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1. INTRODUCAO

O fungo Paracoccidioides brasiliensis é o agente etioldgico da Paracoccidioidomicose
(PCM), uma micose humana sist€émica granulomatosa, inicialmente denominada
hifoblastomicose pseudococididica (LUTZ, 1908). Embora n3o seja uma moléstia de
notificacdo compulsoéria, no Brasil é a nona causa de mortalidade entre as doencas infecciosas
parasitérias constituindo-se um problema de satde publica (PRADO et al., 2009). Um grande
numero de trabalhadores rurais foi observado entre os acometidos pela PCM; a maioria
residente em areas endémicas, do sexo masculino, entre 30 a 60 anos de idade. (SVIDZINSKI
et al., 1999; VILLAR et al., 2000).

Devido a toxicidade dos antifingicos existentes para o tratamento de micoses e ao
isolamento de linhagens resistentes, tornam- se cada vez mais necessdrios estudos em busca
de novas terapias (HAHN er al., 2003). Plantas com propriedades antimicrobianas
representam uma fonte em potencial para a obtencdo de compostos antifingicos (KUHNT et
al., 1995). No entanto, devido a imensa quantidade de espécies a serem exploradas, selecionar
espécies vegetais e investigar o seu potencial farmacoldgico torna-se dificil. Os riscos
associados ao uso dessas plantas, como por exemplo, a toxicidade, também deve ser avaliada
(AURICCHIO & BACCHI, 2003). Em adicdo, moléculas-alvo presentes em fungos e
ausentes em humanos tém se tornado prioritdrio para o desenvolvimento de antifingicos.
Estudos que de perfis protedmicos fornecem a oportunidade para compreensdo da interagao
patdgeno - hospedeiro e tem trazido importantes contribui¢des aos mecanismos de patogénese
em varios sistemas bioldgicos. O estudo da intera¢do patdégeno - hospedeiro revela fatores de
viruléncia que podem vir a ser alvos especificos para o desenvolvimento de farmacos visando

o tratamento de doencas.
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O género Hyptis apresenta cerca de 400 espécies, representando uma importante fonte
de constituintes bioativos com importantes propriedades, tais como atividades
antimicrobianas, citotoxicas e inseticidas (OLIVEIRA et al., 2004). Uma grande diversidade
morfolégica de plantas desse género € encontrada no Cerrado, sendo que suas espécies sao
ricas em 6leos essenciais e utilizadas popularmente no tratamento de infeccdes (FATIMA et
al., 2004).

Ensaios bio-guiados em patégenos humanos como Trypanosoma cruzi, Plasmofium
falciparum, Leishmania amazonensis e Leishmania panamensis, levaram a identificacao do
composto argentilactona, isolado a partir do 6leo essencial de H. ovalifolia (OLIVEIRA et al.,
2004). Diante de tais evidencias esta molécula, andloga estrutural da incrustoporina, e
encontrada em grande quantidade na espécie H. ovalifolia, ¢ um modelo apropriado para gerar
futuros derivados candidatos a antifiingicos.

Outro composto promissor para o desenho racional de antifingicos ¢é a
tiossemicarbazida derivada do canfeno. Estudos demonstram que a esse composto apresentou
Otima atividade antifingica em Trichophyton mentagrophytes, com valores de MIC = 55
pumol L™t e MFC = 110 pmol L. (YAMAGUCHI et al., 2009).

Este trabalho fornece informacdes de como P. brasiliensis responde a argentilactona,
propiciando uma idéia da ac@o desta substancia sobre as proteinas do fungo estudado, além de
resultados preliminares do estudo de toxicidade deste composto e da tiossemicarbazida

derivada do canfeno sobre células humanas normais.

