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INTRODUCAO

Criptococose é uma doenca fungica que afeta mais de 1 milhdo de pessoas por ano. Esta doenca acomete principalmente o sistema nervoso central de mamiferos, sendo os
agentes causadores Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii. A infeccédo por C. neoformans esta associada a pacientes imunocomprometidos, enquanto C. gattii a individuos
Imunocompetentes. Essas espécies possuem determinantes que possibilitam seu desenvolvimento no hospedeiro, os fatores de viruléncia. Existem trés fatores bem estabelecidos: a
producao de uma capsula polissacaridica, a producao de melanina e a habilidade de desenvolvimento a 37°C. Atualmente, os antifiungicos utilizados para o tratamento da
criptococose sao frequentemente associados a efeitos colaterais expressivos e ao surgimento de resisténcia, tornando importante a busca por novos medicamentos. Uma planta
com potencial para descoberta de novos medicamentos é a Hyptis ovalifolia, popularmente conhecida como malva-do-cerrado, encontrada nos Estados de Goias, Mato Grosso e
Minas Gerais. Nos estudos da planta encontrou-se a molécula bioativa argentilactona que € uma forte candidata a novo antifngico com acao comprovada em Paracoccidioides spp.
Além de inibir o desenvolvimento de fungos, prejudica a atividade de isocitrato liase (PbICL) nativa e recombinante, enzima alvo para a investigacao de candidatos a farmacos por
nao estar presente em humanos. Outro composto promissor para o desenho racional de antifungicos € a tiossemicarbazida derivada do canfeno, que apresentou otima atividade
antifungica contra Trichophyton mentagrophytes, que n&o apresenta alvo molecular definido. O objetivo do presente trabalho € avaliar a atividade antifiungica sobre C. neoformans e
C. gattii frente as moleculas argentilactona e tiossemicarbazida, avaliando seu efeito sobre os fatores de viruléncia e 0s mecanismos moleculares estruturais da argentilactona por
apresentar alvo definido.

MATER|A|S — METODOS Capacidade de melamza(;ao

)

Concentragao Minima Inibitoria — MIC H99 Argentilactona | Tiossemicarbazida | &8\

Metodologia desenvolvida de acordo com protocolo padréao National Committee for Clinical 15,6 pg/ml = 125 pg/ml 5

Laboratory Standards. R265 Argentilactona /" - Tiossemicarbazida e
7,8 pg/ml | 62,5 pg/ml |

Avaliacao dos fatores de viruléncia

Desenvolvimento de capsula
As linhagens H99 e R265 foram preé-cultivadas em YPD por 24h a 30°C. Apds foram
diluidas em uma concentracdo padrao e cultivadas em meio RPMI na presenca ou
auséncia dos tratamentos por 72h a 37°C na presenca de CO2. As ceélulas foram coradas
com tinta da india para visualizacdo em microscopio. O tamanho da capsula foi definido

Figura 3. Argentilactona e tiossemicarbazida nao alteram visualmente a producéo de melanina em C.
neoformans e C. gattii.

Crescimento a 37°C
37°C

pelo diametro da ceélula com capsula dividido pelo diametro da ceélula sem capsula, Hgg Argentilactona m Tiossemicarbazida | (
utilizando o programa ImageJ, sendo avaliadas 100 células de cada tratamento. 15,6 pg/ml 3,9 pg/ml
Capacidade de melanizacéao R265 Argentilactona PP Tiossemicarbazida
As linhagens H99 e R265 foram pré-cultivadas em YPD por 24h & 30°C e apds cultivadas 7.8 g/ml - (gl A 1,9 pg/ml
em meio minimo por 24h a 30°C. Para inducao de melanizacéao as celulas foram incubadas
em meio-minimo soélido com L-DOPA por 72h a 37°C,. na presenca ou auséncia dos 30°C
tratamentos. HOQ Argentilactona  preweswmwmen Tiossemicarbazida
Crescimento a 37°C 15,6 po/ml | A AR 3,9 pg/ml- ¢
As linhagens H99 e R265 foram cultivadas a 30° C em YPD por 48 horas. Ap6s foram Rogs Argentilactona T Tiossemicarbazida
realizadas diluicoes seriadas em placas com YPD solido na presenca ou auséncia dos 7,8 ngiml - e ’ 1,9 pg/ml g
tratamentos. Estas placas foram incubadas a 37" C por 48 horas. Figura 4. Argentilactona altera o desenvolvimento de C.neoformans a 37 ° C comparado com o
desenvolvimento a 30° C. Tiossemicarbazida ndo altera o desenvolvimento de C.neoformans e C.
Modelagem por homologia gattiia 37 ° C.

