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Resumo

O numero de casos de infecgbes fungicas invasivas tem aumentado nas
duas ultimas décadas, estando associado com aumento do numero de pacientes
com AIDS ou submetidos a terapias imunossopressoras. Cryptococcus
neoformans e C. gattii estdo entre os agentes causadores mais comuns dessas
infeccbes. Os antifungicos atualmente utilizados apresentam limitagbes
relacionadas a toxidade e surgimento de resisténcia, tornando importante a busca
por novos medicamentos. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade
antifungica do extrato aquoso bruto de sementes de Allamanda polyantha
(APCSE) frente a C. neoformans e C. gattii. Os valores de concentracao inibitoria
minima (CIM) foram determinados por teste de microdiluicdo. APCSE apresentou
melhor atividade contra C. gattii (CIM 70 e 36 pg/mL, para as linhagens R265 e
R272, respectivamente) em comparagdao com C. neoformans H99 (CIM 563
pMg/mL). APCSE inibiu formagao de capsula polissacaridica em C. neoformans,
fendtipo associado a viruléncia, e reduziu o tamanho de corpo celular em C. gattii.
Aparentemente, APCSE inibiu a divisdo celular completa em C. neoformans,
causando a formacdo de cadeias lineares de células que apresentam
fragmentacdo nuclear e ndo reagem com marcador para oligdbmeros de quitina.
Quatro compostos foram isolados de APCSE por métodos cromatograficos e
identificados por ressonancia magnética nuclear: plumieridina, plumierideo,
protoplumericina, além de uma mistura dos iridoides plumericina e isoplumericina.
Os valores de CIM de plumieridina e plumierideo para Cryptococcus spp. foram
maiores que os de APCSE, indicando que outros compostos podem estar
contribuindo para atividade do extrato ou que os compostos possuem maior
eficéncia em associagao. Protoplumericina nao foi ativa contra Cryptococcus spp.
Plumierideo foi um dos compostos causadores de alteragcdo morfolégica em C.
neoformans. APCSE e compostos isolados a partir do extrato apresentaram
potencial atividade antifiUngica e podem prover uma nova ferramenta para estudos

da biologia celular de C. neoformans e C. gattii.

11



Abstract

The number of cases of invasive fungal infections has increased in the last
two decades, and is associated with increased numbers of patients with AIDS or
patients undergoing immunosuppressive therapies. Cryptococcus neoformans and
C. gattii are among the most common causative agents of such infections.
Antifungal drugs currently used have limitations related to toxicity and emergence
of resistance, making it important to search for new drugs. The objective of this
study was to evaluate the antifungal activity of an aqueous crude seed extract
from Allamanda polyantha (APCSE) against Cryptococcus neoformans and
Cryptococcus gattii. The values of minimum inhibitory concentration (MIC) were
determined by broth microdilution test. APCSE showed better activity against C.
gattii (MIC 70 and 36 pg/mL, for strain R265 and R272, respectively) compared
with C. neoformans H99 (MIC 563 pg/mL). APCSE inhibited polysaccharide
capsule formation in C. neoformans, a virulence associated phenotype, and
reduced the cell body size in C. gattii. Apparently, APCSE inhibited cell division in
C. neoformans, causing the formation of linear chains of cells that exhibit nuclear
fragmentation and do not react with marker for chitin oligomers. Four compounds
were isolated from APCSE by chromatographic methods and identified by nuclear
magnetic resonance: plumieridine, plumieride, protoplumericin, and a mixture of
the iridoids plumericin and isoplumericin. MIC values of plumieridine and
plumieride for Cryptococcus spp were higher than those of APCSE, indicating that
other compounds may be contributing to the activity of the extract or that these
compounds are more efficient in combination. Protoplumericin was not active
against Cryptococcus spp. Plumieride was one of the compounds causing
morphological change in C. neoformans. APCSE and compounds isolated from
this extract showed potential antifungal activity and may provide a new tool for

studies of C. neoformans and C. gattii cell biology.
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1. Introducao

1.1 Complexo de espécies Cryptococcus neoformans

O complexo de espécies C. neoformans compreende duas espécies de
leveduras basidiomicéticas: C. neoformans (var. neoformans e var. grubii) e C.
gattii, que sao os agentes etioldgicos da criptococose, uma doenca que afeta
animais e o homem. Estima-se que essas espécies tenham divergido a

aproximadamente 37 milhdes de anos (Xu et al., 2000).

Cryptococcus neoformans e C. gatti possuem epidemiologia distinta.
Enquanto C. gattii afeta principalmente individuos imunocompetentes, C.
neoformans afeta imunocomprometidos, especialmente pacientes HIV positivos,
mas também pacientes que receberam transplante de o6rgaos, terapia com
corticosteroides, bem como quimioterapia (Chayakulkeeree & Perfect, 2006;

Byrnes et al., 2011).

Diferencas na composicao e estrutura do polissacarideo
glicuronoxilomanana (GXM), presente na capsula polissacaridica que circunda a
célula determinam caracteristicas antigénicas que possibilitaram a classificagéo
do complexo de espécies C. neoformans em cinco sorotipos: Cryptococcus
neoformans var. grubbi (sorotipo A), Cryptococcus neoformans var. neoformans
(sorotipo D), o hibrido de C. neoformans var. neoformans e C. neoformans var.
grubii (sorotipo AD) e C. gattii (sorotipos B e C) (Lin & Heitman, 2006; Vecchiarelli

& Monari, 2012).
13



Estudos moleculares, envolvendo as técnicas de PCR fingerprinting e AFLP,

levaram a classificagdo de C. neoformans e C. gatti em 8 tipos moleculares

(Meyer et al., 1999; Boekout et al., 2001; Meyer et al., 2003), conforme listado na

Tabela 1. Adicionalmente, Litvintseva et al. (2006) propuseram a classificagao de

tipo molecular VNB para isolados de Botswana, na Africa.

Tabela 1: Tipos moleculares (TM) de C. neoformans e C.

distribuicées geograficas e clinicas.

gattii e suas

Espécies/hibridos Sorotipo TM AFLP Distribuicao Pacientes de risco
C. neoformans var. grubii A VNI AFLP1 Global Imunocomprometidos,
casos em
imunocompetentes na
China e Coréia
VNIl AFLP1B Austrélia Imunocomprometidos,
raro em
imunocompetentes
VNB AFLP1A Botswana, Africa Imunocomprometidos,
raro em
imunocompetentes
C. neoformans var grubii - C. AD VNIl AFLP3 Europa, América do Sul  Imunocomprometidos,
neoformans var. neoformans raro em
imunocompetentes
C. neoformans var. neoformans D VNIV  AFLP2 Europa, América do Sul Imunocomprometidos,
raro em
imunocompetentes
C. gattii BeC* VGI AFLP4 Global Imunocompetentes,
raro em
imunocomprometidos
VGII  AFLP6 América do Norte e Imunocompetentes
Sul, subtipos
moleculares
responsaveis por
surtos na América do
Norte
VGIIl  AFLP5 Global, altos niveis Casos esporadicos,
observados no sul da mais comum em HIV+
Califérnia, México e
América do Sul
VGIV AFLP7  Africa, india e América  Raro, mais comum

do Sul

em HIV+

*Ao contrario de C. neoformans, C. gattii ndo apresenta relagdo clara entre

sorotipos e tipos moleculares.

Construcdo da tabela baseada em dados descritos por Ma & May (2009), Byrnes
& Heitman (2009), Byrnes et al. (2011) e Springer et al. (2012).
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C. neoformans foi isolado em 1894 por Sanfelice, a partir de suco de
péssego, e por Busse, de uma leséo de tibia de um paciente, indicando que este
nao € um patégeno humano obrigatério, possuindo capacidade de vida livre (Lin &
Heitman, 2006). C. neoformans & cosmopolita, sendo isolado de excreta de aves
(especialmente pombos), solo e arvores (ldnurm et al., 2005). Ja C. gattii &
comumente isolado de arvores, especialmente Eucalyptus camaldulensis.
Inicialmente acreditava-se que essa espécie vegetal constituia o habitat natural
exclusivo de C. gattii (Ellis & Pfeiffer, 1990), mas foram descritos isolamentos em
outras espécies arboreas, e também do ar, solo e de corpos d’agua em regides

altamente infestadas (Kidd et al., 2007)

Cryptococcus gattii foi descrito como endémico de regides tropicais e
subtropicais, porém, surtos de criptococose causados por essa espécie na
América do Norte modificaram a nogao de distribuicdo restrita que se tinha
(Chaturvedi & Chaturvedi, 2011). Esses surtos iniciaram em 1999, nas ilhas
Vancouver, na Columbia Britdnica, no Canada, com registro de casos de
pneumonia e/ou meningoencefalite em animais e humanos (Kidd et al., 2004;
Springer et al. 2012). Entre 2002 e 2005 a incidéncia de infecgao por C. gattii nas
ilhas de Vancouver atingiu o valor de 36 casos/milhdo de pessoas/ano, enquanto
na Australia, considerada endémica para C. gattii, o valor mais alto de incidéncia
no periodo de 1994-1997 foi de 8,5 casos/milhdo de pessoas/ano, observado na
regido nordeste (Chen et al., 2000; MacDougall et al., 2007). Kidd et al. (2004)
identificaram subtipos do tipo molecular VGII/AFLP6 como os causadores do surto

nas ilhas Vancouver: VGlla/AFLP6a (linhagem R265), mais frequente e
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hipervirulento, e VGIIb/AFLP6b (linhagem R272), menos frequente e menos

virulento que VGlla/AFLP6a.

Entre 2004 e 2005 foram registrados casos de infecgdo na Columbia
Britanica, em individuos que nao viajaram para as ilhas de Vancouver, nem
tiveram qualquer contato com areas endémicas de C. gattii. Neste mesmo periodo
foram registrados casos de infeccdo em humanos no Oregon, € em animais em
Washington, nos Estados Unidos, dando inicio ao quadro de infecgao no Noroeste
do Pacifico (MacDougall et al., 2007). Os subtipos moleculares VGlla/AFLP6a e
VGIIb/AFLP6b também foram isolados nessas regides, indicando a ocorréncia de
expansao do surto de criptococose das ilhas Vancouver (Byrnes et al., 2009).
Mas, esses subtipos apresentaram-se geneticamente distintos dos isolados nas
ilhas Vancouver (MacDougall et al., 2007). Adicionalmente, foi identificado um
novo subtipo VGIIc/AFLP6c, em Oregon, que parece ser restrito a essa regido e é

altamente virulento (Byrnes et al., 2009 e 2010).

Os surtos causados por C. gattii no Noroeste do Pacifico atrairam maior
atencdo a esta espécie, pouco estudada anteriormente. Pesquisadores ainda
buscam entender a origem, modo de expanséo desses surtos e se novas areas
de risco podem surgir em regides de clima temperado. Nesse sentido torna-se
importante a identificacdo de amostras clinicas humanas e veterinarias em nivel
molecular, facilitando o monitoramento da infecgdo por Cryptococcus spp.

