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Resumo

A criptococose é uma infecgdo fungica que pode levar a quadros clinicos graves como pneumonia e
meningoencefalite. Atualmente, existem poucas opgbes terapéuticas para o tratamento de infeccdes
fungicas sistémicas, e o aumento da resisténcia aos farmacos estd em ascensdo. Nesse sentido, os
produtos naturais sdo uma importante fonte para a descoberta e desenvolvimento de novos farmacos. O
presente trabalho objetivou investigar a atividade anticriptocdcica in vitro de Garcinia gardneriana. As folhas
foram utilizadas para obtengédo do extrato etandlico, fragdes, cera epicuticular e do triterpeno lupeol. A
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Atividade antifiungica das folhas de Garcinia gardneriana (Planch. & Triana) Zappi Costa et al
frente a Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii

concentragao inibitéria minima (CIM) e a concentragado fungicida minima (CFM) foram avaliadas frente a
doze linhagens de Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii. Entre as fragdes testadas, a fragédo
hexano (FHGG) foi a que apresentou melhor atividade antifingica. A FHGG e o lupeol (isolado de FHGG)
apresentaram valores de CIM e de CFM entre 12,5 a 100 yg/mL e entre 25 a 100 ug/mL, respectivamente.
Foi realizada a avaliagédo de citotoxicidade utilizando células de macréfagos murinos e o lupeol apresentou
valor de indice de seletividade maior que 1. Assim, acredita-se que o lupeol seja uma molécula interessante

para prosseguimento nos estudos, visto que apresentou interessante atividade anticriptocococica.

Palavras-chave: Garcinia gardneriana. Atividade antifungica. Cryptococcus spp.

Abstract

Cryptococcosis is a fungal infection that can lead to serious illnesses such as pneumonia and
meningoencephalitis. Currently, there are few therapeutic options for the treatment of systemic fungal
infections and drug resistance is increasing. In this regard, natural products are a source of lead compounds
in drug discovery research. This study aimed to investigate the anticryptococcal activity of Garcinia
gardneriana in vitro. We obtained the ethanolic extract, fractions, epicuticular wax, and triterpene lupeol
From the leaves. The minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum fungicidal concentration (MFC)
were evaluated against twelve strains of Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii. The hexane
fraction (FHGG) showed the best antifungal activity. FHGG and lupeol (isolated from FHGG) showed MIC
and MFC values between 12.5 to 100 pyg/mL and 25 to 100 pg/mL, respectively. We determined the
cytotoxicity against murine macrophage cells. Lupeol has a selectivity index value greater than 1. Thus, we

suppose the lupeol is a candidate for further studies since it exhibited significant anticryptococcal activity.

Keywords: Garcinia gardneriana. Antifungal activity. Cryptococcus spp.

Introducgao

O género Cryptococcus engloba mais de 70 espécies de fungos, no entanto, apenas duas espécies sdo
responsaveis pela maioria dos casos de doengas em humanos: C. neoformans e C. gattill: A criptococose,
doenga causada por esses micro-organismos, é uma doenga sistémica que pode ser subaguda ou cronical2,
As formas clinicas mais comuns de manifestacdo da criptococose s&o pneumonia e meningite
criptococacicall. A infecgdo pulmonar pode evoluir para disseminagdo hematogénica, com tropismo para o
sistema nervoso central (SNC). Na neurocriptococose, os principais sintomas sdo confusao mental, cefaleia
e febreld. No entanto, existe a possibilidade de ocorrer também lesées em outros érgéos e tecidos,
demonstrando disseminag&o dos fungosl!l. A forma cutanea ocorre em 15% dos casos e pode gerar lesdes

acneiformes, Ulceras, entre outros!2.