As sequéncias de aminoacidos da enzima isocitrato liase foram obtidas no site do NCBI, C. _
neoformans (AFR94564.1) e C. gattii (XP_003196291.1) foram modeladas utilizando o Modelagem por homologia
molde de Aspergillus nidulans (PDB:1DQU) possuindo identidade conservada em toda C. neoformans:
sequéncia de 64% e 63%, respectivamente e ambos com cobertura das sequéncias de

95%, programa Modeller 9v12. Visualizacao com o programa Pymol.

Dinamica molecular
A minimizacao e dinamica molecular foram realizadas utilizando o pacote GROMACS 4.5.7
e campo de forca do software Gromos 53a6.

Figura 5. Estruturas 3D de isocitrato liase de C. neoformans e C. gattii. Apesar de apresentaram
sequéncias de aminoacidos com 99% de identidade, apresentaram algumas alteracdes na sua

RESU LTA DOS estrutura tridimensional demonstradas nas figuras acima, apresentadas na mesma orientacao. ISso
justifica a técnica de Dimamica Molecular para avaliar o comportamento das estruturas no decorres
do tempo.

Argentilactona Tiossemicarbazida

Figura 1. Representacbes quimicas das moléculas em bidimensional (esquerda) e tridimensional
(direita). a) Argentilactona. b) Tiossemicarbazida.
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Concentracao Minima Inibitéria — MIC

Compostos Linhagens MIC pg/ml MFC pg/ml Mo T w0 w0 s 10 00 200 300 400 500
Tempo (ns) Aa

Argentilactona C. neoformans — H99 31,25 62,50 RMSD
C. gattii — R265 15,63 31,25 Figura 6. a) Sobreposicdo de trés
Tiossemicarbazida | C. neoformans—H99 250,00 * momentos da simulgdo da isocitrato
(aliquota antiga) C. gattii — R265 62,50 125 00 liase de C. neoformans (inicial,
- - . - vermelho, 50 ns amarelo e 100 ns
Tiossemicarbazida | C. neoformans — H99 7,80 verde) inidicando a grande flexibilidade
(aliquota nova) C. gattii — R265 391 * ~ el waes | da proteina durante a simulagdo. A
N . ~ Clemimlesesd) mesma pode ser observada também

Tabela 1. (*ndo definido) Py

T T w e s wo pPelo raio de giro decrescente e a alta

Desenvolvimento de capsula o Tempo (n) flexibilidade das porcdes N e C-
_ Argotiacton 99 PR - Tiossemicarbazida - H99 Tiossemicarbazida - R265 terminal no RMSF (flutuacdo do desvio médio quadratico, por residuo). b) Avaliacdo do RMSD (desvio
| 25- 259 médio quadratico) total e por regides, demonstrando que a variacdo estrutural da proteina € devida

-
L5y
1

*k%k
*k%k

. principalmente as duas regides terminais.

PERSPECTIVAS

Verificacdo de citotoxidade da argentilactona e tiossemicarbazida em macrofagos;
Simulacao da isocitrato liase de C. gattii e simulacao da interacao com argentilactona,;
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o R cf‘: & : s '@@@ s @@“‘V Simulacao da interagcao entre argentilactona e a enzima isocitrato liase obtida na dinamica;

& @‘*"Q " : " ‘ S Busca por algum possivel alvo para a molécula tiossemicarbazida utilizando o programa
Figura 2. Efeito de Argentilactona e tiossemicarbazida no tamanho da capsula de C.neoformans e C, Pharmmarpper;
gattii. Teste estatitisco ANOVA, p-valor <0,0001. Criacdo de um mutante nulo para isocitrato liase de C. gattii para confirmar o mecanismo de acao

predito da argentilactona.
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Apresentador
Notas de apresentação
Essas espécies possuem determinantes que possibilitam seu desenvolvimento no hospedeiro, os fatores de virulência. Existem três fatores bem estabelecidos: a produção de uma capsula polissacarídica, a produção de melanina e a habilidade de desenvolvimento a 37°C. 
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