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Resumo

O aumento de micoses invasivas e o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia
de algumas espécies de fungos, frente aos farmacos utilizados na terapia, tém sido
preocupante. O tratamento antifungico, geralmente é agressivo e o surgimento da
resisténcia antifungica acrescenta dificuldades adicionais no tratamento dessas infec¢des.
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii sdo os principais agentes etiologicos da
criptococose, e afetam principalmente pacientes imunodeprimidos. Nesse trabalho foi
realizada a caracterizacdo morfolégica e da viruléncia de trés isolados clinicos de C.
neoformans e dois isolados ambientais de C. gattii em Galleria mellonella, além da analise
do nivel de expressao dos genes MDR1 e AFR1 envolvidos no funcionamento de bomba de
efluxo, através da quantificacio relativa por PCR (polimerase chain reaction) em tempo real.
Uma vez esses genes quantificados, esses isolados foram usados na prospecc¢ao de
moléculas sintéticas para verificacdo da atividade inibitéria dos genes selecionados, apdés o
contato com as mesmas. Os isolados foram classificados como sensivel (26S), sensibilidade
intermediaria (271) e resistente (30R) da espécie neoformans e da espécie C. gattii, um foi
resistente (118R) e outro sensivel (CL), in vitro, a fluconazol. As moléculas selecionadas
para os testes foram o 4cido galico e seus derivados sintéticos, e os melhores resultados
observados foram obtidos a partir dos galatos de alquila G11, G12, G14, G15, G16 e G17,
apresentando 6tima atividade antifungica contra os isolados testados, em especial os
galatos G14, G16 e G17, obtendo 6tima atividade antifungica. O galato de n-dodecila (G16),
foi selecionado para os demais testes apresentando atividade aditiva no teste de sinergismo,
quando utilizado em associacdo com fluconazol, reduzindo os valores de CIM para o
mesmo, 0 que mostra a possivel utilizagdo da molécula ndo s6 isolada, como também
associada com este farmaco. Os resultados da expressao génica mostraram que a
expressao tanto do gene MDR1 quanto o gene AFR1 foram inibidos apés tratamento com o
com o galato de n-dodecila, o que torna essa molécula promissora também para a utilizagéo
com finalidade de inibicdo da atividade de bombas de efluxo. Com os ensaios de viruléncia
em G. mellonella, foi possivel observar que ha diferenca na viruléncia entre os isolados
clinicos sequenciais de C. neoformans, onde 26S se mostrou mais virulento quando
comparado com o isolado 30R, e os isolados ambientais de C. gattii se mostraram menos
virulentos, independente da sensibilidade ao fluconazol. Foi observado também que as
células dos isolados sensiveis ao fluconazol de C. gattii aumentaram significativamente de
tamanho apds infecgdo em G. mellonella, quando comparados com o isolado sensivel.
Assim, a partir desses resultados foi possivel verificar que a resisténcia adquirida por esses
isolados foi inversamente proporcional a viruléncia e que o galato de n-dodecila foi eficaz na

inibicdo dos genes envolvidos em bomba de efluxo.



Abstract

The increase of invasive mycoses and the development of antifungal resistance by some
fungi species have been worrying. The antifungal treatment is usually aggressive and
inefficient, and the emergence of antifungal resistance increases the difficulties in treating
these fungi infections.Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii are the main etiologic
agents of cryptococcosis andespecially affect immunocompromised patients. In this work the
Galleria mellonella, was used to perform the morphologic characterization as well as
determine the virulence of three sequential clinical isolates of C. neoformansand twoisolates
environmental of C. gattii. In addition, was held the analysis of genes expressions (MDR1,
ERG11 and AFR1), that are involved in efflux pumps and ergosterol synthesis, by real time
PCR (polimerase chain reaction) assay. After these characterizations the isolates were used
in the prospecting of synthetic molecules to verify the inhibitory activity of selected genes.
After incubation in vitro with fluconazole the C.neoformans isolates were classified as
sensitive (26S), intermediate sensitivity (271) and resistant (30R), and the C. gattiiisolates
were resistant (118R) and the other sensitive (LC). The galic acid molecules and their
synthetic derivatives were tests against C.neoformans and C. gattii isolates.The best results
were obtained from alkyl gallates G11, G12, G14, G15, G16 and G17 which shows a great
antifungal activity, especially G14, G16 e G17. The gallate n-dodecyl (G16), was select to
others tests once presented additive activity in synergism test with fluconazole, decreasing
the MIC values. The gene expression assay shows that both isolates expressed MDR1 and
AFR1 (encoding efflux pumps), and the G16 was capable to inhibit these genes which makes
this molecule promising for inhibiting efflux. With virulence assays using the G. mellonella
was possible observed that has a difference between the sequential clinical isolates of C.
neoformans, and the 26S shows be more virulent when compared to 30R isolate. The
environmental isolates were lesser virulent, independent of them sensibility to fluconazole.
Other important observation was that C. gattii isolates cells sensitive to fluconazole
increased their size after infection to G. mellonella. Thus, from these results it was verified

that the resistance acquired by these strains was inversely related to virulence.



1. Introducgao

Nos ultimos anos, o aumento da populacdo imunossuprimida foi correlacionado ao
aumento da incidéncia de infec¢des fungicas sistémicas, incluindo a criptococose (Perfect,
2014). E estimado, que globalmente, haja cerca de um milhdo de casos de meningite
criptococécia por ano, e a maioria dos casos esta relacionada a pacientes com Sindrome de
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), sendo 80% desses casos na Africa (Park et al., 2009).
Apesar do aumento ao acesso a terapia antiretroviral, a incidéncia e mortalidade por
criptococose meningocefalite ainda é alta, e frequentemente o diagndstico da SIDA é muitas
vezes em conjunto com o diagnéstico de criptococose (Meya et al., 2010; Sabiiti e May,
2012). Além disso, a incidéncia de criptococose meningocefalite ndo associada a SIDA é
crescente no noroeste da América do Norte e no extremo leste da Asia, causada por cepas
hipervirulentas de Cryptococcus gattii e Cryptococcus neoformans, respectivamente (Chau
et al., 2010). Outros fatores de risco tém surgido nos ultimos anos. Qualquer individuo que
esteja sujeito a terapia imunossupressora ou quimioterapica esta em risco de doenca
criptocécica, uma vez que essa micose € a terceira infecgao fungica constatada em

pacientes transplantados (Singh et al., 2008; Singh, Forrest e Practice, 2009).

Cryptococcus neorformans e Cryptococcus gattii sdo os principais agentes etioldgicos
da criptococose, porém outras espécies de Cryptococcus, as quais sdo classicamente
consideradas nao patogénicas, como Cryptococcus albidus, Cryptococcus laurentii, entre
outras, estdo emergindo como patégenos oportunistas ao longo dos anos(Bernal-Martinez et
al., 2010; Cleveland, Gelfand e Rao, 2013).

Essas leveduras fazem parte do Phylum Basidiomiceto, sdo capsuladas e a infec¢ao
se da através da inalacdo das formas infectantes da levedura, os basidiésporos, os quais
sédo encontrados no meio ambiente (Martinez e Casadevall, 2006; Chaturvedi e Chaturvedi,
2011; Negroni, 2012). Em decorréncia da infecgdo, as manifestagbes, geralmente, ocorrem
na forma pulmonar e cerebral, muitas vezes causando o estado mais severo da doenca,
meningocefalite (Chau et al.,, 2010; Kessler, Al Kharrat e Kourtis, 2010; Chaturvedi e
Chaturvedi, 2011; Negroni, 2012).

As leveduras colonizam, primeiramente, o tecido alveolar, caracterizando a infeccao
pulmonar como infecgdo primaria da criptococose, a qual pode se desenvolver em forma
aguda, subaguda ou cronica (Stie e Fox, 2012). Nos tecidos pulmonares, a doenga pode
permanecer em estagio de laténcia por anos, ou manifestar-se por meio de sinais e
sintomas bem variaveis, desde forma assintomatica ou desenvolver pneumonia grave e
insuficiéncia respiratéria (Brizendine, Baddley e Pappas, 2011). Em individuos saudaveis, a

infecgado é efetivamente combatida pela resposta imunoldgica pré-inflamatéria de células-T,
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porém em pacientes imunodeprimidos, a levedura se difunde facilmente por via
hematogénica, colonizando varios érgaos, sendo seu principal sitio de infecgdo, o sistema
nervoso central (SNC) (Stie e Fox, 2012). Infeccdes no SNC acometem mais de 70% dos
casos de criptococose em pacientes com SIDA e essa alta incidéncia pode ser explicada
pelo tropismo que a levedura apresenta pelo SNC e pela capacidade de atravessar a
barreira hematoencefalica (Kwon-Chung, Polacheck e Popkin, 1982). No SNC, a levedura
pode acometer as meninges e se disseminar através do liquido cefalorraquidiano (LCR)
causando manifestagdes, principalmente na forma de meningite; pode também causar
lesbes na massa encefdlica levando a um quadro de encefalite e meningoencefalite, ou

ainda, pode desenvolver abscesso (cripotococomas) (Kwon-Chung et al., 2000).

Baseada na reagao imunoldgica polissacaridica da capsula € possivel classificar as
espécies C. neoformans e C. gattii em quatro sorotipos: A, B, C e D, sendo sorotipos Ae D
C. neoformans var. grubii e C. neoformans var. neoformans, respectivamente, e C. gattii
classificados como sorotipos B e C. Além do sorotipo hibrido, AD, de C. neoformans
(Boekhout et al., 1997; Franzot, Salkin e Casadevall, 1999; Springer e Chaturvedi, 2010). J3,
sobre os tipos moleculares a espécie C. neoformans pode ser agrupada em AFLP1/VNI e
AFLP1A/VNII (sorotipo A), AFLP3/VNIII (Sorotipo AD) e AFLP2/VNIV (sorotipo D), e C. gattii
AFLP1/VGI, AFLP6/VGII, AFLP5/VGIII e AFLP7/AFLP10/VGIV (sorotipos B e C) (Meyer et
al., 2009; Favalessa et al., 2014). Porém, recentemente, o tipo molecular VGII tem sido
subdividido em VGlla, VGIlIb e VGllc, de acordo com as diferencas polimérficas encontradas
e devido adiferenca na sensibilidade a antifungicos como anfotericina B (AmB), 5 flucitosina
(5FC) e fluconazol (FLU) (Byrnes et al., 2009; Byrnes et al., 2010; Chowdhary et al., 2011;
Espinel-Ingroff, Aller, et al., 2012; Espinel-Ingroff, Chowdhary, et al., 2012).

C. neoformans possui distribuicdo universal e esta relacionado a pacientes
imunodeprimidos sendo uma das principais causas de morbidade e mortalidade nesses
individuos (Li e Mody, 2010). Cryptococcus gattii, tradicionalmente, € associado a individuos
imunocompetentes, mas pacientes imunodeprimidos também estdo em risco de infecgao
(Jobbins et al., 2010; Harris et al., 2011). Cryptococcus gattii prevalece em regides com
climas tropicais e subtropicais, porém tem sido associado a surtos em humanos e animais,
sendo isolado em paises de clima temperado, o que demonstra que o fungo pode se
adaptar a novos ambientes anteriormente desconhecidos (Kidd et al., 2004; Byrnes e
Heitman, 2009; Hagen et al., 2012).

Por muitos anos, C. neoformans tém sido isolado de habitats de pombos em areas
urbanas, enquanto que C. gattii permaneceu desconhecido (Anzai et al., 2014). Depois do

primeiro isolamento de C. gattii em detritos de Eucalyptus camaldulensis por Ellis e Pfeiffer
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(1990), acreditava-se que o seu habitat natural seria distinto de C. neoformans. Porém, apés
o surto ocorrido na ilha de Vancouver, Canada, em 2004, essa suposicdo vem sendo
revisada, pois C. gattii tém sido isolado a partir de amostras de diferentes espécies de
arvores, solo, ar e até mesmo de agua (Kidd et al., 2004; Galanis et al., 2010; Springer e
Chaturvedi, 2010).

No Brasil, criptococose causada pela espécie neoformans, ocorre em todas as regides
do pais. No entanto, C. gattii atua, predominantemente, como patdégeno primario,
acometendo individuos sadios, no Norte e no Nordeste, sendo esporadicos os casos nas

regides Sul e Sudeste (Severo et al., 2009; Mora et al., 2010; Pinto Junior et al., 2010).

Martins et al., (2011) avaliaram 63 casos de meningite criptocdcica na regiao do Piaui
e Maranhao, e foi verificada a propagacgado da infecgdo por C. gattii no norte do Brasil,
mostrando que a distribuicdo geografica da espécie gattii € muito mais ampla do que o

relatado na literatura (Gullo et al., 2013).

Recentemente, Falessa et al.,(2014) indentificaram 27 isolados clinicos obtidos de 27
pacientes diagnosticados com criptococose admitidos no Hospital Universitario de Cuiaba,
Mato Grosso. Nesse trabalho foram identificados, dos 27 pacientes, 14 eram de individuos
infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), e desses, 13 isolados eram C.
neoformans VNI e um isolado de C. gattii VGII. Havia 13 pacientes que eram HIV negativo, e
desses, 10 isolados eram C. gattii e trés C. neoformans. Mostrando mais uma vez que a
espécie C. neoformans foi mais prevalente em individuos imunocomprometidos e a espécie
C. gattii em pacientes sadios, corroborando os dados ja encontrados na literatura, e também

demonstrando que C. gattii vem sendo encontrado no centro-oeste brasileiro.

Em varios lugares na cidade de Araraquara, Sdo Paulo, através de um estudo
realizado por Teodoro, et al., (2013), foi verificado a presenga de Cryptococcus spp.. Foi
analisado um total de 87 amostras ambientais e 66,6% (58) foram positivas para o género
Cryptococcus. Dos 58 isolados analisados, 3,5% (2) foram identificados como C. ater, 1,7%
(1) C. laurentii, 1,7% (1) C. luteolus, 5,2% (3) C. gattii, 17,2% (10) como C. neoformans e
70,7% (41) como Cryptococcus spp; Dos pontos de coleta com amostras positivas, 10,3%
(6) foram escolas; 10,3% (6) foram parques, pragas ou ruas; 24,2% (14) eram barracos
abandonados; e 55,2% (32) eram hospitais ou nas proximidades de hospitais e nenhum
isolado se demonstrou com sensibilidade reduzida as drogas AmB, FLU, itraconazol (ITZ) e

voriconazol (VCR).

O aumento de micoses invasivas e o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia

de algumas espécies de fungos, frente as drogas utilizadas na terapia, tém sido
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preocupante, uma vez que o tratamento antifungico, geralmente é agressivo, téxico e pode
ser ineficiente (Spinello, 2013). O flucozanol, permacene ainda, como um importante agente
para tratamento de Candida spp. e outras leveduras, porém a introducdo de outros agentes,
como os triazois (pozaconazol e voriconazol) e as equinocandinas (anidulafungina,
caspofungina, e micafungina) aumentou as opg¢des de tratamento das infecgbes fungicas
invasivas (IFl). Embora a deteccao da resisténcia fungica a esses agentes seja dificil, tanto
o0 aumento de infecgbes fungicas por isolados resistentes, tanto por alteracdo nos pontos de
corte de alguns isolados a agentes ja conhecidos, tém sido relatados em pacientes com

exposigao a terapias de longo prazo (Fera, La Camera e De Sarro, 2009; Wilke, 2011).

Atualmente, os testes de susceptibilidade in vitro aos antifungicos sdo essenciais para
a gestao do paciente e para determinacao de cepas resistentes as drogas utilizadas. Porém,
embora os ensaios de determinagdo da concentragc&o inibitéria minima (CIM) fornegam
informacoes indispensaveis para determinagao da sensibilidadendo é possivel saber como o
patdgeno ird responder ao tratamento e ndo sdo precisos em relagcado a resposta in vivo
(Cowen, 2001; Cowen, Kohn e Anderson, 2001). Entretanto a resisténcia aos antifungicos in
vitro nem sempre se correlaciona com a resisténcia clinica. A resisténcia in vitro pode ser
classificada em primaria ou intrinseca, quando o fungo é resistente sem prévio contato com
o antifungico, ou secundaria/adquirida quando existe exposicdo ao antifungico. Ja a
resisténcia clinica é a falta de resposta do paciente infectado quando em tratamento
antifungico. Os melhores resultados de correlacdo in vitro — clinica, € encontrada em
pacientes HIV positivos com candidiase orofaringea devido aos pontos de cortes ja
estabelecidos (Pappas et al., 2004; Rogers, 2006; Rodriguez-Tudela et al., 2008).

Definicao de resisténcia antifungica em C. neoformans, nos laboratérios, € dificil
devido a auséncia de interpretagdodos pontos de corte para esse fungo (Govender et al.,
2011). Tanto o documento M27-A3 (2008) - Método de Referéncia para Testes de Diluigao
em Caldo para Determinagado da Sensibilidade de Leveduras a Terapia Antifungica: Norma
aprovada - do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), quanto o EUCAST
European Committee Antimicrobial Susceptibility Testing ndo possuem padronizados pontos
de cortes para FLZ ou outro agente antifungico para C.neoformans (Cheong e Mccormack,
2013). Dessa forma, melhorias na capacidade desses métodos de susceptibilidade
antifungica para determinar padrbes de resisténcia emergentes, juntamente com a
caracterizacdo molecular dos mecanismos desenvolvidos pelos fungos, fornecem
informacdes indispensaveis para otimizacdo e eficacia da terapia antifungica (Cuenca-
Estrella e Rodriguez-Tudela, 2010; Pfaller e Diekema, 2010; Pfaller, 2012).
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Existem quatro classes de antimicéticos utilizados atualmente. Os polienos, 5FC, os
azois e as equinocandinas. Dentre os polienos, 0 mais importante membro desta classe é
AmB, principalmente contra infec¢des fungicas sistémicas devido a baixa ocorréncia de
resisténcia adquirida ou intrinsica para este farmaco, e também devido a sua ampla gama
de atividade. No entanto, a administracdo desta & acompanhada por diversos efeitos
colaterais, principalmente em nivel dos rins e do figado (Ellis, 2002; Barrett et al., 2003).
5FC é um inibidor de acidos nucleicos e possui um amplo espectro de atividade, sendo ativa
contra Candida e Cryptococcus sp. (Stiller et al., 1983). Na pratica clinica, frequentemente, a
utilizagdo deste agente terapéutico € realizada em combinagdo com outro antifungico, como
a anfotericina B. No entanto, a toxicidade elevada da anfotericina B e 0 aumento adicional
dos efeitos adversos de 5FC, podem levar a combinagao terapéutica desta, com azodis
(Bennett et al., 1979; Patel, 1998; Perfect et al., 2010)Mesmo quando o tratamento com
anfotericina B e 5FCé disponivel, a mortalidade esta entre 15-30%, e essa porcentagem é
ainda maior em paises de baixa renda, onde esses antifungicos nao sao
acessiveis(Lortholary, 2007); (Sabiiti e May, 2012).Sdo utilizados também os azdis
(fluconazol, cetoconazol, itraconazol) que afetam a sintese de ergosterol, inibindo a enzima
lanosterol 14C desmetilase codificada pelo gene ERG11 e as equinocandinas
(caspofungina, anifulafungina, micafungina) que afetam a sintese da parede celular do fungo
por inibicdo da B-1,3 D-glucana sintase (White, Marr e Bowden, 1998; Morschhauser, 2010).
As equinocandinas sao utilizadas contra infec¢des por Candida sp. e Aspergillus sp., mas

nao sao eficientes contra Cryptococcus sp.(Perlin, 2007).

A estratégia de tratamento antifungico ideal para pacientes com criptococose
permanece em questao, apesar das orientacbes da Sociedade Americana de Doencgas
Infecciosas (Infectious Diseases Society of America-IDSA) de 2010m(Perfect et al., 2010;
Bratton et al., 2013), o tratamento da meningoencefalite criptococica € baseado em um
pequeno numero de ensaios clinicos, mas a maioria dos estudos recentes tem sido nas
areas de recursos limitados e podem nao refletir a situagdo com antifungicos mais recentes
em ambientes médicos avancados (Jackson e Hosseinipour, 2010; Warkentien e Crum-
Cianflone, 2010). Sem tratamento a criptococose é fatal e mesmo quando o tratamento esta
disponivel, 20% a 60% dos doentes na Africa morrem da doenca, e muitos individuos

desenvolvem doencas recorrentes (Jarvis, Meintjes e Harrison, 2010).

De acordo com as orientacbes da Sociedade Americana de Doencas Infecciosas
(Perfect et al., 2010), existe discussdo da terapia utilizada para meningocefalite
criptococécica em trés grupos de risco: (1) individuos com SIDA; (2) transplantados e (3)
individuos nao infectados pelo HIV e nao transplantados, havendo ainda, recomendacoes

especificas para outras populagdes de risco exclusivo, como criangas, mulheres gravidas,
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pessoas em ambientes de recursos limitados, e aqueles com infecgdo por Cryptococcus
gattii. Assim, trés principios importantes foram adotados para a escolha e manutencéo da
terapia: (1) recorrer aos farmacos fungicidas, AmB ou 5FC, como terapia de ataque, seguido
por regimes de supressao com FLZ; (2) a importancia do diagndstico precoce e tratamento
do aumento da pressao intracraniana; e (3) o uso de formacgdes lipidicas de AmB em

pacientes com insuficiéncia renal.

Resisténcia antifungica, desenvolvida pelos fungos, também é uma dificuldade para o
mantenimento da terapia. Mecanismos de resisténcia descritos a AmB sdo raros e podem
estar associados com alteracdo na composi¢cado do ergosterol da membrana fungica, a qual
pode ser mediada pelo aumento da atividade da catalase ou defeitos na biossintese de
ergosterol (Joseph-Horne et al., 1996; Rodriguez-Tudela e Martinez-Suarez, 1997; Peman,
Canton e Espinel-Ingroff, 2009; Mesa-Arango et al., 2014). Ja para FLZ, ha diversos relatos
do desenvolvimento de mecanismos de resisténcia por alguns fungos patogénicos,
principalmente Candida sp., seja por falha terapéutica ou de forma intrinseca (Rex et al.,
1995; Sanglard et al., 1997; Minea et al., 2014).

Castanheira et al., (2014) realizaram um estudo de sensibilidade com 1717 isolados de
fungos frente a nove agentes antifungicos utilizando os documentos de Método de
Referéncia para Testes de Diluicaio em Caldo para Determinacdo da Sensibilidade de
Leveduras e Fungos Filamentosos a Terapia Antifungica do CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute). Dos 1717 isolados, 1487 foram identificados como Candida spp., 109
Aspergillus spp., e 86 como leveduras, onde 52 isolados eram C. neoformans e o restante
identificados como diferentes espécies. Apds 0s ensaios, resisténcia as equiconocandinas
entre os isolados de Candida spp. foi baixa. Ja resisténcia em Candida glabrata foi
constatada em isolados com mutagdes no gene fks, sendo esses também resistentes a FLZ.
Candida tropicalis e C. glabrata demonstraram altas taxas de resisténcia a FLZ, com 6,1% e
6,9%, respectivamente. Voriconazol foi ativo contra todas as espécies de Candida, inibindo
de 91% a 99,7% dos isolados. Frente aos isolados de Aspergillus spp.,as equinocandinas
foram ativas, e para os isolados de C. neoformans todos os agentes antifungicos, com

excecao das equinocandinas e posaconazol, foram eficientes.

A resisténcia desenvolvida pelos microrganismos é baseada, principalmente, em
quatro mecanismos principais: (a) redugao do acumulo do antifingico no interior da célula
fungica, (b) diminuigéo da afinidade do agente terapéutico com o seu alvo, (c) utilizagédo de
vias compensatorias, e (d) formacao de estruturas multicelulares, os biofilmes (Sanglard,
Coste e Ferrari, 2009; Vandeputte, Ferrari e Coste, 2012).
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Em C. neoformans, o relato de cepas resistentes a FLZ, tem sido estudado, e o
surgimento de isolados clinicos resistentes ocorre, frequentemente, em pacientes com
AIDS, durante a terapia de manutencdo com azodlicos (Armengou et al., 1996;
Venkateswarlu et al., 1997; Berg, Clancy e Nguyen, 1998; Rodero et al., 2003; Andrade-
Silva et al., 2013; Van Wyk et al., 2014). Alguns trabalhos ja verificaram que a resisténcia
aos azois, em C. neoformans, pode estar associada a alteracdes na enzima lanosterol 14C

desmetilase, codificada pelo gene ERG11(Venkateswarlu et al., 1997; Rodero et al., 2003).

Um estudo realizado por Andrade-Silva et al., (2013), em Uberaba, Minas Gerais,
Brasil, o perfil de resisténcia de 176 isolados de C. neoformans e C. gattii foi analisado,
sendo 95 isolados clinicos e 81 ambientais. Dentre esses, oito isolados clinicos eram C.
gattii. Foi possivel observar que 10,5% dos isolados clinicos de C. neoformans foram
resistentes a anfotericina B (AmB) e 6,2% dos isolados ambientais foram resistentes ao
fluconazol (FLZ). Os valores de corte para os isolados ambientais e clinicos foram de 64 e
16ug/mLa FLZ e 1 e 2ug/mLa AmB, respectivamente. Todos os isolados de C. gattii
apresentaram alta sensibilidade a maioria dos medicamentos avaliados. Os isolados clinicos
apresentaram menor susceptibilidade a AmB e itraconazol (ITZ), quando comparados com
os isolados ambientais, enquanto os ultimos apresentaram menor susceptibilidade para FLZ,

voriconazol (VCR), e cetoconazol (CTZ).

Resisténcia mediada por alteragbes no gene ERG11 tem sido amplamente
documentado em C. albicans nos ultimos anos. Utilizando diferentes abordagens, as
mutagdes F72L, F145L, G464S, Y132F, R467K, S405 e L321F pertencentes a sequéncia da
lanosterol 14C desmetilase, foram correlacionadas a resisténcia aos azélicos. (Sanglard,
Ischer, Koymans, et al., 1998; Asai et al., 1999; Favre, Didmon e Ryder, 1999; Kelly, Lamb e
Kelly, 1999; Kelly et al., 1999; Kudo et al, 2005; Oliveira Carvalho et al.,
2013)Recentemente, através de um estudo com isolados de C. glabrata, foi constatado
algumas alteragbes no gene fks (F659Y,F659del, S663F, S663P) que podem ser
responsaveis pela resisténcia as equinocandinas nesses isolados (Castanheira et al., 2014).
A superexpressao de genes, principalmente o ERG11, também ja foi descrita como um dos
mecanismos que podem estar envolvidos na resisténcia aos azois em C. albicans, embora
estemuitas vezes, aja em conjunto com outras alteracbes que diminuem a sensibilidade
(White, Marr e Bowden, 1998; Cowen et al., 2000).

A resisténcia em fungos também pode estar relacionada a superexpressao de genes
transportadores envolvidos no efluxo de compostos, os transportadores da familia ABC
(ATP-Binding Cassette) e os transportadores MSF (Major Superfamily Facilitator)(Sanglard,

Coste e Ferrari, 2009). Em C. albicans, o gene CaMDR1 pertence aos transportadores MSF
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€ a super expressao desse gene confere, geralmente, resisténcia a FLZ (Fling et al., 1991;
Sanglard et al., 1995). Quando MDR1 foi deletado, observou-se que a sensibilidade dos
mutantes de C. albicans aumentou frente a varias drogas (Goldway et al., 1995), exibindo
diminuicdo da sensibilidade aos farmacos relevantes como FLZ e voriconazol (VCR), mas
nao a outros azodis como cetoconazol (CTZ) e itraconazol (ITZ) quando expressados em
Saccharomyces cerevisiae (Sanglard et al., 1995; Niimi et al., 2006; Wakie¢ et al., 2007,
Morschhauser, 2010).