Para pacientes com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), a criptococose € a principal causa
da meningite fungica, com mais de 81% de mortalidade global. As mortes ocorrem em maior nimero na
Africa Subsaariana, onde chegam a uma taxa de mortalidade de 70%3. A América Latina possui uma
incidéncia estimada de 5.300 casos/ano, dentre esses, Coldmbia e Brasil se destacam em maior incidéncia,

com numeros entre 1.001 e 2.500 casos/ano4.
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No Brasil, a criptococose foi a primeira infecgdo oportunista a aparecer em cerca de 4,4% dos casos nos
pacientes diagnosticados com SIDA entre os anos de 2000 a 2012. A regido Sudeste foi a que apresentou
os maiores indices de criptococose associada a SIDA (8 a 12% de casos)tl. No Brasil, a criptococose ¢ a
micose sistémica com o segundo maior numero de internagdes entre os anos de 1998 e 2006 (registrando
4.055 internagdes nesse periodo), conforme dados do Sistema de Informagéo Hospitalar do Sistema Unico
de Saude (SUS)E. Com relagdo a mortalidade no ano de 2020, foram registrados 120 casos de 6bito por

criptococose no paistZ.

Os farmacos utilizados no tratamento da criptococose tém sido um tema recorrente em diversos estudos,
principalmente, no tocante a eficacia do tratamento. Atualmente, trés classes de farmacos antifungicos
podem ser utilizadas: azdis (cetoconazol, itraconazol, fluconazol e voriconazol), polienos (anfotericina B), e
um farmaco da classe das pirimidinas, a 5-flucitosina. Entretanto, alguns destes apresentam altas taxas de
falha no tratamento das infec¢bes fungicas e o surgimento de resisténcia a fungos € um problema
crescenteld. Ademais, tratar a neurocriptococose nio € tarefa simples, devido a presenga da barreira
hematoencefalica que causa limitagado da difusdo de farmacos nos tecidos cerebrais!!l. O alto custo do
tratamento, o surgimento de linhagens resistentes aos farmacos disponiveis e a dificuldade em desenvolver

novos antifingicos representam desafios no tratamento da criptococoset®l.

Tradicionalmente, os produtos naturais desempenham um papel crucial na descoberta e desenvolvimento
de novos farmacos. Os metabdlitos secundarios de plantas constituem valiosas fontes de substancias ativas

nesse processo de busca por compostos inovadores!2.,

A familia Clusiaceae é rica em metabdlitos com atividades biolégicas variadas, principalmente antifungicas,
anti-inflamatorias, antimicrobianas, antivirais e antidepressivast'%. G. gardneriana (Planch. & Triana) Zappi
(Sinonimia Rheedia gardneriana Planch. & Triana pertence a familia Clusiaceae e é conhecida
popularmente como bacupari. A espécie é nativa da Mata Atlantica, sendo também encontrada na Australia,
Asia, zonas tropicais da Africa e da Polinésial'¥. Nas suas folhas ja foi descrita a presenga de flavonoides,
benzofenonas, terpenos e xantonas. Substancias isoladas de G. gardneriana tém demonstrado atividades

analgésica e anti-inflamatorial'?, além de atividades antibacteriana, antiparasitaria e antifingical!l,

Dada a importancia clinica atual da criptococose e a promissora utilizagdo dos produtos naturais no
desenvolvimento de farmacos, o presente trabalho visa o estudo da atividade antifungica in vitro das folhas

de G. gardneriana frente a linhagens de C. neoformans e C. gattii.

Materiais e Métodos

Linhagens e desenho experimental

Neste trabalho foram utilizadas seis linhagens de C. neoformans e seis linhagens de C. gattii (QUADRO 1).
Os isolados foram mantidos em agar Sabouraud dextrose (SDA) a 4°C. Antes de cada teste, as linhagens
foram cultivadas em SDA por 72 h a 35°C. Foram feitos experimentos de triagem com as fragdes oriundas
do extrato etandlico de G. gardneriana para escolha da fragdo mais ativa, utilizando-se duas linhagens: C.
gatti ATCC WM161 e C. neoformans ATCC H99. A fragdo hexano (FHGG) foi escolhida para os
experimentos posteriores, pois apresentou melhores resultados no teste de concentragao inibitéria minima

(CIM). A FHGG foi submetida a sucessivos métodos cromatograficos para obtengdo do seu componente
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majoritario (lupeol), que foi utilizado juntamente com a fragdo para os demais experimentos. Todos os

experimentos foram executados em pelo menos duas duplicatas realizadas em dias diferentes.

