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RESUMO

Cryptococcus neoformans é uma levedura patogénica, agente etiolégico da meningoencefalite
criptococdcica, manifestagdo clinica mais frequente da criptococose, que tem uma alta taxa de
mortalidade nos paises em desenvolvimento e apresentam fatores de viruléncia, que diretamente
influenciam a infec¢do no hospedeiro. Uma doenca infecciosa cosmopolita que ocorre por inalagdo das
leveduras e se manifesta com mais frequéncia em individuos com baixa imunidade celular. C.
neoformans tem tropismo pelas células do sistema nervoso central. Para o tratamento da criptococose a
droga de escolha é a anfotericina B associada ou ndo para a 5 —flucitosina apesar da alta toxicidade e
nefrotoxicidade. O objetivo deste trabalho foi avaliar atividade antifiingica dos o6leos essenciais de
Eugenia caryophyllus e Thymus vulgaris e seus compostos quimicos majoritarios sobre Cryptococcus
neoformans. Em doses subinibitérias avaliar a producdo de cépsula e de exoenzimas proteinase e
fosfolipase, antes e apds exposicdo aos 6leos essenciais e seus compostos quimicos majoritarios e
avaliar a mistura dos compostos quimicos sobre isolados de C. neoformans sensiveis aos Oleos
essenciais. Foram utilizados 18 isolados biolégicos de origem humanas sendo, 07 de pacientes com
sorologia positiva para o HIV e 11 com sorologia desconhecida para o HIV, 20 isolados de origem
ambiental e 02 cepas padrado de C. neoformans: ICB 163 D (NIH 163D) e ATCC 90112. Para a avaliagdo
da atividade antifingica e obtengdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) utilizou-se a técnica de
microdiluicdo em caldo, em meio RPMI 1640, com polissorbato Tween 20 a 0,02% como tensoativo. E a
confirmacéo da inibicdo em Agar Sabouraud dextrose, a 37°C por 48 hs com obten¢do da concentracéo
fungicida minima (CFM). Para cada 6leo essencial e seus compostos quimicos majoritarios foram
encontrados os seguintes resultados de CFM50 e CFM90: E. caryophyllus CFM50 0,19% e CFM90
1,56%; para seus compostos majoritarios: Eugenol 99% CFM50 24,75% e CFM90 99%; B-cariofileno
80% CFM50 40% e CFM90 80%. Para o dleo de T. vulgaris CFM50 0,09% e CFM90 1,56%; para seus
compostos majoritarios: Linalol 97% CFM50 e CFM90 97%; P-Cimeno 99% CFM50 e CFM90 de 99%;
Carvacrol 98% CFM50 24,50% e CFM90 49%; Timol 95,5% CFM50 24,8% e CFM90 49,7%. Quanto a
producdo de proteinase e fosfolipase todos os isolados eram fortemente positivos produtores das
exoenzimas e apds exposicdo aos 0Oleos essenciais e seus compostos majoritarios todos se tornaram
ndo produtores. Quanto a presenga de cdpsulas todos os isolados apresentavam capsula e apds contato
com os Oleos e seus compostos majoritarios, ocorreu reducdo ou auséncia da mesma, bem como as
células de leveduras tenderam a se agrupar em numero de 2, 4 ou mais células com aumento de
tamanho. Para a pesquisa da mistura entre os compostos quimicos majoritarios, obtiveram-se os
seguintes resultados quanto as CFMs 50 e 90: Eugenol 84,10% e B-cariofileno 12,67% - CFM 50 e
CFM90 96,77%; P-Cimeno 14,43% e Linalol 8,49% - CFM 50 e CFM90 de 22,92%; de P-Cimeno 14,43%
e Carvacrol 5,08% - CFM50 e CFM90 de 19,51%; P-Cimeno 14,43% e Timol 62,13% - CFM50 e CFM90
de 76,56%; Linalol 8,49% e Timol 62,13% - CFM50 35,31% e CFM90 de 70,62%; Linalol 8,49% e
Carvacrol 62,13%- CFM50 e CFM90 de 13,57%; Timol 62,13% e Carvacrol 5,08%- CFM50 8,4% e
CFM90 33,6%. A mistura de Timol 62,13%, Carvacrol 5,08%, P-Cimeno 14,43% e Linalol 8,49% foram
CFM50 de 2,81% e CFM90 90,13%. Pelo exposto e nas condi¢cdes desse estudo, conclui-se que as
CFMs de cada composto quimico majoritario sobre os isolados bioldgicos, apresentaram atividade

antifingica com concentrag¢des superiores ao do 6leo essencial total.

Palavras chaves: Cryptococcus neoformans; 6leos essenciais; antifingicos naturais; microdiluigdo em

caldo; Eugenia caryophyllus; Thymus vulgaris; eugenol; 3-cariofileno; linalol; P-Cimeno; carvacrol; timol.
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ABSTRACT

Cryptococcus neoformans is a pathogenic yeast, etiological agent of meningoencephalitis cryptococcal,
most common clinical manifestation of cryptococcosis, which has a high mortality rate in developing
countries and have virulence factors that directly influence the infection in the host. A cosmopolitan
infectious disease that occurs by inhalation of yeasts and manifests more frequently in individuals with low
cellular immunity. C. neoformans has tropism for cells of the central nervous system. For the treatment of
cryptococcosis the drug of choice is amphotericin B associated or not to 5 -flucitosina despite the high
toxicity and nephrotoxicity. The objective of this study was to evaluate the antifungal activity of essential
oils of Eugenia caryophyllus and Thymus vulgaris and its major chemical compounds on Cryptococcus
neoformans. In subinibitory evaluate the dose capsule production and proteinase exoenzyme and
phospholipase, before and after exposure to essential oils and chemicals its controlling and evaluating the
mixture of chemical compounds on C. neoformans isolates sensitive to essential oils. human were used
18 isolated biological origin and, 07 patients with positive serology for HIV and 11 with unknown HIV
status, 20 environmental isolates and 02 standard strains of C. neoformans: ICB 163 D (NIH 163D) and
ATCC 90112. for the evaluation of the antifungal activity and obtaining the minimum inhibitory
concentration (MIC) used the broth microdilution technique in RPMI 1640 medium with Tween 0.02%
polysorbate 20 as surfactant. And confirmation of inhibition Sabouraud dextrose agar at 37 ° C for 48
hours to obtain the minimum fungicidal concentration (MFC). For each essential oil and its major chemical
compounds the following results CFM50 and CFM90 were found: E. caryophyllus CFM50 CFM90 0.19%
and 1.56%; for its major compounds: Eugenol 99% 24.75% CFM50 and CFM90 99%; B-caryophyllene
80% CFM50 CFM90 40% and 80%. For T. vulgaris oil CFM50 CFM90 0.09% and 1.56%; for its major
compounds: Linalool 97% CFM50 and CFM90 97%; P-cymene and 99% CFM50 CFM90 99%; Carvacrol
98% and 24.50% CFM50 CFM90 49%; Thymol CFM50 95.5% 24.8% and 49.7% CFM90. For the
production of proteinase and phospholipase all isolates were strongly positive producers of exoenzymes
and after exposure to essential oils and their major compounds all became not producers. Regarding the
presence of capsules all isolates had capsule and after contact with oils and their major compounds, such
decrease or lack thereof, as well as yeast cells tended to cluster numbers of 2, 4 or more cells with
increased size. For the research of the mixture between the main chemical compounds, the following
results as the CFMs were obtained 50 and 90: Eugenol 84.10% and B-caryophyllene 12.67% - 50 CFM
and CFM90 96.77%; P-Cymene Linalool 14.43% and 8.49% - 50 CFM and CFM90 22.92%; P-cymene
14.43% and 5.08% Carvacrol - CFM50 and CFM90 of 19.51%; P-cymene and thymol 14.43% 62.13% -
CFM50 and CFM90 of 76.56%; Linalool and thymol 8.49% 62.13% - 35.31% CFM50 and CFM90 of
70.62%; Linalool 8.49% and 62.13% Carvacrol - CFM50 and CFM90 of 13.57%; 62.13% Thymol and
Carvacrol 5.08% - 8.4% and CFM50 CFM90 33.6%. A mixture of 62.13% thymol, 5.08% Carvacrol, P-
Cymene Linalool 14.43% and 8.49% were CFM50 CFM90 2.81% and 90.13%. For these reasons and
under the conditions of this study, it is concluded that the CFMs of each major chemical on biological

strains showed antifungal activity at concentrations higher than the overall essential oil.

Keywords: Cryptococcus neoformans; essential oils; natural antifungals; microdilution broth; Eugenia

caryophyllus; Thymus vulgaris .; eugenol; B-caryophyllene; linalool; P-cymene; carvacrol; thymol.
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1. INTRODUCAO

1.1 Genero Cryptococcus

Mundialmente difundidos no meio ambiente, os fungos sdo cada vez
mais reconhecidos como importantes patdgenos, principalmente nas ultimas
décadas, pela frequéncia de doencas flngicas sistémicas graves. Esta
condig&o ocorre principalmente por comprometimento do sistema imunolégico
do hospedeiro (Karkowska-Kuleta et al. 2009; Nucci et al. 2010; Roilides et al.
2012).

Dentre estes patégenos, destaca-se a levedura Cryptococcus
neoformans, que é um basidiomiceto intracelular facultativo responsavel por
cerca de um milh&o de casos de meningite e 675.000 mortes por ano em
pacientes infectados pelo HIV (Park et al., 2009; Coelho et al., 2014). Embora
seja predominantemente um saprofita ambiental, C. neoformans causa
infeccdes sistémicas em humanos e pode evoluir como um patégeno capaz de
sobreviver a mecanismos de defesa do macréfago, por meio de interacdes
fagociticas (Alvarez e Casadevall, 2007; Jianmin et al., 2013).

O género Cryptococcus é classificado segundo o estado teleomérfico no
Reino: Fungi, Divisdo: Basidiomycota, Ordem: Filobasidiales, Familia:
Filobasidiaceae, Género Filobasidiella: Espécie: Filobasidiella neoformans var
neoformans (sorotipo A e D) e Filobasidiella neoformans var bacillispora
(sorotipo B e C). E respectivamente, na forma anamorfica: Cryptococcus
neoformans var neoformans e Cryptococcus neoformans var gattii (Mitchell &
Perfect, 1995; Kurtzman & Fell, 1998). Cryptococcus sp podem formar hifas
verdadeiras durante a reproducédo sexuada, mas ndo sédo considerados fungos
dimérficos verdadeiros porque a fase filamentosa € apenas transitoria,
surgindo apos fuséo entre dois mating types, ou tipos sexuais: a e a resultando
no estagio sexuado do fungo denominado Filobasidiella spp (Mitchell &
Perfect, 1995; Jianmin et al., 2013).

Trés sorotipos de Cryptococcus neoformans foram inicialmente,
reconhecidos e ainda hoje sédo citados por alguns autores: sorotipo A (var.
grubii), sorotipo D (var. neoformans) e sorotipo AD hibrido. Posteriormente C.

neoformans foi definido como tendo duas variedades, var neoformans e var
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gattii. (Kurtzman & Fell, 1998; Casadevall & Perfect, 1998; Franzot et al., 1999,
Chuang et al. 2009; Zapata & Galindo, 2009; Liaw et al, 2009; Zhu et al., 2009;
Simwami et al., 2011; Jianmin et al., 2013).

Estudos gendmicos mostraram que as diferencas genéticas entre as
variedades foram suficientes para classificA-las em duas espécies distintas:
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii; sendo considerados um dos
principais patdgenos para os seres humanos (Lengeler et al., 2001; Litvintseva
et al., 2006; Byrnes et al.,, 2011). E em cinco sorotipos com base na
especificidade antigénica do polissacarideo capsular, denominado
glicoronoxilomanana (GXM), que é sintetizado tanto in vivo quanto in vitro,
ficando C. neoformans (sorotipos A, D e AD), com distribuicdo mundial e
responsavel pela maioria das infeccfes associadas aos pacientes infectados
pelo HIV (Human Immunodeficiency Virus) e C. gattii (sorotipos B e C) limitado
a regides tropicais e subtropicais, frequentemente podendo ser a causa de
infeccdo em individuos imunocompetentes. O sorotipo AD € o resultado da
fusdo entre a variedade de sorotipo A e um sorotipo D seguido por um defeito
na meiose devido a incompatibilidades genémicas (Lengeler et al., 2001; Xu et
al., 2002; Nishikawa et al., 2003; Litvintseva et al., 2006; Liaw et al., 2010; Ma
& May, 2009; Zhu et al.,2009, Hoog, 2011; Zatz, et al., 2010 e Kaufman et al.
2011).

1.2 Cryptococcus neoformans

C. neoformans sao leveduras que macroscopicamente apresentam
colénias lisas, convexas, na cor creme-amarelado, em meios de cultura
solidos, crescem entre 20 e 37°C e microscopicamente apresentam formas
arredondadas com 3 a 6 um de didmetro e se reproduzem por brotamento. No
hospedeiro e em certos meios de cultura, observa-se uma capsula de
polissacarideo ao redor de cada célula. (Figura 1). Cepas de C neoformans
podem utilizar creatinina como fonte de nitrogénio e produzir melanina. E
cosmopolita, comumente encontrada nas fezes de pombos ou no solo (Mitchell
& Perfect, 1995, Kurtzman & Fell, 1998).

Os pulmbes séao a porta de entrada para estas leveduras que podem

causar infeccbes no homem apos ser inaladas de ambientes habitados por
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aves (Mitchell & Perfect, 1995; Casadevall & Perfect, 1998; Ma & May, 2009).
Apos inalacdo, C. neoformans estabelece no pulmédo uma infeccdo e pode
disseminar para outros Orgdos, especialmente o sistema nervoso central
(SNC), o qual tem tropismo, causando grave meningoencefalite, podendo

também acometer a pele, a prostata e os olhos (Mitchell & Perfect, 1995).

& 1 Capsula
Célula

Figura 1: Cryptococcus neoformans

Diversos fatores estdo implicados na viruléncia da levedura, dentre os
quais a capacidade de crescimento a 37°C, sintese de melanina, presenca de
capsula e a producdo de diversas enzimas como proteinases, causando
destruicdo tecidual (Aoki et al. 1994, Chen et al. 1996), urease, que tem
influéncia direta na disseminacdo da criptococose para o SNC (Torres-
Rodriguez et al., 2008) e fosfolipase, que facilita a invasao no tecido (Cox et al,
2001; Perfect & Casadevall, 2002; Chayakulkeeree & Perfect, 2006;
Karkowska-Kuleta et al, 2009) e pode digerir membranas celulares
promovendo lise celular (Santagelo et al, 1999). A capsula, que é composta de
cerca de 90% de glucurono-xilomanana (GXM) e 7% de galacto-xilomanana
(GalXM) junto com algumas manoproteinas esta presente nos isolados do
meio ambiente e pode proteger as células de levedura e tem propriedades
imunomoduladoras (Bose et al, 2003; Zaragoza et al., 2009). O componente
polissacarideo capsular que atua inibindo a fagocitose engloba fatores do
complemento, absorve e neutraliza opsoninas, anticorpos protetores e
promove ainda a inibicdo da quimiotaxia de neutréfilos (Campos & Baroni,
2010; Chang et al, 1996; Chang & Kwon-Chung, 1998). A producdo de
melanina se da por meio de enzimas oxidativas chamadas lacases e sua
funcd@o é proteger a célula contra a fagocitose (Williamson, 1994). Além das

enzimas ja descritas, a superéxido dismutase, a producdo de manitol e a
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mating-type estdo envolvidas na patogénese da criptococose (Mitchell &
Perfect, 1995; Chang et al., 2000; Cox et al., 2000; Steen et al. 2002;
Nishikawa et al., 2003; Dambrés, 2005; Dias et al.2006; Cerika et al., 2009,
Eisenman et al., 2009; Gates-Hollingsworth MA & Kozel TR, 2009; Liaw et al.,
2009; Liu & Nizet, 2009; Chayakulkeeree & Perfect 2006; Huston & Mody
2009; Chan & Tay 2010; Jang et al. 2011; Kronstad et al. 2012; Negroni, 2012).

O complexo de espécies de Cryptococcus neoformans é formado por
dois microrganismos diferentes, C. neoformans e C. gatti, que sao
subclassificados em pelo menos duas variedades, cinco sorotipos e oito tipos
moleculares (Kwon-Chung & Varma, 2006; Bovers et al., 2008; Lester et al.,
2011).

Apesar de partilharem varias caracteristicas fenotipicas e moleculares,
estas espécies diferem quanto aos aspectos ecoldgicos e epidemiologicos (Lin
e Heitman, 2006; Costa et al., 2010). Sdo os agentes causadores de
meningoencefalite criptococica, manifestacdo clinica mais frequente da
criptococose, que tem uma alta taxa de mortalidade nos paises em
desenvolvimento (Kronstad et al., 2011).

Entre os pacientes nao infectados por HIV, a criptococose ocorre em 20
a 60% dos pacientes submetidos a transplante. Sendo a terceira causa de
infeccdo fangica invasiva nos pacientes transplantados por 6rgaos solidos no
mundo. No Brasil, a criptococose € considerada a segunda, dentre as
infeccdes fungicas, nesse grupo de pacientes (Shoham et al., 2005; Kon et al.,
2008). Cryptococcus spp apresentam fatores de viruléncia, que diretamente
influenciam a infeccdo no hospedeiro (Ma & May 2009). Entre eles, enzimas
hidroliticas capazes de degradar proteinas (Chen et al., 1996; Bien et al., 2009;
Chayakulkeeree et al., 2011) e as fosfolipases diretamente relacionadas com a

desestabilizacdo de membranas de células hospedeiras (Ma & May, 2009).

1.3 Fatores de viruléncia

Apesar de certos aspectos da viruléencia ser determinados
geneticamente estes sdo expressos pelos microrganismos apenas quando
existem condi¢cdes ambientais favoraveis, tais como: teor nutricional, atmosfera

de oxigénio e temperatura. Essas condicbes sao especificas para cada
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microrganismo e podem variar de hospedeiro para hospedeiro e mesmo entre
os diferentes tecidos de um mesmo hospedeiro (Ghannoum e Radwan, 1990).

Nenhum fator de viruléncia parece ser responsavel individualmente pela
patogenicidade, mas provavelmente uma combinacdo dos diferentes fatores
que atuam em determinadas fases da infeccado (Cutler, 1991; Odds, 1994;
Pires et al., 2001).

1.3.1 Capsula

A capsula é considerada um importante fator de viruléncia com
capacidade imunossupressora e antifagocitica. E constituida pelos
polissacarideos glucuronoxilomanana (GXM) (90%), galactoxilomanana
(GalXM) (7%) e manoproteina (MP) (3%) (Mitchell & Perfect, 1995; Casadevall
& Perfect, 1998; Casali et al., 2001; Nishikawa et al., 2003; Moyrand et al.,
2002; Levitz & Specht, 2006; Zaragoza et al., 2009).

Como um patdgeno intracelular facultativo Cryptococcus libera a
capsula polissacaridea intracelularmente e esta se acumula em vesiculas no
citoplasma o que tem efeito negativo nos macréfagos e permite a
sobrevivéncia da levedura (Viviani & Tortorano, 2009; Anaisse et al., 2009;
Coelho et al., 2014).

