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RESUMO

A criptococose ¢ uma doenca fingica de carater oportunista, porém pode acometer pessoas
saudaveis. A doencga ¢ causada principalmente por Cryptococcus neoformans e Cryptococcus
gattii. O nimero de farmacos antifingicos para o tratamento da doenga ¢ restrito, € por isso
buscou-se novos farmacos dentre os fungos endofiticos (FE). A triagem foi realizada por
microdilui¢ao com 401 extratos etanolicos de FE isolados de seis plantas medicinais. O Uinico
extrato de FE com atividade antifungica constante foi do FE UFMGCB 2032, identificado
como Mycosphaerella spp., oriundo da planta Eugenia aff. bimarginata Berg. coletada no
cerrado brasileiro. O fungo foi cultivado em larga escala, o extrato bruto foi particionado com
solventes organicos ¢ a fragdo solivel em acetato de etila fracionada por cromatografia liquida
de alta eficiéncia. Duas substancias foram isoladas e identificadas por espectrometria de
massas e ressonancia magnética nuclear. A substancia 1 foi isolada pela primeira vez e
identificada como o acido (6E, 12E)-2-amino-3,4-diidroxi-2-(hidréximetil)-14-oxo-icosa-
6,12-diendico e obteve faixa de concentragdo inibitoria minima (CIM) entre 0,19-3,12 pg/mL.
A substancia 2 foi identificada como o acido (6E)-2-amino-3,4-diidroxi-2-(hidroximetil)-14-
0xo0-icosa-6-endico ou miriocina (CIM 0,19-0,78 pg/mL). As substancias 1 e 2 foram ativas
contra os diferentes isolados de Cryptococcus avaliados com CIMs semelhantes as CIMs da
anfotericina B (AMB) e menores que as CIMs do fluconazol (FC). Os ensaios de combinagao
das duas substancias com a AMB e o FC mostraram 25 % de sinergismo. As duas substancias
foram ativas contra Candida albicans e C. krusei. As substancias 1 e 2 apresentam baixas
taxas de atividade citotoxica contra as células tumorais humanas MCF-7 e TK-10 e baixas
porcentagens de inibicdo contra a forma amastigota-like de Leishmania (Leishmania)
amazonensis. A microscopia eletronica de varredura das leveduras apos tratamento com as
substancias mostrou modificagdes no formato, depressdes e enrugamento na superficie e C.

gattii também sofreram redu¢do no tamanho e auséncia de brotos nas células mae.

Palavras-chave: Cryptococcus, criptococose, fungo endofitico, Mycosphaerella, antifingico.
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ABSTRACT

Cryptococcosis is an opportunistic fungal disease that may affect healthy people. The disease
is mainly caused by C. neoformans and C. gattii yeasts. The options of antifungal drugs
available for the treatment are limited, so we search for new antifungal agents among the
endophytic fungi (EF). Antifungal trial assays were performed by broth microdilution with
401 ethanolic endophytic fungi extracts isolated from six medicinal plants. The only isolated
with constant antifungal activity was the UFMGCB 2032, identified as Mycosphaerella sp.,
obtained from the medicinal plant E. aff. bimarginata Berg., collected from Brazilian
savannah. The fungal was grown on a large scale, the crude extract was submitted to partition
with organic solvents, and the ethyl acetate fraction was fractionated by HPLC, which
produced two secondary metabolites identified by mass spectra and NMR assays. The (6E,
12E)-2-amino-3,4-dihydroxy-2-(hydroxymethyl)-14-oxo-icosa-6,12-dienoic acid, compound
1, it was isolated by the first time and showed minimal inhibitory concentration (MIC) rate of
0.19-3.12 ug/mL. The second compound was the (6E)-2-amino-3,4-dihydroxy-2-
(hydroxymethyl)-14-oxo-icosa-6-enoic acid, compound 2 or myriocin (MIC 0.19-0.78
png/mL). The two isolated compounds showed antifungal activity against the Cryptococcus
species isolates evaluated with MIC values similar to amphotericin B (AMB) MIC, and lower
than fluconazole (FC) MIC values. The combined drugs assays indicate 25 % of synergism
performed with compounds 1 and 2 combined with AMB and FC. The two compounds also
exhibited activity against Candida albicans and C. krusei. The compounds 1 and 2 showed
low cytotoxicity rate against MCF-7 and TK-10, and low inhibition percentage against
Leishmania (Leishmania) amazonensis. Scanning electronic microscopy of the yeasts treated
with 1isolated compounds permitted the observation of modification in yeasts shape
(deformation) and cell wall modifications (depressions and additional wrinkles). Moreover,

reduction in the C. gattii size and absence of budding cells yeasts after treatment was seen.

Key words: Cryptococcus neoformans, Cryptococcus gattii, cryptococosis, endophytic fungal,

Mycosphaerella, antifungal.
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1 INTRODUCAO

A criptococose € uma infeccdo flngica causada principalmente pelas leveduras
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii, e raramente, por leveduras denominadas
ndo-neoformans que integram o complexo Cryptococcus. Tais leveduras apresentam carater
oportunista, uma vez que atingem pacientes imunocomprometidos em decorréncia a terapias
imunossupressoras, doengas autoimunes ou com a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(SIDA). Apos epidemia de SIDA, a infeccdo por criptococose tornou-se mais frequente e
grave, acometendo entre 5-10% dos pacientes soropositivos (JABBOUR et al., 1996;
HELLOU et al., 1999; HUSAIN; WAGENER; SINGH, 2001; BERGOLD; GEORGIADIS,
2004; LIN; HEITMAN, 2006; CORTIJO et al., 2006; BRASIL, 2010). A doenca pode ser
fatal e sua mortalidade chega quase a 30 % nos paises onde a terapia antirretroviral ndo esta
disponivel (LIN; HEITMAN, 2006). No Brasil, entre 1996 e 2006, um estudo sobre as
infeccbes flngicas sistémicas em pacientes soropositivos aponta que 50,9 % dos Obitos
ocorreram por criptococose (PRADO et al., 2009). Embora seja considerada oportunista,
diversos relatos de criptococose em individuos imunocompetentes ja foram descritos em
muitos paises, inclusive no Brasil (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992; LACAZ, et al. 2002;
OLIVEIRA et al., 2007; LINDENBERG et al., 2008; SOARES et al., 2008; MARQUES et al,
2012; MORA et al., 2012; BELLO et al., 2013).

A criptococose pode ser adquirida pela inalacdo de propagulos da levedura encontrada
na natureza em solos altamente nitrogenados, tais como em locais onde ha acumulo de fezes
de pombos e material vegetal em decomposicdo onde as mesmas mantém-se viavel por anos
(KWON-CHUNG; BENNETT, 1984; BARONI et al., 2006). A doenca pode manifestar-se
nas formas cutanea e sisttmica. Nesta Ultima, acomete os pulmdes e pode chegar ao sistema
nervoso central e assim, agravar os sintomas clinicos (CASADEVALL; PERFECT, 1998;
BRASIL, 2010).

O tratamento para a criptococose depende do estado imune do paciente e do local da
infeccdo. Este pode ser realizado com agentes antifungicos como azdis, polienos e andlogos
de nucleotideos, e também pode ser feita a drenagem do fluido cérebro espinhal e
ocasionalmente a cirurgia para remocéo do foco infeccioso (SAAG, et al. 2000; HUSTON;
MODY, 2009). No Brasil, o tratamento recomendado depende da forma clinica (cutéanea ou
sistémica). A anfotericina B é utilizada na fase aguda e os azdis (fluconazol e itraconazol) na
profilaxia da doenca (SAAG et al., 1992; BRASIL, 2010). Embora exista tratamento para a
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criptococose, a necessidade da busca de novos farmacos da-se pelo fato de ser limitado o
namero de substancias antifingicas disponiveis, e por estas apresentarem efeitos colaterais
graves. Como o diagnostico inicial da doenca € dificil e muitas vezes demorado, um novo
antifangico sem as complicacfes dos farmacos empregados atualmente colaboraria para que
ndo houvessem elevados indices de falha terapéutica, evitaria o desenvolvimento das sequelas
neuroldgicas graves e poderia reduzir as taxas de obito dos pacientes (NUCCI, PERFECT,
2008; JARVIS et al., 2010).

Portanto, diante da limitagcdo das terapias antifungicas existentes, a bioprospeccao dos
produtos naturais oriundos de fungos endofiticos associados a plantas medicinais pode ser
considerada uma estratégia valida na busca de novos farmacos, uma vez que as plantas
medicinais ja sdo utilizadas pelos seres humanos desde a antiguidade, e que cerca de 80 % dos
fungos endofiticos (FE) produzem substancias bioativas ainda ndo avaliadas contra
criptococose e outras doencas fungicas (SCHULZ; BOYLE, 2005; W.H.O., 2008).

Como ferramentas para avaliagdo da atividade antimicrobiana dos FE durante a
bioprospeccdo, a literatura descreve os ensaios bioldgicos empregando metodologias in vitro
em meio solido, como o teste de difusdo a partir de disco; e em meio liquido, como os ensaios
de microdiluicdo e macrodiluigéo (pouco empregada pelo elevado gasto tanto de amostra a ser
testada quanto de insumos laboratoriais). As vantagens da metodologia de difusdo em meio
solido sdo a facilidade de execugdo e o baixo custo; e da microdiluicdo sdo o emprego de
menor quantidade de meio de cultura e sua padronizacgdo ter sido estabelecida por comités
internacionais para testes de sensibilidade aos antifungicos frente a leveduras patogénicas
(CLSI, 2002; CLSI, 2004; EUCAST, 2002; SCORZONI et al., 2007). As diferentes etapas da
bioprospeccdo dos extratos de FE e suas fragdes podem ser monitoradas pelos diferentes
ensaios bioldgicos supracitados, e este acompanhamento é benéfico, pois auxilia na tomada de
decisbes relativas as demais etapas do fracionamento, e assim, agiliza o isolamento das
substancias mais ativas e torna o processo de bioprospeccdo menos dispendioso (SCORZONI
et al., 2007).

Assim, diante da incidéncia crescente de casos de criptococose e do numero restrito de
antifangicos, a necessidade da busca de novas alternativas de farmacos € evidente, e os fungos
endofiticos depositados na colecdo e Células do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG
constituem uma fonte interessante de metabdlitos secundarios a serem explorados nos ensaios
de bioprospeccdo de atividade antifingica contra as duas principais espécies de Cryptococcus

causadoras da criptococose.
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2 JUSTIFICATIVA

As novas técnicas de tratamento das doencas adotadas pela medicina moderna, como o
emprego de corticoides, transplantes de 6rgéos e a pratica de procedimentos invasivos, trazem
como consequéncias a incidéncia crescente de pacientes imunocomprometidos e aumento do
nimero de casos de doengas infecciosas de carater oportunista como a criptococose.
Juntamente aos fatores ja mencionados somam-se 0 uso indiscriminado de antimicrobianos,
surgimento de isolados resistentes aos antifungicos e o elevado nimero de pacientes com
SIDA que contribuem para aumento do numero de casos de criptococose. Além disso,
também existem surtos da doenca acometendo pacientes imunocompetentes em diferentes
paises e em locais de clima temperado. Assim, pelos motivos ja citados, torna-se necessaria a
busca de novas alternativas farmacologicas para o tratamento da criptococose.

Em paralelo a pesquisa na procura de informagdes adicionais sobre os fungos
causadores das infeccdes esta a busca de novos agentes com propriedades antimicrobianas das
mais variadas origens, seja por sintese ou a partir de produtos naturais. Dentro desta Gltima
categoria, 0s micro-organismos despontam como grupo de interesse tanto biotecnoldgico
quanto médico, uma vez que mais de 23.000 substéncias ativas ja foram isoladas de micro-
organismos (DEMAIN, 2013). Estes sdo objeto dos estudos de bioprospecgédo, pois sdo
conhecidamente fontes de substancias com atividade antimicrobiana ainda pouco explorada.

A Dbioprospeccdo de metabdlitos secundarios oriundos de fungos endofiticos
associados a plantas foi realizado com plantas medicinais, pelo fato de que cerca de 70% da
populacdo dos paises em desenvolvimento utilizam produtos naturais obtidos a partir destas
como alternativa primaria e Unica para restabelecimento e manutencdo da saude segundo
dados da Organizacdo Mundial de Saude em 2008. Além disso, cerca de 40 % das 23.000
substancias ativas isoladas de micro-organismos foram produzidas por fungos (DEMAIN,
2013).

Portanto, diante do nimero crescente de casos de criptococose, quantidade restrita de
farmacos antifingicos, complexidade do tratamento das infeccdes (em especial as provocadas
por C. gattii), pelos relatos de resisténcia e/ou tolerdncia aos antifungicos, e o potencial
farmacologico inexplorado dos fungos endofiticos foi realizado o presente trabalho para a
avaliacdo do potencial antifungico dos fungos endofiticos da colecdo de Micro-organismos e
Células do ICB da UFMG. O trabalho justifica-se também por serem escassas as

investigacOes de atividade antifngica utilizando as espécies patogénicas de Cryptococcus

24



como alvo, e por serem poucos os trabalhos que abrangem desde a etapa de triagem até o
isolamento e identificacdo dos metabolitos secundarios produzidos pelos fungos endofiticos

associados a plantas medicinais encontradas nos diferentes biomas brasileiros.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Cryptococcus spp.

O género Cryptococcus é composto por pelo menos 70 espécies de leveduras que
distribuem-se mundialmente. Estas podem ser de vida livre sendo encontrados em solos,
poeiras e locais contaminados com fezes de aves (pombos, galinhas, papagaios, perus e
canarios), em arvores (Eucalyptus spp., Prunus dulcis, Caesalpinia peltophoroides e
Anadenanthera peregrine), madeiras em decomposicdo e insetos; e provocando infeccGes em
animais (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992; MITCHELL; PERFECT, 1995;
CASADEVALL, PERFECT, 1998; LACAZ, 2002; CORTIJO et al., 2006; LIN; HEITMAN,
2006; PEDROSO et al., 2007; KURTZMAN; FELL; BOEKHOUT, 2011; COGLIATI, 2013).

A forma anamorfica dos fungos deste género reproduz-se por brotamento e sua fase
teleomorfica ou sexuada é um basidiomiceto pertencente ao género Filobasidiella que pode se
reproduzir assexuada ou sexuadamente gerando descendentes com tipo de acasalamento
(‘mating type’) a ou a. A fase teleomorfica de C. neoformans ainda ndo foi observada na
natureza. Os cruzamentos in vitro das leveduras com ‘mating type’ opostos produzem hifas
dicaridticas que durante processo de divisdo nuclear formam conexdes em forma de grampo
que é caracteristica dos fungos basidiomicéticos. Algumas das hifas dicaridticas apicais se
diferenciam em basidio que, ap6s meiose, formam os basidiésporos uninucleados. Os
experimentos realizados promovendo diferentes cruzamentos permitiram definir duas espécies
com base na morfologia dos basidiésporos, Filobasidiella neoformans e F. bacillispora que
correspondem respectivamente aos anamorfos C. neoformans e C. gattii (KWON-CHUNG,;
BENNETT, 1992; CASADEVALL; PERFECT, 1998; KURTZMAN; FELL; BOEKHOUT,
2011).
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3.2 Caracteristicas morfoldgicas e classificagdo das leveduras

As leveduras do género Cryptococcus sdo encapsuladas, e em meio sélido formam
colbnias com aspecto cremoso. Contudo, as coldnias de C. gattii sob tais condi¢Ges de cultivo
apresentam aspecto mucdide. Morfologicamente, as leveduras de C. neoformans apresentam
formato entre esférico a oval, enquanto as células de C. gattii sdo mais elipticas.
Bioquimicamente as leveduras também apresentam diferencas, sendo a mais conhecida a
capacidade de apenas C. gattii crescer em agar canavanina-glicina-azul de bromotimol
(KURTZMAN; FELL; BOEKHOUT, 2011).

As leveduras de C. neoformans e C. gattii podem ser classificadas quanto ao sorotipo
em A, B, C, D e AD, os quais resultam de diferencas estruturais na capsula polissacaridica. A
principio, C. neoformans var. neoformans era composto pelos sorotipos A, D e AD e C.
neoformans var. gattii pelos sorotipos B e C (KWON-CHUNG; POLACHECK; BENNETT,
1982). Apos descricdo da nova variedade por Franzot, Salkin e Casadevall (1999), o sorotipo
A passou a corresponder a C. neoformans var. grubii e os sorotipos D e AD a C. neoformans
var. neoformans. Posteriormente, Kwon-Chung et al. (2004) atribuiram a C. neoformans var.
gattii grau de espécie, passando a ser denominado C. gattii devido as diferencas clinicas e
moleculares (WILSON; BENNETT; BALLEY, 1968; BENNETT; KWON-CHUNG;
THEODORE; 1978; IKEDA et al.,, 1982; CHERNIAK; SUNDSTROM, 1994; LIN;
HEITMAN, 2006).

A levedura conforme local de isolamento é classificada como de origem clinica ou
ambiental. Nas Américas Central e do Sul ja foram isoladas 10.548 leveduras, sendo 81 % dos
isolados clinicos e 19 % ambientais. O grafico com as porcentagens de isolados clinicos e
ambientais, e 0 mapa com a distribuicdo geografica dos isolados clinicos e ambientais de C.

neoformans e C. gattii encontram-se na Figura 1 (COGLIATI, 2013).
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Fig. 1 Porcentagens dos isolados de C. neoformans e C. gattii de origem clinica (n = 8.590) e
ambiental (n = 1.958) (a). Mapa da distribuigdo geografica das leveduras nas Americas
Central e do Sul. Os isolados clinicos foram descritos nos paises em vermelho e 0s
isolados clinicos e ambientais foram descritos nos paises em laranja (b) (COGLIATI,
2013).

A classificagdo mais recente é baseada em tipos moleculares apds caracterizagdo dos
isolados por meio de técnicas de biologia molecular que levou a subdivisdo das leveduras em
pelo menos nove tipos moleculares distintos conforme observado na Figura 2 (LIN;
HEITMAN, 2006). No Brasil, 1.439 leveduras de Cryptococcus spp. ja foram reclassificadas
e quase todos os tipos moleculares foram encontrados (exceto o tipo VGIV). A maioria dos
isolados pertence ao tipo VNI (71,8 %), sequido pelo tipo VGII (18,5 %) e os demais tipos
moleculares juntos correspondem a 9,7 % do total de isolados (COGLIATI, 2013).
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Tipo molecular

Sorotipos
VNI
Sorotipo A
C. neoformans var. grubii < VNII
18,5 m.a. VNB
Cryptococcus Hibrido AD —_— VNI
neoformans Sorotipo D
VNIV

var. neoformans

Complexo de
espécies 37 m.a.
Sorotipo B Vel
VGII
C. gattii VGl
9,5 ma. Sorotipo C VGIV

Fig. 2 Evolucdo das espécies do complexo de C. neoformans que originou a classificacéo
baseada em tipos moleculares. O complexo contém pelo menos duas subespécies, C.
neoformans e C. gattii, que divergiram de um ancestral comum a aproximadamente
37 e 18,5 m. a., respectivamente. Estes foram posteriormente divididos em quatro
sorotipos consistindo em pelo menos nove tipos moleculares. A prevaléncia dos
sorotipos em cada tipo molecular esta expressa atraves da linha: sélida - alta, fina -
intermediria e tracejada - baixa (LIN; HEITMAN, 2006). m.a. — milhGes de anos.

3.3 Cryptococcus de importancia clinica e origem da infeccéo

As leveduras do género Cryptococcus de importancia clinica sdo C. neoformans, C.
gattii e as espécies ndo-neoformans: C. uniguttulatus, C. humicolus, C. albidus, C. laurentii e
C. curvatus (JOHNSON, et al 1998; MATTSSON, et al 1999; McCURDY; MORROW,
2001; MICELI; DIAZ; LEE, 2011; KURTZMAN; FELL; BOEKHOUT, 2011). Cryptococcus
albidus e C. laurentii sdo responsaveis por cerca de 80 % das infeccdes causadas por espécies
ndo-neoformans (MICELI; DIAZ; LEE, 2011).

Uma caracteristica das leveduras do género Cryptococcus que pode ser indicio da
forma de origem da infecgéo € a capacidade das mesmas de permanecerem viaveis, por anos,
em excrementos secos de pombos, considerados reservatdrios de particulas infectantes, que
podem ser inaladas por apresentarem capsula reduzida e, assim atingir os alvéolos pulmonares
(BARONI et al., 2006; ROSARIO, ACOSTA, COLOM, 2008). Os propagulos da levedura
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também podem ser encontrados na natureza em solos altamente nitrogenados, tais como em
locais onde ha acumulo de fezes de pombos, folhas, flores e madeira em decomposi¢édo
(KWON-CHUNG; BENNETT, 1992; BARONI et al., 2006). Porém, ndo ha consenso se a
infeccdo origina-se pela inalacdo das leveduras ou dos basididsporos espalhados pelo ar
(LACAZ, 2002). Lin e Heitman (2006) publicaram trabalho sobre a biologia das espécies do
complexo “Cryptococcus neoformans” e propuseram tanto os esporos quanto as leveduras

dessecadas como causadoras das infeccdes (FIGURA 3).

Carreador na dispersao
s

4 Fontes
Jés "‘\ ambientais
Infeccdo em animais

Z.IE

Hospedeiros heter6logos

:KE M“‘“’“’k.

~+ ' Sujeira com fezes

o de pombos

Disseminagéo

Infeccdo hematogénica
pulmonar

Meningite
criptococdcica

P
. i
| -

- ; Esporos/leveduras

Interacdo com micro-organismos .
® ——

Fig. 3 Ciclo infectivo de C. neoformans. A levedura sobrevive no meio ambiente em solo
(contaminado com dejetos de aves) e em arvores. As aves, especialmente 0s pombos
tem sido responsaveis pela dispersdo mundial. As leveduras infectam animais como
gatos, cabras e coalas; sobrevivem em predadores como insetos, minhocas e amebas; e
interagem com outros micro-organismos como bactérias e fungos. As diferentes
fontes ambientais podem originar a infeccdo pulmonar humana pela inalacdo dos
esporos elou leveduras dessecadas. Quando o hospedeiro  torna-se
imunocomprometido, a levedura pode deixar o estado de laténcia e invadir o SNC que
é a forma mais grave da criptococose humana (LIN; HEITMAN, 2006).

Ainda com relagdo a origem da infec¢do, Velagapudi et al. (2009) estudaram
detalhadamente a morfologia e a fisiologia dos esporos de C. neoformans, e constataram a
capacidade dos mesmos de provocar infeccdo e disseminar para diferentes tecidos em

modelos murino e do invertebrado Galleria mellonella, porém ndo foi observada diferenca
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significativa de viruléncia quando comparado as leveduras. Estudos mostrando indicios sobre
qual das estruturas fungicas pode estar mais relacionada com a origem das infecgdes foram
realizados por Botts e Hull (2010) que avaliaram comparativamente esporos e leveduras de
Cryptococcus, e constataram que 0 esporo apresenta vantagens como agente infeccioso frente
a levedura por apresentar tamanho entre 1-2 um (menor que a levedura e favorece a dispersdo
no ambiente), causar morte em modelo murino semelhante a levedura (mesmo quando a carga
infectiva inicial € menor), e por possuir cobertura externa espessa que confere resisténcia as
condi¢des ambientais adversas.

As leveduras também podem ser transmitidas via transplante de o6rgéos, sendo a
criptococose a terceira infeccdo fingica mais comum dentre os pacientes receptores de 6rgaos
solidos (HUSAIN; WAGENER; SINGH, 2001; SHOHAM; MARR, 2012). Como exemplos
desta via de transmissdo tém-se o relato do caso de criptococose cutanea (manifestacdo inicial
da doenca disseminada) em paciente apds transplante renal (VASQUEZ et al., 2008); e
também o caso onde o doador foi considerado neurologicamente normal, porém era portador
da levedura, e originou diferentes manifestacGes da criptococose nos pacientes transplantados,
tais como criptocococemia, pneumonia criptococécica e meningoencefalite (BADDLEY et
al., 2011).

3.4 Criptococose

A criptococose é causada pelas leveduras que compdem o complexo C. neoformans no
qual j& foram incluidas mais de 38 espécies de leveduras. As duas espécies patdgenas mais
importantes clinicamente sdo C. neoformans e C. gattii (ROSARIO; ACOSTA; COLOM,
2008; KURTZMAN; FELL; BOEKHOUT, 2011).

A doenca tornou-se mais frequente e grave ap6s a epidemia da SIDA, ela acomete
entre 5-10% dos pacientes soropositivos e por isso tem-se destacado dentre as infeccOes
fangicas oportunistas (JABBOUR et al., 1996; HELLOU et al., 1999; LIN; HEITMAN, 2006;
BRASIL, 2010). A infeccdo também pode atingir pacientes imunocompetentes onde
frequentemente é causada por leveduras de C. gattii (MITCHELL; PERFECT, 1995; ZHU et
al., 2002; KOKTURK et al., 2005; BARBOSA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2007; CHEN et
al., 2008; BRASIL, 2010; CHEN et al., 2012; Ll et al., 2012; ROLSTON, 2013).

A criptococose pode manifestar-se de duas formas: cuténea e sistémica. A forma

cutanea representa 10% a 15% dos casos, que na maioria das vezes precede a forma sistémica,
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e caracteriza-se por lesdes acneiformes, rash cutaneo, ulceragdes ou massas subcutaneas que
simulam tumores. A forma sistémica apresenta manifestacbes que podem variar de lesoes
pulmonares assintomaticas até infeccdo disseminada grave do sistema nervoso central, devido
ao neurotropismo da levedura, que causa meningoencefalites (meningite subaguda ou cronica)
cujos sintomas sdo febre, fraqueza, dor no peito, rigidez na nuca, dor de cabega, nausea,
vomito, sudorese noturna, confusdo mental e alteracGes de visdo. Pode haver também
comprometimento ocular, 6sseo e, as vezes, da prostata. Os quadros graves da doenca também
podem acontecer devido a demora no diagnostico inicial que é muitas vezes acompanhado de
falhas do tratamento quimioterapico (BARKER, 1976; MITCHELL; PERFECT, 1995;
CASADEVALL; PERFECT, 1998; FERNANDES et al., 2000; SEVERO et al.,, 2009;
NUCCI, PERFECT, 2008; JARVIS et al., 2010; BRASIL, 2010).

