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RESUMO

A busca por novas drogas se constitue num dos principais desafios frente a criptococose. Essa
grave doenca possui terapéutica limitada ao uso da anfotericina B e fluconazol, substancias
descritas como apresentando limitagdes quanto a sua toxicidade, resistencia microbiana e
falha clinica. Nesse sentido, o screening de novas substancias faz-se necessario. A presente
tese possui 3 capitulos: Para compor o capitulo criptococose no Amazonas (Capitulo 1) foi
realizado um levantamento bibliografico confrontando a literatura atual e os trabalhos
produzidos em nossa regido. Para o screening de novas substancias (Capitulo 2) foi realizada
a determinacdo da atividade antifingica de 15 substéncias (isoladas de plantas e semi-
sintéticas) por meio da metodologia descrita pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
— CLSI (documento M-27 A3) frente a Cryptococcus neoformans VNI e C. gattii VGII. Por
fim, no Capitulo 3 foi investigado o mecanismo de acdo antifingico e a citotoxicidade das
substancias desdro-iso-a-lapachona (NAF2) e 8 nitroharmano (AHONL1), para tanto foi
investigado o mecanismo de acdo na parede celular (ensaios com sorbitol), no ergosterol de
membrana (ensaios com ergosterol exdgeno) e no extravasamento celular (dosagem de
substancias que absorvem a 260 nm). A citotoxicidade dessas substancias foi avaliada frente
a linhagem MRC-5 de fibroblastos humanos em ensaio de dose-resposta. Quantos aos
resultados o Capitulo 1, observou-se que criptococose no estado do Amazonas é uma doenca
de acomete em média 25 pessoas anualmente sendo essas principalmente homens (73%),
jovens (39,2+12,3, 19-68 %), portadores de HIV (70-85%). A regido também apresenta em
torno de 3 casos/ano de criptococose em paciente sem imunocomprometimento aparente,
incluindo 1-2 casos de criangas. As principais formas clinicas da doenca na regido sdo a
neurocriptococose (96%) e fungemia (42%). Quanto ao diagnostico laboratorial, a Fundacéo
de Medicina Tropical Heitor Vieira Dourado, centro de referéncia em infectologia da regido
norte, centraliza a maior parte dos diagnosticos. Os exames direto e cultura de liquor
cefalorraquidiano sdo a forma mais comum de diagnostico. Mais recentemente, a pesquisa
com Cryptococcal Antigen Lateral Flow Assay (CrAg LFA) em amostras de sangue tem sido
utilizada e destaca-se por sua sensibilidade e velocidade de execucdo, principalmente til
guando o paciente apresenta baixa carga fungica (estagios iniciais da doenca). Quanto aos
agentes, 0s gendtipos do complexo Cryptococcus neoformans sdo principais agentes
causadores (86%), sendo que, 0s principais genotipos causadores na regido sdo VNI (86%) e
VGII (14%) e o principal MLST é ST93 (86%). Quanto aos resultados screening (Capitulo
2), dentre as 15 substancias testadas (04 isoladas de plantas e 11 obtidas de semi-sintese) duas
substancias apresentaram atividade antifungica destacada NAF2 e AHON1. NAF2 apresentou
concentracdo inibitéria minima (CIM) de 80 pg/mL frente C. neoformans VNI e de 160
pg/mL frente a C. gattii. AHON1 apresentou CIM de 40 pg/mL frente C. neoformans VNI e
C. gattii VGII. Quanto aos resultados de mecanismo de acdo e citotoxicidade (Capitulo 3),
observou-se que a presenca do sorbitol (ensaio de parede celular) ndo interferiu na CIM das
substancias NAF2 e AHON1. De forma similar, observou-se que presenca do ergosterol
(ensaio do ergosterol de membrana), ndo interferiu na CIM das mesmas. No entanto, ambas
causaram extravasamento de substancias que absorvem a 260 nm (ensaio de extravasamento).
No ensaio de citotoxicidade frente a fibroblastos humanos normais (MRC-5) observou-se que,
AHON1 e NAF2 possuiram 1C50 > 50 pg/mL.

Palavras chaves - Criptococose, Drogas, Mecanismo de Agéo, Sensibilidade Antifungica



ABSTRACT

The search for new drugs is one of the main challenges facing cryptococcosis. This severe
disease has limited therapy with the use of amphotericin B and fluconazole, substances
described as having limitations on its toxicity, microbial resistance and clinical failure. In
this sense, the screening of new substances is necessary. The present thesis has 3 chapters:
To compose the chapter cryptococcosis in Amazonas (Chapter 1) a bibliographical survey
was carried out comparing the current literature and the works produced in our region.
For the screening of new substances (Chapter 2), the antifungal activity of 15 substances
(plant and semi-synthetic isolates) was determined using the methodology described by
the Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI (document M-27 A3) the
Cryptococcus neoformans VNI and C. gattii VGII. Finally, the mechanism of antifungal
action and cytotoxicity of the substances desdro-iso-o-lapachone (NAF2) and 8
nitroharmano (AHON1) were investigated in Chapter 3, and the mechanism of action on
the cell wall (sorbitol tests) was investigated in membrane ergosterol (exogenous
ergosterol assays) and in cell extravasation (dosing of substances that absorb at 260 nm).
The cytotoxicity of these substances was assessed against the MRC-5 lineage of human
fibroblasts in a dose-response assay. As for Chapter 1 results, it was observed that
cryptococcosis in the state of Amazonas is an illness that affects an average of 25 people
annually. These are mainly men (73%), young (39.2 + 12.3, 19-68%), with HIV (70-
85%). The region also presents around 3 cases / year of cryptococcosis in a patient without
apparent immunocompromising, including 1-2 cases of children. The main clinical forms
of the disease in the region are neurocryptococcosis (96%) and fungemia (42%). As for
laboratory diagnosis, the Tropical Medicine Foundation Heitor Vieira Dourado, a
reference center for infectology in the northern region, centralizes most of the diagnoses.
Direct examinations and culture of cerebrospinal fluid are the most common form of
diagnosis. More recently, the research with Cryptococcal Antigen Lateral Flow Assay
(CrAg LFA) in blood samples has been used and is notable for its sensitivity and speed
of execution, especially useful when the patient has low fungal load (early stages of the
disease). As for the agents, Cryptococcus neoformans complex genotypes are the main
causative agents (86%), and the main genotypes in the region are VNI (86%) and VGII
(14%) and MLST is ST93 (86%). As for the screening results (Chapter 2), of the 15
substances tested (04 isolates of plants and 11 obtained from semi-synthesis), two
substances showed prominent antifungal activity NAF2 and AHON1. NAF2 had a
minimum inhibitory concentration (MIC) of 80 pg / mL against C. neoformans VNI and
160 pg / mL against C. gattii. AHON1 had MIC of 40 pg / mL against C. neoformans
VNI and C. gattii VGII. Regarding the results of mechanism of action and cytotoxicity
(Chapter 3), it was observed that the presence of sorbitol (cell wall assay) did not interfere
in the MIC of substances NAF2 and AHONL1. Similarly, it was observed that the presence
of ergosterol (membrane ergosterol assay), did not interfere with their MIC. However,
both caused extravasation of substances absorbing at 260 nm (extravasation test). In the
normal human fibroblast (MRC-5) cytotoxicity assay, AHON1 and NAF2 were found to
have I1C 50> 50 pg / mL.

Keywords - Cryptococcosis, Drugs, Mechanism of Action, Antifungal Sensitivity
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1. INTRODUCAO

A criptococose € uma micose sistémica adquirida por via inalatéria de leveduras
das espécies do complexo Cryptococcus neoformans e espécies do complexo de C. gattii.
Estes patdgenos sdo responsaveis pela morte de aproximandamente 180.000 pessoas no
mundo por ano, de um total de 223.100 casos estimados pela WHO em 2014, sendo a
quinta doenca infecciosa mais letal, ap6s AIDS, tuberculosis, malaria e diarréia
(RODRIGUES, 2018).

O arsenal de drogas disponiveis para o tratamento da criptococose é reduzido,
séo utilizados a anfotericina B e fluconazol. A anfotericina B tem sido administrada como
droga principal e fluconazol como uma droga de consolidagéo do tratamento (PERFECT
et al., 2010). Entretanto, esses antifingicos apresentam problemas descritos na literatura
relacionados a sua toxicidade, desenvolvimento de resisténcia e altas frequéncias de falha
terapéutica (STONE et al., 2019). Estima-se que 46% dos pacientes tratados com
anfotericina B apresentam nefrotoxicidade (PERSONETT et al., 2019) e que apesar de
estabelecido o tratamento antifungico a falha terapéutica ainda é de 56% (CHAMMARD
et al., 2018). Dessa forma, a bioprospec¢do de moléculas de fontes naturais tem se tornado
necessaria na busca de novos prototipos antifungicos, visando tratamento mais eficaz,
reduzindo exposicdo de pacientes a toxicidade das drogas atuais.

Sabendo-se que os laboratorios de pesquisa de produtos naturais da Amazonia
possuem substancias isoladas de espécies amazo6nicas que vem se acumulando ao longo
dos anos de trabalho de pesquisa, uma abordagem cientifica de importancia é avaliar essas
colecBes de substancias frente a agentes causadores da criptococose. Caso algumas dessas
substancias apresentem atividade, ainda se faz necessario avaliar seu mecanismo de agéo,
toxicidade e a sua atividade in vitro e in vivo. Trabalhos como esses sdo importantes para
a nossa regidao pois podem resultar na identificacdo de classes e de substancias quimicas
com atividade frente a esses agentes.

Os maiores beneficiarios com esta pesquisa serdo estes pacientes acometidos por
essa enfermidade pois a descoberta de uma nova droga de origem vegetal podera
representar uma opc¢do que apresente menor toxicidade e assim tendo menos efeitos
colaterais. Esta pesquisa pretende testar a seguinte hipdtese: As substancias provenientes

de plantas da regido amazdnica apresentam atividade antiflngica contra Cryptococcus

Spp.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Criptococose

A criptococose é uma infeccdo causada pela inalacdo de propagulos infectantes
do fungo pertencente ao Filo Basidiomycota, classe dos Tremellomycetes e ao género
Cryptococcus, sendo responsaveis na maioria dos casos: as espécies do complexo C.
neoformans e as espécies do complexo C. gattii que conduzem a primoinfec¢do pulmonar,
podendo disseminar-se hematogenicamente, com especial afinidade pelo SNC, as quais
diferem em aspectos bioquimicos, bioldgicos, ecoldgicos, antigénicos e genéticos
(KWONG-CHUNG et al., 2017).

O género Cryptococcus deriva da palavra grega kryptus que significa oculto,
designacdo criada por Kutzig em 1833, aspectos clinicos, patologia e micologia da
Criptococose e seu agente foram primeiramente descritos pelos médicos alemées Busse
em 1894 que o denominou Saccharomyces hominis e Buschke em 1895 como coccideo,
descreveram separadamente a infeccdo em paciente do sexo feminino que apresentou
sarcoma em tibia infectada com disseminacdo em pele, 0ssos, rins, pulmdes e figado
(PERFECT & CASADEVAL, 2011). Sanfelice, na Italia, na mesma época, a partir de
suco de péssego realizou o primeiro isolamento ambiental de levedura capsulada entdo
denominada Saccharomyces neoformans. Em 1901 foi renomeado por Jean-Paul
Viullemin como Cryptococcus neoformans por ndo formar ascosporos. Em 1905, von
Hansemann relatou o primeiro caso de criptococcose meningoencefalica (NEGRONI,
2012).

A criptococose no mundo teve sua incidéncia aumentada com o aparecimento da
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), sendo a meningite, causada por
leveduras do complexo Cryptococcus neoformans e complexo C. gattii sua principal
apresentacdo clinica (GULLO, 2013). Em estudo realizado por Rajasingham et al. (2017)
0 percentual de pessoas portadoras do virus HIV com contagem de células CD4 <
100cls/uL, gque apresentaram antigenemia por antigeno criptococico foi de 6% assim
estima-se que anualmente, 278 000 pessoas tém antigenemia criptococica, com 73% dos
casos de meningite ocorridos na Africa Subsaariana. Meningite criptococica provoca 15%
de mortes relacionadas com a AIDS globalmente. No Brasil, existe pouca informagéo

quanto ao nimero de casos e Obitos, pois a doenca ndo é de notificagdo compulsoria.
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Levantamento realizado no periodo de 2000 a 2012 em notificagcdes de Obito obtidas do
Departamento de Informatica do Sistema Unico de Saude (DATASUS) foram registrados
5755 dbitos com criptococose, por total de menc6es, sendo que 1121 tinham esta micose
como causa bésica e em 4314 registros (75%) estavam associados a AIDS. No
Amazonas, estudo realizado por Rocha et al. (2018) no periodo de 2014 a 2016, mostrou

0 niimero de acometidos 26 e a mortalidade de 54%.

Técnicas moleculares tem sido utilizada e desenvolvida para caracterizagdo dos
agentes causadores da criptococose. Essas técnicas tém evoluido e sendo amplamente
aplicadas desde o surto de criptococose em Vancouver, Columbia Britanica, em 2002
(BARTLETT et al., 2012). Entre as técnicas de caracterizacdo deve-se destacar: a) APCR
fingerprinting usando primers especificos para microssatélites; b) Amplified fragment
length polymorphism (AFLP); c) Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) e
d) Multi Locus Sequence Typing (MLST). Atualmente, constituem o complexo C.
neoformans os tipos moleculares VNI, VNII, VNIII e VNIV. Constituem o complexo C.
gattii os tipos moleculares VGI, VGlla, VGlIb, VGIII e VGIV (COGLIATI, 2013).

No mundo, o padrdo molecular mais comum do complexo C. neoformans € o VNI
e 0 padrdo molecular mais importante do complexo C. gattii é o VGII. Esse ultimo tem
sido principalmente isolado na América do Sul América, América do Norte e Oceania
(COGLIATI, 2013). No Brasil, observa-se a predominancia do tipo molecular VNI e
ainda infeccdes pelos tipos moleculares VNII e VGII. Sendo que, o tipo molecular VNI
associado a infeccdo de pacientes com HIV-AIDS e VGII associado a infec¢do de
pacientes sem imunocomprometimento aparente (TRILLES et al., 2008). De forma
similar, no Amazonas, 0s genotipos VNI e VGII sdo os principais causadores da

criptococcose na regido (ROCHA et al., 2018).

Os agentes do complexo C. neoformans tem distribuicdo mundial e suas principais
fontes ambientais sdo o solo contaminado com fezes de aves e de animais em cativeiro.
Os agentes do complexo C. gattii sdo observados em climas tropicais e subtropicais
associados a residuos vegetais em decomposicdo. Esses ultimos ja foram isolados de
espécies de arvores como Eucalyptus camaldulensis na Australia e México, Terminalia
cattapa na Colombia e Sygium jambola, Cassia grandis, Senna multijuga, Ficus
microcarpa e Tomentuettarda acreana no Brasil (BARNETT et al.,, 2010; BRITO-
SANTOS et al., 2015; ALVES et al., 2016).
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A infeccdo pela doenca ocorre apés inalagcdo propagulos infecciosos dos agentes
de fontes ambientais. Dessa forma o agente pode se disseminar, provavelmente em
muitos casos, apds um periodo latente contido dentro de linfonodos do pulméo. J& tendo
sido observado em quase todos os Orgdos e tecidos, Cryptococcus spp. tem forte
predilecdo pelo Sistema Nervoso Central. Este neurotropismo tem sido associado a uma
série de fatores criptocdcicos especificos de viruléncia que facilitam a penetracdo do
sangue-barreira do cérebro, tais como metaloproteinases e ureases especificas; enzimas
que causam neuroimunomodulacdo, como a lacase que utiliza dopamina; e mecanismos
que facilitam a sobrevivéncia dentro do ambiente carente de nutrientes do cérebro
(WILLIAMSON et al., 2017).

Ainda sobre a infeccdo, estudo recentes demonstram que 0s agentes causadores
da criptococose atravessam a barreira hematoencefalica (BHE) na vasculatura capilar,
diretamente ou dentro de macrofago denominado” Cavalo de Troia “ou ambos, e
alcangando os espagos de Virchow-Robin e / ou espago subaracnoidal. Varios
mecanismos tém sido propostos para explicar como as células criptocdcicas atravessam
a BHE e os fatores fungicos que a promovem, mas que mecanismo (S) provavelmente
ocorrerdao durante a infeccdo em humanos ainda é desconhecido. Outros fatores de
viruléncia deste patdgenos sdo a termotolerancia, aquisicdo de nutrientes, capsula,
melanina e lacase, urease, fosfolipases, defesas oxidativas, proteina antifogocitica 1
(COELHO et al., 2014).

A predisposicdo dos pacientes HIV-AIDS para infeccdo por criptococose foi
descrita por Gibson et al. (2015). A infeccdo pelo HIV afeta a determinacédo do perfil Thl
vs Th2, ja que tanto o aumento da carga viral quanto a diminuicao da contagem de células
CD4 levam a elevagdo da IL4 em relagdo ao IFNy. Além disso, a morte de Cryptococcus
mediada por granulisina de células T CD4 + ndo é ativada em células de pacientes com
HIV. Através de estudo murino de HIV infectado por Cryptococcus foram observados
niveis reduzidos de quimiocinas CCL2 e CCL5, que sdo atrativos de células imunes, em
comparagdo com camundongos nao infectados. Logo, a infeccdo pelo HIV pode levar a
defeitos especificos de recrutamento de células imunes inatas, bem como desequilibrio
imunoldgico geral, o que reduzira ainda mais a capacidade do hospedeiro de combater o

patdgeno.
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Fatores de Risco na Criptococose

Infeccdo pelo HIV
Terapias Imunossupressivas/Corticdide

Transplante de Orgaos
Desordens Linfoproliferativas /Cancer

Sarcoidose

Anticorpos anti-GM do LCR

Doencas reumatolégicas (lupus, artrite
reumatoide)

Idiopatia CD4 linfopenia

Doenca cronica de figado, Faléncia renal
ou dialise peritoneal

Sindrome Hiper IgM ou IgE

Tratamento com Anticorpos Monoclonais  Diabetes melitus

Fonte: Adaptado de MAZIARZ & PERFECT, 2016.