Liaw et al.,, em 2010 observaram que todas as 100 cepas de C.
neoformans utilizadas no estudo produziram capsulas, porém ndo ocorreu uma
correlacéo significativa entre o tamanho da capsula ou qualquer um dos outros
trés fatores de viruléncia (producdo de melanina, producdo de fosfolipase e
urease).

Relatos na literatura informam que a cépsula tem um importante papel
na sobrevivéncia e € considerada essencial para a viruléncia de C.
neoformans, promovendo a protecdo do fungo no meio ambiente a
desidratacéo e o efeito de radiacfes solares (Zaragoza et al., 2003; Martinez,
& Casadevall, 2005; Zaragoza et al., 2009).

A céapsula como principal fator de viruléncia e a complexidade dessa
estrutura na superficie de C. neoformans vem despertando o interesse no
processo de sintese, expressao e formacdo dessa estrutura na superficie do

fungo.
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Em geral, os sinais que induzem o crescimento da capsula sdo muito
heterogéneos, tais como pH, concentracdes de ferro livre, disponibilidade de
CO,, osmolaridade do meio, concentracdo de nutrientes, temperatura e
sorotipo (Zaragoza et al., 2009).

A distincdo dos cinco sorotipos para este fungo (A, B, C, D e AD) é
baseada na reacdo imunolégica com antissoro produzido contra diferentes
epitopos dos polissacarideos que compde a capsula da levedura (Nishikawa et
al., 2003).

1.3.2 Crescimento a37°C

Para iniciar uma infeccdo sistémica, qualquer microrganismo deve ser
capaz de crescer no hospedeiro (Mitchell & Perfect, 1995). Estudos com
mutante de C. neoformans sensivel a altas temperaturas demonstraram ter
sua viruléncia atenuada (Bovers et al., 2008).

C. neoformans e C. gattii crescem a 37° C (Steenbergen & Casadevall,
2003), mas nem todas as leveduras do género Cryptococcus tem habilidade de
crescer nessa temperatura (Mitchell & Perfect, 1995). A 41°C, essas leveduras
podem ser inibidas ou mortas, sendo esta temperatura de restricdo
determinante para a patogenicidade. Apesar de C. neoformans e C. gattii
apresentarem bom crescimento a 37°C, a temperatura 6tima de crescimento
para ambas as espécies esta entre 30 e 35°C (Mitchell & Perfect, 1995; Bovers
et al., 2008).

1.3.3 Proteinase

As proteinases contribuem para a viruléncia do microrganismo por
destruirem proteinas do hospedeiro, causando dano tecidual ou vasodilatacao
crescente, que provavelmente fornece nutrientes para o patdgeno, fazendo
com que ocorra a invasdo e disseminacdo dos fungos nos tecidos do
hospedeiro. As proteinases atuam por meio da degradacéo de proteinas como:
colageno, elastina, fibrinogénio e  principalmente de  proteinas

imunologicamente importantes como imunoglobulinas e fatores do sistema
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complemento. Desta forma pode interferir com os mecanismos de defesa do
hospedeiro, pela destruicdo destas proteinas envolvidas no sistema imune
(Aoki et al. 1994, Chen et al. 1996). C. neoformans apresenta na maioria das

vezes baixa atividade proteolitica (Casadevall & Perfect 1998).

1.3.4 Fosfolipase

A fosfolipase € um fator de viruléncia relacionado a capacidade da
levedura de desestabilizar as células epiteliais e endoteliais, por meio da
hidrélise das ligacbes éster em glicerofosfolipideos na bicamada lipidica da
membrana celular (Ghannoum 2000), permitindo a penetracdo do

microrganismo nos tecidos do hospedeiro.

1.4 Antifungicos sintéticos

Introduzida na década de 1950, a anfotericina B, associada ou nédo a 5-
flucitosina, € o principal tratamento para a criptococose, embora os efeitos
colaterais sejam extremamente graves (Casadevall; Perfect, 1998). Atua sobre
C. neoformans por ligacdo especifica no ergosterol, presente na membrana
fungica, causando uma desorganizacao desta membrana, formando poros,
compostos pelo agrupamento do farmaco e do ergosterol, causando
despolarizacdo da membrana, aumento da permeabilidade para prétons e
cations monovalente e consequentemente lise e morte celular (Groll & Kolve
2004)

A anfotericina B ainda permanece como a substancia fungicida mais
utilizada no tratamento de micoses sistémicas, principalmente em pacientes
imunocomprometidos, mesmo com a sua alta nefrotoxicidade (Filippin &
Souza, 2006). A alternativa utilizada estd sendo a formulacdo lipidica -
anfotericina B lipossomal, que tem apresentado resultados positivos, com
menor nefrotoxidade do que a anfotericina B convencional (Bicanic & Harrison,
2004; Dambros, 2005, Liaw et al., 2009; Ritter & Goldman, 2009).

Na década de 80 o fluconazol e o itraconazol, inibidores da sintese de
ergosterol, colaboraram no tratamento da criptococose, principalmente apds a

ocorréncia de pacientes portadores de HIV. No entanto, para o tratamento da
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criptococose, o fluconazol mostrou-se superior em relagcdo ao itraconazol
(Dismukes, 1993; Bicanic & Harrison, 2004, Liaw et al., 2009; Ritter &
Goldman, 2009; Sakurai, et al., 2009).

Convém lembrar que nas falhas terapéuticas, para caracterizar uma
amostra como resistente é fundamental o conhecimento de questdes como: o
estado imunologico do paciente, 0s niveis séricos ideais do antifungico,
interacbes medicamentosas e outros agentes infecciosos associados que nao
s6 a levedura (Polachini, 2004).

Uma substancia eficaz e com baixa toxicidade e tolerancia por via oral é
necessaria como terapia para essa doenca. Pesquisas com extratos e 6leos
essenciais de plantas, eficazes e com menos efeitos colaterais pode ser uma
nova opcao para o tratamento desta infeccao (Araujo et al, 2004; Meneses et
al., 2009).

Embora novas drogas antifungicas fossem desenvolvidas, nos altimos
anos, a disponibilidade de agentes antifungicos com atividade contra
Cryptococcus spp ainda é limitada. Este cenario motiva a busca de novos
compostos que apresentem propriedades antifungicas contra Cryptococcus
spp. (Jabra- Rizk et al., 2006; Semighini et al., 2008; Derengowski et al., 2009;
Weber et al., 2010; Pammi et al., 2011).

1.5 Antifungicos naturais

Para Sallé (1996), a maior parte dos medicamentos sintéticos tem sua
origem nos componentes ativos das plantas.

O estudo inicia-se a partir de uma revisdo etnofarmacologica,
identificando as espécies mais utilizadas pela populacdo e com atividade
antifangica, assim varios extratos de plantas, tinturas, Oleos essenciais e
produtos opoterapicos tem sido testados sobre leveduras principalmente do
género Candida (Araujo et al., 2004; Carvalho, 2004; Polachini, 2004; Silva,
2004, Oliveira, 2005; Duarte, 2006; Lima et al., 2006; Abrah&o, 2007; Oliveira,
2007; Oliveira et al., 2007, Silva, 2007 e Costa et al., 2009)

Os Oleos essenciais constituem os elementos volateis contidos em
diferentes o6rgdos da planta e estdo relacionados com diversas funcbes

necessarias a sua sobrevivéncia (Oliveira et al., 2006).
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As plantas possuem composi¢ées quimicas complexas, envolvendo
centenas de compostos em pequenas concentracdes. Essa complexidade faz
com que tenham aplicacdo em diversas doencas, € hem sempre umas estao
relacionadas com as outras; podendo uma planta servir para mais de uma

enfermidade quando aplicada como fitoterapico (Polachini, 2004).

1.6 Oleos essenciais

As plantas possuem substancias com potencial antimicrobiano, que
estdo presentes em extratos e 6Oleos essenciais de caules, raizes, folhas e
frutos (Maciel 2002). Os compostos produzidos pelos vegetais séo
classificados em dois grupos: os metabdlitos primarios, como os carboidratos,
aminoacidos e lipideos; e os metabdlitos secundarios que sdo compostos
elaborados a partir da sintese dos metabdlitos primérios, constituidos
principalmente por substancias de baixo peso como 0s compostos terpenos,
monoterpenos, sesquiterpenos, fendlicos, fenilpropandides, ésteres, alcoois,
aldeidos e cetonas, normalmente utilizados in natura, pois suas propriedades
estdo associadas a varios componentes que formam cada 6leo em particular
(Duarte 2006).

No século XVI, o médico e alquimista suico Paracelso definiu o termo
Oleo essencial, o componente efetivo de uma droga, a “quinta esséncia”.
Extraidos de parte de plantas como frutas, flores, cascas, ou de plantas
inteiras, também ¢é utilizado como especiarias e erva medicinal. S&o
caracterizados quimicamente como misturas complexas de compostos de
baixo peso molecular, constituidos de numerosos compostos volateis, com
tensdes de vapor elevadas, odoriferos, insoliveis em agua, porém, sollveis
em alcool e em varios solventes hidrossolUveis capazes de gerar sabores e/ou
aromas (Silva,1998). Parte das propriedades farmacéuticas descritas para
plantas medicinais sdo creditadas aos 6leos essenciais. O 6leo obtido de uma
planta serve como caracteristica para aquela espécie. Fisicamente, se
apresentam no estado liquido a temperatura ambiente, com aspecto incolor ou
claro. Podem ser extraidos de diferentes modos, como hidro destilacédo,
destilacdo a vapor, CO, supercritico, ou com a utlizacdo de solventes

organicos ou gorduras. (Trombetta et al., 2005, Edris, 2007).
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A principal caracteristica é a volatilidade, diferindo dos 6leos fixos,
misturas de substancias lipidicas, obtidos geralmente de sementes. Esta
associada a varias funcdes necessarias a sobrevivéncia do organismo vegetal
em um ecossistema, exercendo o papel fundamental na defesa contra
microrganismos e predadores, como também na atracdo de insetos e outros
agentes polinizadores (Craveiro & Queiroz, 1993; Vitti & Brito, 2003;
Magalhaes, 2009).

As estruturas secretoras tém se mostrado relevante para o0
conhecimento da anatomia vegetal, da natureza quimica do exsudato e do
papel que desempenham no corpo do vegetal. De acordo com a familia a que
pertencem as diversas espécies de plantas acumulam essas substancias
volateis em 6rgados vegetais especificos: folha, flor, fruto, semente, caule, etc.
(Gazim et al., 2008).

Utilizados h& séculos como flavorizantes na fabricacdo de cosméticos e
perfumarias, e farmacologicamente com fins medicinais, os 6leos essenciais
vém estimulando a procura por substancias biologicamente ativas e eficazes,
especialmente sobre microrganismos. Outro aspecto € que pelo fato de serem
naturais e biodegradaveis geralmente apresenta baixa toxicidade aos
mamiferos e por poderem atuar sobre varias moléculas-alvo ao mesmo tempo,
guando comparado a farmacos sintéticos, tornam-se substancias chaves para
a pesquisa de novos medicamentos (Figueiredo et al., 2008).

A caracterizacdo quimica dos Oleos essenciais pode ser obtida por
cromatografia, acoplada a espectrometria de massas. Esses 0Oleos podem
apresentar mais de 60 compostos diferentes. Os componentes majoritarios as
vezes representam mais de 85% do total, enquanto outros compostos
aparecem em quantidades infimas, embora a proporcdo ndo esteja
relacionada com a grandeza de sua atividade, podem ser fundamentais para a
acao farmacolégica dos demais (Galindo et al., 2010).

A atividade dos Oleos essenciais engloba acdo fitoterapica, antiviral,
antisséptica, nutricional, antifungica, entre outras. A atividade bacteriostéatica
e/ou bactericida de 6leos essenciais € exercida principalmente por compostos
terpendides (Burt, 2004).

Mesmo que Oleos diferentes apresentem compostos iguais

qualitativamente, diferencas quantitativas fardo com que aquele Oleo tenha
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propriedades quimicas e biologicas diferentes dos demais (Trombetta et. al,
2005, Edris, 2007).

Ferreira (1998) relata que, o extrato de uma planta medicinal sendo uma
mistura de substancias, a separacdo em substancias isoladas pode levar a

perda do efeito farmacol6gico esperado.

1.7 Atividade antimicrobiana de 6leos essenciais

Estudos vém apontando as valiosas propriedades terapéuticas de 6leos
essenciais de plantas sobre as leveduras patogénicas (Villon & Chaumont,
1994; Carmo et al., 1998; Alves et al., 2000; Araujo, 2004; Lemos et al., 2004;
Araujo et al., 2009; Lee et al., 2009; Zuzarte et al., 2011).

Cerca de 60% dos 0leos essenciais possuem propriedades antifungicas
(Bhavanani & Ballow, 1992; Gazim et al., 2009) e 35% exibem propriedades
antibacterianas. Os principais compostos quimicos isolados dos Oleos
essenciais sdo terpenos e seus derivados oxigenados, terpendides, compostos
fendlicos e fenilpropanodides (Goncalves et al, 2003; Sol6rzano-Santos &
Miranda-Novales, 2011).

Os produtos do metabolismo secundario acumulado pelas plantas
atuam de duas formas: como “potencializadores de atividade antibacteriana”,
favorecendo a atividade de antibidticos cuja acdo encontra-se limitada por
mecanismos de multirresisténcia desenvolvidos pelos microrganismos; ou
como “atenuantes de viruléncia”, adequando a resposta do sistema imune do
hospedeiro a infec¢do (Gonzélez-Lamothe et al., 2009),

Apesar de varias estruturas quimicas isoladas de produtos do
metabolismo secundario das plantas exercerem alguma acao antibacteriana, a
maior parte destas moléculas apresenta atividade fraca e espectro de acao
limitado quando utilizadas isoladamente. Porém, ao serem combinadas entre si
ou com antibioticos, podem atuar como adjuvantes, modificando a resisténcia
bacteriana frente determinadas drogas, diminuindo a dose necessaria de
antibioticos para um resultado eficaz (Simdes et al., 1999).

O valor terapéutico da combinacdo de substancias é praticado desde
sistemas medicinais antigos como na Ayurveda e na Medicina Tradicional

Chinesa (MTC), objetivando o sinergismo. Combinagdes entre O6leos
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essenciais sdo utilizadas na aromaterapia, e até mesmo a Organizacdo

Mundial da Saude (OMS) recomenda o uso de alguns medicamentos

alopéaticos de forma combinada (van Vuuren & Viljoen, 2011).

Hemaiswarya et al. (2008) citam algumas associacdes entre produtos

naturais e antibioticos, visando a inibicdo da acdo do mecanismo de

resisténcia bacteriana ou sua expressao (Tabela 1).

Um dos primeiros estudos relacionados a antifungicos naturais sobre

Cryptococcus foi

realizado por Viollon e Chaumont (1994).

Neste C.

neoformans foi inibido por O6leos essenciais de palmarosa e canela e

substancias isolados desses 0leos, como compostos fendlicos, timol e

carvacrol, terpendides, citral, geraniol e citronelol.

Tabela 1: Algumas associagdes efetivas entre produtos naturais e antibiéticos

Produtos naturais

Antibioticos

Mecanismo de acédo

Microrganismos

Catequinas,
epigalocatequina
galato (EGCyg),
baicalina, corilagina

B-lactamicos
(penicilinas,

cefalsoporinas).

Inibicdo da proteina de ligacéo
a penicilina alterada (PBP2a)
ou inibi¢do de sua sintese

S. aureus meticilina
resistente (MRSA).

ECGg

Penicilina

Inibe penicilinase

S. aureus produtores de
penicilina

Diterpenos de Lycopus
europeaus L.

Tetraciclina

Bloqueio de bombas de efluxo

S. aureus com mecanismo
de efluxo multirresistente

Extrato de roma
(Punica granatum L.)

Coprofloxacina,
cloranfenicol,
gentamicina,

oxacilina, entre

outros.

Inibe Nor A (bomba de efluxo
responsavel por resisténcia a
fluorquinolonas).

MRSA

a-mangostim

Vancomicina

Desconhecido

MRSA e Enterococcus
vancomicina resistentes
(VRE).

Fonte: Adaptado de Hemaiswarya et al., 2008

1.8 Metabdlitos secundéarios em plantas

Metabolitos secundarios sdo substancias produzidas em pequenas

guantidades e nem sempre estdo envolvidos em func¢des vitais do vegetal ou
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mesmo presente em todos eles. Sdo conhecidos por serem sintetizados em
tipos celulares especializados e em distintos estagios de desenvolvimento,
tornando seu isolamento mais complexo. Estes constituintes sao
diversificados, onde, cada familia, género e espécie produzem uma categoria
quimica caracteristica ou uma mistura delas e podem ser utilizadas como
caracteres taxondmicos na classificacao das plantas (Waksmundzka-Hajnos et
al., 2008).

Os produtos do metabolismo secundario podem ser divididos em trés
grandes grupos segundo a sua biossintese: terpendides, alcaloides e
compostos fendlicos. Em torno de 55.000 terpendides ja foram isolados,
podendo estes apresentar funcdes tanto no metabolismo primario como
secundario. Aqueles produzidos pelo metabolismo secundario sao derivados
da molécula precursora de cinco carbonos, o isopentenil difosfato (IPP). Os
cerca de 12.000 alcaloides conhecidos apresentam uma ou mais moléculas de
nitrogénio, sendo sintetizados principalmente a partir de aminoacidos. Os
compostos fendlicos conhecidos, em torno de 8.000, podem ser sintetizados

pela via do acido chiquimico, ou via do acetato/malonato (Croteau et al., 2000).

1.8.1 Terpenos

Os terpenos ou terpendides representam a maior classe de constituintes
ativos em plantas, tendo mais de 30.000 substancias descritas (Raven, 2001).
A classificacdo dos terpenos decorre do numero de unidades isoprénicas que
sdo formadas por atomos de carbono. Os monoterpenos contém duas
unidades isoprénicas (10 atomos de carbonos) sdo volateis e encontrados
frequentemente nos Oleos essenciais (Larcher, 2000; Raven, 2001) assim
COmo 0s sesquiterpenos que constituem uma classe de substéncias naturais
com diversos nucleos estruturais (Brochini et al., 1999). Os fatores ambientais
na variabilidade de monoterpenos sdo de grande importancia pelo fato dessas
substancias terem significado biossistematico, ecolégico e evolutivo no
organismo vegetal (Lima et al., 2003).

Os terpenos atuam nas plantas em diferentes func¢des caracteristicas,
como por exemplo, na producdo de horménios (giberelinas), pigmentos

fotossintéticos (carotenoides), carreadores de elétrons (ubiquinonas) e em
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mecanismos de defesa e comunicacdo. A maioria dos compostos apresenta
baixo peso molecular, natureza lipofilica, grande variedade de estruturas e alta
pressao de vapor a temperatura ambiente (Bakkali et al., 2008).