Os estudos realizados com os isolados de Cryptococcus spp. tem revelado a existéncia
de diferentes niveis de viruléncia, e tais diferencas podem estar relacionadas a capacidade da
levedura de produzir e expressar multiplos fatores associados a viruléncia, tais como a
capsula, melanina, producdo de metabdlitos e enzimas, que assim justificariam os diferentes
comportamentos da doenca (STEENBERGEN; CASADEVALL, 2003; BOVERS; HAGEN;
BOEKHOUT, 2008; KURTZMAN; FELL; BOEKHOUT, 2011). Como exemplos do
comportamento diferenciado da doenga podem ser citados os casos de criptococose causados
por C. gattii em Vancouver no Canada, provocados por isolados com elevada viruléncia,
surgidos por recombinacdo na natureza, que atingiu habitantes e viajantes imunocompetentes,
e estdo envolvidas no primeiro surto comunicado de transmissdo intercontinental de
criptococose (HOANG et al., 2004; FRASER et al., 2005; LINDBERG et al., 2007,
KANAFANI; PERFECT, 2008).

3.5 Epidemiologia

A doenga é cosmopolita, geralmente acomete adultos, e € duas vezes mais frequente
no género masculino, mas pode ocorrer em animais como gatos, cavalos, vacas, touros,
ovelhas, cabras, golfinhos, leopardos e psitacideos. (LACAZ, 2002; BRASIL, 2010;
MASCARENHAS-BATISTA, SOUZA, SACRAMENTO, 2013; COGLIATI, 2013).

A taxa de incidéncia mundial de meningite criptococécica dentre os portadores de
SIDA varia entre 0,04 a 12 %. Segundo a UNAIDS (‘Joint United Nations Program on
HIV/AIDS’ - programa das NacGes Unidas contra HIV/SIDA), globalmente cerca de 34
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milhdes de pessoas tornaram-se soropositivas para HIV até o fim de 2011. Além disso,
ocorreram cerca de 1,7 milhdes de mortes relacionadas com a AIDS. A Africa sub-Saariana é
a regido mais afetada onde um a cada vinte adultos sdo portadores do HIV o que corresponde
a 69 % do total de pessoas portadoras do virus no mundo (UNAIDS, 2012). De acordo com o
‘Centers for Disease Control and Prevention’ (CDC), aproximadamente um milhdo de novos
casos de meningite criptococdcica surge por ano e resultam em 625.000 mortes (CDC, 2013).

No Brasil do ano 2000 até 2012 foram notificados 446.318 casos de SIDA (BRASIL,
2012), e estima-se que dentre estes 5-10 % dos pacientes desenvolverdo a criptococose
(BRASIL, 2010). Um estudo retrospectivo de 696 casos de meningite criptococécica no
estado do Rio de Janeiro entre 1994 e 2004 mostrou que 61,2% dos pacientes eram
soropositivos para HIV, com taxa de letalidade de 51,8% (LEIMANN; KOIFMAN, 2008);
Outro estudo retrospectivo foi realizado entre 2002 e 2008 com 50 pacientes diagnosticados
com meningoencefalite criptocococica, admitidos no Hospital Couto Maia em Salvador
(Bahia), onde os resultados indicaram que 70 % dos pacientes eram do sexo masculino, 90 %
eram soropositivos para HIV e a taxa de mortalidade foi de 22 % (MASCARENHAS-
BATISTA; SOUZA; SACRAMENTO, 2013).

Nguyen et al. (2010) relataram ap06s estudo multicéntrico de 3 anos, que pacientes
imunocompetentes com meningoencefaliates tem prognostico pior para a doenca do que
pacientes HIV positivos ou imunocomprometidos ndo-soropositivos para HIV. A literatura
descreve que mais de 50 % dos pacientes com meningite criptocococica desenvolve
hipertensdo intracraniana, independente do estado imunoldgico, o que agrava o quadro clinico
e dificulta o tratamento (GRAYBILL et al., 2000; BYRNES; MARR, 2011). Existem também
relatos de criptococose cutanea entre 10 a 15 % dos pacientes com criptococose sistémica e
em pacientes portadores do HIV (BIVANCO; MACHADO; MARTINS, 2006; DINATO et
al., 2006; NASSER; NASSER-FILHO; VIEIRA, 2011).

Os casos de criptococose em pacientes imunocompetentes ja foram descritos por
diversos autores (ROZENBAUM et al., 1994; LOPES et al., 1997; CORREA et al., 2002;
LACAZ et al., 2002; BROMILOW; CORCORAN, 2007; OLIVEIRA et al., 2007; CHEN et
al., 2008; SOARES et al., 2008; DUGGAL et al.,, 2008; LINDENBERG et al., 2008;
FAVALESSA et al., 2009; NASSER; NASSER-FILHO; VIEIRA, 2011; CHEN et al., 2012;
LI etal, 2012; MARQUES et al, 2012; MORA et al., 2012; BELLO et al., 2013). Existem
relatos de casos raros de criptococose que acometeram criangas imunocompetentes no Brasil,

gue aconteceram nas cidades de Belém (PA) e de Porto Alegre (RS), onde foram registrados
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no total 32 casos com mortalidade de 40,6% (SEVERO et al., 2009). Casos incomuns de
criptococose ap6s longo periodo de exposi¢do as leveduras também foram descritos; e nestes
a pneumonia criptocococica causada por C. gattii disseminou hematologicamente e originou
meningoencefalite em duas ocasides distintas: a primeira paciente, uma senhora Canadense de
45 anos desenvolveu a infeccdo 11 meses apos contato com a levedura; e a segunda paciente,
uma senhora Suica de 53 anos apresentou 0s sintomas 13 meses ap0s exposicao as leveduras;
as pacientes tinham em comum apenas o relato de viagem a ilha de Vancouver no Canada
(LEVY et al.,, 2007; GEORGI et al., 2009). Outro relato de caso raro de criptococose
disseminada aconteceu na cidade de Nova York (EUA), com uma paciente de 29 anos, que
por causa da infeccdo sofreu aborto espontdneo na 132 semana de gestacdo (PASTAGIA,
CAPLIVSKI, 2010).

Mais recentemente tem-se o relato do caso de pneumonia criptocococica causada por
C. gattii em um homem imunocompetente de 56 anos, que faleceu dois anos apds viagem a
Coldmbia onde adquiriu a levedura. O paciente foi tratado inicialmente com penicilina para a
suspeita de pneumonia bacteriana, e 15 dias ap06s internacdo foi diagnosticado com
criptococose disseminada. O tratamento com antifungico iniciou-se com anfotericina B
intravenosa (AMB) associada ao fluconazol oral que durou aproximadamente dois meses, e
causaram lesdes renais e auditivas; o paciente também ficou cego devido a hipertensdo
craniana e houve piora do quadro clinico. Os antifungicos foram trocados para AMB
lipossomal (administrada por trés meses) associada ao voriconazol. Também foi administrada
a imunoterapia com interferon gama por dois meses, porém nenhum tratamento obteve éxito
(ILLNAIT-ZARAGOZI et al., 2013).

Como epidemiologia das infecgdes no Brasil, Rozembaum e Gongalves (1994)
propuseram C. neoformans como cosmopolita, e C. gattii como tipicamente de regibes
tropicais e subtropicais, podendo ser considerado endémico na regido nordeste, contudo tal
endemismo ndo pode ser afirmado, pois casos de criptococose em pacientes
imunocompetentes também foram descritos no Rio Grande do Sul, regido de clima temperado
(CLAUSELL, 1949; LOPES et al., 1997). Leveduras das duas espécies também foram
isoladas na regido sul do Brasil em excretas de aves do Jardim Zooldgico, como também em
arvores nativas na cidade de Resisténcia, regido nordeste da Argentina (ABEGG et al., 2006;
CATTANA et al., 2013). Assim, as infeccdes que ocorrem no Brasil podem ser causadas
pelas duas espécies da levedura, embora haja predominancia do sorotipo A, seguida de menor
prevaléncia dos sorotipos B e D (LACAZ, 2002). Ainda no Brasil, Lindenberg et al. (2008)
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realizaram estudo prospectivo entre os anos de 1995-2005 no Hospital Universitario da
Universidade Federal do Mato Grosso do Sul, e constataram que 10,6 % dos 123 pacientes
com criptococose eram imunocompetentes. Favallessa et al. (2009) encontraram 10 isolados
de Cryptococcus (5 de C. neoformans e 5 de C. gattii) em pacientes imunocompetentes no
estado do Mato Grosso.

A presenga das leveduras de Cryptococcus em locais de clima temperado também foi
confirmada pelos surtos de infecgdes provocados pelos isolados de C. gattii encontrados na
ilha de Vancouver (Columbia Britanica, Canada), na regido noroeste dos Estados Unidos e na
Europa onde estima-se que, entre 5 e 30 % dos casos de criptococose sejam causadas por
leveduras de C. neoformans sorotipo AD, sendo tal dado subestimado pelas limitagOes das
técnicas de sorotipagem (COGLIATI et al., 2001; KIDD et al., 2004; VIVIANI et al., 2006;
MacDOUGALL et al., 2007; UPTON et al., 2007; BOVERS et al., 2008; LIN et al., 2008;
CANNON et al., 2009; LOCKHART; HARRIS, 2010; BYRNES; MARR, 2011).

As informacgfes epidemioldgicas sobre as leveduras de Cryptococcus spp. descritas
nas Américas Central e do Sul indicam que mais da metade foram isoladas no Brasil (53 %),
seguido pela Colémbia (22 %) e Argentina (15 %) conforme disposto no grafico da Figura 4
(COGLIATI, 2013).
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Fig. 4 Distribuicdo em porcentagens dos isolados de C. neoformans e C. gattii de origem
clinica (n = 8.590) e ambiental (n = 1.958) nos diferentes paises das Américas
Central e do Sul (COGLIATI, 2013).

3.6 Tratamentos

As doencas infecciosas encontram-se em segundo lugar dentre as principais causas de
morte em todo mundo, e nos paises desenvolvidos esté na terceira posi¢cdo (NATHAN, 2004).

Os tratamentos das infecc¢des sistémicas de origem fungica s&o um dos principais problemas
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dentro do campo da micologia médica, por que sdo complexas e de dificil resolucdo (SAAG
etal., 1992; SAAG et al., 2000; RUIZ-CAMPS; CUENCA-ESTRELLA, 2009).

Atualmente, o tratamento da criptococose causada por C. neoformans e C. gattii séo
muito semelhantes, e as recomendacfes sdo baseadas no estado imunologico do paciente
(HIV positivo ou HIV negativo), o (s) érgéo (s) acometido (s) (pulmdes e/ou SNC); e incluem
0 uso de agentes antifingicos (azois, polienos e anélogos de nucleosideos), drenagem do
fluido cérebro espinhal e ocasionalmente ressec¢édo cirurgica (SAAG et al., 2000; HUSTON;
MODY, 2009).

No Brasil, o tratamento recomendado depende da forma clinica (cutanea ou sistémica).
O esquema terapéutico de primeira escolha para o tratamento da criptococose sistémica ou
disseminada é com anfotericina B (AMB), na forma de desoxicolato ou formulacéo lipidica
por 6 semanas na fase aguda da doenca, seguido de fluconazol na fase de consolidacéo
(BRASIL, 2010). A AMB deve ser aplicada por infusdo lenta endovenosa em ambiente
hospitalar com monitoramento dos efeitos adversos e das fungbes hepaticas e renais
(MARTINEZ, 2006). Nas formas exclusivamente pulmonares ou com sintomas clinicos leves,
é indicado fluconazol por 6 a 12 meses ou itraconazol durante 6 a 12 meses (BRASIL, 2010).

A AMB pertence a classe dos polienos e apresenta estrutura macrociclica (FIGURA
5). Esta possui efeito fungicida porque liga-se ao ergosterol da membrana fungica, alterando
sua permeabilidade, e assim, favorece a perda de constituintes citoplasmaticos. Além disso, a
AMB promove lesdes oxidativas que alteram o metabolismo e prejudicam a sobrevida da

levedura.

Fig. 5 Estrutura quimica da anfotericina B (http://www.drugs.com/pro/amphotericin-b.html).

Os efeitos adversos causados pela AMB devem-se ao fato de também ligar-se ao
colesterol das membranas celulares humanas causando reacdes adversas imediatas devido a

liberacdo de interleucinas e prostaglandinas que provocam febre, calafrios, taquicardia,
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hipertensdo arterial, nduseas, vomitos e taquipnéia. Os efeitos adversos tardios dependem da
dose acumulada de AMB, da sensibilidade e condicGes orgénicas do paciente, sendo mais
comuns e graves a nefrotoxicidade e a anemia. Outras reacdes sao plaquetopenia, dispnéia,
hipotensdo arterial, arritimiacardiaca, toxicidade neuroldgica e tromboflebite no local da
aplicacdo (MARTINEZ, 2006).

Os azois apresentam em sua estrutura um anel pentagonal com trés atomos de carbono
e dois de nitrogénio (imidazélicos), ou anel com dois atomos de carbono e trés de nitrogénio
(triazdlicos - FIGURA 6).
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Fig. 6 Estruturas quimicas dos antifungicos triazolicos: fluconazol, itraconazol, voriconazol

e posaconazol (http://www.visaoacademica.ufpr.br).

No tratamento da doenca é mais comum o emprego de alguns farmacos do subgrupo
triazolicos (fluconazol, itraconazol e voriconazol) que agem sobre enzimas do citocromo P
450 dos fungos e, blogueiam a demetilacdo do lanosterol e a sintese de ergosterol. O efeito
final ¢ a modificacdo da permeabilidade da membrana e da viabilidade fungica. Estes
antifingicos também alteram a sintese de lipideos e inativam enzimas do processo oxidativo
da levedura. Os principais efeitos colaterais sdo intolerancia gastrointestinal, hepatotoxicidade
e hipersensibilidade. Os az0is sao substancias teratogénicas e ndo devem ser administradas a

mulheres gravidas. O voriconazol apresenta como efeitos colaterais, além dos comuns aos

36



azllicos, disturbios visuais como percepgdo de cores alterada, visdo borrada e fotofobia na
primeira semana de tratamento (MARTINEZ, 2006; PASQUALOTTO; DENNING, 2008).

No geral, o numero de farmacos antifangicos liberados para o tratamento da
criptococose com recomendacdo pelos 6rgdos internacionais ainda € limitada. Contudo, €
consenso que a escolha do melhor tratamento esta associada, principalmente, a causa da
imunossupressao e ao local de instalacdo da infeccdo. Os trabalhos publicados por Mitchell e
Perfect (1995); Saag et al. (2000); Johnson e Perfect (2007) e Perfect et al. (2010) sugerem
que a opcao de tratamento que combina anfotericina B e 5-fluorocitosina vem apresentando os
melhores resultados, mesmo para pacientes com SIDA. A Sociedade Espanhola recomenda as
formulacdes lipidicas de AMB associada a 5-fluorocitosina, seguido de manutencdo com
fluconazol como esquema de tratamento para candidiase invasiva e outras infecgdes por
leveduras, especialmente para os pacientes submetidos a transplante de érgdo sélido com
criptococose pulmonar, no SNC ou com a doenca disseminada. Esta Gltima associacdo de
antifungicos também sdo utilizados para criancas, fazendo apenas ajuste da dosagem
(AGUADO et al., 2011).

Um guia para tratamento da meningoencefalite criptocococica foi publicado por
Perfect et al. (2010) no qual os autores descreveram a importancia da divisdo dos pacientes
em trés grupos de risco: (1) pacientes infectados com HIV, (2) transplantados e (3) pacientes
ndo-infectados com HIV ou ndo-transplantados; e ressaltaram existir também recomendacdes
especiais para pacientes gestantes, criangas, pacientes de locais com recursos limitados e
aqueles com infeccdes por C. gattii. O tratamento é baseado em trés principios-chave: (a)
terapia fungicida com polienos e flucitosina seguido de regime supressor com fluconazol, (b)
a importancia do reconhecimento precoce e tratamento da hipertenséo intracraniana e/ou da
sindrome inflamat6ria apds reconstituicdo do sistema imunoldgico e (c) emprego de
formulagGes lipidicas da anfotericina B em pacientes com problemas renais.

A adicéo de citocinas, tais como IFN-y recombinante, ao regime de tratamento padrao
para pacientes com infeccdo persistente, ou a indugdo da imunizagdo com vacina (com
glicoantigenos de C. neoformans) e a radioimunoterapia tem-se destacado como alternativa
para tratamento de infeccOes persistentes em pacientes com infeccdes mais graves e séo
terapias recomendadas pela Sociedade Americana de Doengas Infecciosas (BRYAN et al.,
2010; PERFECT et al., 2010; HUANG et al., 2010; ANTACHOPOULOS; WALSH, 2012).

Embora exista tratamento para a criptococose, a necessidade da busca de novos

farmacos da-se pelo fato de ser limitada a quantidade de substancias antiflngicas disponiveis
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e por apresentarem efeitos colaterais graves. Como o diagnostico inicial da doenga é dificil e
muitas vezes demorado, um novo antifingico mais eficaz e sem as complica¢bes dos
farmacos empregados atualmente, colaboraria para que ndo houvessem elevados indices de
falha terapéutica, evitaria o desenvolvimento das sequelas neuroldgicas graves e poderia
reduzir as taxas de 6bito dos pacientes (NUCCI, PERFECT, 2008; JARVIS et al., 2010).

3.7 Resisténcia e/ou tolerancia aos antifungicos por Cryptococcus spp.

A resisténcia aos antiflngicos das espécies de Cryptococcus € um fato complexo, pois
envolve aspectos inerentes as leveduras, além de caracteristicas do paciente e do tipo de
tratamento adotado no combate a infeccdo primaria. As leveduras resistentes, a despeito das
substancias disponiveis para o tratamento das infec¢des, contribuem para as elevadas taxas de
faléncia dos mesmos. O surgimento da resisténcia e/ou tolerancia pode acontecer pelo néo
seguimento ao tratamento devido a intolerancia a medicacdo, por complicacdes clinicas
secundarias, fatores farmacocinéticos e desenvolvimento de resisténcia primaria ou
secundaria aos antifungicos (PERFECT; COX, 1999; PEREA; PATTERSON, 2002).

A complexidade da resisténcia também esta ligada a inexisténcia de um ponto de corte
bem definido para mesma, devido ao ndmero restrito de estudos relacionando
sensibilidade/resisténcia e resposta clinica (PEREA; PATTERSON, 2002).

A resisténcia intrinseca a 5- fluorocitosina (anterior ao tratamento) pode ser observada
em cerca de 2 % dos isolados de C. neoformans (BOSSCHE et al., 1994). A monoterapia com
5-fluorocitosina em pacientes com meningite criptocococica promove 0 surgimento de
resisténcia entre 20-30% dos isolados (POLAK; HARTMAN, 1991; BOSSCHE, 1997). Li et
al. (2012) apo6s estudo com 61 isolados clinicos de Cryptococcus spp. (52 de C. neoformans e
9 de C. gattii) relataram que os isolados clinicos de pacientes com SIDA foram tolerantes ao
fluconazol e a 5-fluorocitosina, e sugeriram que 0 uso da AMB pode levar a tolerancia ou
resisténcia da levedura com o passar do tempo. A tolerdncia a AMB também foi observada
em 7 isolados de Cryptococcus obtidos de pacientes submetidos a terapia antifingica com
AMB (PAPPALARDO et al., 2009). Nos ensaios as leveduras foram submetidas a
concentracdo de 1,0 ug/mL (semelhante a concentracdo sérica) por diferentes intervalos de
tempo (6, 12, 24 e 48 h) e as leveduras viaveis, ou seja tolerantes, foram capazes de crescer

apos término do ensaio fungicida.
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Estudos mais detalhados sobre a resisténcia e seus mecanismos estdo em
desenvolvimento. O conhecimento sobre a ocorréncia da resisténcia algumas vezes é
proveniente de observacdes clinicas apos terapia de manutencao prolongada com o fluconazol
e o itraconazol e, alguns estudos, propdem que os mecanismos de resisténcia abrangem tanto
mutacdes no alvo, quanto aumento no efluxo dos antifingicos (PEETERMANS et al., 1993;
BIRLEY et al., 1995; BOSSCHE, 1994; VENKATESWARLU et al., 1997; DAVEY et al.,
1998; CANNON et al., 2009).

A resisténcia cruzada ja foi observada em isolados clinicos nos quais 0s pacientes
foram tratados com anfotericina B ou fluconazol. Uma das hipéteses para o aparecimento da
resisténcia cruzada € a reducdo dos niveis de ergosterol da membrana flngica
(VENKATESWARLU et al., 1997; CANNON et al., 2009) e a expressdo de bombas de
efluxo do antifungico pela levedura (JOSEPH-HORNE et al., 1995).

3.7.1 Resisténcia aos antifungicos por C. neoformans

Programas de vigilancia e estudos sobre a resisténcia aos antifangicos com espécies de
Cryptococcus ainda sdo poucos e limitados. Na literatura tem-se o estudo abordando os
antifungicos mais comuns utilizados na terapéutica da criptococose, realizado nos Estados
Unidos e no Reino Unido entre os anos de 1990 e 2004, que indica pouco aumento da
resisténcia nestes paises. Porém, em outras partes do mundo existem relatos de aumento da
resisténcia aos antifungicos, como também a descricdo de elevadas taxas de persisténcia
fangica, casos de reincidéncias das infecgfes e surgimento de isolados com maior viruléncia
que tém sinalizado o surgimento de isolados de C. neoformans com potente resisténcia aos
antifangicos disponiveis (BERG; CLANCY; NGUYEN, 1998; BRANDT; PFALLER;
HAJJEK, 2001; PERKINS et al. 2005; PFALLER et al., 2005; KANAFANI; PERFECT,
2008).

Os casos de resisténcia que despertam atencdo sdo embasados em relatos clinicos, ou
decorrentes de estudos em grupos com poucos individuos que apresentaram infeccdes graves
e/ou de dificil tratamento, que muitas vezes, levam parte ou maioria dos pacientes a morte.
Como exemplo, tem-se o relato clinico de Ecevit et al. (2006), no qual foram descritos nove
casos raros de criptococose no SNC por C. neoformans var. grubii em pacientes
imunocompetentes. A importancia desses casos deve-se ao fato de que tais infec¢fes ocorrem

normalmente por C. gattii e ndo por C. neoformans var. grubii. Ainda no trabalho foram
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relatados: menor resposta terapéutica ao tratamento com fluconazol, agravamento da infeccéo
pela demora no diagndstico e/ou caracteristicas das leveduras, sequelas neuroldgicas graves
nos sobreviventes e dbito de quase metade dos pacientes.

No Brasil, em estudo realizado no hospital universitario da Universidade Federal do
Triangulo Mineiro, foram descritos dois isolados de C. neoformans resistentes ao itraconazol
com CIM de 1,0 pg/mL (SILVA et al., 2008); No estado do Mato Grosso foram encontrados
dois isolados de C. neoformans resistentes ao fluconazol e ao itraconazol, e outros dois
isolados com perfil sensivel dose dependente ao fluconazol (FAVALESSA et al., 2009).

O indicio do surgimento de resisténcia ao fluconazol devido ao aumento significativo
das CIM 50 e 90 foi descrito por Sar et al. (2004). H& relatos também de que os pacientes HIV
positivos submetidos a terapia prolongada de manutencdo com o fluconazol ja apresentaram:
infeccBes causadas por leveduras com menor sensibilidade in vitro ao fluconazol, 50% de
resisténcia ao itraconazol e resisténcia ao fluconazol (PERKINS et al., 2005; BIRLEY et al.,
1995; JOHNSON 2008).

Um estudo com isolados clinicos de C. neoformans, obtidos de pacientes com
infeccdes recidivantes, mostrou a presenca de diferentes niveis de sensibilidade ao fluconazol,
sendo um isolado resistente (CIM > 64 pg/mL™) e trés sensiveis dependente da dose (S-DD
com CIM entre 16 e 32 pg/mL™Y). Outro fato interessante relatado foi a mudanca da
sensibilidade de uma levedura que se tornou S-DD frente ao fluconazol com passar do tempo
(ARECHAVALA etal., 2009).

A resisténcia a 5-fluorocitosina é encontrada em aproximadamente 2 % dos isolados
de C. neoformans (BRANDT; PFALLER; HAJJEK, 2001). Contudo, o aparecimento de
resisténcia a 5-fluorocitosina é comum apds ser utilizada como monoterapia na infecgcdo
(HOSPENTHAL; BENNETT, 1998; SCHWARZ et al., 2006).

Como exemplos de descricdo de isolados resistentes a AMB temos o trabalho de
Lozano-Chiu et al. (1998) que detectaram e confirmaram resisténcia em 3 dos 10 isolados de
C. neoformans estudados; neste, os autores utilizaram dois meios de cultura (RPMI 1640 e
Meio antibiético n° 3) e duas metodologias diferentes (E-test® e M27-A). O trabalho de Silva
et al. (2008) realizado no Brasil descreveu um isolado resistente a AMB com CIM de 2,0
pg/mL.

Diversos autores relatam que ainda hd pouco conhecimento sobre o mecanismo de
resisténcia aos polienos (AMB), contudo, estudos com isolados de Candida e Cryptococcus,

com intuito de desvendar o mecanismo de resisténcia, mostraram que estas apresentavam
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alteracbes no gene ERG3 e, consequentemente, reducdo no contetido de ergosterol e acimulo
de outros esterdis na membrana que podem justificar tal caracteristica (KANAFANI,
PERFECT, 2008; ESPINEL-INGROFF, 2008).

3.7.2 Resisténcia aos antifungicos por C.gattii

A resisténcia aos antifungicos por C. gattii ja foi descrita em pacientes acometidos por
infeccbes com tratamentos de elevadissima complexidade ou no qual a resposta de cura foi
diferente ou insuficiente em relacdo aos tratamentos convencionais (CHATURVEDI,;
CHATURVEDI, 2011). A capacidade das leveduras de C. gattii de causar infeccbes mais
graves e apresentar comportamento diferenciado foi descrito por Yee-Chun et al. (2000). No
trabalho os autores observaram que os isolados de C. gattii eram mais resistentes em
comparacéo aos isolados de C. neoformans frente a 5-fluorocitosina e AMB.

