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Avaliação da ação antifúngica dos compostos 

Plumierideo e Plumieridina em Cryptococcus
neoformans e Cryptococcus gatti

INTRODUÇÃO
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii são leveduras patogênicas de humanos, causadoras da criptococose. A infecção ocorre pela inalação dos propágulos infecciosos destes fungos

patogênicos, basidiosporos, ou leveduras dessecadas, que se instalam e se multiplicam nos pulmões, podendo posteriormente disseminar-se pelo sangue, instalando-se também no cérebro. Como

consequência, a proliferação destes fungos no cérebro provoca a inflamação das meninges, causando meningite, que se não tratada, pode acarretar na morte do individuo infectado. A criptococose

causada por C. neoformans tem se mostrado especialmente virulenta a imunodeficientes, e imunossuprimidos, sendo responsável por cerca de 51% dos óbitos de pacientes acometidos com AIDS. C.

gattii, por outro lado, se mostrou ainda mais virulento, infectando também à imunocompetentes, tendo recentemente sido o causador de uma epidemia em Vancouver, Canadá. Os tratamentos

atualmente disponíveis para criptococose geralmente acarretam em efeitos secundários não desejados, além de terem mostrado uma tendência a provocar o desenvolvimento de resistência por parte

dos fungos. Assim, a necessidade de novos fármacos para o tratamento desta, e de outras doenças causadas por fungos tem se tornado de extrema importância. A partir do extrato de sementes de

Allamanda polyantha, um arbusto mais conhecido como alamanda-de-cerca ou alamanda-ereta, foram identificados e isolados dois iridóides com ação antifúngica, sendo eles a Plumieridina e o

Plumierídeo. Ambos compostos mostraram efeito contra C. neoformans e C. gattii. A pesquisa tem como objetivo a caracterização da ação antifúngica destes dois iridóides. Foram feitos testes para

avaliar a virulência desses organismos na presença dos compostos, assim como analises computacionais com objetivo de predizer possíveis alvos dos compostos nestes patógenos. A partir da

modelagem dos alvos, pretende-se efetuar estudos de docking molecular dos compostos com elas visando entender as bases moleculares desta interação.

MATERIAIS E MÉTODOS
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Avaliação de tamanho de cápsula: A linhagem H99 foi pré-cultivada em YPD por 24h à 30ºC.

Após foi diluída em uma concentração padrão e cultivada em meio RPMI na presença ou ausência

de plumieridina por 72h à 37ºC na presença de CO2. As células foram coradas com tinta da índia

para visualização em microscópio. O tamanho da cápsula foi definido pelo medida célula/capsula

de 100 células distintas de cada cultivo, utilizando o programa ImageJ.

Teste de melanização:. As linhagens H99 e R265 foram pré-cultivadas em YPD por 24h à 30ºC e

após cultivadas em meio mínimo por 24h à 30ºC. Para indução de melanização as células foram

incubadas em meio-mínimo sólido com L-DOPA por 72h à 37ºC, na presença ou ausência de

plumieridina e plumierideo.

Teste de crescimento a 37ºC: As linhagens H99 e R265 foram cultivadas a 30ºC em YPD por 48

horas. Após foram realizadas diluições seriadas em placas com YPD sólido na presença ou

ausência de plumieridina e plumierideo. Estas placas foram incubadas a 37ºC por 48 horas.

Obtenção da estrutura tridimensional: A partir das figuras da forma estrutural plana das

moléculas dos compostos foi possível construir, usando o programa Avogadro, a estrutura

tridimensional dos compostos estudados. A conformação dessa estrutura foi então otimizada

através do pacote de programas GAMESS. (Gordon M.S et al. 2005)

Predição de alvos potenciais: A estrutura otimizada das moléculas do Plumierideo e da

Plumieridina foram então submetidas para o PharmMapper, uma ferramenta computacional online

que indica possíveis alvos para ação de fármacos. Entre os melhores resultados do PharmMapper

foram selecionados proteínas presentes em fungos, e especificamente com sequência conhecida

em C. neoformans e gattii, como possíveis alvos para ação dos compostos, visando propor um

possível mecanismo de ação dos compostos. (Liu, X. et al. 2010)
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Figura 2. (A) Teste de crescimento a 37°C: Não foram encontradas variações no crescimento, indicando que os compostos não diferem
quanto a sua efetividade contra cryptococcus sp. em temperatura ideal de crescimento ou temperatura de infecção. (B) Teste de
Melanização: Não houve diferenças quanto a melanização na presença dos compostos, o que indica que a ação antifúngica dos
compostos não influi na produção de melanina das leveduras.

Figura 4. (A) Forma plana da Plumieiridina. (B) Forma tridimensional da Plumieridina desenhada com Avogadro. (C) Sobreposição das
imagens B e D, mostrando diferenças na estrutura após otimização desta. (D) Forma tridimensional da Plumieridina após ter sua
estrutura otimizada com GAMESS.

Figura 3. (A) Forma plana do Plumieirideo. (B) Forma tridimensional do Plumierideo desenhada com Avogadro. (C) Sobreposição das
imagens B e D, mostrando diferenças na estrutura após otimização desta. (D) Forma tridimensional do Plumierideo após ter sua estrutura
otimizada com GAMESS.

Tabela 1. Possíveis alvos indicados pelo PharmMapper para ação do Plumierideo ordenados por seu z’-score, e presença deste alvos em
fungos e mamíferos (onde “X” denota a presença, “-” a ausência, e “0” indica que o alvo não foi pesquisado por possuir baixo Fit Score)

Tabela 2. Possíveis alvos indicados pelo PharmMapper para ação da Plumieridina ordenados por seu z’-score, e presença deste alvos em
fungos e mamíferos (onde “X” denota a presença, “-” a ausência, e “0” indica que o alvo não foi pesquisado por possuir baixo Fit Score).
Os dois alvos destacados foram selecionados como alvos potenciais por possuírem alto Z’-score e fit score, conforme sugerido pelo
programa
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Figura 1. Indução de cápsula com CO2 de células de C. Neoformans (H99) na presença de Plumieridina. (A) Gráfico comparando o
tamanho relativo das cápsulas (o tamanho relativo corresponde a medida da célula dividida pela medida da célula excluindo a cápsula).
(B) Imagem obtida por microscopia óptica das células de H99 na ausência de composto. (C) Células da levedura com concentração de
Plumieridina correspondente ao MIC. O gráfico mostra que existe diferença significativa entre os tamanhos das cápsulas, indicando a
efetividade da plumieridina.

Figura 5. Potenciais alvos para a ação
antifúngica da Plumieridina. (A) Histona
acetiltransferase ESA1. (B) Urocanato
hidratase. Ambos modelos possuem
identidade com a sequência de C.
neoformans e C. gattii compatível com a
técnica de modelagem comparativa por
homologia

PERSPECTIVAS: Executar modelagem por homologia com os potenciais alvos encontrados para Plumieridina, e em seguida, usar-los para realizar estudos de docking molecular com ela, que serão refinados

com a técnica de dinâmica molecular . Obter potenciais alvos para a ação do Plumierideo em Cryptococcus sp. e realizar os mesmos processos descritos para os alvos identificados para plumieridina.