Os monoterpenos sdo bem conhecidos como constituintes da esséncia
volatil de flores e Oleos essenciais extraidos de plantas medicinais e
aromaticas, justificando sua importdncia para a industria de perfumes e
aromatizantes. O geraniol, mentol, linalol e o citral sdo exemplos de
monoterpenos. Assim como 0S monoterpenos, muitos sesquiterpenos podem
atuar como compostos antimicrobianos (fitoalexinas) e herbicidas. Fazem parte
desta classe farnesol, zingibereno e cariofileno. As resinas acidas
apresentadas por coniferas e leguminosas, o0s horménios giberelinas,
fitoalexinas e metabdlitos secundéarios farmacologicamente importantes (como
Taxol®, quimioterdpico e forscolina, usada no tratamento de glaucoma) séo
exemplos de diterpenos. Os triterpenos sdo sintetizados a partir da
condensacdo cauda-cauda de duas unidades de sesquiterpeno (pela
extremidade fosfato). Os brassinoesteroides, fitoesteroides de membrana,
algumas fitoalexinas, toxinas e componentes de ceras cuticulares compdem
esta ampla classe de compostos quimicos. Como exemplos de tetraterpenos,
podem ser citados os carotenoides, pigmentos intimamente ligados aos
processos fotossintéticos. Os triterpenos mais prevalentes contem oito
unidades de isopreno de carbono. Sao pigmentos carotendide que
desempenham funcdes essenciais na fotossintese. Os politerpenos que
contém mais de oito unidades de isopreno incluem os portadores de elétrons
qguinona prenilada (plastoquinona e ubiquinona), de cadeia longa envolvida em
reacoes de transferéncia de acucar (por exemplo, Dolicol) tais como polimeros
de borracha, muitas vezes encontradas no latex. (Croteau et al., 2000).

Os terpenos e seus derivados exercem atividade antimicrobiana
envolvendo diversas espécies de plantas e microrganismos testados. Greay &
Hammer (2011) citam alguns dos mecanismos de atuagdo dos compostos
sobre células bacterianas. Monoterpenos interferem na integridade e
funcionamento da membrana celular, por meio da mudanca do potencial da
membrana, perda de material citoplasmatico e inibicdo da cadeia respiratoria.
A exposicao a terpenos pode interferir na expressao de genes codificadores de

fatores de viruléncia, como nas linhagens de S. aureus produtoras de
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enterotoxinas (Qiu et al., 2011) e na expressao de proteinas citoplasmaticas e
de membrana em Salmonella enterica (Di Pasqua et al., 2010). Ao investigar a
atividade antimicrobiana de sesqui- e diterpenos isolados da copaiba
(Copaifera langsdorffii Desf.) contra bactérias cariogénicas, Souza et al. (2011)
descreveram uma maior eficiéncia para 0s compostos com apenas um grupo

hidrofilico frente aos que apresentaram dois grupos.

1.8.2 Fenobis

Os fendis ou compostos fendlicos estdo presentes em todos os 6rgaos
das plantas, sendo abundantes em legumes, frutas, grdos, vegetais como
também encontrados no chocolate, vinho tinto, azeite de oliva, cha verde e
café. J4 foram caracterizados mais de 8.000 compostos que compreendem
estruturas diversas variando de moléculas simples, como os acidos fendlicos,
compostos cujas moléculas sdo altamente ramificadas, como os taninos. Os
polifendis podem ser divididos em pelo menos 10 classes diferentes baseada
em suas estruturas quimicas (fendis simples, acidos fendlicos, benzoquinonas,
isocumarinas e cumarinas, naftoquinonas, estilbenos, acetofenonas, xantonas,
entre outros). Os flavonoides constituem a classe fendlica mais importante com
mais de 5.000 compostos descritos (Bravo, 1998). Podem ser originados
basicamente por duas rotas bioquimicas diferentes, seja pela via do
chiguimato ou pela via do acetato/malonato (Quideau et al., 2011).

A biossintese de metabdlitos secundarios € um processo complexo e
estd sujeito a influéncia de diferentes variaveis. Fatores bidticos e abibticos
podem interferir com a qualidade e a quantidade de produtos secundarios
resultantes do metabolismo de uma planta em determinado momento
(Sangwan, 2001; Gobbo-Neto & Lopes, 2007).

Atividade antimicrobiana de varios compostos fendlicos de extratos de
plantas tem sido avaliada em diversas pesquisas cientificas. Alguns estudos
(Einbond et al., 2004; Banerjee et al., 2005; Choi et al., 2006) relatam que
muitas atividades biolégicas, assim como a antioxidante e antimicrobiana, sdo

devidas ao teor de fendis totais, como taninos e flavondides.

29



1.9 Ensaios com Gleos essenciais e seus compostos quimicos

Foglio (2003), em um estudo com Artemisia annua L., encontrou uma
CIM de 1.000 pg/mL a 1.100 pg/mL para C. albicans, nas fracdes purificadas
de deoxiartemisinina e dihidroepioxiartenuina.

Sautour (2004) considerou significativa a atividade antimicrobiana,
quando os resultados atingem valores < 200 pg/mL para compostos quimicos
isolados.

Lee et al., 2009 estudando Oleos essenciais de coniferas japonesas —
Pinus densiflora, Cryptomeria japonica e Chamaecyparis obtusa — em
diferentes microrganismos utilizando a técnica de difusdo em &gar, observou
que todos os 6leos essenciais apresentaram atividade sobre C. neoformans,
com CIM de 0,545 mg/mL para P. densiflora e CIM de 2,18 mg/mL para C.
japonica e C. obtusa. C. neoformans foi mais sensivel a P. densiflora. O
trabalho sugere que o monoterpeno a-pineno detectado em todos os 6leos
seja 0 composto com atividade antimicrobiana mais importante.

O dleo essencial de Distichoselinum tenuifolium (Familia Umbelliferae) é
composto de hidrocarbonetos monoterpenos, sendo o principal composto
mirceno (47,7 - 84,6%). Este também apresentou atividade antifingica contra
cepas de C. neoformans (Tavares et al., 2010).

O Oleo essencial de Ocimum gratissimum, popularmente conhecida
como alfavaca e o eugenol, principal constituinte do 6leo essencial desta
planta, foram estudados para verificar a atividade antifingica sobre C
neoformans, Paracoccidioides brasiliensis e Histoplasma capsulatum,
utilizando a técnica de diluicdo em &gar. Como resultados foi observado a
atividade sobre C. neoformans e P. brasiliensis A analise quimica desse 6leo é
constituida por eugenol, timol e terpendides entre outas substancias. A fracdo
cloroférmica desta planta na concentragcdo de 62,5ug/mL inibiu 92% dos
isolados de C. neoformans e o 6leo essencial mostrou inibicdo de 8% desses
isolados a uma concentracao de 125ug/mL (Lemos, 2004).

Hudaib et al., 2002 relatam que entre estes compostos quimicos, o timol
e carvacrol sdo um dos principais monoterpenos existentes no 6leo essencial

de tomilho.
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1.10 Espécies vegetais dos Oleos essenciais e seus compostos

quimicos.

1.10.1 Eugenia caryophyllus Sprengel e seus compostos

quimicos
Eugenia caryophyllus Sprengel, pertence a Familia Myrtaceae, originaria
da india e cultivada em lugares de clima quente e Gmido. A arvore de E.
caryophyllus (Figura 2A, B e C) pode atingir de 15 a 20 metros de altura e
produz botdes arométicos conhecidos na culindria como cravo-da-india. No
Brasil € cultivada desde S&o Paulo até a Bahia. Os botfes florais séo secos a
sombra e submetidos a extracdo do Oleo essencial, ou usado apenas como
especiaria na culinaria. O rendimento em 0leo, na destilacdo por arraste a
vapor, em torno de 16 a 18%. O 0leo essencial de cravo-da-india localiza-se,
em maior quantidade nos botdes florais e nas folhas (6,6%), rico em eugenol
(85%). O eugenol é um dos constituintes do 6leo essencial de E. caryophyllus,
utilizado como analgésico, germicida, antisséptico e anestésico local, de uso
tépico em odontologia (Rodrigues, 2001). O 6leo essencial de E. caryophyllus
pode apresentar outros compostos como cariofileno, humuleno, acetato de
eugenila, oxido de cariofileno, aldeidos e derivados de furfural. Também é

utilizado na sintese de outras substancias como a vanilina (Sousa et al., 1991).

Fonte: http://www.terra-flor.com/produto/cravo e http://natural.enternauta.com.br/plantas-
medicinais/cravo-da-india-propriedades-medicinais/

Figura 2 A, B e C. Eugenia caryophyllus — A: bot8es florais; B: botdes florais em processo de secagem

natural; C: Bot@es florais secos (cravo-da-india).
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1.10.2 Thymus vulgaris Lin. e seus compostos quimicos

Thymus vulgaris Linneaus, pertencente a Familia Lamiaceae é uma
pequena planta arbustiva comum de sabor e odor fortes. Conhecido
popularmente como tomilho, tomilho-de-inverno, erva-urso, timo, arca,
segurelha, tomilho-ordinario, tomilho-vulgar, poejo, tomilho-de-jardim. O T.
vulgaris é principalmente utilizado como cha e tempero. Possui folhas
pequenas, lineares ou lanceoladas e flores réseas ou esbranquicadas. O
tomilho produz Oleo essencial com atividade inseticida, rico em carvacrol
(0,07%) e timol (13 a 58%) (Castro et al., 2003) (Figura 3 A e B).

Suas propriedades medicinais sdo: adstringente, antisséptico, diurético,
expectorante, imunoestimulante (www.plantasmedicinaisefitoterapia.com),
efeito antibacteriano, antifingico e anti-helmintico para o timol e efeito
bactericida para o carvacrol (Carreto et al., 2007).

Os principais componentes do 6leo essencial de tomilho sédo: borneol,
carvacrol, linalol, cimol timol, taninos, flavonoides, saponinas e &acidos
terpénicos. O Oleo essencial e extratos de folhas frescas e as flores podem ser
utilizadas como aditivos aromaticos em alimentos, produtos farmacéuticos e
cosméticos. T. vulgaris € antiespasmédico, carminativo, expectorante e
sedativo. Na forma de extrato ou infuso, o tomilho é utilizado para inflamacdes
de garganta, problemas nos bronquios, incluindo bronquite aguda, laringite,
coqueluche, também para a gastrite crénica (Klaric et al.,2006; Behnia et al.,
2008; Silva et al., 2010).

Fonte: http://gardening.wikia.com/wiki/Thymus_vulgaris

Figura 3 A e B. Thymus vulgaris — A: tomilho rosa; B: tomilho branco.
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1.11 Consideracgodes

Considerando que C. neoformans € um dos principais patdégenos
oportunistas em individuos imunodeprimidos, principalmente em pacientes
com HIV,

Considerando que o tratamento utiliza a anfotericina B que € altamente
nefrotoxica;

Considerando que existe a possibilidade da resisténcia de algumas
cepas aos antifingicos convencionais;

E relevante contribuir com novas opgbes terapéuticas, eficazes e
seguras de baixo custo para a populacdo e maior acessibilidade ao produto, no
controle de condi¢g6es morbidas prevalentes.

Neste trabalho avaliou-se a atividade antifingica de 6leos essenciais de
Eugenia caryophyllus e Thymus vulgaris e seus compostos quimicos

majoritarios sobre C. neoformans.

33



2.

OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

Avaliar a atividade antifingica dos Oleos essenciais de Eugenia

caryophyllus e Thymus vulgaris e seus compostos quimicos majoritarios sobre

Cryptococcus neoformans.

2.2 Objetivos especificos:

X/
L X4

X/
L X4

Avaliar in vitro agentes tensoativos e solventes a serem utilizados nos
testes de atividade antifingica dos Oleos essenciais sobre C.

neoformans.

Avaliar in vitro a atividade dos 6leos essenciais de Eugenia caryophyllus
e Thymus vulgaris e seus compostos quimicos majoritariso sobre C.

neoformans.

Observar a presenca, reducédo ou auséncia de capsulas em isolados de
C. neoformans, antes e ap0s contato com o0s 6leos essenciais e seus

compostos quimicos majoritarios.

Determinar e comparar a producdo das exoenzimas proteinase e
fosfolipase em isolados de C. neoformans, antes e ap6s contato com 0s

Oleos essenciais e seus compostos quimicos majoritarios.
Avaliar in vitro a atividade antifingica da mistura dos compostos

quimicos majoritarios de cada Oleo essencial sobre isolados de C.

neoformans sensiveis aos 6leos essenciais totais.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 C. neoformans

Foram utilizados 18 isolados biolégicos de origem humanas sendo 07
de pacientes com sorologia positiva para o HIV e 11 com sorologia
desconhecida para o HIV, 20 isolados de origem ambiental e 02 cepas padrao
de C. neoformans: ICB 163 D (NIH 163D) e ATCC 90112; cedidas pela
Faculdade de Odontologia, Disciplina de Estomatologia, da Universidade de
Séo Paulo (FO-USP).

Todos os isolados foram mantidos em agar Sabouraud Dextrose (Difco
— USA) e reidentificados quanto as caracteristicas macroscopicas,
microscoépicas e fisioldgicas (Kurtzman e Fell, 1998), conforme o protocolo
utilizado para a identificacdo de leveduras da Secdo de Micologia do
Departamento de Microbiologia do ICB - USP (Anexo 02).

3.1.1 Pesquisa de fatores de viruléncia

3.1.1.1 Producao de exoenzimas - Proteinase e Fosfolipase

A producédo das enzimas (proteinase e fosfolipase) foi avaliada antes e
apos contato com os 6leos essenciais e seus compostos quimicos majoritarios
isoladamente.

A proteinase foi avaliada segundo a técnica descrita por Ruchel et al
(1982) (Meio Base: agar (Difco) 18,0 g; &gua destilada 900,0 mL. Este meio foi
autoclavado a 120°C por 15 minutos. Meio de albumina; yeast carbon base
(Difco)11,7 g; albumina bovina fragcdo V (Sigma) 2,0 g; protovit (manipulado por
Farmacia Bueno Ayres, SP-Brasil) 2,5 mL; agua destilada 100,0 mL. Este meio
foi esterilizado por filtragdo em membranas, Milipore de 0,22 um. O meio
béasico esterilizado foi resfriado a 50°C, adicionando-se o meio de albumina e
em seguida a mistura foi distribuida em placas de Petri em volume de 20 mL).

A atividade enzimética da proteinase foi observada pela formagédo de

um halo de degradacédo ao redor da colénia (PZ). PZ é igual & razéo entre o
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diametro da colonia (dc) e o diametro da colénia (dc) + diametro de
degradacdo (zd) = PZ = dc/dc + zd.

A fosfolipase foi avaliada conforme descrita por Price et al (1982). (Meio
de emulséo de ovo: gema de ovo 80,0 g; solucao fisiolégica 80,0 mL. Os ovos
foram deixados em élcool a 70% durante uma hora para serem desinfetados.
Em seguida as gemas foram separadas e colocadas em um recipiente estéril
contendo pérolas de vidros, pesadas e adicionadas a solucdo salina 0,9%,
agitando-se em vortex. Meio agar fosfolipase: peptona (Difco) 10,00g; glicose
(Synth) 20,00 g; cloreto de sédio (Reagen) 53,30 g; cloreto de célcio (Reagen)
0,55 g; agar (Difco) 20,00 g; &gua destilada 1000,00 mL. O meio foi
autoclavado a 120°C por 15 minutos. Ao agar resfriado a 50°C foi adicionada
uma emulsdo de ovo. Volume de 20mL foi distribuido em placas de Petri).

A atividade enzimética da fosfolipase foi observada pela formacédo de
um halo de precipitacdo ao redor da colbnia (PZ). PZ € igual a razdo entre o
diametro da colénia (dc) e o diametro da colonia (dc) + diametro de
precipitacado (zp) = PZ = dc/dc + zp.

Apds contato com os Oleos essenciais e seus compostos quimicos
majoritarios, a pesquisa da producdo das exoenzimas foi realizada nas
concentracbes sub-inibitérias nas cepas padrdo C. neoformas ICB 163 D e
ATCC90112, e em cada isolado testado. Como controle de producdo das
exoenzimas, isolados sem o0 contato com 0s Oleos essenciais e seus
compostos quimicos majoritarios foram avaliados simultaneamente. As
amostras foram semeadas em pontos equidistantes de cada placa de Petri
contendo 0 meio especifico para cada enzima pesquisada. Todas as amostras
foram incubadas em estufa a 32°C com leituras em dias alternados até 15

dias, conforme descrito por Campos & Baroni, (2010).

Os resultados foram classificados de acordo com Price et al., 1982:
Pz =1,0 = Auséncia de atividade enzimatica - (indice: 01)

Pz = 0,64 <1,0 = Atividade enzimatica positiva (indice: 02);

Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva - (indice: 03)
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3.2 Pesquisa de capsula

A pesquisa da capsula foi realizada colocando-se um inéculo da
levedura a ser testada e uma gota de tinta nanquin entre lamina e laminula e
observou-se no microscopio de luz a presenca de capsula quando ocorre ao
redor da levedura um halo claro. Apds contato com os 6leos essenciais e
compostos quimicos majoritarios isolados, a pesquisa de capsula foi realizada
nas concentracdes sub-inibitérias nas cepas padrdo C. neoformans ICB 163 D
e ATCC 90112 e em cada isolado testado. Como controle de presenca de
capsula foi avaliado em amostra sem o contato com o 6leo essencial e seus

compostos quimicos majoritarios.

3.3 Tensoativos e solvente

Foram avaliados o0s agentes tensoativos polissorbato Tween 20
(Sigma) e polissorbato Tween 80 (Sigma) e o solvente dimetilsulféxido DMSO
(Tedia-Brazil), como agentes emulsificadores.

Os polissorbatos Tween 20 e Tween 80 sdo tensoativos hidrofilicos,
geralmente solGveis ou dispersaveis em &agua e empregados para obter
emulsdes do tipo 6leo em agua, como dispersantes ou solubilizastes de 6leos.

E um surfactante n&o idnico, pouco téxico para as membranas biolégicas.

O solvente dimetilsulfoxido DMSO (Tedia-Brazil) é um solvente
organico, carreador penentrante para aumentar a absorgéo, utilizado como
anti-inflamatério tépico e analgésico na veterinaria, também miscivel em agua

e solventes organicos.

Foram pesquisados a partir de 100% em meio RPMI 1640 (Gibco BRL,
Grand Island, NY, USA) sobre a cepa padréo de C. neoformans ICB 163 D e
na concentracéao a 0,02 % de Tween 20 (Sigma) e Tween 80 (Sigma) e DMSO
(Tedia-Brazil) em meio RPMI-1640, conforme proposto por Nascimento et al.,
2007. Apds contato com esses agentes foram realizadas a pesquisa de

capsula nas doses subinibitéria, conforme técnica descrita 3.2.
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3.3.1 Pesquisa da interferéncia dos polissorbatos Tween 20,
Tween 80 e solvente dimetilsuféxido DMSO sobre a cepa padréao de
C. neoformans ICB 163 D

> Preparagcéo da suspenséao de C. neoformans

Cepa padrdo de C. neoformans ICB 163 D foi cultivada em agar
Sabouraud-dextrose (Difco- USA), a 37°C. A suspensao foi preparada a partir
de uma cultura de 48 horas, com turbidez equivalente a escala 0,5 de Mc
Farland, concentracdo equivalente a 1-5 x 10° UFC/mL (Pfaller et al., 1998). A
1 mL desta suspensdo em PBS pH 7.2 acrescentou-se 9 mL do meio de cultivo
RPMI-1640 (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA) ajustando-se a suspensao
final para 0,5 - 2,5 x 10° UFC /mL.