A superexpressao dos genes Cdr1 e Cdr2, genes homdlogos aos transportadores ABC
em C. albicans, s&do responsaveis pela resisténcia em alguns isolados clinicos recuperados
de pacientes com longas terapias antifungicas (Sanglard, Coste e Ferrari, 2009). Outros
estudos demonstraram que mutantes homozigotos de C. albicans, com dele¢cdo de CDR1
foram sensiveis aos azodlicos, enquanto mutantes que foram submetidos a delegao
homozigética de CDR2 n&o foram susceptiveis aos azéis (Sanglard et al., 1996; 1997). No
entanto, a combinacdo de ambas as delecbes, CDR1 e CDR2, resultou num aumento da
sensibilidade em comparacdo com a eliminagcdo somente de CDR1, sugerindo que CDR2
contribui para a resisténcia aos azois (Sanglard et al., 1997; Shapiro, Robbins e Cowen,
2011).

Em C. neoformans, dois transportadores ABC ja foram experimentalmente
caracterizados, CneMDR1 e AFR1 (Thornewell, Peery e Skatrud, 1997; Posteraro et al.,
2003) AFR1 é um transportador que esta sendo bem caracterizado nesse fungo(Shapiro,
Robbins e Cowen, 2011). Em Cryptococcus sp. também ja foi descrito que ha um padrao de
resposta celular aos azo6is diferente, denominado heteroresisténcia. Esse fendbmeno é
caracterizado por surgirem subpopulagdes resistentes a FLZ, a partir de uma cepa sensivel.
Essas subpopulacbes se adaptam a concentragbes superiores a CIM e sdo capazes de
reverterem a sensibilidade apds serem cultivadas, repetidamente, em meios livres do
farmaco (Sionov et al.,, 2009). Em um estudo realizado com 130 amostras de isolados
clinicos e ambientais de C. neoformans, recuperados antes do ano de 1979, observou que
todos os isolados apresentaram heteroresisténcia, confirmando que esse fendmeno nao
esta associado a terapia (Sionov et al., 2009). Heteroresisténcia em C. neoformans, pode
estar relacionada a duplicagcdo cromossdmica, uma vez que foi observado que ambos os
sorotipos, A e D, apresentaram duplicagcdo cromossémica em resposta a pressao de FLZ.
Aqueles isolados que demonstraram adaptacdo a concentragées mais elevadas do que a
CIM encontrada, apresentaram duplicagcdo no cromossomo 1, € ao passo que pressao
seletiva do agente terapéutico era aumentada, induzia duplicagdes em outros cromossomos.
Apds a remocao do farmaco, os isolados retornaram ao nivel de susceptibilidade inicial,

perdendo também a dissomia cromossbmica (Sionov et al., 2010). Dessa forma, esse
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mecanismo de adaptacao pode contribuir para falhas terapéuticas em pacientes em terapia
com FLZ (Mondon et al., 1999). Em estudos posteriores, também foi verificado, que isolados
clinicos e ambientais de C. gattii, também apresentaram o fendtipo da heteroresisténcia, e
que esse fendmeno pode estar relacionado ao aumento da viruléncia (Varma e Kwon-
Chung, 2010).

Devido ao tratamento continuo e muitas vezes ineficiente de algumas infecgbes
fungicas oportunistas, a caracterizagao de novos alvos nos fungos e a modelagem de novas
drogas pode oferecer além de viabilidade socio-econémica, tecnolégica e industrial,
tratamento apropriado e eficiente baseado na melhor especificidade da atividade de novas
moléculas, principalmente nos casos de emergéncia de cepas resistentes (Martinez-Rossi,
Peres e Rossi, 2008).Criptococose continua a ser uma questao de gestao dificil, com pouco
desenvolvimento de medicamentos novos ou estudos definitivos recentes (Perfect et al.,
2010).

Através de diversos estudos, compostos fendlicos, tais como o acido galico (acido
3,4,5-triidroxi-benzdico) e seus derivados (esteres), j& se mostram promissores por conter
diversas atividades bioldgicas. Essas moléculas, também conhecidas como galatos, ja sdo
amplamente utilizados como antioxidantes pelas industrias farmacéuticas e alimenticias
(Kubo, Fujita e Nihei, 2002; Kubo et al., 2002). E, além disso, ja foram descritas outras
atividades biolégicas importantes para este grupo de moléculas, principalmente mecanismos
anticancerigenos, por obter seletividade citotoxica potente a varias linhagens de células
tumorais (Fiuza et al., 2004; Kitagawa, Nabekura, Takahashi, et al., 2005; Savi et al., 2005;
Veluri et al., 2006; Frey et al., 2007), bem como antibacterianos e propriedades antifungicas
(Fujita e Kubo, 2002; Kubo et al., 2003; Stapleton et al., 2004; Leal et al., 2009; Silva., 2012;
Silva et al., 2013; Ito et al., 2014). Atividades anti-HSV-1 e anti-HIV-1, também ja foram
demonstradas em estudos realizados com &acido galico e seus derivados (Kratz et al., 2008;
Modi et al., 2013).

As diferengcas na viruléncia, e na susceptibiidade de algumas cepas a certos
antifungicos, podem estar relacionadas aos diferentes tipos moleculares. Alguns estudos ja
demonstram que, além dos oito tipos moleculares principais identificados a partir de técnicas
moleculares (C. neoformans, VNI, VNII, VNIII, VNIV, e C. gattii, VGI, VGII, VGIII e VGIV),
VGIl tem tido maior interesse por diversos autores nos Uultimos anos, devido ao
aparecimento dos subtipos, VGlla, VGIIb e VGlic (Kidd et al., 2004; Bovers, Hagen e
Boekhout, 2008; Byrnes et al., 2010); (Hagen et al., 2010);(Chong et al., 2010),(Espinel-
Ingroff, Aller, et al., 2012), sendo constatado que através desses estudos que ha maior

influéncia na susceptibilidade a FLZ dependendo do tipo molecular.
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Recentes estudos epidemioldgicos também constataram que, leveduras isoladas de
diferentes regides geograficas (Africa, Oriente Médio, Asia-Pacifico e algumas regiées da
Ameérica Latina) demonstraram sensibilidade alterada para FLZ. Diferente do encontrado em
isolados da Europa e da América do Norte. Dentre os isolados utilizados nesse estudo, a

levedura mais comum foi C. neoformans, com 32,9% (Pfaller et al., 2009).

A capsula polissacaridica esta entre os principais fatores de viruléncia que as
leveduras do género Cryptococcus apresentam. Esta capsula protege as células dos
processos fagociticos, sendo crucial para o desenvolvimento da doencga, interferindo na
funcdo das células-T (Feldmesser et al., 2000; Rodrigues e Nimrichter, 2012). E definida
como um complexo superficial de redes compostos por manoproteinas (MPs),
glucuronoxilomanana (GXM) e glucuronoxilomanogalactana (GXM Gal), apresentando, cada
componente uma agao imunoldgica, por exemplo, a GXM atua como um importante
modulador imunolégico, por inibir diretamente a proliferacdo de células-T; a GXM Gal
apresenta a capacidade de indugao de apoptose de células-T humanas, inibindo a
imunidade mediada por células e também a apoptose em macréfagos; MPs séo
imunogénicas e induzem a acumulacao de TNFae outras citocinas, IL-12, IL-6, IL-10, IFN-ye
IL-8 em mondcitos (Martinez e Casadevall, 2005; Li e Mody, 2010; Cordero et al., 2011;
Rodrigues e Nimrichter, 2012; Vecchiarelli e Monari, 2012). Dessa forma, o polissacarideo
capsular contribui para a viruléncia através de multiplos efeitos deletérios sobre a resposta
imunoldgica, que por sua vez facilita a propagacao de fungos nos tecidos podendo levar o

hospedeiro a morte (Zaragoza et al., 2009).

Varias propriedades relacionadas com a viruléncia foram atribuidasa GXM
criptococécica. A primeira evidéncia foi descrita por Bulmer, et al., (1967), onde avaliaram o
comportamento de cepas capsuladas e acapsuladas em camundongos e como resposta
observaram que as cepas acapsuladas apresentaram-se como cepas avirulentas. Estes

resultados foram posteriormente confirmados por Fromtling, et al., (1982).

Outros fatores de viruléncia descritos sao a deposicdo de melanina na parede celular,
a qual estad diretamente relacionada com a patogenicidade da levedura. A melanina,
formada a partir de L-Dopa, presursor comum das catecolaminas (dopamina, adrenalina e
noradrenalina) do SNC do hospedeiro, e por consequéncia, a presenga destas € um dos
provaveis mecanismos responsaveis pelo neurotropismo da levedura (Nosanchuk e
Casadevall, 2003). Além disso, ha outros fatores como a melanina que confere protegcao
contra fagocitose e morte oxidativa por macrofagos; o crescimento a 37°C, sendo
termotolerantes a temperatura corpérea dos mamiferos; e enzimas extracelulares, como as

lacases, que mediam a formagéao de melanina, a fosfolipase B, que regula a integridade da
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parede celular e contribui para invasao do fungo no hospedeiro e a urease, que catalisa a
hidrélise de uréia para aménia e carbamato facilitando a invasdo do fungo no sistema
nervoso central (Casadevall e Pirofski, 1999; 2003; Kronstad et al., 2011).

Adaptacao de fungos patogénicos ao hospedeiro € a chave para a compreensao das
doencgas causadas por estes microrganismos. Durante a infecgcéo, respostas adaptativas sao
acionadas para evadir a resposta imune e sobreviver no hospedeiro(Zaragoza, 2011).Essas
mudancas morfolégicas sdo importantes para o curso da infeccdo, e fornece ao fungo
mecanismos para alcangar novos ambientes nutricionais, evadir a resposta imune do

hospedeiro, e se disseminar através do organismo (Zaragoza, 2011).

Em diversos estudos em viruléncia, e para avaliacdo da eficacia de antifungicos em
diversos fungos, sao utilizados modelos murinos (Okawa, Miyauchi e Kobayashi, 2008). Ao
longo dos ultimos anos, tem havido um interesse particular no desenvolvimento de modelos
alternativos para estudar a viruléncia microbiana (Mylonakis e Aballay, 2005; Chrisman et
al., 2011; Muhammed et al., 2012). Galleria mellonella € uma Lepidoptera que tem sido
empregada com sucesso como modelo para estudar a viruléncia de fungos patogénicos,
como Cryptococcus neoformanse Cryptococcus gattii (Mylonakis et al., 2005; Garcia-Rodas
et al., 2011; Firacative, Duan e Meyer, 2014), Candida albicans e outras espécies (Brennan
et al., 2002; Rueda, Cuenca-Estrella e Zaragoza, 2014), e Aspergillus fumigatus (Cheema e
Christians, 2011; Gomez-Lopez et al., 2014). Além disso, também tem sido utilizado para
investigar a eficacia de drogas antifungicas no tratamento de infec¢des (Cowen et al., 2009;

Kelly e Kavanagh, 2011; Mesa-Arango et al., 2012; Scorzoni et al., 2013).

Estes modelos tém proporcionado notavel conhecimento em diferentes aspectos da
infeccdo microbiana (Fedhila et al., 2010) e foram desenvolvidos por apresentarem iniUmeras
vantagens em relagdo aos modelos de mamiferos, como baixo custo, facilidade de
manuseio, possibilidade de trabalhar em larga escala, além de atender as tendéncias
mundiais quanto ao sofrimento animal nas questbes éticas e legais atendendo ao principio
dos 3Rs (Reduction, Replacement and Refinement) e a lei AROUCA, bem como da

necessidade de se desenvolver métodos alternativos aos animais.

O uso de G. mellonella na avaliagdo dos aspectos de viruléncia e patogénese das
infecgdes fungicas é de extrema utilidade, sendo recomendada também ao estudo das
defesas do hospedeiro contra agentes patogénicos fungicos, uma vez que essa Lepidoptera
possui um sistema imune inato, composto por diferentes tipos de hemdcitos, que
desempenham um papel na defesa contra o patégeno (Mowlds et al., 2010; Junqueira,
2012).
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Em isolados de C. albicans, este modelo foi utilizado para estudar o papel da
filamentagdo na viruléncia e neste estudo cinco cepas com os genes para filamentacao
BCR1, FLO8, KEM1, SUV3 e TEC1 mutados, apresentavam incapacidade de filamentagao
nos isolados. Interessantemente, a mutagéo por delecdo do gene FLO8 presente em uma
das cepas resultou também na incapacidade de formagao de hifas e alteracbes na formacéao
de biofiimes no modelo G. mellonella, apresentando viruléncia reduzida, assim como
ocorreu in vitro. Adicionalmente, para determinar se as mutacbes afetavam as interacdes
das cepas mutantes de C. albicans na resposta sistema imune de G. mellonella, foi
analisado o indice de fagocitose através os hemaocitos da hemolinfa da larva, mostrando que
0 modelo também produziu resultados compativeis com a reduc¢do da viruléncia das cepas
mutantes (Fuchs et al., 2010).

Em nosso laboratério, G. mellonella foi utilizada para determinacdo de modelo
alternativo de infeccdo por C. krusei para estudo de viruléncia e avaliagdo da eficacia
terapéutica. Esta espécie patogénica e naturalmente resistente ao fluconazol matou as
larvas dependendo das doses de inoculacdo da levedura e o fluconazol nao foi capaz de
oferecer protegcdo as larvas, enquanto que para o tratamento com os farmacos
convencionais da terapia para esta espécie (AmB, VCR e caspofungina) houve eficiéncia na
terapéutica, mostrando que o modelo ndo mamifero pode ser utilizado para esta finalidade
(Scorzoni et al.,, 2013). Em outro estudo conduzido em nosso grupo este modelo foi
recentemente utilizado para estudo da viruléncia e eficacia terapéutica de AmB e molécula
antifungica de fonte natural (maitenina oriunda da planta Maitenus illicifolia) do Projeto
BIOTA FAPESP em colaboragdo com o Instituto de Quimica da UNESP de Araraquara,
frente a espécies patogénicas de Cryptococcus utilizando isolados categorizados quanto a
capacidade de formacao de biofilmes. Isolados de C. neoformans e C. gattii apds indugao
para formacao de biofilmes foram mais virulentos em G. mellonellae aCIM necessaria para
protecao das larvas foi condizente com o aumento da CIM apresentada nos ensaios in vitro
quando comparados com a CIM das formas planctdnicas. Adicionalmente maitenina foi tao
eficaz quanto AmB sobre os biofilmes, mostrando que o modelo pode ser utilizado em

estudos de prospecc¢ao in vivo de farmacos antifungicos (Benaducci, 2013.).

Nesta proposta, seguindo as tendéncias para utilizagdo deste modelo alternativo, foi
estudar a viruléncia e possiveis alteragdes morfoldgicas, tanto in vitro quanto in vivo, de
isolados resistentes e sensiveis a FLZ, verificando a relagao resisténcia e viruléncia nestes
isolados clinicos e ambientais. Com os dados moleculares sera possivel entender os

mecanismos de resisténcia ocorridos e as alteragbes na viruléncia destes isolados.
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2. Objetivos Gerais
Realizar caracterizagcdo da viruléncia de trés isolados clinicos sequenciais de C.
neoformans e dois isolados ambientais de C. gattii in vivo e in vitro. Analisar o nivel de
expressao dos genes MDR1, AFR1 e ERG11, envolvidos no funcionamento de bomba de
efluxo e na sintese de ergosterol, através da quantificagdo relativa por PCR (polimerase
chain reaction) em tempo real e uma vez esses genes quantificados, utilizar esses isolados
para prospeccao de moléculas de fontes naturais e sintéticas para verificagdo da atividade

inibitéria na expressao dos genes MDR1 e AFR1 apo6s o contato com as mesmas.

2.1. Objetivos especificos realizados.

2.1.1. Triagem de substancias puras e fragdes vegetais, anti-Cryptococcus sp. e avaliagado
da eficacia de drogas antifungicas in vitro dos isolados selecionados;

2.1.2. Verificacado da atividade sinérgica pela associacao da molécula G16 com fluconazol;

2.1.3. Avaliacao da expresséo relativa dos genes MDR1 e AFR1por PCR em Tempo Realde
Cryptococcus spp., antes e apdés o contato com a molécula G16, bem como da expressao
do gene ERG11;

2.1.4. Caracterizagao da viruléncia dos isolados selecionados a 30°C e 37°C;

2.1.5. Analise micromorfolégica dos isolados de C. neoformans e C. gattii, resistentes e
sensiveis a FLZ, durante a infeccdo em G. mellonella;

2.1.6. Analise micromorfoldgica dos isolados selecionados apés indugao capsular in vitro;

3. Metodologia

3.1. Selegao e Cultivo de isolados de C. neoformans e C. gattii.

Para a realizagdo dos ensaios foram selecionados trés isolados clinicos sequenciais
de C. neoformans var. grubii sendo um resistente (30R), um com sensibilidade intermediaria
(271) e outro sensivel (26S) a FLZ, in vitro (Matsumoto et al., 2007). Esses isolados foram
recuperados de um paciente com SIDA com histérico de recidivas por falha terapéutica e
foram caracterizados por tipagem molecular e sensibilidade aos antifungicos da terapéutica
usual. Adicionalmente, estes foram analisados por técnica de RAPD Randon Amplified
Polimorphic DNA e apresentaram perfis genéticos idénticos (dados ndo mostrados). Foram
empregados também dois isolados ambientais de C. gattii os quais, um possui sensibilidade
reduzida a FLZ (118R) (Raso et al.,, 2004) e outro é sensivel (CL) ao mesmo farmaco in
vitro. Como cepa padrao foi utilizada a ATCC (The American Type Culture Collection) de C.
neoformans 90012 e a cepa de C. gattii 56990, pertencentes a micoteca do Laboratério de
Micologia Clinica do Departamento de Analises Clinicas da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas, UNESP, Araraquara e Instituto Adolfo Lutz, cedidos em colaboracao.
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3.2. Teste de sensibilidade frente a AmB e FLZ para confirmagao do fenétipo dos
isolados.

Todos os isolados foram testados frente aos farmacos fluconazol e anfotericina B, de
acordo com o documento M27-A3 (2008) - Método de Referéncia para Testes de Diluicdo
em Caldo para Determinacdo da Sensibilidade de Leveduras a Terapia Antifungica: Norma
aprovada - do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute). As faixas de concentracéo
dos agentes terapéuticos utilizados foram de 128 a 0,125 ug/mL para fluconazol e de 16 a

0,0321ug/mL para anfotericina B.

3.3. Teste sensibilidade frente ao acido galico e seus derivados.

O acido galico e seus derivados foram obtidos através do projeto Biota-FAPESP e
Bioprospecta-FAPESP do Instituto de Quimica, UNESP, Araraquara, Brasil (Morais et al.,
2010). Essa avaliacao foi realizada com o acido galico e seus derivados semissintéticos,
gerados por sintese parcial (ésteres n-alquil), demonstrados na figura 1, de acordo com o
documento M27-A3 (2008) do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), com
adicao de glicose e modificagcdes para o teste com as substancias citadas (Scorzoni et al.,
2007). Como controle do teste, foi utilizadas as cepas ATCC 90012 de C. neoformans e
56990 de C. gattii. Os inéculos utilizados foram preparados a partir de repiques de 48 horas
em tampao salina fosfato (PBS), ajustados para uma concentragdo de 2,5 a 5 x 10°
células/mL. Na sequéncia a concentragdo dos inéculos em RPMI foi ajustada até a
concentracéo final na placa de 5,0x10? a 2,5x10°. Foram realizadas leituras visuais apds 48
horas de incubacdo a 37°C em agitagcdo (150 rpm). A concentragdo inibitéria minima foi

considerada a menor em que se observou a inibigao total do crescimento fungico.

Figura 1. Acido galico e seus derivados obtidos por sintese parcial (ésteres n-aquilo) (De
Paula E Silva et al., 2014).
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[s]
HO o R
HO
OH
1 gallic acid H
s methyl gallate CH;
3 ethyl gallate CHa:CH;
G4 n-propyl gallate (CH202CH;
G5 i-propyl gallate CH{CH;)»
G6 n-butyl gallate {CH:)»CH,
G7 n-penty] gallate (CH2)4CH;
| 54 oG9 i=butyl gallate CH-CH(CH; )=

G110 n=hexyl gallate {CH»)sCH,
Gl1 n-heptyl gallate {(CH>)sCH;
G112 n-octyl gallate (CH;)-CH,4
Gl4 n-decyl gallate (CH,)CH,
G115 n-undecyl gallate (CH2)oCH3
Gl6 n-dodecyl gallate {CHa2)yCH;
G17 | n-tetradecyl gallate (CH3):CH;

3.4. Concentracao Fungicida Minima
Apods a leitura dos valores de CIM realizada no teste descrito anteriormente, uma
amostra de cada um dos 96 pocos da placa de microdiluicao foi retirada e colocada
cuidadosamente em agar Sabouraud contido em placas grandes. Apdés 48 horas de
incubacdo a 35°C, verificou-se o crescimento nos locais em que foram inoculadas e
comparadas com a leitura da microplaca. Desta forma, verificou-se qual a concentragdo em
que nao houve crescimento, sendo esta denominada de CFM (concentracdo fungicida

minima).

3.5. Avaliacao da atividade citotoxica do galatos de alquila.

Para o teste de citotoxicidade foram empregadas duas linhagens de células epiteliais
de pulméo, a A549 (linhagem tumoral) e a MRC-5 (linhagem normal). A atividade citotdxica
dos galatos foi avaliada através do ensaio do MTT (brometo de (3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazdlio), utilizado na concentragao de 5mg/mL.

A avaliagao da viabilidade celular pelos métodos colorimétricos com sais tetrazélicos,
como a reacao com o sal de MTT, é definida pela redugdo do sal em derivado azul de
formazana, o qual € um precipitado formado pela agdo da enzima succinato desidrogenase,
produto da respiragao mitocondrial; desta forma, este método avalia de forma quantitativa a
sobrevivéncia e proliferacao celular, uma vez que a conversao do MTT em formazana ocorre
somente em células vivas e a quantidade do precipitado € proporcional ao numero de
células vivas (Ferrari, Fornasiero e Isetta, 1990). O precipitado de formazana apresenta
coloragdo azul e com adi¢cao de um solvente organico € possivel sua solubilizagao.

Os galatos foram avaliados nas concentragdes de 62,5 a 0,002 mg/L e as solugbes de

trabalho foram preparadas a partir de solugbes estoque e diluidas em meio especifico para
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cada linhagem celular nas placas previamente preparadas com as células. Inicialmente o
meio de cultura foi retirado e foram adicionados 100 uL de cada diluicdo de cada galato por
poco. As placas foram incubadas a 37°C, 5% de CO, ao abrigo de luz por 24 horas. Na
sequéncia as solugbes foram retiradas e adicionados 10 uL da solugdo de MTT; entdo as
placas foram incubadas novamente a 37°C por 4 horas, conforme descrito por (Denizot e
Lang, 1986). Decorrido o tempo de incubacdo a solucdo de MTT foi retirada e foram
adicionados 100 pL de isopropanol para diluir o precipitado formado nos pogos onde as
células encontravam-se vivas, e desta forma realizar a leitura pela alteragdo da cor do meio
de amarelo para violeta. Como controle positivo do teste foi utilizado peréxido de hidrogénio.

As leituras espectrofotométricas foram realizadas em leitor de microplacas ELISA com
comprimento de onda de 570 nm. A porcentagem de células viaveis foi calculada pela
férmula: Células viaveis % = média do teste x 100 / média do controle negativo.

As analises de citotoxicidade foram realizadas com os galatos classificados de G1 a
G17 (Fig. 1) em trés experimentos independentes. Utilizou-se também um controle negativo
com células néo tratadas, sendo esta leitura considerada um total de 100% de células vivas.
A analise estatistica foi realizada através do método ANOVA e complementada pelo teste de

Bonferroni.

3.6. Avaliacao da atividade sinérgica entre o G16 e fluconazol.

A combinagao de substancias foi baseada no procedimento estabelecido pelo CLSI
para microdiluicdo em caldo para teste de sensibilidade antifingica (CLSI, 2008) e conforme
descrito por (Leite, 2010). O meio de cultura utilizado foi o RPMI-1640 com L-glutamina sem
bicarbonato de sédio e acrescido de 2% de glicose, tamponado com MOPS 0,165M, pH 7,0.
A concentracgéao final de cada substancia utilizada no teste variou de 64,0 a 0,125 yg/ml para
FLZ e de 4,0 a 0,063 pg/ml do G16. Na coluna 1, de A a D foi adicionado 200uL de meio de
cultura como controle negativo, enquanto que de E a H, 100uL de RPMI com 100uL de
inoculo, caracterizando o controle positivo. Na linha H, de 2 a 11 e na coluna 12de Aa H
foram colocadas as drogas isoladamente. Em seguida, 50uL de uma das substancias foi
adicionada as colunas 2-11, de A a G, em diferentes concentracbes (cada coluna possui a
mesma concentragao). Da mesma forma, 50uL da outra substéncia foi adicionado nas linhas
A-G, de 2-11, também em diferentes concentragdes (cada linha com a mesma
concentragcao). Assim, em cada placa serdo avaliadas duas substancias isoladas e
combinadas contra apenas um microrganismo (Leite, 2010). A concentragao final do inoculo
utilizado foi de 5,0x10? — 2,5x10° UFC/mL, o qual foi adicionado 100uL em todos os pogos,
exceto no controle negativo. As placas foram incubadas a 35°C, 150 rpm e lidas visualmente
apos 48 horas. O resultado do teste confirmatdério € a menor concentragao capaz de inibir

completamente o crescimento da levedura. Para verificar o efeito combinatério dos
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compostos, adotou-se o indice de concentragédo inibitéria fracionada (ICIF). O ICIF é
calculado através da soma da concentracdo inibitéria fracionada (CIF) da fracdo 1 mais a
CIF da fracao 2. A CIF da fracdo 1 é obtida através da soma da CIM quando ela é usada em
combinacdo com a fracéo 2 dividida pela CIM da fracdo 1 quando ela é usada isoladamente.
A combinacdo € definida como sinérgica quando o ICIF é menor ou igual a 0,5; aditiva
quando o ICIF é maior que 0,5 e menor ou igual a 1,0; indiferente quando o ICIF é maior que
1,0 e menor ou igual a 4,0; e antag6nico quando o ICIF é maior que 4,0. (Rodriguez-Tudela
et al., 2003, Johnson et al., 2004).

Quadro1: Exemplo do esquema de combinacdo na placa de microdiluigio com a
concentracao do G16 (em negrito) e do Fluconazol (em italico), para o teste do “tabuleiro de

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

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

C- |64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 4

4 4 4 4 4 4 4 4 4 4

C- |64 32 16 8 4 2 1 05 |0,25 0,125 2

2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

C- |64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 1

C- |64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,5

05 (05 (05 |05 |05 |05 |05 (05 |05 0,5

C+ |64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,25

0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 0,25

C+ |64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,125

0,125| 0,125| 0,125| 0,125| 0,125| 0,125| 0,125| 0,125| 0,125 | 0,125

C+ | 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,063

0,063| 0,063 0,063| 0,063| 0,063| 0,063| 0,063 0,063 0,063 | 0,063

C+ |64 32 16 8 4 2 1 0,5 |0,25 0,125 0,031
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3.7. Calculo do indice de seletividade do galato n-dodecila (G16).

O indice de seletividade (1S), definido para a substancia em questéo, é calculado a
partir da razdo da medida do ICs, para cada linhagem celular, e a concentragdo inibitéria
minima (CIM) determinada para a substancia teste em questdo (Sl = ICsy / CIM), e €&
considerado significativo quando IS for maior do que 10, ou seja, para valores de IS maiores
que 10, pode-se classificar a substancia mais seletiva para o patégeno e menos toxica para
as ceélulas testadas, garantindo, desta forma, a seguranga e a eficacia da molécula, dessa
forma foi constatado que a partir da analise dos valores de IS encontrados (Villar et al.,
2008; Vicente et al., 2009). Os dados do ICs foram obtidos e cedidos pelo nosso grupo (De
Paula E Silva et al., 2014).