Quanto as formas clinicas, a micose abrange duas entidades distintas do ponto
de vista clinico e epidemiologico: a) Criptococose oportunista, cosmopolita, associada a
condicdes de imunodepressdo celular causada predominantemente por C. neoformans; b)
Criptococose primaria de hospedeiro aparentemente imunocompetente, endémica em
areas tropicais e subtropicais, causada predominantemente por C. gattii. As principais
formas clinicas dessa doenca sdo a neurocriptococose e a fungemia (KON et al., 2008).

As formas clinicas da Criptococose séo definidas de acordo com a tabela abaixo:

Tabela 2 — Formas clinicas e sintomas na criptococose

Formas Clinicas na Criptococose Sintomas

Infeccdo Pulmonar- Priméria Multiplos nédulos, infiltrado pulmonar,
tosse, febre e astenia

Dor de cabeca, rigidez de nuca, vOmito em
jato, neuropatia cranial e letargia
Normalmente indistinguivel de outras lesdes
Assintomatica

Paralisia ocular e papiledema

Oss0s e peritonio

Meningite Criptocdcica (SNC)

LesGes de Pele
Infeccdes de Prostata
Infecgdes Oculares
Outros Sitios Corpdreos

Fonte: Adaptado de MAZIARZ & PERFECT, 2016.

Segundo a UNAIDS (2012) com a introducédo na década de 90 da chamada terapia
anti retroviral, inicialmente denominada HAART (Highly Active Antiretroviral Therapy)
ou TARV, que é a combinacdo dos inibidores de protease e transcriptase reversa,
extremamente efetiva na reducdo da carga viral plasmatica de RNA-HIV-1 para niveis
indetectaveis, houve uma reducgéo de 6bitos e de agravamento dos quadros das principais

doencas oportunistas que acometem os pacientes HIV.
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O diagnostico da criptococose, se baseia, na presenca de capsula caracteristica

(exame direto), cultivo (principal suporte para tratamento), diagndstico imunoldgico

(detecta infeccdo subclinica) e coloracdo tecidual especifica (WILLIAMSON et al., 2017;
CHAMMARD et al., 2018).

Microscopia - A levedura pode ser vista no escarro, lavado bronquico, LCR
(Liguor Céfalo Raquidiano), pus de abscesso, urina, aspirados de medula dssea e
de ganglios, fragmentos de tecidos, com grande sensibilidade. No LCR a
microscopia é positiva quando ha 10® UFC /mL de células fungicas, ndo sendo
preditora de evolugdo. O exame do Liquor através da nigrosina (tinta da China)
demonstra, em contraste negativo, as leveduras encapsuladas com uma
sensibilidade em torno de 80%, mas pode ser menor em pacientes HIV-negativos
em associagdo com uma baixa carga fungica. A centrifugagdo do LCR por 10
minutos aumenta a sensibilidade (CHAMMARD et al., 2018)

Cultivo - A cultura é o exame comprobatorio da doenca. Cryptococcus cresce bem
em varios meios que ndo contenham ciclo-heximida: agar Sabouraud e agar
infusdo de cérebro-coracdo e agar Niger nas temperaturas de 25 °C e 37 °C.
Colbnias mucoides de tonalidade creme em 48h de incubacdo. Em meio de CGB
(Canavanina-Glicina-Bromotimol) permite a separacdo de C. gattii do C.
neoformans. Em meio de cultura dgar Niger (Seed Niger) através da utilizacao
da fenoloxidase o Cryptococcus spp. promove oxidacdo do éacido cafeico
(KWONG-CHUNG & BENNETT, 1999).

Diagnostico imunologico - A deteccdo de antigeno capsular polissacarideo de
Cryptococcus pela aglutinacdo do latex, pode ser realizada no sangue, urina,
lavado brénquio alveolar e no LCR. No entanto, na pratica, a deteccao de antigeno
é feita no LCR e no soro. Outro teste para detec¢do de antigeno é o Cryptococcus
Teste Rapido - CrAg — Teste Imunocromatografico que utiliza o sistema
sanduiche, € realizado em LCR, soro e plasma. Através de uma tira teste, contendo
uma pelicula que possui regido impregnada com anticorpos anti Cryptococcus
monoclonais conjugados ouro coloidal. Este ensaio oferece uma série de
beneficios sobre os métodos prévios, incluindo a precisdo (IDNURAM et al.,
2015)
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2.2 Tratamento da Criptococose

O primeiro documento que estabeleceu diretrizes para o tratamento da
criptococose foi criado no ano de 2000 pela Sociedade Americana de Doencas Infecciosas
(IDSA) na tentativa de padronizar o tratamento que depende tanto dos sitios anatdmicos
de envolvimento como do estado imunolégico do hospedeiro (SAAG et al., 2000).
Reviséo de tais diretrizes foi realizada por especialistas da IDSA levando-se em conta a
experiéncia adquirida através do manejo de pacientes, assim como da introdu¢do de novas
técnicas de diagndstico e acompanhamento da criptococose (PERFECT et al., 2010).

Lancado em 2018 pela WHO, nova revisdo das diretrizes para o diagndstico,
prevencdo e manejo da doenca criptocdcica em adultos, adolescentes e criancas
infectados pelo HIV traz orientacBGes principalmente para direcionar os tratamentos
concomitantes, como os medicamentos antirretrovirais, na principal apresentacéo clinica
da doenca que é a meningite criptococica e o tratamento segue o seguinte esquema (WHO,
2018):

A) Inducéo de curso (uma semana) para adultos, adolescentes e criancgas:

Anfotericina B desoxicolato (1,0 mg/kg/dia) + flucitosina (100 mg/kg/dia, / em
quatro doses por dia) e fluconazol por 1 semana (1200 mg/dia para adultos, 12 mg/kg/dia
para criancas e adolescentes), até uma dose maxima de 800mg didrios ou como
alternativa.

B) Opcodes alternativas, dependendo da disponibilidade de medicamentos:
Fluconazol por 2 semanas (1200 mg diarios para adultos, 12 mg/kg/dia para

criancas e adolescentes) + flucitosina (100 mg/kg/dia, dividida em quatro doses por dia e

anfotericina B desoxicolato por 2 semanas (1,0 mg/kg/dia) + fluconazol (1200 mg diarios

para adultos, 12 mg/kg/dia para criancas e adolescentes), até um maximo de 800 mg

diarios.

C) Consolidacao:

Fluconazol (800 mg diarios para adultos, 6 — 12 mg/kg/dia para criancas e
adolescentes até um maximo de 800 mg diarios) é recomendada para a fase de
consolidacdo (durante oito semanas apos a fase de indugéo).

D) Manutengdo ou profilaxia secundéaria:
Fluconazol (200 mg diarios para adultos, 6 mg/kg/dia para adolescentes e

criancas).
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Segundo o documento, o inicio da terapia TARV (anti retrovirais) ndo é
recomendada para adultos, adolescentes e criangas vivendo com HIV que tém Meningite
criptocécica devido ao risco de aumento da mortalidade e deve ser adiada por 4 — 6
semanas a partir do inicio do tratamento antifungico (WHO, 2018).

Ainda, segundo WHO (2018), nos pacientes com baixo risco para a falha
terapéutica sem diagnostico de doenca subjacente serd obedecido o seguinte esquema
terapéutico:

A) Inducio:
Anfotericina B + flucitosina (apenas 2 semanas);
B) Consolidagéo:
Fluconazol (800mg (12mg/kg) ao dia por via oral) por 8 semanas e
C) Manutencao:
Fluconazol (200 magnésios (3 mg/kg) por o dia por via oral) por 6 — 12 meses.
De acordo com o Consenso Criptococose 2018 nas formas graves,
principalmente de SNC, seja o paciente infectado ou ndo pelo HIV, a fase de inducdo tem
por objetivo negativacdo ou reducdo efetiva da carga fangica. A fase de consolidacdo
compreende manutencdo de negatividade micoldgica. Segue-se a fase de supressdo
também chamada de manutencdo, por minimo de 1 ano com tempo adicional variando de
acordo com a condicdo do estado imune do hospedeiro. Foram descritos casos de
aparecimento de resisténcia ao fluconazol e itraconazol durante a terapia de manutencéo.
O tratamento é realizado em trés fases: inducgéo, consolidacdo e manutencéo,
com o objetivo de erradicar 0 micro-organismo evitando assim sequelas neuroldgicas e
casos fatais. Os antibidticos utilizados sdo anfotericina B, formulacGes lipidicas
(complexo lipidico e lipossomal) e fluocitosina (5F).

A nefrotoxicidade da anfotericina B, e a resisténcia provocada pelo fluconazol,
principais medicacdes utilizadas tornam necessario acompanhamento criterioso aos
pacientes com criptococose (COELHO et al., 2014; FELICIANO et al., 2017; MOURAD
& PERFECT, 2018).

Alteracdes na sensibilidade de C. neoformans ao fluconazol foram descritos e
atribuidos ao fendmeno de efluxo por diminuicdo de droga no interior celular, acontece
através de transporte ativo e € mediada através da glicoproteina P ou por outras proteinas
como MFS (principal super familia facilitadora). E ainda, a resisténcia em C. gattii entre
pacientes com AIDS que desenvolvem criptococose ocorre durante a terapia de

manutengdo com o azolico fluconazol, o fungo gera um mecanismo capaz de sobrepujar
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a acdo do antifungico, levando a recidiva da doenca (LOYSE et al., 2013; PERFECT et
al., 2010)

O progndstico pobre no tratamento da criptococose tem resultado na necessidade
de exploracdo de tratamentos alternativos como, imunizacdo passiva, imunoterapia e
estratégias baseadas em citocinas, sdo algumas das novas propostas (PIROFSKY &
CASADEVAL, 2017).

2.3 Substancias Antiflingicas de Origem Vegetal

Estima-se que o tempo gasto entre a descoberta de uma nova droga até sua
utilizagdo clinica seja de 12 anos, envolvendo gastos em torno de um bilhdo de dblares
no contexto atual. A descoberta de novas drogas, envolve a descoberta de novas entidades
quimicas e essas podem advir tanto de sinteses quimicas quanto de isolamento de
produtos naturais. Uma analise realizada sobre publica¢Ges da Gltima década do Journal
of Naturals Products, revelou que diferentes organismos foram investigados por
propriedades antifungicas sendo: 41% plantas, 34% fungos, 20% organismos marinhos e
5% bactérias. Ainda segundo esta publicacdo, na América Latina se encontram seis dos
paises de maior diversidade bioldgica no mundo (KATIYAR et al., 2012; CRAGG &
NEWMAN, 2014).

Apesar de intensos estudos, apenas 6% das cerca de 300.000 espécies de plantas
superiores tém sido sistematicamente investigados farmacologicamente e apenas cerca de
15% fitoquimicamente (CRAGG & NEWMAN, 2014).

Plantas tém habilidade quase ilimitada de sintetizar substancias aromaticas de
diferentes grupos funcionais, sendo a maioria metabolitos secundarios, usados em sua
defesa, contra micro-organismos, insetos e herbivoros. Algumas destas substancias
usadas por seu odor (terpenoides), pigmentos (quinonas e taninos) e sabor (terpendides,
capsaicina extraida da pimenta) sdo usadas também por suas propriedades medicinais
(PETROVSKA, 2012).

2.3.1 Fenois e Acidos Fendlicos

Plantas pertencentes as familias Ranunculaceae, Rhamnaceae e Piperaceae sao
produtoras de fendis e acidos fendlicos. Estudos recentes tém relatado atividade

antifungica em compostos fendlicos de fontes naturais. A posi¢do dos grupos hidroxila
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nos grupos fenolicos conferem de acordo com estudos, a toxicidade ao micro-organismo,
e aumento da oxilag&o resulta em aumento da toxicidade. Tarragona e Thyme s&o plantas
que possuem &cido caféico, representante do enorme grupo de compostos derivados do
Fenilpropano, que possuem atividade antifingica por mecanismo de inibicdo enzimatica
pela oxidacdo de compostos (VIDYASAGAR & SINGH, 2014).

2.3.2 Flavonoides

Plantas pertencentes as familias Fabaceae, Ranunculaceae, Asteraceae s&o

produtoras de flavonoides, substancias fendlicas hidroxiladas, sintetizadas pelas plantas
em resposta a infeccdo microbial. Esta atividade é creditada a sua capacidade de se
complexar com proteinas soltveis e extracelulares alem de se complexar com a parede de
células fungicas. A natureza lipofilica dos flavonoides pode também desestabilizar a
parede das celulas fungicas (FRANCISCO et al., 2011).

2.3.3 Lignanas e Neolignanas

Plantas pertencentes a familia piperaceae sdo produtoras de lignanas e
neolignanas que compreendem uma classe de produtos naturais que possui grande
diversidade de estruturas quimicas e atividades farmacoldgicas. Sendo formadas pelo
acoplamento de duas unidades fenilpropanoides (eugenol, alcool coniferilico, isoeugenol,
etc.). A forma como estas unidades séo ligadas entre si determinam sua classificacao: as
lignanas ligam-se pela posicédo 8 e 8' da cadeia alifatica, enquanto que as neolignanas sao
geradas pela ligacdo de qualquer outra posicao da unidade fenilpropanoides que nao seja
8 e 8'. As lignanas sdo acumuladas em madeiras como resposta a ferimentos mecanicos

ou a invasdo de fungos ou bactérias (SOUZA et al., 2012).

2.3.4 Limondides e Protolimonoides

Sd0 os maiores representantes da classe dos terpenos com metabdlitos que
apresentam uma gama de atividades bioldgicas, principalmente inseticidas. Encontrado
em plantas da familia Meliaceae. E constituido principalmente de material saponificavel,
onde se destacam derivados dos &cidos graxos palmitico, oleico, estearico e linoleico.
Contudo, contém normalmente cerca de 5% de material insaponificavel, no qual se

destacam os Limondides 17B-hidroxiazadiradiona, xiloccesina Kk, gedunina, 6-a-


https://pt.wikipedia.org/wiki/Ranunculaceae
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acetoxigedunina, 7-desacetoxi-7-oxogedunina,l1,2-di-hidro-3-b-hidroxi-7-desacetoxi-7-
oxogedunina e angolensato de metila (JUNIOR, 2003).

2.3.5 Saponinas

As saponinas sdo metabdlitos secundarios que ocorrem em grande variedade de
espécies de plantas, principalmente na familia Solanaceae. S&o armazenados em células
de plantas como precursores inativos, mas sdo prontamente convertidos em antibiéticos
ativos por enzimas bioldgicas em resposta a ataque de patdgenos. As saponinas sao
compostos glicosilados amplamente distribuidos e podem ser divididos em trés grupos
principais, um triterpenoide, uma esterdides ou glicoalcaldéides um esterdide ou
glicoalcaldide esteiroidal. Demonstraram atividade em pesquisas realizadas frente a
fungos da classe dos dermatofitos e a Candida spp. (CRUZ-SILVA et al., 2016).

2.3.6 Cumarinas

Cumarinas sdo substancias encontradas em plantas da familia Meliaceae.
Foram relatados como capazes de estimular macrofagos que poderiam ter um efeito
negativo indireto sobre infecgdes. As cumarinas sdo substancias fendlicas que possuem
anéis de benzeno e a-pirona fundidas. Sua fama vém principalmente da sua
antitrombotica, anti-inflamatorio e vasodilatador atividades e seu uso para prevenir
recorréncias de herpes labial causado por HSV-1 em seres humanos. Hidroxicumarina
escopoletina relatado com atividade antifungica contra Fusarium verticillioides
(JARVIS et al., 2013).

2.3.7 Xantonas e Metilxantina

Xantonas sdo um grupo restrito de polifendis de plantas, encontrados na familia
Clusiaceae, biossinteticamente relacionadas com os flavonoides. Xantonas sdo uma
classe de compostos heterociclicos contendo oxigénio, com uma coloracdo amarela e
todos eles tém dibenzo-y-pirona como a base esqueleto (SOARES, 2002).

Um dos principais fatores associados as xantonas que determinam seus possiveis

efeitos bioldégicos € sua diversidade. Sdo descritas pela literatura algumas
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subclassificacfes que variam de acordo com os radicais associados a estrutura basica das
xantonas (NOUNGOUE, 2006).

2.3.8 Terpenos e Oleos Essenciais

Um grande nimero de estudos tém sido feitos nos Gltimos anos na busca de
atividade antifungica de terpendides de origem natural, principalmente sesquiterpenos e
lactonas sesquiterpénicas. A fragrancia de plantas esta na fracdo de dleos essenciais. Sdo
encontrados dentre outros em plantas da familia Rubiaceae. Estes 6leos sdo metabdlitos
secundarios, altamente enriquecidas em compostos a base de uma estrutura de isopreno,
chamados terpenos, a sua estrutura quimica geral € C1oH16. Candida spp. e Cryptococcus
spp., Fusarium oxysporum e Aspergillus niger s@o grupos de fungos testados
(YAMAGUCHI & VEIGA-JUNIOR, 2013).

2.3.9 Alcaloides

Compostos de nitrogénio heterociclicos sdo chamados alcaloides. Encontrados
principalmente na familia Papaveracea. O primeiro exemplo clinicamente Gtil de um
alcaloide foi a morfina; isolada em 1805 a partir da papoula de 6pio Papaver somniferum,
codeina e heroina sdo ambos derivados de morfina. Alcaldides diterpenoides, foram
testados com atividade antimicrobial. Recentemente, um novo alcaldide, 2- (3,4-dimetil-
2,5-di-hidro-1H-pirrol-2-il) - pentanoato de 1-metiletilo foi isolado a partir de planta
Datura metel mostrou in vitro, bem como in vivo atividade contra espéecies de Aspergillus
e Candida (CRAGG & NEWMAN, 2014).