(Springer et al., 2012).
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1.1.1 A infecgao por C. neoformans e C. gattii

A infecgao por Cryptococcus spp. ocorre pela inalagao de células fungicas
provenientes do meio ambiente, podendo gerar uma infecgdo aguda ou ainda,
assintomatica, que pode ser eliminada pelo sistema imune ou permanecer como
uma forma dormente de infeccdo, manifestando-se futuramente quando a
imunidade do hospedeiro estiver comprometida (Idnurm et al., 2005; Lin &
Heitman, 2006). Apos a infecgdo pelas vias respiratorias, o fungo dissemina-se
pela via hematogénica, atingindo o sistema nervoso central (SNC), causando
meningoencefalite (Lin & Heitman, 2006). Além do trato respiratério e do SNC,
comumente envolvidos na infecgdo, outros 6rgdos podem ser atingidos, como

pele, olhos, trato urinario, entre outros (Chayakulkeeree & Perfect, 2006).

A manifestacao clinica da infecgdo causada por C. gattii difere da de C.
neoformans. Pacientes infectados com C. gattii apresentam, com frequéncia,
criptococomas nos pulmdes e cérebro, que geralmente requerem intervengéo
cirurgica e/ou terapia antifungica prolongada, muitas vezes havendo sequelas
neuroldgicas (Chen et al., 2000; Chayakulkeeree & Perfect, 2006; Byrnes et al.,
2011). Um estudo comparativo da progressao da infeccao por C. neoformans e C.
gattii em camundongos infectados por via intranasal (Ngamskulrungroj et al.,
2012b) corroborou achados clinicos, como os de Galanis & McDougall (2010), de
que C. gatti causa frequentemente infeccdo pulmonar em pacientes
imunocompetentes, com menor numero de casos de infecgdo no SNC. Quando
camundongos foram infectados com C. gattii por via intravenosa, tendo sido
previamente infectados por via intranasal (2 semanas antes), eles apresentaram

aumento de sobrevivéncia, e 0 mesmo nao ocorreu para C. neoformans. Assim,
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sugere-se que o desenvolvimento de uma resposta imune adaptativa durante a
infeccdo com C. gattii afetaria a disseminagdo para o cérebro e outros 6rgéaos

(Ngamskulrungroj et al., 2012b).

Ainda existem duvidas se a infecgdo por Cryptococcus spp. se da pela
inalacdo de esporos ou células leveduriformes desidratadas. Ambos possuem
tamanho adequado para penetrar as vias respiratorias até os alvéolos
pulmonares. Apesar dos esporos serem fortes candidatos, por apresentarem
maior resisténcia as condicdes adversas do meio ambiente, nunca foram isolados

diretamente na natureza (Lin & Heitman, 2006; Kronstad et al., 2011).

Estudos em camundongos demonstraram que 0s esporos sao capazes de
causar infecgdo em modelo de infec¢ao intranasal (Guiles et al., 2009; Velagapudi
et al., 2009). Em cultura, sdo rapidamente fagocitados por macrofagos, sem
necessidade de opsonizagao, ao contrario das leveduras. Se os macréfagos nao
forem ativados, os esporos germinam, crescem e se proliferam dentro da célula
fagocitica na forma de leveduras. Se os macrofagos sdo ativados com
lipopolissacarideo e interferon 8, os esporos tornam-se suscetiveis a eles, ao
contrario das leveduras (Guiles et al., 2009). Com isso, Botts & Hull (2010)
sugeriram que a eficiéncia da infeccdo por esporos depende de uma espécie de
disputa entre o fungo e o hospedeiro: os esporos do fungo precisam germinar
rapidamente, pois na forma de leveduras séo resistentes aos macréfagos, ja os
macrofagos também devem ser ativados com rapidez, pois os esporos sao
suscetiveis a macréfagos ativados. Assim, hospedeiros imunocomprometidos,
como pacientes HIV positivos, perderiam essa disputa, favorecendo a infecgao

por C. neoformans. Os autores ainda sugerem que a capacidade de C. gattii
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infectar hospedeiros imunocompetentes poderia estar relacionada a uma taxa de
germinagao mais rapida, permitindo o estabelecimento da infecgdo mesmo frente

a uma resposta imune mais rapida.

1.1.2 Ciclo sexual (mating)

Apesar de a forma de levedura hapldide ser predominante no meio ambiente
e nos hospedeiros, a formacgao de hifas durante o mating € um aspecto importante
da patogenicidade de Cryptococcus spp. A reprodugcao sexuada gera variabilidade
genética e os esporos resultantes desse processo sdo particulas infecciosas,
conforme discutido anteriormente. Alguns genes localizados no l6cus mating type
(MAT) sao importantes durante o mating e durante a infeccdo do hospedeiro

(Kozubowski & Heitman, 2012).

O lécus MAT contém genes que regulam a reprodugcdo sexuada de
Cryptococcus spp., e pode ser de dois tipos: MATa ou MATa. Cada um desses
dois mating types expressa feroménios e receptores especificos que determinam
sua compatibilidade (Kozubowski & Heitman, 2012). Em resposta a essa
sinalizagdo, células de mating types opostos (a e a) fusionam, levando a
formacgao de hifas dicariéticas (Fig. 1A). No basidio, uma estrutura formada pela
diferenciacdo da célula apical da hifa, ocorre fusdo dos nucleos (cariogamia),
seguida por meiose. Apds a meiose ocorrem alguns processos de mitose, que
levam a formacgdo de quatro cadeias de esporos (basididésporos) que brotam do

basidio (Lin, 2009; Kozubowski & Heitman, 2012).
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Sia et al. (2000) descreveram a formagédo de leveduras diploides apds a
germinacado de esporos oriundos de mating. Estas células reproduzem-se por
brotamento quando cultivadas a 37 °C, mas produzem hifas e esporulam quando

cultivadas a 24 °C (Fig. 1A).
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Figura 1: Formacgao de hifas e produgao de esporos por Cryptococcus spp.
A) o painel superior representa o processo descrito por Sia et al. (2000), em que
células de mating type opostos fusionam e repoduzem-se por brotamento como
leveduras dipldides (com nucleos fusionados) se cultivadas a 37 °C, passando a
produzir hifas monocariéticas quando cultivadas a 24 °C. A diferenciacdo da
célula apical das hifas em basidio, seguida por meiose e mitoses resulta na
produgdo de quatro cadeias de esporos hapldides dos dois mating types, que
germinardo nas condicbes apropriadas dando origem a leveduras. O painel
inferior descreve o processo comum de mating em que células de mating type
opostos fusionam, formando uma hifa dicariética (sem fusdo nuclear). Durante a
diferenciacdo da célula apical das hifas em basidio ocorre a cariogamia, seguida
por meiose e mitoses com producdo de esporos como descrito acima. B) no
processo de frutificagdo monocariotica, uma célula filamenta (painel superior),
formando hifas monocaridritas. A diploidizagdo da-se por endoreplicacéo, e pode
ocorrer em diversas etapas do processo, desde o estagio de levedura. A hifa
dipléide forma basidio com producao de esporos por meiose e mitoses como no
mating, porém nesse casso sao gerados esporos de um unico mating type. Esse
processo também ocorre por fusdo de duas células do mesmo mating type (painel
inferior). Adaptado de Lin (2009).

20



Os basidiésporos também sao formados por frutificagdo monocariotica (Fig.
1B) um processo que envolve um unico mating type. Uma célula pode formar
hifas monocariéticas com ou sem diploidizacdo, mas células dipldides filamentam
com mais facilidade (Lin, 2009; Kozubowski & Heitman, 2012). A diploidizagao
ocorre por endoreplicagao, e posteriormente as hifas formam esporos por meiose
e mitose como no processo de mating, mas todos os esporos sao de um unico
mating type, o mesmo da levedura que os originou. Alternativamente, pode
ocorrer fusdo de duas células do mesmo mating type, seguida por fusdo nuclear e
formacdo de hifa monocariética, com producdo de basididésporos (Lin, 2009;
Kozubowski & Heitman, 2012). Wickes et al. (1996) descreveram esse processo
em C. neoformans como uma forma de reproducédo assexuada, restrita as células
mating type a, porém posteriormente demonstrou-se que a frutificagédo
monocariética também ocorre em células mating type a, ainda que com menor
frequéncia (Tscharke et al., 2003; Idnurm et al., 2005). Com a descoberta de que
ocorre recombinagéo genética durante a frutificagcdo monocariotica, esse processo
passou a ser reconhecido como uma forma de reprodugao sexuada (Lin et al.,
2005). A frutificagdo monocaridtica em C. gatti ainda nado foi descrita em
condigdes laboratoriais, mas evidéncias indiretas, por estudos genéticos apontam
para sua ocorréncia (Fraser et al., 2005; Springer et al., 2012). Tanto para C.
neoformans como para C. gattii, ocorre abundancia do mating type a no ambiente,
e sabe-se que a frutificagdo monocariética predomina nesse mating type assim, a
frutificacdo monocaridtica deve ser uma fonte importante de variabilidade
genética, e uma explicacdo para essa abundéancia (Fraser et al., 2005; ldnum et

al., 2005; Lin et al., 2005; Lin, 2009).
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Mating e frutificagdo monocaridtica sao estimulados por condi¢des
ambientais similares: escassez de nitrogénio, baixa umidade e escuridao (Idnurm
et al., 2005). Ja condigdes encontradas no hospedeiro, como a temperatura de 37
°C, umidade e alta concentracdo de dioxido de carbono, inibem o mating

(Kozubowski & Heitman, 2012).

1.1.3 Fatores de Viruléncia

A expressao de diversos genes por C. neoformans e C. gattii foi associada a
viruléncia. Muitos desses genes necessarios para sobrevivéncia durante a
infeccdo também estdo associados a sobrevivéncia no meio ambiente, onde as
leveduras interagem com hospedeiros heter6logos como amebas e nematodos, e
estdo sujeitas a danos oxidativos, entre outros (ldnurm et al., 2005; Lin &
Heitman, 2006). A seguir estdo descritos trés fatores de viruléncias considerados
classicos, que sao compartilhados por C. neoformans e C. gattii: a presenca de
capsula polissacaridica, a capacidade de sintese de melanina e a capacidade de
desenvolvimento a 37°C. Outros fatores de viruléncia incluem, por exemplo, a
producdo de enzimas extracelulares, como fosfolipases e urease, importantes
para invasao do tecido pulmonar e do sistema nervoso central, respectivamente

(Kronstad et al., 2011).

Capsula Polissacaridica

A presenga de capsula polissacaridica de Cryptococcus spp. € uma
caracteristica diferencial. O principal constituinte de capsula é GXM,
compreendendo cerca de 90-95 % da massa dessa estrutura. Além de GXM, a

capsula contém 5-8 % de galactoxilomanana (GalXM), e menos de 1 % de
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manoproteinas (Zaragoza et al., 2009; Vecchiareli & Monari, 2012).
Recentemente, Heiss et al. (2009) revisaram a estrutura de GalXM e propuseram
a adogdo de uma nova nomenclatura, passando a referi-la como
glicuronoxilomananogalactana (GXMGal), uma vez que sua estrutura principal é
composta por galactana e ndo manana, e que acido glicurbnico € um de seus

substituintes.