No Brasil, a resisténcia de C. gattii foi descrita por diversos autores (TRILLES et al.,
2004; SILAVA et al., 2008; FAVALESSA et al., 2009). Trilles et al. (2004) observaram que
57 isolados de C. gattii estudados foram mais resistentes que os isolados de C. neoformans
aos antifungicos albaconazol, itraconazol, fluconazol, micafungina, cetoconazol, ravuconazol
e voriconazol. Nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre as espécies ao se
comparar os valores obtidos de CIMs para AMB e 5-fluorocitosina. Silva et al. (2008)
também descreveram o isolamento de dois isolados de C. gattii resistentes, um ao itraconazol
(CIM de 1,0 pg/mL™) e outro &8 AMB (CIM de 2,0 ug/mL™) que também apresentou CIM
elevada ao fluconazol (16 ug/mL™). Favalessa et al. (2009) também encontraram um isolado
de C. gattii sensivel dose dependente e um outro resistente ao fluconazol.

Isolados de C. neoformans sorotipo A (n= 117) e de C. gattii sorotipo B (n= 65) de
origem ambiental também apresentaram resisténcia. Neste estudo, contatou-se gque os isolados
de C. gattii foram mais resistentes do que os de C. neoformans frente aos antifungicos AMB,
fluconazol, itraconazol, cetoconazol e voriconazol por comparacdo das médias geométricas
dos valores de CIMs obtidos (KHAN et al., 2007).

3.8 Importéncia dos micro-organismos endofiticos

Os micro-organismos endofiticos foram descobertos na Alemanha em 1904, e desde

entdo, diferentes definigbes surgiram dependendo de como foram isolados e examinados
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(STROBEL,; DAISY, 2003). O termo endofitico, na literatura cientifica, j& encontra-se bem
estabelecido desde a demonstragdo da producdo de alcaléides por fungos endofiticos, em
1970, atraves de estudos realizados nos Estados Unidos e na Nova Zelandia (SAIKKONEN et
al., 2004; FIRAKOVA; STURDIKOVA; MUCKOVA, 2007).

Em 1992, Petrini et al. definiram que micro-organismos endofiticos séo todos aqueles
que durante pelo menos uma fase de seu ciclo de vida, colonizam assintomaticamente o
interior dos tecidos vivos de seus hospedeiros. Assim, pela definicdo, os endofiticos ndo sédo
apenas os fungos filamentosos, mas sim uma ampla variedade de organismos, incluindo
leveduras e bactérias (CHANWAY, 1996; FERNANDES, 2008), protistas (PETERS, 1991), e
insetos (FELLER, 1995). Uma nova defini¢do foi proposta por Bacon e White (2000), onde
sdo considerados micro-organismos endofiticos, todos aqueles que, pelo menos durante parte
do seu ciclo de vida, habitam tecidos vegetais vivos sem causar sintomas aparentes de doenca
ou efeitos negativos a seus hospedeiros. E os estudos de Li et al. (2007) mostraram que 0s
fungos endofiticos (FE) sdo ubiquos nas plantas e possuem relagfes mutualisticas com seu
hospedeiro. A presenca dos endofiticos, geralmente beneficia a planta hospedeira ajudando
em seu desenvolvimento e defesa. Além disso, estes sdo potenciais fontes de metabdlitos
secundarios que atuam regulando as plantas vizinhas da comunidade e seus herbivoros.
Contudo, pouco é conhecido sobre a fisiologia e regulacdo desta interacdo (GIMENEZ et al.,
2007), como também sobre qual tamanho de sua diversidade, nimero de plantas hospedeiras e
distribuicdo geografica (ARNOLD; LUTZONI, 2007).

Os endofiticos como potenciais fontes de produtos naturais para emprego na medicina,
agricultura e industria ainda foram pouco estudados (STROBEL et al., 2004). Estima-se que a
relacdo entre as plantas superiores e os endofiticos ocorre desde o surgimento das primeiras
plantas a mais de 100 milhGes de anos (STROBEL, 2003); e que as plantas superiores
existentes, cerca de 300.000, sejam hospedeiras de um ou mais endofiticos (STROBEL et al.,
2004).

A diversidade e o numero de FE em plantas variam conforme a época do ano. Naik;
Shashikala e Krishnamurthy (2008) descreveram que durante o inverno, o nimero de
endofiticos, isolados de 15 plantas medicinais (arbustos) do sul da india, é maior do que nas
demais epocas do ano daquela regido.

Rakotoniriana et al. (2008) isolaram 45 espécies de fungos das folhas de Centella
asiatica (Apiaceae). Os autores constataram diferenca na distribuicdo dos endofiticos na

regido foliar e a existéncia de interacdo entre os fungos, ou seja, foram observadas inibigdes
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de crescimento, in vitro, entre os fungos isolados que justificaram as diferencas nas taxas de
isolamento entre os grupos de endofiticos.

Micro-organismos endofiticos podem agir no controle bioldgico, inibindo e/ou
matando patogenos de frutas. Substancias volateis, obtidas de Muscodor albus, demonstraram
potencial no controle de pragas pos-colheita, uma vez que nos testes in vitro foram ativos
contra 0s micro-organismos dos géneros Botrytis, Colletotrichum, Geotrichum, Monilinia,
Penicillium e Rhizopus (MERCIER; JIMENEZ, 2004; FIRAKOVA; STURDIKOVA;
MUCKOVA, 2007).

Os endofiticos podem ter aplicagdo industrial, pois podem produzir enzimas
(peroxidases, lacases ndo especificas, xilanases, glucanase e enzimas termoestaveis para
degradacdo de amido). Eles podem ser empregados na fitoremediacdo onde auxiliam na
remocdo de xenobidticos do solo e também em processos de biotransformacdo, onde
produzem modificacbes quimicas em substancias que ndo sdo normalmente seus substratos,
sendo assim utilizados na producdo de novas substancias (FIRAKOVA; STURDIKOVA;
MUCKOVA, 2007; BORGES et al., 2007; PIMENTEL et al., 2011).

3.9 Fungos endofiticos e bioprospeccao de substancias

As fontes naturais sdo importantes para a busca e desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos, uma vez que ja foram isoladas cerca de 23.000 substancias ativas de micro-
organismos (DEMAIN, 2013). Substancias bioativas ou extratos padronizados de plantas tém
potencial para contornar problemas como resisténcia aos antiflngicos, efeitos colaterais,
toxicidade elevada e alto custo dos antifungicos atuais (W.H.O., 2008).

Nos paises em desenvolvimento, as comunidades indigenas entre outras sdo detentoras
de conhecimentos sobre plantas medicinais e seus usos para tratamento de diversas doencas; e
é a partir deste conhecimento que muitas vezes sdo descobertos novos compostos ativos ao se
estudarem extratos de tais plantas para avaliar suas atividades bioldgicas (MOHANTA;
TAYUNG; MOHAPATRA, 2008).

Porém, nos Gltimos anos, estudos dos fungos residentes nestas plantas (endofiticos)
mostram que estes também produzem metabdlitos similares ou mais ativos que as plantas
hospedeiras (STROBEL, 2002; GUO et al., 2008). O interesse em estudar fungos endofitos

vem aumentado nos Gltimos anos, e tem como principais objetivos:
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1) esclarecer seu papel nas plantas e o seu envolvimento em processos de resisténcia a
patdgenos, pragas e estresses ambientais (AZEVEDO et al., 2000; ARNOLD et al., 2003;
RUBINI et al., 2005; HERRE et al., 2007; RODRIGUEZ; REDMAN, 2008);

ii) avaliar seus potenciais como produtores de substancias bioativas, com possivel
aproveitamento na agricultura e medicina (SCHULZ et al., 2002; STROBEL, 2002;
CAMPOS et al., 2008; VERZA et al., 2009).

Portanto, uma vez que o numero de substancias com atividade antifungica disponivel é
limitado, a bioprospeccdo de FE associados a plantas com emprego medicinal surge como
estratégia valida na busca de novos farmacos. Além disso, estima-se que cerca de metade das
substancias bioativas isoladas de fungos endofiticos sejam desconhecidas (STROBEL, 2003;
STROBEL; DAISY, 2003; FIRAKOVA; STURDIKOVA; MUCKOVA, 2007).

Dentre as substancias produzidas pelos fungos endofitos, ja foram encontradas
substancias com atividade antibacteriana, fungicida e herbicida (SCHULZ; BOYLE, 2005).
Esses metabdlitos pertencem a diversas classes quimicas, incluindo alcaldides, flavondides,
fenilpropandides, lignanas, peptideos, esterdides, xantonas, compostos fendlicos,
isocumarinas, quinonas, terpendides, citocalasinas, compostos alifaticos e clorados (TAN;
ZOU, 2001; SCHULZ; BOYLE, 2005).

Exemplos de metabdlitos secundarios bioativos produzidos por micro-organismos
endofiticos isolados de plantas com ou sem uso medicinal encontram-se listados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Metabolitos secundarios de micro-organismos endofiticos provenientes de espécies vegetais com atividade bioldgica de interesse medico

nos Gltimos 6 anos (YU et al., 2010" e outras referéncias?).

Micro-organismo Planta de origem Metabolitos secundarios Atividades bioldgicas Referéncia
Ampelomyces spp. Urospermum Quinonas: 3-O-metil alaternina e Antibacteriana: S. aureus, Aly et al.
picroides altersolanol A S.epidermidis e Enterococcus faecalis (2008) *
OH O OH
PoS®
OCH;
0]

3-O-metil alaternina

OH O OH
Altersolanol A

Continua
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Tabela 1 - Continuacéo.

Micro- Planta de origem Metabolitos secundarios Atividades biologicas Referéncia
organismo
Penicillium spp. Cerbera manghas Fendis: Antibacteriana: S. aureus Han et al.
OH (2008) !
HO
HO O
OH
4-(3-hidroxybutan-2-il)- 3,4,5-U‘iﬂlf3tilj
3,6-dimetilbenzeno-1,2-diol  1,2-benzenodiol
Phoma spp. Saurauia Fendis: Antibacteriana: S. aureus  Hoffman et al.
scaberrinae (2008) !
Cercosporamida Phomodiona
Continua
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Tabela 1 - Continuacéo.

Micro-organismo  Planta de origem Metabolitos secundarios Atividades biologicas Referéncia
Xylaria spp. YX-  Ginkgo biloba L. Cumarina: Substancia P3 Antibacteriana: S. aureus, Liu etal.
28 CH, E. coli, S. typhi, (2008) 2
SN S. typhimurium,
L S. enteritidis, Yersinia sp.,
o~ o _ L
NH, Shigella sp. e Antifungica:
C. albicans,P. expansum e
A. niger
Edenia Callicarpa Quinonas: trés espirocetais Antiflngica: Phythophtora Macias-
gomezpompae acuminata O OH 0O OH capsici, P. parasitica, Rubalcava et al
[H\T/}H ,;HT Fusarim oxysporum e (2008)*
)/ %l/” L}la s Alternaria solani
o' o 0 oo 0
P ;{JJ&?'H AN J \OCH,
= i - \Tr
0 0 0
Continua

NI — N&o identificado
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Tabela 1 - Continuacéo.

Micro-organismo  Planta de origem

Metabélitos secundarios

Atividades biologicas

Referéncia

Edenia spp. NI

Naftoquinonas:

Leishmanicida

Martinez-Luis
et al. (2008) 2

Continua

48



Tabela 1 - Continuacéo.

Micro-organismo  Planta de origem

Metabdlitos secundarios

Atividades biologicas Referéncia

Phomopsis spp. Garcinia dulcis Alcaldide: Antimicobacteriano:  Rukachaisirikul
Mycobacterium etal. (2008) !
0 . OH tuberculosis
/:\\:/ N
¥
OH 0]
Phomoenamida
Chaetomium Ginkgo biloba Alcaldides: Antifangico contra Qinetal.
globosum Mucor miehei (2009) *
Chaetoglobosina A Chaetoglobosina C
Continua
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Tabela 1 - Continuacéo.

Micro-organismo  Planta de origem

Metabolitos secundarios

Atividades biol6gicas  Referéncia

Botryosphaeria Bidens pilosa
rhodina
Fusarium solani Apodytes
dimidiata

Q

0

| “‘( —

HO/ - f O<_ _/ —OH
_ /

H
Depsidona A

0

Depsidona B — 3’: CH3

{3} /ll.m\

9-metoxi-camptotecina

Antifungica: Abdou et al.
Aspergillus terreus e (2010)

Fusarium oxysporum

Citotdxica para Shweta et al.
diversos canceres (2010)2
Continua
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Tabela 1 - Continuacéo.

Micro-organismo  Planta de origem Metabolitos secundarios Atividades biologicas Referéncia
Diaporthe spp. Pandanus OH o oH OH o OH Antibacteriana: S. aureus, Bungihan et
P133 amaryllifolius E. coli, M. tuberculosis al. (2011) 2

o =

o H

Diaporteona A Diaporteona B
Penicillium Fagonia cretica 0 OH Antifangica: M. violaceum,  Menga et al.

chrysogenum Trichophyton rubrum, C. (2011)*

neoformans, C. albicans e

COCH, Aspergillus fumigatus.
OMe

Hipocrelina B Hipocrelina C

Continua
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Tabela 1 - Continuacéo.

Micro-organismo  Planta de origem

Metabolitos secundarios

Atividades biol6gicas Referéncia

Colletotrichum Piper ornatum
spp. CRI535-02

Biscogniauxia Cinnamomum sp.

formosana BCRC
33718

OH © 4,R;=Me, R, =H
2,R1=ME,R2=H

0
e %
I:”/"H

/\//\\//"x\//\/

o]

0
y/

—
=
its,

HO

Biscogniazafilonas A

o] -
= S /Q\‘ \:\\\y//
Yz, l
g - \;\::‘\Qr//o

q

[ o,
[ "

/}r _ ‘m(/\\,// N
0 H
0

Biscogniazafilonas B

Citotoxica contra HepG2 e Tianpanich et
anti radicais livres al. (2011) 2

Antimicobacteriano contra  Cheng et al.
Mycobacterium (2012)2

tuberculosis

Continua
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Tabela 1 - Continuacéo.

Micro-organismo  Planta de origem

Metabdlitos secundarios

Atividades biologicas Referéncia

Fusarium Smallanthus

oxysporum SS46 sonchifolius

Aspergillus spp.  Gloriosa superba

o OH
Q
90¢ o0
HiCO CH4
0 OH

Anidrofusarubina Beauvericina

)
HO
PO
HO
OH
O

6-metil-1,2,3-triidroxi-7,8-ciclohepta-9,12-
diene-11-ona-5.6,7.8-tetraleno-7-acetamida

=

Leishmania braziliensis Nascimento
e citotoxica contra etal. (2012)?

células tumorais

Antibacteriana: S. Budhiraja et
aureus, B. subtilis, E. al. (2013)?
coli, P. aeruginosa e S.
typhimurium.
Antifangica: S.
cerevisiae, C. albicans e

Cryptococcus gastricus.

Continua
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Tabela 1 - Continuacéo.

Micro-organismo Planta de Metabolitos secundarios Atividades biologicas Referéncia
origem
Coniothyrium spp. Salsola Hidroxiantraquinonas 1 a 4 Antibacteriana: E.coli e Sun et al.
oppostifolia 1 R+=CHj;, Ry=Rz =Ry =H Bacillus megaterium. (2013)2
2 R=CH,, R, =R, =H. R, = OH Antif(ingica:

L. B-R1=R3=H, R2=OH
Coniotirinona A C-R{=R3=0H, Ry=H

Coniotirinona B e C

OH OH,

Coniotirinena D

3 R=CH;, R;=0H,R3=R:=H
4 R«= CH;0H,R2=Ra=Rs=H

Microbotryum
violaceum e algicida:

Chlorella fusca

Continua
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Tabela 1 - Continuacéo.

Micro-organismo  Planta de origem Metabolitos secundarios Atividades biologicas Referéncia
Cryptosporiopsis Clidemia hirta OH Antibacteriana: S. aureus, Zillaetal.
O At -
spp. H2-1 w B.cereus, E. coli, P. (2013)?
fluorescens.
OH O OH O
E,S-diidro-S-hidroxi- 1-(2,6-diidroxifenil)
2-metilcromen-4-ona Pentan-1-ona
OH 0 OH
p
O O
OH
(Z)-1-(2-(2-butiril-3-hidroxifenoxi)-6-
hidroxifenil)-3-hidroxibut-2-en-1-ona
Conclusao
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Isolar substancias dos extratos de fungos endofiticos associados a plantas medicinais

com atividade antifngica contra espécies de Cryptococcus neoformans e C. gattii.

4.2 Objetivos Especificos

e Testar, por ensaio de microdiluicdo, a atividade antifungica de diversos extratos de
fungos endofiticos da Colecdo de Micro-organismos e Células do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da UFMG contra C. neoformans e C. gattii;

e Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos extratos ativos contra C.
neoformans e C. gattii;

e Cultivar em larga escala os fungos endofiticos que apresentarem atividade antifingica;

e Realizar o fracionamento cromatografico biomonitorado do extrato que apresentar
melhor atividade antifungica contra C. neoformans e C. gattii utilizando o ensaio de
microdiluicao;

e |solar a (s) substancia (s) com atividade antifungica;

e Determinar a CIM das substancias isoladas frente a maior nimero de isolados de C.

neoformans e C. gattii;
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Origem e manutencao dos fungos endofiticos

Neste trabalho foram utilizados 401 extratos brutos etandlicos de FE oriundos de seis
plantas endémicas de diferentes ecossistemas brasileiros (Cerrado, Mata Atlantica e Floresta
Amazonica). O material vegetal utilizado foi proveniente de trinta espécimes adultos de cada
planta. As espécies de plantas, parte coletada, habitat, localizacdo por GPS e o total de extrato
de fungos endofiticos (EFE) estudados estdo na Tabela 2. As exsicatas dos espécimes vegetais
coletados no Cerrado e na Mata Atlantica encontram-se depositados no herbéario do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG, e a exsicata do material vegetal coletado na Floresta
Amazonica foi depositada no herbario da Universidade Federal de Roraima. Os isolados de
FE estdo identificados e encontram-se depositados na Cole¢do de Micro-organismos e Células
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG. O material vegetal foi coletado e os FE
isolados conforme trabalho de Rosa et al. (2010) e Vaz et al. (2012).

Tabela 2. Espécies de plantas, parte coletada, habitat, localizacdo por GPS e total de extratos

de fungos endofiticos (EFE) avaliados contra as duas espécies de Cryptococcus.

Espécies de plantas Parte Habitat e localizagdo por GPS Total de
coletada EFE
Solanum cernuum Folhas Mata Atlantica 23
e caule (19°52°S, 43°58°W)
Eugenia aff. Bimarginata  Folhas Cerrado, Parque Estadual do Jalapdo 7
(19°52°S, 43°58°W)
Myrciaria floribunda Folhas Cerrado, Parque Estadual do Cantéo 7
(09°20’S, 49°58°W)
Alchornea castaneifolia Folhas Cerrado, Parque Estadual do Cantéo 20
(09°20°S, 49°58°W)
Stryphnodendron Folhas Cerrado, Serra de Sao José (21°05°S, 150
adstrigens ecaule  44°12°W) e Parque Nacional da Serra do
Cip6 (19°30°S, 43°54°W)
Carapa guianensis Folhas  Floresta Amazonica, Area da EMBRAPA 194

em S3o Jodo da Baliza, Roraima
(0°57°02”N, 59°54°41”W)

Os fungos filamentosos estdo mantidos em agua destilada esteril na temperatura
ambiente (CASTELANI, 1967). As leveduras em caldo GYMP a - 80 °C (GYMP: glicose
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2 %, extrato de levedura 0,5 %, extrato de malte 1 % e fosfato de sédio monobasico 0,2 %).
As plantas de origem e os cddigos dos fungos endofiticos avaliados por ensaio de
microdiluicdo quanto a atividade antifingica frente as duas espécies de Cryptococcus estdo na
Tabela 3.

Tabela 3. Espécies de plantas e codigo dos fungos endofiticos avaliados contra as duas
espécies de Cryptococcus.

Espécies de plantas Cddigo dos fungos endofiticos UFMGCB
Solanum cernuum 1823, 1825, 1831, 1834, 1860, 1884, 1886, 06C1C*,
2147, 2163, 2187, 2188, 2190, 2191, 2201, 2206,
2222, 2223, 2228, 2237, 2239, 2242 e 2246

Eugenia aff. Bimarginata 2012, 2025, 2032, 2033, 2038, 2040 e 2060

Myrciaria floribunda 1974, 1978, 1985, 1986, 1987, 1988 e 1991

Alchornea castaneifolia 1935, 1936, 1938, 1939, 1941, 1942, 1945, 1947,
1957, 1959, 1961, 1963, 1967, 1969, 1996, 2000,
2001, 2002, 2006, 2007

Stryphnodendron 4611, 4714, 4793, 5018-5034, 5036-5120, 5123-
adstrigens 5156, 5158-5167 e levedura A*
Carapa guianensis 4806-4820, 4822-4834, 4836-4837, 4839-4933,

4936-4948, 4950-5006

* levedura endofitica

5.2 Identificacéo dos fungos endofiticos

A identificacdo dos FE foi realizada por colaboradores do trabalho através da analise
comparativa da sequéncia génica da regido ITS do gene rRNA com as sequéncias depositadas
no GeneBank. Os procedimentos para identificagdo dos FE encontram-se descritos nos
trabalhos de Carvalho et al. (2012), Vieira et al. (2012), Vaz et al. (2012) e Ferreira (2013).

O fungo endofitico ativo também foi submetido ao microcultivo para estimular a
esporulacdo em &gar batata dextrose (BDA), BDA diluido a 10 %, agar &gua, fuba e Czapek

nas temperaturas de 25° e 30 °C por 7, 14, 21 e 30 dias para avaliacdo da micromorfologia.
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5.3 Cultivo e obtencdo dos extratos brutos dos fungos endofiticos para a triagem da
atividade antifungica

Os fragmentos de 2,0 mm didmetro dos 401 FE foram cultivados em placas de Petri
(90,0 mm didmetro) contendo agar batata dextrose (BDA, Himedia, india) por 15 dias a 25 +
2°C. A massa fungica foi transferida para tubos Falcon de 50 mL, macerada em 40 mL de
etanol (PA, > 99.8%, Vetec, Brasil), e mantida em contato com o solvente por 48h a
temperatura ambiente (CAMPOS et al., 2008; COTA et al., 2008). A solucédo de cada extrato
bruto foi filtrada em papel de filtro e mantida em camara fria entre 4-8°C. Para os testes,
aliquotas dos extratos dos FEs foram secos em centrifuga & vacuo a 35 °C (CARVALHO et
al., 2012; VIEIRA et al., 2012). Como controle de esterilidade do meio de cultura, trés placas
de Petri com BDA foram incubadas sob as mesmas condi¢Ges e submetidas igualmente ao

procedimento de extragédo para originar o controle do extrato do meio.
5.4 Preparo das solugdes estoques dos extratos de fungos endofiticos

Os extratos de FE foram dissolvidos em dimetilsulféxido (DMSO, > 99.9%, Sigma®,
Franca) de forma a originar solugdes estoques na concentracdo inicial de 100,0 mg/mL. As
solugdes foram preparadas no momento do uso e mantidas posteriormente em camara fria
entre 4-8°C.

5.5 Ensaios bioldgicos
5.5.1 Leveduras utilizadas nos ensaios bioldgicos

Todas as amostras de leveduras utilizadas encontram-se depositadas na Colegdo de
Micro-organismos e Células do Instituto de Ciéncias Biolodgicas (ICB) da UFMG.

Na triagem dos extratos de FE, durante o fracionamento biomonitorado e nos ensaios
de microscopia eletrdnica de varredura, foram utilizados os isolados de C. neoformans ATCC
24067 e C. gattii ATCC 24065.

Apos isolamento das substancias ensaios de sensibilidade foram realizados com Candida
albicans ATCC 18804 e C. krusei ATCC 6258. Estes ensaios foram realizados conforme
M27-A3 (CLSI, 2008).
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Os ensaios de combinacdo de substancias foram realizados para avaliagdo do
comportamento das substancias isoladas junto aos antifangicos AMB e FC frente aos isolados
de C. neoformans ATCC 24067 e ATCC 28957, e de C. gattii ATCC 24065 e ATCC 32608
conforme (PILLAI, MOELLERING Jr., ELIOPOULOS, 2005).

5.5.2 Preparo do inéculo de Cryptococcus spp.

As amostras de Cryptococcus spp. foram preparadas conforme o documento 7.1
(EUCAST, 2002), com modifica¢des na temperatura de incubagéo (30 £2°C), e no preparo da
suspensdo do indculo. O indculo foi calibrado para valor de absorbancia correspondente a da
escala 1,0 de McFarland no espectrofotdmetro a 530 nm que corresponde a 10° UFC/mL
(ABDEL-SALAM, 2005; DIAS, 2006; OUATTARA et al.,, 2008; PEREIRA, 2008;
ZARAGOZA et al., 2011).

Cada poco da microplaca foi inoculado com 50 pL da suspenséo das leveduras (exceto
0s pocos A a D da coluna 1 — controle de esterilidade do meio RPMI supl.).O volume final de
cada poco da microplaca foi de 100 pL e a concentracdo final do indculo nos pocos foi de

aproximadamente 1-5 x 10°> UFC/mL.

5.5.3 Ensaios de triagem dos fungos endofiticos por microdiluicédo

Neste ensaio foi utilizado o meio RPMI 1640 suplementado com 2 % de glicose e
acido 3-N-morfolino propanosulfénico 0,165 mol/L (RPMI supl.). Este meio foi preparado
conforme descrito no documento 7.1 (EUCAST, 2002) (ANEXO A).

Na triagem por microdiluicdo foram preparadas 4 microplacas (duas para cada
espécies de Cryptococcus). Cada poco da placa entre as colunas 2 a 11 correspondeu a um
extrato de FE a 500 pg/mL (concentracdo adotada para aumentar a probabilidade de se
encontrar maior nimero de extratos de FE com atividade antifingica). Cada placa permitiu a
avaliacdo de 80 extratos de FE por vez.