QUADRO 1: Linhagens de C. neoformans e de C. gattii usadas nos experimentos, identificadas com seu gendtipo e
sorotipo, bem como seu local de origem.

Linhagens de C. neoformans Genétipo/sorotipo Origem
ATCC 28957 (ATCC ® 28957 ™) ND/Sorotipo D Clinica; lesdo 6ssea humana
ATCC 62066 (ATCC ® 62066 ™) ND/Sorotipo A Clinica; Franca
ATCC H99 (ATCC ® 208821 ™) VNI/A Clinica; Nova York

ATCC WM628 (ATCC ® MYA-4566 ™) VN Il / AD Clinica; Australia
ATCC WM629 (ATCC ® MYA-4567 ™) VNIV/D Clinica; Australia
ATCC WM626 (ATCC ® MYA-4565 ™) VNII/A Clinica; Australia
Linhagens de C. gattii Genoétipo/Sorotipo Origem
ATCC 32068 (ATCC ® 32608 ™) VGIll/C Clinica; Califérnia
ATCC WM179 (ATCC ® MYA-4560™) VGI1/B Clinica; Australia
ATCC WM161 (ATCC ® MYA-4562 ™) VGIIl/B Ambiental; San Diego
ATCC R265 (ATCC ® MYA-4093 ™) VGlla/B Clinica; Canada
ATCC WM779 (ATCC ® MYA-4563 ™) VGIV/C Veterinaria; Africa do Sul
ATCC WM178 (ATCC ® MYA-4561 ™) VG /B Clinica; Australia

NOTA: ATCC: American Type Culture Collection; ND: Ndo determinado.

Local de coleta, identificagdo e preparo

Folhas de G. gardneriana foram coletadas no municipio de Governador Valadares/MG, identificadas pelo
botanico Vinicius Anténio de Oliveira Dittrich (Universidade Federal de Juiz de Fora) e depositadas sob o
numero CESJ 70502 no Herbario Leopoldo Krieger, da Universidade Federal de Juiz de Fora, Juiz de
Fora/MG. O presente trabalho foi registrado no Sistema Nacional de Gestao do Patriménio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado - SisGen, sob o nimero de registro A58097B. As folhas foram
dispostas em bandejas e secas até peso constante em estufa de ar circulante com temperatura controlada

em torno de 45°C. As folhas foram trituradas/pulverizadas em moinho de facas.
Obtencgao do extrato bruto e fragoes

Cerca de 1,2 kg de folhas trituradas de G. gardneriana foram submetidas a extragdo por maceragao
exaustiva em etanol 96° GL (96% v/v) por 7 dias. O extrato foi filtrado em papel de filtro qualitativo e
concentrado em evaporador rotatério sob pressao reduzida, a 50°C, obtendo-se o extrato etandlico bruto
de G. gardneriana (EEGG).
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Cerca de 70 g do extrato etandlico bruto foi diluido em agua/metanol (95:5 v/v) e submetido a partigdo com
solventes em série eluotrépica para obtencdo das fragbes n-hexano (FHGG), acetato de etila (FAGG),
diclorometano (FDGG) e butanol (FDGG). Todas as fragdes foram concentradas em evaporador rotatério

sob pressao reduzida a 50°C, até secura.

A cera epicuticular de Garcinia gardneriana (CEGG) foi extraida por imersao das folhas frescas (8 g) em
acetona por 2 min. O extrato foi concentrado em evaporador rotatério em presséo reduzida a 50°C, obtendo-

se 127 mg de cera epicuticular.
Isolamento e identificagao do lupeol

FHGG foi submetida a cromatografia liquida a vacuo (CLV), utilizando silica-gel 60G como fase estacionaria
e n-hexano com volumes crescentes de acetato de etila como fase moével. Foram obtidas 21 fragdes que
foram analisadas por cromatografia em camada delgada (CCD) e agrupadas de acordo com sua

similaridade cromatografica.