2.3.10 Naftoquinonas

Naftoquinonas sdo pigmentos naturais que tém como caracteristica estrutural,
possuir dois grupos carbonila nas posicoes 1,4 e menos frequentemente em 1,2 ou 1,3 em
anel de naftaleno, do qual deriva seu nome comum. Na natureza, com hidroxila e / ou
metil como substituintes, além de estar em forma livre ou condensado com varios
monossacarideos. A distribuicdo naftoquinonas é ampla, e tém sido isolados a partir de
plantas superiores em certas familias de angiospermas como Ebenaceae, Droseraceae,
Bignoniaceae, Verbenaceae, Leadwort, Juglandaceae, Boraginaceae, entre outros
(WIDHALM & RHODES, 2016).
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2.3.11 Amidas

A atividade antimicrobiana das amidas vem sendo estudada em mais de 1.000
espécies da familia Piperaceae com ocorréncia principalmente em regides tropicais. A
primeira substancia isolada, a piperine data de 1819 e estd além de outras tantas ja isoladas
tém demonstrado ao longo de pesquisa grande variedade de atividades bioldgicas. Em
pesquisa realiza com folhas de Piper scutilifolium demonstrou-se que as amidas sem
substituintes no anel aroméatico e com apenas uma ligacdo dupla foram ativas contra
Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum enquanto N-N-diethyl e analogos
demonstraram atividade dose dependente (MARQUES et al., 2010).

O Laboratdrio Tematico de Quimica de Produtos Naturais da Coordenacgéo de
Tecnologia e Inovacdo do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (COTI/INPA)
tem realizados estudos fitoquimicos de plantas da regido amazonica. A lider do
laboratério € a Dra. Maria da Paz Lima uma pesquisadora que nos tltimos 10 anos tem
investigado compostos isolados das familias Bignoniaceae, Fabaceae e Linaceae. Esse
laboratdrio participou do presente estudo cedendo 04 substancias isoladas de plantas da

regido amazonica obtidas através de fracionamento do extrato metandlico (Tabela 3).
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Tabela 3 — Substancias naturais, estruturas e nomenclatura IJUPAC das substancias

Substancias Estruturas Nomenclatura IUPAC
@) 2-1sopropenyl-2,3-dihydronaphtho[2,3-
‘ b]furan-4,9-dione (mais usado)
Dehydro-iso-a- /
lapachone ’ Dehydroiso-alpha-lapachone
‘ 2-prop-1-en-2-yl-2,3-
0O dihydrobenzo[f][1]benzofuran-4,9-dione
He. s
3 N
]
/> 1H-Purine-2,6-di 3,7-dihydro-1,3,7
/K -Purine-2,6-dione, 3,7-dihydro-1,3,7-
Cafeina @) = [‘\] N trimethyl
CHs
Cubebina OH

Hinoquinina

2S,3R,4R)-3,4-Bis(1,3-benzodioxol-5-
ylmethyl)tetrahydro-2-furanol

(2R,3R,4R)-3,4-Bis(1,3-benzodioxol-5-
ylmethyl)tetrahydro-2-furanol

1-(3R,4R)-3,4-Bis(1,3-benzodioxol-5-
ylmethyl)dihydrofuran-2(3H)-one
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2.4 Substancias Antifungicas de Origem Semi-Sintéticas

Os avancos na sintese quimica indicavam ser possivel sintetizar em laboratorio
substancias derivadas de plantas com interesse farmacéutico (SIMOES et al., 2017).
InGmeros trabalhos mostram desde a década de 90, que a sintese de farmacos atinge cerca
de 75% do total de farmacos utilizados no mundo e, ainda que se compararmos as
estruturas dos medicamentos naturais e sintéticos, observa-se que 62% dos farmacos séo
derivados heterociclicos. Destes 91% possuem pelo menos um atomo de nitrogénio, 25%
um atomo de enxofre e muitos possuem mais de um heterd&tomo em suas estruturas
(WERMUTH,1992).

2.4.1 Compostos B -carbolinicos

Alcaloides do tipo p -carbolinicos também séo conhecidos por alcaloides de
harmala, esta denominacédo se deve ao fato de que as primeiras estruturas isoladas com
este tipo de esqueleto foram obtidas a partir da espécie Peganum harmala
(Zygophillaceae), planta tradicionalmente utilizada na medicina popular no Oriente
Médio e Norte da Africa onde ¢ utilizada para estimular a menstruacio e abortos. Na
China, extratos das sementes de P. harmala sdo utilizados no tratamento de diversas

doencas, entre elas o cancer e a malaria (CAO et al., 2007).

2.4.2 Carbazol

O carbazol, cujo nome sistematico é 9H-carbazol, (F.M = C12HgN e P. M = 167,
20 g/mol., foi isolado pela primeira vez da casca do tronco da Murraya koenigii
(Rutaceae). Planta originaria da India e utilizada contra vérias enfermidades, entre elas
analgésico e febrifugo (NANDY et al., 2014).

A quimica do carbazol e seus derivados tém sido muito estudados nestas Gltimas
décadas devido sua ampla aplicacdo, tanto em equipamentos eletrdnicos para produgédo
de materiais eletroluminescentes, além de corantes, semicondutores, etc. Também na
parte farmacéutica, devido a seu potencial em diversas enfermidades, como antifingica e
antibactericida (ZHANG et al., 2010), anti-inflamatoria e antitumoral (HSU et al., 2005).
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Sua estrutura eletrdnica apresenta grande disponibilidade de elétrons caracterizada pela
presenca das ligacdes alternadas (MONTOIA, 2013).

O Laboratorio de Principios Ativos da Amazonia / LAPAAM da Coordenacéao
de Tecnologia e Inovacao do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (COTI/INPA)
tem realizados estudos de investigacdo de antimalaricos originados da floresta amazonica.
A lider do laboratdério € o Dr. Adrian Martin Pohlit, esse grupo de pesquisa isolou e
investigou atividade antimalérica de substancias nos ultimos 15 anos. Esse laboratorio
participou do presente estudo cedendo 11 substancias submetidas a processos de

semisintese, obtidas através de processo de nitracao (Tabela 4).

Tabela 4 — Substancias semi-sinteticas, nomenclatura lUPAC e estruturas do carbazolol
e dos compostos B -carbolina

Substancias Estruturas Nomenclatura IUPAC
N-acetil-9H- O
carbazol N-acetil-carbazol
h
COMe

O

9H-carbazol
9H-carbazol

7-Metoxi-1-metill-4,9-dihydro-

Harmalina 3H-pyrido[3,4-b]indol

O

1-Metill-4,9-dihydro-3H-p-
carbolina-7-ol

Me
Harmalol ’ O/CZQ

N
H
NN
N
|
H
\ N
N
b



Harmano

Harmina

Harmol

6-Nitroharmano

8-Nitroharmano

6-Nitroharmina

8-Nitroharmina

i
\
H

MeO \ /N
"
H

—

HO \ N
b
H

\ N
N
H

\ N
N
oN H

MeO \ /N
"\
H

MeO \ Va
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1-Metil-9H-pyrido[3,4-b]indol

7-Metoxi-1-methyl-9H-pirido[3,4-
b]indol

1-Metil-2,9-dihydropirido[3,4-
b]indol-7-one

6-Nitro-1-metil-9H-pirido[3,4-
b]lindol

8-Nitro-1-metil-9H-pirido[3,4-
b]indol

7-Metoxi-6-nitro-1-metil-9H -
pirido[3,4-b]indol

7-Methoxi-8-nitro-1-meitil-9H-
pyiido[3,4-b]indol
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

- Investigar a atividade antifngica de substancias isoladas a partir de plantas da floresta

amazonica e seus derivados quimicos frente a organismos causadores de criptococose

3. 2 Especificos

- Investigar aspectos epidemioldgicos, genotipos causadores e distribuicdo ambiental dos
patdgenos da criptococose no Amazonas por meio de revisdo da literatura existente;

- Determinar entre as substancias de plantas amazonicas testadas quais possuem
atividade inibitoria frente os agentes da criptococose e

- Investigar o mecanismo de acdo e citotoxicidade das substancias ativas testadas que

exibiram melhor atividade inibitéria frente aos agentes da criptococose.
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4. APRESENTACAO DOS CAPITULOS

Os materiais, metodologias, resultados e discussdes dessa presente tese estéo
apresentados na forma de capitulos:

Capitulo 1 - Apresenta “Criptococose no estado do Amazonas: aspectos
epidemioldgicos, genotipos causadores e distribuicdo ambiental dos patégenos”. Esse
capitulo esta formatado na forma de artigo que sera submetido a publicacdo no periédico
no Revista Iberoamericana de Micologia;

Capitulo 2 - Apresenta “Bioprospeccao de substancias semi-sintéticas derivadas de
Harman e substancias naturais isoladas de plantas para atividade contra
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii”. Esse capitulo esta formatado na forma
de artigo que sera submetido a publicagdo no periddico International Journal of

Microbiology e

Capitulo 3 - Apresenta “Mecanismo de acdo antifungico e a citotoxicidade das
substancias 2-prop-1-en-2-il-2,3-di-hidrobenzo [f [1] benzofurano-4,9-diona
(desidro-iso-a-lapachona) e 8 nitro-1metil-9am-Pirido [3, 4b] indol (8 nitro
harmano)”. Esse capitulo esta formatado na forma de artigo que sera submetido a

publicacdo no periodico International Journal of Microbiology.
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5. CAPITULO 1

Criptococose no estado do Amazonas: aspectos epidemioldgicos,

genotipos causadores e distribuicdo ambiental dos patdégenos

Katia Santana Cruz®®, Ani Beatriz Jackisch Matsuura®, Diego Fernando Silva Rocha®,
Ana Claudia Alves CortezY, Lizandra Stephanny Fernandes Menescal®, Lucilaide de
Oliveira Santos®,Clarissa Santana Cruz’, Jodo Vicente Braga de Souza’.

Resumo

A criptococose ¢ uma infec¢do fungica de distribuicdo mundial causada pelo género
Cryptococcus. O objetivo foi investigar aspectos epidemiologicos, genotipos causadores
e distribuicdo ambiental dos patdgenos da criptococose no Amazonas por meio de revisdo
da literatura existente. Na Amazonia € uma doenca que acomete em média 25 pessoas
anualmente sendo essas principalmente homens (73%), jovens (39,2+£12,3, 19-68 %),
portadores de HIV (70-85 %). A regido também apresenta em torno de 3 casos/ano de
criptococose em paciente sem imunocomprometimento aparente, incluindo 1-2 casos de
criancas. As principais formas clinicas da doenga na regido sdo a neurocriptococose
(96%) e fungemia (42%). Quanto ao diagndstico laboratorial, a Fundacdo de Medicina
Tropical Heitor Vieira Dourado, centro de referéncia em infectologia da regido Norte,
centraliza a maior parte dos diagndsticos. Os exames direto e cultura de liquor
cefalorraquidiano sdo a forma mais comum de diagndstico. A pesquisa com Cryptococcal
Antigen Lateral Flow Assay em amostras de sangue tem sido utilizada e destaca-se por
sua sensibilidade e velocidade de execucdo, principalmente util quando o paciente
apresenta baixa carga fungica (estagios iniciais da doenca). Quanto aos agentes, 0S
gendtipos do complexo Cryptococcus neoformans sdo principais agentes causadores da
doenca (86%), sendo que, 0s principais genotipos causadores na regido sdo VNI (86%) e
VGII (14%) e o principal MLST € ST93 (86%). Por fim, quanto a distribuicdo ambiental
0 gendtipo de C. gattii VGII apresentou alta variabilidade genética ST20, ST46, ST444 e

um novo genotipo ST453.

Palavras chave: Criptococose, Amazonas, Cryptococcus.


https://www.escavador.com/sobre/2351661/ani-beatriz-jackisch-matsuura
https://www.escavador.com/sobre/7827011/lizandra-stephanny-fernanda-menescal
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Introducéo

A criptococcose € uma infeccdo flungica sistémica, causada por levedura
encapsulada do género Cryptococcus. A fonte de infeccdo é exdgena e entrada primaria
do organismo € através dos pulmdes. As manifestacdes clinicas variam da colonizagao
pulmonar assintomatica a disseminacdo em qualquer lugar no corpo. A meningoencefalite
é a principal manifestacdo clinica produzida por este patdgeno e uma causa primaria de
alta mortalidade (Negroni, 2012).

Esta micose corre em todo o mundo, porém suas manifestacdes clinicas sdo
frequentemente observadas na Africa e Américas (Negroni, 2012). E a terceira micose
sistémica mais prevalente dentre os pacientes portadores do virus da imunossupressao
humana, e este aumento esta diretamente ligado ao aumento do nimero de pacientes com
a AIDS (Spec e Powderly, 2018).

Desde os primeiros casos de criptococose descritos no Brasil por Lacaz e Almeida
(Lacaz e Rodrigues, 1983) respectivamente em 1941 e 1944, essa doenca, detectada
anteriormente em pacientes submetidos a transplantes, a tratamentos especificos com
glicocorticoides, ou com doencas de base como sarcoidose, portadores de tumores
solidos, ou deficiéncias do sistema imune (Pappalardo e Melhem, 2003) sofreu uma
substancial modificacdo em sua ocorréncia em nosso pais, fato que culminou com o
aparecimento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) na década de 1980
(Mitchell e Perfect, 1995).

No Amazonas, segundo o Boletim Epidemiologico HIV/AIDS 2018 do
Ministério da Saude, de 2007 a 2018 foram notificados 6.508 casos de pessoas portando
do virus HIV, ocupando 5° no ranking dentre os estados da federacdo, de deteccdo de
novos casos da doenca ao ano (Saude, 2018).

Estudos clinicos epidemiolégicos e ambientais tém sido realizados por
pesquisadores do estado do Amazonas, demonstrando a ascensdo dessa doenca grave, de
prognostico letal. Este trabalho tem por finalidade apresentar os dados epidemioldgicos,
visando o conhecimento da real situacdo dessa doenca ndo notificavel que necessita de
um esforco em nivel mundial para seu melhor controle, assim como objetiva o
compartilhamento de conhecimentos para formagdo de massa critica capaz de contribuir

com a melhoria no manejo, diagndstico e tratamento da criptococose no Amazonas.
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A Criptococose no Amazonas Hoje e no Passado

O estado do Amazonas é o maior dos estados brasileiros, possui area de
1.559 159,148 km?, sendo esta &rea maior que Franga, Espanha Suécia e Grécia somadas.
Manaus, sua maior cidade concentra 50% de toda a populacdo do estado, 2,1 milhdes de
pessoas (IBGE, 2016). A estrutura de salde da capital é organizada em hospitais de
atendimento, divididos por especialidades. Existe um hospital especializado em doencas
infecciosas e parasitarias, Hospital de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado
(FMT-HVD). Este hospital funciona como referéncia para tratamento de pacientes
portadores da Sindrome da Imunodeficiéncia Humana (SIDA). Realiza atendimento
médico e laboratorial mensal a cerca de 5000 pacientes.

Segundo dados do Laboratdrio de Micologia da FMT-HVD, entre janeiro de 2013
e setembro de 2018, o nimero de casos de criptococose foi de 136 casos (media de 23
casos ao ano), sendo 107 (78,7 %) dos casos de Cryptococcus neoformans e 29 (21,3 %)
dos casos de Cryptococcus gattii, diagnosticados respectivamente nos materiais
biologicos, liquor cefalorraquidiano (LCR), sangue (Hemocultura) e escarro.

Estudo anterior realizado por Cruz (2004) entre os anos de 2000 e 2002, descreveu
24 casos de criptococose (media de 08 casos ao ano), dentre 170 casos de micoses
diagnosticados em pacientes portadores do Virus da Imunodeficiéncia Humana na FMT -
HVD, correspondendo a 18,2% das micoses em pacientes detectadas.

Aspectos clinicos epidemiologicos analisados no ano de 2000 por Santos (2000),
através de estudo de 75 cepas clinicas isoladas no Laboratorio de Micologia da FMT-
HVD entre os anos de 1988-1998 , apresentou como principal constatacdo a frequéncia
da criptococose infantil que representou uma significante fracdo dentre 0s casos
reportados (33%, n=75), sendo o C. gattii como agente de meningite em criancas de 0-15
anos nao portadoras de HIV.

Em seus estudos laboratoriais, Silva (2009) realizou a caracterizacdo em 40 cepas
clinicas isoladas, no periodo de (2006 a 2008), evidenciando que 0s pacientes mais
afetados pela criptococose eram do sexo masculino, jovens (16-30 anos), HIV-positivos
e os habitantes da zona leste da cidade de Manaus. C. neoformans foi a espécie mais
frequentemente isolada (n = 31; 77,5%), quase que exclusivamente em pacientes
imunocomprometidos, sendo que a maioria dos isolados obtidos foi de pacientes com

AIDS. Entre os nove isolados de C. gattii, trés foram obtidos de pacientes



34

imunocompetentes, quatro de pacientes com AIDS e dois pacientes sem caracterizagdo
quanto ao estado imunoldgico.

Em 2012, Freire et al., realizou estudos em 60 cepas clinicas isoladas deste mesmo
laboratdrio, no periodo de 2006 a 2010, sendo dessas quarenta cepas (66,7%)
caracterizadas como C. neoformans, dezessete (28,3%) de C. gattii e apenas trés (5%)
dos isolados ndo puderam ser caracterizados por nenhum dos protocolos estudados.

Segundo Rocha et al. (2018), no Amazonas 0s casos de meningite criptococica
como infecgdo oportunista em individuos com AIDS tem sido diagnosticados desde 1986
conforme dados epidemioldgicos da FMT-HVD. Em um periodo de 23 anos (1990-2012)
a prevaléncia dessa infeccao foi de 0,8% dentre as demais causas de meningite, com um
aumento significativo de casos no ano de 2008 (Gomes et al., 2015). A criptococose
também foi descrita como a sexta causa de 6bito em pacientes com AIDS necropsiados
na mesma unidade no periodo de 1996 a 2003 (Souza et al., 2008).