Os controles foram realizados nas colunas 1 e 12:

a) Controle de esterilidade do meio — CEM: 100 pL do meio RPMI supl. (coluna 1, pogos A a
D).

b) Controle negativo — CN: 50 puL de meio RPMI supl. e 50 pL de indéculo (coluna 1, pogos E
aH).
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c¢) Controle do diluente dos extratos — DMSO: 50 pL de meio RPMI supl. com DMSO a
0,5 % e 50 pL de indculo (coluna 12, pogos A a D).
d) Controle de antifungico — AMB: 50 uL de meio RPMI supl. com AMB a 4,0 pug/mL e 50
pL de indculo (coluna 12, pocos E a H).

A figura a seguir apresenta a disposi¢cdo dos extratos de FE e dos controles nas
microplacas empregadas nos testes de microdiluicao.

Triagem dos extratos ou CIM

CEM A ~ DMSO

CN < > AMB

Figura 7 — Esquema da placa de microdiluicdo. Os ensaios de triagem e CIM foram
realizados nas colunas 2 a 11. Como controles na coluna 1: CEM - esterilidade
do meio RPMI supl. (pocos A-D), CN - controle negativo contendo indculo e
meio de cultura (pocos E-H) e na coluna 12: Controle do DMSO - diluente dos

extratos (pocos A-D) e Controle com antifangico - AMB (pocos E-H).

Procedimentos da triagem:

As solucdes estoque dos extratos de FE foram diluidas para preparo da solucdo de
trabalho a 1.000 pg/mL em RPMI supl., em seguida, transferiu-se 50 pL da solucdo de
trabalho para os pogos das placas de microdiluicdo. O indculo da levedura foi preparado e
dispensado nas microplacas contendo o extrato de FE conforme descrito no item 5.5.2.

As leveduras foram incubadas a 30 £2°C por 48 h. Apds incubacéo, adicionou-se nos
pocos 10,0 pL de solugdo do corante ‘methyl thiazolyl tetrazolium® - MTT (Amresco®) a 5,0
mg/mL (ANEXO B). As microplacas com os testes foram novamente incubadas a 30 = 2°C
por mais 4 h. Em seguida adicionou-se aos pog¢os 100,0 pL de solugéo de dodecilsulfato de

sodio (ANEXO C) e misturou-se até obter-se coloracdo homogénea.
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As absorbancias foram medidas no equipamento leitor de placas de microdilui¢do
VERSAmax (Molecular Devices), programa Softmax®, no comprimento de onda de 570 nm e

as porcentagens de inibicdo (% Inib.) foram calculadas conforme a seguinte férmula:

% Inib. = DOCN — DOEFE X 100
DOCN

DOCN - Densidade optica do poco controle negativo, onde a levedura cresce sem
interferéncia de extrato ou do DMSO.
DOEFE — Densidade 6ptica do pogo com extrato do fungo endofitico

O ensaio foi considerado valido quando nos pogos dos controles houve inibicdo acima
de 90% para AMB conforme documento 7.1 (EUCAST, 2002), auséncia de crescimento de
contaminantes no controle de esterilidade do meio e crescimento das leveduras no controle do

DMSO. Apés deteccdo da atividade antifungica do extrato de FE foi determinada a CIM.

5.5.4 Ensaio para determinacgdo da concentragdo inibitéria minima (CIM)

As CIMs dos extratos de FE foram determinadas em ensaios de microdilui¢do, onde as
leveduras de Cryptococcus foram cultivadas em meio RPMI supl. contendo diferentes
concentracdes dos extratos. A solucdo de maior concentracdo foi obtida pela diluicdo de 5 pL
da solucgéo estoque em 495 pL de meio RMPI supl. (concentracdo inicial = 1.000 pg/mL). Em
seguida, as demais solucgdes foram preparadas pela transferéncia sucessiva de 250 pL entre os
microtubos que continham 250 pL de RMPI suplementado. Foram preparadas dez
concentracdes dos extratos de FE que variaram entre 1.000 — 1,94 pg/mL. Posteriormente,
transferiu-se 50 pL de cada diluicdo, em ordem decrescente de concentragdo, para 0S pogos
das colunas de 2 a 11, onde cada linha correspondeu a um extrato de FE. O indculo da
levedura foi preparado e dispensado nas microplacas conforme descrito no item 5.5.2. As
microplacas foram incubadas e as absorbancias dos pogos medidas conforme item 5.5.3.

As concentracOes finais dos extratos dos FE nos ensaios de CIM apds adicdo do
indculo variaram entre 500-0,97 pug/mL com volume final no poco de 100 pL. Concentragdes
inferiores a estas foram utilizadas em testes adicionais para a obtencdo dos valores de CIMs

guando necessario.
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Cada amostra de extrato de FE foi testada em duplicata para cada espécie de
Cryptococcus e cada microplaca avaliou uma amostra de Cryptococcus spp. por vez frente a 8
extratos de FE ativos. A CIM foi determinada nos pogos com menor concentracdo do extrato
do FE e que cumpriram o critério do item 5.5.3, correspondeu a média dos pogos ativos das

duas placas.

5.6 Estudo quimico biomonitorado do fungo endofitico UFMGCB 2032 para atividade
antifingica

5.6.1 Cultivo e extracdo em larga escala do fungo endofitico UFMGCB 2032 e avaliacdo da

atividade antifungica

Inicialmente 0 FE UFMGCB 2032 foi cultivado em 25 placas com BDA (Himedia,
india) nas condic@es descritas no item 5.3. O segundo cultivo do FE UFMGCB 2032 em larga
escala foi realizado transferindo-se cinco fragmentos de 2,0 mm de diametro para 600 placas
de Petri (90 mm de didmetro) contendo o meio BDA. As placas foram cultivadas nas mesmas
condicdes do primeiro cultivo.

Aliquota do micélio foi separado para determinacdo da massa seca apds cultivo em
BDA a 25 °C por 15 dias. O micélio de 10 placas do FE UFMGCB 2032 foi separado do meio
e teve massa Umida de 25,37 g, em seguida o material foi seco em estufa a 37 °C até peso seco
constante de 3,95 g. O peso seco do micélio por placa foi de 0,395 g.

5.6.2 Particdo liquido-liquido com solventes de polaridades crescentes do extrato bruto do
fungo endofitico UFMGCB 2032

O material fangico, micélio e meio BDA, foram macerados e extraidos separadamente
com acetato de etila (AcOEt, PA, > 99.5%, Vetec, Brasil) por quatro vezes com intervalo de
48 h entre as filtragens. A extragdo iniciou diretamente com AcOEt porque na primeira
estratégia de fracionamento do primeiro cultivo em larga escala encontrou-se 0s menores
valores de CIM na fracdo soltvel em acetato. O extrato foi concentrado em rotavapor a vacuo
a 45°C e o solvente residual evaporado em centrifuga a vacuo a 35°C. Em seguida os extratos
foram dissolvidos em 500 mL da mistura metanol (MeOH, Tedia®, Brasil) e agua Milli-Q

(1:3) e submetido a particdo, sucessivas, em funil de separacdo utilizando solventes de
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polaridades crescentes: hexano (HEX, PA, > 99.0 %, Dindmica, Brasil), diclorometano
(DCM, PA, > 99.9%, Proquimios, Brasil), acetato de etila (EtOAc PA, > 99.5%, Vetec,
Brasil). No processo de parti¢do do extrato bruto foram utilizados 12 L de cada solvente.

Como controle, 0 meio BDA sem indculo foi extraido e processado da mesma forma.
5.6.3 Métodos cromatograficos
5.6.3.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e solugdes reveladoras

Para CCD foram utilizadas placas de silica gel 60 F,s4 sobre folha de aluminio
(Merck®). As CCD das fracdes obtidas ap6s o fracionamento 1 foram eluidas com a mistura
CHCI3:MeOH:NH,OH (10:3:0,5) e, ap6s o fracionamento 2 com a mistura
CHCI3:MeOH:NH4OH nas proporgdes: 10:2,25:0,5; 10:3,25:0,5 e 10:4,5:0,5. As revelacOes
cromatograficas foram realizadas por irradiagdo com luz ultravioleta (254 e 366 nm) em
cabine de UV, lampada Camag e/ou com as solu¢bes de vanilina e H,SO4 (ANEXO D). As
placas depois de borrifadas com as solucdes reveladoras foram aquecidas a 100°C por 5-10

min. e avaliadas no visivel.
5.6.3.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Os perfis cromatograficos em escala analitica foram realizados em sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia Shimadzu®, constituido de injetor manual, detector
com arranjo de diodos modelo SPD-M10A e bomba modelo LC-10A. Todos os perfis
cromatograficos foram obtidos com fluxo de 1,0 mL/min., em coluna de octadecilsilano
(Shimpack — Cyg, 5 um, 4,6 x 250 mm, d.i.) e com misturas de metanol (MeOH grau CLAE,
Tedia® Brasil) ou acetonitrila (ACN grau CLAE, Tedia® Brasil) em é&gua Milli-Q
(Millipore®).

As separacdes em escala semi-preparativa foram realizados em sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia Shimadzu®, constituido de injetor manual, detector
no UV com modo de deteccdo dual, modelo SPD-10A, bomba modelo LC-8A e fluxo de 8,0
mL/min. As purificagdes em fase reversa foram realizadas em coluna de octadecilsilano
(Shimpack Cig, 5 um, 20 x 250 mm, d.i.) e com misturas de metanol (MeOH) ou acetonitrila
(ACN) em agua Milli-Q.

64



As fragcbes obtidas nas separacOes realizadas em escala semi-preparativa foram
coletadas conforme os picos originados (coleta por pico) nos cromatogramas. As fragoes
foram secas a 40°C em centrifuga a vacuo (SpeedVac®) e ap6s o célculo da massa de cada
uma, solucdes foram preparadas e armazenadas em geladeira (8-10°C) até os ensaios para

avaliacdo da atividade antifungica.

5.6.3.3 Fracionamento 1 por CLAE em escala semi-preparativa e avaliacdo da atividade

antifingica

A fracdo soltvel em AcOEt foi dissolvida na mistura MeOH:agua Mili-Q (1:1) com
auxilio do ultrassom, em seguida a solucdo foi centrifugada e o sobrenadante injetado no
CLAE em escala semi-preparativa equipado com coluna Cig e utilizando gradiente de MeOH
em agua: 10-50 % de MeOH em 30 min., de 50-95 % em 50 min., 95-100 % em 51 min. e
100 % até 68 minutos e fluxo de 8 mL/minuto.

A atividade antifingica das fracdes foi realizada conforme o ensaio de triagem do item
5.5.3, sendo a concentracdo final do po¢o de 250 pg/mL. Houve reducdo na concentracdo (de
500 para 250 pg/mL) para diminuir a quantidade de massa utilizada nos ensaios bioldgicos e
pelo fato do valor de CIM da fragdo solivel em acetato de etila ter ficado abaixo de 100
pg/mL.

5.6.3.4 Fracionamento 2 por CLAE em escala semi-preparativa e avaliacdo da atividade

antifingica

As fracOes ativas provenientes do fracionamento 1 (da fracdo AcOEt) e de massa
superior a 35,0 mg (fracdes A.001.9 a A.001.14), foram submetidas a testes em CLAE com
coluna C,g em escala analitica para escolha das melhores condi¢des para o fracionamento 2.
Cada fracéo foi re-fracionada separadamente por CLAE em escala semi-preparativa equipado
com coluna Cis e utilizando gradiente de ACN (ACN grau CLAE, Tedia®, Brasil) em &gua:
30 % ACN por 10 min., 30-50 % de ACN em 24 min., de 50-75 % ACN em 50 min., de 75-
100% ACN em 60 min. e 100 % ACN ate 90 minutos e fluxo de 8,0 mL/minuto.

A atividade antifungica das sub-fracdes foi realizada para as fragdes com massa acima

de 4,0 mg conforme o ensaio para determinacdo de CIM do item 5.5.4.
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5.6.3.5 Avaliacéo da pureza das substancias isoladas

As sub-fracdes com massa superior a 4,0 mg foram dissolvidas em ACN:agua Milli-Q
na concentracdo de 1,0 mg/mL e 20 pL foram injetados no CLAE em escala analitica com
coluna Cyg e detector com arranjo de fotodiodos, utilizando gradiente de ACN em &gua: 30 %
ACN por 5 min., 30-50 % de ACN em 12 min., de 50-75 % ACN em 25 min., de 75-100%
ACN em 30 min. e 100 % de ACN até 45 minutos e fluxo de 1,0 mL/ minuto.

Aliquotas das substancias isoladas também foram aplicadas em placas de CCDs que
foram eluidas com a mistura de cloroférmio, metanol e hidréxido de amdnio (com variagdes

nas proporcdes de metanol e hidroxido de aménio) e reveladas conforme item 5.6.3.1.

5.6.4 Métodos Fisicos

5.6.4.1 Espectros de massas (EM)

Os espectros de massas das substancias foram obtidos por CLAE (Thermo Finnigan
Surveyor, PDA Plus detector, Autosampler Plus, LC Pump Plus, software Xcalbur 2.0)
acoplado ao espectrometro de massas (ESI-QTOF, maXis ETD, Bruker, software Compass
1.4). As substancias foram dissolvidas em MeOH na concentracdo de 150 pg/mL, e aliquotas
de 10 pL de foram injetadas no cromatdgrafo. A corrida foi realizada com gradiente linear de
ACN em &gua com 0,1% de acido férmico (1,0-100 % em 12,5 min. E 100 % até 29 min.) e
fluxo de 0,2 mL/min. em coluna Waters Atlantis (C18, 3um, 2,1x150mm).

5.6.4.2 Espectros de ressonancia magnética nuclear

Os espectros de RMN foram registrados em aparelho Bruker 400 UltraShield®, da
Plataforma de Métodos Analiticos de Farmanguinhos (FIOCRUZ, RJ). Como referéncia
interna utilizou-se o tetrametilsilano (TMS) e as substancias isoladas foram dissolvidas em
DMSO deuterado contendo 0,1 % de TMS.

Apos cumprimento dos objetivos iniciais do trabalho foram realizados os seguintes
ensaios bioldgicos: combinagdo das substancias isoladas com os antifingicos AMB e FC,

atividade citotdxica, atividade leishmanicida, ensaio contra espécies de Candida e a
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microscopia eletronica de varredura das duas especies de Cryptococcus apos tratamento com

as substancias isoladas. Os ensaios adicionais foram realizados conforme descrito a seguir.

5.6.5 Ensaios com as substancias isoladas

5.6.5.1 Ensaios de combinacéo de substancias

As substancias isoladas foram avaliadas em ensaio de microdiluicdo bidimensional,
denominado de método do tabuleiro de xadrez (‘checkerboard’) frente aos antifungicos AMB
e FC (MOODY, 1991; PILLAI, MOELLERING Jr., ELIOPOULOS, 2005).

Procedimentos:

As CIMs das substancias isoladas e dos antifingicos AMB e FC foram determinadas
frente as leveduras de Cryptococcus conforme descrito no item 5.5.4 e, conforme os valores
das CIMs foram estabelecidas as faixas de concentracGes para cada substancia e farmaco (o
valor da CIM esté incluido na faixa de concentrac@es). As faixas de concentracGes utilizadas
nos ensaios foram: 0,031-4,0 pg/mL para AMB, 0,12-16,0 pg/mL para o FC, 0,11-15,0
pg/mL para a substancia 1 e 0,23-30 pg/mL para a substancia 2.

As solucdes de maior concentracdo das substancias e dos antifingicos foram
preparadas em meio RPMI supl. com concentracdo quatro vezes superior a concentracédo final
na placa e, em seguida, estas foram diluidas em série a fim de se obter oito solugdes de
concentrag0es decrescentes. A concentragdo inicial foi 4 vezes maior por que ocorrem
posteriormente duas dilui¢cBes: uma ap6s adicao da solugdo com a substancia ou farmaco a ser
combinado, e outra apds adi¢cdo do indculo da levedura aos pocos da microplaca (LEWIS et
al. 2002). Apés preparo das solucbes, foram dispensados 25 pL de cada diluigdo das
substancias, em ordem decrescente de concentracdo, nos pocos das colunas 2 a 9; e em
seguida, foram adicionados 25 pL de cada diluicdo dos antifungicos, em ordem decrescente
de concentracdo, nos pocos das linhas A a H das colunas 2 a 9. Os pocos das colunas 1 e 12
foram utilizados como controles conforme esquema da Figura 5.

O in6culo da levedura foi preparado e dispensado nas microplacas conforme descrito
no item 5.5.2. As microplacas foram incubadas e as absorbancias dos pogos medidas

conforme item 5.5.3.
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As CIMs das substancias e dos antifingicos quando combinados foi determinada no
pocgo onde a menor concentragdo da substancia junto com o antifungico foi capaz de inibir o
crescimento da levedura (poco de coloracdo amarela apos revelagdo com MTT). As CIMs dos
antifingicos ndo combinados foram determinadas nos pocos onde houve inibicdo de
crescimento de 90 % para AMB e de 80% para o FC frente aos pocos do CN (controle
negativo - com levedura e sem antifingico).

As possiveis interacbes ocorridas pela combinacdo das substancias com o0s
antifangicos sdo classificadas como: sinergismo, indiferente ou antagonismo apos calculo do

indice da Concentrac&o Inibitéria Fracional (ICIF) através da seguinte formula:

ICIF = CIF substancia + CIF antifungico

onde, CIF substancia = CIM da substancia combinada / CIM da substancia
CIF antifungico = CIM do antifingico combinado / CIM antifungico

Apés calculo do ICIF, a interacdo da substancia com o antifungico foi considerado
como sinergismo quando ICIF foi <0,5; indiferente quando ICIF > 0,5 e < 4,0; e antagonismo
para ICIF > 4,0 (LEWIS et al., 2002; CUENCA-ESTRELLA, 2004; JOHNSON et al., 2004;
MUKHERJEE et al., 2005; LEITE, 2010).

5.6.5.2 Ensaios com linhagens de células tumorais humanas ou de atividade citotdxica

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Quimica de Produtos Naturais do
Centro de Pesquisas René Rachou sob coordenacdo da Dr.a Tania M. A. Alves. Os
procedimentos foram realizados conforme protocolo do Instituto Nacional do Céancer dos
EUA descrito por Monks et al. (1991) e Shoemaker (2006). Nos ensaios foram utilizadas as
linhagens tumorais humanas MCF-7 (mama) e TK-10 (renal). As suspensdes celulares foram
diluidas conforme a linhagem, e os pocos das placas de microdiluicdo receberam 100 pL que
continham 5.000 células MCF-7 e 15.000 células TK-10. As células foram incubadas por 24 h
a 37°C em estufa de CO, e 100 % de umidade para estabilizagdo da cultura e entéo, foram
preparadas solucBes das substancias isoladas em agua para injecdo a 200 pg/mL, e aliquotas
de 10 pL foram transferidas para os pocos (triplicata) que tiveram concentracdo final de

20 pg/mL. As culturas com as substancias foram incubadas por 72 h nas condicGes anteriores,
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em seguida foram fixadas pela adicdo de 50 pL de &cido tricloroacético a 50% v/v
(concentracéo final de 10 %) e incubacdo das placas por 1 h a 4°C. Os sobrenadantes foram
descartados, as placas foram lavadas 5 vezes com agua e secas a temperatura ambiente. As
células foram coradas com sulforodamina B. Foram adicionados 50 pL de sulforodamina a
0,4 % v/v nos pogos durante 10 minutos. A sulforodamina néo-ligada foi removida pela
lavagem com &gua por 5 vezes e com acido acético a 1 % v/v. As placas foram secas a
temperatura ambiente, o corante dos pocos foi solubilizado em tampdo Tris a 10 mM. As
densidades Opticas de cada poco foram medidas em espectrofotdmetro a 515 nm com o
programa SoftMax verséo 4.0 (VERSAmax, Molecular Devices).

As porcentagens de inibicdo do crescimento (% IC) foram calculadas a partir das
absorbancias medidas nos poc¢os contendo as células apds incubacdo com as substancias
isoladas (As) frente aos pocos controles contendo o inoculo celular inicial (Ai) e a cultura
celular crescida por 48 h sem antifungico (Af), através da formula: % IC = [(As-Ai)/(Af-Ai)]
x 100. A férmula permite quantificar a inibicdo do crescimento (porcentagens entre 1-100 %)
e a morte celular (porcentagens < 0 %).

As substancias foram consideradas citostaticas quando inibiram a multiplicacédo
celular em pelo menos 80 % e citocidas quando inibiram em pelo menos 100%. Como

controle positivo foi empregado o etoposideo a 16 pg/mL.

5.6.5.3 Ensaios com formas amastigotas-like de Leishmania (L.) amazonensis ou de atividade

leishmanicida

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Quimica de Produtos Naturais do
Centro de Pesquisas René Rachou sob coordenacdo da Dr.a Tania M. A. Alves. Nos ensaios
as formas promastigotas de L. (L.) amazonensis (isolado IFLA/BR/196/PH-8) foram
incubadas em meio Schneider pH 7,2 a 26°C por 9 dias. Em seguida, estas foram
diferenciadas para a forma amastigota apds aumento da temperatura para 32°C e reducéo do
pH para 6,0. Apés 7 dias, a concentracdo dos parasitas foi ajustada para 10® células per mL, e
entdo 90 pL foram transferidos para os pogos das placas. Foram preparadas solucGes das
substancias isoladas em &agua para injecdo a 200 pg/mL, e aliquotas de 10 pL foram
transferidas para os pocos (triplicata) que tiveram concentracdo final de 20 pg/mL. Como
controle foi utilizada a AMB (0,2 pg/mL). As placas foram incubadas a 32 £2°C por 72 h, e a
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quantidade de parasitas foi estimada através de ensaio colorimétrico com MTT preparado a
5,0 mg/mL (CALLAHAN et al., 1997; CARVALHO, 1994; TEIXEIRA et al., 2002).

As porcentagens de inibicdo (% 1) foram calculadas a partir das absorbancias medidas
nos pocos contendo os parasitos incubados com as substancias isoladas (Aswst) frente as
absorbancias dos pocos controle com AMB (Acontrole), que foram aplicadas na formula: % | =
[1 — (Asubst - Acontrole)] X 100, que expressa a porcentagem de parasitas mortos em relagdo ao

antifangico controle (AMB).

Andlises estatisticas

Ensaios para determinacdo da CIM do extrato bruto do FE ativo, da particdo e das
substancias isoladas foram realizados frente a diferentes isolados de C. neoformans e C. gattii,
e as CIMs foram comparadas estatisticamente pelo programa GraphPad Prism versdo 5.0 -
Teste de Wilcoxon com nivel de significancia para valor de P < 0,05.

5.6.5.4 Microscopia eletronica de varredura das espécies de Cryptococcus apos tratamento

com as substancias isoladas

As duas espécies de Cryptococcus foram cultivadas na presenca das substancias
isoladas conforme descrito nos procedimentos a seguir. Estas foram preparadas em
concentracdo subinibitdria para realizacdo dos ensaios de microscopia eletrénica de varredura
- MEV (MUKHERJEE, CLEARE, CASADEVALL, 1995; WANG, AISEN,
CASADEVALL, 1996). Como controle as leveduras de C. neoformans ATCC 24067 e C.

gattii ATCC 24065 foram cultivadas sem interferéncia de antifungicos.

Procedimentos:

As substancias isoladas foram dissolvidas em RPMI supl. em concentracdo duas vezes
maior que a concentracdo subinibitoria (tubos em duplicata). Os inéculos de C. neoformans e
C. gattii foram preparados conforme descrito no item 5.5.2 e estes foram adicionados a
solugdo contendo as substancias a serem testadas, posteriormente os preparados foram
incubados a 30 + 2°C por 72 h e sob agitagédo de 150 rpm. A suspensdo de leveduras foi

centrifugada a 4.000 rpm por 10 min., o sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado
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por 3 vezes com tampdo PBS pH 7,0. As leveduras foram centrifugadas nas condigdes
descritas anteriormente e, o precipitado foi incubado por 5 h em solucéo de glutaraldeido (2,5
%) em tampao PBS para fixacdo das leveduras. As leveduras foram centrifugadas nas
condicdes anteriores, as células foram suspensas em tampédo PBS e armazenadas em geladeira
até preparo das laminas.

As laminas com as leveduras foram preparadas pela técnica do CAPI (Centro de
Aquisicdo e Processamento de Imagens) do ICB/UFMG, sob dire¢do do Dr. Hélio Chiarini-
Garcia. Os procedimentos realizados, resumidamente, foram: Incubou-se as leveduras por 1 h
em solucdo de tetroxido de 6ésmio a 1 % em tamp&o PBS a 0,1 M. Transferiu-se 1 gota da
suspensdo das leveduras para laminulas cobertas com L-polilisina, em seguida o material foi
desidratado em gradiente crescente de etanol (30°GL, 50-70° GL, 80-95° GL e 100°GL) e no
equipamento de ponto critico de CO,. As laminulas foram metalizadas com ouro-paladio e
armazenadas em dessecador até visualizagcdo no microscopio eletrénico de varredura (MEV)
DSM 950 (Zeiss, Alemanha).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Avaliacdo preliminar da atividade antifingica de fungos endofiticos

A pesquisa de FE produtores de metabolitos ativos na cole¢do de micro-organismos e
células do ICB/UFMG foi realizada contra as duas espécies de Cryptococcus (C. neoformans
e C. gattii). Nesta foram realizados ensaios de microdiluicdo com os extratos brutos etanolicos
de isolados fungicos que ja haviam, previamente, apresentado atividade antifingica descrita
nos trabalhos de Vaz (2012) e Vieira (2012).