» Avaliagao in vitro da interferéncia do Tween 20, Tween 80 e
DMSO a cepa padrao de C. neoformans ICB 163 D

Apos preparacdo da suspensdo de C. neoformans ICB 163 D os
ensaios foram realizados em placas de microdiluicdo, de fundo chato, com 96
pocos. Foram colocados em cada poco 100 uL de RPMI 1640 (Gibco BRL,
Grand Island, NY, USA) e 200 pL do agente emulsificador a partir de 100%. A
partir do segundo poco foi colocado 100 pL do mesmo agente emulsificador
testado, realizada a diluicdo seriada na base dois até o 36° poco e adicionado-
se por ultimo 100 uL da suspensao da levedura a cada poco. Esses testes
foram realizados em duplicata e a microplaca selada com Parafim “M'® e

incubadas em estufa a 37°C por 48 horas.

> Controles

- Controle negativo:

Foi utilizado um controle negativo, para verificar a esterilidade do meio
RPMI-1640 (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA), um controle negativo de

cada agente emulsificador.
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-Controle positivo:

Um controle positivo para crescimento da levedura (meio RPMI-1640 +

suspensao da levedura).

3.4 Oleos essenciais e compostos quimicos majoritarios

Nesta pesquisa foram avaliados os 6leos essenciais comercias de
Eugenia caryophyllus e Thymus vulgaris e seus compostos quimicos
majoritarios em isolados biol6gicos de C. neoformans e nas cepas padrdo ICB
163 D e ATCC 90112.

Os Oleos essenciais foram cedidos pela empresa World’s Naturals
Fragrancies (WNF) e mantidos em frasco &mbar a temperatura ambiente.

3.4.1 Analise cromatografica: cromatografia gasosa e

espectrometria de massa (CG-MS) dos 6leos essenciais

A analise cromatografica dos 6leos essenciais de Eugenia caryophyllus
e Thymus vulgaris foi realizada pelo Prof. Dr. Massuo Jorge Kato, Laboratorio
de Quimica de Produtos Naturais, Departamento de Quimica

Fundamental, Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo.

Na Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrometro de Massas (CG-
EM), utilizou-se equipamento SHIMADZU 14B/QP5050A (Central Analitica do
IQ-USP) com coluna BPX5 (ndo polar com 5% de polisilfenileno). A
temperatura inicial foi de 60 °C, temperatura final de 280 °C e gradiente de 5
°C/min.

A pesquisa com 0s compostos quimicos majoritarios dos 6leos
essenciais de E. caryophyllus e T. vulgaris identificados na cromatografia

foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich®.
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3.5 Pesquisa da atividade dos Oleos essenciais e compostos

quimicos|majoritarios sobre C. neoformans

3.5.1 Preparacdes da suspenséao de leveduras

Os isolados de origem humana e ambiental e as cepas padréo de C.
neoformans ICB 163 D e ATCC 90112, foram cultivados em agar Sabouraud
Dextrose (Difco — USA) e incubados em estufa a 37°C por 48 horas. A
suspensao dos isolados e das cepas padréo C. neoformans foram preparados
a partir de uma cultura de 48 horas, com turbidez equivalente a escala 0,5 de
Mc Farland, concentracdo equivalente a 1-5 x 10° UFC/mL (Pfaller et al.,
1998). A 1 mL desta suspensdo em PBS pH 7.2 acrescentou-se 9 mL do meio
de cultivo RPMI-1640 (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA) ajustando-se a
suspensdo final para 0,5-2,5 x 10° UFC /mL.

3.5.2 Avaliacado in vitro da atividade antifungica dos 06leos
essenciais e compostos quimicos majoritarios sobre isolados de C.

neoformans

Os ensaios foram realizados em microplacas, de fundo chato, com 96
pocos. Em cada poco foi colocado uma solugao de 100uL de meio RPMI- 1640
(Gibco BRL, Grand Island, NY, USA) acrescido do tensoativo polissorbato
Tween 20 (Sigma- Aldrich®), até o 36° poco. No primeiro poco foram colocados
200puL do oleo essencial ou do composto quimico majoritario a ser testado. A
partir do segundo poco, 100ul do mesmo produto testado foi homogeneizado e
diluido em série, na base 2 até 36° poco, na sequéncia foram distribuidos em
cada poco 100uL da suspensao da levedura de cada amostra. As placas foram

seladas com Parafilm “M”® e incubadas em estufa a 37°C por 48 horas.

3.6 Avaliacdo in vitro da atividade antifungica da mistura dos
compostos quimicos majoritarios de cada 6leo essencial sobre isolados

de C. neoformans

Foi preparada uma suspensdo de leveduras de cada um dos 10

isolados sensiveis aos 0leos essenciais de E. caryophyllus e T. vulgaris) e das
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cepas padrao de C. neoformans ICB 163 D e ATCC 90112, conforme técnica
descrita no item 3.5.1 e ensaio da atividade dos compostos quimicos
majoritarios conforme técnica descrita no item 3.5.2. A mistura de compostos
quimicos majoritarios foi preparada conforme concentracdo desses compostos

no 6leo essencial.

3.7 Controles

- Controle negativo:

Em uma placa de microdiluicdo foi utilizado um controle negativo, para
observar a esterilidade do meio RPMI -1640 (Gibco BRL, Grand Island, NY,
USA), um controle negativo para o emulsificador, um controle negativo para os

Oleos essenciais e compostos quimicos majoritarios estudados.

- Controle positivo:

Em placa de microdiluicdo um controle positivo para cada levedura
(meio de cultura + inoculo) testada. A placa de controles também foi selada
com Parafilm “M”® e incubada em estufa a 37°C por 48 horas.

3.8 Determinacdo da concentracao inibitéria minima

A concentracgéo inibitéria minima (CIM) foi determinada na microplaca e
confirmada em cultura no meio de 4gar Sabouraud - dextrose (DIFCO). A CIM
foi considerada a menor concentracdo do composto quimico estudado que
impediu o crescimento visivel de C. neoformans. A avaliacdo da sensibilidade
de C. neoformans na microplaca foi realizada 48 horas ap0s a incubacéo.

Os resultados de concentracdes inibitorias minimas (CIM) obtidas foram
analisados segundo a variagdo dos valores de CIM para cada composto
guimicos majoritarios assim definidos:

* CIM-50 que representa a concentracao inibitoria minima da
substancia capaz de inibir o crescimento de 50% das amostras

testadas.
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* CIM-90 que representa a concentracdo inibitéria minima da
substancia capaz de inibir o crescimento de 90% das amostras

testadas.

3.9 Avaliacdo da atividade fungistatica e fungicida dos Oleos

essenciais e dos compostos quimicos majoritarios

Também pode se expressar em termos de concentracdo fungicida
minima (CFM), considerada como a menor concentragdo da substancia capaz
de levar a morte do fungo (Cury,1997), apds 48 horas.

A avaliacdo das atividades fungistatica ou fungicida dos Oleos
essenciais e dos compostos quimicos foi realizada em placas de Petri com
agar Sabouraud Dextrose (DIFCO), semeando-se 5ul das trés diluices
anteriores ao po¢o com inibicdo do crescimento fangico. As placas de Petri
com os indculos foram incubadas em estufa a 37°C por 48 horas.

Os resultados de concentracBes fungicidas minimas (CFM) obtidos
foram analisados segundo variacdo dos valores de CFM: para cada Oleo
essencial:

« CFM-50 representa a concentracdo fungicida minima da
substancia capaz de inibir o crescimento de 50% das amostras
testadas.

+ CFM-90 representa a concentracdo fungicida minima da

substancia capaz de inibir o crescimento de 90% das amostras testadas.

3.10 Controles de qualidade e biosseguranca

Durante a realizacao do projeto até a fase dos testes foram seguidas e
respeitadas todas as normas de Etica e Biosseguranca. Todas as preparacoes
e analises foram realizadas pelos mesmos técnicos utilizando-se o0s
equipamentos de protecao individual (EPIs) como luvas, avental, mascara,
oculos e equipamentos de protecdo coletiva como cabine de seguranca

bioldgica, bico de Bunsen e capela de exaustdo (OMS, 2004).
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3.11 Descartes dos residuos
Todos os residuos gerados das coletas e analises microbiologicas
seguiram as normas de descarte estabelecidas pelo plano de gerenciamento

de residuos do Instituto Adolfo Lutz.
3.12 Consideracgdes éticas
Este trabalho seguiu as recomendacfes da resolucdo 466/12. Este

projeto foi analisado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz
(Anexo 1).
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4. RESULTADOS

4.1 Cryptococcus neoformans
Os 38 isolados deste estudo foram reidentificados como C. neoformans
e 100% (38/38) apresentaram cépsula.
A tabela 2 mostra o numero de isolados de C. neoformans estudados
nesta pesquisa distribuidos em 18 isolados biolégicos de origem humana, 20
isolados biolégicos de origem ambiental e 02 cepas padrdo (ICB 163-D e
ATCC 90112).

Tabela 2. Cryptococcus neoformans: nimero de isolados de amostras bioldgicas de

origem humana e ambiental

Cepils ~ Total de Isolados | Total de Isolados
C. neoformans Padrdo: Isolados Isolados nao Bioldgicos de Bioldgicos de
ICB 163D e RV HIV origem humana | origem ambiental
ATCC 90112
Numero de
Cepas padrao e 02 07 11 18 20
isolados

* pacientes com sorologia positiva para o HIV
** pacientes com sorologia desconhecida para o HIV

4.2 Fatores de viruléncia
4.2.1 Atividade Enziméatica Producdo de exoenzimas:
Proteinase e Fosfolipase
Na tabela 3 observa-se a producdo de proteinase e fosfolipase das
cepas padrao de C. neoformans ICB 163-D e ATCC 90112.

Tabela 3. Atividade enzimatica (Pz): Producédo de exoenzimas proteinase e fosfolipase
da cepa padréao de Cryptococcus neoformans ICB 163 D e ATCC 90112.

Cepas Padrédo | Proteinase Pz indice Fosfolipase Pz indice
C. neoformans

ICB 163 D 0,28 03 0,30 03
C. neoformans 0,62 03 0,50 03

ATCC 90112

Atividade enzimatica: Pz =1,0 = Auséncia de atividade enzimatica - (indi,ce: 01)
Pz 20,64 <1,0 = Atividade enzimatica positiva (Indice: 02);
Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva - (Indice: 03)
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Com excessao do isolado P10 B8 (01/38) (auséncia de producdo de
proteinase) todos o0s outros apresentaram producdo de proteinase e
fosfolipase fortemente positiva (indice 03) (Tabela 04).

Tabela 4. Atividade enzimatica: producdo de exoenzimas proteinase e fosfolipase de Cryptococcus
neoformans isolados de amostras biolégicas de origem humana e ambiental.

Isolados
ICB 78 0,33 03 0,38 03
ICB 87 0,28 03 0,40 03
ICB 89 0,33 03 0,33 03
ICB 105 0,33 03 0,22 03
ICB 107 0,33 03 0,20 03
ICB 108 0,30 03 0,40 03
ICB 127 0,38 03 0,33 03
ICB 154 0,38 03 0,28 03
ICB 155 0,37 03 0,25 03
ICB 160 0,50 03 0,40 03
ICB 164 0,33 03 0,38 03
ICB 167 0,33 03 0,30 03
ICB 168 0,40 03 0,33 03
ICB 179 0,36 03 0,30 03
ICB 172 0,30 03 0,30 03
ICB 183 0,22 03 0,25 03
ICB 189 0,41 03 0,26 03
ICB 283 0,33 03 0,30 03
B 07 0,33 03 0,33 03
B 20 0,33 03 0,33 03
B 64 0,22 03 0,04 03
ICB 165 0,37 03 0,20 03
ICB 175 0,33 03 0,30 03
ICB 176 0,30 03 0,33 03
ICB 182 0,38 03 0,27 03
P9 A5 0,30 03 0,33 03
P9 A7 0,30 03 0,20 03
P9 A10 0,33 03 0,23 03
P17 A9 0,25 03 0,20 03
P3 B5 0,40 03 0,14 03
P6 B4 0,30 03 0,16 03
P9 B11 0,40 03 0,20 03
P10 B8 0,33 03 0,42 03
P10 B20 1,0 01 0,42 03
P17 B5 0,40 03 0,27 03
P3 C2 0,33 03 0,22 03
P9 C5 0,38 03 0,27 03
P10 C5 0,22 03 0,27 03

Legenda: Em azul C. neoformans isolados de pacientes com sorologia desconhecida para o HIV
Em rosa C. neoformans isolados de pacientes com sorologia positiva para o HIV
Em verde C. neoformans, isolados de origem ambiental
*Pz: Atividade enzimatica:
Pz =1,0 = Auséncia de atividade enzimatica - (Indice: 01)
Pz = 0,64 <1,0 = Atividade enzimatica positiva (indice: 02);
Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva - (indice: 03)
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4.2.2 Capsula

A céapsula foi observada nas cepas padrao de C. neoformans ICB 163D
e ATCC 90112 (Figuras 4 e 5) e em todos os isolados biolégicos de origem

humana e ambiental de C. neoformans.

Figura 4: C. neoformans ICB 163D. Figura 5: C. neoformans ATCC 90112.

4.3 Atividade dos tensoativos e solvente Tween 20, Tween 80 e
solvente DMSO sobre a cepa padréao de C. neoformans ICB 163 D

A tabela 5 apresenta a sensibilidadde da cepa padrdo de C. neoformans
ICB 163 D aos tensoativos Tween 20, Tween 80 e ao solvente DMSO. Na
placa de microdiluicho observou-se auséncia de crescimento até a
concentracédo a 25% para o Tween 20 e Tween 80 e 6,25% para o DMSO. Na
pesquisa da atividade fungicida e fungistatica observou-se atividade
fungistatica na concentracao de 25 a 100% para Tween 20 e Tween 80 e de
6,25% a 100% para o DMSO.
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Tabela 5. Atividade dos tensoativos Tween 20, Tween 80 e o solvente DMSO sobre o

crescimento e producéo de capsula da cepa padréo de Cryptococcus neoformans ICB 163 D.

. IS Selel LA Atividade Fungistatica/Fungicida* H320 SR IS

ADYRE concentracoes**
CIM* ¢ nas concentracbes***
Tensoativos e FUNGISTATICA FUNGICIDA
solvente %(v/Vv) 12,5% 3,12%- 0,02%
%(v/Iv) %(viv)

Tween 20 I 25 ** 25 a 100 SA R NR R
Tween 80 25 25a100 SA R NR R

DMSO I 6,25 6,25 a 100 SA NR A R

*Condicdes do estudo: Pesquisa da Concentracéo inibitéria minima CIM em placas de microdiluicdo e leitura em 48
horas:
Resultado em %
**Pesquisa da atividade fungistatica e fungicida em Agar Sabouraud dextrose e leitura em 48 horas: presenca de
Crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento atividade fungicida.
***Pesquisa de capsula foi realizada com tinta nanquim nas doses sub- inibitérias na presencga de cépsula observa-se a
formacgéo de um halo claro ao redor da col6nia

A: Auséncia de cépsula

R: Reducéo

SA: Sem atividade

NR: ndo realizado

V/V: volume por volume em porcentagem

A pesquisa de capsula foi realizada apds contato da cepa padréo de
C. neoformans ICB 163 D com os tensoativos e solvente, nas doses
subinibitéria encontrando-se os seguintes resultados: 12,5% para o Tween 20
e Tween 80 e 3,12% para o DMSO.

Nos tensoativos Tween 20 e Tween 80 observou-se reducdo do
tamanho da capsula em relacédo ao controle e no solvente DMSO observou-se
auséncia da capsula em relacéo ao controle. (Tabela 5 e Figuras 6, 7, 8 € 9).

Nascimento et al 2007 recomenda a utilizacdo do Tween 20 a 0,02%
como tenso ativo nos testes com 6leo essencial e neste caso avaliou-se a
atividade dos emulsificadores na producao de capsula nessa concentracgéo.

Atabela 5 e as figuras 10 A e B a 13 A e B mostram reducéo de cépsula
em relacdo ao controle para os dois tensoativos e para o0 solvente com uma
coaderéncia no Tween 20 e alteracdo da morfologia com aumento do tamanho
das células no emulsificador Tween 80 e solvente DMSO em relacdo ao

controle.
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Capsula
Célula

Figura 6. Cepa padrao de C. neoformans ICB 163 D — amostra controle — aumento de 400X.

Figura 7. Cepa padrao de C. neoformans ICB 163 D apés exposi¢éo ao Tween 20 a 12,5% - — aumento 400X

Figura 8. Cepa padréo de C. neoformans ICB 163 D apds exposi¢éo ao Tween 80 a 12,5% — aumento 400X.

Figura 9. Cepa padrao de C. neoformans ICB 163 D apds exposi¢do ao DMSO a 3,12% - aumento 400X.
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Figura 10 A e B Cepa padrdo de C. neoformans ICB 163 D amostra Controle - aumento 400X.

Figura 1l A e B Cepa padrao de C. neoformans ICB 163 D — apds exposicao ao Tween 20 a 0,02% - aumento 400X.

Figura 12 A e B Cepa padrédo de C. neoformans ICB 163D ap6s exposi¢do Tween 80 a 0,02% aumento 400X.

Figura 13 A e B Cepa padréo de C. neoformans ICB 163 D - DMSO a 0,02% ap0s exposi¢do, aumento 400X.
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4.4 Andlise cromatografica dos 6leos essenciais Eugenia
caryopjyllus Sprengel e Thymus vulgaris Lin.

4.4.1 Eugenia caryophyllus Sprengel.

O ¢6leo essencial de Eugenia caryopjyllus foi extraido de folhas e botdes,
a destilacdo a vapor d’agua com rendimento de 15g de éleo por kg da planta.
Seu aspecto € de cor de caramelo claro ao escuro. O 6leo essencial de E.
caryophyllus apresentou 0s seguintes compostos quimicos majoritarios:
eugenol (84,10%), PB-cariofileno (12,67%) e o0s minoritarios a-cariofileno
(1,51%) e acetato de isoeugenol (1,08%) (Anexo 3).

4.4.2 Thymus vulgaris Lin.

O o6leo essencial de Thymus vulgaris foi extraido das partes aéreas e
flores, por destilagao a vapor d’agua, com rendimento de 4g de 6leo por kg da
planta. Seu aspecto é de Oleo fino e transparente. O 6Oleo essencial de T.
vulgaris apresentou 0s seguintes compostos quimicos majoritarios: timol
(62,13%), p-cimeno (14,43%), linalol (8,49%) e carvacrol (5,08%) e os
minoritarios Y-terpineno (2,55%), canfora (2,37), B-cariofileno (2,15%),
terpineol (1,47%) e borneol (1,34%) (Anexo 4).

