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Efeito antifungico de extratos vegetais contra leveduras do complexo Cryptococcus
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O complexo Cryptococcus contempla uma variedade de leveduras basidiomicéticas, dentre as quais estao Cryptococcus neoformans e
Cryptococcus gattii. Esses organismos sao os agentes causadores da criptococose, uma doenca global, que acomete tanto individuos
imunocomprometidos quanto imunocompetentes, gerando quadros de pneumonia e meningite, podendo levar a morte. Estes
microrganismos podem persistir no hospedeiro por longos periodos, resistindo as terapias antifungicas existentes e ao sistema imune do
hospedeiro. Desta forma, a busca por moléculas com atividade antifungica se faz necessaria, especialmente pelo surgimento de isolados
resistentes aos tratamentos convencionais. Assim sendo, se correlacionou ao alto potencial da biodiversidade brasileira em ser explorada a
fim de buscar por novas moléculas que possam ser utilizados para profilaxia e terapia antifungica.

* Avaliar diferentes extratos vegetais quanto a atividade antifungica Tabela 1. Determinac¢do da concentracdo inibitéria minima (CIM) dos extratos
contra Cryptococcus spp. EHAO e EEAO contra leveduras do género Cryptococcus spp.
e Isolara molécula’com atividfade antifﬂrlgica Espécie EHAO EEAO
* |dentificar o possivel mecanismo de acao C. gattii R265 | 100 pg/mL | “*100 pg/mL
C. neoformans var. grubii H99 100 pug/mL | *50 pg/mL
Manutencio e cultivo dos microrganismos: C. gattii (R265 e R272), C. neoformans var. neoformans | B3501 | "50 pg/mL | 50 ug/mL
C. neoformans var. grubii (H99) e C. neoformans var. neoformans * Fungistatico ** Fungicida
(B3501) foram cultivados e mantidos em meio Sabouraud (2%
glicose, 1% peptona) a 37 °C.
120 B Controle = 1/2 MIC B FLC ™ Fervido
Producao de extratos vegetais: Foram preparados extratos de flores 100 . " . "
de uma planta do bioma Amazdnia: alcodlico (1:5, w:v) — EEAO, e o 80
deste, uma particao com hexano foi realizada — EHAO. As amostras c
foram dissolvidas em DMSO para realizacao dos experimentos. § E °0
g g 40 T ] :
Determinag¢ao da concentra¢ao inibitéria minima (CIM): A CIM foi E £ 5 _B _ I I ' I
feita pelo método de microdiluigcdao, conforme estabelecido pelo CLSI, X 0 I ' I I I
norma M27-A2 (2002). Os experimentos foram realizados em oito 7 4

replicatas, sendo repetidos pelo menos duas vezes. A atividade Tempo (h)
fungicida ou fungistatica foi avaliada através do teste de gota: 10ulL Figura 1. Porcentagem de extravasamento intracelular de C. gattii (R265)
da CIM, 1/2 CIM e controle foram inoculadas em placas de meio induzido pelo extrato EEAQ.

Sabouraud e mantidas por até 48h em estufa a 37°C.

Caracterizacao da atividade antifungica:

1. Extravasamento intracelular: Células de C. gattii R265 foram
divididas em 4 grupos: controle (PBS), 2 CIM, fluconazol e mortas por
calor, conforme metodologia descrita previamente (Vasireddy et al.
2018). Os frascos foram incubados por diferentes tempos a 35 °C. A
porcentagem do conteudo de extravasamento intracelular foi
analisado com base nas absorbancias obtidas (A260) em relacao as
células mortas.

Até o momento, dois extratos apresentaram atividade
antifungica contra quatro isolados do complexo Cryptococcus,
com variacoes de CIM de 25-100 pg/mL. Além disso, o extrato
EEAO parece nao causar danos a parede celular. Como
perspectivas pretendemos identificar e isolar a molécula com
atividade antifungica e caracterizar o mecanismo de acao da
mesma.
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