A triagem foi realizada em 401 extratos de FE (399 fungos filamentosos e 2 leveduras
endofiticas) testados em concentracdo Unica de 500 pg/mL. No geral, mais de 99,7 % dos 401
extratos de FE testados apresentaram porcentagem de inibicdo inferior a 75 % frente as duas
leveduras. Estes resultados de triagem de atividade antifungica indicam que a maioria dos
extratos de FE avaliados ndo apresentou atividade inibitdria significante contra as espécies de
Cryptococcus estudadas, com excecdo dos extratos dos fungos endofiticos UFMGCB 2001,
UFMGCB 2032 e UFMGCB 4963. Na triagem inicial apenas o isolado UFMGCB 2032
apresentou atividade antiflngica contra as duas espécies de Cryptococcus (inibi¢do acima de
99 % a 500 pg/mL frente as duas leveduras). Este provém da planta E. aff. Bimarginata
coletada no cerrado. O isolado UFMGCB 2001 foi ativo somente contra C. gattii (inibigcdo de
97 % a 500 pg/mL) e provem da planta A. castaneifolia que também foi coletada no cerrado.
Na triagem realizada com os 344 extratos de FE oriundos das plantas Stryphnodendron
adstrigens (Barbatimdo) e Carapa guianensis (Andiroba), que ndo haviam sido testados
previamente quanto a atividade antifingica, foram encontrados dois isolados ativos somente
contra C. gattii que apresentaram porcentagens de inibicdo acima de 75,0 %. Estes extratos
foram preparados a partir dos FEs UFMGCB 4963, isolado da planta C. guianensis, coletada
na floresta amazonica e com inibicdo de 77 % e, o extrato do FE UFMGCB 5155, isolado da
planta S. adstringens, coletada no cerrado com inibicdo de 98 % frente as leveduras de C.
gattii, que corresponderam a 0,5 % e 0,7 % do total de FE isolados, respectivamente. Os
resultados expressos em faixas de porcentagem de inibicdo podem ser observados nos
gréficos 1 a 6 (FIGURA 8 e FIGURA 9).

No entanto, apesar de termos obtido 3 extratos de FEs com atividade antiflngica
contra as espécies de Cryptococcus, com porcentagens de inibicdo acima de 75,0 %, somente

0 extrato obtido a partir do FE UFMGCB 2032 apresentou atividade antifingica constante
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apos sucessivos re-cultivos (n = 3), o que pode ser indicio de que no metabolismo deste fungo
a(s) substancia(s) ativa(s) produzida(s) seja(m) constitutiva(s). Hertweck (2009) e Brakhage,
Schroeckh (2011) propuseram uma justificativa para a perda da capacidade de produzir
metabolitos secundarios. Estes autores mostraram que 0s genes relacionados com a
biossintese de metabolitos estdo agrupados e que sdo silenciados sob as condicOes
padronizadas de laboratério, o que pode ter acontecido com os demais extratos ativos no teste

de triagem.

1 - Porcentagens de inibicdo dos extratos etanélicos
dos fungos endofiticos da planta medicinal Eugenia aff.
bimarginata contra C. neoformans ATCC 24067

1 - Porcentagens de inibicdo dos extratos etan6licos
dos fungos endofiticos da planta medicinal Eugenia
aff. bimarginata contra C. gattii ATCC 24065

M <25%-0% o <25%
H25-499 % H25-499%-0%
M50-75%-0% M 50-75%-0%
H=75% H>75%

2 - Porcentagens de inibicdo dos extratos etanélicos
dos fungos endofiticos da planta medicinal Alchornea
castaneifolia contra C. neoformans ATCC 24067

5%

2 - Porcentagens de inibicdo dos extratos etanélicos
dos fungos endofiticos da planta medicinal Alchornea
castaneifolia contra C. gattii ATCC 24065

5%

M <25% H<25%
’ ' H25-499% o 25-499%

M 50-75% M 50-75%-0%

H=>=75%-0% H=>T75%

3 - Porcentagens de inibicdo dos extratos etanélicos
dos fungos endofiticos da planta medicinal Myrciaria
floribunda contra C. neoformans ATCC 24067

3 - Porcentagens de inibicdo dos extratos etanélicos
dos fungos endofiticos da planta medicinal Myrciaria
floribunda contra C. gattii ATCC 24065

H<25%-0%
H25-499%
M 50-75%

H>75%-0%

H<25%
H25-499%-0%
M50-75%-0%

H>75%-0%

Fig. 8 — Gréaficos das faixas de porcentagens de inibi¢cdo encontrados para os extratos de
fungos endofiticos das plantas medicinais testados contra as espécies de C.
neoformans ATCC 24067 e C. gattii ATCC 24065 a 500 pg/mL. Plantas
medicinais estudadas: Eugenia aff. bimarginata (1), Alchornea castaneifolia (2) e

Myrciaria floribunda (3).
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4 - Porcentagens de inibicéo dos extratos etandlicos dos
fungos endofiticos da planta medicinal Solanum
cernuum contra C. neoformans ATCC 24067

4,3%

H<25%

’ §25-499%
4 50-75%
H>75%-0%

4 - Porcentagens de inibicdo dos extratos etan6licos
dos fungos endofiticos da planta medicinal Solanum
cernuum contra C. gattii ATCC 24065

H<25%
H25-49.9%
M50-75%-0%
H>75%-0%

5 - Porcentagens de inibicdo dos extratos etanélicos dos
fungos endofiticos da planta medicinal Stryphnodendron
adstringens contra C. neoformans ATCC 24067

8%

H<25%
‘ H25-499%
W 50-75%
H>75%-0%

5 - Porcentagens de inibicdo dos extratos etanélicos dos
fungos endofiticos da planta medicinal Stryphnodendron
adstringens contra C. gattii ATCC 24065

4,7 % H<25%
§25-499%
¥ 50-75%

H>75%-0,7%

6 - Porcentagens de inibicdo dos extratos etanélicos dos
fungos endofiticos da planta medicinal Carapa
guianensis contra C. neoformans ATCC 24067

6 - Porcentagens de inibicdo dos extratos etanélicos dos
fungos endofiticos da planta medicinal Carapa
guianensis contra C. gattii ATCC 24065

.  <25% -| - <25%
— H25-499% M 25-499%
M 50-75% M 50-75%

H>=75%-0% M >=75%-05%

Fig. 9 — Graficos das faixas de porcentagens de inibi¢do encontrados para os extratos de
fungos endofiticos das plantas medicinais testados contra as espécies de C.
neoformans ATCC 24067 e C. gattii ATCC 24065 a 500 pg/mL. Plantas
medicinais estudadas: Solanum cernuum (4), Stryphnodendron adstringens (5) e

Carapa guianensis (6).

6.2 Determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) dos fungos endofiticos
ativos

Na triagem, os extratos brutos dos FEs UFMGCB 4963 e UFMGCB 5155 tiveram

valores de CIMs de 500 pg/mL frente as leveduras de C. gattii. A atividade antifingica contra

as duas leveduras de Cryptococcus foi encontrado somente para o FE UFMGCB 2032 que
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teve CIM de 31,25 pg/mL para C. neoformans e CIM de 7,8 pg/mL para C. gattii. Nas
Figuras 10 e 11 observa-se as fotos dos ensaios com os extratos do FE UFMGCB 2032.

Fig. 10 — Placa de microdiluicdo com teste para determinacdo da concentracdo inibitdria
minima (CIM) frente C. neoformans ATCC 24067. Os pocos das linhas G e H entre
as colunas 2 a 11 contém concentracGes decrescentes do extrato do fungo endofitico
2032 (500 a 0,97 pg/mL). Os pocos das colunas 1 (G e H) e 12 (G e H) sdo os
controles de crescimento da levedura e do antifingico, respectivamente. A CIM
corresponde aos pocos da coluna 6 com extrato bruto do fungo endofitico
UFMGCB 2032 a 31,25 pg/mL.

IS T -5 W (N Y ) J v V1 S

Ale x@@}@l\aﬁmi
i O = .

Fig. 11 — Placa de microdiluicdo com teste para determinacdo da concentracdo inibitoria
minima (CIM) frente C. gattii ATCC 24065. Os pogos das linhas A e B entre as

colunas 2 a 11 contém concentracGes decrescentes do extrato do fungo endofitico
UFMGCB 2032 (500 a 0,97 pg/mL). Os pocos das colunas 1 (Ae B) e 12 (A e B)
sdo o0s controles de esterilidade do meio e do diluente dos extratos
(dimetilsulféxido), respectivamente. A CIM corresponde aos pogos da coluna 8
com extrato bruto do fungo endofitico UFMGCB 2032 a 7,80 pg/mL.

A literatura descreve que plantas medicinais do género Eugenia (Myrtaceae) tém
propriedades antioxidante, anti-inflamatdria, antifingica contra Candida spp. e Cryptococcus
spp. (LAGO et al., 2011 e STEFANELLO et al.,, 2011). Costa et al. (2008) também ja
descreveram a atividade antifingica contra espécies de Candida, Microsporum e
Trichophyton em plantas do cerrado [Alchornea castaneifolia (Wild.) A. Juss., Curatella
americana Linn., Hancornia speciosa Gomez, Qualea grandiflora Mart. e Virola
surinamensis (Rol.) Warb.]. Esse foi 0 mesmo local de origem da planta da qual isolou-se o
FE UFMGCB 2032 com atividade contra as espécies de Cryptococcus estudadas.
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Os trabalhos avaliando extrato de FE contra as espécies de Cryptococcus sdo escassos.
Os ensaios de microdiluicdo para avaliagdo da atividade antifungica de extratos de FE ja
foram realizados pelos seguintes autores: Phongpaichit et al. (2006) mostraram que 18,0 %
dos extratos brutos em acetato de etila de FEs das espécies de Garcinia foram ativos contra C.
neoformans ATCC 90112 (CIMs de 64 pug/mL). Guo et al. (2008) avaliaram o extrato em éter
etilico do fungo endofitico C. fusiforme contra C. neoformans ATCC 32609 e encontraram
Clgy de 32 pg/mL. Xu et al. (2009) avaliaram o extrato em éter etilico do fungo endofitico
Paecilomyce sp. contra C. neoformans e encontraram Clgy para o extrato de 1,0 pg/ mL.

Nesta revisdo de literatura foram encontrados poucos trabalhos de triagem de atividade
antifungica com extratos de FE contra as leveduras de C. neoformans, ndo encontramos
ensaios de bioprospeccao utilizando como alvo bioldgico isolados de C. gattii, e também néo
foram encontrados trabalhos que avaliam extratos de FEs isolados de plantas de biomas

brasileiros contra as duas espécies de Cryptococcus.

6.3 Identificacdo do fungo endofitico ativo UFMGCB 2032

A identificacdo do fungo endofitico ativo foi realizado por colaboradores do trabalho.
O sequenciamento da regido ITS do gene rRNA do FE UFMGCB 2032 produziu sequéncia
com 458 pares que permitiu a identificacdo do FE ao nivel de género — Mycosphaerella. A
sequéncia consenso foi depositada no GeneBank sob o numero de acesso KF681521. A
sequéncia de nucleotideos do isolado UFMGCB 2032 foi comparada com sequéncias
depositadas no Genebank e ndo foram encontradas 100 % de identidade e 100% de cobertura
com nenhuma sequéncia depositada. Os resultados indicam 99 % de identidade e 100 % de
cobertura com as sequéncias dos isolados denominados ‘Uncultured endophytic’ (clones T111
e T89). A sequéncia do FE UFMGCB 2032 também apresentou 99 % de identidade e 98 % de
cobertura com sequéncias dos fungos do género Mycosphaerella (Mycosphaerella isolado
M17, M. nawae MY3, M. nawae MY2, M. ellipsoidea isolado 3234 e M. scytalidii isolados
PMO1 e UY1156). Sequéncias de outras espécies pertencentes ao género Mycosphaerella
geradas em estudos anteriores e disponiveis no Genebank foram incluidas nas analises
(TABELA 4).
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Tabela 4. Fungos dos géneros Mycosphaerella, Passalora e Botryosphaeria comparados ao
FE Mycosphaerella spp. UFMGCB 2032, cddigo da sequéncia ITS no Genebank, autores e
ano da publicacdo (CROUS et al., 2006).

Fungos Cddigo da sequéncia Autores Ano
ITS no Genebank
M. scytalidii CBS 516.93 DQ 303014 Crous et al. 2006
M. scytalidii CPC 10988 DQ 303015 Crous et al. 2006
M. scytalidii CPC 10998 DQ 303016 Crous et al. 2006
Mycosphaerella spp. DQ 303037 Crous et al. 2006
CPC 10986
Mycosphaerella spp. DQ 303038 Crous et al. 2006
CPC 11002
M. stramenti CPC DQ 303042 Crous; Alfenas, 2004
11545T
M. endophytica DQ 302953 Crous et al. 2006
CBS 114662T
M. gregaria AY509757R AY509757R Maxwell et al. 2005
M. gregaria AY509755R AY509755R Maxwell et al. 2005
M. endophytica DQ 302952 Crous et al. 2006
CBS 111519
Uncultured endophytic KC978081 Yang; Xiong; Wang, NP
fungus clone T111
Mycosphaerella spp. DQ 303035 Crous et al. 2006
CBS 110991
Passalora zambiae EU019273 Crous et al. 2007
CBS 112971T
Passalora zambiae EU019272 Crous et al. 2007
CBS 112970T
Botryosphaeria obtusa DQ458889 Alves, A., Correia, A. 2006
CBS119049 and Phillips, AJ.L.
Botryosphaeria parva AY343467R Van Niekerk et al. 2004

NP — trabalho ndo publicado

As sequéncias obtidas no GeneBank foram submetidas a inferéncia filogenética e estimadas
usando o programa MEGA versdo 5.22 (TAMURA et al., 2011). O alinhamento das
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sequéncias foi realizado utilizando o programa MEGA e o algoritmo MUSCLE (EDGAR

2004a; EDGAR 2004b) com ajustes manuais para a melhoria visual onde necessario. As

analises filogenéticas das sequencias alinhadas foram realizadas por meio do método de

méaxima verossimilhanca. Os parametros iniciais para cada conjunto de dados foram

estimados pelo AIC (Akaike Information Criterion). O modelo “General Time Reversible”

(GTR) foi o selecionado. A forma da distribuicdo gama (G), a propor¢éo de sitios invariaveis

(I) e os valores dos parametros de substituicdo nucleotidica foram estimados. A confiabilidade

da arvore de maxima verossimilhanca gerada foi avaliada por meio de 1000 repeticOes

bootstrap e a éarvore foi construida utilizando dois isolados dos géneros Passalora e
Botryosphaeria (FIGURA 12).

Mycosphaerella scytalidii CBS516.93
Mycosphaerella scytalidii CPC10988
12| I'Mycosphaerella scytalidii CPC10998T
Mycosphaerella sp. CPC10986
83 L Mycosphaerella sp. CPC11002
Mycosphaerella stramenti CPC11545T
9] Mycosphaerella endophytica CBS114662T
% Mycosphaerella gregaria AY509757R
86 | Mycosphaerella gregaria AY509755R
Mycosphaerella endophytica CBS111519

B4

a7

L Uncultured endophytic fungus KC978081

Mycosphaerella sp. UFMGCB2032 < —
Mycosphaerella sp. CB5110991

|Passa|ora zambiae CBS112971T

1001 Passalora zambiae CBS112970T
| Botryosphaeria obtusa CB5119049

0.05

100! Botryosphaeria parva AY343467R

Fig. 12 — Arvore filogenética de maxima verossimilhanca do FE Mycosphaerella spp.

UFMGCB 2032 apds sequenciamento da regido ITS do RNA ribossomal e comparacdo com

sequéncias de outras espécies pertencentes ao género Mycosphaerella através do programa

MEGA. Os nimeros nos nds indicam o suporte de “bootstrap” para 1.000 replicatas. A

arvore foi construida utilizando dois isolados dos géneros Passalora e Botryosphaeria.

Para identificacdo até nivel de espécie, o FE Mycosphaerella spp. UFMGCB 2032

também foi sequenciado com os primers dos genes da B-tubulina e do fator de elongacéo.

Porém, as sequéncias obtidas tiveram baixa qualidade e ndo foi possivel comparar com

sequéncias depositadas no GeneBank.
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A identificacdo molecular seria complementada pela avaliagdo morfoldgica dos

esporos, porem os microcultivos realizados em diferentes meios de cultivo e sob diferentes

condicdes de temperatura, ndo foram capazes de induz a esporulacdo do FE UFMGCB 2032.

O género Mycosphaerella Johanson abrange mais de 2.000 espécies (CORLETT,

1991) e diversas delas sdo produtoras de metabolitos secundarios. Em conformidade com os

relatos da literatura listados na Tabela 5 para diversas espécies de Mycosphaerella. O isolado

de Mycosphaerella spp. UFMGCB 2032 tambeém foi capaz de produzir substancias ativas

contra as duas espécies de Cryptococcus estudadas, o que justificou seu cultivo em larga

escala para isolamento e caracterizagcdo de seus metabolitos ativos.

Tabela 5. Metabolitos secundarios produzidos pelo género Mycosphaerella, alvos bioldgicos,

autor e ano.
Mycosphaerella Alvos biol6gicos Metabdlito secundario Autor Ano
M. rosigena N.A. Micocromona e Assante et 1979
Micoxantona al.,
M. rosigena N.A. Rosigenina Albinatiet 1980
al.,
M. ligulicola N.A. 3-metilideno-6- Assante et 1981
metoxi-1,4- al.,
benzodioxan-2-ona e
acido 2-(2- hidroxi-5-
metoxifenoxil)-acrilico
M. rubella N.A. Rubelinas Ae B Arnone etal., 1986
(antraquinonas)
M. rubella N.A. 1,8-diidréxi-2-metoxi- Arnone; 1991
6-metil-12H- Nasini; Pava,
fenantro[12,14-bcd]
piran-9,10,12-triona
M. asteroma Escherichia coli, Asteromina (6,6’- Arnone etal., 1995
Bacilus subtilis, B. binafto-a-pirona)
cereus, Ustilago maydis,
Ophiostoma ulmi e
Geotrichum candidum
M. rubella B. subtilis e B. cereus Acido 6,13- Arnone; 1998
dihidroxitetradeca- Nasini; Pava,
2,4,8-triendico
Mycosphaerella  Leishmania donovani, Cercosporina e Moreno et 2011
sp. isolado Trypanosoma cruzi, analogos al.,
F2140 Plasmodium falciparum

N.A — ndo avaliada.
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6.4 Estudo quimico biomonitorado do fungo endofitico UFMGCB 2032 para atividade
antifungica

A primeira estratégia de estudo do FE UFMGCB 2032, realizado para isolamento das
substancias ativas, foi inicialmente executado fazendo-se o cultivo em larga escala, seguido
da obtencdo de fracdes brutas por particdo liquido-liquido do extrato etandlico bruto com
solventes orgénicos (hexano, diclorometano, acetato de etila e &gua), e por fim, o
fracionamento cromatogréfico da fragdo solivel em acetato de etila, com menores valores de
CIM, em trés etapas: 1 - cromatografia em coluna de silica gel, 2 - coluna com octadecilsilano
eluida a média pressdo e 3 - CLAE em escala semi-preparativa. Contudo, esta estratégia ndo
permitiu isolar quantidade significativa de substancias para a etapa de identificacdo, e por
1sso, foi realizado um segundo cultivo em larga escala do FE UFMGCB 2032, e adotada nova
estratégia de fracionamento baseada nas informacdes e conhecimentos adquiridos na primeira
fase do estudo.

O estudo quimico do extrato do FE Mycosphaerella spp. UFMGCB 2032 foi iniciado
pelo seu cultivo em larga escala em meio BDA, seguido da extragdo do micélio e do meio
BDA em acetato de etila (realizadas separadamente), obtencdo das fracGes brutas do micelio e
do meio BDA por particdo liquido-liquido do extrato bruto etandlico com solventes organicos
(hexano, diclorometano, acetato de etila e agua), e por fim, o fracionamento biomonitorado da
fracdo mais ativa até isolamento das substancias. As estruturas quimicas das substancias
isoladas foram identificadas e as mesmas foram avaliadas frente a diferentes alvos bioldgicos.
Posteriormente, foi realizado o estudo das alteracbes morfoldgicas das substancias sobre a
célula fangica e a investigacdo do tipo de interacdo destas com os antifungicos mais

empregados no tratamento da criptococose.

6.4.1 Cultivo, extracdo em larga escala do FE UFMGCB 2032, particdo liquido-liquido e

avaliacdo da atividade antifingica das fracdes brutas

O cultivo em larga escala do FE UFMGCB 2032 foi realizado em placas de Petri
contendo meio BDA porque o FE UFMGCB 2032 ndo cresceu em meio liquido (Caldo
GYMP). As caracteristicas macroscépicas do fungo endofitico UFMGCB 2032, ap6s 15 dias
de cultivo a 25°C em meio BDA para obtencdo do extrato bruto em larga escala, podem ser
observadas na Figura 13. Apos incubacdo, o FE Mycosphaerella spp. UFMGCB 2032 formou
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coldnias verdes acinzentadas (vista frontal), e fundo de coloragdo verde oliva, com pregas
longitudinais e bordas brancas. Estas caracteristicas macroscopicas das col6nias s&o
semelhantes as descri¢cbes do isolado de Mycosphaerella scytalidii CBS 516.93 ap0s seu
cultivo em meio BDA (CROUS et al., 2006).

Fig. 13 — Placa de cultivo do fungo endofitico UFMGCB 2032 ap6s 15 dias de incubacdo a
25°C em agar batata dextrose. A esquerda; vista do fundo (col6nia verde oliva com
pregas longitudinais e bordas brancas) e a direita; vista de frente (coldnias verdes

acinzentadas).

O micélio do FE Mycosphaerella spp. UFMGCB 2032, apés cultivo em larga escala e
separacdo do meio BDA, originou um extrato bruto de massa 8,0 g que teve valor de CIM de
31,2 pg/mL frente a C. neoformans e 7,8 pg/mL frente a C. gattii. O extrato bruto do meio
BDA originou um extrato bruto de 1,0 g que teve valor de CIM semelhante aos valores
encontrados para o extrato bruto do micélio.

A particdo liquido-liquido do extrato do micélio originou trés fracdes: Hex (4,1 g),
DCM (1,4 g), AcOEt (1,3 g). A partigdo do extrato do meio BDA produziu trés fragdes: Hex
(84,1 mg), DCM (98,8 mg), AcOEt (112,0 mg).

6.4.2 Fracionamento 1 por CLAE em escala semi-preparativa e avaliacdo da atividade

antifungica dos grupos de fracGes

O primeiro fracionamento cromatografico foi realizado com as duas fragfes sollveis
em acetato de etila por particdo liquido-liquido obtidas do micélio e do meio BDA. Uma
porcao total de 1,27 g (1,16 g da fracdo AcOEt obtida do micélio e outra de 0,11 g da fracdo
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AcOEt obtida do meio BDA), foram preparadas conforme item 5.6.3.3. Aproximadamente 0,8
g da fragdo AcOEt obtida do micélio foi injetada no CLAE (dividido em 9 injecdes) que
originou 44 fracdes coletadas conforme o tempo de retencao dos picos eluidos e representados
no cromatograma da Figura 14. Aproximadamente 88 mg da fracdo AcOEt do meio BDA foi
injetada no CLAE (uma injecdo) e originou 44 fragdes com perfil cromatogréafico semelhante
ao perfil obtido a partir do micélio (FIGURA 15).

Aliquotas das 44 fraces obtidas da fracdo soluvel em AcOEt (oriundas do micélio) e
aliquotas das fracfes obtidas da fracdo soluvel em AcOEt (oriundas do meio BDA), e que
possuiram massa acima de 3,0 mg, foram submetidas ao ensaio para avaliacdo da atividade
antifungica frente as duas espécies de Cryptococcus. As fragbes foram testadas na
concentracdo de 250 pg/mL, conforme descrito no ensaio de triagem do item 5.5.3. Foram
encontradas 25 fragdes ativas contra as duas espécies de Cryptococcus que eluiram da coluna
realizada em CLAE escala semi-preparativa entre 39 e 50 min apds o fracionamento 1.

Ap0s resultados dos ensaios bioldgicos e perfil das substancias obtidas por CCD, as 44
fracdes obtidas a partir do micélio e do meio BDA, foram reunidas em 28 grupos (A001.1 a
A001.28), sendo 21 ativos contra as leveduras e 6 deles com massa igual ou superior 35,0 mg
(A001.9 a A001.14). A massa dos grupos de fracdes e os resultados dos ensaios da atividade
antifungica estéo na Tabela 6.
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Fig. 14 — Perfil cromatogréfico do fracionamento 1 em CLAE em escala semi-preparativa da fracdo soluvel em AcOEt obtida do micélio do FE

Mycosphaerella spp. UFMGCB 2032. A fragdo solivel em AcOEt obtida a partir do micélio foi eluida com gradiente de MeOH: H,O
Milli-Q (10-50% MeOH até 30 min.; 50-95% até 50 min. 95-100 % até 51 min. e 100 % em 68 min.) e fluxo de 8,0 mL/min. Linha azul
representa a absorbancia medida em 220 nm e a linha preta a absorbancia medida em 254 nm. A chave marca o intervalo de tempo (entre

39 e 51 min.) no qual eluiram as fragdes contendo substancias ativas e de massa superior a 35,0 mg (A001.9-A001.14).
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Fig. 15 — Perfil cromatogréfico do fracionamento 1 em CLAE em escala semi-preparativa da fragdo soltvel em AcOEt obtida do meio BDA do FE
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Mycosphaerella spp. UFMGCB 2032. A fragdo solivel em AcOEt obtida a partir do micélio foi eluida com gradiente de MeOH: H,O
Mili-Q (10-50% MeOH até 30 min.; 50-95% até 50 min. 95-100 % até 51 min. e 100 % em 68 min.) e fluxo de 8,0 mL/min. Linha azul
representa a absorbancia medida em 220 nm e a linha preta a absorbancia medida em 254 nm. A chave marca o intervalo de tempo (entre

39 e 51 min.) no qual eluiram as fragdes contendo substancias ativas e de massa superior a 35,0 mg (A001.9-A001.14).
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Tabela 6 — Resultado do fracionamento 1 da fragdo AcOEt do FE Mycosphaerella spp.
UFMGCB 2032 por CLAE em escala semi-preparativa. Massas dos grupos de fragOes e
resultados dos ensaios de atividade antifungica realizados por microdiluicdo na concentracéo

de 250 pg/mL frente as duas espécies de Cryptococcus.