4.5 Atividade dos Oleos essenciais e seus compostos quimicos
majoritarios sobre a cepa padrdo de C. neoformans ICB 163 D e ATCC
90112

Na tabela 6 e graficos (01 e 02) observa-se a atividade dos o6leos
essenciais E. caryophyllus e T. vulgaris e seus compostos quimicos
majoritarios sobre a cepa padrdao de C. neoformans ICB 163D. Esta foi
sensivel ao Oleo essencial de E. caryophyllus na CIM de 0,04% e CFM de
0,09% e para T. vulgaris na CIM de 0,09% e CFM de 0,19%. Para compostos
guimicos majoritarios do 6leo essencial de E. caryophyllus: eugenol 99% CIM
24,7% e CFM de 49,5%; B-cariofileno 80% CIM 20% e CFM de 40%.
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Para os compostos quimicos majoritarios de T. vulgaris, C. neoformans
ICB 163D foi sensivel aos compostos: carvacrol 98% com CIM de 12,25% e
CFM de 24,5% e timol 99,5% com CIM de 1,55% e CFM de 3,1% e resisténcia
ao linalol e p-cimeno.

Na pesquisa de capsula na dose subinibitéria observou-se em relagéo
ao controle de redugcdo a auséncia da capsula sob a influéncia dos oleos
essenciais de E. caryophyllus e T. vulgaris e seus compostos quimicos
majoritarios. Morfologicamente observou-se aumento do tamanho das células
da cepa padrdao de C. neoformans ICB 163-D em relacdo ao controle. As
células tenderam a se agrupar em numero de 2, 4 ou mais leveduras (Figuras
14 a 21).

A producao de proteinase e fosfolipase foi inibida frente aos dois 6leos
essenciais e compostos majoritarios para a cepa padrdo de C. neoformans ICB
163 D.

Tabela 6. Concentracéo Inibitéria Minima e Concentracdo Fungicida Minima dos
Oleos essenciais de E. caryophyllus e T. vulgaris e seus compostos quimicos
majoritarios sobre a cepa padrédo de C. neoformans ICB 163 D.

2 . . CONCENTRAC()ES FUNGISTATICA E
Oleos Essenciais

FUNGICIDA
Compostos Quimicos _l ***CFM% (v/V)
E. caryophyllus 0,04 0,09
Eugenol 99% 24,7 49,5
B-cariofileno 80% 20 40
T. vulgaris 0,09 0,19
Linalol 97% 97 R
99 R
12,25 24,5
1,55 3,1

Condigbes do estudo: Pesquisa da Concentragdo inibitoria minima CIM em placas de
microdilui¢éo e leitura em 48 horas: resultado em %.

Pesquisa da atividade fungistética e fungicida em Agar Sabouraud dextrose e leitura em 48 horas: presenca
de crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento atividade fungicida (CFM)

**CIM: concentragao inibitéria minima

***CFM: concentragdo fungicida minima:

v/v: volume por volume em porcentagem

R: Resistente — presenca de crescimento a 100%
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Legenda: Cepa Padrao I1CB163D - CIM
E. caryophyllus o
Eugenol 3 100
. . : 4
B-cariofileno ] 80 -
. S ER
T. vulgaris 25 60 -
. Q % wn
Linalol 5 g2
C_ 8 -l‘;,' ~E 40 7
p-Cimeno ox
225 40 - =7
Carvacrol 2 g 'g -
(S NS}
Timol Egt o e y -h/
5° 1 2 3 4 5 6 7 8
(5]
§ dleos essenciais (1 e 4) compostos quimicos majoritarios
(2,3,5,6,7e8)
Grafico 01. Concentragdes inibitérias minimas (CIM) dos 6leos essenciais de E. caryophyllus e T. vulgaris e
seus compostos quimicos majoritarios sobre a cepa padréo de C. neoformans ICB 163 D.
Legenda: Cepa Padrido 1CB163D - CFM

E. caryophyllus
Eugenol 100 .
B-cariofileno

T. vulgaris

Linalol .’
R

— L L.

1 2 3 4 5 6 7 8

dleos essenciais (1 e 4) compostos quimicos majoritarios
(2,3,5,6,7e8)

p-Cimeno

Carvacrol

majoritarios (%)

Timol

Concentragdes dos dleos essenciais e
dos compostos quimicos

Gréafico 02. Concentracdes Fungicidas Minimas (CFM) dos 6leos essenciais de E. caryophyllus e T. vulgaris

e seus compostos quimicos majoritarios sobre C. neoformans ICB 163D.
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Exposicdo da cepa padrédo de C. neoformans ICB 163D aos 6leos
essenciais de E. caryophyllus e T. vulgaris e seus compostos quimicos

majoritarios

Figura 14: C. neoformans ICB Figura 15: C. neoformans ICB
163D — apds exposicdo ao Oleo 163D — apds exposicdo ao O6leo
essencial de E. caryophyllus (CIM: essencial de T. vulgaris (CIM:
0,04%) — aumento de 400X. 0.09%) — aumento de 400X.

Figura 16: C. neoformans ICB 163D — Figura 17: C. neoformans ICB

ap6s exposicdo ao composto quimico 163D — apds exposicdo ao

Eugenol 99% (CIM: 24,7%) - aumento composto quimico  B-cariofileno
de 400X. 80% (CIM: 20%) -— aumento de

400X.

Figura 18: C. neoformans ICB 163D — Figura 19: C. neoformans ICB

163D - apb6s exposicdo ao
composto  quimico  P-cimeno
(CIM: 100%) - aumento de 400X.

apds exposicdo ao composto quimico
Linalol 97% (CIM: 100%) - aumento de

S
o
o
.><

Figura 21: C. neoformans ICB

Figura 20: C. neoformans ICB 163D

— apbs exposicdo ao composto 163D - apbs exposicdo ao

quimico Carvacrol (CIM: 12,5% — composto quimico Timol

aumento de 400X. (CIM:1,56%) -  aumento de
400X.
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Na tabela 7 e gréaficos (03 e 04) observa-se a atividade dos o6leos
essenciais E. caryophyllus e T. vulgaris e seus compostos quimicos
majoritarios sobre a cepa padrdo de C. neoformans. ATCC 90112. Esta foi
sensivel ao 6leo essencial de E. caryophyllus na CIM de 0,00002% e CFM de
0,00004% e para T. vulgaris na CIM de 0,04% e CFM de 0,09%, bem como
para compostos quimicos majoritarios do 6leo essencial de E. caryophyllus:
eugenol 99% CIM de 12,37% e CFM de 24,7%; B-cariofileno 80% CIM 10% e
CFM de 20%.

Para os compostos quimicos majoritarios de T. vulgaris, C. neoformans
ATCC 90112 foi sensivel aos compostos: carvacrol 98% com CIM de 12,25% e
CFM de 24,8% e timol 99,5% com CIM de 12,43% e CFM de 24,5% e
resistente ao linalol e p-cimeno.

Na pesquisa de capsula na dose subinibitéria observou-se em relagcéao
ao controle reducdo ou auséncia de capsula sob a influéncia dos oleos
essenciais de E. caryophyllus e T. vulgaris e seus compostos quimicos
majoritarios. Morfologicamente observa-se aumento o tamanho da célula da
cepa padrao de C. neoformans ATCC 90112 em relacdo ao controle. As
células tenderam a se agrupar em numero de 2, 4 ou mais leveduras (Figuras
22 a 29).

A producgéo de proteinase e fosfolipase foi inibida frente aos dois 6leos
essenciais e compostos majoritarios para a cepa padrao de C. neoformans
ATCC 90112.

54



Tabela 7. Concentracao Inibitéria Minima e Concentragdo Fungicida Minima dos 6leos essenciais de E.

caryophyllus e T. vulgaris e seus compostos
neoformans ATCC 90112.

guimicos majoritarios sobre a cepa padrdo de C.

Oleos Essenciais

Compostos Quimicos

E. caryophyllus
Eugenol 99%

T. vulgaris
Linalol 97%

CONCENTRAGOES FUNGISTATICA E

FUNGICIDA
***CFM% (v/v)
0,00002 0,00004
12,37 24,7
10 20
0,04 0,09
97 R
929 R
12,25 24,5
12,43 24,8

Condigbes do estudo: Pesquisa da Concentragdo inibitéria minima CIM em placas de

microdilui¢éo e leitura em 48 horas: resultado em %.

Pesquisa da atividade fungistatica e fungicida em Agar Sabouraud dextrose e leitura em 48 horas: presenca

de crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento atividade fungicida (CFM)

**CIM: concentragao inibitéria minima
***CFM: concentracdo fungicida minima:

v/v: volume por volume em porcentagem

R: Resistente — presenca de crescimento a 100%
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Grafico 03. Concentracdes inibitérias minimas (CIM) dos 6leos essenciais de E. caryophyllus e T.
vulgaris e seus compostos quimicos majoritarios sobre C. neoformans ATCC 90112.
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Grafico 04. Concentrag6es Fungicidas Minimas (CFM) dos dleos essenciais de E. caryophyllus e

T. vulgaris e seus compostos quimicos majoritarios sobre C. neoformans ATCC 90112.
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Exposi¢cdo da cepa padréo de C. neoformans ATCC 90112 aos
O0leos Essenciais de E. caryophyllus e T. vulgaris e seus compostos

quimicos majoritarios.

Figura 22: C. neoformans ATCC 90112
— apbs exposicao ao Oleo essencial de
E. caryophyllus (CIM: 0,00002%) -

anmantn da ANNY

Figura 24: C. neoformans ATCC
90112 apbs exposigdo ao composto
guimico Eugenol 99% (CIM:12,37%) —
aumento de 400X.

Figura 26: C. neoformans ATCC
90112- ap6s exposicdo ao composto
quimico Linalol 97%(CIM 97%) -
aumento de 400X.

Figura 28: C. neoformans ATCC
90112— apds exposicdo ao composto
quimico Carvacrol 98%
(CIM:12,25%) — aumento de 400X.

Figura 23: C. neoformans ATCC
90112 — apébs exposicdo ao o6leo
essencial de T. vulgaris
(CIM:0,04%) - aumento de 400X.

Figura 25: C. neoformans ATCC
90112- apds exposicdo ao composto
quimico B-cariofileno 80% (CIM:
10%) — aumento de 400X.

Figura 27: C. neoformans ATCC
90112— apbés exposicdo ao
composto quimico P-cimeno 99%
(CIM: 99%) — aumento de 400X.

Figura 29: C. neoformans
ATCC 90112- apés exposicdo
ao composto quimico Timol
(CIM:12,43%) — aumento de
400X.
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4.6 Atividade do 6leo essencial de E. caryophyllus Sprengel e seus

compostos quimicos majoritarios sobre C. neoformans.

4.6.1 Oleo essencial de E. caryophyllus Sprengel sobre

isolados bioldgicos de C. neoformans de origem humana e ambiental.

O isolado ICB 107 de pacientes com sorologia desconhecida para o
HIV (01/11) e isolado P10 B20 de origem ambiental (01/20) mostraram
sensibilidade ao Oleo essencial de E. caryophyllus até a concentracéo
0,0000000024%. O isolado ICB 108 de pacientes com sorologia desconhecida
para o HIV (01/11) foi sensivel ao Oleo essencial de E. caryophyllus na
concentracdo de 0,00076 % (Tabela 08) (Graficos 5 e 6).

A média e o desvio padrao da CIM do oleo essencial de E. caryophyllus
para os isolados de pacientes HIV positivo foi 0,058 + 0,06%; para os isolados
de pacientes com sorologia desconhecida para o HIV foi 0,24 + 0,46% e para
os isolados biolégicos de origem ambiental foi 0,4 + 0,49%. (Tabela 09).

A média e desvio padrdo da CFM do 6leo essencial de E. caryophyllus
para os isolados de pacientes HIV positivo foi 0,12 + 0,13%; para os isolados
de pacientes com sorologia desconhecida para o HIV foi 0,48 + 0,9%; isolados
bioldgicos de origem ambiental foi 0,8 £ 0,99%. (Tabela 09).

Na pesquisa de capsula na dose subinibitoria observou-se em relacéo
ao controle reducdo ou auséncia desta estrutura nos isolados bioldgicos de
origem humana e ambiental sob a influéncia do 6leo de E. caryophyllus.
Morfologicamente ocorreram alteracdes quanto ao tamanho da célula. As
células tenderam a se agrupar em namero de 2, 4 ou mais leveduras.

A producéo de proteinase e fosfolipase foram inibidas frente ao 6leo de
E. caryophyllus para todos os isolados biolégicos de origem humana e
ambiental.

Os valores de CIM 50 e CIM 90 para oOleo de E. caryophyllus nos
diferentes isolados sao 0,09% e 0,78% respectivamente. E as CFM 50 0,19%
e CFM 90 1,56%. (Tabela 24).

58



Tabela 08. Concentracéo inibitéria minima (CIM) e concentracdo fungicida minima (CFM) do 6leo essencial de E.
caryophyllus sobre isolados de C. neoformans de origem humana e ambiental.

Legenda: Em azul C. neoformans isolados de pacientes com sorologia desconhecida para o HIV

Condicdes

CONCENTRACOES FUNGISTATICA E

[SOIADOS FUNGICIDA
BIOLOGICOS ©5CEM % (V/v)

ICB 78 0,003 0,00061
ICB 87 0,39 0,78
ICB 89 0,00076 0,0015
ICB 105 0,09 0,19
ICB 107 s s
ICB 108 0,00038 0,00076
ICB 127 0,39 0,78
ICB 154 0,09 0,19
ICB 155 1,56 3,12
ICB 160 0,09 0,19
ICB 164 0,04 0,09
ICB 167 0,04 0,09
ICB 168 0,0061 0,012
ICB 169 0,04 0,09
ICB 172 0,19 0,39
ICB 183 0,012 0,024
ICB 189 0,04 0,09
ICB 283 0,09 0,19
B 07 0,04 0,09
B 20 0,19 0,39
B 64 0,024 0,04
ICB 165 0,09 0,19
ICB 175 0,09 0,19
ICB 176 0,09 0,19
ICB 182 0,78 1,56
P9 A5 0,78 1,56
P9 A7 1,56 3,12
P9 A0 0,09 0,19
P17 A9 0,09 0,19
P3B5 0,78 1,56
P6 B4 0,39 0,78
P9 B11 0,024 0,04
P10 B8 0,78 1,56
P10 B20 s s
P17 B5 0,09 0,19
P3C2 0,09 0,19
P9 C5 0,78 1,56
P10 C5 1,56 3,12

Em rosa C. neoformans isolados de pacientes com sorologia positiva para o HIV

Em verde C. neoformans, isolados de origem ambiental.
estudo:

do

Pesquisa

da

Concentragéo

microdiluigdo e leitura em 48 horas: resultado em %. )
Pesquisa da atividade fungistatica e fungicida em Agar Sabouraud dextrose e leitura em 48 horas: presenca

de crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento atividade fungicida (CFM)

**CIM: concentragao inibitéria minima
***CFM: concentracdo fungicida minima:

v/v: volume por volume em porcentagem - S: Sensivel — auséncia de crescimento até 0,0000000024%

inibitéria minima

CIM

em

placas

de
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E. caryophyllus - CIM

0,5 -

1 3 5 7 91113151719 2123252729 31333537

Concentragoes do 6leo essencial
(%)

C. neoformans : Isolados bioldgicos de origem humana e
ambiental

Gréfico 5. Concentracdes inibitdrias minimas (CIM) do 6leo essencial de E. caryophyllus sobre

isolados de C. neoformans de origem humana e ambiental.

E. caryophyllus - CFM
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C. neoformans : Isolados biolégicos de origem humana e
ambiental

Grafico 6. Concentracdes fungicidas minimas (CFM) do dleo essencial de E. caryophyllus sobre

isolados de C. neoformans de origem humana e ambiental.
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10Tabela 9: Média, desvio padrdo, mediana, maxima e minima do Oleo essencial de Eugenia
caryophyllus sobre isolados biol6gicos de C. neoformans

VARIAVEL - CIM Isolados HIV+ Isolados ndo HIV ;
E. caryophyllus N=7 N=11 N=20
U E dp*** 0,058 + 0,06* 0,24 £ 0,46* 0,4 +0,49*
Mediana 0,04 0,09 0,09
Min.— Max. ***** 0,0007-0,19 0-1,56 0-1,56
VARIAVEL - CFM Isolados HIV+ Isolados ndao HIV _
E. caryophyllus N=7 N=11 N=20
WU E dp*** 0,12 £0,13** 0,48 £ 0,9** 0,8 +0,99**
Mediana 0,09 0,19 0,19
Min.— Max. **** 0,0015-0,39 0-3,12 0-3,12

*Condicdes do estudo: Pesquisa da concentragdo inibitéria minima (CIM) em placas de microdiluicdo e leitura em 48
horas: resultado em porcentagem (%)

**Concentrag&o fungicida minima (CFM), pesquisa da atividade fungicida em Agar Sabouraud dextrose, leitura em 48
horas: auséncia de crescimento: resultado em porcentagem (%).

***11 + dp — Média e disvio padrao

****Min. — Minima e Max. Maxima.

4.6.2 Atividade do composto quimico majoritario eugenol do
Oleo essencial de E. caryophyllus Sprengel sobre C. neoformans -
isolados biolégicos de origem humana e ambiental.

Os isolados ICB 87, ICB127, ICB 154, ICB 155 e ICB 160,
respectivamente de pacientes com sorologia desconhecida para o HIV (05/11),
isolado ICB 172, de paciente com sorologia positiva para o HIV (01/07) e
isolados P9 A5, P17 A9, P6 B4 e P10 B20, de origem ambiental (04/20) foram
resistentes ao composto eugenol na concentracao 99%. Os isolados ICB 179,
de paciente com sorologia positiva para o HIV (01/07) e isolado ICB189 de
paciente com sorologia desconhecida para o HIV (01/11) foram sensiveis ao
eugenol na concentracdo de 12,37%. O isolado P3B5 de origem ambiental
(01/20) foi sensivel na concentracéo de 0,77%. O isolado ICB 176 de origem
ambiental (01/20) foi sensivel a este composto até a concentracdo de
0,0000000024% (Tabelas 10) (Graficos 7 e 8).

A média e o desvio padrdo da CIM do composto quimico majoritario
eugenol 99% para os isolados de pacientes HIV foi 24,7 + 33,3%; isolados de

pacientes com sorologia desconhecida para o HIV 56,2 + 41,1% e isolados
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biolégicos de origem ambiental 24,1 + 22,8%. A média e desvio padrdo da
CFM do composto quimico majoritario eugenol 99% para os isolados de
pacientes HIV positivo foi 35,33 + 30,6%; isolados de pacientes com sorologia
desconhecida para o HIV 67,49 + 31,49% e isolados biolégicos de origem
ambiental 42,87 + 31,18%. (Tabela 11).

Na pesquisa de capsula na dose subinibitoria observou-se em relacéo
ao controle reducdo ou auséncia desta estrutura nos isolados biolégicos de
origem humana e ambiental sob a influéncia do eugenol, composto majoritario
do oleo de E. caryophyllus. Morfologicamente ocorreram alteracdes quanto ao
tamanho da célula e estas tenderam a se agrupar em numero de 2, 4 ou mais
leveduras.

A producédo de proteinase e fosfolipase foram inibidas frente ao eugenol
para todos os isolados bioldgicos.