3.8. Extracado de RNA total na auséncia de galato.

Extracdo de RNA total foi realizada da fase logaritmica dos isolados apds
crescimento em YEPD (Yeast Extract Peptone Dextrose), usando o método do Trizol®
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) de acordo com instrucbes do produto. A
concentracdo e pureza do RNA foi determinado usando NanoVue™ Plus
Spectrophotometers, (GE Healthcare) na absorbancia de 260nm (ODyg) € a pureza através

da média entre ODyg0/ODygp.

3.9. Extracdao de RNA total de todos os isolados apds contato com galato de n-
dodecila (G16) e Tacrolimus (FK506).

A extracdo de RNA total dos isolados selecionados foi realizada conforme o item
acima, apos o contato desses com as substancias, galato de n-dodecila (G16) e tacrolimus
(FK506) (Sigma-Aldrich, Brazil) para verificar se essas substancias influenciam na
expressao dos genes MDR1 e AFR1. O FK506 € um inibidor de calcineurina e nesse estudo
foi utilizado como controle positivo. Os isolados foram crescidos em meio YEPD a 37°C com
agitacao (150 rpm) por 24 horas. Posteriormente, as células foram lavadas com PBS estéril
e 1,5 gramas de células foram transferidas para um tubo do tipo Falcon. Cada isolado foi
submetido a trés tratamentos diferentes, sendo eles: G16, FK506 e DMSO (dimethil sufoxido
- Sigma-Aldrich, Brazil). A concentragao selecionada para o tratamento com o G16 foi de
cerca de 500 vezes a CIM encontrada para os isolados, baseado no fato de que a
quantidade de células contidas em 1,5 gramas é muito maior do que a quantidade de células
usadas para o teste de sensibilidade. A concentragao usada de FK506 foi de 10 uM,
baseado em trabalhos que mostram que esta concentracdo ja possui atividade inibidora de
efluxo (Pereira Rangel et al., 2010). Todas as concentragdes foram calculadas para um
volume final de 5 mL em PBS. Como controle, foi utiizado DMSO na mesma quantidade

utilizada na solubilizagédo do G16 no teste, eliminando qualquer tipo de interferéncia deste
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nos resultados. Os tubos foram mantidos a 35°C com agitagao, overnight. O tratamento
realizado com as substancias seguiu a metodologia utilizada por (Kelly e Kavanagh, 2010),

com modificagdes.

3.10. Sintese de cDNA fita simples

A sintese da primeira fita de cDNA foi realizada em uma reagdo contendo 1ug de RNA
total, 10pmol/mL da sequéncia iniciadora (5'-
AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG-3') e essa mistura foi aquecida por 2
minutos a 72°C. Em seguida foi acrescentado 10pmol/mL do oligo dT modificado (5-
AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACT(30)N1N, onde N=A, C, G ou T; N1=A, G ou C), 2uL
de uma mistura de dNTPs (10 mM), 2uL de RNaseOUT (40U/mL) (Life), 0,4uL de DTT
(100mM), 1,2uL de cloreto de magnésio (50mM), 2uL da enzima transcriptase reversa
(200U/mL) (RT Superscript Il - Life) e 4uL de tampao 5X (Tris-HCI 250mM pH 8,3; KCI
375mM; MgCI2 15mM). Esta reacao foi incubada a 42°C durante 1 hora e trinta minutos.
Apo6s este periodo foi adicionado 80uL de TE (Tris-HCI 10mM; EDTA 1mM pH 8,0) e

aquecida por mais 7 minutos a 72°C. Todas as amostras foram mantidas a -20°C.

3.11. PCR em Tempo Real (Real Time PCR)

Foram utilizados iniciadores especificos para os genes MDR1 de Cryptococcus
neoformans, (codigo de acesso: U62930.1) sense — CGGTCGATTAACCACGTCTT,
antisense — GCAGACGTCTCGGGAGTAAG; MDR1 de Cryptococcus gattii, (codigo de
acesso: XM_003191751.1) sense - TAACTCCCGAAACTGCTGCT, antisense -
AAGCCAAGTCGCTAGGAACA; AFR1 de Cryptococcus sp., (codigo de acesso:
AJ318062.2) sense - GAACAGCAGGACACTCACGA, antisense -
GTTTCGGAACGTGTTGAGGT; e ERG11 de Cryptococcus neoformans (cddigo de acesso
AY265353) sense - TGCTCATGCAGCAGAAGAAG; antisense -
GAGGTCGAGAGTGGCAGAAG; ERG11 Cryptococcus gattii  (coédigo de acesso
JF965442.1) — sense - CGAGTCCCGTGACAAGTATG; antisense —-TAAGCTTCC
TCGGCAGAGAC. O desenho de todos os primers foi feito utilizando o programa
Primer3plus  (www.bioinformatics.nl/primer3plus), utilizando as sequéncias génicas

depositadas no Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). As reagdes foram

realizadas utilizando-se quantidades necessarias de cDNA e de SYBR green ROX mixture
(Fermentas), e quantidades suficientes de cada primer, variando as concentragdes de 0,5uM
ou 0,7uM. Para todas as amostras foram, primeiramente, realizadas testes de otimizagao
dos primers para determinar a menor concentragdo que gera maxima amplificagdo. As

reagbes foram realizadas com temperatura inicial de 50°C por 2 minutos, seguido por 10
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minutos a 95°C. Depois, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, seguidos de anelamento e
sintese a 60°C por um minuto. Em seguida, a analise da curva de meltting foi realizada a
partir de emissao de sinal correspondente a um unico produto. As reacdes foram realizadas
com o aparelho Applied Biosystems 7500 cycler. Todos os dados foram analisados por 2°
A8CT "0 gene GAPDH (glyceraldehydo 3-phosphato dehydrogenase) foi utilizado como gene
de referéncia. A analise estatistica foi realizada através da comparacdo dos dados pelo

método ANOVA, complementado pelo teste de Tukey.

3.12. Condig¢oes de manipulacao e incubacgao de larvas de Galleria mellonella.

Para todos os experimentos utilizamos G. mellonella em estagio larvario. Antes da
infeccédo, foi realizada a assepsia das pro-patas com etanol 70%. Suspensdes de leveduras
foram injetadas nas larvas com auxilio de seringas Hamilton (Hamilton, EUA) de 10uL. A
inspecao das larvas foi realizada e a morte foi avaliada por falta de movimento. Para cada

condicao, cerca de 20 larvas foram utilizadas e cada experimento foi realizado em ftriplicata.

3.13. Ensaios de viruléncia a 30°C e 37°C.

Para esse experimento, foram separadas larvas de G. mellonella entre 0,2 - 0,3
gramas em placas de Petri, formando grupos de 8 a 10 larvas. Para cada isolado foram
selecionadas dois grupos e apods a infecgao essas foram monitoradas por oito dias mantidas
a 37°C. A concentragdo do indculo utilizado foi de 1x10° ufc/larva de cada isolado e como
controle do ensaio foi usado grupos inoculados com PBS e com a cepa ATCC de C.
neoformans 90012 e de C. gattii 56990. Esse ensaio foi realizado no laboratério de
micologia do instituto de saude Carlos Ill em Madri sob a supervisdo do Prof. Dr. Oscar

Zaragoza Hernandez.

3.14. Curvas de Sobrevivéncia em G. mellonella
Ensaio realizado com os isolados que se demonstraram menos virulentos com a
concentragdo de inoculo padrdo, 1x10°. As condicdes de manipulacdo e incubacdo
utilizadas nesse experimento foram as mesmas realizadas para o teste de viruléncia,
aumentando, de forma gradual, a concentragdo dos indculos. Foram utilizadas varias

concentragdes de indculos, porém as selecionadas foram 5x10°, 1x107, 2.5x10” e 5x10’.

3.15. Curva de crescimento a 30°C e 37°C.
O indeulo utilizado para esse teste foi ajustado a 10*em 100 ml de Sabouraud liquido
e a cada tempo selecionado foi coletado 1 ml desse crescimento. Essas aliquotas foram
lidas em espectrofotdbmetro a 600nm. A leitura foi realizada apoés 3, 6, 9, 12, 24, 48 e 72

horas. Como controle foi usado o meio sabouraud estéril.
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3.16. Melanizagao da Hemolinfa.
O ensaio de melanizacdo foi realizado conforme descrito por (Scorzoni et al., 2013).
Para isso foi selecionado 10 larvas por tempo para cada isolado e larvas mais escuras ou
com manchas foram descartadas. A concentracdo do inéculo utilizado foi de 1x10” e apds
infeccdo as larvas foram mantidas a 37°C. 10ul da hemolinfa coletada foi diluida 1:10 em
PBS frio e posteriormente centrifugada a 10.000 rpm por cinco minutos e o sobrenadante
repassado para uma placa de 96 pocos. Essa foi lida a 405nm nos tempos selecionados

apos infecgcado de 1, 5 e 24 horas.

3.17. Morfologia das células apos infecgdo em G. mellonella.

Para esse experimento foi utilizado cinco larvas de G. mellonella por isolado. As
larvas apoés infeccdo foram maceradas em membrana de nylon de poros de 100 mm
(Falcon, BD, USA) com um mL de PBS. Esse liquido foi coletado e centrifugado. O pellet de
células foi lavado (1x) e ressuspendido em 300ul de PBS. Posteriormente, uma aliquota
desse material foi visualizada com tinta da china em microscépio Leica DMI 3000B. A
concentracgdo do indculo usado foi de 1x10° por larva, e as células foram observadas nos
tempos 0, 1 e 3 dias apods a infecgdo. O programa Adobe Photoshop CS3 foi utilizado para
medir as células. Estatistica realizada pelo método ANOVA, complementado pelo teste de
Tukey. Esse ensaio foi realizado no laboratério de micologia do instituto de saude Carlos lll

em Madri sob a superviséo do Prof. Dr. Oscar Zaragoza Hernandez.

3.18. Analise morfologica in vitro.

Para analise morfoldgica in vitro, realizamos o teste de indugao de capsula de
todos os isolados. Para isso, os isolados, apds crescimento overnight em meio sabouraund
liquido, foram mantidos em contato com Mops 50mM pH 7,3 e sabouraud, totalizando 50 ml
(49:1). Primeiramente, os indculos foram concentrados em PBS (1ml) e desse material
colocamos 100ul em 50ml de Mops e Sabouraud e analise das células foram realizadas
apos 24 horas de incubagao a 37°C em agitagdo. A analise foi realizada em microscépio
Leica DMI 3000B e o programa Adobe Photoshop CS3 foi utilizado para medir as células.
Estatistica realizada pelo método ANOVA, complementado pelo teste de Tukey. Esse ensaio
foi realizado no laboratério de micologia do instituto de saude Carlos Ill em Madri sob a

supervisdo do Prof. Dr. Oscar Zaragoza Hernandez.

3.19. Ensaios de fagocitose em G. mellonella.
Foram separadas cinco larvas de G. mellonella para cada isolado, e a concentragao
do indculo utilizado foi 1x10° corados com Calcofluor White (Sigma, St. Louis, MO) na

concentragao de 10u/mL durante 30 min a 37°C. Em seguida, as larvas foram infectadas e a
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fagocitose foi analisada apds 3 horas de incubacao a 37°C. A hemolinfa foi coletada em
tubos Eppendorf e diluida 1:2 em PBS frio. A fagocitose foi visualmente quantificada
utilizando um microscépio Leica DMI 3000B. Cryptococcus neoformans H99 cepa foi
utilizada como controle (Mylonakis et al., 2005), pois at¢ o memento ndo hacia estudos
sobre a fagocitose da cepa ATCC 90012. Estatistica realizada pelo método ANOVA,
complementado pelo teste de Tukey. Esse ensaio foi realizado no laboratério de micologia
do instituto de saude Carlos Ill em Madri sob a supervisdo do Prof. Dr. Oscar Zaragoza

Hernandez.

4. Resultados.

4.1. Teste de sensibilidade frente a fluconazol e anfotericina B.
Dois dos isolados foram caracterizados como resistente in vitro a fluconazol, o isolado

30R de C. neoformans e o isolado 118R de C. gatticom CIM de 64,0 mg/L. O isolado 271 de
C. neoformans apresentou CIM de 16mg/L e os demais foram caracterizados como isolados
sensiveis a FLZ, com CIMs de 1 e 2mg/L para a cepa ATCC 90012 e 26S, respectivamente.
Para os outros isolados de C. gattii, CL e ATCC 56990, as CIMs observadas foram de 4 e
2mg/mL. Para Amb, todos os isolados se demonstraram sensiveis a esse farmaco, variando
a concentracdo inibitéria minima entre 0.125 e 0.0625mg/L, conforme demonstrado no

quadro 2.

Quadro 2. Resultado do teste de sensibilidade dos isolados frente as drogas sintéticas
anfotericina B e fluconazol realizado de acordo com o documento M27-A3 (2008) - Método
de Referéncia para Testes de Diluicdo em Caldo para Determinacdo da Sensibilidade de
Leveduras a Terapia Antifungica: Norma aprovada - do CLSI (Clinicaland Laboratory

Standards Institute). Valores em mg/L.
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FLZ mg/L AmB mg/L
Cepaslilsolad
Spasiisciaces CIm CFM cim CFM
Cryptococcus neoformans
ATCC 90012 1.0 4.0 0.125 0.125
Cryptococcus n?oformans 10 4.0 0.0625 0.0625
26 (sensivel)
Cryptococcus neoformans 16.0 16.0 0.0625 0.0625
27 (intermediario)
Cryptocogcus ne.ofof_'mans 64.0 64.0 0.0625 0.0625
30 (resistente in vitro)
Cryptococcus gattii ATCC
55990 20 4.0 0.0625 0.0625
Cryptococcus gattii 118 64.0 64.0 0.0625 0.0625
(resistente in vitro )
Cryptococeus gattii (CL- 40 4.0 0.03125 0.03125
isolado sensivel)

4.2. Expressao relativa gene ERG11.

Para verificar se a expressdo do gene ERG11 estava influenciando na resisténcia

dos isolados estudados, a expressdo relativa desse gene foi quantificado. E possivel

observar que para os isolados de C. neoformans, somente o 27| obteve diferenca

significante quando comparado com os isolados 26S e 30R. Ja para os isolados de C. gattii,

0 gene ERG11 do isolado resistente a FLZ, 118R, estava cerca de 20 vezes mais expresso

do que o gene ERGL11 do isolado sensivel a FLZ.
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ERG11 (GAPDH/mRNA)
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Figura. 2. Expresséo relativa do gene

0\’

ERG11 dos isolados clinicos sequenciais de C.

neoformans e dos isolados ambientais de C. gattii. A) Isolados 26S, 271 e 30R de C.
neoformans; B) Isolados CL e 118R de C. gattii; (***)P< 0.001.
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4.3. Teste sensibilidade frente ao acido galico e seus derivados.
O teste foi realizado com todos os galatos descritos na figura 1, porém os melhores

resultados foram obtidos com os G11, G12, G14, G15, G16 e G17. Os valores da
concentracao inibitéria minima (CIM) e concentragéo fungicida minima (CFM) encontrados
para esses galatos, sdo mostrados no quadro 3. Os resultados mostram que os galatos de
alquila denominados de G11 a G17 apresentaram alta atividade antifungica (os CIMs
variaram entre 0,49 e 1,95 mg/L) contra todas as cepas testadas, inclusive para aquelas que
apresentaram resisténcia in vitro ao fluconazol. Além disso, os valores do CIM encontrados
para esses galatos foram bem inferiores aos valores de CIM observados frente ao
fluconazol, o que indica maior atividade dessas moléculas quando comparada ao agente

terapéutico utilizado na terapia atual.

Quadro 3. Resultados do teste de sensibilidade dos isolados testados com moléculas de

galato de alquila. Concentragao inibitéria minima e concentracdo fungicida minima em mg/L.

G11 mglL G12 mglL Gldmgll G1§ mglL Gi6mglL GA7 mglL
Cepasfsolados o CFN R CFM | CM | CFM | CM | CFM | CM | CFM | cm | cFm
Cryptococcus neoformans
P 195 1563 195 781 0% | 391 | o9 | 290 | os | 391 | 0% | 583
R T 1563 195 781 0% | 391 | o | 390 | os | 391 | os | 781
26 (sensivel)
Cryplococcus neafomans |, 1663 195 781 098 | 391 | 195 | 39t | o9 | 391 | 195 [ 781
21 (intermedidrio)
e 049 049 195 049 | 049 | o040 | o40 | o040 | 195 | o040 | o098
30 (resistente n vitro)
C'}’mmgggsg%aﬁ“ ATCC| o0g 1563 09 781 0% | 195 | o040 | 390 | os | 391 | o049 | 391
Cryplococcus gat 118 | oo 1563 195 781 098 | 391 | o098 | 7et | o040 | 391 | o9 | 391
(resistente in vitro)
Cryplococcus gaf (CL- |, oo 1663 098 63 | 049 | 391 | o040 | 3w | o049 | 3m | o4 | 78
isolado de sensivel)

4.4. Avaliagao da atividade citotoxica dos galatos de alquila
O teste de citotoxicidade foi realizado com duas linhagens de células epiteliais de
pulmao, a A549 (linhagem tumoral) e a MRC-5 (linhagem normal). Os resultados obtidos séo

mostrados nas figuras 3 e 4.
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Figura 3. Taxa de viabilidade celular em células epiteliais das linhagens A549 e MRC-5

apos contato galatos de alquila. A) Taxa de viabilidade celular de células epiteliais da

linhagem MRC-5 apds contato com galatos de alquila classificados de G1 a G17 em ampla

faixa de concentracdo; B) Taxa de viabilidade celular de células epiteliais da linhagem A549

apos contato com galatos de alquila classificados de G1 a G17 em ampla faixa de

concentracao; C) Taxa de viabilidade celular de células epiteliais da linhagem MRC-5 apds

contato com galato de n-dodecila (G16) em ampla faixa de concentragdo; D) Taxa de

viabilidade celular de células epiteliais da linhagem A549 apés contato com galato de n-

dodecila (G16) em ampla faixa de concentragéo.
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Figura 4. Valores de ICs, (mg/L) determinados para galatos de alquila classificados de G1 a
G17 em linhagens de células epiteliais de pulmdo MRC-5 e A549. A) Valores de ICs, (mg/L)
para galatos de alquila classificados de G1 a G17 em linhagen de célula epitelial de pulm&o
MRC-5; B) Valores de IC5, (mg/L) para galatos de alquila classificados de G1 a G17 em

linhagen de célula epitelial de pulm&o A549.

Na figura 3, os graficos A e B apresentam a porcentagem de células vivas das
linhagens MRC-5 e A549, respectivamente, na faixa de concentracdo de 62,5 a 0,125 mg/L,
para os galatos de alquila classificados de G1 a G17. No grafico B, a faixa de concentragao
de 62,5 a 16 mg/L apresenta menor porcentagem de viabilidade celular na linhagem A549
quando comparada com a linhagem MRC-5, e apresentando a taxa de viabilidade celular
semelhante ao controle de morte. A faixa de concentracao de 8 a 0,125 mg/L, entretanto,
mostrou alta taxa de viabilidade celular, apresentando diferenca estatistica significante em
relacdo ao controle de morte. Para a linhagem de células MRC-5, entretanto, os valores da
taxa de viabilidade celular para todas as concentragdes testadas apresentaram diferenca
estatistica significante em relagao ao controle de morte.

Os graficos C e D na figura 3 mostram isoladamente a taxa de viabilidade celular para
o galato de n-dodecila (G16), galato este, selecionado para os demais testes.

A figura 4 apresenta os valores de ICso, em mg/L, determinada para os galatos de
alquila (G1 a G17) frente as linhagens celulares MRC-5 e A549. A IC5, € definida como a
concentragcado que causa 50% de inibicdo do crescimento celular e foi calculado a partir da
férmula: 1Cs = ((n-alquil galato x 100%)/C+) — 100%, onde C+ & a porcentagem de células
viaveis no controle positivo (sem galato); e n-alquil galato é a porcentagem de células
viaveis no teste com cada galato. Os graficos A e B da figura 4, portanto, representam a as
concentragdes requeridas de cada galato para resultar em 50% de morte celular nas
linhagens MRC-5 e A549, respectivamente. Através desses graficos podemos perceber que
para a linhagem MRC-5 os valores de ICso para a maioria dos galatos variaram em torno de
50 mg/L. Para a linhagem A549, de G1 a G7 os valores de ICs, variaram em torno de 95
mg/L e de G9 a G17, em torno de 70 mg/L. Para os galatos de G11 a G17, para os quais
observou-se melhor atividade antifungica, os valores de ICs, para as duas linhagens
encontram-se bem acima dos valores de CIM encontrados no teste de sensibilidade, o que
da indicios da seguranca da utilizacdo dessas moléculas, entretanto, para se chegar a esta
conclusao, é necessaria a analise do indice de seletividade obtido para cada um destes

galatos.
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4.5. Teste de sinergismo e calculo do indice de seletividade do galato n-dodecila.

O teste do “tabuleiro em xadrez” foi realizado para verificar a atividade combinatéria
entre o galato de n-dodecila (G16) e fluconazol frente aos isolados testados. O G16 foi
selecionado por ter sido um dos derivados com melhor atividade antifungica, conforme
mostrado no quadro 3. Para a maioria das cepas o efeito obtido para a combinacéo foi
aditivo, exceto para o isolado resistente 30R, cuja combinacdo entre as substancias foi

indiferente, conforme demonstrado no quadro 4.

Quadro 4.Valores do indice de concentragdo inibitéria fracionada (ICIF) para a combinagéo
de galato de n-dodecila (G16) e fluconazol frente a isolados de Cryptococcus neoformans e

Cryptococcus gattii, e tipo de atividade obtida em cada caso.

Cepaslisolados ICIF ATIVIDADE
Cryptococcus neoformans ATCC 90012 1 Aditiva
Cryptococcus neoformans 26 (sensivel) 0,75 Aditiva
Cryptococcus neoformans 27 (intermediario) 0,75 Aditiva
Cryptococcus neoformans 30 (resistente in vitro) 1,002 Indiferente
Cryptococcus gattn ATCC 56990 1 Aditiva
Cryptococcus gattii 118 (resistente in vitro) 0,625 Aditiva
Cryptococcus gattn (CL-isolado sensivel) 0,75 Aditiva

Exceto para 30R, a atividade resultante da combinagao entre G16 e fluconazol foi
aditiva, com reducao dos valores de CIM para fluconazol. Isto mostra que o uso associado
das duas substancias seria vantajoso principalmente frente aos isolados resistentes a FLZ,
como o 118R, uma vez que os valores de CIM para fluconazol neste isolado foi diminuido
em 2 vezes. Esses resultados vém colaborar com os resultados obtidos no teste de
sensibilidade para o G16, mostrando o grande potencial de utilizagédo desta molécula como

antifungico, quando usado isoladamente ou em associagdo com o fluconazol.

Com base nos valores de viabilidade celular obtidos pelo nosso grupo (De Paula E

Silva et al., 2014) o indice de seletividade (IS) do G16 foi calculado, e, como resultado foi
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constatado valores >10 (quadro 5) para todos os isolados frente as linhagens testadas,

mostrando a segurancga e a eficacia dessas moléculas para o uso proposto neste trabalho.

Quadro 5. Valores do indice de Seletividade (IS) encontrados para o galato de alquila G16,
frente as células epiteliais de pulm&o das linhagens MRC-5 e A549 para isolados de

Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii.

G16
Cepas/lsolados RO Py
ATCC 90012 23 34
265 47 68
271 12 17
J0R 47 68
ATCC 56990 23 34
118R 93 136
CL 23 34

4.6. Expressdo dos genes MDR1 e AFR1 antes e apés o contato com galato de n
dodecila e FK506.
Em todos os isolados de C. neoformans foi possivel observar a expressao dos genes
AFR1 e o MDR1 antes do tratamento com G16 e apds o contato com o galato de n-dodecila
(G16) essa expressao foi diminuida, tanto para o MDR1 quanto para o AFR1. Essa reducgao
foi estatisticamente significativa para todos os isolados de C. neoformans quando
comparados com a situagdo sem tratamento, conforme mostrado nasfiguras 5 e 7. O gene
MDR1, para o isolado 26(S), sensivel a FLZ, obteve reducéo significativa da expressao apos
o tratamento com o galato G16 de 1,6 vezes quando comparado com o controle sem
tratamento (P<0.001). Quando o mesmo isolado foi analisado apds o tratamento realizado
com a substancia FK506 foi constatado que n&do houve diferenga na expressdo do gene
MDR1, mostrando que o G16, nesse caso, foi mais eficiente na inibicao deste gene. Para os
outros isolados clinicos de C. neoformans, 27(l) e o 30(R), foi possivel observar que houve a
reducdo da expressao desse gene, onde o 27(l), sensibilidade intermediaria a FLZ, a
reducdo da expressdo do MDR1 foi a menor dentre os isolados clinicos sequenciais com
1,2 vezes (P<0,05), porém ainda mais eficaz quando comparado com o tratamento com
FK506. No isolado 30(R), observamos que a reducao foi significativa tanto para o tratado
com G16 (P<0,001) quanto para o tratado com o FK506 (P<0,001), com redugdes na

expressao de 1,4 vezes apos o tratamento com o G16 e 1,3 vezes apds o tratamento com
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FK506. A cepa ATCC, utilizada como padrao também obteve redugdes significativas para

ambos os tratamentos.
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Figura 5. Expresséo relativa dos isolados clinicos sequeciais de C. neoformans, antes e
apos tratamento com G16 e FK506. A) Cepa ATCC 90012; B) Isolado sensivel a FLZ 26S;

C) Isolado com sensibilidade intermediaria 271; D) Isolado resistente in vitro 30R;

Quando analisamos os resultados obtidos para os isolados ambientais de C. gattii, foi
observado que o gene MDR1 para essa espeécie esta sendo expresso, porém com niveis
muito abaixo quando comparado com a espécie neoformans (Fig. 6). Nesse caso, a mesma
analise foi realizada para o isolado sensivel a FLZ, CL(S), e para o resistente, 118(R), e o
nivel de expressao do MDR1 também foi reduzido 2,5 vezes para o isolado sensivel e 1,4
vezes para o isolado resistente a FLZ em ambos os tratamentos (P<0,001). No entanto, para

cepa ATCC 56990 de C. gattii a mesma alteragado nao foi constatada.

47



-~ > =
3 3 3
'3 4 (4
% i o _.. g § dkk ok
CE : : -
< < <
g R g ¢
- | ™ ™~ ——
13 : x x
a1 : :
H s s
S '
ey N & &
O L F
o Qx th
o )
R &

Figura 6. Expressao relativa do gene MDR1 nos isolados ambientais de C. gattii, antes e
apos tratamento com G16 e FK506. A) Cepa ATCC 56990; B) Isolado sensivel a FLZ CL; C)

Isolado resistente in vitro 118R;

Em relagdo a analise da reducdo de expressao do gene AFR1, nos isolados clinicos
de C. neoformans foi verificado que esse gene, antes do tratamento, esta sendo expresso.
Apos o tratamento com G16 foi constatado reducao da expressao desse gene para todos os
isolados clinicos de C. neoformans, conforme mostrado na figura 7. No isolado 26(S), a
expressao do gene AFR1 foi reduzida em 1,5 vezes apds o tratamento com G16 (P<0,05).
Ja, quando tratado com FK506 a expressao néo foi alterada. Para os isolados 27(1) e 30(R),
a reducao da expressao do gene AFR1 foi mais evidente. Apds o tratamento com G16, no
isolado clinico 27(l) a redugao da expressao do gene AFR1 foi de 2 vezes (P<0.001) e apds
o contato com FK506 a redugéo foi de 1,7 vezes (P<0.001). A expressao do gene AFR1 na
cepa ATCC 90012 de C. neoformans, também demonstrou alteracdo na expressao quando
em contato com G16 e o FK506, com reducio de 2,3 vezes para ambas as substancias
(P<0.001).
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Figura 7. Expressao relativa do gene AFR1 nos isolados clinicos sequenciais de C.
neoformans, antes e apds tratamento com G16 e FK506. A) Cepa ATCC 90012; B) Isolado
sensivel a FLZ 26S; C) Isolado com sensibilidade intermediaria 271; D) Isolado resistente in
vitro 30R;

Para os isolados ambientais de C. gattii foi observado expressao do gene AFR1
somente no isolado sensivel e resiste a FLZ, CL(S) e 118(R), respectivamente, pois na cepa
ATCC 56990 a expressao do AFR1 nao foi constatado (Fig. 8). Mais uma vez, a expressao
constatada do AFR1 esta bem abaixo, quando comparada com a espécie neoformans,
mostrando que para esses isolados ambientais de C. gattii os dois genes analisados, MDR1
e AFR1 estdo muito menos expressos, provavelmente, por serem isolados ambientais e por
nao terem sofrido a pressao dos tratamentos antifungicos.