Grupo Massa (mg)  Bioativo Grupo Massa (mg) Bioativo
A.001.1 5,8 Sim A.001.15 23,9 Sim
A.001.2 262,9 Né&o A.001.16 14,5 Sim
A.001.3 25,6 Sim A.001.17 6,6 Sim
A.001.4 39,6 Né&o A.001.18 3,8 Sim
A.001.5 8,8 Sim A.001.19 2,7 Sim
A.001.6 43,9 Né&o A.001.20 0,7 Sim
A.001.7 10,8 Sim A.001.21 24,4 Sim
A.001.8 1,7 Nao A.001.22 1,7 Nao
A.001.9 39,6 Sim A.001.23 0,2 Sim
A.001.10 52,5 Sim A.001.24 12,5 Né&o
A.001.11 44,8 Sim A.001.25 1,0 Sim
A.001.12 46,9 Sim A.001.26 6,4 Né&o
A.001.13 41,3 Sim A.001.27 5,0 Sim
A.001.14 58,6 Sim A.001.28 14,4 Sim

Sim — ativo contra as duas leveduras ap6s ensaio de microdiluicdo a 250 pg/mL e com
porcentagem de inibicdo acima de 90,0%.

Né&o — sem atividade contra as leveduras.

6.4.3 Fracionamento e avaliacdo da atividade antifingica das sub-fragdes A001.9 a A001.14

O fracionamento foi realizado por fase reversa utilizando CLAE em escala semi-
preparativa com as 6 fracbes ativas e de massa igual ou superior 35,0 mg (A001.09 a
A001.14). Os perfis cromatograficos estdo nas Figuras 16 a 21. O ndmero de sub-fragdes
obtidas, as sub-fracdes com massa superior a 4,0 mg e os valores de CIM frente as duas
leveduras de Cryptococcus estdo na Tabela 7.

As sub-fragdes foram analisadas qualitativamente quanto a pureza por CCD (FIGURA
22). As sub-fracbes com menores valores de CIMs e que na CCD apresentaram poucas

manchas foram avaliadas quanto a pureza por CLAE em escala analitica.
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Fig. 16 — Perfil cromatografico da fracdo A001.9 obtida da fracdo solivel em AcOEt do FE Mycosphaerella spp. UFMGCB 2032, fracionada em
CLAE em escala semi-preparativa. A fracéo foi eluida com gradiente de acetonitrila (ACN) e H,O (30% ACN até 10 min.; 30-50% até
24 min.; 50-75% até 50 min.; 75-100% até 60 min. e 100% em 90 min.) e fluxo de 8,0 mL/min. Linha azul representa a absorbancia
medida em 220 nm e a linha preta a absorbancia medida em 200 nm. A seta cheia indica o pico da sub-fragdo ativa A001.9.17 de massa
14,5 mg que eluiu da coluna entre 28,1-30,1 minutos, e a seta pontilhada indica o pico da sub-fracdo ativa A001.9.19 de massa 6,7 mg

que eluiu da coluna entre 32,4-34,5 minutos.
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Fig. 17 — Perfil cromatografico da fracdo A001.10 obtida da fragédo soltvel em AcOEt do FE Mycosphaerella spp. UFMGCB 2032, fracionada em

CLAE em escala semi-preparativa. A fracdo foi eluida com gradiente de acetonitrila (ACN) e H,O (30% ACN até 10 min.; 30-50% até
24 min.; 50-75% até 50 min.; 75-100% até 60 min. e 100% em 90 min.) e fluxo de 8,0 mL/min. Linha azul representa a absorbancia
medida em 220 nm e a linha preta a absorbancia medida em 200 nm. A seta cheia indica o pico da sub-fracdo ativa A001.10.16 de massa

10,6 mg que eluiu da coluna entre 21,7-22,8 minutos.
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Fig. 18 — Perfil cromatografico da fracdo A001.11 obtida da fracdo solivel em AcOEt do FE Mycosphaerella spp. UFMGCB 2032, fracionada em

CLAE em escala semi-preparativa. A fracdo foi eluida com gradiente de acetonitrila (ACN) e H,O (30% ACN até 10 min.; 30-50% até
24 min.; 50-75% até 50 min.; 75-100% até 60 min. e 100% em 90 min.) e fluxo de 8,0 mL/min. Linha azul representa a absorbancia
medida em 220 nm e a linha preta a absorbancia medida em 200 nm. A seta cheia indica o pico da sub-fracdo ativa A001.11.15 de
massa 4,0 mg que eluiu da coluna entre 28,5-29,7 minutos, e a seta pontilhada indica o pico da sub-fracdo ativa A001.11.18 de massa

5,3 mg que eluiu da coluna entre 31,1-32,5 minutos.
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Perfil cromatogréfico da fragdo A001.12 obtida da fracdo soltvel em AcOEt do FE Mycosphaerella spp. UFMGCB 2032, fracionada em
CLAE em escala semi-preparativa. A fracéo foi eluida com gradiente de acetonitrila (ACN) e H,O (30% ACN até 10 min.; 30-50% até
24 min.; 50-75% até 50 min.; 75-100% até 60 min. e 100% em 90 min.) e fluxo de 8,0 mL/min. Linha azul representa a absorbancia
medida em 220 nm e a linha preta a absorbancia medida em 200 nm. A seta cheia indica o pico da sub-fracdo ativa A001.12.27 de
massa 5,0 mg que eluiu da coluna entre 31,5-32,5 minutos, e a seta pontilhada indica o pico da sub-fracdo ativa A001.12.29 de massa
5,9 mg que eluiu da coluna entre 32,8-33,8 minutos.
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Fig. 20 — Perfil cromatografico da fracdo A001.13 obtida da fragdo solivel em AcOEt do FE Mycosphaerella spp. UFMGCB 2032, fracionada em
CLAE em escala semi-preparativa. A fracao foi eluida com gradiente de acetonitrila (ACN) e H,O (30% ACN até 10 min.; 30-50% atée
24 min.; 50-75% até 50 min.; 75-100% até 60 min. e 100% em 90 min.) e fluxo de 8,0 mL/min. Linha azul representa a absorbancia
medida em 220 nm e a linha preta a absorbancia medida em 200 nm. A seta cheia indica o pico da sub-fracdo ativa A001.13.26 de
massa 7,4 mg que eluiu da coluna entre 36,0-37,4 minutos, e a seta pontilhada indica o pico da sub-fragOes ativas A001.13.27 e 13.28
(com a mesma substancia) de massa 12,3 mg que eluiram da coluna entre 37,4-38,9 minutos.
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Fig. 21 — Perfil cromatografico da fracdo A001.14 obtida da fragéo soltvel em AcOEt do FE Mycosphaerella spp. UFMGCB 2032, fracionada em

CLAE em escala semi-preparativa. A fracao foi eluida com gradiente de acetonitrila (ACN) e H,O (30% ACN até 10 min.; 30-50% até
24 min.; 50-75% até 50 min.; 75-100% até 60 min. e 100% em 90 min.) e fluxo de 8,0 mL/min. Linha azul representa a absorbancia
medida em 220 nm e a linha preta a absorbancia medida em 200 nm. A seta cheia indica o pico da sub-fracdo ativa A001.14.15 de
massa 21,5 mg que eluiu da coluna entre 39,3-40,9 minutos, e a seta pontilhada indica o pico da sub-fracéo ativa A001.14.17 de massa

4,4 mg que eluiu da coluna entre 41,4-42,2 minutos.

91



Tabela 7 — Resultado do fracionamento das sub-fragcbes A001.9 a A001.14 por CLAE em

escala semi-preparativa. Numero de sub-fragdes, sub-fragdes com massa superior a 4,00 mg e

valores de CIMs obtidos por ensaios de microdiluicdo frente as espécies de Cryptococcus.

Grupo Numero de  Sub-fracbes com  Massa CIM (pg/mL)
sub-fragbes  massa > 4,0 mg (mg) C. neoformans C. gattii
ATCC 24067  ATCC 24065
A.001.9 23 A.001.9.17 14,5 > 50,00 > 50,00
A.001.9.19 6,7 > 50,00 > 50,00
A.001.10 25 A.001.10.16 10,6 50,00 50,00
A.001.10.17 7,2 50,00 50,00
A.001.11 25 A.001.11.15 4,0 > 50,00 > 50,00
A.001.11.18 5,3 25,00 25,00
A.001.12 40 A.001.12.27 5,0 > 50,00 > 50,00
A.001.12.29 5,9 25,00 50,00
A.001.13 35 A.001.13.26 7,4 5,00 2,50
A.001.13.27 7,9 1,25 2,50
A.001.13.28 4,4 2,50 2,50
A.001.14 23 A.001.14.15 21,5 0,50 0,50
A.001.14.17 4,4 2,50 2,50
- . -
=
sl WO
[
9.17 9.19 10.16 10.17 1115 11.18 12.27 12.29 13.26 13.27 13.2814.15 14.17
a b C d

Fig. 22 — Perfil de substancias oriundos das sub-fraces com massa superior a 4,0 mg ap6s
analise por CCD. As CCDs foram eluidas com CHCI3;:MeOH:NH,OH nas
seguintes proporcdes: (a e b) 10:2,25:0,5; (c¢) 10:3,25:0,5 e (d) 10:4,5:0,5. Linha

pontilhada: manchas fluorescentes em 254 nm, linha cheia: mancha fluorescente a

366 nm e retdngulos: manchas reveladas com vapor de iodo. As manchas coloridas

foram obtidas apos revelacdo com mistura de vanilina/H,SO,4 e aquecimento.
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6.4.4 Avaliacdo da pureza das sub-fragdes por CLAE em escala analitica

A avaliacdo da pureza por CLAE em escala analitica foi realizada com as sub-fracGes
que apresentaram mancha Unica apos analise por CCD (FIGURA 22), e que obtiveram o0s
menores valores de CIMs contra as leveduras de Cryptococcus (A001.13.26, A001.13.27,
A001.13.28, A001.14.15 e A001.14.17.

As sub-fracOes 13.26 e 14.17 apresentaram 2 picos no cromatograma, as sub-fracdes
13.27 e 13.28 foram reunidas porque apresentaram pico Unico no cromatograma com mesmo
perfil e tempo de retencdo, além disso elas formaram manchas iguais na CCD. A sub-fragéo
14.15 apresentou pico Unico no cromatograma confirmando o isolamento da substancia
(FIGURA 23).

A sub-fracdo 13.27 teve tempo de retencdo de 18 min. e a sub-fracdo 14.15 de 19,3

minutos. O pico da sub-fragdo 14.15 foi observado somente a 200 nm.

] A
1P FL.
3DD:PDA BD:PD.'
] 79t.r = 19,3 min.
250 ]
i
200 50
1504 t.r = 18 min. 40
] 30
100 ]
] 207
a0 | 105
G- T T T T T T T T T T T D ' ] T ' ! ' ] ! ' _;_
0o 175 0 im 0o 175 200 min
A001.13.27 A001.14.15

Fig. 23 — Perfil cromatografico das sub-fracdes A001.13.27 e A001.14.15 obtidas no
fracionamento 2 em CLAE em escala semi-preparativa. As fracGes foram
eluidas com gradiente de acetonitrila (ACN) e H,O Milli-Q (30% ACN até 5
min.; 30-50% até 12 min.; 50-75% até 25 min.; 75-100% até 30 min. e 100% até
45 min.) e fluxo de 1,0 mL/min. Linha azul representa a absorbancia medida em

220 nm e a linha preta a absorbancia medida em 200 nm.

O esquema geral dos fracionamentos até o isolamento das substancias com os valores
de CIM obtidos nas avaliagbes de atividade antifungica contra C. neoformans (C. n.) e C.

gattii (C.g.) estdo resumidos na Figura 24.
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Cultivo do FE Mycosphaerella spp.
UFMGCB 2032

600 placas com BDA, 25 £2°C por 15 dias
Separagdo do micélio e do meio BDA

Maceragdo com acetato de etila (AcOEt) por 2 dias,
Decantacdo e filtracdo

Y

v
[ Fase organica }

(micélio e BDA)

l Remogéo do solvente

Extrato bruto seco
(micélio e BDA)

N Solubilizacdo em metanol (MeOH) e agua (1:3) Particao

Fracoes Hex, . com Hexano (Hex), dicloromentano (DCM) e acetato de
DCM - v ctila (AcOEY)

(micélio e BDA)

Fracdo AcOEt micélio (0,8 g) e
Fracdo AcOEt BDA (0,1 g)
CIM(C.n.:31,2eC.qg.: 7,8 ug/mL)

Fracionadas por CLAE em escala semi-preparativa com
coluna Cyg e gradiente MeOH:H,0O (10-50% MeOH até
30 min.; 50-95% até 50 min., 95-100% até 51 min. e
100% até 68 min.), fluxo de 8,0 mL/min. Obteve-se 44
fracdes, sendo 6 (A001.09 a 14) com massa > 35 mg e
ativas apés ensaio biolégico a 250 pg/mL. As sub-fracdes
ativas e semelhantes do micelio e BDA foram reunidas.

v
A001.09 A001.10 A001.11 A001.12 A001.13 A001.14
39,6 mg 52,5 mg 44,8 mg 46,9 mg 41,3 mg 58,6 mg

6 grupos de fracdes fracionados por CLAE em escala semi-
preparativa em coluna Cyg e gradiente de acetonitrila
(ACN) e H,0 (30% ACN até 10 min.; 30-50% até 24 min.;
50-75% até 50 min.; 75-100% até 60 min. e 100% até 90
min.), fluxo de 8,0 mL/min.

Sub-fracdo 13.27—- 12,3 mg, Sub-fracdo 14.15 - 21,5 mg,
t.r. = 18,0 min., sélido branco, t.r. = 19,3 min., sélido branco
CIM (C.n.: 2,50 e C.g. 2,00 pg/mL) CIM (C.n.: 0,50 e C.g. 0,25 pg/mL)

Fig. 24 - Esquema geral do fracionamento da fracdo AcOEt até isolamento das substancias
ativas. O fracionamento cromatografico foi biomonitorado através de ensaios de
microdiluicdo com C. neoformans ATCC 24067 (C. n.) e C. gattii ATCC 24065
(C.g.). CIM — Concentragdo inibitoria minima e tr. — tempo de retengdo das

substancias isoladas.
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As substancias isoladas, sub-fragdes A001.13.27 e A001.14.15, foram chamadas de
substancias 1 e 2, respectivamente. Estas foram submetidas a analises fisicas e quimicos para
identificacdo das substancias como também ensaios bioldgicos frente a maior numero de
isolados de Cryptococcus e diferentes alvos bioldgicos (espécies de Candida e Leishmania L.
amazonensis).

6.4.5 Identificacdo e caracterizacdo das substancias isoladas

Os deslocamentos quimicos obtidos ap6s analise dos espectros (1D e 2D) de
ressonancia magnética nuclear (RMN) estdo na Tabela 8. As estruturas quimicas foram
elucidadas por colaboradores do trabalho (técnica do Laboratorio de Métodos Analiticos da
FARMANGUINHOS - FIOCRUZ — RJ).

Os espectros de massas (EM), espectro no U.V. e espectros obtidos por ressonancia
nuclear de *H e *C (RMN) das substancias 1 e 2 encontram-se nas Figuras 25 e 26,
respectivamente. Outros espectros de massas, RMN e os espectros ampliados das substancias

1 e 2 encontram-se nos Anexos E (pagina 145) e F (pagina 168), respectivamente.
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Tabela 8 — AtribuicBes dos sinais dos espectros de RMN de *H e de **C para as substancias 1 e 2 isoladas do FE Mycosphaerella spp. UFMGCB 2032.

Substancia 1

Substancia 2

o BC H-1H o °C H-1H
Posicdo  (DEPT) o 'H (Jin Hz) COSY HMBC (DEPT) o H (J in Hz) COSY HMBC
1 169,9 (C) H-2' 169,9 (C) H-2' H-3
2 67,6 (C) H-2', H-3 67,8 (C)
3 69,3 (CH) 3,60 (sl) H-5 69,3 (CH) 3,59 (sl)
4 70,7 (CH) 3,65 (t,J 7,1) H-5 H-5 70,7 (CH) 3,64 (t, J 7,5)
5 37,5 (CH,) 2,11 (q, J 5,6) 37,5 (CH,) 2,11 (q, J 5,5)
6 131,6 (CH) 5,39 (dt, J 15,4, 6,2) H-5 H-8 131,9 (CH) 541 (dt J153,65) H-7 H-8
7 127,0 (CH) 5,40 (dt, J 15,4, 6,2) H-8 H-8 126,7 (CH) 5,34 (dt, J 15,3, 6,5) H-8
8 31,8 (CH,) 1,97 (q, J 6,8) H-6, H-7 32,1 (CH,) 1,93 (g, J 6,7) H-6, H-7
9 28,4 (CH,) 1,23 (m) H-8, H-10 28,4 (CH,) 1,27-1,20 (m)
10 27,0 (CH,) 1,42 (m) H-11 H-11, H-17 28,2 (CH,) 1,27-1,20 (m)
11 31,6 (CH,) 2,17 (g, J 6,8) H-10 H-12, H-13 28,8 (CH,) 1,27-1,20 (m) H-8
12 1471 (CH) 6,83(dt, J15,9,6,8) H-13, H-11 H-11 232 (CH,) 1,44 (qui, J 7,1)
13 130,2 (CH) 6,07 (d, J 15,9) H-12 H-11 418 (CH,) 2,38(td, J7,3,1,3) H-12
14 200,0 (C) H-12, H-13, H-15 210,6 (C) H-12, H-15, H-16
15 38,8 (CH,) 2,54 (t,37,3) H-16 41,8 (CH,) 2,38 (t, J7,3) H-16
16 237(CH,) 1,47 (qui,J7,1)  H-15 H-18 H-15 232 (CH,) 1,44 (qui, J 7,1) H-15 H-15
17 28,2 (CH,)  1,32(qui,J7,1) H-15, H-11 28,5 (CH,) 1,27-1,20 (m) H-15, H-16
18 31,0 (CHy) 1,23 (m) H-19, H-20 31,1 (CH,) 1,22 (m) H-19, H-20
19 21,9 (CH,) 1,24 (m) H-20 22,0 (CH,) 1,25 (m) H-20
20 13,9 (CHs) 0,85 (t, J 6,8) H-19 13,9 (CHs) 0,85 (t, J 7,0) H-19
2'a 62,4 (CHy) 3,69 (d, J 10,5) H-2'b 62,4 (CH,) 3,70 (d, J 10,5) H-2'b
2'b 3,57 (d, J 10,5) H-2'a 3,58 (d, J 10,5) H-2'a

a: Dados obtidos no presente trabalho, em CD3;OD (400 MHz) para a substancia 1 e CDC3 (400 MHz) para a substancia 2.
= simpleto largo; d = dupleto; dd = dupleto duplo; q = quarteto; qui = quinteto; m = multipleto; sl = simpleto; t = tripleto.
c: J = constante de acoplamento escalar.

b: br s
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A substéncia 1 foi isolada como sélido branco que revelou-se como uma mancha
marrom avermelhada de R.f. = 0,32 (FIGURA 22) ap06s sua eluicdo em CCD com mistura de
CHCI3:MeOH:NH,OH (10:4,5:0,5) e revelagdo com mistura de vanilina/H,SO, e
aquecimento.

Para a substancia 1, o espectro de massas (HRESIMS negativo) mostrou pico [M-H]
com m/z de 398,2533 que correspondeu a formula molecular C»;H3;NOg (calc. 399,2621). O
perfil de fragmentacéo obtido por ESI-MS/MS apresentou os seguintes sinais originados pelos
ions: um pico base [M-H-294]" em m/z 104,0351 e os fragmentos em m/z 332,2226, 127,1124
e 86,0246, respectivamente. O espectro de U.V. apresentou Amaximo €M 227 nm.

O espectro de RMN de **C (100 MHz, CDs0OD) da substancia 1 apresentou sinais
correspondentes a 21 atomos de carbono. A partir da analise do subespectro DEPT-135 foi
possivel determinar a natureza dos carbonos, o que confirmou a presenca de um carbono
metilico, onze carbonos metilénicos, seis carbonos metinicos e de trés carbonos quaternarios.

Os espectros de RMN de *H e **C da substancia 1 apresentaram sinais caracteristicos
de cadeias alifaticas (6 1,23-2,54/ 6 21,9-38,8) e sinais de grupo metilico terminal foram
observados em 6 0,85 (1H, t, J = 6,75 Hz, H-20) e em & 13,9 (C-20). Além disso, a substancia
1 apresentou duas ligacdes duplas devido a presenca de quatro sinais de carbonos olefinicos (8
127,0 e 131,6; 131,6 e em & 147,1 ppm) no espectro de *3C e de quatro sinais correspondentes
a hidrogénios olefinicos (8 5,39 ¢ 5,40; 6,07 ¢ em & 6,83 ppm) no espectro de *H (TABELA
8). A conformacdo espacial (geometria) entre as duplas ligacGes localizadas nos carbonos Ce-
C7 e C12-Cy3 € trans devido ao grande sinal de acoplamento vicinal (Js.7 = 15,4 Hz € J1.43 =
15,9 Hz).

O espectro de RMN **C mostrou também sinais em & 169,9 ¢ em & 199,9 que
correspondem a carbonos carbonilicos; a primeira carbonila correspondeu a um grupo cetona
e a segunda foi atribuida a um grupo carboxilico. A localizacdo do carbono da carbonila do
grupo cetona foi confirmada pelos sinais de correlagdo dos hidrogénios H-13 (6 6,07), e H-15
(6 2,54) e com o sinal da carbonila (6 199,9) no espectro do HMBC (‘Heteronuclear Multiple
Bond Correlation’). Outras correlagfes no mapa de contornos HMBC confirmam a posic¢éo do
carbono da carbonila do acido carboxilico (6 169,9) no C-1 devido ao sinal de correlagdo com
H-2" (8 3,57 e 8 3,69). Os dupletos em & 3,57 (1H, d, J = 10,5, H-2") e em & 3,69 (1H, d, J =
10,5, H-2”) foram atribuidos a hidrogénios geminais de um carbono primario oxigenado.
Além disso, o espectro de RMN 'H mostrou sinais de hidrogénios ligados a carbonos
oxigenados em 6 3,65 (1H, dd, J = 7,0; 7,0 Hz, H-4) e em 6 3,60 (1H, br. s, H-3). Os valores
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das constantes de acoplamento destes sinais (6 3,65 e 6 3,60) sdo semelhantes aos dos valores
publicados para a miriocina sintética (SANO et al., 1995; JONES; MARSDEN, 2008),
sugerindo a mesma configuracédo relativa destes dois centros quirais. Além disso, os valores
das constantes de acoplamento dos hidrogénios séo consistentes com a mesma estereoquimica
dos carbonos das ligacdes duplas (A®-E e A'-E). Apesar de terem sido observados picos
cruzados entre H-4 (5 3,65) e H-5 (& 2,11) no espectro de *H-'H COSY o que confirma a
posicdo vicinal entre estes protons, ndo foi possivel ver sinais de manchas de correlagcdo no
espectro de HMBC. Com base nestas evidéncias, a substancia 1 foi identificada como sendo o
acido (6E, 12E)-2-amino-3,4-diidroxi-2-(hidroximetil)-14-oxo-icosa-6,12-diendico. Na
revisdo de literatura, ndo foi encontrada ainda nenhuma referéncia cientifica que descreva o
isolamento desta substancia a partir de fungo do género Mycosphaerella e de outros fungos,
como também néo foi encontrado trabalho descrevendo a sintese por quimica organica.

A substéncia 2 foi isolada como um sélido branco que ap6s CCD, eluida e revelada
nas mesmas condigdes descritas acima, apresentou uma mancha de cor vinho avermelhada de
R.f. = 0,34 (FIGURA 22). No espectro de U.V. demonstrou que seu maximo de absorcdo se
encontra na regido do ultravioleta de vacuo.

O espectro de massas (HRESIMS negativo) mostrou pico [M-H] em m/z de 400,2707
que correspondeu a formula molecular C,1H3sNOg (calc. 401,2777). O perfil de fragmentacao
obtido por ESI-MS/MS apresentou o0s seguintes picos originados pelos ions: um sinal de pico
base [M-H-296]° em m/z 104,0356 e os fragmentos em m/z 334,2389 e 86,0249,
respectivamente. Os espectros de RMN (*C e H) e HRESIMS da substancia 2 mostraram
que a principal diferenca entre ela e a substancia 1 é a auséncia da dupla ligacdo entre os
carbonos Cj,-Cy3. Portanto, a substancia 2 foi identificada como sendo o &cido (6E)-2-amino-
3,4-diidroxi-2-(hidroximetil)-14-oxo-icosa-6-endico, uma substancia conhecida como
miriocina (KLUEPFEL et al., 1972).

A miriocina foi descrita pela primeira vez por Kluepfel et al. (1972) e na patente USA
namero 5,233,062 por Horn et al. (1993), com o nome de acido 2-amino-3,4-diidroxi-2-
(hidroximetil)-14-oxo-6-eicosandico. A miriocina foi isolada dos fungos ascomicéticos
Myriococcum albomyces, Melanconis flavovirens, Isaria sinclairii e Paecilomyces variotii
ATCC 74097 (DICTIONARY of NATURAL PRODUCTS, 2013). Esta substancia
apresentou atividade dptica especifica de [a]24p +10.3 (c, 0.386 em MeOH) e originou perfil
de U.V. semelhante ao observado para a substancia 2 isolada neste trabalho (KLUEPFEL et
al., 1972; (DICTIONARY of NATURAL PRODUCTS, 2013).
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Fig. 25 — Representagcdo dos experimentos realizados para identificacdo da substancia 1
isolada do FE Mycosphaerella spp. UFMGCB 2032. a: estrutura quimica, férmula
molecular (FM) e massa molecular (MM); b: perfil de U.V. com Amsximo €M 227
nm; c: espectro da RMN de 'H; d: espectro de RMN de **C e e: espectro de

massas.
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Fig. 26 — Representacdo dos experimentos realizados para identificacdo da substancia 2

isolada do FE Mycosphaerella spp. UFMGCB 2032. a: estrutura quimica, férmula

molecular (FM) e massa molecular (MM); b: perfil de U.V.; c: espectro da RMN

de 'H; d: espectro de RMN de **C e e: espectro de massas.
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6.4.6 Determinacéo dos valores de CIMs frente a diferentes isolados de Cryptococcus

Os ensaios para a determinacdo dos valores de CIMs frente a diferentes isolados de
Cryptococcus comprovaram a atividade antifingica das duas substancias isoladas do FE
Mycosphaerella spp. UFMGCB 2032, da fragdo bruta AcOEt, fragOes e sub-fragcdes contendo
as substancias isoladas frente a C. neoformans e C. gattii.