As fragbes 13, 14 e 15, obtidas na CLV, foram agrupadas devido a semelhanga cromatografica e
submetidas a cromatografia em coluna classica (CC) utilizando n-hexano como fase moével. A partir dessa
coluna, foi possivel isolar o componente majoritario de FHGG, identificado como lupeol através de espectros
de 'H RMN e 3C RMN, bem como através de comparagdo com dados da literatura 12131, Lupeol: "H-NMR
(CDCls, 300 MHz) d 4,67 (1H, d, J = 2,4, H-29a), 4,55 (1H, d, J = 2,4 Hz, H-29b), 3,17 (1H, dd, J = 10,8; 5,2,
H-3), 2,36 (1H, dt, J = 10,7; 6,0, H-19), 1,71 (3H, s, H-30), 1,70 (1H, sp, H-2a), 1,66 (1H, sp, H-2b), 1,01
(3H, s, H-26), 0,96 (3H, s, H-27), 0,92 (3H, s, H-23), 0,81 (3H, s, H-25), 0,77 (3H, s, H-28), 0,74 (3H, s, H-
24). 3C-NMR (CDCls, 100 MHz) d 38,7 (C-1), 27,4 (C-2), 79,0 (C-3), 38,9 (C-4), 55,3 (C-5), 18,3 (C-6), 34,3
(C-7), 40,8 (C-8), 50,4 (C-9), 37,2 (C-10), 20,9 (C-11), 25,1 (C-12), 38,0 (C-13), 42,8 (C-14), 27,4 (C-15),
35,5 (C-16), 43,0 (C-17), 48,3 (C-18), 48,0 (C-19), 151,0 (C-20), 29,8 (C-21), 40,0 (C-22), 27,9 (C-23), 16,0
(C-24), 18,0 (C-25), 16,1 (C-26), 14,6 (C-27), 15,4 (C-28), 109,3 (C-29), 19,3 (C-30).

Determinacédo da concentracgao inibitéria minima (CIM)

A determinacéo das concentragdes inibitérias minimas do EEGG, da CEGG, das fragbes de G. gardneriana e
do lupeol foram realizadas através do método da microdiluigdo em caldo, conforme proposto pelo documento
M27-A3 do “Clinical and Laboratory Standards Institute” com modificagdes!'4. O indculo fungico foi preparado
em solugo salina estéril na concentragio de 1x10% a 5x10% UFC/mL. Em seguida, o indculo foi diluido em
caldo Roswell Park Memorial Institute (RPMI) - 1640 de modo a alcangar a concentragéo final de 1x10% a 5x10°
UFC/mLL4. Para avaliar a concentragdo inibitéria minima (CIM) de EEGG, das fragdes FHGG, FAGG, FDGG,
FBGG, da CEGG e do lupeol, uma solugio inicial de cada amostra foi solubilizada em dimetilsulfoxido (DMSO)
de modo a obter a concentragdo de 1000 pg/mL. Posteriormente, foram realizadas diluigbes seriadas
utilizando o caldo RPMI — 1640 e, obteve-se contragbes finais de 100 pg/mL a 0,195 pg/mL. Para cada
experimento foi realizado um controle negativo contendo 200 uL de RPMI — 1640 e um controle positivo
contendo 100 pL de RPMI 1640 e 100 pL de indculo fungico, conforme descrito anteriormente. As microplacas

foram incubadas a 35°C durante 72 horas e realizada a leitura visual dos resultados!4l.