Apods o tratamento com o G16, foi observado que para os dois isolados ambientais
de C. gattii, CL e 118(R), a expressdo do AFR1 foi reduzida. Para o isolado CL, essa
reducao de expressao chegou a 3 vezes menos expresso e para o 118(R) a inibigao foi de
1,7 vezes (P<0,001). Quando tratados com o farmaco controle FK506, foi constatado

reducao semelhante ao que o G16 proporcionou.
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Figura 8. Expressao relativa do gene AFR1 nos isolados ambientais de C. gattii, antes e
apos tratamento com G16 e FK506. A) Cepa ATCC 56990; B) Isolado sensivel a FLZ CL; C)

Isolado resistente in vitro 118R;

Para o gene MDR1, nao se observou diferenca na expressao quando comparamos o
isolado resistente de Cryptococcus neoformans (30R) com os sensiveis (ATCC 90012 e
26S). Houve diferenga apenas na expressao do isolado de sensibilidade intermediaria ao
fluconazol (271), no entanto sua expresséo foi menor do que a do sensivel 26S, portanto
estes dados indicam que a resisténcia desenvolvida no isolado 30R, provavelmente nao
esteja relacionada com a expressao do gene MDR1.

Com relacdo ao gene AFR1, comparando-se os trés isolados sequenciais de
Cryptococcus neoformans, podemos observar que o isolado com resisténcia intermediaria
ao fluconazol 271 e o isolado resistente ao mesmo farmaco 30R apresentam uma maior
expressao do gene do que o isolado sensivel 26S, com uma diferenga estatistica
significativa (p<0,01) em ambos os casos, sendo que o 27| esta expressando o gene AFR1
1,3 vezes mais que 0 26S e o 30R cerca de 1,2 vezes mais. (dados ndo mostrados) Estes
resultados mostram que a expressdao aumentada desse gene codificador de bomba de

efluxo pode estar envolvida na resisténcia ao fluconazol nesses isolados testados.

4.7. Viruléncia a 30°C e 37°C dos isolados de C. neoformans (26S, 271 e 30R) e dos
isolados ambientais de C. gattii (118R e CL).

Conforme demonstrado nas figuras 9A e 9B é possivel observar que os isolados
clinicos sequenciais de C. neoformans 26S, 27| e 30R possuem um perfil de viruléncia
diferente entre eles, principalmente entre o isolado sensivel a FLZ (26S) e o resistente ao
mesmo farmaco (30R), tanto a 30°C como a 37°C. A 30°C os isolados de C. neoformans
foram menos virulentos quando comparados a 37°C, porém o perfil entre eles se manteve,
onde 0 26S se demonstrou mais virulento, matando 100% das larvas no 6° dia de infeccao.

A cepa ATCC 90012 também foi utilizada nesse ensaio e seu perfil de viruléncia é muito
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semelhante ao perfil observado do isolado sensivel, 26S. Assim, foi possivel constatar sua
eficiéncia como controle dos testes. Ja para os isolados de C. gattii, foi verificado perfis
menos virulentos tanto a 37°C quanto a 30°C quando comparados com os isolados da
espécie C. neoformans. A cepa ATCC 56990 e o isolado resistente a FLZ (118R) se
demonstraram avirulentos, enquanto o isolado sensivel a FLZ, CL, matou 90% das larvas
até o 8° dia de infecgdo a 37°C (Fig. 9C). A 30°C foi observado um padréo diferente de
viruléncia para os isolados de C. gattii, principalmente da cepa ATCC 56990 que matou 50%
das larvas e a 37°C essa ndao matou nenhuma durante o periodo de infecgdo. Para
comprovar o perfil menos virulento dos isolados de C. gattii, foi refeito o mesmo experimento
de viruléncia, mas dessa vez, adicionando mais quatro isolados da mesma espécie. Esses
isolados foram cedidos pelo Centro de Micologia no Instituto de Saude Carlos Ill de Madri,
Espanha, e foram identificados como g63, g69, g83 e g84. Mais uma vez, todos os isolados
de C. gattii foram menos virulentos, comprovando o perfil de viruléncia encontrado

anteriormente (dados ndo mostrados).
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Figura 9. Ensaio de viruléncia em G. mellonella. A) Isolados clinicos sequenciais de C.
neoformans, 26S, 271 e 30R incubados a 37°C; B) Isolados clinicos sequenciais de C.
neoformans, 26S, 27| e 30R incubados a 30°C; C) Isolados ambientais de C. gattii CL e
118R incubados a 37°C; D) Isolados ambientais de C. gattii CL e 118R incubados a 30°C;
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4.8. Curva de Sobrevivéncia com diferentes concentragoes de inéculo.

Esse ensaio foi realizado com isolados que se demonstraram menos virulentos com
indculo padrdo a 1x10° em G. mellonella. Como demostrado na figura 10A, é possivel
perceber que o isolado de C. neoformans, resistente a FLZ, 30R, mesmo aumentando a
concentragcado do indculo, seu perfil de viruléncia ainda € menor que o encontrado para os
isolados sensiveis da mesma espécie. Somente a partir de 1x10” que esse isolado comecou
a demonstrar um padrao de viruléncia maior, matando 100% das larvas no 3° dia, na
concentragdo de 5x10” (Fig. 10A). Para os isolados de C. gattii, 0 mesmo aconteceu, porém
nao somente com o isolado resistente, mas para todos os isolados selecionados. Para a
cepa ATCC 56990, a ultima concentragdo testada foi 2,5x10°, onde foi possivel verificar
alteragdo no perfil de viruléncia (Fig. 10C). Ja para os isolados ambientais 118R e CL,
resistente e sensivel a FLZ, respectivamente, o in6culo teve que ser aumentado até 5x107,
para que fosse possivel constatar alguma mudancga, conforme figura 10B e 10D. E mesmo
assim, o isolado resistente, 118R, na maior concentragao (5x107), continua com um padréo
de viruléncia menor quando comparado com os outros isolados sensiveis a FLZ.

Concentragdes acima de 5x10’ ndo foram testadas devido a alta viscosidade da amostra.
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Figura 10. Curva de sobrevivéncia dos isolados 30R, ATCC 56990, CL e 118R com inéculos
a 1x10° 5x10°, 1x107, 2.5x10" e 5x10’. A) Isolado C. neoformans 30R; B) Isolado C. gattii
118R; C) ATCC 56990 C. gattii; D) Isolado C. gattii CL;
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4.9. Curva de crescimento a 30°C e 37°C.

Ensaio realizado para verificar diferengas no crescimento entre os isolados a 30°C e a
37°C. Como demonstrado na figura 11 é possivel observar que tanto os isolados de C.
neoformans quanto os isolados de C. gattii, obtiveram melhor crescimento a 30°C do que a
37°C. Os isolados de C. neoformans a 37°C apresentaram crescimento mais lento,
principalmente o isolado 30R, resistente a FLZ. Quando as curvas de crescimento dos
isolados de C. gattii foram analisadas, foi constatado que a cepa ATCC 56990 nao foi capaz
de crescer a 37°C, demonstrando assim, que esse fator pode ser o possivel motivo da baixa
viruléncia dessa cepa a essa temperatura. O isolado 118R, também resistente a FLZ,
mostrou crescimento bem abaixo, quando comparado com o isolado sensivel, CL, a 37°C.
Apoés esse ensaio, foi confirmado que os isolados com baixa viruléncia em G. mellonella,
possuem dificuldade de crescimento quando mantidos a 37°C, principalmente os isolados

resistentes a FLZ.
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Figura 11. Curva de Crescimento isolados clinicos sequenciais de C. neoformanse isolados
ambientais de C. gattii a 30°C e 37°C.

4.10. Melanizagao da Hemolinfa.
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Apods os tempos de infecgao selecionados, 1, 5 e 24 horas, foi visto que os isolados de
C. neoformans nao obtiveram diferenga estatistica quando comparados com os controles.
(dados ndo mostrados). Para os isolados de C. gattii, foi possivel observar que o tempo de 5
horas de infeccéo, foi o que resultou maior melanizacdo, sendo estatisticamente diferente
em todos os isolados testados, ATCC 56990, CL e 118R (Fig. 12).
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Figura 12. Quantificagdo da melanizagdo na hemolinfa nos tempos 1, 5 e 24 horas de
infeccao com os isolados de C. gattii. A) Cepa ATCC 56990; B) Isolado sensivel a FLZ, CL;
C) Isolado resistente a FLZ, 118R,;

Posteriormente, os dados obtidos foram analisados comparando os isolados
sensiveis, resistentes a FLZ, e os ATCCs entre as espécies de C. neoformans e C. gattii.
Assim, foi possivel constatar, que para esses isolados, a espécie C. gattii, independente da
sensibiliadade a FLZ, a hemolinfa estava mais melanizada apés 1 e 5 horas de infecgao
para ATCC 56990, e 5 horas para os demais, quando comparados com os isolados de C.

neoformans (Fig. 13).
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Figura 13. Quantificacdo da melanizagao entre os isolados de C. neoformans e C. gattii. A)
Cepas ATCCs 90012 de C. neoformans e 56990 de C. gattii; B) Isolados sensiveis a FLZ,
26 C. neoformans e CL C. gattii; C) Isolados resistentes a FLZ, 30R C. neoformans e 118R
C. gattii;
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4.11. Morfologia das células ap6s infecgdo em G. mellonella.

Para esse ensaio foram utilizados os isolados clinicos sequenciais de C. neoformans
26S, 271 e 30R e a cepa ATCC 90012, dois isolados de Cryptococcus gattii, 118R e CL,
sendo os isolados 30R e 118 resistentes a fluconazol in vitro, com CIM 64mg/L. O tamanho
total da célula e da capsula foi medido imediatamente apds a infec¢do (T0), apds 24 horas
(T1) e 72 horas (T3). Apos comparacao dos isolados entre os tempos selecionados, foi
possivel observar alteragao no tamanho total das células. Nos isolados de C. neoformans
foi observado alteragdo morfolégica para a cepa ATCC 90012 apds infecgdo, sendo
significativo os tempos T1 e T3 quando comparados com o tempo TO (Figura 14A). Para os
isolados clinicos sequenciais 26S e 30R, foi observado aumento progressivo das células
apo6s infeccdo em G. mellonella, onde algumas células chegaram a 20y (p<0.05). Ja o
isolado 271 nao apresentou diferenca estatistica quando comparado nos diferententes
tempos de infecgdo. Para os isolados ambientais de C. gattii, foi observado aumento
significativo do tamanho das células na cepa ATCC 50996 e no isolado sensivel CL, quando
comparados com o TO (Figura 14B). O maior aumento observado foi da cepa ATCC 56990,
onde algumas células no T3 chegaram a 40u. Entre os isolados, o sensivel a FLZ (CL)
obteve um crescimento significativo também, chegando a ultrapassar 201 na maioria das
células do T3. O isolado resistente a FLZ 118R apresentou alteracao significativa somente
quando comparado o TO frente ao T3, porém nao foi observado células maiores que 20u
(p<0,05).
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Figura 14. Tamanho da célula totalem micrbmetros dos isolados deCryptococcus
neoformans eCryptococcus gattiiapos infeccdo em G. mellonella. A) ATCC 90012 e isolados
clinicos sequénciais de C. neoformans 26S, 271 e 30R; B) ATCC 56990 e isolados
ambientais de C. gattii CL e 118R.
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Apods infeccdo em G. mellonella, a capsula dos isolados também foi medida.
Conforme demonstrado na figura 13A foi constatado que, entre os isolados de C.
neoformans, somente o isolado sensivel a FLZ, 26S, obteve crescimento gradual e
significativo da capsula, apés os tempos de infeccdo (p<0.05). J& para o isolado 30R,
resistente a FLZ, in vitro, o aumento da capsula foi significativo no tempo 3, quando
comparado com o tempo 0, ndo demonstrando o mesmo crescimento gradual observado no
isoaldo 26S. Quando os isolados de C. gattii foram analisados, foi observado um
crescimento muito maior da capsula desses isolados quando analisados em conjunto com
C. neoformans (fig. 12B). As células da cepa ATCC 56990 de C. gattii obteve grande
alteragdo apés infeccdo em G. mellonella. A capsula da maioria das células dessa cepa
chegou a medir entre 20 e 30u(p<0.05).A capsula do isolado ambiental sensivel a FLZ, CL,
obteve um crescimento gradual sendo significativo em todos os tempos (p<0.05), mas o
isolado 118R ndo demonstrou 0 mesmo crescimento quando comparados com o isolados
sensiveis a FLZ, obtendo diferenga estatistica somente no tempo 1 quando comparado com
o tempo 0 (p<0.05). Na figura 14 é possivel constatar as alteragcbes morfolégicas ocorridas

nos isolados apods infeccdo em G. mellonella.
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Figura 15. Tamanho da capsula em micrémetros dos isolados de Cryptococcus neoformans
e Cryptococcus gattilapds infecgao em G. mellonella. A) ATCC 90012 e isolados clinicos
sequénciais de C. neoformans 26S, 27| e 30R; B) ATCC 56990 e isolados ambientais de C.
gattii CL e 118R.
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Figura 16. Microscopia dos isolados de C. neoformans e C. gattii antes da infec¢ao (TO0) e

depois da infecgdo em G. mellonella (T1, 24 horas) e (T3, 72 horas); A) C. neoformans
ATCC 90012; B) Isolado C. neoformans 26S; C) C. neoformans isolado 271; D) C.
neoformansisolado 30R; E) C. gattii ATCC 56990; F) Isolado C. gattii CL e G) Isolado C.
gattii 118R.

4.12. Indugao de capsula in vitro a 37°C.

Esse experimento foi realizado para verificar alteracbes na morfologia das células
dos isolados in vitro. Apds 24 horas de incubagao em meio Sb com Mops, todos os isolados
clinicos sequenciais de C. neoformans obtiveram aumento na capsula com diferenca
significativa quando comparados com o crescimento somente em Sb (P<0,05) (Fig. 17A).
Para os isolados de C. gattii, foi possivel observar que as células dos isolados ambientais
tiveram maior indugdo da capsula apds o teste, conforme demonstrado na figura 17B. A
cepa ATCC 56990 usada como padrao, também obteve alteracdo apds 24 horas, uma vez
que a capsula de algumas células dessa cepa chegou a medir cerca de 20 uM (P<0,05).

Quando comparamos os isolados sensiveis e resistentes a FLZ das espécies estudadas, foi
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constatada diferenca estatistica somente entre 30R Mops e 90012 Mops, cepa padrao, nao
havendo significancia entre o 30R e 26S na espécie C. neoformans. Ja para os isolados de
C. gattii, a diferenca encontrada foi significativa entre o isolado resistente a FLZ 118R, CL e
a cepa ATCC 56990 (P<0,05). Apds essa analise, foi possivel observar que tanto para C.
neoformans quanto para C. gattii, o isolado resistente obteve menor alteracdo de tamanho
da capsula quando comparados com os isolados sensiveis a FLZ, o0 mesmo ocorrido apos

analise morfologica in vivo.
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Figura 17. Inducdo de capsula in vitro dos isolados clinicos de C. neoformans e dos
isolados ambientais de C. gattii. Tamanho da capsula demonstrado em Microns; A) Isolados
clinicos de C. neoformans 26S, 271 e 30R; B) Isolados ambientais de C. gattii CL e 118R;
Diferencga significativa para todos os isolados quando comparados com a situagao controle
(Sb); P< 0,05;

4.13. Ensaio de fagocitose
Para compreender melhor os mecanismos de viruléncia dos isolados selecionados, foi
realizado também o teste de fagocitose em G. mellonella. Esse ensaio mostrou baixo indice
de fagocitose da isolado 30R quando comparado com a cepa ATCC 90012 de C.
neoformans (P<0,05). Entre o 30R os outros isolados clinicos sequenciais, 26S e 271, ndo
houve diferencga significativa na fagocitose (Fig. 18A). Ja para os isolados de C. gattiio 118R
obteve o maior indice de células fagocitadas, com quase 40% de fagocitose quando

comparado com o CL e a cepa ATCC 56990 apés infeccdo em G. mellonella (Fig. 18B).
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Figura 18. indice de fagocitose ap6s infeccdo em G. mellonella. A) Isolados 26S, 271 e 30R
de C. neoformans. B) Isolados 118R e CL de C. gattii. As cepas ATCC 90012 de C.
neoformans e 56990 de C. gattii foram utilizadas como cepas controle do experimento. One-
way ANOVA: * P<0,05.

5. Discussao

Devido ao surgimento crescente de microrganismos multirresistentes, principalmente
cepas de bactérias e fungos, had grande preocupacao na identificagdo de novas opgoes
terapéuticas e novos alvos moleculares nesses organismos (Fowler et al., 2011). Fluconazol
e outros antifungicos azdlicos sao agentes amplamente utilizados para a prevengéo e
tratamento de infecgdes por C. neoformans e C. gattii. Sua eficacia comprovada e a
seguranga, combinadas com seus excelentes perfis farmacocinéticos torna-los opgdes
terapéuticas extremamente importantes para a gestao de criptococose (Sanguinetti et al.,
2006). Em nosso estudo, os valores de CIM para os isolados de C. neoformans 26S, 271 e
30R, com perfil genético idéntico, determinados por RAPD, demonstraram evolugdo de
resisténcia, possivelmente durante o tratamento do paciente. O tratamento da criptococose,
principalmente em paises onde a 5FC nao esta disponivel, depende dos azdis, os quais

possuem como alvo a inibicdo da enzima ERG11 que participa da biossintese de ergosterol.

Em estudos prévios, em nosso laboratério, foi encontrada uma mutagao significativa
que substituiu o nucleotideo C (citosina) por T (timina) na posi¢cao 1436 do gene ERG11 de
do isolado 30R. Essa substituicdo de bases no gene ocasionou a troca do aminoacido P
(prolina) por L (leucina) na posigéo 479 (P479L), na sequéncia da proteina lanosterol 14C
desmetilase, ainda ndo descrita em C. neoformans var. grubii (dados n&do publicados).
Através da analise da expressdo relativa do gene ERG11, nos isolados estudados, foi
possivel observar que para os isolados de C. neoformans ndo houve diferenga estatistica na

expressao desse gene no isolado 30R quando comparado com o isolado 26S, sensivel a
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FLZ, sendo mais um indicio que a resisténcia a FLZ do isolado 30R pode ser mediada pela
mutacdo encontrada (P479L) (Rossi, 2010).

Prolina e leucina fazem parte do grupo de aminoacidos alifaticos juntamente com a
alanina, valina, leucina e isoleucina. Nessa classe de aminoacidos todos s&o nao polares e
hidrofébicos e suas cadeias laterais tendem a se agrupar dentro das proteinas, estabilizando
a estrutura protéica por meio de interagdes hidrofébicas, com excec¢ao da prolina. A prolina
possui uma cadeia lateral alifatica com estrutura ciclica diferente. O grupo amino dos
residuos de aminoacidos desta é mantido em uma conformagédo rigida que reduz a

flexibilidade estrutural das regides polipeptidicas contendo prolina (Lehninger, 2006).

Sao conhecidos trés tipos de conformacdes secundarias nas proteinas, as a-helices,
as folhas B e as dobras . A a-helice € uma estrutura secundaria comum nas proteinas e a
sequéncia de aminoacidos afeta a estabilidade da a-helice. Nem todos os peptidicos podem
formar uma estrutura dessa estavel, e interacbes entre cadeias laterais de aminoacidos
podem estabilizar ou desestabilizar uma a-helice. Uma das restrigdes para a formacéo de
uma a-helice é a presencga de prolina. Na prolina o atomo de nitrogénio é parte de um anel
rigido. Dessa forma um residuo de prolina introduz uma tor¢do em uma a-helice. Além disso,
0 atomo de nitrogenio de um residuo de prolina na ligacdo peptidica ndo possui o
substituinte hidrogénio para participar nas ligacbes com outros aminoacidos. Por isso a
prolina é raramente encontrada dentro de uma a-hélice. As folhas B sdo conformagdes mais
estendidas das cadeias polipeptidicas, organizadas em folhas. Nas conformacbes o
esqueleto da cadeia polipetidica é estendido em vez de estrutura helicoidal. Ja as dobras 3
sdo conformacbes de dobras ou alcas onde a cadeia polipeptidica reverte sua diregao.
Esses elementos conectam corridas sucessivas de a-helice ou conformacéao (3. Os residuos
de Prolina ocorrem frequentemente em dobras B, porque as ligacdes peptidicas envolvendo
o nitrogenio da prolina facilmente assumem a configuragdo cis, forma que favorece uma
dobra mais firmev(Lehninger, 2006). Dessa forma, acreditamos que a substituicido ocorrida
na sequéncia da proteina ERG11 do isolado 30R de C. neoformans, pode de alguma forma,
desestabilizar a estrutura conformacional da proteina ou até mesmo deslocar a a-hélice
préxima ao grupamento de ligagdo heme, fazendo com que haja inibicdo do encaixe das

moléculas de FLZ com os sitios ativos da proteina lanosterol 14C desmetilase.

Embora alguns trabalhos demonstrem que o desenvolvimento da resisténcia de
isolados de C. neoformans aos azéis é raro (Pfaller et al., 2005; Aller et al., 2007), ha
diversos outros estudos que relatam o contrario, principalmente em individuos com SIDA,

expostos a longos periodos de tratamento (Paugam et al., 1994; Armengou et al., 1996;
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Berg, Clancy e Nguyen, 1998; Sanglard, Ischer, Calabrese, et al., 1998; Vanden Bossche et
al., 1998; Brandt et al., 2001; Cowen, Anderson e Kohn, 2002; Bow, 2005).

O Grupo de Vigilancia Global ARTMIS DISK (ARTEMIS DISK Global Surveillance
Group), identificou que de 2001 a 2007 houve um aumento da resisténcia em isolados de C.
neoformans de 5.1-22.6% na regido da Asia-Pacifico, 7.0-33,3% na Africa/Oriente Médio e
4.2-7,1% na Europa, mas houve diminuicdo de isolados resistentes a FLZ (3.7-0,0%) na
América do Norte (Pfaller et al., 2009).

Diversos estudos mostram que as taxas de mortalidade e da utilizacdo de recursos
aumentam, significativamente, quando a terapia é atrasada ou inadequada, ressaltando
ainda mais a importancia de informac¢des detalhadas de dados epidemiolégicos (Garey et
al., 2006; Kollef et al., 2012).

Portanto, com base na problematica da existéncia de isolados resistentes, neste
estudo buscamos o desenvolvimento de novas opgdes terapéuticas para a criptococose a

partir da investigacdo de novas moléculas antifungicas.

Compostos fendlicos sdo produtos naturais que possuem largo espectro de
atividades bioldégicas (Nazaruk, Czechowska, Markiewicz, & Borawska, 2008). Acido galico
(3,4,5-trihnydroxybenzoic acid) € um metabdlito secundario encontrado em quase todas as
plantas e é conhecido por conter propriedades antimicrobianas, antivirais, antiinflamatarias,
antioxidantes e propriedades citotoxicas (Aruoma, Murcia, Butler, e Halliwell, 1993;. Kroes,
van den Berg, van Ufford, van Dijk, e Labadie, 1992; (Fiuza et al., 2004; Kubo et al., 2004;
Kratz et al., 2008).

Na literatura é possivel encontrar relatos das diversas aplicagbes e atividades
encontradas para o acido galico e seus derivados e dentre algumas propriedades foi
constatado que essas moléculas também possuem citotoxicidade seletiva contra algumas
variedades de células tumorais com efeitos mais elevados do que o mostrado contra
linhagens de células ndo tumorais (Serrano et al., 1998; Yoshioka et al., 2000; Salucci et al.,
2002).

Ja se sabe que galatos de alquila, principalmente propila, octila e o dodecila, sdo
utilizados como aditivos alimentares, devido a sua atividade antioxidante (Kubo et al., 2002),
e que esses compostos demonstraram propriedades farmacologicas mais favoraveis, muitas
vezes sendo mais eficazes do que os efeitos constatados com o acido galico (Locatelli,

Filippin-Monteiro e Creczynski-Pasa, 2013).
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Derivados sintéticos do acido galico, com oito ou mais atomos de carbono na cadeia
lateral possuem atividades antiviral, antifingica, antioxidantes e antitumorais mais eficientes
(Savi et al., 2005; Locatelli et al., 2008; Locatelli et al., 2009; Locatelli et al., 2012), e no que
diz respeito a atividade antifungica, Kubo, et al., (2001), demonstraram que octil galato foi
efetivo contra Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces bailii, Candida albicans e
Aspergillus niger e, nesse estudo os autores observaram também que o comprimento do

grupo alquila foi importante para atividade antifungica obtida (Kubo, Xiao e Fuijita, 2001).

Leal, et al., (2009) testaram o acido galico e os galatos de alquila, do metil ao
octadecil, contra os fungos, Candida albicans, Candida tropicalis, Saccharomyces
cerevisiae, Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus
niger, Microsporum gypseum, Epidermophyton floccosum, Trichophyton rubrum,
Trichophyton mentagrophytes, e os resultados mostraram que a atividade antifungica
dessas moléculas, pode variar de acordo com os fungos testados, principalmente entre os
grupos de leveduras, dermatéfitos ou hialohyphomycetes, e, que entre os galatos de alquila,
0s compostos mais ativos foram heptil, octil, nonil e decil galatos, com um espectro de acao

mais amplo inibindo leveduras, dermatéfitos e hialohyphomycetes.

Em nosso estudo, verificamos que os galatos de alquila, heptila, octila, decila,
undecila, dodecila e tetradecila foram ativos contra todos os isolados testados,
principalmente frente aos isolados 30R e 118R, resistentes a FLZ. Quando observamos a
concentracdo fungicida minima (CFM), também ¢é possivel notar que os valores,
principalmente para o isolado resistente 30R sido baixos para todos os galatos de alquila
testados, e, para o G16 (dodecil) a CFM foi < 3,91 mg/L quando em contato com os
isolados. Nossos resultados demonstraram que esses compostos (G11, G12, G14, G15,
G16 e G17) inibiram o crescimento fungico dos isolados da espécie neoformans, com CIMs
mais baixas do que as encontradas na literatura, e, pela primeira vez foi constatado que
essas moléculas também sao ativas contra a espécie gattii, tanto para isolados sensiveis

quanto para isolados resistentes a FLZ.

A terapia utilizada em casos criptococose ainda é subdtima, principalmente devido a
toxicidade do tratamento e o aparecimento de cepas de C. gattii menos sensiveis a FLZ.
Dessa forma, pesquisas envolvendo novas alternativas de tratamento séo de extrema

importancia.