As substancias 1 e 2 também foram ativas contra diferentes isolados de Cryptococcus
(total de 15 isolados) conforme pode ser observado na Tabela 9. A substancia 1 apresentou
valores de CIMs contra C. neoformans e C. gattii com concentragcOes que variaram entre
0,19- 3,12 pg/mL. A substéncia 2 (miriocina) apresentou valores de CIMs entre 0,19- 0,78
pg/mL, e ndo foram encontrados nesta revisdo de literatura ensaios antifingicos com a
miriocina contra as leveduras de Cryptococcus. Um trabalho descreve o isolamento das
substancias ativas a partir do extrato metanélico do FE Massrison sp. contra C. neoformans
ATCC32609, neste foram isolados os compostos massarigenina D, espiromassaritona e
paecilospirona que apresentaram ICgy de 16, 4 e 16 pg/mL, respectivamente (SUN et al.
2011).
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Tabela 9. Valores da Concentracdo Inibitéria Minima — CIM do extrato bruto, fragdo acetato de etila (AcOEt), substancias isoladas 1 e 2,

anfotericina B (AMB) e fluconazol (FC) contra diferentes isolados de C. neoformans e C. gattii.

© 0O N O O B~ W DN B

e o
A W N L O

15

Isolado

C

C.

C
C
C
C
C
C
C.
C
C
C
C
C
C

. neoformans ATCC 24067
. neoformans ATCC 62066
. neoformans ATCC 28957
. neoformans VM-MC

. neoformans 96806

. neoformans LMM 820

. neoformans 5396

gattii ATCC 24065

. gattii ATCC 24056

. gattii ATCC 32608

. gattii L27/01

. gattii ICB 181

. gattii LMM 818

. gattii L 24/01

gattii 1913

CIM em pg/mL (entre parénteses em uM¥*)

AMB

0,50 (0,54)
1,00 (1,08)
0,50 (0,54)
1,00 (1,08)
1,00 (1,08)
1,00 (1,08)
1,00 (1,08)
0,25 (0,27)
1,00 (1,08)
1,00 (1,08)
1,00 (1,08)
1,00 (1,08)
1,00 (1,08)
1,00 (1,08)
1,00 (1,08)

FC
4,00 (13,06)
1,00 (3,26)
2,00 (6,53)
1,00 (3,26)
64,00 (208,96)
2,00 (6,53)
8,00 (26,12)
4,00 (13,06)
8,00 (26,12)
16,00 (52,24)
8,00 (26,12)
16,00 (52,24)
16,00 (52,24)
16,00 (52,24)
8,00 (26,12)

Extrato bruto

31,25
25,00
25,00
50,00
12,50
12,50
25,00
7,80
3,10
12,50
25,00
3,10
50,00
25,00
50,00

ACcOEt

62,50
12,50
12,50
12,50
6,25
12,50
12,50
7,80
1,56
6,25
12,50
3,12
25,00
12,50
25,00

Substancia 1

2,50 (6,26)
1,56 (3,91)
1,56 (3,91)
3,12 (7,82)
0,78 (1,95)
0,78 (1,95)
0,78 (1,95)
2,50 (6,26)
0,39 (0,98)
0,78 (1,95)
1,56 (3,91)
0,19 (0,49)
3,12 (7,82)
1,56 (3,91)
3,12 (7,82)

Substancia 2

0,50 (1,24)
0,39 (0,97)
0,78 (1,95)
0,78 (1,95)
0,19 (0,48)
0,19 (0,48)
0,39 (0,97)
0,50 (1,24)
0,19 (0,48)
0,39 (0,97)
0,78 (1,95)
0,19 (0,48)
0,78 (1,95)
0,39 (0,97)
0,78 (1,95)

* Concentracdes em uM que foram comparadas nas analises estatisticas no programa GraphPad (verséo 5,0). Observacao: Para o extrato bruto e

a fracdo acetato de etila (AcOEt) a analise estatistica foi realizada utilizando os valores de CIM das substéncias 1 e 2 em pg/mL.
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Os valores de CIMs obtidos para os antifungicos (AMB e FC) e as duas substancias
isoladas (1 e 2) frente & C. neoformans e C. gattii foram comparados entre as diferentes
espéecies de Cryptococcus através do programa GraphPad (Teste de Wilcoxon) conforme
descrito no Quadro 1. Os valores de CIMs dos antifingicos e das substancias isoladas nédo

foram diferentes estatisticamente quando comparadas entre C. neoformans e C. gattii.

Quadro 1 — Grupos de CIMs comparados entre as duas espécies de Cryptococcus
estatisticamente no programa GraphPad versdo 5.0 (teste de Wilcoxon), valores de P obtidos e

resultado da analise estatistica.

Antifungico ou Diferenca
substancia isolada Grupos de CIMs comparados ~ Valor de P significativa
1 AMB C. neoformans C. gattii 1,00 Néo
2 FC C. neoformans C. gattii 0,39 Né&o
3 Substancia 1 C. neoformans C. gattii 0,75 Né&o
4 Substancia 2 C. neoformans C. gattii 1,00 Néo

Diferenca significativa para valor de P menor que 0,05

Os valores de CIMs obtidos para os antifingicos e as duas substancias isoladas frente
a C. neoformans e C. gattii foram comparados através do programa GraphPad versdo 5.0

(teste de Wilcoxon) conforme descrito no Quadro 2.
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Quadro 2 — Grupos de CIMs para os dois isolados de Cryptococcus (n = 15) comparados
estatisticamente no programa GraphPad verséo 5.0 (teste de Wilcoxon), valores de P obtidos e

resultado da analise estatistica (diferenca significativa).

Grupos de CIMs comparados Valorde P Diferenca significativa
AMB FC <0,01 Sim
AMB Substancia 1 <0,01 Sim
AMB Substancia 2 0,18 Nao

FC Substancia 1 <0,01 Sim

FC Substéancia 2 <0,01 Sim
Extrato bruto Substéancia 1 <0,01 Sim
Extrato bruto Substancia 2 <0,01 Sim
Fracdo AcOEt Substancia 1 <0,01 Sim
Fracdo AcOEt Substancia 2 <0,01 Sim
Substéancia 1 Substéancia 2 <0,01 Sim

Diferenca estatisticamente significativa para valor de p menor que 0,05

Os valores de CIMs entre os diferentes grupos comparados do Quadro 2 (n = 15)
foram estatisticamente diferentes entre si, com exce¢do para os valores de CIM encontrados
para a AMB e a substancia 2 (P = 0,18). Este resultado mostra que as CIMs encontradas para
a substancia 2 sdo semelhantes as CIMs encontradas para a AMB. As diferencas significativas
indicam que o processo de fracionamento levou ao isolamento de substancias mais ativas que
suas amostras de origem, pois houve reducdo dos valores de CIMs. Os valores de CIMs
obtidos para as duas substancias também foram comparados, e houve diferenca
estatisticamente significativa entre si (P = 0,0011). A Unica diferenca entre as duas
substancias é a presenca da dupla ligacdo entre os carbonos Ci,-Ci3 na substancia 1, que

parece conferir a esse metabolito atividade antifingica menos potente em ensaios in vitro.

6.4.7 Ensaio de combinacgéo de substancias

Os ensaios foram realizados apenas com 4 leveduras (2 de C. neoformans e 2 de C.

gattii) devido a pouca quantidade de substancias disponivel.
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Os quatro tipos de efeitos (antagonismo, indiferente, aditivo e sinergismo) foram
encontrados nos ensaios de microdiluicdo combinando os dois antiflngicos controles com as
substancias 1 e 2 frente aos isolados de Cryptococcus testados (TABELA 10).

Os resultados mostram que em 68,75 % dos ensaios (11 de 16), as leveduras foram
indiferentes @ combinacgdo substancia/antifungico, em 25,0 % dos ensaios (4 de 16) observou-
se sinergismo e em 6,25 % dos resultados houve antagonismo (1 de 16). As curvas de
combinacdo dos quatro ensaios onde houve sinergismo entre o antifingico e a substancia
isolada estdo na Figura 27. Os perfis das curvas foram semelhantes ao perfil proposto para
associacles sinérgicas descrito por Pillai, Moellering Jr., Eliopoulos (2005). Os ensaios de
combinacdo dos antifangicos anfotericina B, fluconazol e fluorocitosina frente a isolados de
Candida realizados por Lewis et al. (2002) demonstraram uma taxa de 55,5 % de indiferenca,
resultado semelhante ao encontrado neste trabalho frente aos isolados de C. neoformans e C.
gattii estudados.

Santos et al. (2012) encontraram efeitos variando do sinergismo ao antagonismo ap0s
realizar ensaios de combinacdo de antifingicos. Os efeitos variaram conforme a concentracao
das substancias combinadas (AMB e FC) e o isolado de C. gattii estudado. Estes resultados
sdo um importante sinal de alerta uma vez que essas substancias sdo algumas vezes
combinadas no tratamento (in vivo) da criptococose, 0 que pode causar falha terapéutica e
agravamento do quadro clinico do paciente. A mesma variacdo de interacdo ocorreu no
presente trabalho quando associamos a substancia 1 com o fluconazol.

A investigacdo do comportamento de substancias candidatas a antifngicos frente aos
antifungicos empregados na terapéutica ja foi realizada por Vivas et al. (2011). Os autores
combinaram quatro hidrazonas esteroidais chamadas H1, H2, H3 e H4 com os antifingicos
posaconazol e um ajoeno sintético contra trés isolados de Cryptococcus (42794, 4050 e
44192), empregando a metodologia do documento M27-A2 do CLSI. Foram observados
sinergismos ao se combinar o posaconazol com ajoeno (antifungico que altera os fosfolipidios
da membrana fungica), ajoeno com H3 e o posaconazol com H3, com valores de CIF de 0,24;
0,16 e 0,09 respectivamente, sendo tal comportamento importante para direcionamento de
estudos clinicos. As substancias que exigem menores quantidades para obter-se o efeito
desejado em um tratamento sdo interessantes do ponto de vista farmaco-toxicologico e por
iSS0 sdo submetidas aos ensaios clinicos primeiro.

Porém, para determinar-se o tipo de interacdo predominante entre as substancias isoladas no

trabalho e os antifungicos sdo necessarios mais ensaios com mais isolados de Cryptococcus.
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Tabela 10 - Resultado do ensaio de combinacgdo das substancias 1 e 2 com os antifungicos
anfotericina B (AMB) e fluconazol (FC) frente a dois isolados de C. neoformans (ATCC

24067 e ATCC 28957) e dois de C. gattii (ATCC 24065 e ATCC 32608).

Levedura  Substancia/ CIM CIM
antifingico Combinacd0 combinado CIF ICFI  Resultado
C. neoformans 1 2,50 1+ AMB 0,12 0,04 1,04 Indiferente
ATCC 2 050 AMB+1 0,50 1,00
24067 FC 4,00 1+FC 0,12 0,04 0,07 Sinergismo
AMB 0,50 FC+1 0,12 0,03

2+ AMB 0,23 0,46 1,46 Indiferente
AMB + 2 0,50 1,00

2+FC 0,23 0,46 0,52 Indiferente
FC+2 0,25 0,06

C. neoformans 1 0,78 1+ AMB 0,04 0,06 0,56 Indiferente
ATCC 2 009 AMB+1 1,00 0,50

28957 FC 1,00 1+FC 0,04 0,06 1,06 Indiferente
AMB 2,00 FC+1 1,00 1,00

2+ AMB 0,02 0,24 0,49 Sinergismo
AMB + 2 050 0,25

2+FC 0,02 0,24 1,24 Indiferente
FC+2 1,00 1,00
C. gattii 1 039 1+AMB 004 0,12 1,12 Indiferente
ATCC 2 0,19 AMB+1 1,00 1,00
24065 FC 1,00 1+FC 004 0,12 4,12 Antagonismo
AMB 1,00 FC+1 400 4,00

2+ AMB 0,02 0,12 1,12 Indiferente
AMB + 2 1,00 1,00

2+ FC 0,02 0,12 2,12 Indiferente
FC+2 2,00 2,00

C. gattii 1 0,39 1+AMB 0,04 012 0,37 Sinergismo
ATCC 2 009 AMB+1 050 0,25

32608 FC 8,00 1+FC 0,04 0,12 1,12 Indiferente
AMB 2,00 FC+1 8,00 1,00

2 +AMB 0,01 0,13 0,38 Sinergismo
AMB + 2 050 0,25
2+FC 0,01 0,13 2,13 Indiferente
FC+2 16,00 2,00
CIF — Concentragdo Inibitoria Fracional da substancia ou do antifingico, ICFI — Indice da
concentragdo inibitdria fracional (soma do CIF substancia com CIF antiflngico).
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Fig. 27 — Curvas de combinagdo das quatro associag¢fes sinérgicas encontradas entre o antifungico e a substancia isolada frente as espécies de

Cryptococcus. a — Fluconazol com a substéncia 1 frente a C. neoformans ATCC 24067, b — anfotericina B (AMB) com a substéancia 2

frente a C. neoformans ATCC 28957, c — AMB com a substancia 1 e d — AMB com a substancia 2 frente a C. gattii ATCC 32608.
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6.4.8 Ensaio com diferentes alvos bioldgicos

Outros ensaios foram realizados com as substancias 1 e 2. Os alvos foram Candida
albicans, C. krusei, Leishmania (L.) amazonensis e duas linhagens de células tumorais

humana (MCF-7 e TK-10). Os resultados destes ensaios encontram-se na Tabela 11.

Tabela 11. Resultados dos ensaios com as substancias 1 e 2 em diferentes alvos bioldgicos:
CIM contra Candida albicans e C. krusei; e porcentagens de inibicdo sobre as duas linhagens

de células tumorais humana (MCF-7 e TK-10) e sobre Leishmania (L.) amazonensis a 20

pg/mL.
CIM (pg/mL) Porcentagem de inibicéo
Substéancia C. albicans C. krusei MCF-7 TK-10 Leishmania (L.)
ATCC ATCC amazonensis
1 2,50 25,0 29 45 11
2 2,50 10,0 19 48 14

As duas substancias isoladas apresentaram atividade antifingica contra os isolados de
Candida avaliados, com valores de CIM similares aos valores encontrados nos ensaios com as
duas espécies de Cryptococcus. A substancia 2 (miriocina) ja foi submetida ao ensaio para
determinacdo da CIM frente a 10 isolados de C. albicans e encontraram faixa de CIM entre
1,6-25,0 pg/mL (KLUEPFEL et al., 1972), e estes valores foram similares aos resultados
encontrados no presente trabalho (CIM 2,5-25,0 pg/mL).

Nos estudos iniciais, Kluepfel et al. (1972) consideraram a miriocina inapropriada para
emprego terapéutico devido a toxicidade da substancia apds administracdo oral e
intramuscular em modelo murino (DL 300 mg/kg). No geral, a miriocina é utilizada em
estudos cientificos como imunossupressora, inibe a enzima serina-palmitoil transferase e
possui atividade antifungica contra Alternaria solani, C. albicans, C. parapsilosis, C.
pseudotropicalis, C. tropicalis, Ceratocytis ulmi, Cryptococcus laurentii, Fusarium
oxysporum, Rhizomucor miehei e Streptomyces spp. (KLUEPFEL et al., 1972; HORN et al.,
1993; FUJITA et al., 1994b; BRUNNER; KOSKINEM, 2004; DICTIONARY of NATURAL
PRODUCTS, 2013). Fugita et al. (1994a) isolaram a miriocina do fungo lIsaria sinclairii e

realizaram modificagdes estruturais obtendo o derivado cloridrato de 2-amino-2-[2-(4-
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octilfenil) etil] propano-1,3-diol. Este foi chamado de FTY720 ou fingolimod que apresentou
potente atividade imunossupressora e baixa toxicidade (FUGITA et al., 1994b). O fingolimod
foi avaliado in vitro contra trés linhagens de células de cancer de mama (MFC-7, MDA-MC-
231 e Sk-Br-3), duas linhagens de células de cancer coloretal (HCT-116 e SW620) e uma
linhagem de céancer de prostata (LNCaP-Al). Os resultados mostraram inibicdo do
crescimento das linhagens com valor de 1Csy entre 5-20 uM (STRADER, 2012). Embora a
substancia 2 isolada no trabalho seja a substancia de origem do derivado, esta ndo apresentou
atividade citotoxica semelhante a do ‘fingolimod’ frente as células tumorais humanas
avaliadas (MCF-7 e TK-10). O Fingolimod foi liberado para tratamento da esclerose maltipla
pelo FDA em 2010 (BRINKMANN et al., 2010). A semelhanca estrutural da substancia 1
com a substdncia 2, pode sugerir que a substancia 1 também apresente a atividade
imunossupressora ja bem conhecida da substancia 2 ou miriocina (MIYAKE et al., 1995),
contudo é preciso investigar sobre sua citotoxicidade. A descoberta de uma nova substancia
com atividade antifingica e capaz de suprimir o sistema imunoldgico seria importante, pois
esta poderia ser utilizada com as duas finalidades. Tal substancia agiria na imunossupressao
dos pacientes submetidos a transplante de 6rgdos solidos e na prevencdo do desenvolvimento
ndo sO da criptococose como também de outras infecgdes flngicas oportunistas que podem
ocorrer nos pacientes apos transplante.

A baixa porcentagem de inibicdo encontrada para a substancia 2 (miriocina) no ensaio
frente a forma amastigota-like de Leishmania (L.) amazonensis foi contraria ao resultado de
Castro et al. (2013) que avaliaram a miriocina frente a forma promastigota de Leishmania
(Viannia) braziliensis (WMHOM/BR/1987/M11272). Neste trabalho os autores encontraram
reducdo do crescimento de 52 % e alteracbes morfolégicas (formas arredondadas e flagelos

curtos) quando submeteram os parasitos a 1,0 uM de miriocina.

6.4.9 Ensaio de microscopia eletronica de varredura das leveduras de Cryptococcus tratadas
com as substancias isoladas 1 e 2

Apos a confirmacdo do efeito antifungico, as leveduras de Cryptococcus foram
tratadas com as substancias isoladas em concentracfes subinibitdrias a fim de se observar
possiveis modificagcbes na morfologia da célula fungica e estas foram investigadas atraves da

microscopia eletrdnica de varredura (MEV).
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Os isolados C. neoformans (ATCC 24067) e C. gattii (ATCC 24065) foram cultivados
frente as substancias 1 e 2 nas concentragdes subinibitorias de 2,0 pg/mL e 0,3 pg/mL,
respectivamente. As microfotografias obtidas apds MEV das leveduras estdo na Figura 28.

As analises das MEV permitiram notar modificac6es na morfologia fungica em ambas
espécies de Cryptococcus como: deformagdes no formato celular, depressdes na superficie e
enrugamento acentuado, quando comparadas as leveduras do controle. As leveduras de C.
gattii também sofreram reducdo no tamanho apds expostas as duas substancias isoladas
guando comparadas com a levedura sem tratamento. Além disto, apds o tratamento das

leveduras ndo observou-se a presenca de brotos nas células mée, o que pode indicar inibicdo

no brotamento.

Fig. 28 — Microscopia eletronica de varredura de C. neoformans ATCC 24067 (A) e C. gattii
ATCC 24065 (B). As leveduras foram cultivadas por 3 dias a 30°C em RPMI
supl. (controles sem antifungico A.0 e B.0), e na presenca das substancias: 1 (A.1
e B.1) e 2 (A.2 e B.2) nas concentra¢des subinibitoria de 2,0 pg/mL e 0,3 pg/mL,
respectivamente. Podem ser observadas deformacgdes no formato das leveduras
(seta branca), depressdes na superficie (setas pretas) e enrugamento acentuado
(seta pontilhada). Aumento de 10.000 X e as barras representam 3,0 um.
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Tais modificacdes podem ser indicio da possivel interacdo das substancias 1 e 2 com a
membrana celular fangica, uma vez que estas sdo estruturalmente semelhantes & mioricina
que por sua vez, é semelhante as esfingosinas que sdo importantes componentes das
membranas celulares fungicas, porém ndo podemos afirmar se as substancias interagem
diretamente com 0s componentes da membrana devido a semelhanca estrutural ou se

interferem na rota biosintética das esfingosinas (FIGURA 29).
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Fig. 29 — Estruturas quimicas das substancias 1, substancia 2 (Miriocina) e esfingofunginas
B e C (BRUNNER; KOSKINE, 2004).

As esfingofunginas foram encontradas durante programa de pesquisa de substancias

antifangicas do laboratério Merck, Sharp & Dohme em 1992. As esfingofunginas B e C
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foram isoladas do fungo termo tolerante A. fumigatus (BRUNNER; KOSKINE, 2004). A
semelhanca estrutural pode explicar a desestabilizagdo da membrana fungica que culminou na
morte das leveduras de Cryptococcus. Porém, a interacdo com os componentes lipidicos da
membrana flangica precisa ser confirmada em estudos adicionais. A parede e a membrana
celular fUngicas sdo alvo da maioria dos compostos antifungicos, como exemplos temos a
equinocandinas que inibem a enzima B-1,3-glucana sintase que esta envolvida na sintese da
parede celular, e os polienos (AMB) que formam poros e promovem deformacBes na
membrana modificando a integridade celular (SHARON et al. 2009).

Supaphon et al. (2013) isolaram FEs de grama marinha, produziram os extratos brutos
com diferentes solventes orgénicos e trataram os isolados de C. neoformans (ATCC 90112 e
ATCC 90113) com os extratos brutos dos FEs mais ativos encontrados nos ensaios de
determinacdo da CIM (PSU-ES43CH, PSU-ES190CH e PSU-ES73CE). As duas leveduras
foram visualizadas por microscopia eletronica de varredura, e apresentaram modificagdes
morfolégicas como deformacdes, enrugamento, rompimento das células, sendo tais alteragdes
semelhantes as encontradas no trabalho quando tratamos as leveduras de C. neoformans e C.

gattii com as substancias isoladas.
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7 CONCLUSOES

v Foi possivel encontrar extratos com atividade antifingica contra as duas espécies
patogénicas de Cryptococcus dentre os fungos endofiticos da Colecdo de Micro-
organismos e Células do ICB/UFMG estudados, demonstrando assim, o potencial dos
fungos endofiticos do cerrado brasileiro;

v' O extrato do FE Mycosphaerella spp. UFMGCB 2032, isolado da planta E. aff.
bimarginata apresentou atividade constante apds sucessivos re-cultivos em meio
BDA,;

v Duas substancias foram isoladas e identificadas, substancia 1, com faixa de CIMs
entre 0,19-3,12 ug/pL; e a substancia 2, com faixa de CIMs entre 0,19-0,78 ug/pL
frente as duas espécies Cryptococcus;

v As substancias 1 e 2 exibiram atividade antiflngica contra todos os isolados de C.
neoformans e C. gattii avaliados;

v A diferenca significativa entre as concentragdes inibitdrias minimas das substancias 1
e 2 deve-se apenas pela presenca da dupla ligacdo entre os carbonos Ci,-Ci3 na
substancia 1;

v" Nao foram encontrados trabalhos descrevendo o isolamento e elucidacdo estrutural
para a substancia 1, portanto a substancia € inédita;

v Nos ensaios de combinacdo das substancias 1 e 2 com os antiflngicos (anfotericina B
e fluconazol) foi encontrado sinergismo em 25 % dos ensaios;

v As substancias 1 e 2 ndo sdo consideradas ativas contra o parasito de Leishmania (L.)
amazonensis (isolado IFLA/BR/196/PH-8) avaliado e nem contra as células tumorais
humanas MCF-7 (mama) e TK-10 (rins);

v As substancias apresentaram atividade antifingica também contra Candida albicans
ATCC 18804 e C. krusei ATCC 6258;

v" A Microscopia Eletronica de Varredura permitiu observar modificac6es e deformacoes

nas duas espécies de Cryptococcus tratadas com as substancias isoladas.
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8 PERSPECTIVAS

As substancias antifingicas isoladas estdo sendo submetidas a testes adicionais
(microscopia eletrénica de transmissdo e permeabilidade da membrana — extravasamento de
fons K*) para determinacdo do mecanismo de agdo sobre as leveduras de Cryptococcus e
sobre outras espécies. Poderdo ser realizados ensaios com os esfingolipidios para comprovar o
mecanismo de acdo das substancias. Além disso, as substancias 1 e 2 por terem apresentado
atividade antifungica com baixos valores de CIM, poderdo ser submetidas a ensaios para
avaliacdo da citotoxicidade em células ndo tumorais de mamiferos.

A fracdo hexanica do extrato do FE UFMGCB 2032 apresentou atividade antifungica
contra Paracoccidioides brasiliensis. Essa fracdo serd submetida ao fracionamento

biomonitorado para isolamento e caracterizagdo das substancias ativas.
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ANEXOS

ANEXO A

Preparo do meio RPMI 1640 suplementado com glicose e MOPS (4cido 3-(N-morfolino)

propanosulfonico)

1. Dissolver sob agitacdo os componentes do meio RPMI 1640 suplementado com 2,0 %
de glicose e 0,165 mol/L de MOPS em 900,0 mL de agua destilada esterilizada;

2. Ajustar o pHa 7,0 com NaOH 1,0 M a temperatura ambiente (25° C);

3. Adicionar 4gua destilada até completar o volume para 1 litro, esterilizar por filtracéo

em membrana 0,22 um e armazenar em geladeira (10° C).