Em um minucioso estudo clinico laboratorial Rocha et al. (2018) descreveu os
aspectos clinicos laboratoriais em 30 pacientes internados entre fevereiro de 2014 a maio
de 2016 na Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado FMT-HVD,
revelando que a maioria dos pacientes era do sexo masculino (19; 73%), e a média de
idade foi de 39,8 £ 12,2 com uma variacdo de 19-68 anos. A infeccdo pelo HIV foi
relatada em 26 pacientes (87%), sendo que 17 (74%) apresentavam CD4 + contagem de
células T abaixo de 50 mm3/ml, sendo todos afetados apenas por C. neoformans.

Quanto a neurocriptococose, Rocha et al. (2018) mostra a apresentacdo clinica
mais frequente (29; 97%) e, destes casos, 10 (34%) também estiveram associadas a
infeccdo sanguinea; apenas um paciente com HIV apresentava apenas fungemia. Os sinais
e sintomas iniciais mais comuns foram cefaléia (28; 93%), febre (21; 70%), perda de peso
(17; 57%), desorientacdo (14; 47%) e comprometimento Visual (11; 37%). Quatro (13%)
pacientes também utilizaram sistemas de derivacdo liquérica para superacdo da
hipertensdo intracraniana. Sequelas neuroldgicas, como diminuicdo da acuidade visual
(10; 33%), déficit auditivo (4; 13%), déficit motor (3; 10%), hidrocefalia (3; 10%) e

hiposmia (2; 7%), foram mais frequentes na populacdo do HIV.

Genotipos Regionais

Os estudos que tipificam microrganismos patogénicos sdo importantes para

conhecer 0s principais agentes, sua distribuicdo ambiental, interagdo com o hospedeiro e
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evolucdo terapéutica. A evolucdo da biologia molecular, em especial a reagéo de cadeia
de polimerase (PCR), vem permitindo, de forma cada vez mais acessivel, tipificar os
organismos patogénicos (Litvintseva et al., 2015). Entre as ferramentas utilizadas na
genotipagem dos agentes da criptococose, destaca-se a PCR-fingerprint e o MLST.
Vamos discutir a aplicacdo dessas tecnologias nos agentes da criptococose.

As primeiras reacoes de tipificacdo dos agentes causadores da criptococose foram
imunoldgicas do tipo antigeno-anticorpo (Evans, 1950). Os agentes da criptococose
tiveram uma classificacdo classica baseada na presenca de antigenos presentes na parede
celular da levedura. A classificacdo dos quatro sorotipos: A, B, C, D e AD.

O marco da utilizacdo dos métodos baseados na PCR para a caracterizagdo dos
microrganismos ocorreu em 1999, isso devido a um surto de criptococose causado por C.
gattii na ilha de Vancouver, Colimbia Britanica, Canada (Byrnes et al., 2009). Antes
desse surto acreditava-se que C. gattii era restrito as areas tropicais e, portanto, houve um
esforco académico em classificar os agentes patogénicos e entender a sua distribuicao
ambiental. A PCR-fingerprint descrita por Meyer et al., (1993) foi a metodologia mais
utilizada nesses ensaios. A metodologia consiste em uma PCR utilizando-se um primer
como unico iniciador especifico para 0 DNA de minissatélites ou microssatélites. Os
mesmos autores também descreveram uma reacéo de RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) para o gene URA5. Ambas metodologias se tornaram bem conhecidas e
foram aplicadas ao redor do mundo para determinacdo dos genotipos clinicos e
ambientais associados a criptococose.

Na Amazodnia, o primeiro trabalho realizado para identificacdo de genotipos na
Fundacdo de Medicina Tropical do Amazonas (FMTM) foi realizado por Silva (2009)
para caracterizar 40 isolados obtidos clinicos de Cryptococcus, no periodo de 2006-2008.
Através de metodologias de fenotipagem (caracteristicas bioquimicas, producdo de
enzimas e de biologia molecular (URA5-RFLP). Trinta e um (75,5%) dos isolados
clinicos foram classificados como C. neoformans e 9 (22,5%) como C. gattii. Altos niveis
de proteases e fosfolipases foram produzidos pela maioria dos isolados. Utilizando o teste
de difusdo em disco (CLSI M44-A), 81, 35 e 100% dos isolados de C. neoformans foram
caracterizados como susceptiveis ao fluconazol, itraconazol e anfotericina B
respectivamente, enquanto que 78, 56 e 100% dos isolados de C. gattii foram sensiveis a
esses antimicrobianos. A meédia de concentracdo inibitéria minima (CIM) para C.
neoformans e C. gattii isolados foi de 0,26 e 0,58 p/ml, respectivamente. Nove isolados

de C. gattii demonstraram um padrdo de eletroforese compativel com o tipo molecular
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VGII e todos os 31 isolados de C. neoformans apresentaram um padrdo compativel com
o tipo VNI. Demonstrando a importancia do HIV/SIDA para a epidemiologia da
criptococose, a susceptibilidade dos isolados a anfotericina B e alta prevaléncia dos
genotipos molecular VNI e VGII no norte do Brasil.

Em trabalho realizado por Freire et al. (2012), foram analisadas 40 cepas clinicas
através das técnicas de PCR-Fingerprinting e PCR-RFLP URA-5 para demonstrar a
presenca dos grupos moleculares VNI, VNIl e VGII. Estratificando os grupos
moleculares incluidos em sua respectiva espécie, tem-se que do total de 40 isolados de C.
neoformans, 39 (39/40; 97,5%) pertenceu ao grupo molecular VNI e 1 (1/40; 2,5%) do
VNII; e todos os 17 isolados da espécie C. gattii foram identificados no grupo molecular
VGII (17/17; 100%). Sendo esse o primeiro relato de existéncia de C. neoformans do
grupo molecular VNII na regido Norte do Brasil.

Quadro 1 — Classificagcdes por sorotipo, PCR-fingerprint dos agentes causadores de
criptococose e MLST dos genotipos regionais

Patogeno Sorotipo Genotipos Genotipos do estado do
(fingerprint) Amazonas MLST
Cryptococcus A VNI, VNB e VNII ST93
neoformans D VNIV
AD VNIII
Cryptococcus gatti | B VGI, VGII, VGIIl e | ST172, ST5, ST445e ST20
C VGIV

O MLST para genotipagem de agentes causadores da criptococose surge com a
finalidade de aumentar a capacidade de distingdo entre os genétipos. A MLST é uma
técnica de biologia molecular para a tipificacdo de loci multiplos. O procedimento
caracteriza isolados de espécies microbianas usando as sequéncias de DNA de fragmentos
internos de multiplos genes denominados “housekeeping genes”. Aproximadamente 450-
500 pb de fragmentos internos de cada gene sdo usados, pois estes podem ser
sequenciados com precisdo em ambas as fitas usando um sequenciador automatico de
DNA. As diferentes sequéncias presentes dentro de uma espécie sdo atribuidas como
alelos distintos e, para cada isolado, os alelos em cada um dos loci definem o perfil alélico
ou o tipo de sequéncia (ST) ( Byrnes et al., 2010; Brito-santos et al., 2015; Firacative et
al., 2016).

Rocha et al. (2018) investigou 0 MLST de isolados clinicos do estado do

Amazonas e concluiu que a criptococose por C. neoformans é causada exclusivamente
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pelo genotipo ST93, por outro lado, os isolados de C. gattii sdo extremamente varidveis
incluindo os ST172, ST5, ST445 e ST20. Este ultimo (ST20) corresponde ao tipo
molecular VGlIa, considerado o mais virulento da espécie C. gattii e ja foi encontrado na
Austrélia, EUA, Canada e Brasil. De uma forma geral, os estudos de ancestralidades
realizados com os ST’s tem demonstrado os estados do Norte e Nordeste do Brasil como
ambiente de surgimento da espécie C. gattii VGII (Firacative et al., 2016).

Estudos Quanto as Fontes Ambientais no Amazonas

No Amazonas, em estudos de fontes de infeccdo de Cryptococcus e variabilidade
genética de cepas de origem ambiental foi verificado que Cryptococcus neoformans tipo
molecular VNI apresenta ampla distribuicdo na cidade de Manaus, sendo encontrado nas
seis zonas da cidade em fezes de pombo. C. gattii tipo molecular VGII foi encontrado em
oco de arvore (Moquilea tomentosa). A taxa de positividade observada nas amostras
estudadas foi de 4,8% (12/251) para fezes de pombos e aves em cativeiro e 0,4% (1/255)
para ocos de arvores (Alves et al., 2016). C. gattii VGII também foi encontrado na agua
do Rio Negro (Byrnes et al., 2010).

Estudos da poeira domiciliar em areas rurais no Amazonas também apontaram a
presenca de C. neoformans VNI e C. gattii VGII. Estudos com esse tipo de amostra tem
evidenciado um risco de pacientes com AIDS adquirir criptococose na sua propria
residéncia (Swinne et al.,1989; Passoni et al., 1998).

No municipio de Iranduba/AM, regido metropolitana de Manaus e que fica
localizada entre 0 Rio Negro e Rio Solimdes, foi estudada a poeira domiciliar das casas
da comunidade e verificada a presenca das duas espécies, em algumas foram isoladas ao
mesmo tempo ha mesma casa (12 casas positivas/3 mistas). O gendtipo de C. gattii VGII
dessas amostras foi bastante variavel, sendo encontrado o ST20, ST46, ST444 e 1 novo
genotipo ST453. As amostras de C. neoformans VNI, ao contrario, ndo apresentaram
variabilidade sendo todas as amostras do genotipo ST 93 (Alves et al., 2016). Essa
variabilidade genética de C. gattii foi observada em outra localidade no Amazonas, Santa
Isabel do Rio Negro, que fica a 620 km de Manaus. Nessa localidade também foi feito
um estudo da poeira domiciliar. Houve positividade em 3 de 51 das casas estudadas. A
espécie isolada foi C. gattii VGII apresentando alta variabilidade. Os gendtipos
encontrados foram ST5, ST7, ST20 e 5 novos gendtipos (ST264, ST265, ST266, ST267
e ST268) (Brito-Santos et al., 2015).
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Quando comparamos as amostras ambientais de Cryptococcus com as amostras
clinicas causadoras de criptococose em pessoas no Amazonas observamos a concordancia
entre as espécies, tipos moleculares e varios gendtipos. Porém as cepas de C. neoformans
ndo foi observada variabilidade, tanto as amostras clinicas quanto as amostras ambientais
todas tém o gendtipo ST93, se diferenciando totalmente de C. gattii que apresentou alta
variabilidade genética e com o destaque do ST20.

Quadro 2 — Classificagdes por PCR-fingerprint dos agentes causadores de criptococose
e MLST dos gendtipos regionais no meio ambiente

Patdgeno Tipos moleculares Gendtipos de meio
encontrados no ambiente do estado do
ambiente Amazonas MLST

Cryptococcus neoformans VNI ST932

Cryptococcus gattii VGII ST5P, ST7° ST20%°,
ST462 ST264"° ST265°,
ST266° ST267° ST268°,
ST4442 ST453%2

2 = Alves et al. (2016)
b= Brito-Santos et al. (2015)

Diante do exposto, entende-se que os estudos de genotipagem sdo importantes
para conhecer os principais agentes, sua distribuicdo ambiental, interacdo com o
hospedeiro e evolugédo terapéutica. No Estado do Amazonas, ao longo dos ultimos 10
anos, tem sido realizado um esforco de genotipagem dos agentes causadores da
criptococose. Os trabalhos realizados ja nos permitem concluir que:

a) Os principais gendtipos regionais sdo VNI e VGII;

b) VNI o principal agente da doenca em pacientes HIV/AIDS e VGII o principal
agente nos pacientes sem imunocomprometimento aparente e

c) As infeccBes por C. neoformans VNI sdo causadas pelo ST 93 e as infec¢bes
por C. gattii sdo causadas por uma grande diversidade de ST’s incluindo, ST172, ST5,
ST445 e ST20.
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6. CAPITULO 2

Bioprospeccdo de substancias semi-sintéticas derivadas de Harman e
substancias naturais isoladas de plantas para atividade contra

Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii.

Kétia Santana Cruz*?2, Erica Simplicio de Souza®*, Ana Claudia Alves Cortez °, Maria
da Paz Lima®, Loretta Ennes de Carvalho®, Andréia Montoia?, Adrian Martin Pohlit®,

Jodo Vicente Braga de Souza®”

Resumo

Introducéo: A criptococose € uma doenga fungica grave e de dificil progndstico, desde
a patogenicidade de seus agentes etiologicos e as limitagbes quanto ao tratamento. O
objetivo deste estudo foi de avaliar a atividade antifingica de substancias naturais e/ou
semi-sintéticas extraidas de plantas da floresta amazonica frente aos agentes da
criptococose.

Meétodos: A determinacdo da concentragdes inibitdrias minimas foram das 15 substancias
avaliadas foram realizadas de acordo com as recomendacdes do Clinical and Laboratory
Standards Institute para as substancias frente aos quatro genotipos de C. neoformans e C.
gattii.

Resultado: Screening de 15 compostos destacou que a substancia desidro-iso-a-
lapachona (NAF2) apresentou CIM de 80 pg/mL frente C. neoformans VNI, VNII e
VNIII e frente a C. gattii VGI e VGIII, CIM de 160 pg/mL frente a C. neoformans
VNIV e C. gattii VGII e VGIV. A substancia 8 nitroharmano (AHON1) apresentou CIM
de 40 pg/mL frente C. neoformans VNI, VNII, VNIII e frente a C. gattii VGII e VGIII,
CIM de 80 pg/mL frente C. neoformans VNII e frente a C. gattii VGI e CIM de 160
pg/mL frente a C. gattii VGIV.

Conclusdo: Foram identificadas duas substancias que inibiram significativamente as
espécies patogénicas da criptococose, sendo interessante para pesquisa como potencial

composto para a terapia das infeccdes por agentes da criptococose.
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1. Introducéo

A criptococose, uma doencga flngica causada por Cryptococcus neoformans e C.
gattii, ocorre predominantemente em individuos imunocomprometidos. As infecgdes por
Cryptococcus ocorrem atraveés da inalacdo de blastosporos e basididsporos que
estabelecem uma infecgdo pulmonar. Essas infecgdes também podem se disseminar para
as meninges e para o cérebro, causando meningite ou meningoencefalite.

Para o tratamento da criptococose, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
recomenda um curso de duas semanas com anfotericina B e fluocitosina (5-FC) como
fase inicial de inducdo intensiva e posteriormente sendo substituido para fluconazol nas
fases de consolidacdo e monitoramento do tratamento para meningite criptococica
(Perfect et al., 2010).

O arsenal de opcdes de tratamento disponiveis atualmente para 0 manejo é
limitado, sem nenhuma nova classe de agente antifingico exibindo atividade criptocécica
licenciada em quase 30 anos (Niemirowicz et al., 2017). A falha do tratamento e a
toxicidade do medicamento sdo frequentemente observadas e a busca por possiveis
drogas para terapia € necessaria (O’Halloran et al., 2017).

A abordagem moderna de desenvolvimento de medicamentos para doengas mais
complexas, sobretudo as doencas endémicas negligenciadas, como criptococose, esta
baseada no uso de moléculas com novos alvos moleculares. Produtos naturais continuam
a ser uma fonte rica de agentes farmacoldgicos na luta contra doencas que vem se
alastrando principalmente em paises em desenvolvimento. Tradicionalmente, os produtos
naturais e seus derivados sdo utilizados como a fonte mais comum na busca de farmacos,
e ainda representam mais de 30% dos produtos farmacéuticos atuais (Phipps e
Grundmann, 2017).

Sabe-se que as estruturas dos produtos naturais possuem caracteristicas de alta
diversidade quimica, especificidade bioguimica e outras propriedades moleculares que
fazem delas, estruturas favoraveis como compostos lideres para a descoberta de novos
farmacos, e servem para diferencia-las das de bibliotecas de componentes sintéticos e
combinatdrias (Arif et al., 2009).

No Brasil a Banisteriopsis caapi da familia Malpighiaceae, conhecida
popularmente como jagube, mariri, yagé, mariri ou caapi, nativa da Amazonia e dos

Andes, sendo um constituinte da ayahuasca, é usada tradicionalmente como bebida
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alucinogénica, ingerida em rituais pelas tribos amazonicas e da América do Sul (Cruz et
al., 2013). Dela séo isoladas substancias como o harmano que pertence a uma classe dos
alcaloides B-carbonilos que através de processos de Nitracdo, fornece o 8 nitroharmano.

Trabalhos anteriores mostraram que os alcalides harmanos e as B-carbolinas
relacionadas (BCs) exibem importantes propriedades antifingicas. Harmol é fungicida
para Botrytis cinerea e fungistatica para Penicillium digitatum afetando a
permeabilizacdo de membranas de conidios em ambas as espécies (Herraiz et al., 2010).
Harmano inibiu seletivamente Cercospora arachidicola enquanto seu derivado
semisintético 8-nitroharmano inibiu fortemente 13 de 14 espécies de fungos testados
(Song et al., 2014). Uma variedade de analogos sintéticos BC foram recentemente
patenteados como fungicidas para o tratamento de doencas de plantas (Segal Joseph,
2016) .

De relevancia medicinal, harmano (Vrm Reza, 2007) e harmina (Nenaah, 2010)
sdo relatados como potentes inibidores de Candida albicans e harmina em combinacgdes
binarias com outros BCs que inibem fortemente Aspergillus niger. Harmalina inibe
significativamente a lipase de Candida rugosa in vitro como inibidor competitivo de
acordo com estudos in silico (Benarous et al., 2015).

Uma patente recente descreve o aumento, pelo cloridrato de harmina, da acédo
do fluconazol contra C. albicans resistente a drogas em composi¢coes que alegam reverter
a resisténcia ao fluconazol (Li e Hao, 2017). Estes e outros exemplos atestam o potencial
de harmanos de origem natural ou sintética como agentes antifungicos para aplicacdes
medicinais e outras.