Foi realizado neste trabalho o teste de sinergismo com o composto G16 e FLZ. Essa
combinagéao foi sinérgica para a maioria dos isolados. Terapias combinadas podem servir
como tratamentos alternativos, porém essa opg¢ao ainda € pouco explorada (Rosato et al.,

2012). De Paula e Silva, et al.,(2014) in press, além de mostrarem que os galatos de alquila
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sdo efetivos contra diversos fungos patogénicos humanos, demonstraram que esses
compostos mostraram baixa citotoxicidade quando em contato com as linhagens celulares
de pulmao, A549 e MRC5 (material complementar). Nos resultados apresentados por este
grupo, o galato G16 apresentou alta porcentagem de viabilidade celular para a linhagem
celular MRC5 em todas as concentragbes testadas, e para a linhagem A549 a partir da
concentracao 8 mg/mL. Estes dados corroboram com os dados obtidos pelo nosso estudo,
uma vez que a proposta do uso sinérgico deste galato com o fluconazol leva a uma
diminuicdo da concentracdo de ambos os compostos, afastando a possibilidade de qualquer
indice de citotoxicidade. Com base nestes valores de viabilidade celular o indice de
seletividade (IS) do G16 foi calculado, e, como resultado foi constatado para todos os
isolados frente as linhagens testadas, mostrando a seguranca e a eficacia dessas moléculas

para o uso proposto neste trabalho.

Nosso grupo vem trabalhando com os mecanismos moleculares de resisténcia de
Cryptococcus sp. e em estudos anteriores além de investigar as mutagdes pontuais na
enzima alvo de fluconazol também verificou outros motivos envolvidos na aquisicdo da

resistencia de isolados clinicos e ambientais.

Um importante mecanismo de resisténcia aos farmacos antifungicos € a super
expressao de proteinas de transporte da familia ABC (ATP-Binding Cassette) e os
transportadores MSF (Major Superfamily Facilitator), que conferem resisténcia a muitos
compostos, resultando na diminuicdo das concentragdes intracelulares das drogas (Cannon
et al., 2009). Transportadores ABC constituem uma grande familia de transportadores
dependentes de ATP que bombeam aminoacidos, peptidios, proteinas, ions metalicos,
varios lipidios, sais biliares e muitos outros compostos hidrofébicos, incluindo drogas, para
fora das células e contra um gradiente de concentragao (Lehninger, 2006). Um transportador
ABC em humanos, o transportador multidroga (MDR1), é responsavel pela impressionante
resisténcia de certos tumores a algumas drogas que, em geral, sao efetivas como
antitumorais. Ja os transportadores pertencentes a superfamilia MFS sao secundarios e
utilizam o gradiente eletroquimico de prétons através da membrana plasmatica para efluxo

de substratos (Cannon et al., 2009).

O uso generalizado e prolongado de antifungicos pode resultar, ndo somente ao
desenvolvimento da tolerdncia em relacdo a droga em uso, mas também no
desenvolvimento da resisténcia a outros compostos nao relacionados, denominado como
resisténcia a multiplas drogas (MDR) (Prasad e Rawal, 2014). Varios isolados clinicos de C.
albicans, A. fumigatus e C. neoformans, resistentes a azois, exibiram ativacao da transcrigcao

de genes de codificadores de bomba de efluxo, mostrando acumulo intracelular reduzido da
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droga, confirmando assim o papel das proteinas de efluxo na tolerancia a esses compostos
(Prasad, Panwar e Smriti, 2002).

Em fungos, a super expressdo do gene MDR1, em uma cepa de S. cerevisiae sensivel
resultou num aumento da resisténcia a fluconazol e a itraconazol, mas n&o para os polienos

e equinocandinas (Niimi et al., 2006).

O rompimento de AFR1 em C. neoformans levou a maior susceptibilidade a FLZ, e
quando houve a complementacdo do gene, a resisténcia foi restaurada (Posteraro et al.,
2003). Dados in vivo demonstram também, que AFR1 também pode ser importante para a
viruléncia do fungo, além da resisténcia, pois uma cepa de C. neoformans que com AFR1
super expresso, aumentou significativamente sua viruléncia e resisténcia, e o mutante AFR1
exibiu sensibilidade a FLZ (Sanguinetti et al., 2006). Outros estudos também demonstram
que, AFR1 pode ter um papel importante na modulacédo da resposta imune do hospedeiro,
uma vez que mutantes resistentes a FLZ com AFR1 super expresso, sdo mais resistentes a
atividade anticriptocéccica mediada pela microglia, frente a isolados isogénicos sensiveis a
mesma droga (Orsi et al., 2009), uma vez que, mesmo sendo fagocitadas de forma
semelhante, foi observada reduzida acidificagdo e retardo na maturagdo em fagossomos

contendo o mutante com o gene AFR1 super expresso.

Nossos resultados demonstram que, independente da sensibilidade a FLZ, tanto o
gene MDR quanto o AFR1 estdo sendo expressos nos isolados estudados e que o

composto G16 foi capaz de diminuir essa expresséo apos o tratamento.

Ja se sabe, que a super expressdo da glicoproteina-P (P-gp), transportador de
membrana plasmatica, é responsavel pela expulsdo de agentes quimioterapicos das células
cancerosas, e, tém sido associadas com resisténcia as multiplas a drogas (MDR) (Kitagawa,
Nabekura, Kamiyama, et al., 2005). Compostos como o verapamil e ciclosporina A
conseguiram reverter o efluxo mediado pela P-gp devido a inibigdo desse transportador
(Bosch e Croop, 1996; Sharom, 1997). Além desses compostos, tem sido demonstrado que
os polifendis também conseguem modular a atividade da P-gp (Castro e Altenberg, 1997;
Shapiro e Ling, 1997; Conseil et al., 1998; Zhang e Morris, 2003; Nabekura, Kamiyama e

Kitagawa, 2005).

Um estudo realizado por Kitagawa, et al., (2005), examinaram os efeitos de trés
galatos de alquila, n-butil, n-octil e n-dodecil, cujo numero de atomos de carbono nas suas
cadeias de alquilo sao 4, 8 e 12, respectivamente, sobre o acumulo de rodamina 123 em
células KB-C2. Através dos resultados obtidos foi possivel constatar que entre os galatos de

alquila testados, galatos n-octila e o n-dodecila, que possuem cadeias alquil longas,

64



aumentou o acumulo dentro das células da rodamina 123, 3,5 vezes e 5,2 vezes,
respectivamente, onde o efeito do n-dodecil galato, foi tdo eficiente quando comparado com
o efeito observado pelo verapamil (Kitagawa, Nabekura, Kamiyama, et al., 2005). Nesse
mesmo estudo, os autores observaram também que, os galatos de alquila reforcaram a
toxicidade da daunorrubicina, indicando que esses compostos podem reverter o efeito MDR
em células KB-C2, possivelmente através da inibicdo da atividade da P-gp. Em outro estudo,
foi constatado que os derivados do acido galico, com pelo menos oito e com menos de 16
atomos de carbono na cadeia lateral, conseguiu inibir o efeito do efluxo mediado pela
proteina Pdr5 na cepa com super expressao dessa proteina, e, que o decil e o docecil galato
inibiram, quase que completamente a atividade da ATPase Pdr5 e da UTPase de maneira

dose dependente, tais como o FK506 (Pereira Rangel et al., 2010).

Galatos de alquila com cadeias laterais longas parece ser necessaria para inibicao da
proteina Pdr5, in vitro (Fiuza et al., 2004; Rosso et al., 2006), uma vez que a lipofilicidade
fornecido pelo aumento do comprimento da cadeia lateral e a hidrofobicidade prejudicada
por grupos hidroxila associados com o anel de benzeno é importante para inibicdo da
atividade da ATPase (Pereira Rangel et al., 2010). A lipofilicidade € importante para
atividade dos derivados do acido galico como antioxidante, inibidores de enzimas e como

compostos citotdxicos para algumas linhagens de células (Fiuza et al., 2004).

Dessa forma, nossos resultados mostram a importancia de mais estudos no intuito de
elucidar os mecanismos de acdo do G16 nos fungos, uma vez que esse galato pode ser
promissor para o tratamento da criptococose, principalmente, em cepas menos sensiveis a
FLZ, pois além da sua atividade antifungica frente os isolados testados de C. neoformans e
C. gattii, esse composto também conseguiu inibir a expressdo dos genes envolvidos em

bomba de efluxo.

Fk506 € um agente imunossupressor que suprime a resposta imune por inibicdo das
vias conservadas de transducado de sinal, se ligando aos receptores intracelulares,
imunofilinas, e, criando compostos na superficie que bloqueiam seu alvo, a calcineurina (Ho
et al., 1996). A via de calcineurina é importante na cascata de sinalizagdo em eucariotos, e,
desempenha um papel central na regulacdo da homeostase, na morfogénese, na
integridade da parede celular e na patogenicidade fungica (Fox et al., 2001; Fox e Heitman,
2002; Kraus e Heitman, 2003; Juvvadi, Lamoth e Steinbach, 2014), controlando também o
crescimento em pH alcalino e em altas temperaturas, o estresse na membrana, regulando o
mating e participando na viruléncia tanto em C. albicans quanto em C. neoformans (Odom et
al., 1997; Cruz, Fox e Heitman, 2001). Em estudos prévios, foi reportado que em fungos

filamentosos, calcineurina implica na progressao do ciclo celular (Rasmussen et al., 1994),
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na ramificagao das hifas (Prokisch et al., 1997) e na adaptacéo ao estresse (Juvvadi et al.,
2003).

Dessa forma, calcineurina se mostra um alvo promissor em fungos por ser um alvo
distinto dos demais agentes antifungicos, podendo ser eficaz em cepas resistentes e auxiliar

na terapia sinérgica (Steinbach et al., 2007).

Fk506 também ja é conhecido como inibidor de bomba de efluxo dependente de ATP
(Rao e Scarborough, 1994). Estudos demonstram que esse composto é capaz de reverter a
resisténcia a multiplas drogas em diferentes tipos de células eucaridticas, devido ao
bloqueio de bombas de efluxo dependentes de ATP, em humanos, através da inibicao da
atividade da P-gp, em C. albicans Cdr1p / Cdr2p, e, mais recentemente, em C. krusei Abc1p
(Rao e Scarborough, 1994; Schuetzer-Muehlbauer et al., 2003; Lamping et al., 2009). A
reversao da resisténcia a multiplas drogas também foi constatado através do efeito sinérgico
do Fk506 em combinagdo com voriconazol (VCR) frente a isolados de C. krusei resistentes.
Ricardo et al., (2014), verificaram através dos ensaios de sensibilidade por microdiluicédo e
por disco-difusdo que bombas de efluxo contribuia para o fenétipo de resisténcia e que apos
a juncao do FK506 com VCR, as bombas de efluxo foram possivelmente bloqueadas e o
VCR foi efetivo. Dessa forma, em nosso trabalho, também foi possivel observar que o
FK506 influenciou na expressao dos genes MDR1 e AFR1 dos isolados de C. neoformans e
C. gattii, apos o tratamento, porém o G16 conseguiu ser ainda mais efetivo, indicando que o

G16 pode atuar de forma semelhante ao FK506.

Neste contexto, nosso estudo foi conduzido a verificagdo da viruléncia destes isolados
seniveis e resistentes. Através de diversos estudos sabe-se que as diferengas na viruléncia,
e na susceptibilidade de algumas cepas a certos antifungicos, também podem estar
relacionadas aos diferentes tipos moleculares (Espinel-Ingroff, Chowdhary, et al., 2012). Em
nosso estudo, foi observado que entre os isolados estudados, ha diferencas na
susceptibilidade e claramente, diferencas nos padrbes de viruléncia. Para espécie
neoformans, o isolado resistente a FLZ (30R), foi menos virulento quando comparado com o
isolado sensivel 26S, a cepa ATCC 90012 e o isolado com resisténcia intermediaria, 271, em
G. mellonella, tanto a 30°C quanto a 37°C. Ja para os isolados de C. gattii, tanto o resistente
a FLZ, 118R, quanto a cepa ATCC 56990 se demonstraram menos virulentos quando
comparados com o isolado sensivel a FLZ, CL, a 37°C. A 30°C, foi observado que para
todos os isolados de C. gattii, independente da sensibilidade a FLZ, mais de 50% das larvas

estavam vivas no final do periodo de observagéo.

Tanto o isolado 30R quanto os isolados de C. gattii, sensiveis e resistentes

necessitaram de concentragdes de indculos bem maiores para que a viruléncia aumentasse,
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mostrando que a viruléncia nesses isolados é dependente da quantidade de inoculo

introduzido nas larvas.

Scorzoni, et al., (2013) realizaram um estudo com cepas de C. krusei e C. albicans
em G. mellonella, e nesse trabalho foi possivel verificar que G. mellonella foi sensivel a
infeccao por C. krusei, porém essa espécie intrinsicamente resistente a FLZ, necessitou de
inéculos mais concentrados para aumentar sua viruléncia. Em comparagao com as cepas de
C. albicans, C. krusei foi menos virulento em G. mellonella, pois C. albicans obteve maior
taxa de mortalidade com indculos menos concentrados. No entanto, através de um estudo
com isolados clinicos e isogénicos de Aspergillus fumigatus, resistentes aos azois,
observou-se que mesmo com algumas mutagdes no gene cypS51A, todas as cepas
demonstraram crescimento similar in vitro e eram igualmente virulentas em G. mellonella

(Gomez-Lopez et al., 2014).

Quando analisamos as curvas de crescimento dos isolados de C. neoformans, foi
constatado que a 37°C, o isolado resistente a FLZ obteve um crescimento mais demorado
quando comparado com os outros isolados. Ja a cepa ATCC 56990, nao foi capaz de
crescer a 37°C, demonstrando que a falta de crescimento pode ser o responsavel pela baixa
viruléncia em G. mellonella. O isolado sensivel a FLZ, CL e o resistente 118R, ao contrario
da cepa ATCC 56990, foram capazes de crescer a 37°C, porém o resistente 118R cresceu
menos a essa temperatura, mostrando que independente da espécie, a resisténcia de

alguma forma pode afetar o crescimento a 37°C nesses isolados.

Crescimento a temperatura corporal do hospedeiro € uma exigéncia para a viruléncia
(Perfect, 2006) e em C. neoformans, a termotolerdncia pode ter uma importancia
desproporcionada sobre qualquer outro fator de viruléncia, pois ao comparar C. neoformans
com outras espécies, muitos possuem fatores de viruléncia, como capsulas e a produgao de
lacase, mas nao sédo conhecidos como patégenos, simplesmente por ndo serem capazes de
crescer a temperatura corporal de mamiferos (Petter et al., 2001). Garcia-Solache, et. al.,
(2013), verificaram que cepas nao patogénicas de Cryptococcus foram intolerantes a
temperatura, sendo dependentes do aumento de organismos inoculados para obtencao de
uma maior viruléncia, em G. mellonella, enquanto que para C. neoformans var. grubii, a
viruléncia aumentou a temperaturas mais altas, mostrando que a replicacéo rapida a partir
de 32°C pode ser responsavel por uma maior virulencia. O aumento da viruléncia de C.
neoformans var. grubii em temperaturas mais elevadas do que a temperatura étima de
crescimento, poderia ser consequéncia de um aumento da resposta ao estresse do fungo,

tornando-o mais apto a sobreviver em condi¢des hostis (Brown, Campbell e Lodge, 2007).
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Quantificacdo de melanina na hemolinfa das larvas, apds infeccdo com os isolados
de C. neoformans e C. gattii, foi verificada, e através desse ensaio foi visto que entre os
isolados de C. neoformans ndo houve diferenga estatistica nos diferentes tempos quando
comparado com o controle (larvas inoculadas com PBS). Apds infecgdo das larvas com os
isolados de C. gattii, foi observado que houve maior melanizagdo, em todos os isolados,

apos 5 horas de infeccdo quando comparados com os controles.

A melanina desempenha um papel importante na defesa de G. mellonella e em
outros organismos invertebrados. A resposta humoral em G. mellonella, consiste na
producdo de diversas moléculas com propriedades antimicrobianas, incluindo a enzima
fenoloxidase (Eisenman et al., 2014). A melanizagdo € uma reagao catalisada pela enzima
fenoloxidase e ocorre através da formacédo de capsulas que rodeiam particulas estranhas
em G. mellonella (Bidla et al., 2009). Scorzoni, et al., (2013), observaram que o processo de
melanizacdo foi rapido apéds infeccdo com C. krusei em G. mellonella. O grau de
melanizacdo dependeu da concentragcdo de indéculo e ndo da viabilidade das células,
indicando que a melanizagcdo é um processo inespecifico que depende da presenca de

particulas estranhas.

A partir de diversos estudos, sabe-se que a producdo de melanina é um dos fatores
de viruléncia em C. neoformans, auxiliando sua sobrevivéncia no ambiente e o protegendo
contra as defesas do hospedeiro (Kwon-Chung, Polacheck e Popkin, 1982; Rhodes,
Polacheck e Kwon-Chung, 1982; Wang, Aisen e Casadevall, 1995), porém essa associagao
de melanina e viruléncia ndo é exclusiva dessa espécie, sendo conservado também em
inUmeras bactérias e outras espécies de fungos (Liu e Nizet, 2009). Em modelos murinos foi
observado que a pré-melanizagédo de C. neoformans, resultou em altas cargas fungicas
encontradas nos pulmdes e no cérebro apds periodos curtos de infecgdo (Bryan et al.,
2010). Em G. mellonella, estudos recentes demonstraram ao contrario, onde
surpreendentemente, as larvas infectadas com células de C. neorformans melanizadas
viveram mais do que aquelas infectadas com fungos ndo melanizados, sendo constatada
uma maior resposta nas larvas infectadas com células melanizadas. Estes resultados
sugerem que a melanina fungica ativa a resposta imune de G. mellonella, resultando assim

na diminuigao da viruléncia observada com células melanizadas (Eisenman et al., 2014).

Adaptagéao de fungos patogénicos ao hospedeiro € a chave para a compreensao das
doengas causadas por estes microrganismos. Durante a infecgéo, respostas adaptativas séo
acionadas para evadir a resposta imune e sobreviver no hospedeiro (Zaragoza, 2011). Além
disso, os fungos patogénicos frequentemente mudam de morfologia celular. Por exemplo, é

bem conhecido como diferentes tipos de leveduras induzem pseudohifas durante a infecgao.
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Estas formas celulares tém sido bem caracterizadas em Candida albicans e s&o produzidos
por outras espécies de Candida (Whiteway e Bachewich, 2007). Essas mudancas
morfoldgicas s&o importantes para o curso da infecgédo, e fornece ao fungo mecanismos
para alcancar novos ambientes nutricionais, evadir a resposta imune do hospedeiro, e se

disseminar através do organismo (Zaragoza, 2011).

Em nosso trabalho, a caracterizagdo morfolégica in vivo e in vitro também foi
analisada. Quando comparamos a morfologia dos isolados de C. neoformans apds infec¢ao
em G. mellonella, foi observado que tanto o isolado sensivel a FLZ, 26S, quanto o isolado
resistente a mesma droga, 30R, tiveram um aumento progressivo no tamanho total das
células, onde algumas dessas chegaram a medir 20y apds 72 horas de infecgao (T3).
Porém, quando o crescimento da capsula foi analisado, foi constatado que o aumento da
capsula foi mais significativo no isolado 26S, quando comparado com os outros isolados,
mostrando que esse aumento na capsula pode ser responsavel pela diferenca na viruléncia

entre os isolados de C. neoformans.

Em C. neoformans, ja foi estabelecido que a sua viruléncia a 37°C néo foi relacionado
a um melhor crescimento em altas temperaturas, mas sim, pela diminui¢do da fagocitose e o
aumento, tanto o corpo da célula quanto da capsula a 37 °C, uma vez que através destes
dados foi possivel observar que o aumento da capsula foi mais significativo a 37 °C do que a
30°C, e possivelmente, a imunidade de G. mellonella pode ser prejudicada a altas

temperaturas (Garcia-Rodas et al., 2011).

Nossos resultados demonstraram que os isolados de C. neoformans sensiveis a FLZ
foram mais fagocitados apds infeccao em G. mellonella, e mesmo assim esses foram mais

virulentos quando comparados com o isolado resistente a FLZ, que foi menos fagocitado.

Ja foi visto que Cryptococcus neoformans nao causa uma redugdo no numero de
hemdcitos nas duas primeiras horas apds infecgao (Mylonakis et al., 2005; Garcia-Rodas et
al., 2011), e isso pode estar relacionado com o fato de que este fungo é um agente
patogénico intracelular facultativo e pode sobreviver em células fagociticas sem afetar sua
viabilidade (Feldmesser, Tucker e Casadevall, 2001; Garcia-Rodas e Zaragoza, 2012). Os
isolados sensiveis a FLZ de C. gattii foram menos fagocitados quando comparados com o
isolado resistente a mesma droga, provavelmente devido ao aumento da capsula e do corpo

celular observados apds infeccdo em G. mellonella.

Os isolados de C. gattii, apds infecgdgo em G. mellonella, também alteraram de
tamanho. A cepa ATCC 56990 e o isolado sensivel a FLZ obtiveram um crescimento

significativo, aonde algumas células chegaram a medir 40y e 30y para cepa ATCC 56990 e
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o isolado sensivel a FLZ, ClI, respectivamente. O isolado resistente a FLZ, 118R, nao
demonstrou o mesmo aumento. Apds o mesmo periodo de infeccdo, as capsulas desses
isolados foram analisadas e mais uma vez, houve um aumento significativo na cepa ATCC
56990 e no isolado sensivel a FLZ, CL. Ja para o isolado 118R, o mesmo aumento nao foi
observado. A falta de viruléncia da cepa ATCC 56990, pode ser explicada tanto pela falta de
crescimento, quanto através do tamanho obtido apés infecgdo, acredita-se que por
demonstrar alteragao significativa, o reconhecimento pelo sistema imune da G. mellonella
contra esse patogeno tenha sido ativado de forma mais rapida e a infecgédo contida, uma vez
que a melanizagao da hemolinfa das larvas infectadas por essa cepa foi mais alta apos 1

hora de infecgao, fenétipo ndo observado em outros isolados.

Apds comparacao do tamanho da capsula entre isolados das espécies neoformans e
gattii, foi verificado que o tamanho da capsula de C. gattii era significativamente maior
quando comparado aos isolados de C. neoformans, revelando que essa diferenca de

tamanho ocorre entre espécies e tipos moleculares (Thompson et al., 2014).

Andlise da alteracdo morfoldégica também foi realizada in vitro, e mais uma vez, é
possivel observar que para todos os isolados estudados, houve aumento da capsula apés
24 horas de incubacao a 37°C, porém, quando analisados os isolados sensiveis com o0s
isolados resistentes a FLZ, foi visto que novamente, os isolados 30R e 118R, obtiveram

menor inducio da capsula.

Alteracdes morfolégicas também podem ser consideradas um fator de viruléncia, pois
dessa forma, o patégeno pode fugir do reconhecimento imunolégico do hospedeiro e
disseminar a infec¢ao (Coelho, Bocca e Casadevall, 2014). Alguns estudos ja demonstraram
que o aparecimento de pseudohifas em C. neoformans, aumenta sua resisténcia no
ambiente, porém sua viruléncia diminui in vivo (Magditch et al., 2012). Outro tipo de
alteragdo morfolégica é o aparecimento de células gigantes em C. neoformans. Diversos
estudos ja demonstraram esse fendmeno, tanto in vitro quanto in vivo (Okagaki et al., 2010;
Zaragoza et al., 2010; Garcia-Rodas et al., 2011).Trés variagbes morfolégicas e fenotipicas
em C. neoformans foram identificadas, mudangas na estrutura da capsula, alteragdes no
tamanho da capsula e mudangas no tamanho total da célula, o que pode ser alcangado pela
formagao de células gigantes, levando a consequéncias importantes na interagdo com o
hospedeiro durante a infeccdo (Zaragoza, 2011). Em nossos resultados, foi possivel
observar que tanto alteragdes no tamanho das células quanto no aumento da capsula foram
detectadas na maioria dos isolados, principalmente apds infecgao in vivo. Porém, o aumento
de tamanho das células dos isolados de C. gattii (ATCC 56990 e CL) ndo os levaram a

serem mais virulentos, pelo contrario, provavelmente, o aumento dessas células foi decisivo
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para o reconhecimento mais rapido do sistema imune da G. mellonella e conseguir conter a
infeccdo. Em C. neoformans, o isolado sensivel a FLZ, se demonstrou mais virulento que o
30R (resistente a FLZ) em G. mellonella, e nesse isolado, provavelmente o aumento da

capsula ap6s infecgao in vivo e o crescimento eficiente a 37°C foram decisivos.

O surto ocorrido por infecgdes de C. gattii no noroeste do Pacifico, indica que ha
necessidade de melhor compreensao das diferencas na viruléncia dessa espécie e das
opgdes terapeuticas disponiveis para esse patdogeno emergente (Thompson et al., 2014).
Alguns pacientes com essas infec¢des respondem mal aos antifungicos administrados, e
altas concentragbes inibitérias minimas, frente aos azois, tém sido relatadas para os
isolados de C. gattii no noroeste do pacifico. Apds estudo realizado por de Gast, et al.,
(2013), com isolados de C. gattii (VGII), verificou-se que nem variagdes na sequéncia do
gene ERG11 nem a super expressao deste gene foram responsaveis pelas elevadas ClMs

encontradas para esses isolados.

Ja foi constatado que ha diferencas clinicas entre as infeccdes por C. neoformans e
C.gattii, e, que o tratamento por periodos mais longos em pacientes afetados por espécies
gattii obteveram melhores resultados (Marr, 2011; Ngamskulrungroj et al., 2012; Chen et al.,
2013). Desse modo, a compreensdo dos mecanismos responsaveis por essas diferengas
fenotipicas e clinicas sdo extremamente importantes, uma vez que a expressao de fatores
de viruléncia associados a cada uma das espécies ainda necesita de um melhor
entendimento, uma vez que, estudos de viruléncia realizados, principalmente com C.
neoformans, sao essenciais, mas ainda é dificil extrapolar os resultados destes estudos
rigorosamente controlados para isolados clinicos, em que varios determinantes de viruléncia

sao expressos de forma diferente (Clancy et al., 2006).

O tratamento da criptococose ainda continua sendo uma questdo de dificil gestao,
devido ao pouco desenvolvimento de novos medicamentos e de estudos recentes definitivos
(Perfect et al., 2010).

6. Conclusoes.

1. Foi possivel observar que os isolados clinicos sequenciais de C. neoformans 26S, 271 e
30R possuem perfis de viruléncia em G. mellonella inversamente proporcional a
sensibilidade dos isolados tanto nos ensaios de sobrevivéncias quanto para a determinagao
dos indices de fagocitose, principalmente entre o isolado sensivel (26S) e o resistente (30R).
2. Para os isolados clinicos sequenciais de C. neoformans, foi observado aumento
progressivo discreto das células também inversamente proporcional a sensibilidade apds

infecgcdo em G. mellonella (células maiores nos isolados mais sensiveis). Entretanto para os
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isolados ambientais de C. gattii o mesmo ocorreu com o aparecimento de células gigantes
para o isolado sensivel (CL).

3. Em relacdo ao tamanho da capsula nos ensaios de inducdo in vitro, foi observado que
para os isolados sequenciais de C. neoformans, a capsula expressou um tamanho maior no
isolado sensivel (26S) quando comparado com o isolado 30R. Em contraste, a expresséo da
capsula nos isolados de C. gatti foi maior no isolado resistente (118R).

4. Todos os derivados de galatos de alquila selecionados G11, G12, G14, G15, G16 e G17
apresentaram 6tima atividade antifungica contra as cepas testadas, em especial os galatos
G14, G16 e G17, que apresentaram espectro para as duas espécies independentemente do
perfil de sensibilidade dos isolados.

5. Os derivados G14, G16 e G17 nao se mostraram citotdxicos sobre as células epiteliais de
pulmao A549 e MRC-5 e foram os que tiveram melhores indices de seletividade em especial
o0 maior indice foi para a espécie C. gattii, mostrando a seguranca e a eficacia dessas
moléculas para o uso proposto neste trabalho.

6. O galato de n-dodecila (G16), selecionado para os demais testes também apresentou
atividade aditiva no teste de sinergismo, quando utilizado em associagdo com fluconazol,
reduzindo os valores de CIM quando associada com este farmaco.