Os polissacarideos que compdem a capsula de Cryptococcus spp. séo
sintetizados intracelularmente e transportados através da parede celular em
vesiculas, sendo posteriormente ligados n&o-covalentemente a parede celular
(revisado em O’Meara & Alspaugh, 2012). Considera-se que GXM esteja
distribuida por toda extensdo da capsula, mas a localizagao exata de GXMGal
ainda nao foi completamente elucidada. Da mesma forma, a localizagdo de
manoproteinas e suas fungdes na arquitetura da capsula polissacaridica também
nao foram bem estabelecidas (Zaragoza et al., 2009). Um estudo recente,
utilizando anticorpos especificos, indica localizacdo de GXMGal e de um tipo de
manoproteina de maneira pontuada préxima a parede celular (De Jesus et al.,

2010).

No meio ambiente, a capsula confere protecdo contra desidratacdo e
predadores naturais (McFadden et al., 2006; O’Meara & Alspaugh, 2012). Durante
a infecgao, ela reduz a resposta imune do hospedeiro, inibindo a migracéo de
leucdcitos e a apresentagdo de antigenos por mondocitos, por exemplo, além de
dificultar a fagocitose por células do hospedeiro, e atuar como protecao frente a
espécies reativas de oxigénio (Zaragoza et al., 2003; Zaragoza & Casadevall,

2004; McFadden et al., 2006; O’Meara & Alspaugh, 2012). Tanto GXM como
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GXMGal apresentam atividade imunossupressora e induzem apoptose em

linfécitos T (Zaragoza et al., 2009).

Isolados ambientais apresentam tamanho da capsula reduzido, e 0 mesmo
ocorre em condi¢bes padrao de laboratério, com cultivo em meio rico em
nutrientes (Zaragoza & Casadevall, 2004, McFadden et al., 2006). Porém, in vivo,
as células de Cryptococcus spp. apresentam grande aumento de tamanho da
capsula, e observa-se diferenga de tamanho conforme o 6rgdo analisado no
hospedeiro. Assim, células isolados de pulm&o apresentam capsulas maiores do
que as de células isoladas de cérebro (Zaragoza et al., 2003). Isso demonstra o
quao dindmica essa estrutura é, e como é finamente regulada em resposta a
diferentes ambientes (O’Meara & Alspaugh, 2012). Nas preparagbes de
microscopia optica, utilizando tinta nanquim (Fig. 2), a capsula é observada como
uma estrutura continua, mas sabe-se que ela apresenta diferengca de densidade,
sendo as regides mais proximas a parede celular cerca de seis vezes mais
densas do que as regides proximas a borda da capsula (McFadden et al., 2006).
Diversas condigbes de cultivo in vitro tém sido descritas como indutoras do
aumento de capsula, dentre elas destacam-se cultivo em meio com privagao de
ferro e cultivo com incubacdo em atmosfera rica em CO,, condicbes que

mimetizam o ambiente do hospedeiro (Zaragoza & Casadevall, 2004).
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Figura 2: Preparagao de células de C. neoformans com nanquim. A) Células
produzindo capsula polissacaridica apos cultivo em condi¢des indutoras. B)
Células cultivadas em condi¢cdo nao indutora. As células nas imagens variam de 5
a 10 um. Adaptado de Kronstad et al. (2008).

Um extenso numero de genes quando deletados resulta em alteragéo de
tamanho da capsula. Isto permitiu a identificacdo de genes envolvidos na
biossintese da capsula (como os genes CAP e CAS, dentre outros), bem como de
genes envolvidos na ligacado da capsula a parede celular, e no remodelamento da
parede celular. Dentre a variedade de sinais que induzem aumento da capsula,
ainda nao esta claro se eles atuam por rotas distintas de sinalizacéo celular e se
ha um elemento comum a todos os sinais (Zaragoza et al., 2009). Sinalizagao por
cAMP ¢é envolvida na indugcdo de aumento de capsula por cultivo em privacéo de
ferro, assim como em alta concentracdo de CO,, demonstrando que diferentes
sinais de indugdo podem compartilhar rotas de sinalizagdo celular (Zaragoza et
al., 2003). Estudos futuros possibilitarao o entendimento de como diferentes sinais
transmitidos por rotas de sinalizagdo celular sdo integrados para chegar ao seu

produto final que é a formacgao da capsula (Kumar et al., 2011).
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Melanina

Melaninas sao pigmentos hidrofobicos, negativamente carregados, de alto
peso molecular, formados pela polimerizagdo oxidativa de compostos fendlicos
e/ou indolicos (Casadevall et al., 2000). A produgdo de melanina por C.
neoformans (Fig. 3) foi descoberta no inicio da década de 60, por F. Staib
(Casadevall et al., 2000; Zhu & Williamson, 2004). O genoma de C. neoformans
apresenta dois genes que codificam a enzima lacase, a qual sintetiza melanina,
LAC1 e LAC2. A lacase codificada a partir do gene LAC1T localiza-se na parede
celular, covalentemente ligada a carboidratos, e apresenta maior expressao (Zhu
& Williamson, 2004; Eisenman & Casadevall, 2012). Ja Lac2, parece ser

citoplasmatica (Missall et al., 2005).

Ao contrario de outros fungos, Cryptococcus spp. ndo € capaz de produzir
melanina sem a presenga de um substrato exégeno e, desta forma, dependendo
da estrutura quimica do substrato adicionado ao meio ocorrem variagdes no tipo
de pigmento sintetizado, alterando, por exemplo, sua solubilidade e cor

(Casadevall et al., 2000; Eisenman & Casadevall, 2012).

Figura 3: Produgcao do pigmento melanina por C. neoformans. A) imagem de
uma colbnia de C. neoformans melanizada, resultante de cultivo em de substrato
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fendlico. B) imagem de uma colbénia de C. neoformans ndo melanizada, resultante
de cultivo em meio sem substrato fendlico. Adaptado de Kronstad et al. (2008).

No ambiente, a melanina protege as células do fungo de luz ultravioleta e
agentes oxidantes (Liu & Nizet, 2009; Eisenman e Casadevall, 2012). Ja durante
infecgdo, mutantes incapazes de produzir melanina apresentam viruléncia
reduzida (Kwon-Chung et al., 1982; Noverr et al.,, 2004). Estudos in vitro
demonstraram que a presenga do pigmento protege as células de oxidagao, e do
antifungico anfotericina B (Jacobson & Tinell, 1993; Wang & Casadevall, 1994). A
expressao do gene LAC1T é associada a disseminacao da infeccdo dos pulmdes
para outros 6rgaos (Noverr et al.,, 2004). Independentemente de sua atividade
produtora de melanina, a enzima lacase foi associada a protecdo contra
macrofagos alveolares, por sua atividade de ferro oxidase (Liu et al., 1999). C.
neoformans pode converter catecolaminas, como o0s neurotransmissores
dopamina, norepinefrina e epinefrina, em melanina. Isso justificaria seu tropismo
pelo sistema nervoso central, ja que areas do cérebro ricas em catecolaminas

geralmente s&o infectadas por C. neoformans (Casadevall et al., 2000).

Desenvolvimento a 37 °C

Dentre a variedade de espécies de fungos conhecidas atualmente, apenas
uma minoria apresenta capacidade de crescimento na temperatura fisiolégica dos
hospedeiros mamiferos, uma caracteristica essencial ao estabelecimento de

infeccdes fungicas invasivas.

Cryptococcus neoformans e C. gattii sdo as unicas espécies do género
Cryptococcus que apresentam desenvolvimento eficiente acima de 30 °C (Perfect,

2006). Martinez et al. (2001), em um estudo comparativo, identificaram que
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isolados de C. neoformans var. neoformans em geral sdo mais suscetiveis ao
calor do que isolados de C. neoformans var. grubii. 1sso demonstra que existem

diferengas na adaptacgao a temperatura entre sorotipos.

Diversos estudos tem descrito genes associados ao crescimento a 37 °C em
Cryptococcus spp. Um dos primeiros foi o gene CNA1 que codifica calcineurina A,
a subunidade catalitica da proteina calcineurina (Odom et al., 1997). Inicialmente,
Odom et al. (1997) identificaram que o tratamento de C. neoformans com drogas
conhecidas como inibidoras de calcineurina inibe o crescimento a 37 °C, mas nao
a 24 °C. Com a construgdo de um mutante para o gene CNA1, os pesquisadores
comprovaram que calcineurina é necessaria para viruléncia de C. neoformans,
uma vez que os mutantes ndo sao viaveis a 37 °C, 5 % de CO; e pH alcalino, e
nao foram virulentos em modelo animal de infeccdo. Em estudo recente, Chen et
al. (2013), demonstraram que mutantes de C. gatti para CNA71 também
apresentam deficiéncia de crescimento a 37 °C e viruléncia muito atenuada ou
ausente. Os pesquisadores ainda demonstraram que tanto em C. neoformans
quanto em C. gatti mutantes para calcineurina apresentam disrup¢ao da
membrana plasmatica a 37 °C. Porém, diferentemente de C. neoformans, C. gattii
requer calcineurina para o crescimento na presenga de Ca®, sugerindo
diferengas no papel da proteina para homeostase deste ion. Além das diferencas
entre as espécies, os pesquisadores sugerem que haja um papel diferenciado da
calcineurina no controle da termotolerancia entre os tipos moleculares de C. gattii,

uma vez que C. gattii VGlla cna1A apresentou tolerancia ao crescimento a 37 °C.

Com o objetivo de identificar produtos génicos envolvidos na rota de

sinalizagao por calcineurina, Fox et al. (2003) identificaram o gene CTS1, que
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quando superexpresso reestabelece o crescimento a 37 °C em linhagem de C.
neoformans mutante para calcineurina. Mutantes para o gene CTS7 também
apresentam deficiéncia de crescimento a temperaturas elevadas e viruléncia
atenuada, além de defeitos na citocinese em crescimento vegetativo, € no

crescimento de hifas.