A Tabebuia serratifolia (Vahl) Nicholson (Bignoniaceae), no Brasil, possui
ocorréncia, da Amazonia ao Nordeste até Sdo Paulo, sendo comum em florestas pluviais
densas, florestas secundarias e campinas. E popularmente conhecida como ipé, ipé-
amarelo, ipé-do cerrado, ipé-ovo-de-macuco, ipé-pardo, ipé-tabaco, pau-d’arco, pau-
d’arco-amarelo, pau-d’arco-da-flor-amarela, pidva-amarela e tamura-tuira e apresenta 20
sinonimias botanicas (Tropicos, 2016).

A substéancia desidro-iso-a-lapachona, pertencente a classe das naftoquinonas
pode ser extraida desta planta através de fracionamento de extrato metanoico. Tem uso
medicinal popular no tratamento de cancro, doencas renais, hepéticas e intestinais
(Barcelos et al., 2017). Também tem relato na literatura como anticancerigeno e anti-
inflamatério (Epifano e Genovese, 2014). Em outo estudo, foi observada a influéncia da

adicdo de molécula hidrofobica no anel benzénico em fragdes de 1-4 naftoquinona e a 1,4
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antracedinona e sua atividade antifungica contra Candida spp., Aspergillus spp.,
dermatofitos e Fusarium oxysporum pode se concluir acdo fungistatica dos compostos
(Leyva et al., 2017). A 5-hydroxy-2-methyl-1,4-naftoquinona foi testada com agéo
antifungica na formac&o de biofilme por Candida albicans em cateteres (Sweatha et al.,
2016). Naftoquinonas sintéticas mostraram boa atividade antiflingica e seu mecanismo
de acgéo foi avaliado frente a cepas de fungos das classes dos dermatofitos e oportunista
(Ferreira et al., 2014).

Ate onde sabemos, os alcal6ides harmanos ou seus derivados e desidro-iso-a-
lapachona ndo foram testados contra Cryptococcus spp. O objetivo deste estudo foi de
avaliar a atividade antifingica de substancias naturais e/ou semisintéticas extraidas de

plantas da floresta amazénica frente aos agentes da criptococose.

2. Material e Métodos

Obtencéo das substancias

Quatro substancias isoladas de plantas da regido amazonica obtidas através de
fracionamento do extrato metanolico foram cedidas para o presente estudo pela Dra.
Maria da Paz Lima, pesquisadora e chefe do Laboratério Tematico de Quimica de
Produtos Naturais da Coordenacdo de Tecnologia e Inovacdo do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia (COTI/INPA), que desenvolve pesquisas a 10 anos com estudos
fitogquimicos de plantas da regido amazoénica das familias Bignoniaceae, Fabaceae e
Linaceae. A tabela 1 apresenta algumas das substancias a) cddigo da substancia, b)
estrutura quimica, ¢) nomeclatura IUPAC e d) origem da substancia.

As 11 substancias semi-sentéticas isoladas de plantas da regido amazonica, foram
cedidas pelo Dr. Adrian Martin Pohlit, pesquisador e lider do Laboratério de Principios
Ativos da Amazonia / LAPAAM da Coordenacdo de Tecnologia e Inovagdo do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazbnia (COTI/INPA), tem realizados estudos de
investigacdo de antimalaricos originados da floresta amazénica, o qual isolou e investigou
atividade aproximadamente substancias nos ultimos 15 anos. A tabela 2 apresenta
algumas destas substancias obtidas através de processo de nitracdo: a) cdédigo da

substancia, b) nome IUPAC, c) estrutura quimica e d) origem da substancia (Tabela 2).
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Tabela 1 - Cddigo da substancia naturais, nomeclatura IUPAC, estrutura quimica e origem da

substancia
Cadigo Estrutura Nomeclatura Fonte
IUPAC
LIG2 o 1-(3R,4R)-3,4- Natural/Planta
Bis(1,3-benzodioxol- Linumusitatissimum
o) 5- (Linaceae)
ylmethyl)dihydrofura
n-2(3H)-one
Y
o—/
NAF2 0 Natural /Planta
2-1sopropenyl-2,3- Tabebuia
0 dihydronaphtho[2,3- serratifolia (Vahl)
’ / b]furan-4,9-dione Nicholson
(mais usado) (Bignoniaceae)
Dehydroiso-alpha-
0 lapachone
2-prop-1-en-2-yl-2,3-
dihydrobenzo[f][1]be
nzofuran-4,9-dione
Mar X1 o] CHy Natural / Planta
HaC N/ 1H-Purine-2,6-dione, Theobroma cacao
N 3,7-dihydro-1,3,7- (Malvaceae))
| /> trimethyl
0 N
CHj
LIG1 CH3 2S,3R,4R)-3,4- Natural/Planta

Bis(1,3-benzodioxol-
5_
ylmethyl)tetrahydro-
2-furanol

(2R,3R,4R)-3,4-
Bis(1,3-benzodioxol-
5_
ylmethyl)tetrahydro-
2-furanol

Linum
usitatissimum
(Linaceae)
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Tabela 2- Cadigo da substancia semi-sintética, nomenclatura IUPAC, estrutura quimica e origem

da substancia

Cadigo Estrutura Nomenclatura Fonte
IUPAC
AHON- 8-nitro-1- Sintético/
1 \ — methyl-9H- Harmano
N pyrido [3,4b] Natural /
MeO \ % indole Banisteriopsis
I caapi
O2N H (Malpighiaceae)
AHON 6-nitro-1- Sintético/
2 I+ / \N methyl-9H- Harmano
/ pyrido [3,4b]  Natural /
o} = indol Banisteriopsis
N caapi
H (Malpighiaceae)
AHAN — 6-nitro-7- Sintético /
1 \ methoxy-1- Harmina
MeO \ Y/ methyl-9H- Natural /
N pyrido [3,4b] Banisteriopsis
O,N | indol, caapi
H (Malpighiaceae)
AHAN O5N 8-nitro-7- Sintético/
2 T methoxy-1- Harmina
\ /N methyl-9 H - Natural /
MeQO pyrido [3,4b] Banisteriopsis
N indol caapi
|1| (Malpighiaceae)
AHO —— 1metoxi-9H- Sintético /
pyrido-[3,4b] Harmano
\ N indol Natural /
N Banisteriopsis
H caapi
(Malpighiaceae)
AHA — 7-methoxy-1- Sintético/
methyl-9H- Harmano
MeO \ /N pyrido [3,4b] Natural
indol Banisteriopsis
N caapi
H (Malpighiaceae)
ACA 9H-carbazol Sintético/
Natural
Murrayakoenigii
(Rutaceae)
N
H
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Sintético/
ACAAC N-acetyl- Natural /
carbazol Murraya koenigii
(Rutaceae)
N
PN
H,C O
AHL1 1-Methyl-4,9- Harmalol
dihydro-3H-p- Natural / Plant
HO carbolin-7-ol Banisteriopsis
N caapi
H (Malpighiaceae)
AHL 7-methoxy-1- Sintético /
methyl-4,9- Harmaline
MeO \ /N dihydro-3H- Natural / Plant
N pyrido [3,4-b] Banisteriopsis
H indol caapi
(Malpighiaceae
AHA1 —— 1-Methyl-2,9- Sintético/
dihydropyrido Harmol
MeO \ N [3,4-b] indol-7-  Natural / Plant
one Banisteriopsis
ﬁ caapi

(Malpighiaceae)

Foram avaliadas quinze substancias isoladas de plantas oriundas da regido
amazbnica de diferentes grupos quimicos: Naftoquinonas, Lignanas, Saponina,
Limondides, Metilxantina, derivados de Acido Cinamico, Amida, Cumarina, Triterpeno,
Neolignana, Protolimonoides e Esteroide. Assim como substancias semissintéticas,
Harmano e seus derivados obtidos através de processo de nitracdo as reaces e a
purificacdo dos produtos obtidos foram monitoradas por cromatografia em camada
delgada (CCD) em gel de silica. Os padrdes de Harmina, harmano, Harmalina, Carbazol,
foram obtidos comercialmente do Sigma-Aldrich (Brasil), ndo houve nenhuma
necessidade para a purificacdo. Essas substancias foram isoladas e identificadas,

caracterizadas por métodos cromatogréaficos e espectroscopicos.
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Ensaio da atividade antifungica

Microorganismos

Os fungos utilizados na avalicdo pertencem a colecéo Fiocruz/Wieland Meyer
gentilmente cedidos ao Laboratério de Micologia-INPA, num total de oito (08) culturas
de cepas de Cryptococcus spp., sendo, quatro (04) de C. neoformans, WM 148/08;
WM626/08; WM628/08; WM629/08 e quatro (04) de C. gattii, WM 179/08; WM178/08;
WM179/08; WM 779/08. Estes fungos foram mantidos através em meio agar Sabouraud
Dextrose & 35 °C (Rex et al., 2008).

Concentracao inibitoria minima

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada a partir do Método de
Microdiluicdo em Caldo de acordo com o protocolo CLSI M27-A3. Foi realizada a
determinacdo das CIMs das substancias em placas de 96 pocos, adicionados 100uL de
cada substancia previamente diluida em DMSO (Dimetilsulfoxido) quando apresentar
baixa solubilidade ou em agua destilada, 100uL de meio caldo RPMI 1640 e 100uL de
microorganismo diluido contendo 2,5 x 10° CFU/mL. A concentracdo das substancias
testadas, variam de 320 a 0,125ug/mL ¢ 16 a 0,0312 pg/mL (anfotericina B). As placas
foram incubadas a temperatura de 35 °C e ap0s, realizadas leituras no intervalo de 48-72h
sob observacao visual. O CIM das substancias foi determinado de acordo com protocolo
que define um score da escala de turbidez compreendendo a menor concentracdo do
composto, capaz de inibir cinquenta por cento (50%) do micro-organismo presente

naquela diluicdo.

Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em réplicas para calcular a média,

variabilidade e erro padrdo. No presente trabalho, ndo foram observadas diferencas nos

resultados (CIM) nas repeticOes experimentais.
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3. Resultados

Com a finalidade de identificar quais das substancias que possuiam atividade
inibitdria frente aos agentes de criptococose, foram avaliadas a atividade das substancias
naturais e semisintéticas de plantas amazénicas em um ensaio de dose resposta em
microdiluicdo. Como pode ser observado (Tabela 3), a substancia desidro-iso-a-
lapachona (NAF-2) apresentou uma CIM de 80 pg/mL frente C. neoformans VNI,
enquanto a substancia 8 nitroharmano (AHON 1 ) apresentou CIM de 40 pg/mL frente
C. neoformans VNI e C. gattii VGII sendo que, todas as demais substancias apresentaram
CIM > 320 pg/mL.

Tabela 3 — Concentracdo inibitéria minima (CIM) das substancias testadas frente as espécies

patogénicas do Cryptococcus neoformans VNI e Cryptococcus gattii VGII

Micro-organismos

C. neoformans VNI C. gattii VGII

Substéancias Concentracdo Inibitéria Minima CIM)
AHON-1 40 40
NAF-2 80 160
ISOF-1 160 160
AHAN-1 160 160
ACA 160 160
AHO 160 160
6 A DESACETOXIGEDUNINA 160 160
4TBP 142 B 160 160

ANFOTERICINA B 0,250 0,065

Para investigar o espectro de acdo das substancias destacadas no screening
(Tabela 3), determinou-se o CIM de desidro-iso-a-lapachona e 8-nitroharmano contra os
demais tipos moleculares do complexo C. neoformans e complexo C. gattii (Tabela 4).
Ambas substdncias foram apresentaram capacidade de inibir o0s genétipos em

concentragdes inferiores a 160 pg/mL.



50

Tabela 4 — Concentracao inibitéria minima (CIMs) das substancias desidro-iso-a-lapachona e 8-
nitroharmano frente aos gendtipos do complexo Cryptococcus neoformans-Cryptococcus gattii

Desidro-iso-a-

_ Espécies / lapachona 8-nitroharmano Anfotericina B
Tipo Molecular CIM (ug/mL) CIM (pg/mL) CIM (pg/mL)
C. neoformans VNII 80 80 0,25
C. neoformans VNIII 80 40 0,125
C. neoformans VNIV 160 40 0,125
C. gattii VGI 80 80 0,25
C. gattii VGIII 80 40 0,25
C. gattii VGIV 160 160 0,25

4. Discussao

Neste estudo, 15 substancias foram avaliadas em frente aos agentes causadores
da criptococose. Desidro-iso-a-lapachona e 8-nitro Harman destacaram-se por poder
inibir todos os genotipos de Cryptococcus neoformans (VNI, VNII, VNIII, VNIV) e
Cryptococcus gattii (VGI, VGII, VGIII, VGIV).

A substancia 8-nitroharmano (AHON1), é uma classe de substancias de
alcaloides B carbonilos obtido pela semisintese de Harmano. Harmina, harmalina e outros
relacionados sdo conhecidos coletivamente como alcaldides de harmala e foram
encontrados pela primeira vez na planta Peganum harmala, que tem muitos usos
medicinais, incluindo o tratamento de infec¢6es fungicas (Herraiz et al., 2010). Harmine
e harmalina (isolados de P. harmala), harmol, harmalol, tetrahidroharmina e
tetrahidroarmol (sintetizados a partir de harmina e harmalina) foram selecionados
previamente para atividade antifingica contra 8 dermatofitos, 6 fungos filamentosos e 2
Candida spp. (Ahmad et al., 1992). Nesse trabalho, com excecdo da atividade discreta
contra os dermatéfitos por harmina, o restante desses compostos era inativo contra fungos
(CIM> 500 pg / mL). Ainda de acordo com esse trabalho, a harmina exibiu MICs de 50
ug / mL contra Trichophyton tonsurans, 75 ug / mL contra Epidermophyton floccosum e
100 pg / mL contra Microsporum canis e 5 outras Trichophyton spp. Substancias com
propriedades antifungicas e com MIC <100 pg / mL tém sido sugeridas como bons

agentes antifingicos (Vandeputte et al., 2012).
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Até onde sabemos, 0 presente estudo € o primeiro a rastrear alcaldides de harmala,
carbazois e seus derivados para a atividade contra Cryptococcus spp. Aqui, nenhuma
atividade inibitdria significativa foi observada para harmalina, harmane, harmina, harmol
ou harmalol contra Cryptococcus spp. (MIC > 160 pg / mL) em contraste com a atividade
destes compostos contra outros fungos, de acordo com estudos anteriores apresentados
acima. Neste trabalho, um novo composto sintético, 8-nitroharmano, que apresenta
importante inibicdo (MIC = 40 pg / mL) dos genotipos VNI, VNII, VNIII de C.
neoformans e genotipos VGII, VGIII de C. gattii foi revelado.

A substancia NAF2 (desidro-iso-a-lapachona), segundo Menezes Filho (2018) as
naftoquinonas e fenantroquinonas e as benzoquinonas fazem parte das classes de
compostos fendlicos do sistema aromatico (quininas aromaticas), possuindo anéis,
benzénico, naftalénico e fenantrénico, estando envolvidas em alguns processos
fitoterapicos. As naftoquinonas, sejam de origem natural ou sintetizadas, tém sido
pesquisadas como potenciais agentes antifungicos desde a década de 70. Segundo
Cipriani (2012), o lapachol da naftoquinona, que foi isolado inicialmente do
Handroanthus impetiginosus tem propriedades anticancerosas significativas, € a quinona
0 que ocorre com maior frequéncia nesta familia.

Em levantamento bibliografico minucioso publicado por Futuro et al. (2018)
mostrou que em 17 anos de publicacdo foram avaliadas 691 naftoquinonas quanto a
atividade antifungica contra oito espécies de Candida com énfase para C. albicans.

FracGes encontradas nas diversas espécies vegetais demonstraram reatividade dos
grupamentos quimicos caracteristicos (Ravelo et al., 2003). As naftoquinonas sintéticas
2-chloro-3-((4-hidroxifenil) amino) naftaleno-1, 4-Dione], apresentou CIM de 0,78
ug/mL contra cepas Cryptococcus neoformans obtendo menor CIM em trabalho anterior
quando comparadas com o presente trabalho (Ferreira et al., 2014). Trabalhos realizados
em bioensaio com naftoquinonas obtidas através de sintese demonstraram atividade
antifangica contra Candida spp., Aspergillus spp., dermatofitos e Fusarium oxysporum
com acdo fungistatica dos compostos pertencentes a essa classe (Castro et al., 2013).
Também foi testada com acdo antifungica na formacédo de biofilme por Candida albicans
em cateteres na concentracao 5 pg/ mL (Sweatha et al., 2016).

O presente trabalho reforca essa classe de substancias como bons agentes
antifangicos e que podem ser utilizados na industria de medicamentos. Neste trabalho, a

desidro-iso-a-lapachona apresentou inibicédo (CIM = 80 pg / mL) frente aos gendtipos
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VNI, VNII, VNIII de C. neoformans e gendtipos VGI, VGIII de C. gattii sendo
considerada uma substancia com boa atividade antifingica.

A investigacdo de novas substincias com atividade contra criptococose é
importante, pois o atual arsenal terapéutico apresenta efeitos adversos e alta toxicidade.
Outros medicamentos igualmente toxicos e a conjugacao dessa terapia sdo dificeis para a
tolerancia do paciente. Neste trabalho, foi demonstrado o potencial de substancias
semissintéticas derivadas de B-carbolina como agentes antiflngicos.

No presente trabalho, o 8-nitroharmano e desidro-iso-a-lapachona foram
avaliados contra C. neoformans e C. gattii. Em trabalhos futuros, estes compostos e mais
derivados e analogos de BC sintéticos devem ser testados contra estes mesmos, assim
como outros Cryptococcus spp. patogénicos. Os efeitos sinérgicos também devem ser
investigados combinando estes compostos com fungicidas conhecidos como a
anfotericina B ou o fluconazol contra Cryptococcus spp. Além disso, a toxicidade do 8-
nitroharmano e outros B Cs e desidro-iso-a-lapachona para outras linhas celulares
humanas normais deve ser avaliada como um meio para verificar possiveis efeitos
citotoxicos ndo observados em fibroblastos. Outros estudos mecanicistas devem ser
realizados para tentar averiguar a base molecular e a possivel existéncia de outros modos
de acdo. Além disso, o potencial do 8-nitroharmano e outros derivados dos alcaldides da
harmala (BCs) e desidro-iso-a-lapachona devem ser avaliados em modelos in vivo da
infeccdo por Cryptococcus como um meio de testar o conhecimento etnofarmacoldgico
em sistemas onde o metabolismo (como o citocromo P450, conhecido por hidroxilar
prontamente o  -carbolinas) e outras interacbes com 0 hospedeiro podem ser relevantes.