Foi considerada a CIM aquela que inibiu 100% do crescimento fungico. Para fins de comparagdo com um
farmaco com reconhecida agdo antifingica, também foi realizado o teste de suscetibilidade inibitéria minima

das 12 linhagens frente ao fluconazol, conforme descrito pelo protocolo M27-A3 da CLSIM, Para o
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fluconazol (FLC) foi considerada a CIM que inibiu 50% do crescimento fungico, sendo determinada através

de leitura visual e comparando com os controles de crescimento.
Determinagao da concentragao fungicida

Apods a determinagao da CIM, as aliquotas de 100 uL foram removidas dos pogos em que houve 100% de
inibicao visual do crescimento fungico, subcultivadas em ASD, incubadas a 35°C por 72 horas. As amostras
foram cultivadas em duplicatas. A concentragdo fungicida minima (CFM) foi definida como a menor
concentragdo onde ndo se observou visualmente crescimento de coldnia fungica na placa de Petri. Foi
considerada como fungicida aquele extrato/fracao/cera cujo a CFM foi igual ou superior a CIM, e como

fungistatica, quando a CFM foi maior que a CIMU3],
Avaliagao da citotoxicidade

O ensaio para avaliar a citotoxicidade do EEGG, da FHGG e do lupeol frente a macréfagos J774A.1 foi feito
pelo método colorimétrico do MTT (corante brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-difenil-2H-tetrazdlio -
Sigma, St, Louis, MO, USA)U9],

Macroéfagos J774A.1 foram cultivados em meio RPMI 1640 contendo 10% de soro bovino fetal, 0,5% de
solugdo penicilina/estreptomicina (10.000 Ul/mL, 10.000 mg/mL, respectivamente) e 1% de aminoacidos
essenciais. Depois de atingirem a confluéncia, as garrafas foram raspadas e as células inseridas em placas
de 96 pogos na concentragdo de 2x10° células/mL para o experimento de viabilidade por MTT. Essas

células foram incubadas em atmosfera imida de 5 % de CO? a 37°CLSl.

A viabilidade dos macréfagos J774A.1 foi analisada pelo método colorimétrico do MTT. Apos 48 horas, o
sobrenadante da cultura celular de macréfagos tratados com EEGG, FHGG, e lupeol nas concentragdes
100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pyg/mL, 5 pg/mL, 0,5 pg/mL e 0,1 pg/mL foi descartado e 100 yL de RPMI-1640
foram inseridos em todos os pogos, seguido de 10 yL de MTT (5 mg/mL). Essas placas foram entédo
incubadas a 37°C na estufa com 5% de CO2. Apds um periodo de 4 horas, a reacéo foi concluida com a
remogao do meio de cultura e inser¢éo de 100 yL de DMSO. A leitura foi realizada em leitor de microplaca
Multiskan™ FC Microplate Photometer no comprimento de onda de 570 nml€l. Os dados obtidos foram
tabulados e analisados no software Prism version 6.0, onde posteriormente foi determinada a concentragéo

citotoxica para 50%(CCso) dos macréfagosti2.

Resultados e Discussao

A triagem do extrato etandlico de G. gardneriana (EEGG), suas fragdes (FHGG, FAGG, FDGG e FBGG) e a
cera epicuticular (CEGG) foi realizada utilizando uma linhagem de C. neoformans ATCC H99 (ATCC®
208821™) e uma linhagem de C. gatti ATCC WM161 (ATCC® MYA-4562™). Os resultados de CIM

encontram-se entre 50 e 100 ug/mL, sendo possivel observar melhores resultados para FHGG (TABELA 1).
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TABELA 1: Triagem das CIM do extrato etandlico e fragdes de G. gardneriana frente a linhagem de C. neoformans ATCC
H99 (ATCC® 208821™) e a linhagem de C. gattii ATCC WM161 (ATCC® MYA-4562™).

Extrato e fragoes CIM(pg/mL) C. neoformans ATCC H99 C. gattii ATCC WM161
EEGG 100 pg/mL 100 pg/mL
FHGG 50 pg/mL 50 pg/mL
FDGG 100 pg/mL 50 pg/mL
FAGG 100 pg/mL 100 pg/mL
FBGG 100 pg/mL 100 pg/mL
CEGG 100 pyg/mL 100 pg/mL

Nota: Valores da CIM determinada através de experimentos em duplicatas. A CIM corresponde a fragao capaz de inibir
o crescimento in vitro da respectiva linhagem. ATCC: American Type Culture Collection. Extrato etandlico de G.
gardneriana (EEGG), fracdo hexano de G. gardneriana (FHGG), fragao diclorometano de G. gardneriana (FDGG), fragdo
acetato de etila de G. gardneriana (FAGG), fragdo butanol de G. gardneriana (FBGG) e cera epicuticular de G.
gardneriana (CEGG).