Outros genes identificados em C. neoformans, relacionados ao
desenvolvimento a 37 °C incluem: UGD1, que codifica UDP-glicose
desidrogenase, e cujos mutantes apresentam deficiéncia de crescimento a 37 °C,
deficiéncia na producdo de capsula, morfologia alterada e auséncia de
crescimento em modelo animal (Moyrand & Janbon, 2004; Griffith et al., 2004);
VPH1, que codifica para subunidade de uma bomba de prétons ATPase vacuolar,
e cuja mutacao resulta em defeito na produgdo de capsula, melanina e
crescimento a 37 °C, sendo o mutante avirulento (Erickson et al., 2001); TSAT e
TSA3, que codificam para tiol peroxidase, e que possuem maior expressao a 37
°C, em comparagao com 25 °C, sendo que o mutante tsa7A apresenta deficiéncia
de crescimento a temperaturas elevadas, sensibilidade a estresse oxidativo e
nitrosativo, e viruléncia atenuada (Missall et al., 2004); além de genes envolvidos
no metabolismo de aminoacidos, como ILV2 (que codifica acetolactato sintase), e
SP3/LYS9 (que codifica espermidina sintase-sacaropina desidrogenase), cujos
mutantes além de apresentarem reducao de crescimento a 37 °C, sao avirulentos
em modelo de infecgcdo animal, apresentam reducdo da producido de capsula
(ILV2 e SP3/LYS9) e melanina (SP3/LYS9) (Kingsbury et al., 2004a, b). Esses
exemplos demonstram a variedade de fungdes dos transcritos de genes

regulados pela temperatura, e além desses diversos outros poderiam ser citados.
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Estudos objetivando a identificagdo global de genes com expressao
diferenciada em C. neoformans sob cultivo em diferentes temperaturas foram
realizados através das técnicas de Analise Seriada da Expressdo Génica (SAGE),
microarranjo, e Analise da Diferenga Representacional (RDA) (Steen et al., 2002,

Kraus et al., 2004; Rosa e Silva et al., 2008).

Através da técnica de SAGE, observou-se diferenga no padrao de expressao
em resposta a temperatura entre os sorotipos A e D de C. neoformans, o que
pode ter relagdo com as observagcbes de diferenca de adaptatibilidade a
temperatura entre esses sorotipos realizadas por Martinez et al. (2001). A maior
parte das anadlises de SAGE, para identificacdo de genes diferencialmente
expressos a 25 ou 37 °C foram realizadas para C. neoformans var. neoformans
(sorotipo D). lIdentificou-se diferenca nos niveis de transcritos de histonas,
indicando modificagdo na estrutura de cromatina a 37 °C, aumento na expressao
de proteinas de choque térmico, de enzimas envolvidas no metabolismo de
compostos fendlicos, e proteinas envolvidas na resposta a estresse, como

superoxido dismutase (Steen et al., 2002).

Da mesma forma, analise por microarranjo e RDA revelaram aumento da
expressao de genes envolvidos na resposta a estresse durante crescimento a 37
°C, e na integridade de membrana (Kraus et al., 2004, Rosa e Silva et al., 2008).
A analise por microarranjo permitiu a identificacao do fator de transcricao MGA2,
induzido a 37 °C. Os alvos desse fator de transcricdo sdo genes que codificam
enzimas envolvidas na biossintese de acidos graxos, sugerindo que ocorre
remodelamento de membrana na adaptagdo ao crescimento em altas

temperaturas (Kraus et al., 2004). RDA também revelou gene envolvido na
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integridade de parede celular (CHS2, que codifica quitina sintase 2), e destacou o
gene precursor de glioxal oxidase, que apresentou expressao aumentada a 37 °C,
e ja havia sido descrito como induzido em resposta a hipoxia (Lee et al., 2007),
outra condicdo que mimetiza o ambiente do hospedeiro (Rosa e Silva et al.,

2008).

Uma observagado importante € que nem todos os genes regulados por
temperatura sdo correlacionados com fendtipo sensivel a temperatura, e esses
genes podem ou ndo estar associados a expressao de viruléncia (Perfect, 2006).
Este é o caso do gene TSA3, por exemplo, apesar de seu produto apresentar
expressdo aumentada a 37 °C, mutantes tsa3A n&o apresentam deficiéncia de
crescimento a 37 °C, e ndo possuem viruléncia atenuada, sendo que a perda de
TSA3 nao parece ser compensada por aumento da expressdo de TSA1 (Missall et

al., 2004).

1.2 Antifungicos

O tratamento de infec¢des fungicas € um desafio, uma vez que, sendo
eucariotos, fungos e mamiferos apresentam similaridade na maquinaria celular,
havendo poucos farmacos disponiveis para o tratamento das doengas fungicas

(Idnurm et al., 2005).

Baseado no seu mecanismo de agado, os principais antifungicos utilizados
clinicamente podem ser classificados em cinco grupos: poliénicos,

fluoropirimidinas, azdis, alilaminas e equinocandinas.
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A classe dos poliénicos inclui o farmaco anfotericina B. Este se liga ao
ergosterol, o principal esterol constituinte da membrana de fungos, causando
desestabilizagdo da estrutura, formando areas de tensdo na membrana,
aumentando a permeabilidade a cations, e por fim, causando morte celular
(Kontoyiannis & Lewis, 2002; Odds et al., 2003). Anfotericina B é eficiente no
tratamento de um amplo espectro de infecgdes fungicas, porém é toxica as
células mamiferas, apresentando alta frequéncia de nefrotoxidade. Formulacdes
lipidicas do farmaco sao tdo eficientes quanto a forma convencional, com a
vantagem de apresentarem redugao da nefrotoxidade, mas o problema nao foi
eliminado e essas formulagdes sdo mais caras que a forma convencional (Chen &
Sorrel, 2007). A resisténcia a anfotericina B é pouco frequente em leveduras
patogénicas como Candida e Cryptococcus spp., sendo mais encontrada entre
fungos filamentosos, como espécies do género Aspergillus, Scedosporium
apiospermum, Scedosporium prolificans e espécies do género Fusarium
(Kanafani & Perfect, 2008). Dick et al. (1980), descreveram isolados de C.
albicans, C. tropicalis e Torulopsis glabrata resistentes a anfotericina B, que
apresentaram redugado do conteudo de ergosterol de membrana. Essas espécies
foram isoladas de pacientes que apresentavam granulocitopenia e foram
submetidos a quimioterapia com agentes citotoxicos e tratamento durante longos
periodos com polienos. Kelly et al. (1994) descreveram um isolado de C.
neoformans, coletado de um paciente com AIDS que nao respondeu ao
tratamento com fluconazol e anfotericina B. O isolado também apresentou

resisténcia a anfotericina B devido a diminuicdo da concentragdo de ergosterol na
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membrana, causada por defeito na enzima esterol delta isomerase, adquirido

apos tratamento com o farmaco.

Fluoropirimidinas incluem o farmaco flucitosina, que atua inibindo a sintese
de DNA e de proteinas. Flucitosina € transportada para o interior das células
fungicas por citosina permeases e convertida por citosina deaminases (enzima
ausente em tecidos humanos) a 5-fluorouracil (Vermes et al., 2000; Hanson et al.,
2009). A partir de 5-fluorouracil, dois mecanismos de atividade antifungica podem
ser distinguidos: 5-fluorouracil pode ser convertido, em um processo com algumas
etapas, a 5-fluorouridina trifosfato (FUTP), que é incorporado ao RNA, levando a
inibicdo da sintese proteica, ou, pode ser convertido a 5-fluorodeoxiuridina
monofosfato (FAUMP) pela enzima uridina monofosfato pirofosforilase, levando a
inibicdo da sintese de DNA pela inibicdo da enzima timidilato sintase, crucial para
geragdo de timidina (Vermes et al., 2000). Muitos fungos filamentosos né&o
possuem as enzimas citosina permease e citosina deaminase, o que restringe o
uso do farmaco a leveduras, sendo ativa contra Candida e Cryptococcus spp.
(Odds et al., 2003). No entanto, o surgimento frequente de resisténcia secundaria
em Candida e Cryptococcus spp. restringe seu uso como terapia unica (Kanafani
& Perfect, 2008; Chandra et al., 2009). Assim, seu papel torna-se limitado ao uso
combinado com outros antifungicos, como anfotericina B, para o tratamento de
meningite causada por Cryptococcus spp. (Chen & Sorrel, 2007). Dois
mecanismos de resisténcia foram identificados: mutacbes que resultam em
deficiéncia nas enzimas necessarias para o transporte celular ou metabolismo do
farmaco, e aumento da sintese de pirimidinas, que competem com o farmaco

(Vermes et al., 2000; Chandra et al., 2009). Block et al. (1973) descreveram
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isolados de C. neoformans, de pacientes que néo responderam ao tratamento
com flucitosina, resistentes ndo s6 a flucitosina como a 5-fluorouracil, sugerindo
que a resisténcia estaria associada a defeitos em proteinas uridina monofosfato
pirofosforilase, ou seja que a resisténcia estaria associada a etapas mais
avangadas do metabolismo do farmaco, nao ao transporte para o interior da célula

ou a conversao em 5-fluorouracil.

Na classe dos azdlicos, o principal alvo dos farmacos é a enzima citocromo
P450 lanosterol 14a-demetilase, que catalisa a remogao do grupo 14a-metil do
lanosterol, em um passo da biossintese de ergosterol (Kontoyiannis & Lewis,
2002; Odds et al., 2003). Assim, ocorre deplecdo de ergosterol, e acumulo de
14a-metil-3,6-diol, que é téxico (Kanafani & Perfect, 2008). Estes farmacos podem
ainda ser divididos em dois grupos: imidazodis (cetoconazol, miconazol, clotrimazol
e econazol) e triazéis (fluconazol, itraconazol, voriconazol, e posaconazol).
Triazéis apresentam maior especificidade pela enzima citocromo P450 de fungos
do que imidazdis, assim, o uso de imidazdis restringe-se ao tratamento de
micoses superficiais (Chen & Sorrel, 2007). Triazéis podem causar
hepatotoxidade, além de outros efeitos adversos e interagir com outros
medicamentos, 0 que pode causar problemas no tratamento de pacientes que

recebem medicacgao diversificada (Odds et al., 2003; Chen & Sorrel, 2007).

Resisténcia a azois tem sido descrita extensivamente para Candida spp.,
particularmente em casos de falha no tratamento de infeccdo orofaringeal em
pacientes com AIDS (Rex et al.,, 1995; Sanglard & Odds, 2002). Mecanismos
moleculares de resisténcia foram identificados em Candida spp.: expressao de

bombas de efluxo de droga, mutagbes com substituicdo de aminoacidos na
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enzima alvo do farmaco, superexpressdo da enzima alvo, e menos
frequentemente, alteragdo na composicdo de esterdis de membrana, com
auséncia de ergosterol, o que também leva a resisténcia a anfotericina (Perea et
al., 2001; Sanglard & Odds, 2002). As bombas de efluxo de droga podem ser de
dois tipos: facilitadores principais, codificados pelo gene MDR1 (multidrug
resistance), cuja superexpressao parece levar a resisténcia exclusiva a
fluconazol, e transportadores ABC (ATP-binding cassette), codificados pelos
genes CDR, que parecem conferir resisténcia a diversos azois (Perea et al., 2001;

Sanglard & Odds, 2002).