Os valores de CIM 50 e CIM 90 para o composto quimico eugenol 99%
nos diferentes isolados foram de 12,37% e 99% respectivamente. A CFM50 e
CFMO90 foram de 24,7% e 99% respectivamente (Tabela 24).
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Tabela 10. Concentragdo inibitéria minima (CIM) e concentragdo fungicida minima (CFM) do composto quimico
majoritario eugenol 99% do 6leo essencial de E. caryophyllus Sprengel sobre isolados de C. neoformans de origem
humana e ambiental.

SSIOLARIOS FUNG(I:g'II'\IA(':I'I?gZREAISU?\IE(;CIDA

BIOLOGICOS _ﬂ ***CEM% (V/v)
ICB 78 24,7 49,5
ICB 87 99 R
ICB 89 12,37 24,7
ICB 105 24,7 49,5
ICB 107 24,7 49,5
ICB 108 24,7 49,5
ICB 127 99 R
ICB 154 99 R
ICB 155 99 R
ICB 160 99 R
ICB 164 12,37 24,7
ICB 167 12,37 24,7
ICB 168 12,37 24,7
ICB 179 6,18 12,37
ICB 172 99 R
ICB 183 12,37 24,7
ICB 189 6,18 12,37
ICB 283 24,7 49,5
B 07 24,7 49,5
B 20 12,37 24,7
B 64 12,37 24,7
ICB 165 12,37 24,7
ICB 175 12,37 24,7
ICB 176 S S
ICB 182 24,7 49,5
P9 A5 49,5 R
P9 A7 12,37 24,7
P9 A10 12,37 24,7
P17 A9 49,5 R
P3 B5 0,38 0,77
P6 B4 49,5 R
P9 B11 24,7 49,5
P10 B8 12,37 24,7
P10 B20 90 R
P17 B5 12,37 24,7
P3 C2 12,37 24,7
P9 C5 24,7 49,5
P10 C5 24,7 49,5

Legenda: Em azul C. neoformans isolados de pacientes com sorologia desconhecida para o HIV
Em rosa C. neoformans isolados de pacientes com sorologia positiva para o HIV

Em verde C. neoformans, isolados de origem ambiental.

Condigcbes do estudo: Pesquisa da Concentragdo inibitoria minima CIM em placas de
microdilui¢éo e leitura em 48 horas: resultado em %.

Pesquisa da atividade fungistatica e fungicida em Agar Sabouraud dextrose e leitura em 48 horas: presenca
de crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento atividade fungicida (CFM)

**CIM: concentragao inibitéria minima

***CFM: concentragdo fungicida minima:

v/v: volume por volume em porcentagem
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R: Resistente — presenca de crescimento a 99%.
S: Sensivel — auséncia de crescimento até 0,0000000024%

100

80

60

40

Concentragées do Composto Quimico (%)

ZOI
0

Eugenol a 99% - CIM

1 3 5 7 91113151719 2123252729 31333537

C. neoformans : Isolados bioldgicos de origem humana e

ambiental

Gréfico 7. Concentrag@es inibitérias minimas (CIM) do composto quimico Eugenol a 99% sobre

isolados de C. neoformans de origem humana e ambiental.
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Gréfico 8. Concentragfes fungicidas minimas (CFM) do composto quimico Eugenol a 99%

sobre isolados de C. neoformans de origem humana e ambiental.
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Tabela 11: Média, desvio padrdao, mediana, maxima e minima do composto quimico majoritario Eugenol
99% de Eugenia caryophyllus sobre isolados biolégicos de C. neoformans

VARIAVEL - CIM Isolados HIV+ Isolados nao HIV _
Eugenol 99% N=7 N=11 N=20
Mt dp*** 24,7 + 33,3* 56,2+41,1 24,1+22,8
Mediana 12,32 24,7 12,37
Min.— Max. **** 6,18 - 99 12,37 -99 0-99
VARIAVEL - CFM Isolados HIV+ Isolados nao HIV _
Eugenol 99% N=7 N=11 N=20
M dp*** 35,33 +30,6** 67,49 +£31,49 42,87 £31,18
Mediana 24,7 49,5 24,7
Min.— Max. **** 12,37-99 24,7- 99 0-99

*Condi¢des do estudo: Pesquisa da concentragao inibitéria minima (CIM) em placas de microdiluicdo e leitura em 48
horas: resultado em porcentagem (%)

**Concentracéo fungicida minima (CFM), pesquisa da atividade fungicida em Agar Sabouraud dextrose, leitura em 48
horas: auséncia de crescimento: resultado em porcentagem (%).

***11 + dp — Média e disvio padréo

****Min. — Minima e Max. Maxima.

4.6.3 Atividade do composto quimico majoritario -
cariofileno do 6leo essencial de E. caryophyllus Sprengel sobre C.

neoformans - Isolados biolégicos de origem humana e ambiental.

Os isolados de identificacdo ICB 78, ICB 87, ICB 105, ICB 127, ICB 154,
ICB 155 e ICB 160 de pacientes com sorologia desconhecida para o HIV
(06/11), isolado ICB 172, de paciente com sorologia positiva para o HIV (1/07)
e P10B20 de origem ambiental (01/20) foram resistentes ao B-cariofileno na
concentracdo de 80%. Os isolados ICB 179 e ICB 189, de paciente com
sorologia positiva para o HIV (02/07) e isolado ICB 183 de paciente com
sorologia desconhecida para o HIV (01/11) foram sensiveis ao B-cariofileno na
concentracdo de 10%. O isolado P3B5 de origem ambiental (01/20) foi
sensivel na concentragdo de 0,63% e o isolado ICB 176 de origem ambiental
(01/20) foi sensivel composto quimico B-cariofileno até a concentracdo de
0,0000000024% (Tabelas 12) (Graficos 9 e 12).
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A média e o desvio padrdo da CIM do composto quimico majoritario -
cariofileno 80% para os isolados de pacientes HIV foi 24 + 27,4%; isolados de
pacientes com sorologia desconhecida para o HIV 56 + 33.67% e isolados
biologicos de origem ambiental 20 + 18,47%. A média e desvio padrdo da
CFM do composto quimico majoritario B-cariofileno 80% para os isolados de
pacientes HIV positivo foi 37,14 + 30,93%; isolados de pacientes com sorologia
desconhecida para o HIV 60,9 + 27,73% e isolados biolégicos de origem
ambiental 37,03 + 27,69%. (Tabela 13).

Na pesquisa de capsula na dose subinibitoria observou-se em relacéo
ao controle reducdo ou auséncia desta estrutura nos isolados bioldgicos de
origem humana e ambiental sob a influéncia do B-cariofileno, composto
majoritario do 6leo de E. caryophyllus. Morfologicamente ocorreram alteracdes
quanto ao tamanho da célula e estas tenderam a se agrupar em nimero de 2,
4 ou mais leveduras.

A producdo de proteinase e fosfolipase foram inibidas frente ao B-
cariofileno para todos os isolados bioldgicos.

Os valores de CIM 50 e CIM 90 para o composto quimico B-cariofileno
80% nos diferentes isolados foram de 20% e 80% respectivamente. A CFM50
e CFM90 foram de 40% e 80% respectivamente (Tabela 24).
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Tabela 12. Concentrag&o inibitéria minima (CIM) e concentragéo fungicida minima (CFM) do composto quimico majoritario f3-
cariofileno 80% do dleo essencial de E. caryophyllus Sprengel sobre isolados de C. neoformans de origem humana e ambiental.

ISOLADOS CONCENTRACOES FUNGISTATICA
E FUNGICIDA
BloLoGicos  [FRRGiMsa (W) |  ***cFPm% (v/v)
ICB 78 80 R
ICB 87 80 R
ICB 89 40 80
ICB 105 80 R
ICB 107 20 40
ICB 108 20 40
ICB 127 80 R
ICB 154 80 R
ICB 155 80 R
ICB 160 80 R
ICB 164 10 20
ICB 167 10 20
ICB 168 10 20
ICB 179 5 10
ICB 172 80 R
ICB 183 5 10
ICB 189 5 10
ICB 283 20 40
B 07 20 40
B 20 10 20
B 64 10 20
ICB 165 10 20
ICB 175 10 20
ICB 176 S S
ICB 182 20 40
P9 A5 40 80
P9 A7 10 20
P9 A10 10 20
P17 A9 40 80
P3 BS 0,31 0,63
P6 B4 40 80
P9 B11 20 80
P10 B8 10 20
P10 B20 80 R
P17 B5 10 20
P3 C2 10 20
P9 C5 20 40
P10 C5 20 40

Legenda: Em azul C. neoformans isolados de pacientes com sorologia desconhecida para o HIV
Em rosa C. neoformans isolados de pacientes com sorologia positiva para o HIV

Em verde C. neoformans, isolados de origem ambiental.

Condigbes do estudo: Pesquisa da Concentragdo inibitéria minima CIM em placas de
microdilui¢éo e leitura em 48 horas: resultado em %.

Pesquisa da atividade fungistatica e fungicida em Agar Sabouraud dextrose e leitura em 48 horas: presenca
de crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento atividade fungicida (CFM)

**CIM: concentragao inibitéria minima

***CFM: concentragdo fungicida minima:
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v/v: volume por volume em porcentagem - R: Resistente — presenca de crescimento a 80%. - S: Sensivel —
auséncia de crescimento até 0, 0,0000000024%
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Concentragdes do Composto Quimico
Majoritarios (%)

B - cariofileno a 80% - CIM
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C. neoformans - Isolados Bioldgicos de origem humana e ambiental

Gréfico 9. Concentragdes inibitérias minimas (CIM) do composto quimico B-cariofileno a 80% sobre isolados de C.

neoformans de origem humana e ambiental.
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Gréfico 10. Concentragdes fungicidas minimas (CFM) do composto quimico -cariofileno a 80% sobre isolados de C.

neoformans de origem humana e ambiental
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Tabela 13: Média, desvio padrdo, mediana, maxima e minima do composto quimico majoritario B-
cariofileno 80% de Eugenia caryophyllus sobre isolados biolégicos de C. neoformans.

VARIAVEL - CIM Isolados HIV+ | Isolados ndo HIV 's‘:;::;b;‘:‘z?;‘:‘;’e
B-cariofileno 80% N=7** N=11%** N=20
Wt dp¥*** 24 +27,4% 56 + 33,67 20+ 18,47
Mediana 10 80 10
Min.— Max ***** 5-80 0-80 0-80
VARIAVEL - CFM Isolados HIV+ | Isolados ndo Hiv | 'Solados bioldgicos de
origem ambiental
B-cariofileno 80% N=7** N=11%** N=20
Wt dp*¥** 37,14 +30,93* 60,9+ 27,73 37,03 +£27,69
Mediana 20 80 20
Min.— Max ***** 10-80 10-80 0-80

*Condi¢des do estudo: Pesquisa da concentragao inibitéria minima (CIM) em placas de microdiluicéo e leitura em 48
horas: resultado em porcentagem (%)

**Concentracéo fungicida minima (CFM), pesquisa da atividade fungicida em Agar Sabouraud dextrose, leitura em 48
horas: auséncia de crescimento: resultado em porcentagem (%).

***11 + dp — Média e disvio padréo

****Min. — Minima e Max. Maxima.

4.7 Atividade do 6leo essencial de T. vulgaris Lin. e seus

compostos quimicos majoritarios sobre C. neoformans

4.7.1 Oleo essencial de T. vulgaris Lin sobre isolados

biol6gicos de C. neoformans de origem humana e ambiental

Os isolados ICB 155, ICB 160 de pacientes com sorologia desconhecida
para o HIV (02/11) e isolados P17A9 e P10B20 de origem ambiental (02/20)
foram sensiveis ao 0leo essencial de T. vulgaris na concentracdo de 0,003%.
O isolado ICB 107 de pacientes com sorologia desconhecida para o HIV
(01/11) foi sensivel ao 6leo essencial de T. vulgaris até a concentracdo de
0,0000000024% (Tabelas 14) (Gréaficos 11 e 12). Nao houve isolado resistente
a este 0Oleo essencial.

A média e o desvio padrao da CIM do oOleo essencial de T. vulgaris para

os isolados de pacientes HIV foi 0,38 + 0,58%; isolados de pacientes com
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sorologia desconhecida para o HIV 0,06 + 0,11% e isolados biolégicos de
origem ambiental 0,39 + 1,38%. A média e desvio padrdo da CFM do o6leo
essencial de T. vulgaris para os isolados de pacientes HIV positivo foi 0,78 *
1,16%; isolados de pacientes com sorologia desconhecida para o HIV 0,13 +
0,22% e isolados bioldgicos de origem ambiental 0,78 + 2,76%. (Tabela 15).

Na pesquisa de capsula na dose subinibitoria observou-se em relacéo
ao controle reducdo ou auséncia desta estrutura nos isolados biolégicos de
origem humana e ambiental sob a influéncia do dleo essencial de T. vulgaris.
Morfologicamente ocorreram alteragdes quanto ao tamanho da célula e estas
tenderam a se agrupar em nuimero de 2, 4 ou mais leveduras.

A producéo de proteinase e fosfolipase foram inibidas frente ao 6leo
essencial de T. vulgaris para todos os isolados bioldgicos.

Os valores de CIM 50 e CIM 90 para 6leo de T. vulgaris nos diferentes
isolados foram de 0,04% e 0,39% respectivamente. A CFM 50 e CFM 90 foram
de 0,09% e 1,56% respectivamente (Tabela 24).
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Tabela 14. Concentragdo inibitéria minima (CIM) e concentra¢do fungicida minima (CFM) do 6leo
essencial de T. vulgaris Lin sobre isolados de C. neoformans de origem humana e ambiental.

AT CONCENTRI’EAFQL%EGSI cl:zlllJDl\AGISTATICA
BIOLOGICOS ***CEM% (V/v)

ICB 78 0,024 0,04
ICB 87 0,04 0,09
ICB 89 0,012 0,024
ICB 105 0,09 0,19
ICB 107 S S
ICB 108 0,0015 0,003
ICB 127 0,012 0,024
ICB 154 0,09 0,19
ICB 155 0,0015 0,003
ICB 160 0,0015 0,003
ICB 164 0,09 0,19
ICB 167 1,56 3,12
ICB 168 0,78 1,56
ICB 179 0,09 0,19
ICB 172 0,00076 0,015
ICB 183 0,39 0,78
ICB 189 0,09 0,19
ICB 283 0,19 0,39
B 07 6,25 12,5
B 20 0,012 0,024
B 64 0,024 0,04
ICB 165 0,19 0,39
ICB 175 0,0061 0,012
ICB 176 0,003 0,0061
ICB 182 0,39 0,78
P9 A5 0,19 0,39
P9 A7 0,003 0,0061
P9 A10 0,19 0,39
P17 A9 0,0015 0,003
P3 B5 0,19 0,39
P6 B4 0,04 0,09
P9 B11 0,04 0,09
P10 B8 0,04 0,09
P10 B20 0,0015 0,003
P17 B5 0,00076 0,015
P3C2 0,012 0,024
P9 C5 0,04 0,09
P10 C5 0,19 0,39

Legenda: Em azul C. neoformans isolados de pacientes com sorologia desconhecida para o HIV
Em rosa C. neoformans isolados de pacientes com sorologia positiva para o HIV
Em verde C. neoformans, isolados de origem ambiental.

Condicbes do estudo: Pesquisa da Concentragdo inibitéria minima CIM em placas de
microdiluicéo e leitura em 48 horas: resultado em %

Pesquisa da atividade fungistatica e fungicida em Agar Sabouraud dextrose e leitura em 48 horas: presenca
de crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento atividade fungicida (CFM)

**CIM: concentragao inibitéria minima

***CFM: concentragdo fungicida minima:

v/v: volume por volume em porcentagem

S: Sensivel — auséncia de crescimento até 0,0000000024%
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Gréfico 11. Concentragdes inibitérias minimas (CIM) do 6leo essencial de T. vulgaris sobre isolados de
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Gréfico 12. Concentragdes fungicidas minimas (CFM) do 6leo essencial de T. vulgaris sobre isolados de

C. neoformans de origem humana e ambiental.
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Tabela 15: Média, desvio padrao, mediana, maxima e minima do 6leo essencial de T. vulgaris sobre
isolados bioldgicos de C. neoformans.

VARIAVEL - CIM RN ST <ol clos niio HIV [RECcesRIRIosIcosIdE
origem ambiental
T. vulgaris N=7 N=11 N=20
Mt dp*** 0,38 +0,58* 0,06 +0,11 0,39+1,38
Mediana 0,09 0,024 0,04
Min.— Max, **** 0,0007 - 1,56 0-39 0,0007 - 6,25
VARIAVEL - CFM RN ST <ol clos niio HIV [REC e SeRIRIBSIERSIE
origem ambiental
T. vulgaris N=7 N=11 N=20
Mt dp*** 0,78 £ 1,16** 0,13+0,22 0,78 +2,76
Mediana 0,19 0,04 0,09
Min.— Max.**** 0,015-3,12 0-0,78 0,003-12,5

*Condi¢des do estudo: Pesquisa da concentragao inibitéria minima (CIM) em placas de microdiluicdo e leitura em 48
horas: resultado em porcentagem (%)

**Concentrag&o fungicida minima (CFM), pesquisa da atividade fungicida em Agar Sabouraud dextrose, leitura em 48
horas: auséncia de crescimento: resultado em porcentagem (%).

***11 + dp — Média e disvio padrao

****Min. — Minima e Max. Maxima.

4.7.2 Atividade do composto quimico majoritario linalol do
6leo essencial de T. vulgaris Lin sobre C. neoformans - Isolados

biol6gicos de origem humana e ambiental.

Os isolados ICB 108, ICB 160 e ICB 164 de pacientes com sorologia
desconhecida para o HIV (03/11), isolado ICB 167, de paciente com sorologia
positiva para o HIV (01/07) foram sensiveis ao composto quimico majoritario
linalol 97% na concentracdo de 48,5%. O isolado ICB 89, de paciente com
sorologia positiva para o HIV (01/07) foi sensivel ao Linalol 97% na
concentracdo de 12,12%. Os demais isolados foram resistentes ao linalol na
concentracdo de 97% (Tabelas 16) (Gréaficos 13 e 14).

A média e o desvio padrdao da CIM do composto quimico majoritario
Linalol 97% para os isolados de pacientes HIV foi 73,6 £ 40,29%; isolados de
pacientes com sorologia desconhecida para o HIV 69,32 + 34% e isolados
biol6gicos de origem ambiental 97 + 0%. A média e desvio padréo da CFM do
composto quimico majoritario Linalol 97 % para os isolados de pacientes HIV

positivo foi 77,94 + 34,19%; isolados de pacientes com sorologia desconhecida
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para o HIV 83,77 + 22,65% e isolados biologicos de origem ambiental 97 + 0%.
(Tabela 17).

Na pesquisa de capsula na dose subinibitéria observou-se em relacéo
ao controle reducdo ou auséncia desta estrutura nos isolados biolégicos de
origem humana e ambiental sob a influéncia do composto quimico majoritéario
linalol 97%. Morfologicamente ocorreram alteracdes quanto ao tamanho da
célula e estas tenderam a se agrupar em numero de 2, 4 ou mais leveduras.

A producédo de proteinase e fosfolipase foram inibidas frente ao linalol
para todos os isolados biolégicos.