As limitacGes do presente trabalho foram: a) as novas drogas foram avaliadas
apenas frente a espécie C. neoformans e C. gattii d) ndo foram realizados testes in vivo
avaliando o potencial dessas substancias. Por outro lado, o trabalho é robusto porque: a)
avaliou cinquenta substancias, derivadas do laboratorio de produtos naturais da Amazonia
(INPA) e do laboratério de principios ativos da Amazénia (INPA) frente a 8 diferentes
genotipos de agentes da criptococose. O presente trabalho deve ser continuado com 0s

testes in vivo, investigando o potencial terapéutico e a toxicidade dessas substancias.

5. Concluséao

Este trabalho fornece uma descricdo do rastreio de 15 substancias contra duas

espécies patogénicas de Cryptococcus, bem como a avaliagdo de desidro-iso-a-lapachona
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e 8-nitroharmano contra oito (08) espécies diferentes. Assim como demonstra a
importancia da investigacdo antifingica de produtos naturais de origem vegetal e de
substancias semi-sintéticas como alternativas quimioterdpicas para o tratamento de

infeccOes fungicas para a satde publica.
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7. CAPITULO 3

Mecanismo de acéo antifungico e a citotoxicidade das substancias 2-
prop-1-en-2-il-2,3-di-hidrobenzo [f [1] benzofurano-4,9-diona
(desidro-iso-a-lapachona) e 8 nitro-1metil-9am-pirido [3, 4b] indol ( 8
nitro harmano)

Katia Santana Cruz!?®, Maria da Paz Lima°, Emerson Silva Lima?, Marcia de Jesus
Amazonas da Silva?, Erica Simplicio de Souza®, Andréia Montoia?, Adrian Martin
Pohlit®, Jodo Vicente Braga de Souza®”

Resumo

Introducéo: Estudo recente vem demonstrando o potencial antifungico das substancias
8 nitroharmano e da desidro-iso-a-lapachona. No entanto, ensaios de mecanismos de
acdo e de citotoxicidade sdo fundamentais para avaliar a seguranca no uso dessas
substancias. O objetivo deste estudo foi investigar o mecanismo de acdo e a
citotoxicidade do derivado semi-sintético 8 nitroharmano e da substancia natural
desidro-iso-a-lapachona. Métodos: A concentracdo inibitoria minima (CIM) da
substancia semi-sintética 8 nitroharmano e da substdncia natural desidro-iso-a-
lapachona frente ao C. neoformans VNI foi determinada através de métodos
estabelecidos pela Instituto de Padronizagdo Clinico Laboratorial (CLSI). Foi
investigado o mecanismo de acdo na parede celular (ensaios com sorbitol), no ergosterol
de membrana (ensaios com ergosterol exdgeno) e no extravasamento celular (dosagem
de substancias que absorvem a 260 nm). A citotoxicidade dessas substancias foi avaliada
frente a linhagem MRC-5 de fibroblastos humanos em ensaio de dose-resposta.
Resultados: Observou-se que a presenca do sorbitol (ensaio de parede celular) ndo
interferiu na CIM das substancias desidro-iso-a-lapachona (NAF2) e 8 nitroharmano
(AHONL1). De forma similar, observou-se que presenca do ergosterol (ensaio do
ergosterol de membrana), ndo interferiu na CIM das mesmas. No entanto, ambas
causaram extravasamento de substancias que absorvem a 260nm (ensaio de
extravasamento). No ensaio de citotoxicidade observou-se que 8-nitroharmanoe
desidro-iso-a-lapachona ndo afetaram a viabilidade de fibroblastos humanos normais
(MRC-5) (1C50 > 50 pg/mL).

Keywords: Bioensaio antifingico, Mecanismo de acdo, Citotoxicidade
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1. Introdugéo

Em recente estudo realizado por Cruz et al. (2019) as substancias 8-
nitroharmano e desidro-iso-a-lapachona foram testadas frente as espécies do complexo
Cryptococcus neoformans e espécies do complexo C. gattii para avaliar seu potencial
como antifungico. Essas substancias sdo quimicamente classificadas como alcaloide
derivado da p-carbolina e naftoquinona respectivamente. Foram estabelecidas as
concentragoes inibitorias minimas (CIMs) através do protocol Clinical and Laboratory
Standards Institute CLSI, contra os gendtipos VNI e VGII de C. neoformans e C. gattii,
inicialmente. Tais substancias foram igualmente avaliadas em relacdo aos genotipos,
VNII, VNIII e VNIV, do C. neoformans e genétipos do C. gattii VGI, VGIIl e VGIV.
Resultados obtidos por esses autores demonstraram potenciais antifungicos

promissores.

A desidro-iso-a-lapachona, 2-prop-1-en-2-il-2,3-di-hidrobenzo [1]
benzofurano-4,9-diona é uma naftoquinona isolada, obtida por fracionamento do extrato
metanolico da planta Tabebuia serratifolia. (Vahl) G. Nicholson. Conhecida
popularmente como ipé amarelo, € uma espécie arbdrea, amplamente distribuida no
Brasil, com alto valor nominal e ornamental tem sido utilizado pela populagdo do norte
do pais no tratamento da sifilis, febre, infeccGes cutaneas da malaria, distarbios do
estdbmago (Cruz et al., 2013). Estudos que demonstrem a atividade antifingica das
naftoquinonas ndo sdo escassos, segundo Epifano e Genovese (2014) e Sweatha et al.
(2016), porém os que demonstrem o mecanismo de acdo sdo escassos de acordo com
Futuro et al. (2018).

Ensaios anteriores mostraram que os alcaldides harmanos e as B-carbolinas
relacionadas (BCs) exibem importantes propriedades antifungicas (Verdian Rizi and
Hadjiakhoondi, 2007). Harmol é fungicida para Botrytis cinerea e fungistatico para
Penicillium digitatum afetando a permeabilizacdo de membranas de conidios em ambas
as espécies (Chen et al., 2018). Harmano inibiu seletivamente Cercospora arachidicola
enquanto seu derivado semi-sintético 8-nitroharmano inibiu fortemente 13 de 14
espécies de fungos testadas (Castro et al., 2013). Uma variedade de analogos sintéticos
foram recentemente patenteados como fungicidas para o tratamento de doencas de
plantas (Segal Joseph, 2016). De relevancia medicinal, harmano (Wahba and Hamann,

2010) e harmina (Herraiz et al., 2010) sdo relatados como potentes inibidores de
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Candida albicans e harmina em combinac¢@es binarias com outros (BCs) que inibem
fortemente Aspergillus niger. Harmalina inibe significativamente a lipase de Candida
rugosa in vitro como inibidor competitivo de acordo com estudos in silico (Benarous
et al., 2015). Uma patente recente descreve o aumento, pelo cloridrato de harmina, na
acdo do fluconazol contra C. albicans resistente a drogas em composi¢des que alegam
reverter a resisténcia ao fluconazol (Li and Hao, 2017). Estes e outros exemplos atestam
0 potencial de harmanos de origem natural ou sintética como agentes antiflngicos para
aplicacdes medicinais e outras. Até onde sabemos, os alcaldides do grupo dos harmanos
e seus derivados ndo foram testados contra Cryptococcus spp.

Até o momento, ndo foram encontrados na literatura estudos de mecanismo de
acdo das substancias 8-nitroharmano e desidro-iso-a-lapachona, assim como, de
citotoxicidade, para averiguar a seguranca no uso de tais substancias, tornando este
trabalho de grande importancia no contexto do controle da criptococose em nossa
regido. O objetivo deste estudo foi investigar o mecanismo de acao e a citotoxicidade
do derivado semi-sintético 8 nitroharmano e da substancia natural desidro-iso-a-

lapachona.

2. Material e Métodos

Micro-organismos padrao

Micro-organismos pertencente a colecdo Fiocruz/Wieland Meyer cedidos ao
Laboratorio de Micologia-INPA foram testadas Cryptococcus neoformans WM 148/08
(VNI) e Candida albicans ATCC 36232. Para a realizacdo dos testes foram realizados
subcultivos em meio agar Sabouraud dextrose, mantidas a 35 °C. conforme o documento
M27-A3 do CLSI (2002) (Rex et al., 2008).

Substancias avaliadas

Foram avaliadas as substancias desidro-iso-a-lapachona e a nitroharmano. A
desidro-iso-a-lapachona, 2-prop-1-en-2-il-2,3-di-hidrobenzo [f [1] benzofurano-4,9-

diona é uma naftoquinona isolada, obtida por fracionamento do extrato metandlico e 8-
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nitroharmano, 8 nitro-1metil-9am-Pirido [3, 4b] indol é uma substéncia da classe dos
alcaloides de p-carbolina obtido por semi-sintese de harmano. A substancia sintética
harmano foi submetida a um processo de nitracdo. Essas substancias foram isoladas e
identificadas, caracterizadas por métodos cromatograficos e espectroscopicos além de
algumas codificadas, cedidas pelos grupos dos pesquisadores do grupo de pesquisa de
Quimica de Produtos Naturais da Prof® Maria da Paz Lemos e do pesquisador Adrian
Martin Pohlit do Laboratério de Principios Ativos da Amazonia, do Instituto de Pesquisa
da Amazonia-INPA.

As concentragdes inibitdrias minimas (CIMs) foram determinadas a partir do
método de microdiluicdo em caldo de acordo com o protocolo CLSI M27-A3. Foi
realizada a determinacéo das CIMs das substancias em placas de 96 pocos, adicionados
100pL de cada substancia previamente diluida em DMSO (Dimetilsulfoxido) para
substancias de baixa solubilidade ou em agua destilada, 100uL de meio caldo RPMI 1640
e 100pL de micro-organismo diluido contendo 2,5 x 10° CFU/mL. A concentragéo final
das substéancias testadas, foi de 320 a 0,125pug/mL ¢ 16 20,0312 pg/mL (anfotericina B).
As placas foram incubadas a temperatura de 35 °C e ap0s, realizadas leituras no intervalo
de 48-72h sob observacéo visual. O CIM das substancias foi determinado de acordo com
protocolo que define um score da escala de turbidez compreendendo a menor
concentracdo do composto, capaz de inibir cinquenta por cento (50%) do micro-

organismo presente naquela diluicéo.

Determinacdo do mecanismo de acdo in vitro das substancias desidro-iso-a-

lapachona and 8-nitroharmano

Ensaio do Sorbitol

Para investigar a possivel influéncia, na parede da célula, as substancias que
apresentaram atividade antifungica, foram submetidas ao ensaio do sorbitol (Sigma-
Aldrich), de acordo com a metodologia descrita pela CLSI, em concentragdo 0,8M. As
substancias foram testadas com variagdo de concentra¢des de 320 a 0,125 ug/mL frente
a cepas padrdes C. neoformans VNI e C. albicans ATCC 36232. O ensaio constou em,

observar a variagcdo das CIMs ao submeter a substancia na presenca e auséncia do sorbitol
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na concentracao descrita e observar apds 72h para C. neoformans VNI e C. albicans em
incubacgéo a 35 °C. O ensaio foi realizado em duplicata (Carrasco et al., 2012).

Ensaio do efeito do ergosterol

O ensaio foi realizado a partir de CIMs das substancias que apresentaram
atividade frente a cepas de C. neoformans VNI e C. albicans ATCC 36232 nas
concentragcdes finais de substancia variando de 320-0,125 pg/mL de acordo com
protocolo CLSI com adic¢do de Ergosterol (Sigma-Aldrich) nas concentrag6es (200- 800-
1.600 ug/mL ) assim como em sua auséncia. O antibiotico usado como controle foi a
anfotericina B, sendo a reagdo observada 72h para C. neoformans VNI e C. albicans em
incubacgéo a 35 °C. O ensaio foi realizado em duplicata (Miron et al., 2014).

Mensuracéo de extravasamento nucleotidico

Células de C. neoformans VNI e C. albicans ATCC 36232 foram cultivadas por
agitacdo a 35 °C até a fase estacionaria precoce (18 horas de crescimento). Apds
incubacéo lavadas e ressuspendidas com tampao morpholinepropanesulfonico - MOPS a
0, 16M, pH 7,0) (Sigma-Aldrich), para preparo dos indculos. Microtubos (volume final
500 pL) contendo indculos (5 x 10* células mL), e a substancia com atividade em 1 X, 4x
CIM. Apds foram incubados durante 6 h. Nos tempos 1, 2, 4, e 6 horas, 0s tubos foram
centrifugados (5 min a 3000 rpm), e os sobrenadantes (100 pL) foram diluidos 10x e lidos
a 260 nm de absorcdo (Gene Quant DNA/RNA), o ensaio foi realizado em duplicata.
Considerando-se 100% de libertacdo a absorbancia produzida pelas células tratadas com
1,2 mol/ L de HCIO4 a 100 °C, 30 min (Escalante et al., 2008).

Teste de citotoxicidade em fibroblastos

As linhagens celulares MRC-5 (fibroblastos humanos) foram cultivadas em
meio DMEM (Meio de Dulbecco de Meio Eagle) suplementado com 10% de soro bovino
fetal, 2 mmol/L? de glutamina, 100 pg/mL de estreptomicina e 100 U/mL™ de penicilina
e incubado a 37 °C com uma atmosfera de 5% de CO2. As células foram tratadas com as
amostras e com 0 método de ensaio AlamarBlueTM. Resumidamente, apds 24 h de

cultura, os extratos foram dissolvidos individualmente em DMSO e adicionados a cada
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poco (em concentracdes finais de 0,781 - 50 pg/mL?) e incubados por 72 h.
Doxorrubicina (5 pg/mL™?) foi usada como controle positivo. Os controlos negativos
(brancos) receberam a mesma quantidade de DMSO e tiveram as mesmas concentrages
finais de DMSO que as amostras (0,1%). Duas horas antes do final das incubag6es, 10 ul
de Alamar-BlueTM foram adicionados a cada poco. O sinal fluorescente foi monitorizado
com um leitor de multiplicacdo utilizando uma gama de comprimentos de onda de
excitacdo de 530 a 560 nm e um comprimento de onda de emissdo de 590 nm. O sinal
fluorescente gerado a partir do ensaio foi proporcional ao nimero de células vivas na
amostra, de acordo com as especificacfes do fabricante. A porcentagem de viabilidade
celular foi calculada conforme a seguinte formula: %viabilidade = fluorescéncia da

amostra x 100/ fluorescéncia do controle (Nakayama et al., 1997).

Todos os experimentos foram realizados em repeti¢cdes para calcular média,
variabilidade e erro padréo. No presente trabalho, ndo foram observadas diferencas nos

resultados (CIM) nas repeticdes experimentais.

3. Resultado

Mecanismo de acao da desidro-iso-a-lapachona e do 8 nitroharmano

Com a finalidade de conhecer-se mais sobre a substancia desidro-iso-a-lapachona
e 8-nitroharmano, ensaios preliminares foram realizados para avaliar se essas substancias
estavam atuando frente a parede celular (influéncia do sorbitol), ergosterol (influéncia do
ergosterol) e/ou no controle da membrana plasmatica (acidos nucléicos). As tabelas 1, 2,

3 e 4 apresentam os resultados desses ensaios.
Ensaio do Sorbitol

O ensaio conhecido como “Prote¢do do Sorbitol” foi realizado para determinar
a existéncia de influéncia da desidro-iso-a-lapachona (NAF2) e do 8-nitroharmano
(AHONL1) sobre a integridade da parede celular de fungos. Neste ensaio, as determinagdes
da CIM da desidro-iso-a-lapachona (NAF2) e do 8-nitroharmano (AHONL1) foi frente C.
neoformans VNI e C. albicans ATCC 36232. Os ensaios foram realizados, em paralelo,

na presenca e auséncia de sorbitol (0,8 M), um protetor osmotico utilizado para a



63

estabilizacdo de protoplastos fungicos. Entende-se que um composto que interfere
negativamente na formacgado parede celular do fungo tera sua CIM deslocada para um valor
mais elevado, na presenca do suporte osmético. A CIM da NAF2 e AHONL1 néo variou
na presenca de sorbitol, apds 72 horas de incubacédo, o que sugere que NAF2 e AHON1
ndo atuam atraveés da inibicdo dos mecanismos que controlam a sintese ou a existéncia da

parede celular (Tabela 1).