7. Os resultados da expressdo dos genes codificadores de bombas de efluxo (MDR1 e
AFR1) mostraram que os isolados clinicos sequenciais de C. neoformans que foram
recuperados do paciente durante a terapia com fluconazol expressaram as bombas, embora
estes parecam nao estarem envolvidos na resisténcia ao fluconazol especificamente nos
isolados 30R e 118R, exceto para o gene AFR1 no qual houve diferengca estatistica
significativa entre sua expressado na cepa sensivel de Cryptococcus neoformans (26S) e na
de sensibilidade intermediaria (271) e a resistente (30R).

8.0 galato de n-dodecila, G16, foi capaz de inibir a expressdo dos genes codificadores de
bombas de efluxo, MDR1 e AFR1, o que torna essa molécula promissora também para a
utilizacdo com finalidade de inibicdo da atividade de bombas de efluxo em células que

utilizam o aumento da expressao desses genes como mecanismo de resisténcia.
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This work aims to demonstrate that the gallic acid structure modification to the decyl gallate (G14) compound contributed to
increase the antifungal activity against several species of pathogenic fungi, mainly, Candida spp., Cryptococcus spp., Paracoccidioides
spp., and Histoplasma capsulatum, according to standardized microdilution method described by Clinical Laboratory Standard
Institute (CLSI) documents. Moreover this compound has a particularly good selectivity index value, which makes it an excellent
candidate for broad-spectrum antifungal prototype and encourages the continuation of subsequent studies for the discovery of its

mechanism of action.

1. Introduction

In the last two decades, there has been a rapid increase in
the incidence of invasive fungal infections (IFIs) caused by
fungal pathogens with diminished susceptibility or resistance
to many standard antifungal agents. The early treatment of
IFIs is essential for optimal clinical outcomes. The effec-
tiveness of standard antifungal drugs (polyenes, azoles, and
echinocandins) is not predictable against some emerging
fungi and may cause undesirable side effects. Furthermore,
the use of antifungals is often inappropriate, exposing patients
to adverse effects, drug interactions, and the development of
resistance to and super infections by other fungi, reducing

their effectiveness and resulting in significant health expen-
ditures. All of these factors are particularly problematic for
immunocompromised (IC) or hospitalized patients with seri-
ous underlying diseases [1-5]. Considering that the diagnosis
of these diseases remains challenging and that treatment
is suboptimal, it is difficult to identify and implement the
correct therapies.

‘The use of modified substances from natural compounds
as prototypes of molecules for the treatment of diseases has
increased abundantly in recent years. However, many of these
products have no proven efficacy and safety. The aim of this
study was adding new results about the antifungal activity
in vitro of 14 alkyl gallates against important pathogenic
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fungi, mainly, Candida parapsilosis, C. krusei, Cryptococcus
gattii, Histoplasma capsulafum, and Paracoccidioides spp.
The literature presents several data about a wide range of
biological activities, and its chemical structures have corre-
lation with the antifungal activity and the cytotoxicity [6, 7].
Kubo et al. [8] made an important observation about the
length and hydrophobicity of alkyl groups; to a large extent,
these factors are associated with their antifungal activity.
Because of the wide range of properties and commercial
applications, alkyl gallates are compounds of great interest
to both pharmaceutical and chemical industries [9]. Besides,
we highlighted the decyl gallate role as a promising broad-
spectrum antifungal.

2. Materials and Methods

2.1. Micreorganisms. C. albicans ATCC 90028 (Ca), C. krusei
ATCC 6258 (Ck), C. parapsilosis ATCC 22019 (Cp), C. neo-
formans ATCC 90012 (Cn), and C. gattii ATCC 56990 (Cg)
were selected for the study. Four filamentous species were
also used, including T. mentagrophytes ATCC 11481 (Tm), T.
rubrum ATCC 28189 (Tr), A. fumigatus ATCC 7100 (Af),
and A. niger ATCC 16404 (An). All species were obtained
from the collection of Clinical Mycology Laboratory, School
of Pharmaceutical Sciences, UNESP, Araraquara, Sao Paulo,
Brazil. This study also included the dimorphic fungi H.
capsulatum var. capsulatumm EH-315 strain (Hc); P, brasiliensis
isolates 18, D03, and 339 (belonging to the SI phylogenetic
species), isolate 02 (PS2 phylogenetic species), and isolate
Epm83 (PS3 phylogenetic species); and P [ufzii strain 01
(ATCC MYA-826) and two isolates, EE and 8334MMT
(origin is described in Acknowledgments).

2.2, Susceptibility Tests. The minimum inhibitory concen-
tration (MIC; mgL™") was determined by the antifungal
susceptibility test for all species, following the reference
broth microdilution method, as outlined in the CLSI. The
M27-A3 document [10] was used for yeast and dimorphic
fungi species. For dimorphic fungi microdilution test was
performed according to de Paula e Silva et al. [11]. The
M38-A2 document [12] was used for filamentous species.
The determination of the minimum fungicidal concentration
(MFC; mg L’l), which is the lowest concentration that did not
allow the growth of any fungal colony on the solid medium
after the incubation period, was performed as was done by
Regasini et al. [13] and Gullo et al. [14]. For this an aliquot
from the wells was transferred to a plate with Sabouraud
medium (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and incubated
at 37°C for the time determined for each species. All the
tests were performed in triplicate and in three independents
assays. The strain C. krusei ATCC 6258 was used also as a
quality control for both tests.

‘The following antifungal drugs were used as controls:
amphotericin B (AMB), itraconazole (ITZ), fluconazole
(FLZ), terbinafine (TERB), and griseofulvin (GRIS; Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA). All antifungal drugs were
diluted according to the instructions of each CLSI doc-
ument. The final dilutions and inoculum were in RPMI
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TaBLE 1: Molecular structure of gallic acid (G1) and alkyl gallates
(G2-G17).

0]
HO. o-R
HO
H
Gl Gallic acid H
G2 Methyl gallate CH,
G3 Ethyl gallate CH,CH,
G4 Propyl gallate (CH,),CH,4
G5 Isopropyl gallate CH(CH,),
Gé6 Butyl gallate (CH,),CH,4
G7 Pentyl gallate (CH,),CH,
R G9 Isobutyl gallate CH,CH(CH,),

G10 Hexyl gallate (CH,);CH,
Gl Heptyl gallate (CH,),CH,
GI2 Octyl gallate (CH,),CH,
Gl4 Decyl gallate (CH,),CH,
GI5 Undecyl gallate (CH,),,CH,4
Gl6 Dodecyl gallate (CH,),,CH,
Gl17 Tetradecyl gallate (CH,);,CH,

1640 medium with L-glutamine without bicarbonate (Gibco;
Grand Island, NT, USA) buffered to pH 7.0 with 0.165 M 3-N-
morpholinopropanesulfonic acid (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) with 2% glucose.

2.3. Preparation of Alkyl Gallates. Alkyl gallates (Table 1)
were synthesized as previously described by Morais et al.
[15]. Five milligrams of each dried substance was diluted and
solubilized aseptically in appropriate quantities of dimethyl-
sulfoxide (DMSO; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). The
amount of DMSO used was previously tested and did not
affect the fungal viability (data not shown). For the exper-
iments, the concentration of each substance was calculated
for a range of concentrations from 62.5 to 0.002mgL ™" by
dilutions in RPMI 1640 medium in a microdilution plate;
then the test was performed in accordance with the M27-A3
and M38-A2 documents.

2.4. Cytotoxicity Tests. The cellular cytotoxicity of the alkyl
gallates was evaluated against lung tumor cells (A549) and
normal fibroblast pulmonary cells (MRC-5), which were
obtained from the American Type Culture Collection (Man-
assas, VA, USA). The cytotoxicity test was performed by
MTT [16] using 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-
2H-tetrazolium bromide (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) at 5mgmL™". Spectrophotometric readings were taken
from microplates in an ELISA reader (Bio-Rad model 3550)
at a wavelength of 540 nm. Untreated cells constituted the
positive control (viable cells), and cells treated with hydrogen
peroxide (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) constituted
the negative control (death cells). All the tests were performed

100



Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine

MRC-5

Viable cells (%)

625 32 16 8 4 2 1

Concentration (mg L~ )

0.5 025 0.125

m Gl
= G12

m Gl4
= G15

A549

Viable cells (%)
1
S

625 32 16 8 4 2 1 05 0250125

Concentration (mgL~ 1

m Gl
= G12

m Gl4
m G15

Figure 1: Cell viability tested in MRC-5 and A549 after treatment with different concentrations of gallic acid (G1), octyl gallate (G12), decyl
gallate (G14), and undecyl gallate (G15). = Indicates that there was no difference statistic (¢ > 0.05) in relation death control (red line
represents the mean percentage of viable cells in the death control (DC)).

in triplicate in three independents assays. A test was per-
formed on plates without cells to verify that the reaction
cannot occur between alkyl gallates and the reagent to avoid
false-positive results (data not shown). Statistical analysis
was performed using 2-way ANOVA with Bonferroni post-
test using GraphPAd Prism 5 software. P values > 0.05 were
considered statistically not significant in relation to the death
control.

The IC,, values of both cell lines were calculated in
relation to Gl molecule and the best antifungal activity of
alkyl gallate is the G14. This value represents the concentra-
tion required for 50% cell death (i.e., the concentration of
each alkyl gallate that results in 50% absorbance reduction
compared with untreated cells, termed the IC,) [17]. The
selective index (SI) was calculated to both cells lines, which is
defined as the ratio of the measured IC,; in the two cell lines
to the MIC of the tested alkyl gallate (i.e., SI = IC,,/MIC). The
SI was considered significant when >10 [18, 19].

3. Results

Table 2 shows the MICs of gallic acid (Gl) and the alkyl
gallates. These molecules correspond to esters with a different
number of carbon chains (G2 to Gl7, as shown in Table 1).
Depending on the fungi, the GI MIC value varied from 4
to 62.5mgL™" and the same results were observed for G2 to
G11. In general, from the alkyl gallates G12 to G15, there was
a decrease in the MIC, ranging from 2 to 16mgL ™", to the
majority of fungal species, except to Aspergillus sp. and C.
krusei, which presented value of 31 and >62.5mgL"". There
was an increase in the MIC value to the alkyl gallates G16 and
G17. For the genus Paracoccidioides, G12 to G15 presented the
lowest MICs for the majority of isolates (0.004 to 0.5 mgL™),
and the G16 showed low MIC values (0.015 to 0.125 mg LY,
‘The MIC value to H. capsulatum was 2mg L.™" for the G12 to
G15 alkyl gallates.

Some of the best MICs of the alkyl gallates were similar
to or lower than the MICs found for current therapeutic
antifungal agents. C. krusei and T. rubrum are FLZ resistant
strains with MIC of 64mgL™" to these agents, and the
G12 and G14 presented MICs of 4-8mgL™". Most of the
alkyl gallates showed MFC values similar to the MIC values.
Nevertheless, G14 had the best MIC when it was evaluated
against most fungal species.

The cytotoxicity of gallic acid and the alkyl gallates were
evaluated in respiratory epithelial cells showing high cell
viability to MRC5 and A549 cells line, revealing the low
cytotoxicity of these compounds to both cell lines. Figure 1
shows the results of the cytotoxicity test when the cell lines
were treated with Gl and the alkyl gallates G12, G14, and
GI5, that is, those that had the best antifungal activity against
most fungi species tested in this study, and we could observe
that these selected alkyl gallates showed low cytotoxicity
to both cell lines. In this test, the viability percentage is
considered satisfactory when it is above the mean percentage
of death control. In Supplementary Material we present the
results of the cytotoxicity test to all alkyl gallates used in
this study (see Supplementary Material available online at
http://dx.doi.org/10.1155/2014/506273).

Table 3 presents the IC;, values of A549 and MRC-5
cell lines for G1 and Gl14. These alkyl gallates showed ICs,
values above the MICs and MFCs determined for the different
fungi. The SI was also demonstrated in Table 3, and we
could observe that G14 showed the greatest antifungal activity
against the majority of fungal species and had higher SI values
for both the MRC-5 and A549 cell lines.

4. Discussion

Gallic acid (GA) or 3,4,5-trihydroxybenzoic acid is a natural
plant triphenol and it can be produced by acid hydrolysis of
tannic acid. The substitution of the GA acid portionallows the
obtainment of analogues esters with distinct physicochemical
characteristics, especially lipophilicity that is evaluated by
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TaBLE 3: The IC,, and SI values for both cell lines and all fungi
species against gallic acid (G1) and decyl gallate (G14).

SI
Gl Gl4
MRC-5 A549 MRC-5 A549

Ca 0 0 >10 2
Ck 0 0 2 >10
Cp 0 0 >10 >10
Cn 0 0 >10 >10
Cg 0 0 >10 >10
Tm 0 0 >10 >10
Tr 0 0 6 9
Af 0 0 2 2
An 0 0 6

Hc 3 2 >10 >10
EE 0 0 >10 >10
8334MMT 0 0 >10 >10
1 1 1 >10 >10
18 0 0 >10 >10
Do3 0 0 >10 >10
339 0 0 >10 >10
2 1 1 >10 >10
Epm83 I 1 >10 >10
IC;, (mgL™) 73 93 50 71

the partition coefficient, called alkyl gallates, according to
the atom carbon number in the side chain [6, 7]. GA
acts as an antiapoptotic agent and protects human cells
against oxidative damage, as it has the ability to scavenge
and reduce reactive oxygen species (ROS) formation [20].
The alkyl gallates, like methyl, propyl, octyl, and dodecyl
gallates, have a wide range of biological activities, used
in food manufacturing as antioxidants, as well as in the
pharmaceutical and cosmetic industries, as well as antifungal
[6, 21], antibacterial [22], antiviral [23], antitumoral [7], and
antihemolytic activities [24]. Because of these several inter-
esting properties and commercial applications, alkyl gallates
are compounds of great interest to both pharmaceutical and
chemical industries.

Our group showed MIC values equivalent to the values
found by Leal et al. [6], which confirm the reproducibility of
antifungal activity of the alkyl gallates, and brings new results
with other important pathogenic fungi, as C. parapsilosis,
C. krusei, C. gattii, H. capsulatum, and Paracoccidioides spp.
Current increases of antifungal drug resistance in Candida
spp- and clinical treatment failures are of concern, as invasive
candidiasis is a significant cause of mortality in intensive
care units [25]. Cryptococcosis is an important globally
infectious disease. The majority of illness is among patients
with defective cell-mediated immunity. The most common
clinical presentation is Crypfococci meningitis, with over 1
million cases and 600,000 deaths per year [26]. Between
the most commonly endemic mycoses described are para-
coccidioidomycosis and histoplasmosis; both are difficult to
diagnose, because of limiting factors as isolation conditions

tn

and sensitivity and specificity of microscopic examination
of fluids and tissues which does not lead to immediate
diagnosis, hindering successful subsequent treatments [27].
These difficulties constitute serious problems and underscore
the need for a better understanding of the pathophysiology of
different fungal infections, which could help to identify new
targets of drug therapy and lead to the development of new
antifungal agents [2, 3].

Then, to evaluate the susceptibility to gallic acid and alkyl
gallates, 18 fungi species were assayed. G1 showed high MIC
value for most isolates and the same results were observed
for G2 to GlI, suggesting that the esterification process in
the original G1 molecule did not improve the antifungal
activity. However, the esterification process for the formation
of GI2 to G15 showed MICs values significantly different; in
other words, chains with eight to eleven carbons enhanced
the antifungal activity. These findings indicate that this
modification contributed positively to improvement of the
antifungal activity of the compound. However, this pattern
was not observed in Gl6 and GI7 against most isolates.
Instead, higher MICs values were recorded, suggesting a
cutoff limit for the chain size.

There was not a change in the susceptibility among the
alkyl gallates that presented antifungal activity and the species
of same genus, but the MIC value found was considered
low. This pattern was observed for Candida and Cryptococcus
species, important yeasts more frequently in the last years
in critically ill patients [25, 26]. These results confirm the
hypothesis that these compounds can be better studied to
find the unique compound against the majority of clinical
importance fungi.

Histoplasma capsulatum showed constant MIC values to
GI12 to G15, which indicate that the chains with eight to
eleven carbons have the same effect on this fungus, and the
Paracoccidioides genus is more susceptible to alkyl gallates
than the other fungal species tested. These results show
that these compounds can be effective in cases of therapies
with difficult diagnosis of specific species or genus. High
susceptibility between the species P. lutzii and P. brasiliensis
was observed suggesting the necessity of more studies about
the mechanism action involved.

We agree with the conclusion presented by Leal et al.
[6] that the activity can vary with the fungi tested, mainly
between groups of fungi, and that the antifungal activity of
alkyl gallates appears to be dependent on the presence of a
catechol moiety along with a hydrophobic alkyl chain, similar
to the activity of alkanols described by Kubo et al. [28].

Several studies suggest the mechanism of action involves
these compounds. Fujita and Kubo [29] suggested by glucose-
induced medium acidification method [30] that an alkyl gal-
late with nine carbons in the chain side causes damage in the
cellular membrane including the plasma membrane, because
this compound has three hydrophilic hydroxyl groups in the
head of gallate acids and the hydrophobic alkyl chain in
the tail, disturbing the stable structure of lipid membrane
bilayers. The probable explanation is that hydroxyl groups
would interact with hydrophilic groups thrusting on the
membrane to form hydrogen binds. The nonpolar carbon
chains are folded into the membrane bilayers, resulting in
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a change of the membrane fluidity. This injury probably
resulted in the leakage of potassium ions from fungi cells.
This study also suggested that this alkyl gallate might achieve
inner membrane of mitochondria, influencing mitochondrial
functions related to ROS generation.

The development of an antifungal agent is considered
challenging because potential targets can be shared by yeast
and mammalian cells; both are eukaryotes and have some
homologous metabolic pathways. The optimal antifungal
agent should have a wide activity spectrum, have a fungicidal
action rather than fungistatic action, be available for oral
and parenteral use, be safe in the efficacious dose, have a
great cost-effectiveness, and be stable to microbial resistance.
Considering all these points, novel and selective molecular
targets for the development of new antifungal agents with the
goal of minimizing toxicity are of great importance.

In this sense, in vifro cytotoxicity assays are the first step to
assess whether a compound with potential antifungal activity
is promising to become a future antifungal agent. In this
study, two lung cell lines were used for the cytotoxicity by
MTT assay, since the majority of fungi tested are bound to
the respiratory tract. Then, the cell viability for both lines
remained greater than 50% at most of concentrations of G14
and the other two alkyl gallates, G12 and G15, considered with
good antifungal activity, by the MTT assay.

MTT assay detects the decrease of viable cells number
by the reduction of tetrazolium salt to formazan into living
cells that occurs mainly through electron transfer at the
mitochondrial level [16, 31]. There are in the literature several
reports about the cytotoxicity of alkyl gallates. Locatelli et al.
[7] described in a review that alkyl gallates are not cytotoxic
against rat liver slices and/or nontumoral cell line (mon-
key kidney fibroblasts, VERO cells), normal mouse brain
endothelial cells, human lymphocytes, or when administered
in rats or mice.

Another factor to consider is the detachable selectivity
index. The SI is an indication of the relative safety of a
compound, where higher SI values reflect greater safety, once
that this value is defined as the ratio of the ICy, for the MIC
value. In other words, the necessary concentration of the alkyl
gallate to kill 50% of the health mammalians cells is higher
than the concentration considered fungicide. Then SI will
be greater than 10 because the values are inversely related.
The ratio between the safety and potency of a compound is
a very important parameter to consider in the development
of therapeutic products [17, 32, 33]. Accordingly, the alkyl
gallate G14 had better MIC values and presented an SI above
10 against most fungi, revealing that this alkyl gallate is safe.
These data suggest the importance of more studies about
the difference of action mechanism between the fungal and
mammalian cells, searching for the explanation of the fact
that an alkyl gallate with a ten-carbon chain had better
activity than the others, with one carbon to more or less.

A point that should be emphasized in favor of this
compound is that most of MIC values were similar to or lower
than the values of standard antifungal agents, indicating
the importance of these substances as promising antifungal
agents. One of the major obstacles to antifungal therapy is
toxicity, the associated high cost, the development of intrinsic
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resistance, or a reduced susceptibility to available antifungal
agents.

Amphotericin B is considered the “gold standard” to
mainstay of antifungal therapy because of its broad-spectrum
activity and few cases of mycological resistance. However, it
is associated with frequent and potentially serious adverse
effects. The serious adverse effects led to the development of
AmB formulations, which presented lower rates of nephro-
toxicity, but the cost of these agents is substantial, and access
is limited in resource-limited settings [34, 35]. On the other
hand, the recent increases in Candida spp. resistance to
echinocandins and azoles have led to clinical failures. This is
a matter of concern because of the limited number of drug
classes targeting different fungal components and because the
number of patients at risk receiving treatment is continually
growing, thus further increasing antifungal drug pressure
[25]. In this sense, besides of the possibility of a treatment
isolate with this alkyl gallate, a combinatory therapy of the
alkyl gallate with the available antifungals agents can be an
option that can lead to reduce the dose or improving the
action of both antifungal agents.

In conclusion, in this preliminary study, among a series
of 14 alkyl gallates, our group selected the decyl gallate that
was considered to have the best antifungal activity for a wide
variety of pathogenic fungi with clinical importance. These
suggest how important the structure activity relationship is
to obtain the best antifungal performance. It is a promising
compound for further studies once the cytotoxicity tests were
compatible with those already described in the literature, and
the fungicide action mechanism is not prejudice to mammals
cells, showing a SI that guarantees the safety required in this
initial step.
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Abstract Cryptococcosis is an important systemic mycosis
and the third most prevalent disease in human immunodefi-
ciency virus (HIV)-positive idividuals. The incidence of
cryptococcosis is high among the 25 million people with
HIV/acquired immunodeficiency syndrome (AIDS), with
recent estimates indicating that there are one million cases
of cryptococcal meningitis globally per year in AIDS pa-
tients. In Cryptococcus neoformans, resistance to azoles may
be associated with alterations in the target enzyme encoded
by the gene ERGII, lanosterol 14a-demethylase. These
alterations are obtained through mutations, or by
overexpressing the gene encoding. In addition, C. gattii
and C. neoformans present a heteroresistance phenotype.
which may be related to increased virulence. Other species
beyond C. neoformans and C. gattii, such as C. laurentii,
have been diagnosed mainly in patients with immunosup-
pression. Infections of C. albidus have been isolated in cats
and marine mammals. Recent evidence suggests that the
majority of infections produced by this pathogen are associ-
ated with biofilm growth, which is also related with in-
creased resistance to antifungal agents. Therefore, there is a
great need to search for alternative antifungal agents for
these fungi. The search for new molecules is currently oc-
curring from nanoparticle drugs of plant peptide origin. This
article presents a brief review of the literature regarding the
epidemiology of cryptococcosis, as well as fungal resis
and new alternatives for treatment.
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Introduction

Cryptococcosis 1s an mportant systemic mycosis and the
third most prevalent disease in human immunodeficiency
virus (HIV)-positive individuals [1]. Among the systemic
mycoses, it is ranked as having the highest incidence in
mmmunocompromised patients [2]. It is estimated that one
million cases of cryptococcosis per year are associated with
HIV worldwide; thus, the increase of systemic mycosis is
directly related to the increased incidence of acquired immu-
nodeficiency syndrome (AIDS) worldwide [3].

The yeasts Cryptococcus neoformans and C. gattii are the
agents highlighted in cryptococcal meningitis fungal infec-
tion [4]. However, there are reports of infections by the
species C. laurentii and C. albidus |5]. The presence of a

polysaccharide capsule is considered one of the reasons for

the virulence of this yeast, which increases its invasiveness,
pathogenicity, and confers resistance to the environment and
the host [6. 7].

There are some differences between C. gattii and C.
neoformans. The first difference relates to the ecology of the
species, with C. neoformans found primarily in soil contam-
inated by the feces of birds (Columba livia) and presenting
with a universal distribution [8], while the main niche of C.
gattii is the hollows of Eucalyptus trees, which is why infec-
tion of the species C. gatfii occurs mostly in immunocompe-
tent individuals in tropical and subtropical regions [9]. Several
authors have noted the spread of infection by the species C.
gattii, since there was an outbreak on Vancouver Island.
Canada, the Pacific Northwest, and the southeastern United
States, indicating that this yeast shows an adaptation to a
temperate climate [10-12].

Cryptococcus infection occurs by the inhalation of infec-
tious cells and 1s considered a primary pulmonary infection,
which may lead to a disseminated infection. The disseminat-
ed mfection could affect the central nervous system (CNS),
causing meningitis, encephalitis, or meningoencephalitis
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[13, 14]. The drug of choice in the treatment of cryptococ-
cosis is amphotericin B (AMB), which may or may not be
associated with other drugs, such as fluconazole (FCZ) [3].
Despite the effectiveness of treatment, many studies indicate
the development of fungal resistance to these drugs, leading
to interest in finding new alternatives for the treatment of this
systemic mycosis. This review discusses the epidemiology
and clinical manifestations of cryptococcosis, mechanisms
of yeast resistance, and the latest treatment options for this
Mycosis.

Epidemiology

Several studies on the ecology of C. neoformans and C. gattii
reveal that there is not a specific niche for these species; they
can be found in diverse environmental niches and substrates.
The universality and peculiar adaptation of pigeons to urban
centers relate to the ubiquity of this fungal agent; it is also
easily isolated from environmental sources, such as house-
hold dust [8]. Jesus et al. [15] placed ants of the species
Qdontomachus bauri, collected from a hollow tree of the
species Cassia grandis, in Niger agar with chloramphenicol
and amikacin, and lefi them for 24 h. They subsequently
removed the ants and incubated the plates at 25 °C. The
plates were examined daily for 4 days. Phenol oxidase-
positive colonies were transferred to Sabouraud agar and
preserved in glycerol at =70 °C. Biochemical tests were later
performed and tested positive for Cryptococcus that were
genetically typed by restriction fragment length polymor-
phism (RFLP) with gene URAS, indicating two molecular
types of C. neoformans, VNI and VNIL According to the
current authors, a need exists for a more thorough investiga-
tion of samples of insects in and around tree holes, for a
longer duration, and at regular intervals to demonstrate that
Odontomachus bauri and other msects are acting as mechan-
ical vectors of C. neoformans and are responsible for the
dispersion of this yeast to other substrates. According to
Jesus et al. [15], the interaction of fungi with hollow trees
and insects forms a system that can be used for understand-
ing the ecology of the fungi.

Advances in molecular studies have refined the epidemiol-
ogy of isolates of Cryptococcus. classitying C. neoformans
and C. gaftii into eight molecular types, with the C.
neoformans var. grubii being classified as molecular type
VNI and VNIL, the variety neoformans classified as VNIII
and VNIV, and the hybrid C. gamii was classified as VGI,
VGIL VG, and VGIV [16]. This refinement of the isolates
of Cryptococcus clarified the geographical distribution of
species.

The eight types of complex molecular species of C.
neoformans/C. gattii exhibit large differences in epidemiology.
ecological niches, manifestations of infection, type of
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reproduction, and virulence. Thus, each strain of
Cryptococcus behaves differently to various treatment
methods. The matrix-assisted laser desorption/ionization
time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) method
is frequently used for fast and accurate identification of the
clinical isolates. since phenotypic and genotypic methods such
as RFLP, amplified fragment length polymorphism (AFLP),
multilocus sequence typing (MLST), and multilocus microsat-
ellite typing (MLMT) are highly expensive and time-
consuming [17].

Infection with C. neoformans is most common and preva-
lent in temperate climates and cold, urban areas. The main
ecological niche 1s the dried excreta of birds, especially
Columba livia pigeons [18. 19], but there are other reports
of additional niches, such as dust and tree fragments [20, 21].
The species C. gattii 1s also related to the environment, but the
main ecological niche 1s eucalyptus trees, which clarifies the
relationship with rural areas [9], although Brazilian studies
show the isolation of this species from urban trees [22, 23].