Os valores de CIM 50 e CIM 90 para o composto quimico majoritario
linalol 97% nos diferentes isolados foram de 97%. A CFM 50 e CFM 90
também foram de 97% (Tabela 24).
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Tabela 16. Concentragéo inibitéria minima (CIM) e concentracéo fungicida minima (CFM) do composto
quimico majoritario linalol do 6leo essencial de T. vulgaris Lin sobre isolados de C. neoformans de origem

humana e ambiental.

CONCENTRAGOES
ISOLADOS FUNGISTATICA E FUNGICIDA

BIOLOGICOS ***CEM% (V/V)

ICB 78 97 R
ICB 87 48,5 97
ICB 89 6,06 12,12
ICB 105 48,5 97
ICB 107 97 R
ICB 108 24,2 48,5
ICB 127 97 R
ICB 154 97 R
ICB 155 97 R
ICB 160 24,2 48,5
ICB 164 24,2 48,5
ICB 167 24,2 48,5
ICB 168 97 R
ICB 179 97 R
ICB 172 97 R
ICB 183 97 R
ICB 189 97 R
ICB 283 97 R
B 07 97 R
B 20 97 R
B 64 97 R
ICB 165 97 R
ICB 175 97 R
ICB 176 97 R
ICB 182 97 R
P9 A5 97 R
P9 A7 97 R
P9 A10 97 R
P17 A9 97 R
P3 B5 97 R
P6 B4 97 R
P9 B11 97 R
P10 B8 97 R
P10 B20 97 R
P17 B5 97 R
P3 C2 97 R
P9 C5 97 R
P10 C5 97 R

Legenda: Em azul C. neoformans isolados de pacientes com sorologia desconhecida para o HIV
Em rosa C. neoformans isolados de pacientes com sorologia positiva para o HIV

Em verde C. neoformans, isolados de origem ambiental.

Condigbes do estudo: Pesquisa da Concentragdo inibitéria minima CIM em placas de
microdiluigdo e leitura em 48 horas: resultado em %.

Pesquisa da atividade fungistatica e fungicida em Agar Sabouraud dextrose e leitura em 48 horas: presenca
de crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento atividade fungicida (CFM)

**CIM: concentragao inibitéria minima

***CFM: concentragdo fungicida minima:

v/v: volume por volume em porcentagem - R: Resistente — presenca de crescimento a 97%.
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Grafico 14. Concentrag@es fungicidas minimas (CFM) do composto quimico Linalol 97% sobre
isolados de C. neoformans de origem humana e ambiental.
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Tabela 17: Média, desvio padrdo, mediana, maxima e minima do composto quimico majoritario Linalol

97% do 6leo essencial de T. vulgaris sobre isolados biolégicos de C. neoformans.

VARIAVEL-CIM | Isolados HIV+ | Isolados nao Hiv | 'S0!3dos bioldgicos de
origem ambiental
Linalol 97% N=7 N=11 N=20
W £ dp*** 73,6 £ 40,29* 68,3234 9710
Mediana 97 97 97
Min.— Max, **** 6,06 — 97 24,2 -97 97 -97
VARIAVEL-CFM | Isolados HIV+ | Isolados ndo HIV d':‘:;:::‘nb;:i?;‘;sal
Linalol 97% N=7** N=11%** N=20
W £ dp*** 77,94+34,19% | 837742265 9710
Mediana 97 97 97
Min.— Max, **** 12,12 -97 48,5-97 97-97

*CondicOes do estudo: Pesquisa da concentragdo inibitéria minima (CIM) em placas de microdilui¢cédo e leitura em 48
horas: resultado em porcentagem (%)

**Concentrag&o fungicida minima (CFM), pesquisa da atividade fungicida em Agar Sabouraud dextrose, leitura em 48
horas: auséncia de crescimento: resultado em porcentagem (%).

***11 + dp — Média e disvio padrao

****Min. — Minima e Max. Maxima.

4.7.3 Atividade do composto quimico majoritario P-cimeno
do 6leo essencial de T. vulgaris Lin sobre C. neoformans - Isolados

bioldgicos de origem humana e ambiental.

O isolado ICB 87 de paciente com sorologia desconhecida para o HIV
(01/11), foi sensivel ao composto quimico majoritario p-cimeno 99% na
concentracdo de 49,5%. Os isolados ICB 176 e ICB P17B5, de origem
ambiental (02/20) foram sensiveis nas concentracfes de 22,7% e 24,7%
respectivamente. Os demais isolados foram resistentes a P-cimeno na
concentracéo de 99%. (Tabelas 18) (Gréaficos 15 e 16).

A média e o desvio padrdo da CIM do composto quimico majoritario
Linalol 97% para os isolados de pacientes HIV foi 73,6 £ 40,29%; isolados de
pacientes com sorologia desconhecida para o HIV 69,32 + 34% e isolados
biol6gicos de origem ambiental 97 + 0%. A média e desvio padrdo da CFM do
composto quimico majoritario Linalol 97 para os isolados de pacientes HIV

positivo foi 77,94 + 34,19%; isolados de pacientes com sorologia desconhecida
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para o HIV 83,77 + 22,65% e isolados biologicos de origem ambiental 97 + 0%.
(Tabela 17).

A média e o desvio padrdo da CIM do composto quimico majoritario P-
cimeno 99% para os isolados de pacientes HIV foi 99 + 0%; isolados de
pacientes com sorologia desconhecida para o HIV 92,2 + 22,4% e isolados
biolégicos de origem ambiental 87,8 + 28,04%. A média e desvio padrédo da
CFM do composto quimico majoritario P-cimeno 99% para os isolados de
pacientes HIV positivo foi 99 + 0%; isolados de pacientes com sorologia
desconhecida para o HIV 94,5 + 14,9% e isolados bioldégicos de origem
ambiental 91,4 + 23,1%. (Tabela 19).

Na pesquisa de capsula na dose subinibitéria observou-se em relagéo
ao controle reducdo ou auséncia desta estrutura nos isolados biolégicos de
origem humana e ambiental sob a influéncia do composto quimico majoritario
P-cimeno 99%. Morfologicamente ocorreram alteragdes quanto ao tamanho da
célula e estas tenderam a se agrupar em numero de 2, 4 ou mais leveduras.

A producdo de proteinase e fosfolipase foram inibidas frente ao p-
cimeno para todos os isolados bioldgicos.

Os valores de CIM 50 e CIM 90 para o composto quimico majoritario
P-cimeno 99% nos diferentes isolados foi 99%. A CFM50 e CFM90 também
foram de 99% (Tabela 24).
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Tabela 18. Concentragéo inibitéria minima (CIM) e concentracéo fungicida minima (CFM) do composto

quimico majoritario P-cimeno do 6leo essencial de T. vulgaris Lin sobre isolados de C. neoformans de

origem humana e ambiental.

ISOLADOS CONCE|\1TRAFQ:L§?\IEGSI CIZZIlIJDIXGISTATICA E
BIOLOGICOS *+*CFEM% (V/v)
ICB 78 99 R
ICB 87 24,7 49,5
ICB 89 99 R
ICB 105 99 R
ICB 107 99 R
ICB 108 99 R
ICB 127 99 R
ICB 154 99 R
ICB 155 99 R
ICB 160 99 R
ICB 164 99 R
ICB 167 99 R
ICB 168 99 R
ICB 179 99 R
ICB 172 99 R
ICB 183 99 R
ICB 189 99 R
ICB 283 99 R
B 07 99 R
B 20 99 R
B 64 99 R
ICB 165 99 R
ICB 175 99 R
ICB 176 12,37 22,7
ICB 182 99 R
P9 A5 99 R
P9 A7 99 R
P9 A10 99 R
P17 A9 99 R
P3 B5 99 R
P6 B4 99 R
P9 B11 99 R
P10 B8 50 99
P10 B20 99 R
P17 B5 12,37 24,7
P3 C2 99 R
P9 C5 99 R
P10 C5 99 R

Legenda: Em azul C. neoformans isolados de pacientes com sorologia desconhecida para o HIV
Em rosa C. neoformans isolados de pacientes com sorologia positiva para o HIV
Em verde C. neoformans, isolados de origem ambiental.
Condigbes do estudo: Pesquisa da Concentragdo inibitéria minima CIM

microdiluigdo e leitura em 48 horas: resultado em %.

em placas

de

Pesquisa da atividade fungistatica e fungicida em Agar Sabouraud dextrose e leitura em 48 horas: presenca
de crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento atividade fungicida (CFM)

**CIM: concentragao inibitéria minima
***CFM: concentragdo fungicida minima:
v/v: volume por volume em porcentagem

R: Resistente — presenca de crescimento a 99%.
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Tabela 19: Média, desvio padrao, mediana, maxima e minima do composto quimico majoritario P-cimeno

99% do 6leo essencial de T. vulgaris sobre isolados bioldgicos de C. neoformans.

VARIAVEL - CIM Isolados HIV+ Isolados n&o HIV 's‘:;:::‘nb::‘z?;‘::e
N=7** N=11*** N=20
M dp**** 99 + 0* 92,2+22,4 87,8 £ 28,04
Mediana 99 99 99
Min.— Max ***** 99-99 24,7 -99 12,37-99
VARIAVEL - CFM ‘ Isolados HIV+ Isolados n&o HIV 'S:;:Z:nb;ﬂiiﬁsafe
N=7** N=11*** N=20
W+ dp*re 99 + 0* 94,5+ 14,9 91,4+23,1
Mediana 99 99 99
Min.— Max ***** 99-99 49,5-99 22,7-99

*Condi¢des do estudo: Pesquisa da concentragao inibitéria minima (CIM) em placas de microdiluicdo e leitura em 48
horas: resultado em porcentagem (%)

**Concentrag&o fungicida minima (CFM), pesquisa da atividade fungicida em Agar Sabouraud dextrose, leitura em 48
horas: auséncia de crescimento: resultado em porcentagem (%).

***11 + dp — Média e disvio padrao

****Min. — Minima e Max. Maxima.

4.7.4 Atividade do composto quimico majoritario carvacrol do 6leo
essencial de T. vulgaris Lin sobre C. neoformans - lIsolados

biol6gicos de origem humana e ambiental.

O isolado ICB 164, de paciente com sorologia desconhecida para o HIV
(01/11) foi sensivel ao composto quimico majoritario carvacrol 98% até a
concentragdo de 0,0000000024%. O isolado ICB167, de paciente com
sorologia positiva para o HIV (01/07) e os isolados B0O7 e P17B5 de origem
ambiental (02/20) foram resistentes ao carvacrol a concentracdo de 98%
(Tabelas 20) (Graficos 17 e 18).

A média e o desvio padrédo da CIM do composto quimico majoritario
carvacrol 98% para os isolados de pacientes HIV foi 39,3 + 40,6%; isolados de
pacientes com sorologia desconhecida para o HIV 11,69 £+ 7,84% e isolados
biolégicos de origem ambiental 25,1 + 25,5%. A média e desvio padrao da
CFM do composto quimico majoritario carvacrol 98% para os isolados de

pacientes HIV positivo foi 50,7 + 34,9%; isolados de pacientes com sorologia
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desconhecida para o HIV 23,38 + 15,6% e isolados bioldégicos de origem
ambiental 40,4 + 22,86%. (Tabela 21).

Na pesquisa de capsula na dose subinibitéria observou-se em relacéo
ao controle reducdo ou auséncia desta estrutura nos isolados biolégicos de
origem humana e ambiental sob a influéncia do composto quimico majoritéario
carvacrol. Morfologicamente ocorreram alteracdes quanto ao tamanho da
célula e estas tenderam a se agrupar em numero de 2, 4 ou mais leveduras.

A producdo de proteinase e fosfolipase foram inibidas frente ao
carvacrol para todos os isolados biologicos.

Os valores de CIM 50 e CIM 90 para o composto quimico carvacrol 98%
nos diferentes isolados foram 12,25% e 24,5% respectivamente. A CFM 50 e
CFM 90 foram 24,5% e 49%, respectivamente (Tabela 24).
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Tabela 20. Concentragao inibitéria minima (CIM) e concentragdo fungicida minima (CFM) do composto
quimico majoritario Carvacrol do 6leo essencial de T. vulgaris Lin sobre isolados de C. neoformans de

origem humana e ambiental.

SSIOLARIOS FUNGC|§T’\IACTE|2|ZF|;AFCU?VIEGS|C|DA
BIOLOGICOS [T CIMI%b (A) | **CFM% (vIv)
ICB 78 12,25 24,5
ICB 87 3,06 6,12
ICB 89 6,12 12,25
ICB 105 24,5 49
ICB 107 12,25 24,5
ICB 108 3,06 6,12
ICB 127 12,25 24,5
ICB 154 24,5 49
ICB 155 12,25 24,5
ICB 160 12,25 24,5
ICB 164 S S
ICB 167 98 R
ICB 168 98 o8
ICB 179 24,5 49
ICB 172 24,5 49
ICB 183 12,25 24,5
ICB 189 12,25 24,5
ICB 283 12,25 24,5
B 07 98 R
B 20 12,25 24,5
B 64 12,25 24,5
ICB 165 12,25 24,5
ICB 175 24,5 49
ICB 176 12,25 24,5
ICB 182 24,5 49
P9 A5 12,25 24,5
P9 A7 12,25 24,5
P9 A10 12,25 24,5
P17 A9 12,25 24,5
P3 B5 24,5 49
P6 B4 24,5 49
P9 B11 24,5 49
P10 B8 12,25 24,5
P10 B20 24,5 49
P17 B5 98 R
P3 C2 12,25 24,5
P9 C5 24,5 49
P10 C5 12,25 24,5

Legenda: Em azul C. neoformans isolados de pacientes com sorologia desconhecida para o HIV
Em rosa C. neoformans isolados de pacientes com sorologia positiva para o HIV
Em verde C. neoformans, isolados de origem ambiental.

Condigbes do estudo: Pesquisa da Concentragdo inibitéria minima CIM em placas de
microdilui¢éo e leitura em 48 horas: resultado em %.

Pesquisa da atividade fungistatica e fungicida em Agar Sabouraud dextrose e leitura em 48 horas: presenca
de crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento atividade fungicida (CFM)

**CIM: concentragao inibitéria minima

***CFM: concentracdo fungicida minima:

v/v: volume por volume em porcentagem

R: Resistente — presenca de crescimento a 98%.

S: Sensivel — auséncia de crescimento até 0,0000000024%
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Grafico 17. Concentrages inibitérias minimas (CIM) do composto quimico Carvacrol a 98%
sobre isolados de C. neoformans de origem humana e ambiental
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Grafico 18. Concentragfes fungicidas minimas (CIM) do composto quimico Carvacrol a 98%
sobre isolados de C. neoformans de origem humana e ambiental
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Tabela 21: Média, desvio padrdo, mediana, maxima e minima do composto quimico majoritario Carvacrol
98% do 6leo essencial de T. vulgaris sobre isolados biolégicos de C. neoformans.

VARIAVEL - CIM ‘ Isolados HIV+ Isolados nio HIV 'S‘:fi:::nbai?;if;":afe
Mt dp*** 39,3 +40,6* 11,69+7,84 25,1+£25,5
Mediana 24,5 12,25 12,25
Min.— Max. **** 6,12 - 98 0-24 12,25-98
VARIAVEL - CIM Isolados HIV+ Isolados no HIV 's‘:;:::‘nb::‘z?;‘:safe
N=7 N=11 N=20
Mt dp*** 50,7+ 34,9 ** 23,38+ 15,6 40,4+ 22,86
Mediana 49 24,5 24,5
Min.— Max. **** 12,25-98 0-49 24,5—-98

*Condi¢des do estudo: Pesquisa da concentragéo inibitéria minima (CIM) em placas de microdilui¢éo e leitura em 48
horas: resultado em porcentagem (%)

**Concentracéo fungicida minima (CFM), pesquisa da atividade fungicida em Agar Sabouraud dextrose, leitura em 48
horas: auséncia de crescimento: resultado em porcentagem (%).

***11 + dp — Média e disvio padréo

****Min. — Minima e Max. Maxima.

4.7.5 Atividade do composto quimico majoritario timol de T.
vulgaris Lin sobre C. neoformans - Isolados biol6gicos de origem

humana e ambiental.

Os isolados ICB 164 de paciente com sorologia desconhecida para o
HIV (01/11) e o isolado P17A9, de origem ambiental (1/20) foram sensiveis ao
composto quimico majoritario timol 99,5% até a concentracdo de
(0,0000000024%). O isolado ICB 167 de paciente com sorologia positiva para
o HIV (01/07) e os isolados BO7 e P17B5 de origem ambiental (02/20) foram
resistentes ao timol a concentracéo de 99,5%. (Tabelas 22) (Graficos 19 e 20).

A média e o desvio padrdo da CIM do composto quimico majoritario
timol 99,5% para os isolados de pacientes HIV foi 21,08 + 35,6%; isolados de
pacientes com sorologia desconhecida para o HIV 9,63 + 7,35% e isolados
biolégicos de origem ambiental 23,6 + 27,3%. A média e desvio padrao da
CFM do composto quimico majoritario timol 99,5% para os isolados de

pacientes HIV positivos foi 27,9 = 35,8%; isolados de pacientes com sorologia
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desconhecida para o HIV 19,2 + 14,7% e isolados biolégicos de origem
ambiental 37,3 + 27,2%. (Tabela 23).

Na pesquisa de capsula na dose subinibitéria observou-se em relagcéo
ao controle reducdo ou auséncia desta estrutura nos isolados biolégicos de
origem humana e ambiental sob a influéncia do composto quimico majoritario
timol 99,5%. Morfologicamente ocorreram alteragdes quanto ao tamanho da
célula e estas tenderam a se agrupar em numero de 2, 4 ou mais leveduras.

A producado de proteinase e fosfolipase foram inibidas frente ao timol
para todos os isolados biolégicos.

Os valores de CIM 50 e CIM 90 para o composto quimico majoritario
timol 99,5% nos diferentes isolados foram 12,43% e 24,8% respectivamente. A
CFM 50 foi de 24,8% e CFM 90 49,5% (Tabela 24).
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Tabela 22. Concentragao inibitéria minima (CIM) e concentracédo fungicida minima (CFM) do composto

quimico majoritario timol do éleo essencial de T. vulgaris Lin sobre isolados de C. neoformans de origem

humana e ambiental.

Legenda: Em azul C. neoformans isolados de pacientes com sorologia desconhecida para o HIV
Em rosa C. neoformans isolados de pacientes com sorologia positiva para o HIV
Em verde C. neoformans, isolados de origem ambiental.
Pesquisa da Concentracdo

Condi¢bes

CONCENTRACOES
LD FUNGISTATICA E FUNGICIDA
BIOLOGICOS ***CEM% (V/V)

ICB 78 12,43 24,8
ICB 87 3,1 6,21
ICB 89 0,77 1,55
ICB 105 24,8 49,7
ICB 107 12,43 24.8
ICB 108 3,1 6,21
ICB 127 12,43 24,8
ICB 154 0,38 0,77
ICB 155 12,43 24.8
ICB 160 12,43 24,8
ICB 164 [S S
ICB 167 99,5 R
ICB 168 3,1 6,21
ICB 179 6,21 12,43
ICB 172 24.8 49,7
ICB 183 12,43 24.8
ICB 189 12,43 24,8
ICB 283 0,77 1,55
B 07 99,5 R
B 20 12,43 24.8
B 64 12,43 24,8
ICB 165 12,43 24,8
ICB 175 24,8 49,7
ICB 176 0,38 0,77
ICB 182 24.8 49,7
P9 A5 12,43 24,8
P9 A7 12,43 24.8
P9 A10 0,19 0,38
P17 A9 [S S
P3 B5 24,8 49,7
P6 B4 24,8 49,7
P9 B11 24.8 49,7
P10 B8 12,43 24,8
P10 B20 24,8 49,7
P17 B5 99,5 R
P3 C2 12,43 24,8
P9 C5 24,8 49,7
P10 C5 12,43 24,8

do estudo:

microdilui¢éo e leitura em 48 horas: resultado em %. )
Pesquisa da atividade fungistatica e fungicida em Agar Sabouraud dextrose e leitura em 48 horas: presenca

de crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento atividade fungicida (CFM)
**CIM: concentragao inibitéria minima
***CFM: concentragdo fungicida minima:

v/v: volume por volume em porcentagem;
R: Resistente — presenga de crescimento a 99,5%.