Resisténcia a fluconazol também foi descrita em C. neoformans. Posteraro
et al. (2003) em estudo com isolado de C. neoformans que obteve resisténcia a
fluconazol apds exposigdo ao farmaco in vitro, identificaram um transportador
ABC, codificado pelo gene CnAFR1, demonstrando o envolvimento de bomba de
efluxo de drogas entre os mecanismos de resisténcia de C. neoformans.
Resisténcia por mutagéo na enzima alvo de fluconazol, citocromo P450 lanosterol
14a-demetilase, também foi identificada em um isolado recuperado de paciente
com AIDS e meningite recorrente (Rodero et al., 2003). Adicionalmente, um
fendmeno denominado heteroresisténcia foi observado em isolados clinicos e
ambientais de C. gattii e C. neorformans, demonstrando ser um mecanismo
intrinseco de resisténcia (Mondon et al., 1999; Varma et al. 2010; Sionov et al.,
2009). Esse fendbmeno é descrito como o surgimento de subpopulagbes de
células provenientes de uma colbnia suscetivel a fluconazol que adquirem
diferentes niveis de resisténcia. Se uma subpopulacdo de células
homogeneamente resistentes é cultivada em meio livre do farmaco, ocorre retorno
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ao estado inicial de heteroresisténcia (Mondon et al., 1999). O surgimento de
heteroresisténcia tem sido associado a dissomia dos cromossomos 1, 4, 10, e 14
(Sionov et al., 2010; Ngamskulrungroj et al.; 2012a). O cromossomo 1 contém o
gene da enzima citocromo P450 lanosterol 14a-demetilase (ERG77) e o gene
AFR1, assim o aumento de copias do cromossomo e consequente aumento do
numero de cdpias desses genes, resultaria na resisténcia ao farmaco (Sionov et
al.,, 2010). O cromossomo 4 contém genes necessarios a manutencdo da
integridade do reticulo endoplasmatico, que mostraram-se importantes para
formacdo da dissomia, uma vez que mutantes para esses genes nao

apresentaram dissomia dos cromossomos 1 e 4 (Ngamskulrungroj et al.; 2012a).

Alilaminas também atuam na sintese de ergosterol. Terbinafina, um farmaco
dessa classe, inibe esqualeno epoxidase, em um passo inicial da biossintese de
ergosterol (Odds et al., 2003). Assim como azois, o farmaco causa deplecao de
ergosterol. Terbinafina pode causar perturbagdo gastrointestinal e elevagéo
transitoria de enzimas do figado, mas em geral é bem tolerada (Chen & Sorrel,
2007). Porém, apresenta pouca atividade contra leveduras, sendo utilizada no
tratamento de onicomicoses e infecgbes cutaneas (Kontoyiannis & Lewis, 2002;

Chen & Sorrel, 2007).

Equinocandinas sdo metabdlitos secundarios de fungos que atuam sobre o
complexo de proteinas que sintetiza -1,3 glicana, um polissacarideo presente na
parede celular fungica, causando inibicdo de sua sintese (Odds et al., 2003). A
diminuicdo desse polissacarideo na parede celular leva ao aumento de
suscetibilidade de lise osmdética da célula fungica (Kontoyiannis & Lewis, 2002). O

a uso desses farmacos € vantajoso, por apresentarem baixa toxidade, uma vez
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que glicana nao é encontrado nas células mamiferas. Porém, equinocandinas néo
possuem atividade eficiente contra C. neoformans, limitando seu espectro de
agao a espécies como Candida e Aspergillus spp. (Krishnarao & Galgiani, 1997;

Kontoyiannis & Lewis, 2002).

Diante das limitagbes apresentadas pelos antifungicos utilizados
clinicamentes, faz-se necessara a busca por novos farmacos. Neste sentido,
produtos naturais assumem um papel importante, como fontes para busca por
novos antifungicos. Em uma revisdo sobre as novas drogas aprovadas no periodo
de 1981 a 2010, Newman & Cragg (2012) registraram 1355 novos quimicos,
sendo apenas 29 % considerados de origem sintética. Das drogas aprovadas em
2010, metade foi considerada produto natural ou diretamente derivada de produto
natural, 0 que demonstra a importancia que esses produtos possuem no mercado

farmacéutico.

1.3 Iridoides

Iridoides sao metabdlitos secundarios produzidos por plantas e animais
(mais raramente), terrestres e aquaticos (Dinda et al., 2007a). Inicialmente, foram
nomeados de amaroides, devido ao seu sabor amargo, e pseudoindicanos, ja que
polimerizam originando uma substancia de coloragado escura por hidrélise acida
em condi¢des oxidativas (EI-Nagger & Beal, 1980; von Poser, 1997). Os primeiros
iridoides foram isolados na década de 50: iridomyrmecin e iridodial. Estes

compostos foram obtidos de secrecdo das formigas australianas do género
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Iridomyrmex, nas quais exercem fungdo defensora (El-Naggar & Beal, 1980;
Ghisalberti, 1998). O nome Iridoides surgiu de uma adaptagao da nomenclatura

utilizada nestes primeiros compostos isolados.

Apesar de terem sido inicialmente obtidos de formigas, a maior parte dos
iridoides isolados até hoje € proveniente de plantas, nas quais geralmente s&o
encontrados na forma glicosilada, e atuam na proteg¢ao contra predadores, devido

ao seu sabor amargo (El-Naggar & Beal, 1980; Dinda et al., 2007a).

1.3.1 Classificagao de iridoides

Com relacédo a sua estrutura, iridoides sdo monoterpenoides ciclopentano-
[C]-pirano (Sampaio-Santos & Kaplan, 2001). A caracteristica estrutural mais
comum dos iridoides é a estrutura representada na figura 4A. A clivagem oxidativa
do anel ciclopentano entre os carbonos 6 e 8 origina os seco-iridoides (Fig. 4B), e

a clivagem do anel pirano origina derivados de iridoides (Fig. 4C).

Seco-iridoides Derivados de iridoides

Figura 4: Estruturas de iridoides e seus derivados. A) representacdo da
estrutura quimica mais comum de iridoides; B) representacdo da estrutura
quimica de seco-iridoides, originados pela clivagem do anel ciclopentano da
estrutura representada em A; C) representagéo da estrutura quimica de derivados
de iridoides, gerados pela clivagem do anel pirano da estrutura representada em
A. Adaptado de Dinda et al. (2007a).
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A maioria dos iridoides ja descritos difere apenas no grau e tipo de
substituigdo presentes na estrutura basica do anel ciclopentano (Sampaio-Santos

& Kaplan, 2001).

Considerando uma classificagao geral, iridoides podem ser divididos em dois
grandes grupos: iridoides carbociclicos e seco-iridoides. Modificagdes nestas

estruturas principais dao origem a multipla gama de compostos conhecidos.

Por possuirem distribuicdo restrita a determinados grupos de plantas,
iridoides s&o considerados importantes marcadores quimiotaxonémicos. Dentre
as familias que possuem estes compostos encontram-se Apocynaceae,
Scrophulariaceae, Diervillaceae, Lamiaceae, Loganiaceae e Rubiaceae, entre
outras (Tundis et al., 2008). A biossintese desses compostos € bastante
complexa, e estudos objetivando a elucidacdo de rotas biossintéticas permitiram a
identificacdo de duas rotas principais, encontradas em diferentes grupos de
plantas, o que auxilia na determinagao de relagdes filogenéticas (Jensen, 1992).
Assim, a rota | origina iridoides carbociclicos e seco-iridoides, enquanto a rota Il
origina iridoides carbociclios descarboxilados, e alguns seco-iridoides com
estrutura diferente dos produzidos pela rota | (Jensen et al., 2002). Determinados

grupos de plantas possuem exclusivamente a rota | ou a rota Il (Jensen, 1992).

Durante um longo periodo iridoides foram ignorados quanto a sua
importancia farmacoldgica, porém, a descoberta de que estes compostos estao
presentes em diversas formulagdes utilizadas na medicina popular atraiu a
atencdo de pesquisadores para o estudo da bioatividade dos mesmos

(Ghisalberti, 1998, Dinda et al., 2007b). Dentre as atividades descritas para
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iridoides  encontram-se: hepatoprotetora, anti-diabética, anti-inflamataria,
antiespasmaodica, anti-tumoral, anti-viral, purgativa, antialérgica, antiartritica,
antifungica, antibacteriana, anti-coagulante, inseticida, neuroprotetora, entre

outras (Ghisalberti, 1998; Dinda et al. 2007b, 2009 e 2011).

1.4 Allamanda polyantha

A familia Apocynaceae inclui 424 géneros e 3700 espécies, com distribuicao
predominantemente pantropical, possuindo alguns representantes em regides
temperadas (Endress & Bruyns, 2000; Souza & Lorenzi, 2008). No Brasil ocorrem
cerca de 95 géneros e 850 espécies (Souza & Lorenzi, 2008), sendo encontradas
12 espécies do género Allamanda, dentre elas Allamanda polyantha (Sakane,

1981).

Allamanda polyantha (Fig. 5), popularmente conhecida como Alamanda-
ereta ou Alamanda-de—cerca, foi descrita com ocorréncia nos litorais Norte e
Nordeste do Brasil, com registros de coleta também na Mata Atlantica, nos
estados de Espirito Santo e Minas Gerais, sendo considerada endémica do Brasil
(Lorenzi & Souza, 2008; Koch et al., 2012). Esta planta € um arbusto semilenhoso
ereto, latescente, atingindo de 1 a 2 metros de altura, com folhas cartaceas,
glabras e brilhantes, de 6 a 9 cm, e flores amarelas que se formam quase o0 ano
todo, produzindo frutos secos deiscentes, espinescentes, com numerosas

sementes (Lorenzi & Souza, 2008). Devido a essas caracteristicas, A. polyantha é
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amplamente cultivada como espécie ornamental, muitas vezes sendo utilizada na

construcéo de cercas-vivas.

Figura 5: Imagens de Allamanda polyantha. A) fotografia de uma planta,
evidenciando seu porte de arbusto semilhenhoso ereto; B) detalhe de um ramo
com flores e um fruto; C) fruto e sementes de A. polyantha: o fruto foi aberto, a
esquerda esta exposta a face externa de uma das metades, e as sementes
retiradas do interior; a direta € mostrada a face interna da outra metade do fruto
contendo sementes. Fotografias elaboradas por Fernanda Bresciani.

O género Allamanda (entre outros da familia Apocynaceae), possui como
caracteristica a presenca de iridoides com anel lactona ligado ao cabono 8, dentre
eles plumericina, isoplumericina, alamandina, plumierideo e protoplumericina, que
parecem ser restritos a familia, e sdo encontrados em diferentes partes das
plantas, como folhas, raizes, flores (Coppen & Cobb, 1983; Abe et al., 1984).
Apesar de as folhas serem o material mais abundante e de facil obtengéo, o uso
de sementes para isolamento desses compostos € vantajoso por ser menos
agressivo as plantas. Além de as sementes serem abundantes, podem ser

estocadas por longo periodo.
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Diversas atividades biolégicas foram descritas para os iriddides encontrados
em Allamanda spp., entre elas: algicida (isoplumericina, plumericina, plumierideo
cumarato, plumierideo cumarato glicosideo), antidermatofitica (plumierideo),
antifungica (plumericina, isoplumericina) e antileucémica (alamandina) (Kupchan

et al., 1974; Coppen & Cobb, 1983; Abdel-Kader et al., 1997; Tiwari et al., 2002).