ANEXO B

Solucéo do corante “methyl thiazolyl tetrazolium” (MTT) a 5,0 mg/mL
Para 40 mL de solucéo:

Em tubo Falcon de 50,0 mL pesar 200,0 mg do corante MTT,;

Adicionar 40,0 mL de agua destilada estéril;

Misturar até completa dissolugdo, caso necessario utilizar ultrassom;

A w0 np e

Manter congelado em freezer.
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ANEXO C

Solucéo de dodecilsulfato de sodio (SDS) em alcool isopropilico e agua com pH 5,4
Para 1 L de solucdo:

Pesar 100,0 g de SDS;

Adicionar 400,0 mL de agua destilada e misturar até solubilizar o SDS;

Adicionar 500,0 mL de alcool Isopropilico (P.A.);

M wnp e

Ajustar o pH para 5,4 com solucdo de NaOH 10,0 M, completar o volume para 1,0 L
com alcool isopropilico e transferir para frasco de vidro;

5. Manter o frasco bem fechado, ao abrigo da luz e em geladeira entre 2 e 8°C).

ANEXO D
Solucdes reveladoras para CCD
Para 100,0 mL de solucédo de vanilina a 10,0 %
1. Pesar 10,0 g de vanilina;
2. Adicionar 100,0 mL de alcool etilico P.A;
3. Misturar até completa dissolucéo.
Para 100,0 mL de solucdo de acido sulfurico a 10,0 %
1. Em proveta aliquotar 90,0 mL de alcool etilico P.A e resfriar em banho de gelo;

2. Em proveta aliquotar 10,0 mL de acido sulfurico P.A;

3. Transferir e misturar cuidadosamente o acido no etanol.
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ANEXO E

Espectros de U.V., Massas, Perfil de fragmentacdo e RMN da substancia 1
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Fig. 30 — Espectro no U.V. da substancia 1 (200-800 nm).
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Ministério da Salde
Fundag¢do Oswaldo Cruz
= .. Centro de Pesquisas René Rachou
| | Av. Augusto de Lima, 1715 - Bairro Barro Preto
| | 39100-002 Belo Horizonte — MG — BRASIL
1 | Tel:(31)3349-7700 — FAX: (31) 3295-3115

CPgQRR/FIOCRUZ

Sample Spectra Overview

Sample Name

A01-13-27_1maxis057mk_pos_30eV_000004_1to100 Acquisition Date:

20172013 10:57:31 AM

Comment Client: CPgRR/LQPN/Christiane
Sample type: Natural Products
LC-gradient: 1-100% ACN in 12.5min
Vial content solved in 800ul MeOH
injection: 10ul
Intenssg ADT-13-27_1maxis057mk_neg_30eV_000004.d: BPC 39.0000-1001.0000 -All MS, Smoothed (0.00,1,GA)
X103 15.3 min
1.03 1|
0.5 1|5|_8 min
E |2
5 10 15 20 25 Time [min]
Formulas of Impurities
# Compound mizmeas. miz,cale. Error [ppm] Error[mDa] mSigma Formula
1T Cmpd1,917.0s 398254532 3982548 07 03 57 C21H3BNTO6
3982561 4.1 16 92 C22H32N502
398.2535 =27 -1.1 101 C18H28N 1
797.516419 7975169 06 05 64 CA2HTIN2012
7975142 -28 -22 100 C38HEINBO10
7975156 -11 -09 103 C39HE5N1206
7975182 23 18 166 C43HBINEOSB
7975129 45 -36 172 C35HHGEIN1804
7975142 -28 -2.2 174 C3IBHSTN22
7975129 44 -35 192 C3THT3IN4014
7975169 06 05 198 C40HGBIN1602
2 Cmpd2 9490s 410254496  410.2548 08 03 101 C22H3BN106
410.2535 -25 -1.0 16.4 C19H28N M
478.241649 4782406 -22 -1.0 178 C18H24N17
821515885 8215129 -37 -30 105 C3THEIN1804
8215142 -20 -1.7 12.8 C3BHSTN22
8215142 -20 -1.7 148 C40HEINBO10
8215156 04 -0.3 159 C41HEB5N1206

Note: mSigma fits < 50 indicates high probability of correct formula

|me"155-; AO1-13-27_1maxis057mk_pos_30eV_000004_1to100.d: BPC 39.0000-1001.0000 +All MS, Smoothed (0.00,1,GA)
X107 152 min
273 2
3 | .
13 | (A fwEaE® mid3.7 BHE min
3 ll, 345 6 T g
0 ; . e
5 10 15 20 25 Time [min]
Formulas of Impurities
# Compound miz,meas. miz,calc. Error[ppm] Error [mDa] mSigma Formula
1 Cmpd1,6.0s 158964080 158.9649 49 0.8 127 CI1N2Na106
2 Cmpd 2,91485s 400269613 400.2680 40 -1.6 16.7 C1BH3IONN
400.2694 06 0.2 17.0 C21H3BN106
400.2683 33 -1.3 185 C20H3ENSNa102
7 Cmpd7,14241s 172094607  172.0841 27 0.5 14.9 C4H1ONTO1

Mofte: mSigma fits < 50 indicates high probability of comect formula

Fig. 31 — Espectro de Massas da substancia 1 (A01.13.27): mK_neg_30eV e mK_pos_30eV.
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4 Ministério da Salde
/%y Fundagio Oswaldo Cruz

| Centro de Pesquisas Rene Rachou
| Aw. Augusio de Lima, 1715 — Baero Bamo Preto
39100-002 Bebo Horizonte — MG - BRASIL

| Tel: (31) 3340-7700 — FAX: (31) 3205315

CPQRR/FIOCRUE

Accurate Mass Report

Sample Mame ADD1-13-2T Acquisition Date: 5172013 8:52:38 AM
Comment Client: CPqRR/LQPMN/Cristiane Instrument maxis ETD
Sample type: natural product
Purity: single HPLC peak
samphe (0-2-1mg'mi) diluted 1:10 in 50% MeOH, 0.1% HFo
Method mk_direkt-infusion_small-compounds_75-1000_neg.m
Diata Path D\ DatalAcquisition_neglADD1-13-27A001-13-27_ Imaxis073mk_n=g MS2(308-30V).d
Acquisition Parameter
lon Polanity Megatve Scan Mode MSMS (MEM )  Used Reference MassList Na Formate (neg)
Sican Begn 75 miz isCID Energy 0.0 eV TOF Calibration Mode Version  Version 1
Sican End 1000 méfz Cofision Energy -30.0 eV TOF1 Calibration Mode Quadratic # HPC
Source Type Esl Set lon Cooler AF 250 Vpp FoF1 Calloraron Standard
SetEnd Plate Offset  -500V Set lon Cooler Transfer 4010 ps TOFZ Calibrasian Mode A
Set Capillary dopove Time . TOFZ Calibraton Standard 0.1
Mebulizer 0.4 Bar Set lon Cooler Pre Pulse 7.0 ps Dieviation in PPN :
Dry Gas 40lmin  Storage Tme eviation in
Diry Heater 1BD=*C
St Divert Valve Waste Rofing Averages 3 Off
Results
Meas.miz # Formula Score miz  em[ppm] Mean err [ppm] mSigma rdb e Conf N-Rule
1040351 1 C3IHGEMO3 100.00 104.0353 1.3 12 44 15 ewen ok
1271124 1 CEBH150 100.00 127.1128 3.3 38 500 15 ewven ok
3322226 1 CXNH3INO3 100.00 332221 1.8 12 184 &5 ewen ok
2 C1BH23N402 B5.14 3322218 -24 22 187 70 odd ok
Intens. -M52{393.0000). 0-1-0.5min #1-10/ miz 1%
860246 252
5000 104.0351  100.0
1 104.0518 2.3
E 105.0382 32
] 1271124 2418
| 165.0911 5.1
132229 AT
4000+ 3IIIEE T4
: 3502337 43
] 2682434 3y
i 308 2533 7.7
] 1802574 28
3000
2000
] 3322228
1000
| 30B.2533
1 P T
00 20 300 400 500 600 70D 800 B0 miz

Fig. 32 — Perfil de fragmentacgdo da substancia 1 (A01.13.27) — perfil 1.
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Ministério da Salde

i Fundaglo Oswaldo Cruz

.. Centro de Pesguisas René Rachou
| Aw. Augusio de Lima, 1715 — Baero Bamo Preto
39100-002 Belo Horizonte — MG — BRASIL

Tel.: (31) 3340-7700 — FAX: (31) 3205-3115

CPQRR/FIOCRUE

Accurate Mass Report

Sample Name ADD1-13-2T7 Acquisiion Date: 5172013 348:47 PM
Comment Client: CPqRR/LQPMN Cristiane Instrumenit maXis ETD
Sample type: natural product
Purity: single HPLC peak
sample (0.2-1mg'mi) diluted 1:10 in 50% MeOH, 0.1% HFo
Method mk_direkt-infusion_small-compounds_75-1000_pos.m
Ciata Path Cr\Data\Aequisition_neglAD01-13-2MAD001-13-27 _ imaxis073mk_pos_ME2{400-20eV).d

Acquisition Parameter

lon Polarty Positive Scan Mode MSMS (MRM )  Used Reference MassList MNa Formate (pos)
Scan Begn 75 miz isCID Energy 0.0 eV TOF Calibration Mode Version  Version 1
Scan End 1000 mfz Colision Energy 300 eV TOF1 Calibration Mode Quadratic + HPC
Source Type Esl Set lon Cooler AF 760 Vpp poe: Callbraton Standard 0.2
Set End Plate Offset  -500V Set lon Cooler Transfer 450 ps TOFZ Calibrasian Mode Enhanced Cusdratic
Set Capillary 4500V Time TOFZ Calibration Standard 0.1
Mebulizer 0.4 Bar Set lon Cooler Pre Pulse 7.0 ps P .
Diry Gas 40lmin  Storage Tme Deviation in FPM
Dy Heater 180 *C
Set Divert Valve Waste Rofing Averages 3 O
Results
Meas. miz # Formula Score miz  emr[ppm] Mean err [ppm] mSigma rdb e Conf N-Rule
900551 1 C3HBHNO2 100.00 200550 =21 21 210 05 ewven ok
140345 1 C3IHGEMNO3 100.00 104.0342 -28 28 212 15 even ok
11308685 1 CTH130 100.00 113.0851 -32 32 26 15 ewen ok
2852172 1 CITH2BO2 100.00 2852162 -3T 3T 116 35 ewen ok
3182440 1 C20H3ZMNO2 100.00 3182428 -39 38 213 55 ewen ok
3822605 1 C21H3BMWOS 56.64 3822588 43 44 244 45 ewen ok
2 CIXZH3IZMWEO 100.00 3B2.26801 404 02 325 BE5 ewven ok
4002711 1 C21H3EMO& 4068 40026884 43 43 224 35 ewen ok
2 CXH3MN502 10000 4002707 08 -10 258 B5 ewen ok
3 C25H3GMN3IMNa 4768 4002723 ER 30 3r1 85 even ok
Intens. +M52{400.0000). 0.0-0.5min #{1-30 m'z 1%
104 51018 224
i B0.0551 iBA
al 85.0857 B.O
1040345 B804
T113.0085 112.0965 1000
1 114.0928 71
118.0503 BA
1 1190858 112
3 133.1018 155
i 1351172 233
1411278 101
247 2085 7.2
25172 217
1 3002332 71
2 3022480 B.A
1 382440 278
3202583 B.O
A36.2547 101
] 3822805 231
1 3182440 4002711 208
] 652172 3822005
100 200 adn 400 500 800 700 adn 800 miz

Fig. 33 — Perfil de fragmentacdo da substancia 1 (A01.13.27) — perfil 2.
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Fig. 34 — Espectro de RMN de *H da substancia 1 - A001.13.27 (400 MHz, DMSO, §).
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Fig. 35 — Ampliago 1 do espectro de RMN de *H da substancia 1 - A001.13.27 (400 MHz, DMSO, §).
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Fig. 37 — Mapa de contornos COSY da substancia 1 - A001.13.27 (400 MHz, DMSO, 3).
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Fig. 38 — Ampliacdo 1 do mapa de contornos COSY da substéancia 1 - A001.13.27 (400 MHz, DMSO, ).
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Fig. 39 — Ampliacdo 2 (COSY B) e 3 (COSY C) do mapa de contornos COSY da substancia 1 - A001.13.27 (400 MHz, DMSO, 9).
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Fig. 40 — Espectro de HMBC da substancia 1 — A 001.13.27 (400 MHz, DMSO, ).
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Fig. 41 — Ampliacdo 1 (HMBCa) e 2 (HMBCb) do mapa de contornos HMBC da substancia 1 (A001.13.27).
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Fig. 42 — Ampliacdo 3 (HMBCc) e 4 (HMBCd) do mapa de contornos HMBC da substancia 1 (A001.13.27).
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Fig. 43 — Espectro de HSQC da substancia 1 (A001.13.27).
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Fig. 44 — Ampliacdo 1 (HSQCa) e 2 (HSQCb) do mapa de contornos HSQC da substancia 1 (A001.13.27).
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Fig. 45 — Ampliacdo 2 (HSQCb) e 4 (HSQCd) do mapa de contornos HSQC da substancia 1 (A001.13.27).
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Fig. 46 — Espectro de RMN de **C e da substancia 1 - A001.13.27 (100 MHz, DMSO, §).
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Fig. 47 — Ampliacdo 1 do espectro de RMN de **C da substancia 1 - A001.13.27 (100 MHz, DMSO, ).
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Fig. 48 — Espectro de RMN de **C (Dept-90) da substancia 1 - A001.13.27 (100 MHz, DMSO, ).
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Fig. 49 — Ampliagdo 1 do espectro de RMN de **C (Dept-90) da substancia 1 - A001.13.27 (100 MHz, DMSO, ).
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Fig. 50 — Espectro de RMN de **C (Dept-135) da substancia 1 - A001.13.27 (100 MHz, DMSO, §).
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Fig. 51 — Ampliacdo 1 do espectro de RMN de **C (Dept-135) da substancia 1 - A001.13.27 (100 MHz, DMSO, ).
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Fig. 52 — Ampliacdo 2 do espectro de RMN de **C (Dept-135) da substancia 1 - A001.13.27 (100 MHz, DMSO, ).
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ANEXO F

Espectros de U.V., massas, perfil de fragmentacdo e RMN da substancia 2
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Fig. 53 — Espectro no U.V. da substancia 2 (200-800 nm).
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Ministério da Salde
Fundagdo Oswaldo Cruz

“ Centro de Pesquisas René Rachou
A Augusto de Lima, 1715 — Bairo Bammo Preto
| 3B100-002 Belo Horizonte — MG — BRASIL
1 | Tel:(31) 3340-T700 — FAX: (31) 3205-3115 CPQRR/FIOCRUZ
General Unknown Formula Report
Analysis Info Acquisition Date  1/31/2013 4:48:54 PM
Analysis Mame DI\Data\CPgRRWWLQFPNChristianelAD1-14-15A01-14-15_1maxis05Tmk_neg_30eV_000006.d
Method mk_HPLC_200ulmin_40-1000_autcMSMS_neg_30eV.m Operator BDAL@DE
Sample Mame LC-MSMS Instrument / Serd maXis ETD 10201
Comment Client CPgRR/LQPM/Christiane
Sample type: Natural Products
LC-gradient: 1-100% ACH in 12.5min
Vial content solved in 800ul MeOH
injection: 10ul
Intens. Al1-14-15_1maxis05Tmk_neg_30eV_000000.d: BPC 32.0000-1001.0000 -Al MS. Smoothed (000, 1,GA)
%10
] 15.7 min
1.':'; |
0.5
0.0 : ;
k] 10 15 20 25 Time [min]
Formulas of Impurities
# Compound m/zmeas. mizcale. Error [ppm]  Error [mDa]  mSigma Formula
1 Cmpd1,8384s 400270570  4D0.2601 -8 -15 25 C18H30MN 11
4002705 0.3 01 85 C21H3BN10G6
ED1.548750  BO1.5485 10 08 27 C43IHTINEBOSR
BOD1.5482 07 Rili] 85 C42HTTHN2O12
BO1.5482 07 Rili] 92 C40HEEMN1B02
BD1.5460 -24 -1 128 C30HEEMN1ZOS
BO1.5500 27 21 147 C44HEONIDO4
BD1.5622 43 kL] 18.5 C4THTTO10
BO1.5455 4.1 -3z 18.0 CIHEI N2

Mobe: mSigma fits < 50 indicates high probability of comect formula

Inbenaséé Al1-14-15_1manisD57mk_pos_30eV_000006.d: BPC 30 D000- 10010000 +Al MS, Smocthed (0.00,1.G4)
i 15.7 min
3 2
1 15.3 min Z3.7 &hE min
l:IE 3 4 5
5 10 15 20 25 Time jmin]
Formulas of Impurities
# Compound  mizmeas. méz,cale. Error [ppm]  Error [mDa]  mSigma Formula
1 Cmpd 1,605 158004264  150.0640 ar 0.6 127 C1NZMNa108
2 Cmpd2,0302s 402238378 4022850 34 -1.4 a2 C21H40N108
3 Cmpd3,0877.7s 415238042 4142885 24 1.0 183 C11H33M15Mai1 01
4 Cmpd4 14218s 17204775  172.0841 3T 0.6 a5 C4HIONT O
3B MIET 3BT -15 0.5 18.3 C2Z2H44N101

Mote: mSigma fits < 50 indicates high probability of comect formula

Fig. 54 — Espectro de Massas da substancia 2 (A01.14.15): mK_neg_30eV e mK_pos_30eV.
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n 4 Ministério da Saide
jp===gf 7 Fundagdo Oswaldo Cruz
i |.I E ., Centro de Pesquisas Rene Rachou
1 | Aw. Augusio de Lima, 1715 — Baimo Barro Preto
30100-002 Belo Horizonte — MG — BRASIL
| Tel:- (31) 3349-7700 — FAX: (31) 3205-3115 CPqRR/FIOCRUZ

Accurate Mass Report

Sample Name ADD1-14-15 Acquisiion Date: 5172013 8:21:12 AM

Comment Client: CPgRR/LGPMN/ Cristiane Instrument maXis ETD
Sample type: natural product
Purity: single HPLC peak

samphe {1.2-1mg'mi) diluted 1:10 in 5% MeOH, 0.1% HFo

Method mik_direkt-infusion_small-compounds_75-1000_neg.m
Cata Path D\Data\Acquisition_neglA001-14-154A001-14-15_1maxis073Imk_neg_M32{400-30=\V).d
Acquisition Parameter
lon Polarity Mepgatve Scan Mode MSMS ( MRM )  Used Reference MassList Ma Formate (meg)
Scan Begn 75 miz isCID Energy 0.0 eV TOF Calibraton Mode Version  Version 1
Sican End 1000 miz Collision Energy -300 eV TOF1 Calibration Mode Quadratic + HPC
Source Type ESI Set lon Cooler AF 250 Vpp For 1 Callbraren Standard o2
SetEnd Plate Offset  -500W Set lon Cooler Transfer 480 ps TOE2 Calibraton Mode A
Set Capillary depave Time TOF2 Calibraion Standard 0.1
Mebulizer 0.4 Bar Set lon Cooler Pre Pulse 7.0 us Deyiation in PP ’
Dry Gas 40Umin  Storage Tme viation in
Ciry Heater 180 °C
Set Divert Valve Waste Roliing Averages 3 Off
Results
Meas. miz # Formula Score miz  errppm] Meanerr [ppm] mSigma rdb e Conf N-Rule
1040356 1 C3IHENO3 100.00  104.0353 -218 2.8 50 15 ewen ok
2052281 1 C1BHI O3 100.00 2252278 07 -0 182 35 ewen ok
3342380 1 C20H3IZNOD3 100.00 3342388 0.4 0.2 211 55 ewen ok
4002707 1 C1EH3IONM 54.82 4002881 -38 -34 1782 85 ewen ok
2 CXHXRHMNEOZ 66.70 4002718 28 332 218 B85 ewen ok
3 CHMH3IWNOG 100.00 400.2705 05 0.0 245 25 ewen ok
Intens. | -M52{400.0000). 0.1-0.5min #1-10 miz 1%
860249 364

1040358  100.0
050388 42

| 2832384 25
eoon EE2TI 48
IETIIZE 10
772TE 18
2482 61
I0EIIB1 410
2062ME 04
062448 10
3342380 503
4000 3352420 10.3
3522408 64
702808 40
4002707 115
3342330 401372 20

2000

400.2707
*

100 200 300 400 500 00 700 300 BODD miz

Fig. 55 — Perfil de fragmentagdo da substancia 2 (A01.14.15) — perfil 1.
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Ministeric da Sabde
% Fundagdo Oswaldo Cruz
.. Centro de Pesquisas René Rachou
| Aw. Augusio de Lima, 1715 — Baimo Bammo Preto
39100-002 Belo Horizonte — MG — BRASIL

| Tel:{31) 3349-7700 — FAX: (31) 3205-3115

CPQRR/FIOCRUE

Accurate Mass Report

Sample Name ADD1-14-15 Acquisiion Date:  SM7/2013 4:09224 PM
Caomment Client: CPqRR/LAPMN Cristiane Instrument makXis ETD
Sample type: natural product
Purity: single HPLC peak
sample (0-2-1mg'mi) diluted 1:10 in 50% MeOH, 0.1% HFo
Method mk_direkt-infusion_small-compounds_75-1000_paos.m
Data Path D\DatalAcquisition_neglAD01-14-15\A4001-14-15_Tmaxis073Imk_pos_MS2(402-20eV).d
Acquisition Parameter
lon Polarnty Positive Scan Mode MSMS (MRM )  Used Reference MassList MNa Formate (pos)
Scan Begn 75 miz isCID Energy 0.0 eV TOF Calibration Mode Version  Version 1
Scan End 1000 mfz Cofision Energy 300eV TOF1 Calibration Mode Quadratic + HPC
Source Type Esl Sat lon Cooler FF 5.0 Vpp por: Calibraton Standard 0.2
Set End Plate Offset 500V Set lon Cooler Transfer 450 ps TOFZ Calibration Mode Enhanced Quadratic
Set Capillary 4oV Time . TOE2 Calibration Standard 0.1
Mebulizer 0.4 Bar Set lon Cooler Pre Pulse 7.0 ps i .
Diry Gas 40lmin  Storage Time Deviation in PPM
Dy Heater 180 *C
Set Divert Valve Waste Rofing Averages 3 Ciff
Results
Meas. miz # Formula Score miz e [ppm] Mean err [ppm] mSigma rdb e Conf MN-Rule
900553 1 C3HBNO2 100.00 200550 =37 -18 132 05 ewen ok
140347 1 C3IHGENO3 100.00 104.0342 48 46 47 15 ewen ok
1130866 1 CTH130 100.00 113.0861 47 46 54 15 ewen ok
1211017 1 C8H13 100000  121.1012 4.5 4.4 105 35 even ok
2312118 1 CHITHIT 100.00  Z31.2107 4a 46 145 45 ewen ok
2002483 1 CI1BH3ZMO 100.00 2202478 -5.0 432 228 45 ewen ok
342650 1 C2HOHMMO 100.00 3042535 48 42 211 45 even ok
3222756 1 C20H38MO2 100.00 3222741 48 42 270 35 ewen ok
3302550 1 CXOH3MMWO3 100.00 3362533 48 42 237 45 ewen ok
34ITEE 1 CZHMMEO 100.00 3B42758 -1.8 20 330 B5 ewen ok
4022872 1 C22H3E@M502 10000 4022854 -2.1 21 365 T5 ewen ok
2 C25H3TN3IMa T0.20 4022880 1.8 18 408 BE ewen ok
Intens +M52{402.0000). 0.0-0.5min #1-28 mfz 1%
x109 851017 122
BD.0553 228
104.0347 100.0
1120988 624
0.8 118.0504 B0
1211017 28B.0
2312118 2048
2662482  1B3
2672332 278
0.6 2002403 1B2
3022484 120
342850 2441
3182444 B4
3202800 380
0 4029872 2222756 223
3362550 112
320.2500 3382707 247
_ 3842785  2B3
0o 267 2332 4022872 423
403.2905 B3
100 200 a0n 400 500 600 700 a0 BO0 miz

Fig. 56 — Perfil de fragmentagdo da substancia 2 (A01.14.15) — perfil 2.
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Fig. 57 — Espectro de RMN de *H da substancia 2 - A001.14.15 (400 MHz, DMSO, §).
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Fig. 58 — Ampliagdo 1 do espectro de RMN de *H da substancia 2 - A001.14.15 (400 MHz, DMSO, 8)
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Fig. 59 — Mapa de contornos COSY da substancia 2 - A001.14.15 (400 MHz, DMSO, 9).
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Fig. 60 — Ampliacdo 1 do mapa de contornos COSY da substancia 2 - A001.14.15 (400 MHz, DMSQO, 6).
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Fig. 61 — Espectro de HMBC da substancia 2 (A001.14.15).
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Fig. 62 — Ampliacdo 1 (HMBCa) e 2 (HMBCb) do mapa de contornos HMBC da substancia 2 (A001.14.15).
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Fig. 63 — Ampliacdo 3 (HMBCc) e 4 (HMBCd) do mapa de contornos HMBC da substancia 2 (A001.14.15).
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Fig. 64 — Espectro de HSQC da substancia 2 (A001.14.15).
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HSQCh

Fig. 65 — Ampliacdo 1 (HSQCa) e 2 (HSQCb) do mapa de contornos HSQC da substancia 2 (A001.14.15).
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Fig. 66 — Ampliacdo 3 (HSQCc) e 4 (HSQCd) do mapa de contornos HSQC da substancia 2 (A001.14.15).
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Fig. 67 — Espectro de RMN de **C e da substancia 2 - A001.14.15 (100 MHz, DMSO, §).
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Fig. 68 — Ampliagdo 1 do espectro de RMN de **C da substancia 2 - A001.14.15 (100 MHz, DMSO, 3).
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Fig. 69 — Espectro de RMN de **C (Dept-90) da substancia 2 - A001.14.15 (100 MHz, DMSO, ).
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Fig. 70 — Espectro de RMN de **C (Dept-135) da substancia 2 - A001.14.15 (100 MHz, DMSO, §).
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Fig. 71 — Ampliacdo 1 do espectro de RMN de **C (Dept-135) da substancia 2 - A001.14.15 (100 MHz, DMSO, ).
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Fig. 72 — Ampliacdo 2 do espectro de RMN de **C (Dept-135) da substancia 2 - A001.14.15 (100 MHz, DMSO, ).
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