações que permitam identificar proteínas e vias que são

pertinentes para a análise da patogênese 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 diferenças na abundância de proteínas

expressas em células, por exemplo, frente a uma situação específica, como a

exposição a um agente antifúngico, e a quantificação de remodelamento celular

durante a infecção e entre espécies patogênicas (AEBERSOLD; MANN, 2016).

A contribuição da proteômica em produções científicas sobre os mecanismos

de virulência do Cryptococcus (MUSELIUS et al., 2021; SANTI et al., 2014) são

relevantes para conduzir ao melhor alvo de tratamento ou como será a resposta a

certos medicamentos (ZHU et al., 2021). Assim, transpondo para este trabalho, a

análise proteômica de C. neoformans traz detalhes do que aconteceu com a célula

durante a exposição ao espilantol.
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O texto completo do capítulo 1, que no texto completo da tese defendida ocupa o
intervalo de páginas compreendido entre as páginas 63– 122, foi suprimido por
tratar-se de manuscrito em preparação para publicação em periódico científico.
Consta da descrição da resposta a nível molecular do Cryptococcus neoformans
frente a uma molécula com atividade antifúngica.
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As complicações em pacientes imunocomprometidos infectados pelo C.

neoformans estão relacionadas com diversos obstáculos que favorecem a

progressão da infecção (MOLLOY et al., 2017). Além disso, por ser uma doença

negligenciada (ARMSTRONG-JAMES et al., 2014; MOLLOY et al., 2017), não há

conscientização, informação ou prevenção de novos casos por parte das

autoridades de saúde pública (ALMEIDA-APOLONIO et al., 2018). Embora exista

um protocolo de tratamento, apenas duas drogas estão disponíveis no Brasil: o

fluconazol, que sucumbe à heterorresistência (VARMA; KWON-CHUNG, 2010) e a

anfotericina B, que apresenta toxicidade (COELHO; CASADEVALL, 2016;

LANIADO-LABORÍN; CABRALES-VARGAS, 2009).

O elevado número de casos, agravado pela crise de antifúngicos disponíveis,

expõe a necessidade urgente de busca de alternativas. O uso de plantas medicinais

é cada vez mais promissor, sendo uma alternativa aos tratamentos que vigoram na

indústria farmacêutica atual (D’AGOSTINO et al., 2019; KUMARI et al., 2017). Aqui,

descrevemos a atividade antifúngica do espilantol e seu efeito, a nível molecular,

usando uma abordagem proteômica. A A. oleracea, planta que contém o espilantol,

teve o seu potencial testado e comprovado para o desenvolvimento de fármacos

devido a sua composição com alto valor terapêutico (PRACHAYASITTIKUL et al.,

2009). A identificação de proteínas impactadas permite estudar, detalhadamente, o

mecanismo de ação dessa molécula e a proposição de novos alvos.

Atividade antifúngica do espilantol - MIC

Já havíamos identificado anteriormente o extrato hexânico com atividade

antifúngica, e sua molécula isolada, o espilantol. O extrato bruto hexânico de A.

oleracea contém vários compostos que foram extraídos das inflorescências, folhas e

caules, sendo o espilantol a molécula majoritária (RODRIGUES et al., 2023;

YUSUDA et al., 1980). Conforme previamente observado por bioautografia, apenas

o espilantol apresentou atividade antifúngica (dados não apresentados).

O valor da CIM do espilantol de 500 μg/mL é fungistática e o extrato hexânico,

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 μg/mL (FABRI et

al., 2021). Outras sete alquilamidas com atividade antifúngica contra Saccharomyces
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cerevisiae foram avaliadas, exibindo CIM variando de 170 a 890 μg/mL (CRUZ et al.,

2014). Curiosamente, as alquilamidas Alk2b e Alk3a causaram ruptura da parede

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

Análise proteômica

A caracterização proteômica mostrou o comportamento de C. neoformans

quando exposto ao espilantol. A análise identificou um total de 2141 proteínas,

sendo 1935 proteínas comuns a ambas condições. Dentre estas, 171 proteínas

foram consideradas diferencialmente reguladas, 145 (6,77%) proteínas foram

identificadas exclusivamente em células expostas ao espilantol e 61 (2,85%)

proteínas no controle. Das 171 proteínas reguladas diferencialmente, o valor positivo

de fold-change (FC) indica 100 proteínas reguladas positivamente e o valor negativo

de FC mostra 71 proteínas reguladas negativamente. Isso torna possível identificar