2. Objetivo

Diante da problematica exposta, do limitado numero de antifungicos
utilizados para o tratamento de infecgdes fungicas invasivas, e dos problemas
associados a esses farmacos, o objetivo do presente trabalho é identificar e
caracterizar a atividade antifungica do extrato aquoso de sementes Allamanda
polyantha e dos compostos isolados a partir desse extrato contra Cryptococcus

neoformans e Cryptococcus gattii.

2.1. Objetivos especificos

e Determinar a concentragdo inibitéria minima do extrato aquoso de

sementes para as espécies C. neoformans e C. gattii;

e Avaliar o efeito do extrato sobre a formacao de capsula polissacaridica por

C. neoformans e C. gattii, que € um importante fator de viruléncia.

e |Isolar, elucidar as estruturas e determinar a concentragao inibitéria minima

de compostos presentes no extrato aquoso de sementes.
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3. Manuscrito Cientifico

Os resultados obtidos durante o desenvolvimento desta Dissertagdo foram
organizados na forma de um manuscrito cientifico. O manuscrito esta formatado
de acordo com as regras do periddico Evidence-Based Complementary and

Alternative Medicine, ao qual sera submetido.
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Abstract

Cryptococcus neoformans and C. gattii are among the most common causes of
invasive fungal infections. The current antifungal agents present limitations,
associated to toxicity and resistance, indicating the importance of search for new
drugs. In this study we describe the antifungal activity of an aqueous crude seed
extract from Allamanda polyantha (APCSE) and of two iridoids, plumieride and
plumieridine, isolated from APCSE. The MIC values of APCSE for C. gattii strains
(70 pg/mL and 36 pg/mL for strains R265 and R272, respectively) were better than
for C. neoformans H99 (563 pg/mL). APCSE inhibited C. neoformans H99 capsule
formation, and decreased cell body size for C. gatti R262 and R272. C.
neoformans H99 cells have also presented morphological alterations, with defect
in bud detachment, nuclear fragmentation and did not react with wheat germ
agglutinin (which binds to 3-1,4-N-acetylglucosamine oligomers). The MIC values
of plumieride and plumieridine were higher than APCSE, indicating that other
compounds could contribute to antifungal activity and/or the compounds have a
better activity in association. Plumieride was one of the compounds responsible for
morphological alterations in C. neoformans H99 cells, providing a new tool for cell

biology researches and a potential antifungal agent.
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1. Introduction

The incidence of invasive mycosis has increased in the last two decades,
and this can be related to an increase in susceptible hosts, which include patients
with HIV, and those receiving organ transplantation, immunosuppressive therapy
and prolonged use of intravascular catheters [1, 2]. Among the most common

causes of invasive mycosis in humans is Cryptococcus spp.

The occurrence of cryptococcal meningitis among patients with HIV was
estimated in around 1 million of cases per year, leading to approximately 625,000
deaths [3]. The pathogenic Cryptococcus species complex consists of C.
neoformans and C. gattii. While C. neoformans is considered an opportunistic
pathogen, infecting immunosuppressed hosts, C. gattii is considered a primary
pathogen, infecting immunocompetent hosts. Recent outbreaks in parts of North
America have attracted more attention to C. gattii, which was originally considered

to be restricted to the tropics and subtropics regions [4].

Current antifungal drugs present limitations associated with toxicity and
resistance. Amphotericin B is effective against Cryptococcus species, but show
renal toxicity [5]. Fluconazol is less toxic than amphotericin B, but presents
problems of interaction with other drugs, and there is register of resistance in C.
neoformans [6, 7]. Flucytosine can also be toxic and has frequent register of
secondary resistance in Cryptococcus species, which restrict its use as
monotheraphy [5, 8]. The newest class of antifungal drug, echinocandins, shows
no activity against Cryptococcus neoformans [9]. So, there is a great requirement

for new antifungal molecules with different targets.
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A review of new drugs approved between 1981 and 2010 has registered
that among 1355 new chemical approved, only 29 % were classified as synthetic
in origin, demonstrating the influence of natural products and derivated of natural
products in drug discovery and development process [10]. Of the drugs approved

in 2010, fully half were natural products or directly derived of natural products [10].

Plants are interesting sources for new drugs, and in this study, we
evaluated the antifungal activity of an aqueous seed extract of Allamanda
polyantha (Apocynaceae), an endemic species from Brazil [11], against C.
neoformans and C. gattii. This is the first report of antifungal activity of A.
polyantha. We also isolated two molecules from seed extract, one causing

important morphological alterations on C. neoformans H99 cells.

2. Methods

2.1. Preparation of aqueous crude seed extract (APSCE). Powdered seeds from
Allamanda polyantha were extracted by agitation with MilliQ water (1 g/20 mL) for
4 h. The liquid suspension was centrifugated and the solid material was further
washed for 3 times with MilliQ water in the same proportion described above,
under agitation, for 1 h, followed by centrifugation. The four parts of the resulting
supernatants were combined and the liquid was filtered in filter paper and
polypropylene prefilter (10 um pore size, Millipore). The aqueous extract was
completely lyophilized at -50 °C and 0.040 mbar (Christ Alpha 1-4 LDplus,

Germany) and stored at - 20 °C.

2.2. Phytochemistry characterization. Lyophilized crude extract was ressuspended

in methanol and subjected to silica gel column chromatography (70-320 mesh,
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Merck), and fractions were eluted with dichloromethane: methanol (95:5 to 60:40).
The fractions were monitored by thin layer chromatography (TLC) using precoated
silica gel 60 Fzs4 (Merck) plates and a mixture of dichloromethane:methanol
(80:20) as eluent. After the development, the spots were visualized by spraying
with 2 % anisaldehyde reagent followed by heating at 110 °C. Fractions presenting
just one spot in the TLC were submitted to nuclear magnetic resonance (NMR)
recorded in CD3;0D, on a Varian spectromer, operating at 400 MHz. The peak of
residual water was used as internal standard in '"H NMR spectra and the solvent
peak was used as internal standard in "*C NMR spectra [12]. All NMR spectra
were processed with the MestreNova software (version 6.0.2, Mestrelabs

Research S. L., Santiago de Compostela, Spain).

2.3. Fungal strains. Antifungal activity of the crude extract and fractions was
tested against Cryptococcus neoformans H99 strain and Cryptococcus gattii R265
and R272 strains. The R265 and R272 strains are representative of VGlla and
VGlIb genotypes of C. gattii, respectively, from the Vancouver outbreak and were
kindly provided by Dr Wieland Meyer from the culture collection of the Molecular

Mycology Research Laboratory, Westmead Hospital, Australia.

2.4. Antifungal susceptibility test. The minimal inhibitory concentration (MIC) of the
crude extract and isolated compounds was determined against Cryptococcus
species by the broth microdilution method, according to the Clinical and
Laboratory Standards Institute M27-A2 [13]. Dry extract or compounds were
weighted, ressuspended in distillated water, and filtered prior to use

(polyvinylidene difluoride filter, 0.22 ym pore size, Millipore). In 96-well plates,
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extract or fractions were added in serial dilutions. Plates were maintained at 37 °C
for 72 h. MIC was defined as the lowest concentration at which the yeasts did not
demonstrate visible growth. To determine the fungicide or fungistatic effect, 10 uL
of cell suspensions from wells without visible growth were spotted onto Sabouraud
plate and incubated for 3 days at 37 °C. No colony formation indicated the

fungicidal effect.

2.5. Fibroblast viability assay. Mouse fibroblasts, NIH3T3 cell line, were purchased
from American Type Culture Collection (ATCC, USA). A volume of 100 uL of a
suspension of 10° cells/mL diluted in Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM,
GIBCO, USA) supplemented with 10 % fetal bovine serum (FBS, GIBCO, USA)
was seeded in 96-well plate and incubated for 2 h at 37 °C and 5 % CO.,. Next,
different concentrations of crude extract were added to each well, to obtain final
concentrations of: 5000, 2250, 1125, 563, 280, 140, 70 and 36 ug/mL, in a final
volume of 200 pL per well. After 24 h of incubation at 37 °C and 5 % CO,, cells
were rinsed with phosphate-saline buffer (PBS) and incubated with 100 pyL of
methylthiazolyl-tetrazolium bromide (MTT) solution (1 mg/mL) for 2 h in the same
conditions. DMSO (100 yL) was added to each well and optical density was
recorded at 540 nm in a microplate reader (Spectramax, Molecular Devices,
Sunnyvale, USA). Cell viability was calculated in relation to a control without

extract.

2.6. Phenotyping assay. For capsule measurements, C. neoformans or C. gattii
were grown in YPD for 24 h at 30 °C and 150 rpm. After this time, the culture was

centrifugated and the cells were washed twice with PBS. Aliquots of 10* cells were
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incubated in RPMI-1640 medium (GIBCO, USA) with different concentrations of
crude extract, in a final volume of 500 pl in 24-well plate for 72 h at 37 °C and 5 %
CO; [14]. Cells were mixed with India ink and analyzed under an Axioskop 40
microscope (Zeiss, Germany). Images were acquired using an Axiocam MRC
digital camera (Zeiss, Germany) controlled by Axiovision v. 4.7.2 software (Zeiss,
Germany). Cell and capsule sizes were measured using ImageJ software (NIH,
http://rsb.info.nih.govV/ij/). Total cell size was defined as the diameter of the
complete cell including the capsule. Capsule size was calculated as the difference
between the diameter of the total cell and the cell body diameter, defined by the

cell wall. At least 100 cells were measured for each growth condition.

2.7. Fluorescence microscopy. Aliquots of 2 x 10* cells/mL of C. neoformans H99
were incubated in 50 mL of RPMI-1640 medium buffered to pH 7.0 with
morpholinepropanesulfonic acid (MOPS), at 37 °C and 180 rpm with or without
1126 ug/mL of crude extract. After 72 h, yeast cells were washed twice in PBS,
suspended in 4 % parafolmaldehyde and incubated for 30 min at room
temperature. Fixed cells were incubated with 0.25 pg/mL solution of 4’,6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI, SIGMA, USA) for 10 min and washed twice with
PBS before visualization. Staining with wheat germ agglutinin (WGA, Invitrogen,
USA) and calcofluor white (SIGMA, USA) was performed according to Rodrigues
et al. [15]. Cells were analyzed under an Axioskop 40 microscope (Zeiss,
Germany), with UV light emission system HBO 504c (Zeiss, Germany), using the
Filter set 02 (calcofluor white and DAPI) and Filter set 38 (WGA). Images were

acquired using an Axiocam MRC (Zeiss, Germany) as described above.
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To determine the viability of cells with morphological alterations, C.
neoformans H99 was incubated with APSCE as described above. After 72 h, cells
were washed with saline solution and stained with LIVE/DEAD Baclight kit
(Molecular Probes, USA), also commonly used to determine yeast viabilities [16,
17]. Images were acquired and processed as described above, under an Axioskop
40 microscope (Zeiss, Germany) using Filter set 15 for propidium iodide (Pl) and

Filter set 38 (SYTO 9). Images were merged using ImageJ software.