Tabela 1 - Efeito do sorbitol (200-800 ug/mL) na CIM desidro-iso-a-lapachona e 8-
nitroharmano frente a C. albicans ATCC 36232 e Cryptococcus neoformans VNI

Cryptococcus neoformans VNI C. albicans ATCC 36232
Substancias CIM CIM (pg/mL) CIM CIM (pg/mL)
(ug/mL) presenca de (ug/mL) na presenca do
HY sorbitol (0,8M) sorbitol (0,8M)
desidro-iso-a- 80 80 160 160
lapachona
8-nitro harmano 40 40 160 160
Anfotericina B 0,065 0,065 0,5 0,5

Ensaio do efeito do ergosterol

Para determinar se a desidro-iso-a-lapachona (NAF2) e do 8-nitroharmano
(AHONL1), causavam alteracdes no ergosterol de membrana, foi realizado o “Ensaio do
Ergosterol. Este ensaio identifica se um composto atuava ligando-se ao ergosterol da
membrana dos fungos e fundamenta-se no fornecimento de ergosterol exdgeno. Um
composto que possui afinidade pelo ergosterol forma complexos rapidamente com o
ergosterol livre, evitando que ocorra a complexacdo com o ergosterol da membrana
fungica. Como consequéncia, ocorre um aumento da CIM. Nos resultados apresentados
(Tabela 2) observa-se que a CIM da NAF2 e do AHONL frente a células de C. neoformans
VNI ndo aumentou na presenga de diferentes concentragdes (400 a 1600 pg/mL) de
ergosterol exdgeno. Sugerindo, portanto, que desidro-iso-o-lapachona e 8-nitroharmano,

ndo atuam interagindo com o ergosterol.
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Tabela 2 - Efeito do ergosterol exdgeno (4001600 pg/mL) na CIM da desidro-iso-a-lapachona
e 8-nitroharmano e anfotericina B frente a C. albicans ATCC 36232 e Cryptococcus neoformans
VNI

Cryptococcus neoformans VNI C. albicans ATCC 36232
CIM (pg/mL) na presenga CIM (pg/mL) na presenga
do ergosterol do ergosterol

Substancias @00 (800 (1600 (400 (800 (1600

Controle Controle

pg/mL) pg/mb)  pg/mL) Hg/mL) pg/mb) pg/mL)
desidro-iso- 80 80 80 80 160 160 160 160
a-lapachona

ﬁ-mtro 40 40 40 40 160 160 160 160
arman

g\nfoterlcma 0,065 0,065 0,250 0,500 0,5 0,5 1,0 2,0

Mensuracéo de extravasamento nucleotidico

O ensaio do extravasamento de nucleotideos que absorvem a 260 nm foi
desenvolvido com intuito de evidenciar se as substancias testadas, desidro-iso-o-
lapachona (NAF2) e do 8-nitroharmano (AHONL1) produziram interferéncia na
membrana de C. neoformans VNI, sabendo-se que a ruptura da membrana causa
extravasamento de componentes intracelulares (da célula fingica como os nucleotideos)
que podem ser medidos em absorbancia no comprimento de onda de 260nm, assim o
ensaio foi realizado nas concentracfes de 1x a CIM e 4x a CIM, os resultados foram
obtidos a partir das leituras efetuadas as 2, 4 e 6h.Os resultados mostraram que 1 x
desidro-iso-a-lapachona e 8-nitroharmano causaram aumentos de 6, 9, 17 e 21% em 1, 2,
4 e 6 horas, respectivamente, em comparacdo com o controle do &cido perclorico, que é
considerado para produzir 100% de extravazamento celular (Tabelas 3 e 4). Além disso,
0 tratamento de 4 x MIC causou um aumento de 2,6 x no escapamento do nucleotideo,
tendo por resultado 14, 25, 42 e 61% aumentos no escapamento em 1, 2, 4 e 6 horas,

respectivamente, comparados ao controle do acido perclorico.
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Tabela 3 - Extravasamento de substancias a 260 nm frente a C. neoformans VNI e C. albicans
ATCC 36232 incubadas (1-6 h) com 1x e 4x a CIM do 8-nitro harmano

Extravasamento celular

Cryptococcus neoformans
Substancias VNI

1h 2h 4h 6h

. C. albicans ATCC 36232
Substancias

1h  2h 4h 6h

8-nitro

harmano 0 10 30 60
(40 pg/mL)

8-nitro

harmano 10 40 50 60
(160 pg/mL)

Ac.

Percloroacético 100 100 100 10O
(1,2m)

Control 0 0 0 0

8-nitro

harmano 0 10 30 60
(160 pg/mL)

8-nitro

harmano 10 40 50 60
(640 pg/mL)

AcC.

Percloroacético 100 100 100 100
(1,2M)

Control 0 0 0 0

Tabela 4 - Extravasamento de substancias a 260 nm frente a C. neoformans VNI e C. albicans
ATCC 36232 incubadas (1-6 h) com 1x e 4x CIM de desidro-iso-a-lapachona

Extravasamento celular

Cryptococcus neoformans
Substancias VNI

1h 2h 4h 6h

o C. albicans ATCC 36232
Substancias
1h  2h 4h 6h

desidro-iso-o-

lapachona 0 10 30 60
(80 pg/mL)

desidro-iso-o-

lapachona (320 10 40 50 60
Hg/mL)

Ac.

Percloroacético 100 100 100 100
(1,2M)

Control 0 0 0 0

desidro-iso-a-

lapachona 0 10 30 60
(160 pg/mL)

desidro-iso-a-

lapachona (640 10 40 50 60
Hg/mL)

Ac.

Percloroacético 100 100 100 100
(1,2M)

Control 0 0 0 0

Teste de Citotoxicidade

Quanto ao ensaio de citotoxicidade, 8-nitroharmano e desidro-iso-a-lapachona

demonstraram ndo afetar a viabilidade de fibroblastos humanos normais (MRC-5) (IC50

> 50 pg/mL) apds 24 h de exposicdo. A doxorrubicina padréo citotoxica exibiu 1C50 =

0,34 (0,27-0,43) pg/mL.
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Discussao

Neste estudo, foram avaliadas 15 substancias frente aos agentes causadores da
criptococose. Quatro substancias testadas foram derivadas do isolamento de plantas da
floresta amazdnica e onze eram substancias semi-sintéticas. Desidro-iso-a-lapachona e 8-
nitroharmano destacaram-se por serem capazes de inibir todos 0s genotipos de
Cryptococcus neoformans (VNI, VNII, VNIII, VNIV) e Cryptococcus gattii (VGI, VGII,
VGIII, VGIV). Também, o desidro-iso-a-lapachona e 8-nitroharmano apresentaram a
baixa toxicidade quando submetidos a células de fibroblasto cultivadas (MRC-5). Foi
observado ainda que o desidro-iso -a-lapachona e o 8-nitroharmano possuem mecanismos

de acdo relacionados ao vazamento de substancias que absorvem a 260 nm.

O carater anticriptocococico das drogas desidro-iso-a-lapachona e 8-
nitroharmano demonstrado através deste trabalho é de grande importancia por se tratar de
uma possivel opcéo a ser utilizada no tratamento desta doenca que possui poucas opcoes

terapéuticas segundo Coelho & Casadeval (2016).

O tratamento preconizado para a criptococose segundo o0s protocolos ja
estabelecidos (Perfect et al., 2010) sinalizam a anfotericina B como droga de uso no
controle da carga fungica, sendo esta droga associada a nefrotoxicidade desta

principalmente em pacientes portadores do virus HIV de acordo com Negroni (2010).

A substancia desidro-iso-a-lapachona, 2-prop-1-en-2-yl-2,3-dihydrobenzo [f [1]
benzofuran-4,9-dione é um naftoquinona isolado obtida pelo fracionamento do extrato
metanolico da planta Tabebuia serratifolia (Vahl) G. Nicholson conhecida popularmente
como ipé amarelo, € espécie arborea, amplamente distribuida no Brasil, com alto valor
econémico e ornamental. Esta substancia vem desde o seu primeiro isolamento em 1882,
objeto de pesquisas que ja revelaram propriedades anti-tripanocida, anti-tumoral dentre
outras (Pinto et al., 2009, Epifano et al., 2014).

Os avancos na sintese quimica indicavam que ser possivel sintetizar em
laboratdrio substancias derivadas de plantas com interesse farmacéutico (Simdes et al.,
2017). Inameros trabalhos mostram desde a década de 90, que a sintese de farmacos

atinge cerca de 75% do total de farmacos utilizados no mundo e, ainda que se
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compararmos as estruturas dos medicamentos naturais e sintéticos, observa-se que 62%
dos farmacos sdo derivados heterociclicos. Destes 91% possuem pelo menos um atomo
de nitrogénio, 25% um &tomo de enxofre e muitos possuem mais de um heterdtomo em

suas estruturas (Wermuth et al., 1992).

A substéncia 8 nitroharmano ou 8 nitro-1metil-9am-pirido [3, 4b] indolpertence a
classe, dos alcaldides B carbonilos obtido por processo de nitracdo da substancia sintética
harmano. Os alcal6ides harmalina, harmina e harmano podem ser isoladas da planta
Banisteriopsis caapi, nativa da América do Sul e tradicionalmente usada por indigenas
da floresta amazdnica em chéa de infusdo, como parte dos vegetais utilizados no ritual de
Ayuasca, que apresenta uma forte atividade inibidora da enzima monoamino oxidase

(MAO), conferindo segundo Phipps et al. (2017), efeito alucindgeno a ao cha.

De acordo com Nenaah (2010) em testes de disco difusdo realizados com as
substancias B carbonilos harmina, harmano e harmalinacontra Candia albicans
demonstrou maior sensibilidade para o harmano. Alcaloides B carbonilos sdo utilizados
no nordeste da China em medicina popular como medicamento anti-cancer e anti-
malaricida (Rihui et al., 2007).

Os ensaios de mecanismos de acdo demonstraram que as substancias néo
apresentaram atividade frente a parede celular e nem frente ao ergosterol de membrana.
N&o atuaram na parede celular (ndo houve alteracdo de CIM na presenca do protetor
osmotico - sorbitol) ou no ergosterol (ndo houve alteracdo de CIM na presenca de
ergosterol extracelular). Segundo Cabral (2015) a anfotericina liga-se as
membranascelulares einterfere na permeabilidade e nas funcdes de transporte formando
um poro na membrana, criando com a parte central hidrofilica da molécula um canal
idnico transmembrana tendo como consequéncia a perda de ions potassio intracelulares.
Ainda, segundo o autor outro grupo de antifungicos muito utilizados, aos Azois
(fluconazol, itraconazol, cetoconazol, miconazol e econazol) agem na inibicdo de as
enzimas responsaveis pela sintese do ergosterol P450 flungicas (a esterol desmetilase), o
principal esterol encontrado na membrana das células fungicas acarretando na deplegéo
de ergosterol alterando a fluidez da membrana tendo como efeito global a inibi¢cdo da

replicacdo fangica.



68

Ambas as substancias resultaram no extravasamento de substancias que absorvem
a 260 nm, resultando no transbordamento extracelular de nucleotideos demonstrado pela
saida de acidos nucléicos do meio intracelular podendo assim ser consideradas como
substancias caostrdpicas (substancias que diminuem a estruturacdo das moléculas de agua

ao redor de ions).

No ensaio de citotoxicidade, as substancias apresentaram CIM > que 50 ug /mL,
revelando baixa toxicicidade. Segundo revisédo efetuada por Fonseca et al. (2013) extratos
brutos de plantas contendo uma naftoquinona, o lapachol foram testados e apresentaram
atividade anti tumor, anti bactérias Gram-positivos e bactérias acido resistentes, anti
ulcerogénica, atividade anti-inflamatoria, e apresentaram baixa toxicidade. Em estudo
realizado por Coloma et al. (2012), naftoquinonas testada contra Trypanosoma cruzi

apresentou expressiva atividade e baixa citotoxicidade.

Ensaios de mecanismo de acao e citotoxicidade ndo sdo abundantes na literatura
e se tornam cada vez mais importantes na efetiva busca de novos farmacos,
principalmente contra patdégenos oportunistas como 0s agentes da criptococose. As
substancias ora apresentadas, desidro-iso-a-lapachona e 8-nitroharmano devem ser
testadas em trabalhos futuros quanto a toxicidade para outras linhagens celulares humanas
normais deve ser avaliada como um meio para verificar possiveis efeitos citotoxicos ndo
observados em fibroblastos. Outros estudos mecanicistas devem ser realizados para tentar
averiguar a base molecular e a possivel existéncia de outros modos de acdo. Além disso,
o potencial do 8-nitroharmano e outros derivados dos alcaldides da harmala (BCs) e
desidro-iso-a-lapachona devem ser avaliados em modelos in vivo da infeccdo por
Cryptococcus como um meio de testar o conhecimento etnofarmacolégico em sistemas
onde o metabolismo (como o citocromo P450, conhecido por hidroxilar prontamente o 3

-carbolinas) e outras interacdes com o hospedeiro podem ser relevantes.

As limitagdes do presente trabalho foram: a) Os novos farmacos foram avaliados
apenas frente a espécie C. neoformans, C. gattii e C. albicans; b) Apenas uma linhagem
celular foi usada em testes de toxicidade (MRC-5); c) Apenas trés testes de mecanismo
de acdo foram avaliados; d) Nenhum teste in vivo foi realizado avaliando o potencial
dessas substancias. Por outro lado, o trabalho é robusto porque: a) avaliou quinze

substancias, derivadas do Laboratério de Produtos Naturais da Amazdnia (INPA) e
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Laboratério de Principios Ativos da Amazonia (INPA) frente a 8 diferentes genotipos de
agentes de a criptococose; b) demonstraram a baixa toxicidade celular diante de uma das
culturas celulares mais amplamente utilizadas na literatura (MCR-5) e C) investigaram
os dois mecanismos de agdo mais importantes entre os antifungicos (influéncia na parede
celular e na ergosterol). O presente trabalho deve ser continuado com testes in vivo que
investigam o potencial terapéutico e a toxicidade dessas substancias.

Este estudo confirma que a investigacdo de novas substancias com atividade frente
a criptococose é importante pelos fatores limitam as drogas utilizadas. O presente trabalho
demonstra o potencial de substancias semi-sinteticas e substancias provenientes da
floresta amazo6nica. Especificamente, duas novas substancias potenciais consideradas

promissoras para sua utilizacdo como farmaco no combate a criptococose.

4. Conclusao

Este trabalho demonstrou que duas substancias originadas de plantas, sendo,
uma de origem natural a desidro-iso-a-lapachona e outra de origem semi-sintéticas, o 8-
nitroharmano sdo promissores agentes antifingicos e a baixa toxicidade apresentada os
qualifica para testes complementares objetivando a sua transformacdo em produto

farmacéutica a ser utilizada no combate a criptococose.
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8. CONCLUSOES GERAIS

v A substancia semi-sintética 8 nitroharmano, assim como, a substancia de origem
vegetal desidro-iso-a-lapachona, apresentam potencial de acdo antiflngica e baixa

toxicidade considerando duas substancias promissoras no tratamento da criptococose.
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Background. Cryptococcosis is a fungal disease of bad prognosis due to its pathogenicity and the toxicity of the drugs used for its
treatment. The aim of this study was to investigate the medicinal potential of carbazole and f-carboline alkaloids and derivatives
against Cryptococcus neoformans and C. gattii. Methods. MICs were established in accordance with the recommendations of the
Clinical and Laboratory Standards Institute for alkaloids and derivatives against C. neoformans and C. gattii genotypes VNI and
VGI, respectively. A single active compound was further evaluated against C. neoformans genotypes VNII, VNIII, and VNIV, C.
gattii genotypes VGI, VGIIL, and VGIV, Candida albicans ATCC 36232, for cytotoxicity against the MRC-5 lineage of human
fibroblasts and for effects on fungal cells (cell wall, ergosterol, and leakage of nucleic acids). Results. Screening of 11 compounds
revealed 8-nitroharmane as a significant inhibitor (MIC 40 ug/mL) of several C. neoformans and C. gattii genotypes. It was not
toxic to fibroblasts (ICso> 50 ug/mL) nor did it alter fungal cell walls or the concentration of ergosterol in C. albicans or C.
neoformans. It increased leakage of substances that absorb at 260 nm. Conclusions. The synthetic S-carboline 8-nitroharmane
significantly inhibits pathogenic Cryptococcus species and is interesting as a lead compound towards new therapy for
Cryptococcus infections.

1. Introduction

Cryptococcosis, a fungal disease caused by Cryptococcus
neoformans and C. gattii, occurs predominantly in immu-
nocompromised individuals. Cryptococcus infections occur
through inhalation of blastospores and basidiospores that
establish a pulmonary infection. These infections can also
disseminate to the meninges and brain, causing meningitis
or meningoencephalitis [1]. The global incidence and impact
of cryptococcosis (cryptococcal disease) is estimated to be
624,700 deaths annually, with a broad confidence interval of
125,000 to 1,124,900 [2].

For cryptococcosis treatment, the World Health Orga-
nization (WHO) recommends a two-week course of
amphotericin B and flucytosine (5-FC) as the initial in-
tensive induction phase and subsequently followed by a step-
down to fluconazole for the consolidation and monitoring
phases of treatment for cryptococcal meningitis [3]. The
arsenal of treatment options available presently for man-
agement is limited, with no new class of antifungal agent
exhibiting cryptococcal activity licensed in almost 30 years
[4]. Treatment failure and drug toxicity are frequently ob-
served, and the search for potential drugs for therapy is
necessary [5].
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Previous work has shown that harman alkaloids (Ta-
ble 1) and related f-carbolines (SCs) exhibit important
antifungal properties. Harmol is fungicidal to Botrytis cin-
erea and fungistatic to Penicillium digitatum affecting
conidia membrane permeabilization in both species [6].
Harmane selectively inhibited Cercospora arachidicola while
its synthetic derivative 8-nitroharmane strongly inhibited 13
out of 14 fungi species tested [7]. A variety of synthetic C
analogs have recently been patented as fungicides for the
treatment of plant diseases [8]. Of medicinal relevance,
harmane [9] and harmine [10] are reported to be potent
Candida albicans inhibitors and harmine in binary com-
binations with other SCs strongly inhibits Aspergillus niger.
Harmaline significantly inhibits Candida rugosa lipase in
vitro as a competitive inhibitor according to in silico
(docking) studies [11]. A recent patent describes the en-
hancement by harmine hydrochloride of the action of flu-
conazole against drug-resistant C. albicans in compositions
that claim to reverse resistance to fluconazole [12]. These and
other examples attest to the potential of harman SCs of
natural or synthetic origin as antifungal agents for medicinal
and other applications.

To our knowledge, harman alkaloids or their derivatives
have not been previously assayed against Cryptococcus spp.
The aim of this study was to evaluate the antifungal activity
of carbazoles and Cs against the clinically relevant species
Cryptococcus neoformans and C. gattii.

2. Materials and Methods

2.1. Microorganisms and Reference Strain. Eight lyophilized
standard culture strains of C. neoformans (WM148/08;
WM626/08; WM628/08; WM629/08) and C. gattii
(WM179/08; WM178/08; WM179/08; WM779/08) were
kindly provided by the Oswaldo Cruz Foundation (Fiocruz)
in Rio de Janeiro, Brazil. Candida albicans strain ATCC
36232 from the culture collection at the National Institute
for Amazonian Research (INPA) in Manaus, Amazonas
state, Brazil, was used as reference.