2. OBJETIVOS

e Investigar o mecanismo de ag¢do do produto natural argentilactona sobre o fungo
patogénico humano P. brasiliensis por anélise protedmica.

e Avaliar o efeito inibidor da proliferacdo celular dos produtos naturais argentilactona e

tiossemicarbazida derivada do canfeno.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Anadlise Proteémica de P. brasiliensis na presenca de Argentilactona

3.1.1 Extracdo de proteinas de P. brasiliensis



Células leveduriformes de P. brasiliensis crescidas por 24 h em meio MMcM na
presenca de glicose foram centrifugadas por 5 min a 3500 g. Proteinas foram extraidas de
acordo com (EBEL et al., 2006) com modificacdes. As células foram lavadas e maceradas
em nitrogé€nio liquido. O p6 foi coletado e agitado com pérolas de vidro por 30 min a 4°C, na
presenca de tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 7.0 suplementado com 1 mM ditiotreitol
(DTT). O material foi centrifugado por 15 min a 4°C, 3500 g; o sobrenadante foi coletado e
centrifugado por 15 min a 4°C, 14000 g. O extrato obtido foi estocado a -20°C para andlises

posteriores.

3.1.2 Focalizagdo isoelétrica e andlise protéica por eletroforese bidimencional

Os géis de andlise bidimensionais (2D) foram realizados de acordo com o método de
Rabilloud (1998) com pequenas modificacdes. Amostras contendo as diferentes fracdes
protéicas foram solubilizadas em tampao de lise contendo uréia 7 M, tiouréia 2M, CHAPS 2%
p/v, 65 mM DTT, anfélitos pH 3-11 e azul de bromofenol. As amostras foram aplicadas em
fitas immobiline (13 cm de comprimento, GE Healthcare Biosciences) pH 3-11. A
focalizacdo isoelétrica foi realizada em sistema IPGphor onde as fitas foram reduzidas com
1% de DTT p/v e alquiladas em 2,5 % de iodoacetamina p/v em tampao de equilibrio (uréia 6
M, pH 6.8; 30 % de glicerol v/v e 2 % de SDS p/v) (BJELQVIST et al., 1993). A segunda
dimensdo foi realizada em gel de poliacrilamida segundo Laemmli (1970). Os géis de

poliacrilamida foram corados por azul de Coomassie.

3.2 Ensaios de Toxicidade dos produtos naturais argentilactona e tiossemicarbazida.

3.2.1 Linhagens celulares

Foi utilizada a linhagem humana MRCS5 (fibroblasto de pulmao humano) proveniente
do American Type Culture Collection ATCC, Rockville, Maryland, USA. Tais células foram
mantidas em cultura em meio RPMI1640 (Sigma, St. Louis, MO) suplementado com 10% de
soro bovino fetal (Gibco) e 1% de glutamina, eritromicina e estreptomicina (Sigma) em estufa

com 5% de CO; a uma temperatura constante de 37°C.

3.2.2 Meétodo de Redugao do Tetrazolio
Para o estudo do método de reducdo do tetraz6lio (MTT), as células foram incubadas
com as diferentes concentracdes de argentilactona e tiossemicarbazida. A seguir, as mesmas

foram incubadas em estufa imida com 5% de CO; por 48 h. Apds o periodo de incubacao das



células com argentilactona, a solugdo de MTT (Kit — Boehringer Mannheim) foi adicionada e

a placa de cultura foi incubada por mais 4 horas. Logo apds, adicionou-se a solucdo

solubilizante do MTT e incubou-se por 24 horas em estufa imida com 5% de CO,. No dia

seguinte, foi efetuada a leitura em ELISA utilizando filtro de 570 nm, segundo MOSMAN

(1983).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As andlises da avaliacdo do perfil protéico de P. brasiliensis frente a argentilactona

sd0 compostas por vdrias etapas, entre elas a focalizacdo isoelétrica, que separa as proteinas

do fungo de acordo com seu pl (ponto isoelétrico) e a separa¢do das mesmas com base em seu

peso molecular através da eletroforese em gel de poliacrilamida. Trata-se de uma anélise

bidimensional uma vez que as amostras correm ao longo da malha do gel verticalmente apds

terem sido previamente separadas horizontalmente. Neste trabalho se encontram resultados

relativos a essas duas etapas.