Many epidemiological studies have shown the prevalence
of infection by the species C. neoformans across the globe, as
well as the direct relationship with immunodeficiency [24]. A
study performed by Calvo etal. [25] demonstrated that, of 100
clinical isolates of C. neoformans from Brazil, Venezuela, and
Chile, of which 60 1solates were from HIV-positive patients,
89 isolates were C. neoformans [86 (96.6 %) of which were
serotype Al and 11 were C. gattii [9 (81.8 %) of which were
serotype B|. Meyer et al. [16] studied the incidence of differ-
ent Cryptococcus serotypes evaluated in the IberoAmerican
Cryptococcal Study Group: a total of 340 clinical, veterinary,
and environmental isolates from Argentina, Brazil, Chile,
Colombia, Mexico, Peru, Venezuela, Guatemala, and Spain
were tested. Of 177 clinical isolates obtained from patients
with AIDS, 86 % were serotype A, 7.4 % were serotype AD
hybrid, 3.4 % were serotype D, and the remaining 2.8 % were
serotypes B and C. In another study, 178 clinical isolates and
247 environmental isolates obtamed from five regions of
Colombia (1987-2004) demonstrated a clinical isolate profile
of serotypes A (91.1 % of isolates). B (8.4 %), and C (0.5 %).
and an environmental isolate profile of serotypes A (44.2 %).
B (42.6 %), and C (13.2 %):; no serotype D or AD isolates
were identified [26]. C. gattii affects mainly immuno-
competent individuals; therefore, it is a risk for HIV-
positive patients [27], as shown in a recent study in
Southern California, where the presence of this species in
immunocompromised patients was reported, leading to the
conclusion of an endemic C. garsii infection in this region
and its neighboring regions of Mexico [28]. It is possible to
observe changes in the concept of infection by C. gattii, since
this can oceur under many conditions of immunosuppression
induced by various factors, such as oral corticosteroids, weak-
ened lung function resulting from previous infections, and
smoking [29].
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Hagen et al. [30] investigated the occurrence of C. gattii
i Europe, focusing on whether this pathogen is emerging
and, if so. how to explain this emergence pattern.
Furthermore, they explored whether the infections originated
from Europe or were introduced from other continents. They
concluded that C. gattii is emerging in Europe, and the iso-
lates from Europe can be divided into five genotypic clusters.
Most C. gati infections in Europe are probably autochtho-
nous, and several infections are proven to have been acquired
outside the European continent, e.g., during visits to C.
gattii-endemic regions, such as the Vancouver Island out-
break area or before migration to Europe from C. gattii-
endemic regions in Africa and South America. This finding
might suggest that C. gattii infections caused by certain
genotypes are associated with altered immune status of the
human host. Thus, C. gattii is probably a more opportunistic
pathogen, as has recently been hypothesized, than a strictly
primary pathogen [29, 31]. C. gattii 1solates with genotypes
VG and VGIV were rarely found in Europe and were all
acquired outside the European continent. However, these
genotypes have frequently been isolated from HIV-infected
persons and other immunocompromised patients in Africa
and the American continents [32, 33]. A connection seems (o
exist between these C. gattii genotypes and the host’s im-
mune status, but further studies are required to delineate this
theory.

Despite the presence of C. gattii in tropical and subtrop-
ical regions, including Brazil, Africa, Australia, and
Southem California, infection by C. gattii has been reported
in other regions, such as the Pacific Northwest and
Vancouver Island (Canada) [10, 11]. The emergence of C.
gartii in temperate climates suggests a possible adaptation to
changing environmental conditions [12]. This species has
emerged as a potentially lethal agent in the northeast
Pacific and North America, where more than 200 cases of
mfections with C. gartii have been reported in humans and
the numbers among domestic animals more than doubled
between the years of 1999 and 2006 [34]. Recently, the
isolation of this species in Colombia has, again, shown the
great potential of adaptation of this yeast [35].

In response to the emergence of C. gaitii in the United
States in 2008, the public health authorities at the state and
local levels, as well as the British Columbia Centre fo
Disease Control (BCCDC), formed a public health group to
address C. gaftii, according to the Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) [12]. The states began
collecting mformation and sending it to the CDC. In July
2010, 60 cases had been reported to the CDC from four
different states in the Pacific Northwest (California, Idaho,
Oregon, and Washington), and 48 patients had no history of
travel to endemic areas for C. gattii or British Columbia.
Infection by C. gattii is considered endemic in northeast
Brazil, while C. neoformans is found mainly in the south,

southeast, and center-west areas of Brazil [18]. Recently,
Martins et al. [36] evaluated 63 cases of cryptococcal men-
ingitis in the region of Piaui and Maranhdo, and checked the
spread of C. gartii infection in northemn Brazil, showing that
the geographic distribution of this species is much broader
than that reported in the literature.

Colom et al. [37] identified the first case of human cryp-
tococcosis infection in Spain in a 60-year-old heterosexual
farmer who tested negative for HIV and had type 2 diabetes
that had been identified 2 years prior. Species identification
was performed using microscopic morphology, incubation at
37 °C, a urease test, evaluation of the production of
phenoloxidase, monitoring the trend of assimilation of car-
bohydrates, and CGB testing to determine the serotype
(Crypto Check test; latron). The genetic analyses revealed
that the causative agent was C. neoformans var. gattii, cur-
rently referred to as the species C. gattii.

Non-neoformans cryptococel are generally regarded as
saprophytes and have rarely been reported as human patho-
gens. However, the incidence of infection due to these or-
ganisms has increased over the past 40 years, with C.
laurentii and C. albidus being responsible for 80 % of the
reported cases |5, 38]. Infections caused by species other
than Cryptococcus have been increasingly identified.

In 2001, Cheng et al. [39] reported a case of fungal infec-
tion caused by C. laurentii in a premature infant in which
complete clinical resolution occurred after the administration
of AMB and removal of a central venous catheter. Conditions
associated with impaired cell-mediated immunity are impor-
tant risks for non-neoformans cryptococcal infections and
prior azole prophylaxis has been associated with antifungal
resistance. C. laurentii that has been isolated from the blood of
a patient with the diagnosis of ganglioneuroblastoma was
reported and identified by Averbuch et al. [40]. Shankar
etal. [41] reported a case of pulmonary cryptococcosis caused
by C. laurentii in a diabetic AIDS patient who was on
antituberculosis and antiretroviral treatments. Another case
of fungal infection caused by C. laurentii was reported in a
young man with membranoproliferative glomerulonephritis
who was on aggressive immunosuppressive therapy [42].

C. albidus is a ubiquitous saprophytic encapsulated yeast
occasionally found on human skin. One study reported differ-
ent sources of C. albidus, including air, nails, lungs, sputum, a
beer bottle, bone, blood, chronic balanoposthitis. pigeon ex-
creta, and soil. In another report, C. albidus was 1solated from
the skin and hair of dogs, as well as horse urine samples [43].
Kano et al. [44] were the first to describe a documented case of
systemic infection caused by C. albidus in a cat. Mcleland
et al. [45] wsolated C. albidus from a juvenile sea lion in
California. According to those authors, C. albidus should be
considered as a potential pathogen with a role in marine
mammal mortality and morbidity. Research conducted by
Leite et al. [46] in 2012 demonstrated the presence of
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Cryptococcus species on dust found on books in three libraries
in the city of Cuiabd, in the state of Mato Grosso, Brazil. Of
the 84 samples collected from book dust, 18 (21.4 %) were
positive for Cryptococcus spp. The most frequently isolated
species were C. gattii: 15 (36.6 %); followed by C. terreus: 12
(29.3 %); C. luteolus: 4 (9.8 %), C. neoformans and C.
uniguttulatus: 3 each (7.3 %); and C. albidus and C.
humicolus: 2 each (4.6 %). The study by Leite et al. [46]
demonstrates the possible infection of cryptococcosis from
dust in a public library.

Drugs used in the treatment of cryptococcosis

The class of drugs used to treat cryptococcosis is comprised
of polyene antifungal agents, AMB, and nystatin. AMB is
used as the gold standard for treating various systemic my-
coses, including cryptococcosis [47]. AMB is normally used
as a loading dose. Its mechanism of action is related to the
presence of ring macrolides, which gives a hydrophobic
characteristic and binds to sterols, mainly ergosterol of the
fungal cell membrane, changing its permeability, allowing
the output of essential nutrients that leads to cell death [47].

Despite the effectiveness of AMB, it has a high toxicity,
and 1s especially known for causing nephrotoxicity and hep-
atotoxicity [48, 49]. The molecule binds easily to the human
cholesterol plasma membrane, which explains this toxic po-
tential. The toxicity of AMB is directly related to the kidneys,
decreasing glomerular flow by 80 %. AMB also causes
myelotoxicity, leading to anemia by altering the production
of erythropoietin by directly acting on bone marrow [50].

Another class of drugs used to treat cryptococcosis is
pyrimidine analogs. and a representative of this class of
antifungals is 5-fluorocytosine (5-FC), with a mechanism
of action of inhibiting cell division. The yeast cell division
is inhibited by acting on cytosine deaminase, responsible for
converting 5-FC mto 5-fluorouracil, which binds to DNA
and yeast RNA, and blocks cell functions [47, 51].

The intravenous administration of 5-FC and AMB is
recommended for the primary treatment of cryptococcosis,
varying the dose for each case, with a treatment time ranging
from 2 to 4 weeks. This combination of antifungal drugs is
used to reduce the toxicity of AMB, but this association is
not currently used in Brazil due to the lack of availability of
5-FC in this country [3].

Azoles, also used in the treatment of cryptococcosis, have
a mechanism of action of inhibiting the enzyme, lanosterol
l4e-demethylase enzyme cytochrome P450, which is in-
volved m the biosynthesis of ergosterol in fungal mem-
branes. When using an azole, ergosterol is replaced by meth-
ylated sterols [47, 52]. FCZ is the drug of choice for main-
tenance treatment of cryptococcosis, used at a concentration
of 400-800 mg/kg/day for at least ten weeks, although this
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dosing can lead to resistance problems due to the very long
duration of use [48, 49]. Currently, the issue of using azoles
1s developing resistance [53-58]. Itraconazole is the second
drug chosen for a maintenance dose [59]. Among the new-
generation azoles are: voriconazole, posaconazole, and
ravuconazole. In vitro assays have demonstrated the potent
activity of these azoles against Cryptococcus spp. [60]. In the
maintenance of anti-Cryptococcus, azoles exhibit great var-
1ability in dosage [3]. For the treatment of pulmonary cryp-
tococcosis, there is the possibility of substituting FCZ as a
maintenance dose by other azoles, such as itraconazole,
posaconazole, and voriconazole, as well as the combination
of these antifungal agents with corticosteroids. FCZ,
itraconazole, or highly active antiretroviral therapy
(HAART) are frequently used as a prophylactic therapy for
immunocompromised individuals [3].

Another class of drugs used in the treatment of crypto-
coccosis is the echinocandins, which inhibit the synthesis of
B-1.3-glucan synthase [61]. Micafungin is presented as a
drug that can replace AMB in the future. Although the
mechanism of action is not yet well established, studies
indicate that micafungin likely has mitochondrial activity
and 1ts renal toxic effects are less than those of AMB [62].

Mechanisms of fungal resistance to conventional drugs

Microbial resistance develops due to mutations that occur
naturally in cells, with drugs acting as selective agents by
naturally selecting for cells without mutations, thereby, caus-
g a more resistant population [63]. Prolonged use of anti-
fungal agents leads to the development of resistance to these
compounds, which is evaluated by in vitro susceptibility
tests. Thus, resistance is a fault i the clinical response to
treatment. The study of the mechanisms of resistance has
been a tool for developing new diagnostic and therapeutic
targets [47].

Resistance to AMB i1s relatively rare and related to
changes in the composition of the ergosterol in the fungal
membrane, which may be mediated by an increase in cata-
lase activity or defects in the biosynthesis of ergosterol [64,
65]. The melanization of Crypfococcus that occurs during
the process of infection reduces the efficiency of some anti-
fungals, such as caspofungin and AMB [66, 67]. The mech-
anism of reduced susceptibility of melanized cells to these
drugs can be explained by changes in the rate of carbon,
nitrogen, and oxygen in the fungal cell. This change prevents
drugs from internalizing and performing their intended ac-
tions [66]. Although resistance to azoles has been extensive-
ly studied, little is known about the molecular mechanisms
responsible for resistance in Cryptococcus.

Studies performed with yeast species have shown that sev-
eral mechanisms may be involved in drug resistance, including
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the reduction in the accumulation of azole antifungals in fungal
cells associated with increased expression of genes encoding
proteins that cause the efflux of drugs, overproduction of
enzymes, implementing alternative metabolic pathways and/or
changes in the target molecule [68-73].

The development of resistance related to changes of trans-
port can occur by changes to the types of transporters, such
as ABC transporters, typically consisting of two transmem-
brane domains (TMD) and two cytoplasmic domains (NBD)
[47, 74]. However, mutations in the gene ERG11 isolated
from a patient with AIDS who had relapsed Cryptococcus
meningoencephalitis have been studied [75]. These studies
demonstrate that resistance may be due to heteroresistance,
which 1s one mechanism by which induced resistance can be
reversed for a portion of a population. The mutation of target
proteins 1s an antifungal drug resistance mechanism found in
many clinical isolates. In Cryptococcus, this resistance may
be related to the gene ERGI1. In laboratory studies, values
for the minimum inhibitory concentration (MIC) of FCZ in
clinical isolates were found to be similar to the genetic pro-
files of the ERGII gene sequence. The resistant isolate
showed a point mutation in the nucleotide sequence of the
gene when compared to the sequence of the non-resistant
isolate. These results suggest that amino acid substitutions
occur at sites of interaction for azoles and that a protein may
have caused structural changes, with substitutions within the
active sites suggesting changes in the affinity of the enzyme.
This confirms the presence of mutations associated with
resistance, causing structural changes in protein affinity [ 76].

A study by Sheng et al. [77] indicated that it was possible
to interpret the changes occurring in the target enzyme of
FCZ and elucidate that the mechanism of resistance resulted
from structural changes of the protein.

The development of resistance in pathogenic fungi can be
caused by changes in target enzymes and for the
overexpression of genes known to two classes of antifungal
azoles and candinas. The resistance mediated by changes in
ERGI1/CYPS51 (target azole) has been widely documented
to involve point mutations and/or overexpression of these
genes. The overexpression of ERG 11 has often been associ-
ated with resistance to the azoles in Candida albicans |68,
78-80] and 1n one isolate of C. fropicalis |81]. This resis-
tance mechanism involves the effect of gene dosage, which
increases the number of ERGI 1 molecules, which prevents
saturation by azoles. Itraconazole resistance in clinical iso-
lates of Aspergillus fumigatus has been associated with the
occurrence of amino acid substitutions in CYP51A, the
ERGIL gene ortholog found in this fungal species.
Interestingly, mutations at position G54 contributed only to
resistance to itraconazole and voriconazole [82, 83].
Alternatively, the mutation in position M220 conferred re-
sistance to itraconazole and voriconazole or at elevated
MICs for posaconazole [84].

The heteroresistance of C. neoformans involves chromo-
somal aneuploidies; therefore, the number of drug resistance
genes, including ERG 11, 1s increased. This mechanism can
result in the elevated transcription of ERGILI [85, 86].
Heteroresistance in C. neoformans may be related to chro-
mosomal duplication, since it has been observed that both
serotypes A and D had chromosome doubling in response to
FCZ. Those isolates that showed adaptation to higher con-
centrations than the MIC showed duplication on chromo-
some |. When the selective pressure of the drug was in-
creased. duplication on other chromosomes was induced.
After removal of the drug, the isolates returned to the initial
level of susceptibility, also losing the chromosome disomy
[87]. Thus, this adaptation mechanism may contribute to
treatment failure in patients on therapy with FCZ [88]. In
later studies, the environmental and clinical isolates of
C. gartii also showed the phenotype of heteroresistance,
with this phenomenon possibly being related to increased
virulence [86].

Differences in virulence, and the susceptibility of some
strains to certain antifungals, may be related to different
molecular types. Some studies have shown that, in addition
to the eight major molecular types of Cryptococcus spp.
identified from molecular techniques (C. neoformans VNI,
VNIIL, VNILL and VNIV and C. gattii VGL, VGIL VGILL and
VGLIV), VGII has received increased interest in recent years
due to the emergence of subtypes, VGlla, VGIIb, and VGllc
[10, 31, 89-92]. It has been determined that, depending on
the molecular type, there 1s a greater influence of suscepti-
bility to FCZ. The genotypes VGII and VNI showed higher
MICs when compared with other genotypes within their
respective species.

Recent epidemiological studies have also found that
yeasts isolated from different geographic regions (Africa,
Middle East, Asia Pacific, and parts of Latin America)
showed altered sensitivity to FCZ. Among the isolates used
in this current study, the most common yeast was C.
neoformans. with a prevalence of 32.9 % [93].

Several studies related to acquiring resistance have been
conducted in yeasts, such as C. albicans, where they undergo
selection 1n response to exposure to antifungal agents.
Isolates recovered from patients with oropharyngeal candi-
diasis associated with an HIV infection, which had been
treated multiple times, showed an acquisition of resistance
[94]. Studies of C. albicans have shown that a reduction in
the accumulation of azole antifungal cells of these organisms
may be associated with increased expression of genes
encoding proteins of drug efflux [69]. Two kinds of proteins
mvolved i the efflux of compounds are known i yeast: the
family of ABC (ATP-binding cassette) and MSF (major
facilitator superfamily) transporters. The overexpression of
genes homologous to ABC transporters in C. albicans
(CDR I and CDR2) are responsible for the resistance in some
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clinical 1solates recovered from patients with long antifungal
therapies [47].

Regulating the efflux pump may be the answer to ac-
quired resistance in strains that are resistant to FCZ and
itraconazole [95].

Biofilm and resistance

The ability to form biofilm is considered a form of microbial
resistance. Biofilm formation is associated with persistent
infection because biofilms increase resistance to host immune
mechanisms and antimicrobial therapy. Several studies have
shown increased resistance in yeast biofilms when compared
with a cell suspension [96]. C. neoformans actively forms
biofilms and colonizes, including forming biofilms on diverse
prosthetic devices, including ventricular shunts, peritoneal
dialysis fistulas, and cardiac valves [96, 97]. These biofilms
comprise yeast cells with vast amounts of polysacchande,
likely preventing successful eradication. C. neoformans
biofilms are significantly more resistant to AMB and
caspofungin than planktonic cells [98]. However, the expo-
sure of C. neoformans to FCZ or voriconazole did not inhibit
the growth of these yeasts in the biofilm mode, and the
exposure of preformed eryptococcal biofilms to the same
drugs did not affect the metabolic activities of these biofilms
|98]. Because C. neoformans is an environmental fungus and
only an accidental pathogen, it is not surprising that biofilm
formation constitutes an important survival strategy in hostile
environmental conditions (e.g., ultraviolet light) and against
predation [96].

Molecular mechanisms conferring antifungal resistance in
fungal biofilms have not been fully elucidated. In the genus
Candida, genes encoding drug efflux pumps and ergosterol
biosynthesis. both of which are implicated in azole resis-
tance, have been reported to be differentially regulated upon
exposure to antimicrobial agents. These genes mclude
MDRI, CDR1, CDR2, and ERG11, which have previously
been implicated within the biofilm developmental phase [96,
99, 100]. In C. albicans and C. glabrata, mRNA transcripts
indicated that these genes were rapidly upregulated and may
play a defined role in resistance. However, all mechanisms
still need to be defined for Cryptococcus species.

Cells within a biofilm are protected against phagocytosis
and are relatively resistant to host immune mechanisms. In
C. neoformans, biofilm formation depends on the presence
of a polysaccharide capsule composed primarily of GXM, as
specific protective antibodies against GXM mhibited biofilm
formation [101]. Various mechanisms of biofilm resistance
to antimicrobial agents have been proposed. including the
presence of physical barriers that prevent the penetration of
the antimicrobial compounds inte the biofilm, slow growth
or regulation of the metabolic activity of the biofilm due to
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nutrient limitation, activation of the general stress response,
and the existence of a subpopulation of cells within the
biofilm (known as persisters) that are preserved by antimi-
crobial pressure [102].

Several studies with various substances or drugs have been
proposed for Cryptococcus biofilms. de Aguiar Cordeiro et al.
[103] evaluated the inhibitory effect of the antifolate combina-
tions of sulfamethoxazole—trimethoprim (SMX/TMP) and sul-
fadiazine-pynmethamine (SDZ/PYR) against planktonic cells
and biofilms of C. neaformans and C. gaftii. Additionally, they
studied the influence of the antifolate combinations on the
AMB MIC of planktonic cells. Therr results demonstrated that
the drug combinations SMX/TMP and SDZ/PYR were able to
prevent biofilm formation and showed an inhibitory effect
against mature biofilms of both species. Additionally, their
study indicated that antifolate drugs reduced the ergosterol
content in C. neoformans and C. gattii planktonic cells.
Robertson et al. [104] studied the effect of sublethal concen-
trations of EDTA in Cryptococecus biofilm and noted that it was
able to mhibit biofilm formation. Martinez et al. [105] evalu-
ated the use of chitosan in Crypiococcus biofilms and demon-
strated good results. Further studies have demonstrated the
susceptibility of Cryptococcus biofilm for different antifungal
agents [ 106—108].

New strategies for the treatment of eryptococcosis

The bioprospecting of natural molecules has become neces-
sary mn the search for new antifungal prototypes (Table 1). In
Brazl, the Ministry of Health has developed social, economic,
and environmental projects, combining sustainability with
health issues. According to the World Health Organization
(WHO), 80 % of the population uses herbal medicines.
Additionally, the large size of Brazil, with a great diversity
in chmate and soil conditions, favors the development of
rational and sustainable exploitation of new metabolites with
a therapeutic value [109—112].

Recently, Zhu et al. [113] conducted a literature review
related to the number of new drugs from natural products
approved by the U.S. Food and Drug Administration (FDA)
between 1991 and 2010. Those researchers found that there
were 46—126 new drugs derived from natural products, of

which 14.5 % were derived from plants that had not been
explored. The exploration of 59 new species showed the
generation of 85 new drugs, of which 69.4 % were from
synthetic molecules modeled from a natural product. The
present semi-synthetic modifications to improve molecules
are from either structural changes or by mapping the
pharmmacophore. Such changes reduce some problems
from natural products; for example, low potency, poor
target selectivity, toxicity, and undesirable pharmacoki-
netic properties.
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Many studies have reported the activity of natural or
synthetic substances derived from natural models, with ac-
tivity against Crypfococcus spp. (Table 1). Gullo et al. [114]
reported the activity of pure substances maytenin and
pristimerin extracted from the plant. Maytenus ilicifolia,
against a variety of fungi, including sensitive and resistant
isolates of C. neoformans and C. gattii. These substances are
classified as triterpenoids and present diverse biological
activities. Both showed strong fungicidal activity against
isolates. Maytenin presented a lower MIC range, varying
between 0.48 and 3.90 pg/ml, while pristimerin presented
an MIC range varying between 0.97 and 7.81 pg/ml.

Flavonoids found in a wide variety of plants, called
chalcones, are widely applied to various chemical and bio-
logical activities. de Carvalho Tavares etal. [115] studied 21
chalcones compounds agamst various fungi, including C.
gatitii. Two of the compounds showed an interesting activity.
with a MIC of 7.80 pg/ml. Nondo et al. [116] evaluated the
antimicrobial and antilarval activity of extracts from two
plants, Cissampelos mucronata A. Rich and Tephrosia
villosa L. Pers, commonly used in traditional medicine in
Tunisia. The ethanol extracts of different plant parts showed
high larvicidal activity, with an 1Csq in the range 126.11—
219.22 mg/l for the extracts of C. mucronata and 65—
220.00 mg/1 for the extracts of 7. villosa. In addition, both
showed high antimicrobial activity, including against C.
neoformans, with an MIC value of 0.195 mg/L.

The plant. Dimocarpus longan, presents several phenolic
compounds with pharmacological activities, including ellagic
acid and gallic acid. Rangkadilok et al. [117] evaluated the
antifungal activity of seed and fruit extracts, as well as isolated
compounds (ellagic acid, gallic acid, and corilagin). They
observed that the seed extract showed activity against four
strains of C. neoformans. with MIC values ranging from 500
to 1,000 pg/ml. Ellagic acid and gallic acid showed activity
against strains, with MIC ranges varying from 15.63 to
62.50 pg/ml and 800—>16,000 pg/ml, respectively.

Hypericum perforatum is another plant with a wide vari-
ety of metabolites and pharmacological potential, including
activity agaimnst C. neoformans. Tocci et al. | 118] evaluated
the activity of xanthones and tools to increase production of
the metabolite. Those authors demonstrated that the use of
chitosan on plant roots for 15 days significantly increased the
production of xanthones, which exhibited an MIC of
39.1 pg/ml. Thus, there is the possibility of using chitosan
as a tool for the large-scale production of xanthone.

Many studies report the efficacy of plant-derived com-
pounds as antifungals. Given the large Brazilian biodiversity,
natural products are very interesting sources in the discovery
of new drugs. The synergistic activity caused by the combi-
nation of two compounds is an important parameter for in-
creasing the efficiency of antifungal treatment. Testing using a
chequerboard allows the evaluation of 70 different combina-
tions of two compounds for a given strain. This test 1s based
on the microdilution test for determining the sensitivity set by
the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) in
2002. The chequerboard test is used to determine the fraction-
al mhibitory concentration index (ICIF), which is calculated
by the following formula: ICIF = MIC lalone/MIC lin combi-
nation + MIC2alone/MIC2in combination. The classification
of combinations is given by the value of the ICIF and can be
classified as synergistic (ICIF <0.5), additive (0.5 1.0 ICIF),
indifferent (1.0 <4.0 ICIF), and antagonistic (ICIF >4.0)
[119-122].

Some studies have reported the use of a conventional drug
used in the treatment of cryptococcosis, for example, AMB,
that, when added in low concentrations with another com-
pound, may result in potentiation of the drug [123-125].
There is the use of combination drug AMB and 5-FC in the
treatment of eryptococcosis. Although this combination has
high efficiency, its toxicity limits the use of this association
[126]. Schwarz et al. [ 127] showed a death curve to illustrate
the efficiency of combining 5-FC and AMB. When testing
only AMB, the concentration of half the MIC value resulted

Table 1| Natural compounds

with antifungal activity against Plants (family)

Plants (species)

Activity (range of MIC) References

Cryptococcus spp.

Apiaceae Apium graveolens L. 0.04-0.64 pl/ml Marongiu et al. [160]
Araliaceae Panax ginseng 250-1,000 pl/ml Fukuyama et al. [161]
Sapindaceae Dimocarpus longan Lour. 15.63-16,000 pg/ml Rangkadilok et al. [117]
Myrtaceae Eugenia uniflora 0.1-3.75 mg/ml Lago etal. [162]
Ericaceae Vaccinium macrocarpon <1.0 pg/ml Patel et al. [163]
Lauraceae Laurus nobilis 31-1,000 pg/ml Fukuyama et al. [164]
Clusiaceae Hypericum perforatum 39.1 pg/ml Toccietal. [118]
Menispermaceae Cissampelos mucronata >250-0.195 mg/ml Nondo et al. [116]
Leguminosac Tephrosia villosa 62.5-0.195 mg/ml Nondo et al. [116]
Celastraceae Maytenus ilicifolia 0.48-7.81 pg/ml Gullo et al. [114]
Verbenaceae Lippia lupulina >250-31.25 pg/ml Funari et al., 2012 [165]
Fabaceac Pterogyne nitens 250-1,000 pg/ml Regasini etal. [166]
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in a reduction in the growth of colonies by 2.5logs. When
associated with 5-FC, this reduction increased to 4logs,
showing the synergistic effect of the combination. Thus,
AMB plus SFC is still the “gold standard” in the treatment
of cryptococcosis in the country where the pyrimidine ana-
logs are used.