os alvos com base no mecanismo de ação dessa molécula e propor o alvo para

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

Classificação da ontologia genética

A categorização da ontologia gênica das proteínas, de acordo com os

processos biológicos (BP) e funções moleculares (MF), mostrou diminuição da

expressão de proteínas relacionadas ao processo metabólico de carboidratos,

processo de modificação de proteínas, processo metabólico e transporte de

aminoácidos celulares, e também o aumento da expressão de proteínas

relacionadas ao transporte transmembrana, organização mitocondrial e processo

metabólico de proteínas podem predizer que o tratamento de células criptocócicas

ao espilantol compõem um cenário de exposição a agente químico nocivo que induz

vulnerabilidade e toxicidade (DEL POETA, 2004), com alterações metabólicas e/ou

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

A proteína mais regulada positivamente foi a Pyruvate dehydrogenase E1

component subunit β (J9VJC0) (+3,86 fold). Essa proteína possui atividade

oxidorredutase e está envolvida no metabolismo do piruvato, favorecendo o

fornecimento de energia ao fungo (KOIVURANTA et al., 2018). Curiosamente, a

proteína mais regulada negativamente foi a urate oxidase (J9VS03) (-5,016 fold) que

participa da produção de cápsula e urease através do catabolismo do ácido úrico em

C. neoformans (LEE et al., 2013). No complexo l da cadeia transportadora de

elétrons, a NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex 5 (J9W0I3)

(+2,465 fold), (assim como as subcomplex 2 (J9VWL5); Fe-S protein 4 (J9VVE1) e a

subcomplex 6 (J9VJC3)), são cruciais para a respiração celular em fungos (KIM et

al., 2013). O aumento da expressão dessas proteínas pode afetar a produção de

ATP (BÜSCHGES et al., 1994; CHANG; DOERING, 2018; HORIANOPOULOS et al.,

2020; MERRYMAN et al., 2020).

Algumas proteínas foram exclusivamente identificadas no controle, como a

NADH kinase (T2BLV3) e sarcosine oxidase (J9VRS5). O acúmulo de sarcosina

diminui a disponibilidade de glicina e pode causar mudanças no metabolismo

energético celular (SÁ et al., 2017). Assim, a função antifúngica 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 produção de ATP.

O espilantol desregula importantes fatores de virulência de C.

neoformans

A busca por moléculas que inibam os fatores de virulência é uma estratégia

atraente, pois espera-se diminuir a pressão evolutiva para o desenvolvimento de

resistência a drogas (LI et al., 2019). Aqui, de acordo com a análise proteômica, o

espilantol parece interferir com, pelo menos, três fatores de virulência bem

conhecidos do C. neoformans: cápsula, urease e melanina.

A formação da cápsula parece ser afetada pelo tratamento com espilantol. A

calnexin (J9VLH0) (+2.102 fold) pode exercer uma ação positiva na síntese da

cápsula 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 (J9VMA8), que também atua na maquinaria responsável pela

arquitetura capsular, controlando a interação entre as células e o hospedeiro durante

a infecção, diminuindo a fagocitose e prejudicando a resposta imune (ALMEIDA et

al., 2015; MACEKOVÁ et al., 2006). Além disso, a proteína myo-inositol

2-dehydrogenase (J9VWA5), relacionada à estrutura da cápsula e a Ran GTPase

activated protein 1 (J9VNF9), relacionada à produção de melanina e biossíntese da

parede celular (MACKENZIE; KLIG, 2008; WANG et al., 2021; XUE, 2012), foram

exclusivamente identificadas na amostra tratada com espilantol. Juntas, essas

proteínas revelam impactos na cápsula e na integridade da célula.

No entanto, a diminuição da proteína 1,3-beta-glucan synthase component

FKS1 (O93927) (-2.053 fold) pode induzir um efeito negativo na cápsula, uma vez

que seu envolvimento na síntese de β-glucana é fundamental para a composição da

parede celular (FELDMESSER et al., 2000) e já foi demonstrado que a inibição

desta proteína culmina na morte da célula fúngica (MALIGIE; SELITRENNIKOFF,

2005). Assim, mesmo havendo uma regulação positiva de proteínas relacionadas à

cápsula, sem uma estrutura de parede celular consolidada, a cápsula pode enfrentar

dificuldades para fixar-se. Portanto, o efeito do espilantol na cápsula requer uma

avaliação mais aprofundada.

Para avaliar experimentalmente se o espilantol provoca alterações 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 (não tratado). Esse efeito é ratificado pelo nosso resultado

de diminuição da quantidade de ergosterol na célula fúngica, ao longo de 20h de

tratamento com espilantol. Há relatos anteriores de danos provocados pelo

espilantol à membrana celular em C. albicans (FABRI et al., 2021), reduzindo a taxa

de crescimento, quando comparado ao controle, corroborando nossa análise.

Recentemente, derivados de quinolina apresentaram efeitos semelhantes contra

Candida spp. e dermatófitos (PIPPI et al., 2019). Portanto, podemos sugerir que a

membrana fúngica é um possível local de ação do espilantol, provavelmente

causando uma diminuição no teor de ergosterol.