Diversos trabalhos propdem o uso de produtos naturais como alternativa para o tratamento de doengas,
inclusive a criptococose. Folly et al.l'8l avaliaram a atividade antifungica das folhas de Xylosma prockia
frente a linhagens de C. gattii e C. neoformans, obtendo valores de CIM inferiores a 100 mg/L. Barbosa Jr
et allq relataram que extratos aquosos de Ziziphus joazeiro (juazeiro), Poincianella pyramidalis
(catingueira), Aideroxylon obtusifolium (quixabeira) e Hymenaea courbatril (jatoba), na concentragdo de 4
mg/mL, apresentaram atividade antifungica frente a isolados clinicos de C. neoformans utilizando o método
de difusdo em disco. Dessa forma, ressalta-se a importancia dos produtos naturais na busca por

substancias com atividade anticriptocécica.

FHGG foi submetida a sucessivos métodos cromatograficos que permitiram o isolamento do triterpeno
lupeol (21 mg, FIGURA 1), identificado através de espectros de 'H RMN e '3C RMN e por comparagio com

dados na literatural’2.131,

FIGURA 1: Estrutura do triterpeno lupeol.

Fonte: autor.

O lupeol, isolado da fragdo hexano de G. gardneriana, é um triterpeno pentaciclico biologicamente ativo da
familia dos lupanos, encontrado naturalmente em frutas, vegetais e varias plantas medicinais. Nos vegetais,
encontra-se principalmente no repolho branco, pimenta, pepino e tomate, e nas frutas e, também, na
manga, figo, morango e uva vermelhal’® O lupeol tem uma ampla gama de efeitos biologicos descritos,

incluindo efeitos antitumorais, antimicrobianos, antidiabéticos, cardio e hepatoprotetores, além de atividade
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antioxidante e anti-inflamatdria. Além disso, segundo Ramadwal'? a mistura de lupeol e B-amirina
demonstrou boa atividade contra C. neoformans e Candida albicans com CIM de 16 ug/mL para ambos os
fungos, o que evidencia a relevancia em avaliar a agcao da substancia frente a linhagens de C. neoformans

e C. gattii.

A atividade anticriptococica de FHGG e de lupeol foi avaliada através de ensaio de CIM frente a 12 linhagens
de C. gattii e C. neoformans. Na TABELA 3, observa-se que os valores de CIM variaram de acordo com a

linhagem testada, estando entre 12,5 e 100 yg/mL para FHGG e entre 12,5 e 50 ug/mL para lupeol.

Segundo Rios e Reciol'¥, extratos e fragdes de plantas que apresentam CIM < 100 pug/mL s3o considerados
fontes promissoras de substancias com atividade antimicrobiana e abrem novas possibilidades para a

descoberta de moléculas ativas.

TABELA 2: Concentragéo inibitéria minima (CIM) da fragdo hexano, lupeol e fluconazol (FLC) frente a linhagens de C.
neoformans e C.gattii.

Linhagens FHGG CFM(ug/mL) Lupeol FLC
C. neoformans
ATCC 28957 (ATCC ® 28957 ™) 12,5 ug/mL 12,5 ug/mL 1 pg/mL
ATCC 62066 (ATCC ® 62066 ™) 50 pg/mL 50 pg/mL 2 pg/mL
ATCC H99 (ATCC ® 208821 ™) 50 pg/mL 25 pg/mL 2 pg/mL
ATCC WM628 (ATCC ® MYA-4566 ™) 100 pg/mL 50 pg/mL 4 pg/mL
ATCC WM629 (ATCC ® MYA-4567 ™) 50 pg/mL 50 pg/mL 4 pg/mL
ATCC WM626 (ATCC ® MYA-4565 ™) 25 pg/mL 50 pg/mL 4 pg/mL
Média geométrica 39,5 pg/mL 39,5 pg/mL 2,8 pg/mL
C. gattii