A focalizacdo isoelétrica de proteinas extraidas de P. brasiliensis cultivado na

presenca e na auséncia de argentilactona passou pela etapa de hidratacdo atingindo o pico

esperado de focalizacdo (Figura 1). Esse fato demonstra que as proteinas foram focalizadas de

maneira satisfatdria entre os pl pré-determinados.
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Figura 1: Focalizacdo isoelétrica de extratos protéicos de P. brasiliensis cultivado na auséncia (A) e na

presenca (B) de argentilactona.
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Apo6s a focalizacdo isoelétrica seguiu-se com as andlises em gel bidimensional (2D).

Pdde-se perceber pequena alteracdo no perfil de corrida das proteinas entre as amostras

controle e tratada, o que sugere maior especificidade na atua¢do do composto testado.

Figura 2: Géis 2D de extratos protéicos de P. brasiliensis cultivado na ausé€ncia (A) e na presenga (B)
de argentilactona.

O Meétodo de reducdo do tetrazélio (MTT) foi utilizado para avaliar a atividade
mitocondrial em linhagens celulares de fibroblastos de pulmd@o humano (MRC-5), frente a
diferentes concentracdes dos compostos argentilactona e tiossemicarbazida. Quanto menor a
atividade mitocondrial, menor a viabilidade celular, indicando maior toxicidade do composto.

Os resultados dos ensaios de MTT para argentilactona mostraram que houve diferenca
significativa na viabilidade celular entre testes com concentracdes de 0,036 mg/ml e 0,072
mg/ml e o controle negativo (figura 3). Isso indica que o composto € téxico para fibroblastos

de pulmdo humano nessas duas concentragdes.
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Figura 3: Viabilidade celular de fibroblastos de pulmdo humano frente a diferentes concentragdes de
argentilactona.

O valor de IC50 encontrado para argentilactona foi 101 pmol L™ . Conforme estudos
anteriores, o IC50 para células leveduriformes de P. brasiliensis foi 50 pmol L' . Dessa
forma, o composto argentilactona € duas vezes mais toxico para as células do fungo que para
células do hospedeiro.

Também foi observado que a viabilidade das células de fibroblasto de pulmao humano
diminuiu com o aumento da concentracdo do composto, conforme o grifico na escala
logaritmica (Figura 4).

Vale ressaltar que a estrutura pequena e lipofilica da argentilactona permite a obtencao
de derivados na busca por um composto mais efetivo e menos toxico para o tratamento de
micoses sistémicas, o que torna a argentilactona um composto promissor como prototipo de

antifungico.
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Figura 4: Viabilidade de células de fibroblasto de pulmdo humano em funcdo do logaritimo das
concentracdes de argentilactona.

Os resultados do teste do MTT para a tiossemicarbazida derivada do canfeno
demonstraram que nao houve diferenga significativa na viabilidade celular nas concentracdes
testadas em relagdo ao controle negativo. Esse fato indica que o composto € pouco téxico para
as células testadas. O IC50 nao pdde ser calculado, pois na maior concentracdo testada (72

mg/mL), a inibi¢do foi muito pequena, sendo necessario que se faca testes em concentragdes

superiores.
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Figura 5: Viabilidade de células de fibroblasto de pulmdo humano em fun¢do do logaritimo das
concentracdes de tiossemicarbazida derivada do canfeno.



5. CONCLUSAO

De posse dos dados obtidos pode-se concluir que argentilactona exerce influéncia
significativa sobre P. brasiliensis, uma vez que leva a uma resposta diferencial a nivel
protéico. Serdo realizadas andlises para a identificacdo das proteinas diferencialmente
expressas.

Ficou demonstrado, também, que argentilactona apresentou toxicidade frente a células
humanas normais em concentracdes elevadas, no entanto, devido a estrutura pequena e
lipofilica do composto fica aberta a possibilidade de ensaios com modificag¢des estruturais em
busca de um composto menos téxico.

Em adi¢do, a tiossemicarbazida derivada do canfeno ndo apresentou toxicidade
significativa a células humanas normais nas concentracdes testadas, o que somada a sua
capacidade inibitéria ja descrita do crescimento de fungos, faz da mesma um excelente

candidato a protétipo de antifingico.
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