A urease (O13465) (-2,75 fold), um importante fator de virulência que é

essencial para a difusão do fungo no SNC do hospedeiro (FU et al., 2018), foi

regulada negativamente durante a exposição ao espilantol. Um ensaio enzimático foi
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realizado para atestar este dado e, como esperado, observamos uma diminuição 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 (não tratado).

A atividade do espilantol contra fatores de virulência, como a urease, é muito

atrativa, uma vez que esta molécula pode ser utilizada isoladamente ou em

associação com antifúngicos comumente utilizados no tratamento da infecção

criptocócica. Pelo fato de que esta enzima não é encontrada em humanos, a urease

torna-se um bom alvo terapêutico (RUTHERFORD, 2014). Essa característica já foi

sugerida em um derivado 9a da Sampangina, com efeito antifúngico, no qual a

substância foi capaz de permear a barreira hematoencefálica (BHE) em modelo

murino, inibindo a urease e a melanina e, assim, reduzir a carga fúngica cerebral (LI

et al., 2019).

O espilantol prejudica as proteínas de resposta ao estresse

A expressão de proteínas que afetam a resposta ao estresse do fungo parece

desempenhar um papel importante no efeito antifúngico do espilantol. Várias

proteínas com atividade oxidorredutase e/ou envolvidas na resposta EROs foram

identificadas: thioredoxin (J9VWM2), glutathione S-transferases (J9VZJ8), catalases

(J9VH55, J9VJW0 e J9VLB9), succinate-semialdehyde dehydrogenase (NADP+)

(J9VTS1) e alcohol dehydrogenase, propanol-preferring (J9VUE6).

Outras proteínas com atividade oxidoredutase foram reguladas positivamente,

e incluíram a isocitrate dehydrogenase NAD-dependent (J9VXW3) (+3,26 fold), que

catalisa a formação de α-cetoglutarato a partir do isocitrato, permitindo a

compartimentalização da produção de NADPH (BROWN et al., 2010;

CONTRERAS-SHANNON; MCALISTER-HENN, 2004) que, na presença da

catalase, poderia neutralizar as EROs (GILES et al., 2006), e a thioredoxin reductase

(J9VRX9) (+2.122 fold), que confere proteção contra o estresse oxidativo e tem sido

descrita como alvo antifúngico, uma vez que o gene trr1 que codifica essa proteína é

presente apenas em patógenos fúngicos e ausente em humanos, diminuindo as

chances de toxicidade (ABADIO et al., 2011; CAPOCI et al., 2019).

A via do metabolismo da cisteína e metionina mostra relevância na síntese de

glutationa em C. neoformans, uma vez que a glutationa protege a célula contra o
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estresse oxidativo. Com a identificação de algumas proteínas reguladas

negativamente nesta via, pode-se sugerir a indução de dano de membrana e

aumento de ROS, diminuindo a virulência do fungo e sua capacidade de

sobrevivência (GAI et al., 2021)

A cisteína é um precursor do ácido pantotênico, essencial para a síntese da

coenzima A que, se pouco disponível, reduz a virulência fúngica (DIETL et al., 2018;

HOMMEL et al., 2019). Portanto, a depleção de glutationa reforça a condição 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

estão alterando o metabolismo, como observado anteriormente em A. fumigatus,

quando exposto a antifúngicos comuns (SHEKHOVA et al., 2017) e em leveduras e

protozoários submetidos à ação da artemisinina (WANG et al., 2010).

Os danos ainda podem refletir no acúmulo de H2O2. Esse processo pode levar

à 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 à membrana

por peroxidação lipídica, destruindo a arquitetura da membrana (SHEKHOVA et al.,

2017). Nossos resultados, somados aos achados anteriores, suportam nossa

sugestão de que o espilantol pode induzir estresse oxidativo e prejudicar as funções

mitocondriais em C. neoformans.

Análise de vias KEGG

A regulação da homeostase celular envolve um intrincado equilíbrio entre

proteínas e vias para manter a função celular adequada e, assim, retardar ou

prevenir danos e morte celular. Uma proteína pode ser regulada positivamente em

uma parte da via e pode compensar outra proteína regulada negativamente. Isso

denota expressão diferencial para atingir um certo nível de homeostase.