ATCC 32068 (ATCC ® 32068 ™) 50 pg/mL 25 pg/mL 4 pg/mL
ATCC WM179 (ATCC ® MYA-4560™) 50 pg/mL 50 pg/mL 4 pg/mL
ATCC WM161 (ATCC ® MYA-4562 ™) 100 pg/mL 50 pg/mL 2 pg/mL
ATCC R265 (ATCC ® MYA-4093 ™) 25 pg/mL 12,5 ug/mL 4 pg/mL
ATCC WM779 (ATCC ® MYA-4563 ™) 50 pg/mL 50 pg/mL 8 pg/mL
ATCC WM178 (ATCC ® MYA-4561 ™) 25 pg/mL 25 pg/mL 8 pg/mL
Média geométrica 50 pg/mL 35,4 yg/mL 5 pg/mL

Nota: Valores da CIM determinada através de experimentos em duplicatas. A CIM corresponde a fragao capaz de inibir
o crescimento in vitro da respectiva linhagem ATCC: American Type Culture Collection.

As concentracdes fungicidas minimas (CFM) de FHGG e lupeol foram avaliadas para as mesmas linhagens
do ensaio de CIM. Os resultados descritos nas TABELAS 2 e 3 mostram que FHGG apresentou agao
fungicida frente a trés linhagens de C. neoformans (ATCC 62066, ATCC H99 e ATCC WM629) e a uma
linhagem de C. gattii (ATCC WM161), uma vez que a CFM apresentou o mesmo valor da CIM (relagdo
CIM:CFM 1:1). Ja para trés linhagens de C. neoformans (ATCC 28957, ATCC WM628 e ATCC WM626) e
cinco linhagens ATCC de C. gattii (ATCC 32068, ATCC WM179, ATCC R265, ATCC WM779 e ATCC

WM178) a fragéo apresentou atividade fungistatica, ja que o valor de CFM foi superior a CIM.
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TABELA 3: Resultado da Concentragéo Fungicida Minima (CFM) para fragédo hexano (FHGG), lupeol e fluconazol (FLC)
frente as linhagens de C. neoformans e as linhagens de C. gattii.

Linhagens FHGG CFM(ug/mL) Lupeol FLC
C. neoformans
ATCC 28957 (ATCC ® 28957 ™) 25 pg/mL 25 pg/mL 2 pg/mL
ATCC 62066 (ATCC ® 62066 ™) 50 pg/mL 50 pg/mL 4 pg/mL
ATCC H99 (ATCC ® 208821 ™) 50 pg/mL 50 pg/mL 4 pg/mL
ATCC WM628 (ATCC ® MYA-4566 ™) 100 pg/mL 50 pg/mL 8 pg/mL
ATCC WM629 (ATCC ® MYA-4567 ™) 50 pg/mL 100 pg/mL 8 pg/mL
ATCC WM626 (ATCC ® MYA-4565 ™) 100 pg/mL 50 pg/mL 4 pg/mL
Média geométrica 62,5 ug/mL 54,1 yg/mL 4,6 ug/mL
C. gattii

ATCC 32068 (ATCC ® 32068 ™) 100 pg/mL 50 pg/mL 8 pg/mL
ATCC WM179 (ATCC ® MYA-4560™) 100 pg/mL 100 pg/mL 8 pg/mL
ATCC WM161 (ATCC ® MYA-4562 ™) 100 pg/mL 100 pg/mL 4 pg/mL
ATCC R265 (ATCC ® MYA-4093 ™) 100 pg/mL 25 pg/mL 8 pg/mL
ATCC WM779 (ATCC ® MYA-4563 ™) 100 pg/mL 50 pg/mL 16 ug/mL
ATCC WM178 (ATCC ® MYA-4561 ™) 50 pg/mL 50 pg/mL 16 ug/mL
Média geométrica 91,6 ug/mL 62,5 ug/mL 10 pg/mL

Nota: Os valores da CFM determinada foram feitos através de experimentos em duplicatas. A CFM representa a fragao
capaz de inibir o crescimento in vitro da respectiva linhagem apos realizagdo da CIM, com nova incubagéo por 72 horas
a 35°C. ATCC: American Type Culture Collection.