2.8. Statistical analysis. Data were analyzed by ANOVA and Tukey’s post test,

using GraphPad Prism 5 (San Diego, CA, USA).

3. Results

3.1. Determination of minimal inhibitory concentration (MIC). The MICs of A.
polyantha crude seed extract (APCSE) are described in Table 1. The best
activities were observed for C. gattii strains than C. neoformans H99. In all these

cases, at MIC values, APCSE has fungicide activity.

Table 1: Minimal inhibitory concentration (MIC) values of the A. polyantha crude

seed extract (APCSE) against Cryptococcus spp.

Species Strain MIC (ug/mL)
Cryptococcus neoformans H99 563
Cryptococcus gattii R265 70

R272 36
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3.2. Fibroblast viability in the presence of APCSE. Incubation of fibroblasts with
APCSE showed that concentrations lower than 70 pg/mL do not affect cell viability
(Fig. 1), and the MIC value identified for C. neoformans H99 reduces cell viability

around 82 %.
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Fig. 1: The effect of A. polyantha seed extract (APCSE) on the viability of NIH3T3
fibroblasts. Data are expressed as mean + standard deviation from three individual

experiments. Mean of control group was set as 100 %. ***P < 0.001.

3.3. Effect of APCSE upon fungal virulence determinant and cell morphology. We
evaluate the effect of APCSE on the capsule formation by Cryptococcus species,
a classical virulence determinant. Capsule formation by C. neoformans H99 was
inhibited by APCSE in a concentration dependent manner (Fig. 2A). APCSE also
induced diminishing of C. gattii R265 and R272 cell body size, but did not affect
capsule size (Fig. 2B and C). We observed a tendency of reduction in cell size of
C. neoformans H99, similar to C. gattii strains (Fig. 2A). However, in the highest

concentration tested (1126 ug/mL) most C. neoformans H99 cells presented
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morphological alterations. Apparently the cells have an incomplete mother-
daughter cell separation phenotype (Fig. 3A), and presented deformations with

loss of spherical form and increase in diameter mean (Fig. 2A).

Longer extensions of mother-daughter cells attached were promoted by higher
concentrations of APCSE (Fig. 3B), being observed as far of twelve cells in chain,

in presence of 1126 pyg/mL APSCE (Fig. 3A and B).
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Fig. 2: Effect of A. polyantha crude seed extract (APCSE) upon Cryptococcus
capsule formation. Graphs are presented in two columns: cell body size and
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capsule size. A) Parameters for C. neoformans H99; B) C. gattii R265; C) C. gattii

R272. ***P< 0.001.

A) Control 281 pg/mL
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Fig. 3: A. polyantha crude seed extract (APCSE) alters C. neoformans H99 cell
morphology. Cells were incubated for capsule induction in RPMI-1640 medium, at
37 °C and 5 % CO; for 72 h, and stained with India ink. A) Image of cells mixed
with India ink for visualization, the concentration of seed extract is indicated above
each image; B) One hundred cells were counted in each concentration.
Individualized cells were classified as “1”, forming chain cells were classified
according to the correspondent number of cells attached, two or more. Scale bar =

5 um, except letter A, 1126 pg/mL, where scale bar correspond to 3.33 um.

3.4. Viability of C. neoformans H99 cells with altered morphology. To evaluate
whether cells with altered morphology were viable, we perform staining with

LIVE/DEAD kit. We observed viable and non-viable cells forming chain. More than
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150 cells were observed in each treatment, and approximately 34 % of treated
cells (1126 pg/mL of APCSE) were viable. Considering cells with two or more
attachments, around 74 % were non-viable and among individual cells, around 61

% were non-viable. In the control, approximately 95 % of cells were viable.

3.5. Fluorescence microscope analyses of C. neoformans H99 cells presenting
altered morphology. To evaluate whether the alterations in cell morphology
forming chains are projections of one cell or whether all structures in the chain
have nucleus, indicating incomplete mother-daughter cell division, we performed
DAPI staining, which preferentially stains dsDNA, binding to AT sites within the
minor groove of DNA [18]. Multiples DAPI staining bodies in cells forming chain

(Fig. 4) indicating nuclear fragmentation were observed [19, 20, 21].

Bright DAPI
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Fig. 4: Fluorescence microscope analyses of C. neoformans H99 strain stained
with DAPI. Cells were cultivated in presence or absence of APCSE (1126 pg/mL)
at 37 °C and 180 rpm. After 72 h cells were fixed and stained with DAPI. Scale bar

=5pum.

To investigate whether the C. neoformans H99 cells with altered
morphology have defects in cell wall synthesis, we perform staining with calcofluor
white, a fluorescent dye which interacts with chitin, and WGA, which has affinity for
B-1,4-N-acetylglucosamine (GIcNAc) oligomers [15, 22]. No differences between
control and treated cells were observed in staining with calcofluor white (Fig. 5).
As expected for the control, WGA interacted with specific areas in the cell wall, at
opposite poles [15]. However, in treated cells forming chains, staining with WGA
was observed only in one of the ends of these chains, in the bud neck, at the

interface between the cell in the end and the next cell in the chain, (Fig. 5). Cells in

WGA

the middle of the chain did not interact with WGA.
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Fig. 5: Fluorescence microscope analyses of C. neoformans H99 strain stained
with calcofluor white (blue) and WGA (green). Cells were cultivated in the
presence or in the absence of APCSE (1126 pg/mL) at 37 °C and 180 rpm. After
72 h cells were fixed and stained with WGA and calcofluor white. Scale bar = 5

um.

3.6. Phytochemistry characterization. Three iridoids were isolated from APCSE by
chromatography. The 'H and *C NMR spectra are in accordance with those
described for plumieridine, plumieride and protoplumericin [23, 24, 25]. Chemical

structures of the iridoids are showed in Figure 6.

CO,CH; CO,CHs

L L o -
Plumieridine Plumieride Protoplumericin

Fig. 6: Chemical structure of iridoids isolated from A. polyantha crude seed extract

(APCSE).

The MIC values and minimal fungicide concentration (MFC) of plumieride
and plumieridine are described in Table 2. For plumieride, MFC values are the
double of MIC values and the best activities were obtained against C. gattii strains,
as observed for APCSE. Plumieridine presented smaller MIC values than
plumieride, but higher MFCs for C. gattii. Protoplumericin did not present

antifungal activity.
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Table 2: Minimal inhibitory concentration (MIC) values and minimal fungicide
concentration (MFC) values of plumieride and plumieridine isolated from A.

polyantha seed extract against Cryptococcus spp.

Plumieride (mg/mL) Plumieridine (mg/mL)

Species Strain
MIC MFC MIC MFC
Cryptococcus neoformans H99 1 2 0.25 0.5
Cryptococcus gattii R265 0.3 0.6 0125 1
R272 0.25 0.5 0.25 1.35

Alterations in C. neoformans H99 cell morphology were observed when
incubated with plumieride (Fig. 7A and B), indicating that plumieride is one of the
compounds in APCSE that alters cell morphology. We can observe multiple
vacuoles inside the cell (Fig. 7B), a phenotype also observed during incubation

with APCSE. This effect was not observed with plumieridine.

Fig. 7: Plumieride alters C. neoformans H99 strain cell morphology. Cells were
recuperated by centrifugation from plumieride MIC assay (563 pg/mL) and mixed
with India ink for visualization. A) Arrow indicates cell with multiple vacuoles; B)

Detail of one cell with multiple vacuoles. Scale bar = 5 ym.
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Discussion

Available antifungal drugs present mechanism of action restricted to few
targets, with limited therapeutic options, since fungi and humans share many
similarities in the cellular machinery [26]. Toxicity and development of resistance
contribute to limit their use. So, new antifungal agents may provide additional
options for the treatment of fungal infections and they may help to overcome the

limitations of current treatments without damage to host.

In this study we described antifungal activity from APCSE against
Cryptococcus species. C. gattii strains were more susceptible to APCSE than C.
neoformans, and we observed differences of MIC values between strains of C.
gattii. Differences in response to antifungal agents could be associated to genetic
variations, since differential antifungal susceptibilities have been observed not only
between C. neoformans and C. gattii, but among sorotypes of the same species,
and vary according to the drug tested [27, 28, 29]. At the MIC values for C. gattii
R265 and R272 strains, APCSE do not affect cell viability of fibroblast in the
conditions tested, which is a positive aspect for the purpose of application as

antifungal drug even being a preliminary result.

As mentioned, capsule formation by Cryptococcus is an important virulence
factor [30 - 34]. An increase in polysaccharide capsule is observed during host
infection, and mutants with decrease or defects in capsule size are attenuated in
virulence [30, 31, 32]. The capsule produces suppression of immune response,
inhibition of phagocytosis and protection for reactive oxygen species [33, 34].

APCSE inhibited capsule formation by C. neoformans, it did not inhibit capsule
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formation by C. gattii in the concentrations tested, but promoted the decreasing of
cell body size, showing that the extract alters the cell physiology. These results are
surprising since other studies have indicated that factors controlling cell size also

control capsule size [35, 36].

The nuclear fragmentation observed with DAPI staining is an indicative of
programmed cell death (PCD) [19, 20, 21]. Some drugs with antifungal properties
have been described as PCD inducers. For example, amphotericin B was
described to induce apoptotic-like cell death in C. albicans and Aspergillus
fumigatus, marked by chromatin condensation, nuclear fragmentation,
phosphatidylserine externalization and reactive oxygen accumulation [37, 38].
Differences between apoptotic machinery of yeasts and mammalian cells could be

exploited for the design of new drugs [39, 40].

Cryptococcus cell wall is a complex structure composed of polysaccharides,
proteins and lipids [41]. Besides it has been associated with maintenance of
virulence factors, such as attachment of polysaccharide capsule and retention of
melanin pigment, the cell wall has a primary structural function: it provide strength
and rigidity to the cell; but is also flexible and dynamic, characteristics that allow
morphologic changes during mating, budding, and other cellular interactions [42].
For maintenance of cell integrity, an essential constituent of cell wall is chitin, a 3-
1,4-linked polymer of GIcNAc, which is more abundant in its deacetylated form,
chitosan. In contrast to C. albicans and Saccharomyces cerevisiae that contain no
chitosan during vegetative growth, C. neoformans presents three to five times
more chitosan than chitin during vegetative growth [43]. Rodrigues et al [15],

studying the association between structures recognized by WGA in the C.