A análise das vias metabólicas KEGG foi fundamental para identificar

alterações no metabolismo causadas pelo espilantol. Identificamos 38 vias com

proteínas alteradas, sendo 10 comuns em ambos os tratamentos. Notavelmente, as

vias envolvidas no metabolismo de aminoácidos representaram o maior número,

com 11 reguladas negativamente e uma regulada positivamente (biossíntese de

valina, leucina e isoleucina).
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A regulação da homeostase celular envolve um intrincado equilíbrio entre

proteínas e vias para manter a função celular adequada e, assim, retardar ou

prevenir danos e morte celular. Uma proteína pode ser regulada positivamente em

uma parte da via e pode compensar outra proteína regulada negativamente. Isso

denota expressão diferencial para atingir um certo nível de homeostase.

A análise das vias metabólicas KEGG foi fundamental para identificar

alterações no metabolismo causadas pelo espilantol. Identificamos 38 vias com

proteínas alteradas, sendo 10 comuns em ambos os tratamentos. Notavelmente, as

vias envolvidas no metabolismo de aminoácidos representaram o maior número,

com 11 reguladas negativamente e uma regulada positivamente (biossíntese de

valina, leucina e isoleucina).

Na via de biossíntese e degradação da lisina, algumas proteínas como ARO8,

pyridoxal-phosphate e L-pipecolate oxidase são reguladas negativamente. Conforme

já descrito, esta via é decisiva para o crescimento e sobrevivência de C. neoformans

(DE GONTIJO et al., 2014; NGAMSKULRUNGROJ et al., 2012; ZABRISKIE;

JACKSON, 2000) e o comportamento dessas proteínas diminui a disponibilidade de

precursores energéticos e a formação capsular (BAHN; JUNG, 2013; JIN et al.,

2020). Portanto, a diminuição da expressão dessas proteínas pela exposição ao

espilantol parece reduzir o aporte energético e a virulência do fungo.

A redução de serina e glicina leva a um declínio no metabolismo do piruvato,

gerando um acúmulo de metilglioxal, um subproduto da glicólise, altamente glicante

e precursor de produtos finais de glicação avançada (AGEs), que exercem um efeito

deletério na célula (CHRISTGEN; BECKER, 2019; DAS et al., 2021; FOLORUNSO;

SEBOLAI, 2023; GAI et al., 2019). Em Schizosaccharomyces pombe, o metilglioxal

mostrou a capacidade de ativar a cascata de sinalização da proteína quinase ativada

por estresse (TAKATSUME et al., 2006) e já foi demonstrado que seu acúmulo 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 há acúmulo de

metilglioxal e piruvato reduzido. O comportamento dessas proteínas durante a

exposição ao espilantol parece ser uma tentativa do fungo de se reorganizar

morfologicamente para sobreviver às ameaças iminentes.

Em geral, observamos alterações que corroboram uma investigação anterior

que descreveu os efeitos da anfotericina B sobre o C. neoformans

(SANGALLI-LEITE et al., 2011). Há indícios de que está ocorrendo uma sequência

https://paperpile.com/c/bIdFTd/KqYIg+xNryq+KHC4w
https://paperpile.com/c/bIdFTd/KqYIg+xNryq+KHC4w
https://paperpile.com/c/bIdFTd/YaTjj+1El98
https://paperpile.com/c/bIdFTd/YaTjj+1El98
https://paperpile.com/c/bIdFTd/nSBEv+8Ti9T+P4Ubj+Uqu6g
https://paperpile.com/c/bIdFTd/nSBEv+8Ti9T+P4Ubj+Uqu6g
https://paperpile.com/c/bIdFTd/IVOTv
https://paperpile.com/c/bIdFTd/3p4ZI
https://paperpile.com/c/bIdFTd/3p4ZI
https://paperpile.com/c/bIdFTd/aYKUO+pAhm8+YghMr+Dc5hl+Z4oob


132

de eventos na célula criptocócica, submetida ao espilantol, que começa com uma

diminuição gradual da atividade metabólica antes de perder efetivamente a

integridade da membrana. Além disso, a concentração de EROs pode favorecer o

ambiente necessário para danos à membrana, como peroxidação lipídica e, em

última análise, possível abertura de poros.

Figura 6: Possível mecanismo de ação do espilantol. Com o acúmulo de ROS,
redução de energia e fatores de virulência, a célula fúngica apresenta dificuldades e
incapacidade de controlar a ação de substâncias tóxicas.
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CONCLUSÃO
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A análise proteômica de células de C. neoformans expostas à molécula

bioativa espilantol identificou alterações nas estruturas que envolvem a célula,

confirmado experimentalmente por extravasamento celular e diminuição de

ergosterol, bem como na redução da atividade de urease, importante fator de

virulência da levedura. Além disso, a redução da melanina também corrobora com a

hipótese de dano estrutural. A alteração de proteínas no ciclo do citrato, como a

redução do piruvato, parece causar uma redução de energia, na forma de ATP e

acúmulo de ROS. O aparente acúmulo de acetil-CoA pode indicar que o piruvato

está sendo esgotado, prejudicando a produção 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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