O lupeol apresentou agéo fungicida sobre as linhagens ATCC 62066, ATCC WM628 e ATCC WM626 e
fungistatica sobre as linhagens ATCC H99, ATCC WM629 e ATCC 28957 de C. neoformans. Ja para as
linhagens de C. gattii, o efeito fungicida foi observado somente sobre ATCC WM779, e foi observada acéao

fungistatica para as demais linhagens testadas.

O fluconazol apresentou agdo fungistatica frente a todas as linhagens de C. neoformans e C. gattii testadas,
com excecgao de C. neoformans ATCC WM626, para a qual apresentou atividade fungicida. Os dados estéo

de acordo com a literatura, com fluconazol apresentando atividade majoritariamente fungistatical2,

Analises da atividade fungicida/fungistatica sao recorrentes em estudos para desenvolvimento de farmacos.
Folly et al.'8 avaliou essa atividade e mostrou que algumas frages extraidas de Xylosma prockya possuem

acao fungicida contra diversas linhagens de C. neoformans e C. gattii.

A acdo fungicida & desejavel para os agentes antimicrobianos, principalmente, porque a agao fungistatica
apenas inibe o crescimento do micro-organismo. Dessa forma, agentes fungistaticos sdo menos
interessantes clinicamente quando se pensa em desenvolver um farmaco antimicrobiano24. O fluconazol é
um exemplo de agente fungistatico, sendo raramente usado como monoterapia para tratar micoses
sistémicas, devido a elevada taxa de resisténcia a esse farmacol2. Dessa forma, € possivel afirmar que os
resultados encontrados para a FHGG e para o lupeol séo relevantes, ja que se observou um efeito fungicida

contra trés das seis linhagens testadas de C. neoformans. Além do mais, vale ressaltar que os valores de
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CFM para dez das doze linhagens testadas foram iguais ou superiores a 2 vezes o valor de CIM, o que

ainda é considerado fungicida para alguns autores['522,

FIGURA 2: Avaliagao da citotoxicidade do extrato etandlico (azul), da fragado hexano (vermelho) e do lupeol (preto) frente
a macrofagos J774A.1.
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Legenda: A CCs representa a dose citotoxica para 50% da populagao em teste. A CCs, do lupeol (52,28 pg/mL).

A FIGURA 2 mostra os resultados de porcentagem de viabilidade celular dos macréfagos murinos frente
ao extrato etandlico, fragcdo hexano e lupeol, onde foi possivel calcular a CCso. De posse de dados de
atividade biolégica e informagdes sobre a citotoxicidade é possivel calcular o indice de seletividade (IS), um
parametro que demonstra a relagdo entre eficacia e seguranca de um extrato ou substancia, e pode ser
obtido a partir da raz&o entre os valores CCso e CIMI2. Considerando as médias geométricas dos valores
de CIM, o IS do lupeol foi 1,3 para C. neoformans e 1,5 para C. gatti. Para algumas linhagens, o IS do lupeol

foi 4,22, o que indica alguma seletividade dos compostos contra os patdgenos fungicost 2,

Conclusao

Os experimentos realizados ajudaram a compreender que a FHGG e o lupeol analisados tiveram resultados
relevantes, apresentando agéo antifungica in vitro contra as linhagens estudadas. O lupeol apresentou CIM
abaixo dos valores citotoxicos para macréfagos J774. Para melhor compreender a atividade antifungica das
folhas de G. gardneriana, bem como os mecanismos de acao envolvidos, mais estudos s&o necessarios.

Assim, seréa possivel avancar para modelos invertebrados e, posteriormente, testes em modelos murinos.
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