60



neoformans cell wall and capsular glucuronoxylomannan determined that WGA
recognizes GIcNAc oligomers at the interface between the capsule and the cell
wall, and that molecules recognized by WGA form a ring like structure around the
bud neck. The chitooligomers recognized by WGA may include chitin branches,
oligomers formed from chitinase-mediated hydrolysis or chitosan. The interaction
between chitooligomers and capsular components could be a mechanism involved
in capsule separation during the replication of C. neoformans [15]. We found that
WGA do not recognize C. neoformans cells forming chains treated with APCSE.
This absence of staining is in accordance with reports showing that chitosan is
necessary to complete mother-daughter cell separation [43, 44]. Tsirilakis et al [45]
reported the inhibition of C. neoformans chitinase activity by methylxanthine, the
irregular pattern of WGA staining by the cells treated with this inhibitor and also an
incomplete bud detachment. However, C. neoformans mutants for endochitinases
did not present defects in vegetative growth [46], unlike S. cerevisiae, which has a
counterbalancing of chitin synthase and chitinase activities during cytokinesis [47].
The molecular mechanisms involved in C. neoformans bud detachment and
capsule separation are not well described and molecules present in APCSE could

prove to be important tools to understand these processes.

Two iridoids presenting antifungal activity were isolated from APCSE:
plumieride and its aglycone, plumieridine. Previously, plumieridine was obtained
by enzymatic hydrolysis of plumieride [23], and was isolated from Plumeria obtusa
[48] and Allamanda neriifolia [49]. This is the first report of antifungal activity for
this compound. Plumieride and other lactone-containig iridoids have been isolated

from several species of Allamanda and Plumeria and seem to be restricted in

61



occurrence to the family Apocynaceae [50, 51]. Plumieride and plumieridine were
described as growth inhibitors of wheat seedling [52, 53]. Antidermatophytic
activity against Epidermophyton floccosum and Microsporum gypseum was
described for plumieride [54]. Additional activities for this compound, as arresting
spermatogenesis in male rats after oral administration [55], and anticancer activity
were also described [56]. The MIC and MFC values of plumieride and plumieridine
are higher than MIC values of APCSE, excepting MFC of plumieridine for C.
neoformans H99. It indicates that possibly other compounds in APCSE could
contribute to antifungal activity and/or the compounds present better activity in
association. Our results demonstrate that plumieride cause morphological
alterations in C. neoformans H99 strain. However, other compounds present in
APCSE should cause these alterations and should be involved in the antifungal

activity of the APCSE.
Conclusions

The results presented here indicate the potential antifungal activity of A.
polyantha crude seed extract, identifying two iridoids with antifungal activity
present in the extract: plumieride and plumieridine. Also, some concentrations of
crude seed extract were not toxic for fibroblastic cells, which is very interesting.
Furtheremore, compounds present in the extract, including plumieride, could be
interesting tools to understand cellular biology of C. neoformans, through the study
of morphological alterations of the cells. Future studies will aim the isolation and
characterization of other compounds with antifungal activity in A. polyantha seed

extract.
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3. Resultados Adicionais

Além dos compostos plumieridina, plumierideo e protoplumericina, foi
isolada uma mistura de plumericina e isoplumericina. As metodologias de
isolamento e identificacdo foram as mesmas descritas no manuscrito. As figuras
dos espectros de RMN de hidrogénio e carbono desses compostos constam no
apéndice da dissertagao: plumericina e isoplumericina (figuras 1 e 2), plumierideo

(figuras 3 e 4), plumieridina (figuras 5 e 6) e protoplumericina (figuras 7 e 8).

A atividade antifungica da mistura de plumericina e isoplumericina nao foi
testada por ter sido isolada em pequena quantidade e porque néao foi possivel

solubilizar a mistura em solugéo aquosa, mesmo com adigdao de DMSO.

4. Discussao

Os antifungicos utilizados atualmente apresentam mecanismos de acéao
restrito a poucas classes, sendo que nem todos podem ser utilizados para o
tratamento de infecgbes fungicas sistémicas. As restricdes aumentam ainda mais
no caso de o patégeno apresentar resisténcia a mais de um farmaco. Assim, o
aumento de casos de infecgdes fungicas associado ao aumento dos casos de
AIDS e uso de terapias imunossopressoras leva a busca por novos agentes
antifungicos. Essa € uma tarefa dificil, uma vez que o alvo do farmaco deve ser

suficientemente conservado entre as espécies fungicas, para que haja um amplo
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espectro de acao, além de ser especifico, para que nao haja reatividade cruzada

com os hospedeiros, também eucariotos (Chong et al., 2012).

Testando a atividade antifungica de APCSE observamos variagdes na
suscetibilidade entre C. neoformans e C. gattii, e entre linhagens de C. gattii.
Outros pesquisadores ja relataram essas variagbes, com menor suscetibilidade
para C. gattii do que para C. neoformans (Trilles, 2004; Khan et al., 2009), ou
menor suscetibilidade para C. neoformans do que para C. gattii (Gomez-Lopez,

2008).

Assim como observamos diferencas de suscetibilidade entre C. neoformans
e C. gattii frente a APCSE, observamos alteragbes morfologicas distintas em C.
neoformans quando incubado com APCSE. As células aparentemente possuem
divisao celular incompleta, com a célula filha permanecendo ligada a célula mae,
formando cadeias de células lineares. Esse fendtipo ndo foi observado em C.
gattii. Além disso, APCSE inibiu a formagao de capsula em C. neoformans, mas
ndao em C. gatti, e cadeias de células de C. neoformans nao reagem
uniformemente com WGA, ficando marcadas apenas as células de uma das

pontas da cadeia.

Rodrigues et al. (2008) demonstraram que WGA liga-se especificamente a
oligbmeros de quitina e que esses oligbmeros estdo associados com a parede
celular de C. neoformans e C. gattii, mas projetam-se para capsula, além de
formarem uma estrutura em forma de anel ao redor da jungdo de brotamento
entre célula-mae e filha. Os autores sugerem que os oligbmeros de quitina sejam
estruturas importantes para conexao da parede celular com componentes da

capsula e que se associem as junc¢des de brotamento nos estagios finais de
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divisdo celular, permanecendo nas cicatrizes de brotamento. Em estudo recente,
Fonseca et al. (2013) observaram que o tratamento de C. neoformans com WGA,
como uma forma de bloqueio dos oligbmeros de quitina, afeta a liberacdo de GXM
para o0 espacgo extracelular e inibe a formacdo de capsula. Porém, nao foi
observada inibicdo de formacdo de capsula em C. gattii quando tratado com
WGA. Esses dados comprovam diferengas fisiolégicas de C. neoformans e C.
gattii. Ainda que sejam necessarias mais analises sobre 0 mecanismo de agao de
APCSE, e de compostos isolados a partir do extrato, como o plumierideo, os
dados desses pesquisadores nos levam a hipdtese de que compostos presentes
no extrato inibam de alguma forma a producao de oligbmeros de quitina, ja que
nao houve reacao com WGA, e que a auséncia de oligbmeros de quitina possa ter
relagcdo com a deficiéncia na separagao das células e na produgao de capsula por
C. neoformans. Além disso, outros componentes celulares e vias metabdlicas
além da produgdo de oligbmeros de quitina podem estar envolvidos nas

alteragdes fenotipicas de C. neoformans.

Até o momento foram isolados e identificados quatro compostos, sendo que
um corresponde a uma mistura (plumericina e isoplumericina) e nao foi testado
quanto a atividade antifungica. Dentre os outros trés, plumieridina e plumierideo
apresentaram atividade antifungica, plumierideo causou alteracdo morfoldgica nas
células, ja protoplumericina n&o apresentou atividade antifungica. Durante o
processo de identificagdo desses compostos a partir dos espectros de RMN de H'
e C"™ que obtivemos, percebemos que ha divergéncias na literatura quanto a
atribuicdo dos sinais de hidrogénio e carbonos nas posi¢des 3, 10 e 7 obtidos a
partir de espectros unidimensionais, bem como da configuragdo absoluta das
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moléculas. Esses problemas ja foram apontados por outros autores, como
Malheiros et al. (1997), que determinaram a atribuicdo dos deslocamentos
quimicos de H' e C™® do plumierideo através de técnicas de RMN bidimensional.
Para atribuicdo dos sinais de H' e C'® da protoplumericina também necessitamos
de analises bidimensionais, devido a complexidade da molécula e as divergéncias

na literatura.

Varias questdes permanecem em aberto, mas este trabalho abre muitas
possibilidades de investigagdo, seja pela potencial atividade antifugica de A.
polyantha, seja pela possibilidade de utilizagdo para estudo da biologia celular de
C. neoformans, através das alteragdes morfologicas das células, e das diferengas

nas respostas de C. neoformans e C. gattii frente a APCSE.

5. Conclusoes e perspectivas

o APCSE apresenta potencial atividade antifungica, com valores mais baixos
de concentragdo inibitdria minima para as linhagens de C. gattii testados do que

para a linhagem de C. neoformans.

e Dois compostos isolados de APCSE, identificados como plumieridina e

plumierideo apresentam atividade antifungica.

e A incubacgao de fibroblastos com APCSE demonstrou que concentragdes
abaixo de 70 yg/mL nao afetam a viabilidade celular, o que é um aspecto positivo,

mesmo que preliminar.
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e APCSE inibe a formacao de capsula polissacaridica em C. neoformans
H99, e causa redugédo do tamanho do corpo celular das linhagens de C. gattii

R265 e R272, em condi¢des de cultivo indutoras de capsula.

e Compostos presentes em APCSE, incluindo plumierideo, provocam
alteragcdes morfolégicas nas células de C. neoformans H99, representando

ferramentas em potencial para estudo da biologia celular desta espécie.

e Associadas as alteragdes na morfologia celular de C. neoformans H99
provocadas por APCSE, observamos fragmentacdo nuclear, que indica morte
celular programada e auséncia de marcagao para oligbmeros de quitina, cujo

significado fisioldgico necessita ser mais bem estudado.

¢ Uma perspectiva do trabalho é a continuidade das tentativas de isolamento
de moléculas presentes no extrato bruto com atividade antifungica, e a
determinacao de seus alvos, além da avaliagdo mais aprofundada da indugéo de

morte celular programada pelo extrato.

e Outra perspectiva é a investigacdo dos mecanismos de acédo do
plumierideo e outras moléculas que venham a ser identificadas como causadoras

de alteracdes da morfologia celular.

e Pretendemos produzir um artigo cientifico com dados de RMN
bidimensional para protoplumericina e outros iridoides que venham a ser isolados
de APCSE, objetivando auxiliar os pesquisadores na identificagcdo segura desses

compostos.
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Figura 1: Espectro de RMN 'H (400 MHz) da mistura de plumericina (A) e isoplumericina (B) em CDCls.
A mistura foi isolada por cromatografia do extrato aquoso bruto de sementes de Allamanda polyantha.
Estrutura da molécula e identificagdo dos sinais foi feita de acordo com Elsasser et al. (2005).
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Figura 2: Espectro de RMN *C (101 MHz) da mistura de plumericina (A) e isoplumericina (B) em CDCls. A
mistura foi isolada por cromatografia do extrato aquoso bruto de sementes de Allamanda polyantha.
Estrutura da molécula e identificagdo dos sinais foi feita de acordo com Elsasser et al. (2005).
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Figura 8: Espectro de RMN *C (101 MHz) de protoplumericina em CDs;OD. O composto foi isolado por
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de acordo com Boros & Stermitz (1991).
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