In 2005, Serena et al. [123] evaluated the synergistic
activity between micafungin and AMB, FCZ, itraconazole,
voriconazole, and ravuconazole against 37 clinical isolates
of various species of Crypfococcus spp. They observed
synergism between all of the associations, and micafungin
with AMB presented the highest percentage of synergistic
interactions for C. neoformans (70 %) and C. gattii (80 %).

New antifungal substances, mainly of natural origin, have
been studied greatly in combination with conventional drugs.
Several natural substances have been found to be able to
provide a synergistic effect agaist C. neoformans in the
laboratory of the current authors. Leite [128] evaluated the
combination of a pure substance, pedalitin, isolated from the
plant Pterogyne nitens, with antifungal drugs AMB and FCZ
against C. neoformans. They observed that six combinations
presented additive and synergistic effects when testing
pedalitin with FCZ and two and four combinations presented
with additive and synergistic effects when evaluating pedalitin
with AMB (unpublished data). Another study by Suzano
[129] reported synergistic activity when combining AMB
with natural substances. They found that natural substances
isolated from Eeclipta alba and Serjana erecta highly potenti-
ated the effect of AMB, reducing the MIC of AMB by eight
times as much for sensitive 1solates resistant to C. neoformans
(unpublished data). Synergism studies for the treatment of
cryptococcosis are still compared to trials with isolates of
Candida spp. Ahmad et al. [130] showed the importance of
the synergistic activity between natural compounds and azole-
resistant isolates in Candida spp.

Cathelicidin peptides have been shown to have killing
activity against C. albicans and C. neoformans that was
associated with membrane permeabilization, but they had
little activity against molds. However, the cationic proline-
rich peptide (SP-B) has shown activity against both yeast
species and A. fumigatus |62, 131].

Another solution for reducing the toxicity of AMB, its
incorporation into lipid carrier systems, has been studied. It
was determined that this combination altered the pharmaco-
kinetics and tissue distribution of the drug [132, 133].

Xu et al. [134] studied the efficacy of AMB-—
polybutyleyanoacrylate nanoparticles (AmB-PBCA-NPs)
modified with polysorbate 80 and observed an efficient treat-
ment against cryptococcal meningitis in a mouse model. Wang
et al. [135] reported that cholesterol-conjugated G(3)R(6)TAT
(CG(3)R(6)TAT) formed cationic nanoparticles via self-
assembly, which demonstrated strong antimicrobial activities
against various types of microbes in vitro, including using
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these nanoparticles for the treatment of C. neoformans
(yeast)-induced brain infections. The antimicrobial activity of
the nanoparticles was tested against 12 clinical isolates of C.
neoformans in comparison with conventional antifungal agents
AMB and FCZ. and the results demonstrated that
CG(3)R(6)TAT nanoparticles can be a promising antimicrobial
agent for the treatment of brain infections caused by C.
neoformans. Yaguchi et al. [ 136] developed an adduct of silver
with nanometer-scale particles to peptidic hydrolysates from
collagen, GX-95. The antifungal activity of the adduct agamnst
pathogenic yeasts and filamentous fungi was examined in
terms of MICs and those authors observed that GX-95 pos-
sessed strong and broad antifungal activities against all fungi.

Photodynamic antimicrobial chemotherapy (PACT) is a
promising method which combines a non-toxic photosensi-
tizer (PS) with visible light to cause selective killing of
microbial cells. The development of PACT to treat mycoses
or kill fungi m the environment depends on identifying an
effective PS for the different pathogenic species and delivery
systems able to expand and optimize their use. Few studies
of photodynamic therapy against Crypfococcus spp. have
been described, although these studies have demonstrated
that C. neoformans is sensitive to photodynamic therapy
[137-139].

The treatment of cryptococcosis can be accomplished
through an immunoregulation agent, which has two param-
eters: the processing of cytokines and monoclonal antibodies
(mAbs) [140].

Several preclinical studies have reported the protective
effect of proinflammatory cytokines during pulmonary and
systemic infection in a murine model. The administration of
IL-12 interleukin murine cryptococcosis generates an in-
creased nfiltration of lymphocytes, activation of the classi-
cal pathway, and a reduction of the fungal burden, preventing
the spread of disease and mcreasing the survival rate of
animals [141, 142]. Considering that the function of I1L-12
is related to the stimulation of natural killer (NK) cellsand T
cells producing IFN-y, treatment with this cytokine has
shown great efficiency, while also enhancing the activity of
FCZ [143-145]. Studies have shown the importance of
adding IFN-y to control therapy of cryptococcosis, particu-
larly in HIV-associated cryptococcal meningitis [146]. Jarvis
et al. [146] performed randomized clinical trials where pa-
tients with cryptococel meningitis were treated with doses of
AMB, 5-FC, and IFN-y in different dosages. The fungal
burden was assessed by a culture of cerebrospinal fluid and
the results showed a faster and significant reduction of in-
fection with standard treatment associated with IFN-y when
compared to those without the association.

In preclinical studies in the murine model, the adminis-
tration of interleukin IL-18 presented similar results when
compared with the 1L-12 tests, since treatment with 1L-18 is
also associated with increased levels of IFN-y. Thus, the
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combination of 1L-12 and IL-18 has a synergistic effect,
stimulating the production of IFN-y and increasing the levels
of [L-4 by lung cells [147, 148].

Khan et al. [149] recently evaluated the development of
an effective vaccine agaist C. neoformans from cytosolic
proteins (Cp) of yeast, which acts as an antigen. These Cp
encapsulated in microspheres (PLGA) have a high level of
protection, since the immune response mediated by Cp
appeared strong in a murine model. In that study, the cyto-
kine profiles showed that the yeast protection is associated
with IFN-y and IL-2 and show an improved reduction in the
fungal burden and survival of immunized amimals, indicating
the possibility of using PLGA to induce an immune response
against cryptococcosis.

In addition to the use of cytokines in the treatment of
cryptococcosis, many studies have observed an effectiveness
of the combination therapy with traditional human monoclo-
nal antibodies. This therapy has been attributed to antimicro-
bial treatment for several decades, as one of the earliest
studies was performed in 1930 to treat pneumonia and men-
ingitis caused by Streptococcus pneumoniae bacteria.
Studies comparing the association of serum therapy with
antimicrobials and antimicrobial isolates indicates the effec-
tiveness of this new treatment strategy [150, 151].

In the past three decades. studies with mAbs had great
importance. Some studies have shown that humoral immunity
can contribute to the host defense, since yeast may change
dunng infection and the administration of mAbs in a polysac-
charide capsule can fight this change [152]. Among the targets
of mAbs are glucuronoxylomannan, glucosylceramides, mel-
anin, and B-glucan [67, 152—154]. The immunoregulation of
the mAbs are related to increased opsonization and phagocy-
tosis, in the direct inhibition of yeast in reducing the polysac-
charide capsule and modulation of cytokine production and
inflammatory response [152].

A new therapy called Mycograb (NeuTec Pharma) has
activity agamst the yeast C. albicans and C. neoformans. It
consists of a fragmented recombinant antibody comprising
an antigen-combining site and increasing the specificity of
therapy [150].

In 1992, Mukherjee et al. [155] reported the importance of
using mAbs in the treatment of cryptococcosis. The same
group of studies reported an increased efficiency of antifun-
gal activity of AMB with the concurrent administration of
mADbs, as well as its protective effects i patients in risk
groups [156]. A potentiation of the drug FCZ was also
reported with the administration of mAbs [157]. During
infection by C. neoformans, there is a buildup of capsular
tissue material, which contributes to the virulence of the
yeast, since it inhibits phagocytosis, leukocyte migration,
and immune responses. Therefore, Mukherjee et al. [153]
proposed two possible immunotherapeutic strategies: a pas-
sive administration of mAbs anti-capsule vaccine and

immunization with tetanus toxin-GXM (GXM-TT), with
both strategies demonstrating an increased host immune
defense.

The first study of monoclonal anti-(B7 18 mAbs) therapy
against Crypfococcus in humans was carried out by Larsen
et al. [ 158]. This study demonstrated the success of antibody
therapy in the treatment of eryptococcal meningitis, showing
safety in the use of mAbs as a human mycosis therapy.

The treatment of systemic fungal infections using
radioimmunotherapy (RIT) has been an mmportant form of
treatment, preventing the development of fungal resistance.
RIT is based on antigen—antibody interactions responsible
for delivering cytokine-specific cellular targets for each fun-
gus [67, 159]. This therapy utilizes specific markers as mAbs
radiotracers; Zevalin” and Bexxar™ are FDA-approved ra-
diotracers [159]. Jiang et al. [159] demonstrated the influ-
ence of RIT for the treatment of cryptococcosis, by
prolonged survival of mice infected with C. neoformans
and treated with radiolabeled B7 18 mAbs. They also ob-
served that RIT depends on the immune status of the host and
is considered to be more efficient than the traditional treat-
ment of cryptococcosis.

Two radiotracers are currently reported against C.
neoformans. The first is 213B1, which is capable of killing
virulent strains of C. neoformans when associated with B7
18 mAbs, demonstrating a great reduction m fungal load in
mice over a 24-h period of treatment [ 159]. The other radio-
label used 1s 118Re [67]. When performing RIT using both
radiotracers, melanized and non-melanized yeast are killed,
since there is increased melanin production at the time of
infection, which reduces the activity of AMB. This method
of treatment has been shown to be a more efficient altemative
to conventional treatment under experimental conditions,
with an attractive option for the development of a future
clinical treatment [67].

Conclusion

The incidence and prevalence of serious mycoses continues
to be a public health problem. The treatments that now exist
are aggressive, but are presenting with an increase of resis-
tant strains. Therefore, this infection is an important cause of
morbidity and mortality. The search for new altematives for
the treatment of systemic mycoses 1s necessary due to the
increase of these infections in immunocompetent and
immunosuppressed patients. Some altematives have been
studied as an attempt for the bioprospecting of drugs, since
there are cases of resistance to conventional antifungal
agents, perhaps because this fungus has the ability to form
a biofilm. Furthermore, the use of immunotherapy, photody-
namic therapy, and the use of nanoparticles for drug delivery
at the site of infection are very promising alternatives.
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Despite these various studies. these results are still prelimi-
nary and there is a need to unite efforts in searching for

therapies that could lead to a cure of these infections without

causing severe damage to patients.
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Fungal infections in humans have increased alarmingly in recent years, particularly in immunocompromised individuals. Among
the infections systemic candidiasis, aspergillosis, cryptococcosis, paracoccidioidomycosis, and histoplasmosis mortality are more
prevalent and more severe in humans. The current high incidence of dermatophytosis is in humans, especially as the main
etiologic agents Trichophyton rubrum and Trichophyton mentagrophytes. Molecules pristimerin and maytenin obtained from the
plant Maytenus ilicifolia (Celastraceae) are known to show various pharmacological activities. This study aimed to evaluate the
spectrum of antifungal activity of maytenin and pristimerin and their cytotoxicity in human keratinocytes (NOK cells of the oral
mucosa). It was concluded that the best spectrum of antifungal activity has been shown to maytenin with MIC varying from 0.12 to
125 mg/L, although it is also active with pristimerin MIC ranging between 0.12 and 250 mg/L. Regarding the toxicity, both showed
to have high ICs;. The SI showed high pristimerin against some species of fungi, but SI maytenin was above 1.0 for all fungi tested,
showing a selective action of fungi. However, when comparing the two substances, maytenin also showed better results. The two
molecules can be a possible prototype with a broad spectrum of action for the development of new antifungal agents.

1. Introduction

Fungal infections are mainly caused by opportunistic fungi
and are usually associated with immunosuppression [1].
Over the past two decades, invasive fungal infections have
emerged as a major threat to immunocompromised patients,
since species of Aspergillus, Candida, Cryptococcus, and
Histoplasma emerging pathogens such as Fusarium and
Trichophyton can cause infection when defenses of host are
broken [1]. Paracoccidioidomycosis is a fungal infection that
is very important, which aftects a large percentage of the rural
population of Latin America [2].

There is now a great interest in the discovery of new
molecules of natural origin for the treatment of various
diseases [3]. Natural products have provided a wide variety
of drugs and have become an alternative to large demand

for new antifungal drugs [4]. In Brazil, the use of medicinal
plants in traditional medicine has increased considerably in
recent years. The wide distribution of natural resources in
Brazilian ecosystems and natural diversity of chemical com-
ponents and provides the country with potential bioactive
materials [5].

Maytenus ilicifolia (Celastraceae), popularly known as
“espinheira santa,” has been used in traditional medicine
since the mid-1920s [6]. The secondary metabolites,
maytenin and pristimerin (Figure 1), are classified as
quinonemethide triterpenoids and mainly isolated from
the bark of the roots of mature M. ilicifolia plants [7].
Several studies have shown that maytenin exhibits strong
antimicrobial activity against Gram-positive and Gram-
negative organisms, but there are no studies detailing the
effects of these substances on fungi [8].
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FiGuRE 1: Structures of the isolated quinonemethide triterpenes from M. ilicifolia, pristimerin (1) and maytenin (2).

The need to discover new antifungal molecules and
natural products is of great importance for the development
of new therapeutic tools. This paper proposes the study of the
potential antifungal potential of maytenin and pristimerin
against fungi, an agent of important mycoses. The potential
broad spectrum of these molecules was evaluated, and the
cytotoxicity of these substances in cell lines was evaluated,
suggesting possible prototypes of a broad spectrum of
components for the treatment of mycoses.

2. Methods

2.1. Microorganisms. ATCC strains and clinical isolates
belong to the mycology collection of the Laboratory of
Clinical Mycology, Department of Clinical Analysis, Faculty
of Pharmaceutical Sciences, UNESP, Araraquara, were used
in the current study. The strains used were: Candida albicans
ATCC 90028, Candida krusei ATCC 6258, Candida parap-
silosis ATCC 22019, Candida glabrata ATCC 90030, Candida
tropicalis ATCC 750, Cryptococcus neoformans var. grubii
ATCC 90012, Histoplasma capsulatum (G217B), Aspergillus
niger ATCC 16404, Aspergillus fumigatus ATCC 7100, Tri-
chophyton interdigitalis ATCC 40131. Clinical isolates from
Paracoccidioides brasiliensis (18), Trichophyton rubrum and
Trichophyton mentagrophytes (102), Cryptococcus neoformans
var. grubii resistant to fluconazole (R30), two clinical isolates
from Cryptococcus neoformans var. grubii susceptible to flu-
conazole (S26 and S27), and Cryptococcus gattii (118) isolate
from animals, resistant to fluconazole, and Histoplasma
capsulatum (M238P) (lung bat) were also used.

2.2. Minimum Inhibitory Concentration (MIC). All microor-
ganisms were tested for susceptibility to specific commercial
drugs for the treatment of each gender. The test for yeast
was carried out in accordance with the microdilution
method described according to the M27-S3 of the CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute) (2008), with

modifications. The filamentous fungi susceptibility testing
was performed according to the M38-A2 of the CLSI (2008)
[9] with modifications to determine the minimum inhibitory
concentration (MIC).

Two pure substances extracted from Maytenus ilicifo-
lia, maytenin and pristimerin, were prepared as described
byScorzoni et al. 2007 [10]. The antifungal drugs were
diluted according to CLSI M27-S3 [9]. Inoculums were
prepared in RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) with L-glutamine, without sodium bicarbonate, sup-
plemented with 2% glucose, and buffered to a pH of 7.0
using 0.165 M MOPS, (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
The yeast suspension was adjusted to a final concentration
of 1.0 x 10* CFU/mL in RPMI-1640 and for filamentous
fungi, a suspension of microconidia was adjusted to 2.5 to
5.0 x 10%. In the 96-well plates, substances were added in
serial dilutions, starting from a concentration of 250 mg/L
to 0.48 mg/L. The plates were incubated in a shaker at
37°C/150rpm to a specific time determined for each
microorganism. The reading of MIC was performed by
spectrophotometry at 490 nm and confirmed using Alamar
Blue (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

2.3. Minimum Fungicide Concentration (MFC). A qualitative
analysis of fungal viability was performed, by transferring
a portion of the wells to a plate with Sabouraud (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) medium and incubated at
37°C during the time determined for each fungal agent. The
MFC was determined as the lowest concentration of the
extract that did not allow the growth of any fungal colony
on the solid medium after the incubation period [11]. A
visual reading was performed to confirm the death or growth
inhibition provided by the antifungal substances, maytenin
and pristimerin.

2.4. Cell Cytotoxicity Assay. The cytotoxicity of maytenin
and pristimerin was assessed by MTT for cell lines NOK
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TasLE 1: MIC values and quantitative analysis of fungal cellular viability of pure substances maytenin and pristimerin front of the yeasts and
filamentous pathogenic strains causing the most mycoses and evaluation of cytotoxic activity in NOK cells and selectivity index from the
ratio of the ICsq and MFC.

; soen g Amphotericin Itraconazole Maytenin Pristimerin
Mayteam s e B reference reference I1C. ICs
MIC/MFEC MIC/MEC 2 0
values MIC values MIC (mg/L)/SI (mg/L)/SI

gg‘é’zﬁgd" eI 62.50/62.50  250.00/250.00 0.50-2.00 — 265.7/4.25¢ *
Candida krusei ATCC 6258 15.62/62.50 7.81/62.50 0.25-2.00 0.12-0.50 78.33/1.25¢ 24.25/0.38*
zcz“ggd“f’mp“l"m AL 15.62/31.25  125.00/125.00 0.25-1.00 0.06-0.25 78.33/2.50% *
Candida tropicalis ATCC 750 15.62/3125  31.25/62.52 0.50-2.00 = 78.33/2.50¢ 203.98/3.26%
;;;ﬁ;d“ glabesis ATOC 3125/31.25  125.00/125.00 0.25-1.00 = 203.98/6.52¢ *
Cryptococcus neoformans . . .
< i 0.48/0.48 0.97/0.97 0.50 0.125 2.53/5.29 3.92/4.04
g;)(;p i L 3.90/3.90 7.81/7.81 1.00 >32.00 22.18/5.68% 24.25/3.10%
iR 0.48/0.48 1.95/1.95 0.50 0.125 2.53/5.29% 6.41/3.28%
isalated 26
el L 0.48/0.48 3.90/3.90 0.50 0.125 2.53/5.29% 20.10/5.15%
isolated 27
Cryptococcus gattii 118 1.95/1.95 3.90/3.90 1.00 >32.00 9.84/5.05% 20.10/5.15%
1;‘;']“;“’“1‘1”"&5 Brisitiensis <0.12/- <0.12/- 0.015-0.25 <0.0039 o xx
Histoplasma capsulatum . .
s, 0.97/0.97 0.48/0.48 0.06-0.25 0.25-2.00 3.70/3.81 6.43/13.40
A e 0.48/0.48 0.48/0.48 0.06-0.25 0.25-2.00 2.53/5.29% 6.43/13.40%
isolated M238P
‘;‘;g;’g”rusf wnigatus AICC 125/ 5250/- 0.12-2.0 0.12- > 16.00 x *
‘fgﬂ;’f SRR 0.97/0.97 250/250 0.12-0.5 0.12-1.00 #3.70/3.81 .
Irichophytor rubpuerlinioal g 00 250/250 - 0.03-4.00 #9.84/5.05 *
isolated
Trichophyton mentagrophytes . .
vl o' 3.9/3.9 62.5/250 — 0.03-0.25 22.18/5.68 150.24/0.6
Hickophyton mentoproghs. gy iy 125/250 - 0.03-0.25 22.18/5.68 .

clinical isolated 102

MIC: minimum inhibitory concentration; MFC: minimum fungicide concentration.

# 1C50/18 values in NOK cells.

* 1Cs0/1S not apply because the MIC and MFC values are above 62.5 mg/L.

** 1Csp/1S not apply because the MIC and MFC values are below 0.12 mg/L.

ICso: 50% inhibitory concentration. SI: selectivity index obtained from the relationship between the ICsp (NOK) by MFC for each fungi.

(keratinocyte oral mucosa), obtained from the American
Type Culture Collection (Manassas, VA, USA). The cells were
grown in own culture medium NOK (Keratinocytes—SEM,
GIBCO), and maintained at 36.5°C. A concentration ranging
from 2.5 to 5.0 x 10* cells/mL was used for the formation
of monolayer cells. The concentrations of pure substances
were kept in contact with the cells for 24 hours. After the
incubation period, the cells treated with the MTT reagent
has an additional 5 mg/mL added, (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) and the cells were incubated again for another
4h. After the formation of formazan crystals, 100uL of
isopropanol was added to solubilize the precipitate and allow
the reading of the result by changing the color of the medium

[12]. The absorbance of formazan was quantified using an
ELISA reader (enzyme-linked immunosorbent assay) set at
560 nm. As a positive control test, hydrogen peroxide was
used.

3. Results

3.1. Minimum Inhibitory Concentration (MIC). Table 1
present the results of the antifungal activity of maytenin
and pristimerin, isolated from Maytenus ilicifolia. Maytenin
activity was classified as potent for both yeasts and for
filamentous fungi, when compared to positive controls
itraconazole and amphotericin B; since the MIC ranged
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between 0.12 and 62.5 mg/L. Pristimerin previously showed
a significant variation in the action potential. For yeasts, the
pristimerin showed potent activity, with the exception of C.
glabrata ATCC 90030 which showed moderate activity and C.
albicans ATCC 90028, which presented low antifungal activ-
ity. For the filamentous fungi, pristimerin showed moderate
activity, with the exception of Trichophyton mentagrophytes
ATCC 40131, which showed a MIC of 62.5mg/L and was
classified as having potent activity.

3.2, Minimum Fungicide Concentration (MFC). Minimum
fungicide concentration was performed to confirm cell death
in MIC through observation of no colony growth in a rich
medium. The maytenin showed fungicide activity for most
yeasts. No growth of C. albicans colonies was observed, and
the death of yeast occurred in a higher dilution concentration
(Table 1). For the filamentous fungi, MFC was confirmed by
testing cell viability, which occurs in MIC fungal cell death
(Table 1).

Pristimerin presented a greater difference between the
MIC and MFC. Moreover, the difference between the MIC
and the value of qualitative analysis of fungal viability was
greater than the difference presented by maytenin (Table 1).

For the fungus Paracoccidioides brasiliensis and the fila-
mentous fungi Aspergillus niger and fumigatus, the qualitative
test of tungal viability was flawed, since the growth of
colonies cannot be observed on a solid medium.

3.3. Cell Cyrotoxicity Assay. The cytotoxicity assay for the
NOK cell line showed more than 80% of cell viability in MIC
maytenin concentrations. The substance pristimerin showed
cell viability above 80% in normal cells (Table 1).

4. Discussion

Plants have been used in medicine for a long period of
time, since they are easy to obtain and apply various diseases
[4, 13]. Regarding the search for new antifungal agents,
the ideal must have a broad spectrum of fungicidal activity
without causing toxicity to the host [14]. The treatment of
fungal infections is not always effective because of resistance
to drugs in addition to presenting high toxicity for human
cells. For this reason, there is a continuing search for new
drugs which are more potent antifungal, but safer, than
existing drugs [15].

The present study showed that pristimerin and maytenin
had potente action on the fungi studied (Table 1), but
maytenin showed the best results. The exception was
Histoplasma capsulatum isolated M238P and Paracoccidioides
brasiliensis which showed MIC equal for both substances.

Alanis-Garza et al, 2007 [16] studied the anti-
Histoplasma activity of extracts obtained from various plants
and showed MICs between 16 and 125mg/L. This study
showed an MIC for ATCC strains of H. capsulatun 0.97 and
less than 0.48 mg/L pristimerin and maytenin respectively,
while for clinical isolate, the MIC for the two substances was
less than a 0.48 mg/L. Compared with few literary data of
natural products active against this fungal, pristimerin and
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maytenin can be considered prototypes that are excellent
anti-Histoplasma.

Few studies have searched for new drugs from natural
products for P. brasiliensis [17, 18]. There are reports of
the activity of anti-Paracoccidioides of Piper regnellii and
“Baccharis dracunulifolia”™ 30mg/L [17, 19]. The results
expressed in this study were excellent for P. brasiliensis, MIC
of 0.12 mg/L for both molecules at a concentration 65 times
lower than the results of the studies mentioned above.

The systemic mycosis caused by yeasts Cryptococcus spp.
has increased because of AIDS [20]. In the current results
indicate that the molecules had an excellent MIC for the
yeasts this genus, ranging from 0.48 to 3.9 mg/L for maytenin
and 0.97 to 7.8 for pristimerin. Another study revealed the
antifungal activity of extracts of Maytenus undata against C.
neoformans, which showed MIC of 0.09 mg/L after 24 h, and
0.18 mg/L after 48 h [21]. The species Candida are classified
as the fourth most common pathogen in hospitals and are
associated with increased mortality of bloodstream infec-
tions due to these fungi having high resistance to existing
antifungal [22]. For this yeast, the pristimerin showed potent
activity, with the exception of C. glabrata ATCC 90030,
which showed moderate activity, and C. albicans ATCC
90028, which obtained low antifungal activity. Maytenin
showed moderate antifungal activity for this specie. For
C. albicans, maytenin and pristimerin showed fungicide
activity; however, the Candida non-albicans the result was
fungistatic, except for C. glabrata in contact pristimerin.

Although dermatophyte infections are restricted to cer-
tain areas of the epidermis, they can be invasive and
cause serious injury [23]. Due to the high incidence there
is a great need to find new drugs which act on the
dermatophytes. Maytenin showed potent activity with MIC
ranging from 1.95 to 3.9 mg/L. For filamentous fungi, the
pristimerin showed moderate activity, with the exception
of Trichophyton mentagrophytes ATCC 44131, which showed
a MIC of 62.5mg/L. Many studies have demonstrated the
plant antifungal potential against these dermatophytes [23—
25], as the study of Lau et al. 2010 [24], that evaluated
extracts Eucalypti Folium and Fructus Psoraleae Globuli. Both
the pure compounds effectively inhibit the growth of T.
mentagrophytes and T. rubrum [25].

Invasive aspergillosis is an important cause of mortality
in transplant patients [26]. Maytenin had better results
against Aspergillus niger with an MIC value of 0.97 mg/L,
whereas the MIC for A. fumigatus was 125mg/L and
pristimerin was similar for both 250 mg/L. Maytenin showed
good fungicide activity for most filamentous fungi, while
pristimirin showed high MIC (Table 1).

On the other hand, the cytotoxicity tests performed with
NOK (keratinocytes oral mucosa) showed that the exper-
imental substances are not cytotoxic to this cell examined
in experiment (Table 1). Although most of the antifungal
agents available on the market are of synthetic origin, natural
products of the study received the attention of researchers,
mainly, due to the occurrence of unwanted factors, such as
the resistance of some strains the conventional antifungal
agents—especially in immunocompromised individuals—
and the presence of these toxic effects. Figueiredo etal. (1998)
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found antimalarial activity of various substances, including
the pristimerin but the cytotoxicity was only for the 17-
(methoxycarbonyl)-28-nor-isoiguesterin in adenocarcinoma
cell line HT-29 [27].

With respect to selectivity index (SI), it is known that
the higher the SI of a substance, the greater is its security.
In our study we found that the maytenin substance had SI
above 1.0 for all species tested, so we can demonstrate the
safe use of this. Likewise, the pristimerin presented high SI
against some fungal species, as described for H. capsulatum
(SI 13.40). However, when comparing the two substances,
maytenin still showed better results (Table 1).

5. Conclusion

The results of this study indicate the potential use of
maytenin and pristimerin for the treatment of fungal
infections, which showed a potent antifungal activity against
the fungi studied. Therefore, the data obtained are promis-
ing. Although the medicinal plant “Maytenus ilicifolia” is
consolidated in the treatment of gastritis and ulcers more
pharmacological studies will be necessary to evaluate these
molecules as antifungal prototypes.
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