The strains were reactivated in Sabouraud agar dextrose
(SAD). An inoculum was removed from the SAD culture
and suspended in 5.0 mL of sterile 0.085% saline water and
vortexed for 15s. The cell density was adjusted to 0.5 on the
McFarland scale (comparison to reference).

2.2. Substances. Eleven commercial and synthetic carbazole
and f3-carboline derivatives (Table 1) were screened in this
work. Prior to testing, substances were diluted in 1% di-
methyl sulfoxide (DMSO) to 1.28 mg/mL (stock solution).

2.3. Antifungal Susceptibility. Minimum inhibitory con-
centration (MIC) assays were performed with the broth
microdilution method, as described by the CLSI (Clinical
and Laboratory Standards Institute) in documents M27-A3/
CLSI [13]. Briefly, 100 uL of each evaluated compound di-
luted in RPMI 1640 broth was added to 96-well microplates,
with the final concentrations of the compounds ranging
from 300 to 0.0622 ug/mL (tested substances) and from 32 to
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0.065 ug/mL (amphotericin B, antifungal standard). Next,
100 4L of an inoculum containing 2.5 x 10° cells/mL of the
reference microorganism was added to 96-well microplates.
The microdilution plates were incubated at room temper-
ature (35°C) for 24 to 48 h for Candida sp. and Cryptococcus
spp., respectively. The amount of growth in the tubes
containing the tested substance is compared visually with the
amount of growth in the growth-control tubes (no anti-
tungal agent) used in each set of tests. In the present work,
MIC was defined as the concentration that causes >50%
reduction in the growth relative to the drug-free growth
control.

2.4. Cytotoxicity Assay. The MRC-5 (ATCC-CCL-171-
fibroblast/tissue: lung/disease: normal) cell lines were
grown in Dulbecco’s Modification of Eagle’s Medium
(DMEM) supplemented with 10% bovine fetal serum,
2mmol-L™" glutamine, 100 yg/mL streptomycin, and 100 U/
mL penicillin and incubated at 37°C with a 5% atmosphere of
CO, for 24 h. The substances were individually dissolved in
DMSO and added to each well (final concentrations of
0.781-50 ug/mL) and incubated for 72 h. Doxorubicin (5 ug/
mL) was used as positive control. Negative controls (blanks)
received the same amount of DMSO and had the same final
DMSO concentrations as the samples (0.1%). Two hours
prior to the end of incubation, 10 yuL of AlamarBlue® cell
viability reagent was added to each well. The fluorescent
signal was monitored with a multiplate reader using a
530-560 nm excitation wavelength range and 590 nm
emission wavelength. The fluorescent signal generated from
the assay was proportional to the number of living cells in
the sample, according to the specifications of the manu-
facturer [14].

2.5. Mechanism of Action Assays. The antifungal mechanism
of action of 8-nitroharmane was evaluated using the yeast C.
neoformans VNI WM148/08 and C. albicans strain ATCC
36232 as a model. The influence of 8-nitroharmane on the
cell wall (sorbitol protection assay), effect of ergosterol on
the cell membrane (ergosterol effect assay), and leakage of
substances absorbing at 260 nm were evaluated as described:

2.5.1. Sorbitol Protection Assay. The MIC of 8-nitroharmane
was determined against C. neoformans VNI and C. albicans
ATCC 36232 (from 320 to 0.20 ug/mL) in the presence and
absence of 0.8 M sorbitol (Sigma-Aldrich) [15, 16]. The
MICs were determined after 24 and 72h of incubation at
35°C.

2.5.2. Ergosterol Effect Assay. The MICs of 8-nitroharmane
were determined against C. neoformans VNI and C. albicans
ATCC 36232 (from 320 to 0.20 yg/mL) in the presence
(200-800 ug/mL) and absence of exogenous ergosterol
(Sigma-Aldrich) [16, 17]. Amphotericin B was used as a
control. The MICs were determined after 24 and 72h of
incubation at 35°C. A substance that has affinity for er-
gosterol rapidly forms complexes with free ergosterol, thus
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TaBLE 1: Names, [IUPAC nomenclature, and structures of carbazole and f3-carboline compounds.

Substance name Structures IUPAC name
N-acetyl-9H-carbazole :N: N-acetyl-carbazole
I
COMe

9H-carbazole

Harmaline

Harmalol

Harmane

Harmine

Harmol

MeO

o \ N

T—Z

=
AN
Z

T—Z

MeO \ /N

T—Z

o NN

T—Z

9H-carbazole

7-Methoxy-1-methyl-4,9-dihydro-3H-pyrido[3,4-b]
indole

1-Methyl-4,9-dihydro-3H-f-carbolin-7-ol

1-Methyl-9H-pyrido[3,4-b]indole

7-Methoxy-1-methyl-9H-pyrido[3,4-b]indole

1-Methyl-2,9-dihydropyrido[3,4-b]indol-7-one
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TaBLE 1: Continued.

Substance name Structures

IUPAC name

6-Nitroharmane

8-Nitroharmane

O,N
&)QN
N
H
\ AN
N
O,N H

O,N
—
N
) MeO \ /
6-Nitroharmine
N
|
H
—
N
MeO \ /
8-Nitroharmine N
O,N |

6-Nitro-1-methyl-9H-pyrido[3,4-b]indole

8-Nitro-1-methyl-9H-pyrido[3,4-b]indole

7-Methoxy-6-nitro-1-methyl-9H-pyrido[3,4-b]
indole

7-Methoxy-8-nitro-1-methyl-9H-pyrido[3,4-b]
indole

preventing interactions with ergosterol in the fungal
membrane; as a result, the MIC of the tested substance
increases in the presence of ergosterol [18].

2.5.3. Test for Leakage of Substances Absorbing at 260 nm.
C. neoformans VNI and C. albicans ATCC 36232 were
grown in a shaker at 35°C until the early stationary phase
(18 h of growth). After incubation, the cells were washed and
resuspended in MOPS buffer (0.16 M, pH 7.0). An inoculum
of 5x10*cells/mL was transferred to microtubes (final
volume 500 uL) containing 1 x or 4 MIC of 8-nitroharmane
and incubated at 37°C. After 1, 2, 4, or 6 h of incubation, the
microtubes were centrifuged (5 min at 3,000 rpm), and the
absorbance of the supernatants (100 4L) was measured at
260nm (Gene Quant DNA/RNA Eppendorf). The absor-
bance due to leakage from cells treated with HCIO, (1.2 M,
100°C, 30 min) was considered 100% [16, 19].

2.6. Statistical Analysis. All the values reported in Tables 2-6
are averages of replicate experiments. In general, for a given
concentration of a sample or control in the procedures
above, replicates had the same experimental value (no
variation).

3. Results

3.1. Screening of Compounds for Anticryptococcal Activity.
Of the 11 carbazoles and f-carbolines screened, only 8-
nitroharmane exhibited significant activity (<50 yg/mL)
against Cryptococcus gattii VGII and C. neoformans VNI
(Table 2).

Subsequently, the effects of 8-nitroharmane were in-
vestigated on a variety of genotypes of the Cryptococcus
neoformans and C. gattii species complex (Table 3). This
compound further exhibited important inhibition
(MIC =40 ug/mL) of genotypes VNIII and VNIV of C.
neoformans and the genotype VGIII of C. gattii.

3.2. Cytotoxicity/Viability Assay. 8-nitroharmane did not
affect viability of normal human (MRC-5) fibroblasts
(ICs50>50 ug/mL) after 24h of exposure. The cytotoxic
standard doxorubicin exhibited ICsq=0.34 (0.27-0.43) ug/
mL.

3.3. Mechanism of Action Assays

3.3.1. Action on the Cell Wall. A sorbitol protection assay was
conducted to determine the influence of 8-nitroharmane on



International Journal of Microbiology

TaBLE 2: MIC of carbazole and f-carboline derivatives against Cryptococcus gattii and C. neoformans strains.

Substances C. gattii VGII WM178/08 MIC (ug/mL) C. neoformans VNI WM148/08 MIC (ug/mL)
8-Nitroharmane 40 40
9H-carbazole 160 160
Harmane 160 160
8-Nitroharmine 160 160
N-Acetyl-9H-carbazole >320 >320
Harmaline >320 >320
Harmalol >320 >320
Harmine >320 >320
Harmol >320 >320
6-Nitroharmane >320 >320
6-Nitroharmine >320 >320
Amphotericin B 0.250 0.065

TaBLE 3: MICs of 8-nitroharmane against genotypes of the Cryptococcus neoformans and C. gattii complex.

Species/molecular types

8-Nitroharmane MIC (ug/mL)

Amphotericin B MIC (ug/mL)

Candida albicans ATCC 36232
C. gattii VGI WM178/08

C. gattii VGIII WM179/08

C. gattii VGIV WM779/08

C. neoformans VNII WM626/08
C. neoformans VNIII WM628/08
C. neoformans VNIV WM629/08

160 0.5

80 0.25
40 0.25
160 0.25
80 0.25
40 0.125
40 0.125

the integrity of the fungal cell wall. In this assay, MIC de-
terminations of 8-nitroharmane against Cryptococcus neo-
formans VNI and Candida albicans ATCC 36232 were
carried out in parallel in the presence and absence of sorbitol
(0.8 M), which is an osmotic protectant used for the sta-
bilization of fungal protoplasts. A substance that interferes
negatively with the fungal cell wall will shift the MIC to a
higher value in the presence of osmotic support [15]. The
MIC of 8-nitroharmane did not change in the presence of
sorbitol after 72 h of incubation (Table 4). This is evidence
that 8-nitroharmane does not inhibit Cryptococcus spp. by
interfering with cell walls.

3.3.2. Action on Ergosterol. The ergosterol assay was used to
determine whether 8-nitroharmane induces changes in the
fungal membrane by interacting with ergosterol. This assay
has been shown to identify substances that bind ergosterol in
fungal membranes and is based on the addition of exogenous
ergosterol. The MIC of 8-nitroharmane did not change in the
presence of different concentrations (400 to 1600 ug/mL) of
exogenous ergosterol (Table 5). Thus, 8-nitroharmane’s
inhibition of Cryptococcus spp. does not involve interaction
with ergosterol. In contrast, a 4-fold increase in the MIC of
amphotericin B was observed which is consistent with the
strong affinity for ergosterol associated with this substance.

3.3.3. Leakage of Substances Absorbing at 260 nm. The in-
terference of 8-nitroharmane was determined by evaluating
the leakage of substances that absorb at 260 nm. Membrane
rupture causes the release/leakage of intracellular

components from the fungal cell that can then be measured.
Nucleotides, which exhibit a strong absorbance at 260 nm,
are among the components that can be monitored to detect
leakage. 8-nitroharmane (1 x MIC and 4 x MIC) was added
to cell suspensions of C. albicans and Cryptococcus neo-
formans VNI, and the samples were examined after various
time intervals (1, 2, 4, and 6 h). 1 x MIC of 8-nitroharmane
caused 6, 9, 17, and 21% increases in cell leakage after 1, 2, 4,
and 6h, respectively, compared to the perchloric acid
control (Table 6). Furthermore, the 4 x MIC treatment
caused a 2.6 x increase in nucleotide leakage, resulting in 14,
25, 42, and 61% increases in leakage after 1, 2, 4, and 6h,
respectively, compared to perchloric acid (100% cell leakage,
control).

4, Discussion

Harmine, harmaline, and related 3Cs are collectively known
as harmala alkaloids and were first found in the Peganum
harmala plant which has many medicinal uses, including the
treatment of fungal infections [20]. Harmine and harmaline
(isolated from P. harmala), harmol, harmalol, tetrahy-
droharmine, and tetrahydroharmol (synthesized from har-
mine and harmaline) have been screened previously for
antifungal activity against 8 dermatophytes, 6 filamentous
tungi, and 2 Candida spp. [21]. In that work, with the ex-
ception of discreet activity against dermatophytes by har-
mine, the remainder of these compounds were inactive
against fungi (MIC> 500 ug/mL). Also according to that
work, harmine exhibited MICs of 50 ug/mL against Tri-
chophyton tonsurans, 75pug/mL against Epidermophyton
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TaBLE 4: Effect of 0.8 M sorbitol on the MIC of 8-nitroharmane against Cryptococcus neoformans and Candida albicans.
C. neoformans VNI WM148/08 MIC (ug/ C. albicans ATCC 36232 MIC (ug/mL)
Substances mL)
No sorbitol 0.8 M sorbitol No sorbitol 0.8 M sorbitol
8-Nitroharmane 40 160 160
Amphotericin B 0.065 0.065 0.5 0.5

TasLE 5: Effect of exogenous ergosterol (400-1600 yg/mL) on the MIC of 8-nitroharmane against Cryptococcus neoformans and Candida

albicans.

C. neoformans VNI WM148/08 MIC (ug/mL) C. albicans ATCC 36232 MIC (ug/mL)
Substances Control Ergosterol (pg/mL) Control Ergosterol (ug/mL)

0 400 800 1600 0 400 800 1600
8-Nitroharmane 40 40 40 40 160 160 160 160
Amphotericin B 0.065 0.065 0.250 0.500 0.5 0.5 1.0 2.0

TABLE 6: Percent leakage of substances absorbing at 260 nm from Cryptococcus neoformans and Candida albicans induced by 8-nitroharmane.

Percent (%) leakage of substances absorbing at 260 nm

C. neoformans VNI WM148/

C. albicans ATCC 36232

Substances (concentration) 08 Substances (concentration)

1h 2h 4h 6 h 1h 2h 4h 6h
8-Nitroharmane (40 yg/mL) 0 10 30 60 8-Nitroharmane (160 yg/mL) 0 10 30 60
8-Nitroharmane (320 yg/mL) 10 40 50 60 8-Nitroharmane (640 yg/mL) 10 40 50 60
HCIO, (1.2M) 100 100 100 100 HCIO, (1.2M) 10 100 100 100
Control (blank) 0 0 0 0 Control (blank) 0 0 0 0

floccosum, and 100 ug/mL against Microsporum canis and 5
other Trichophyton spp. Substances with antifungal prop-
erties and with MIC < 100 ug/mL have been suggested as
good antifungal agents [22]. Also, as presented in the in-
troduction, harmane [9] and harmine [10] are reported to be
potent inhibitors of Candida albicans.

To our knowledge, the present study is the first to screen
harmala alkaloids, carbazoles, and their derivatives for ac-
tivity against Cryptococcus spp. Herein, no significant in-
hibitory activity was observed for harmaline, harmane,
harmine, harmol, or harmalol against Cryptococcus spp.
(MIC=>160ug/mL) in contrast to the activity of these
compounds against other fungi according to previous
studies presented above. Herein, a new synthetic compound,
8-nitroharmane, that exhibits important inhibition
(MIC =40 ug/mL) of genotypes VNI, VNIIIL, and VNIV of C.
neoformans and genotypes VGII and VGIII of C. gattii was
revealed.

Toxicity is an important factor to be investigated as part
of prospecting for new active substances [23].
Concentration-response tests performed with human cells
have been increasingly used in the screening of new active
substances [24-26]. In experimental conditions herein, 8-
nitroharmane did not inhibit normal human cell (MRC-5
fibroblast) cultures even at the highest concentration tested
(50 ug/mL) and thus is not cytotoxic [15].

The mode of action of the inhibition of C. neoformans
and C. gattii by 8-nitroharmane was investigated through
preliminary testing. This compound was shown neither to

act on the cell wall (there was no difference in MIC in the
presence or absence of the osmotic protectant sorbitol) nor
on ergosterol (there was no difference in MIC in the
presence or absence of extracellular ergosterol). However, 8-
nitroharmane acted in the extracellular overflow of nucle-
otides demonstrated by the leakage of nucleic acids from the
intracellular medium.

The anticryptococcosis potential of 8-nitroharmane
demonstrated in the present work is important. According
to the WHO, cryptococcosis should be treated with
amphotericin B associated with flucytosine and the fluco-
nazole should be used as a drug of consolidation [3, 27].
However, amphotericin B presents nephrotoxicity in the
long-term treatments common to HIV patients. Further-
more, the causal agents of cryptococcosis have demonstrated
resistance to azoles such as fluconazole. It is paramount to
seek new substances with less adverse effects and tolerable to
patients with cryptococcosis [27].

The investigation of new substances with activity against
cryptococcosis is important as the current therapeutic ar-
senal has adverse effects and high toxicity. Other equally
toxic medications and the conjugation of this therapy are
difficult for patient’s tolerance. Herein, the potential of
semisynthetic substances derived from fS-carboline as an-
tifungal agents was demonstrated.

In the present work, 8-nitroharmane was evaluated
against C. neoformans, C. gattii, and C. albicans. In the future
work, this compound and more synthetic SC derivatives and
analogs should be screened against these same as well as
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other pathogenic Cryptococcus spp. Synergistic effects
should also be investigated by combining these compounds
and in combinations with known fungicides such as
amphotericin B or fluconazole against Cryptococcus spp.
Also, the toxicity of 8-nitroharmane and other Cs to other
normal human cell lines should be evaluated as a means to
ascertain possible cytotoxic effects not observed in fibro-
blasts. Further mechanistic studies should be performed to
try to ascertain the molecular basis and possible existence of
other modes of action. Also, the potential of 8-nitroharmane
and other derivatives of harmala alkaloids (3Cs) should be
evaluated in in vivo models of Cryptococcus infection as a
means to test ethnopharmacological knowledge in systems
where metabolism (such as cytochrome P450, known to
readily hydroxylate f-carbolines) and other interactions
with the host may be relevant.

5. Conclusion

This work provides a robust account of the screening of
eleven substances against two Cryptococcus pathogenic
species as well as the evaluation of 8-nitroharmane against 8
different genotypes of agents of cryptococcosis. Also, the
most active compound 8-nitroharmane exhibited low cel-
lular toxicity to one of the most widely used cell cultures in
the literature (MCR-5).
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