S: Sensivel — auséncia de crescimento até 0,0000000024%

inibitéria.  minima CIM

em placas

de
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Grafico 19. Concentrag6es inibitérias minimas (CIM) do composto quimico Timol 99,5% sobre

isolados de C. neoformans de origem humana e ambiental.
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Grafico 20. Concentragdes fungicidas minimas (CFM) do composto quimico Timol 99,5% sobre

isolados de C. neoformans de origem humana e ambiental.
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Tabela 23: Média, desvio padrdo, mediana, maxima e minima do composto quimico majoritario Timol
99,5% do 6leo essencial de T. vulgaris sobre isolados biol6gicos de C. neoformans.

VARIAVEL - CIM ‘ Isolados HIV+ Isolados ndo HIV 's‘:;::fnb;:i?z:’;fe
Wt dp*** 21,08 + 35,6* 9,63+7,35 23,6 £27,3
Mediana 6,21 12,43 12,43
Min.— Max.**** 0,77 -99,5 0-24,8 0-99,5
VARIAVEL - CIM Isolados HIV+ Isolados nao HIV Isc:;:::nb;ﬂi?;:ir €
[t dp**** 27,9 £ 35,8 ** 19,2 + 14,7 37,3+27,2
Mediana 12,43 24,8 24,8
Min.— Max,***** 1,55-99,5 0-49,7 0-99,5

*Condi¢des do estudo: Pesquisa da concentragéo inibitéria minima (CIM) em placas de microdilui¢éo e leitura em 48
horas: resultado em porcentagem (%)

**Concentracéo fungicida minima (CFM), pesquisa da atividade fungicida em Agar Sabouraud dextrose, leitura em 48
horas: auséncia de crescimento: resultado em porcentagem (%).

***11 + dp — Média e disvio padréo

****Min. — Minima e Max. Maxima.

4.7.6 Valores de CIM50/CIM90 e CFM50/CFM90 dos 6leos
essenciais e seus compostos quimicos majoritarios sobre isolados

de C. neoformans

Na tabela 24 observam-se os valores de CIM50/CIM90 e
CFM50/CFM90 do 6leo essencial de E. caryophyllus e seus compostos
quimicos majoritarios Eugenol 99%, B-cariofileno 80%, e do 6leo essencial T.
vulgaris e seus compostos quimicos majoritarios Linalol 97%, P-Cimeno 99%,

Carvacrol 98% e Timol 99,5% sobre isolados de C. neoformans.
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Tabela 24. Valores CIM50/CIM90 e CFM50/CFM90 dos éleos essenciais de E. caryophyllus e
T. vulgaris e seus compostos quimicos majoritarios sobre isolados de C. neoformans de

origem humana e ambiental.

CIM 50/CIM 90 e CFM 50/CFM 90 dos
Compostos Quimicos sobre Isolados de
C. neoformans

Oleos essenciais e
seus compostos

quimicos
E. caryophyllus 0,09 0,78 0,19 1,56
Eugenol 99% 12,37 99 24,7 99
_ B-cariofileno80% | 20 80 40 80
T. vulgaris 0.04 0,39 0,09 1,56
Linalol 97% 97 97 97 97
99 99 99 99
12,25 24,5 24,5 49
12,43 24,8 24,8 49,5

Condig6es do estudo: Pesquisa da Concentragdo inibitéria minima CIM e CFM em placas de
microdiluicéo e leitura em 48 horas: resultado em %

CIM: concentracao inibitéria minima

*CIM50 CIM de um antifingico capaz de inibir o crescimento de 50% dos Isolados.

**CIM90 CIM de um antifingico capaz de inibir o crescimento de 90% dos Isolados

CFM: concentragado fungicida minima

***CFM50 CFM de um antifingico capaz de inibir o crescimento de 50% dos Isolados.
****CEM90 CFM de um antifingico capaz de inibir o crescimento de 90% dos Isolados

v/v: volume por volume em porcentagem

4.8 Atividade antifungica das misturas dos compostos quimicos
majoritarios

de cada 6leo essencial sobre isolados de C. neoformans.

4.8.1 Mistura dos compostos quimicos majoritarios do 6leo

essencial de E. caryophyllus: eugenol e B-cariofileno.

Os compostos quimicos majoritarios do 6leo essencial de E.
caryophyllus:  sdo eugenol e B-cariofileno nas concentracbes de 84,10% e
12,67% respectivamente, perfazendo 96,77% do total do 6leo essencial.

O isolado ICB 108, de paciente com sorologia desconhecida para o HIV

foi sensivel a concentracdo de 3%. Os isolados ICB 107 e ICB 164, de
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pacientes com sorologia desconhecida para o HIV, isolada ICB 168 de
paciente com sorologia positiva para o HIV e os isolados B64 e P9B11, de
origem ambiental foram resistentes a mistura na concentracdo de 96,77%. As
cepas padrao ICB163-D e ATCC 90112 foram sensiveis a mistura na CIM de
1,5% e 0,75% respectivamente; as CFM foram de 3% e 1,5% respectivamente
(Tabela 25) (Graficos 21 e 22).

Os valores de CIM 50 e CIM 90 para a mistura de eugenol a 84,10% e
B-cariofileno a 12,67% (96,77%) nos 10 isolados foram de 48,38% e 96,77%
respectivamente. As CFM 50 e CFM90 foram de 96,77% (Tabela 25).

Tabela 25: Concentragéo inibitéria minima (CIM) e concentracdo fungicida minima (CFM) das
misturas dos compostos quimicos majoritarios do éleo essencial E. caryophyllus - eugenol a
84,10% e pB-cariofileno a 12,67% (96,77%) sobre isolados de C. neoformans de origem

humana e ambiental.

ISOLADOS | \GISTATICA £ FUNGICIDA

BIOLOGICOS “*CEM% (V/V)
ICB 78 12 24.1
ICB 89 48,38 96,77
ICB 107 96,77 R
ICB 108 1,5 3
ICB 164 96,77 R
ICB 168 96,77 R
ICB 179 12 48,38
B 64 96,77 R
P9 B11 96,77 R
P10 B8 48,38 96,77
Cepas Padrao
ICB 163 -D 1,5 3
ATCC 90112 0,75 1,5

Legenda: Em azul C. neoformans isolados de pacientes com sorologia desconhecida para o HIV
Em rosa C. neoformans isolados de pacientes com sorologia positiva para o HIV
Em verde C. neoformans, isolados de origem ambiental.
Condi¢cdes do estudo: Pesquisa da Concentracdo inibitéria minima CIM em placas de
microdiluicdo e leitura em 48 horas: resultado em %
Pesquisa da atividade fungistatica e fungicida em Agar Sabouraud dextrose e leitura em 48
horas: presenca de crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento atividade fungicida

(CFM)

**CIM: concentracao inibitéria minima
***CFM: concentragdo fungicida minima:
v/v: volume por volume em porcentagem R: Resistente — presenca de crescimento a 96,77%.
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Grafico 21. Concentracdes inibitérias minimas (CIM) da mistura dos compostos

guimicos majoritarios do 6leo essencial E. caryophyllus - eugenol a 84,10% e B-cariofileno a

12,67% (96,77%) sobre isolados de C. neoformans de origem humana e ambiental.
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Gréfico 22. Concentragdes fungicidas minimas (CFM) da mistura dos compostos
guimicos majoritarios do 6leo essencial E. caryophyllus - eugenol a 84,10% e B-cariofileno
12,67% (96,77%)sobre isolados de C. neoformans de origem humana e ambiental.
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4.8.2 Mistura dos compostos quimicos majoritarios do 6leo

essencial de T. vulgares: P-Cimeno e linalol

Na mistura dos compostos quimicos majoritarios do éleo essencial de T.
vulgaris P-Cimeno 14,43% e Linalol 8,49% (22,92%), apenas o isolado ICB
176, de origem ambiental foi sensivel na concentracao de 2,86%.

Os demais isolados foram resistentes a mistura de P-Cimeno 14,43% e
Linalol 8,49% na concentracéo de 22,92%. As cepas padrao ICB163D e ATCC
90112 foram resistentes a essa mistura na concentracao de 22,92% (Tabelas
26) (Gréficos 23 e 24).

Os valores de CIM 50 e CIM 90 para a mistura P-Cimeno 14,43% e
Linalol 8,49% (22,92%), nos 10 isolados foi de 22,92%. E a CFM 50 e CFM90

também na concentragdo de 22,92% respectivamente (Tabela 25).

Tabela 26: Concentragdo inibitoéria minima (CIM) e concentragdo fungicida minima (CFM) das misturas
dos compostos quimicos majoritarios do 6leo essencial T. vulgaris - P-cimeno 14,43% e Linalol 8,49%

(22,92%) sobre isolados de C. neoformans de origem humana e ambiental.

CONCENTRAGOES
ISOLADOS | eyNGISTATICA E IEUNGICIDA
BIOLOGICOS [F*CIM% (V)| **CFM% (v/v)
ICB 107 22,92 R
ICB 155 22,92 R
ICB 160 22,92 R
ICB 172 22,92 R
B 20 22,92 R
ICB 176 1,43 2,86
P9 A7 22,92 R
P17 A9 22,92 R
P10 B8 22,92 R
P17 B5 22,92 R
Cepas Padrao
ICB 163 - D 22,92 R
ATCC 90112 22,92 R

Legenda: Em azul C. neoformans isolados de pacientes com sorologia desconhecida para o HIV
Em rosa C. neoformans isolados de pacientes com sorologia positiva para o HIV
Em verde C. neoformans, isolados de origem ambiental.
Condicdes do estudo: Pesquisa da Concentragdo inibitoria minima CIM em placas de
microdiluicdo e leitura em 48 horas: resultado em % e pg/mL
Pesquisa da atividade fungistatica e fungicida em Agar Sabouraud dextrose e leitura em 48
horas: presenca de crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento atividade fungicida
(CFM)
**CIM: concentragao inibitéria minima
***CFM: concentragdo fungicida minima:
v/v: volume por volume em porcentagem
R: Resistente — presenca de crescimento a 22,92%.
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Grafico 23. Concentracdes inibitérias minimas (CIM) da mistura dos compostos
quimico do 6leo essencial de T. vulgaris P-Cimeno 14,43% e Linalol 8,49% (22,92%) sobre
isolados biologicos de C. neoformans de origem humana e ambiental.

P-Cimeno 14,43% e Linalol a 8,49% - CFM

25 -

20 -

15 A

10 -

Concentragbes dos Compostos Quimicos
Majoritarios (%)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
C. neoformans - Isolados Biologicos de origem humana e ambiental

Gréfico 24. Concentracfes fungicidas minimas (CFM) da mistura dos compostos
guimico do 6leo essencial de T. vulgaris P-Cimeno 14,43% e Linalol 8,49% (22,92%) sobre
isolados biolégicos de C. neoformans de origem humana e ambiental.
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4.8.3 Mistura dos compostos quimicos majoritarios do 6leo
essencial de T. vulgares: P-Cimeno e Carvacrol.

Na mistura dos compostos quimicos majoritarios do éleo essencial de T.
vulgaris P-Cimeno 14,43% e Carvacrol a 5,08 % (19,51%) os isolados P9 A7 e
P19 B8 de origem ambiental foram sensiveis na concentracdo de 2,43%. Os
demais isolados incluindo as cepas padrdo foram resistentes na concentracao
19,51%. (Tabelas 27) (Graficos 25 e 26).

Os valores de CIM 50 e CIM 90 e CFM 50 e CFM 90 para a mistura de
P-Cimeno 14,43% e Carvacrol 5,08% (19,51%), nos 10 isolados foram de
19,51% (Tabela 25).

Tabela 27: Concentracao inibitéria minima (CIM) e concentracdo fungicida minima (CFM) das
misturas dos compostos quimicos majoritarios do 6leo essencial T. vulgaris - P-cimeno 14,43%

e Carvacrol 5,08% (19,51%) sobre isolados de C. neoformans de origem humana e ambiental.

ISOLADOS | ¢ NGISTATICA E FUNGICIDA
BIOLOGICOS [THGIM%WA) | **CFM% (v/v)
ICB 107 19,51 R
ICB 155 19,51 R
ICB 160 19,51 R
ICB 172 19,51 R
B 20 19,51 R
ICB 176 19,51 R
P9 A7 1,21 2,43
P17 A9 19,51 R
P10 B8 1,21 2,43
P17 B5 19,51 R
Cepas Padrao
ICB 163 —D 19,51 R
ATCC 90112 19,51 R

Legenda: Em azul C. neoformans isolados de pacientes com sorologia desconhecida para o HIV
Em rosa C. neoformans isolados de pacientes com sorologia positiva para o HIV
Em verde C. neoformans, isolados de origem ambiental.

Condicdes do estudo: Pesquisa da Concentragdo inibitéria minima CIM em placas de
microdiluicdo e leitura em 48 horas: resultado em %

Pesquisa da atividade fungistatica e fungicida em Agar Sabouraud dextrose e leitura em 48
horas: presenca de crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento atividade fungicida
(CFM)

**CIM: concentracao inibitéria minima

***CFEM: concentragdo fungicida minima:

v/v: volume por volume em porcentagem

R: Resistente — presenca de crescimento a 19,51%.
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Grafico 25. Concentracdes inibitérias minimas (CIM) da mistura dos compostos
guimicos majoritarios de T. vulgares P-Cimeno 14,43% e Carvacrol a 5,08% (19,5%) sobre
isolados de C. neoformans de origem humana e ambiental.
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Gréfico 26. Concentracfes fungicidas minimas (CFM) da mistura dos compostos
quimicos majoritarios de T. vulgares P-Cimeno 14,43% e Carvacrol a 5,08% (19,5%) sobre
isolados de C. neoformans de origem humana e ambiental.
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4.8.4 Mistura dos compostos quimicos majoritarios do 6leo
essencial de T. vulgares: P-Cimeno e Timol.

Na mistura dos compostos quimicos majoritarios do éleo essencial de T.
vulgaris P-Cimeno 14,43% e Timol 62,13% (76,56%), apenas o isolado ICB
176, de origem ambiental foi sensivel na concentragdo de 4,78%.

Os demais isolados testados foram resistentes a concentracdo de
76,56% (Tabelas 28) (Graficos 27 e 28).

Os valores de CIM 50 e CIM 90 e CFM 50 e CFM90 para a esta mistura,
nos 10 isolados foi de 76,56% (Tabela 25).

Tabela 28: Concentracao inibitéria minima (CIM) e concentracdo fungicida minima (CFM) das
misturas dos compostos quimicos majoritarios do 6leo essencial T. vulgaris - P-cimeno 14,43%

e Timol a 62,13% (76,56%) sobre isolados de C. neoformans de origem humana e ambiental.

ISOLADOS | ¢ GISTATICA £ FUNGICIDA
BIOLOGICOS [HCIM% (V) | **CFM% (v/v)
ICB 107 76,56 R
ICB 155 76,56 R
ICB 160 76,56 R
ICB 172 76,56 R
B 20 76,56 R
ICB 176 2,39 4,78
P9 A7 76,56 R
P17 A9 76,56 R
P10 B8 76,56 R
P17 B5 76,56 R
Cepas Padrao
ICB 163 -D 19,14 38,28
ATCC 90112 9,57 19,14

Legenda: Em azul C. neoformans isolados de pacientes com sorologia desconhecida para o HIV
Em rosa C. neoformans isolados de pacientes com sorologia positiva para o HIV
Em verde C. neoformans, isolados de origem ambiental.

Condigdes do estudo: Pesquisa da Concentragdo inibitéria minima CIM em placas de
microdiluicdo e leitura em 48 horas: resultado em %

Pesquisa da atividade fungistatica e fungicida em Agar Sabouraud dextrose e leitura em 48
horas: presenca de crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento atividade fungicida
(CFM)

**CIM: concentracao inibitéria minima

***CFEM: concentragdo fungicida minima:

v/v: volume por volume em porcentagem

R: Resistente — presenca de crescimento a 76,56%.
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Grafico 27. Concentracdes inibitérias minimas (CIM) da mistura dos compostos

majoritarios de T. vulgares P-Cimeno a 14,43% e Timol a 62,13% (76,56%) sobre isolados de

C. neoformans de origem humana e ambiental.
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Gréfico 28. Concentracfes fungicidas minimas (CFM) da mistura dos compostos

majoritarios de T. vulgares P-Cimeno a 14,43% e Timol a 62,13% (76,56%) sobre isolados de

C. neoformans de origem humana e ambiental.
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4.8.5 Mistura dos compostos quimicos majoritarios do Oleo
essencial de T. vulgares: Linalol e Timol.

Na mistura dos compostos quimicos majoritarios do éleo essencial de T.
vulgaris Linalol 8,49% e Timol 62,13% (70,62%), apenas o isolado ICB 176, de
origem ambiental foi sensivel a concentracdo de 1,1%. (Tabelas 29) (Gréficos
29 e 30).

Os valores de CIM 50 e CIM 90 para esta mistura nos 10 isolados
17,6% e 35,31% respectivamente. A CFM 50 e CFM90 foram de 35,31% e
70,62% respectivamente (Tabela 25).

Tabela 29: Concentragéo inibitéria minima (CIM) e concentracao fungicida minima (CFM) das
misturas dos compostos quimicos majoritarios do 6leo essencial T. vulgaris - Linalol 8,49% e

Timol 62,13% (70,62%) sobre isolados de C. neoformans de origem humana e ambiental.

IS0 a1pIO8 FUNG?S(,)'II'\]ACEI'I?SZREAISUCI)\IEGSICIDA

BIOLOGICOS [THCIM% (W) | **CFM% (v/v)
ICB 107 8,82 17,6
ICB 155 17,6 35,31
ICB 160 35,31 70,62
ICB 172 35,31 70,62
B 20 17,6 35,31
ICB 176 0,55 1,1
P9 A7 35,31 70,62
P17 A9 17,6 35,31
P10 B8 17,6 35,31
P17 B5 35,31 70,62
Cepas Padrao
ICB 163 -D 17,6 35,31
ATCC90112 17,6 35,31

Legenda: Em azul C. neoformans isolados de pacientes com sorologia desconhecida para o HIV
Em rosa C. neoformans isolados de pacientes com sorologia positiva para o HIV
Em verde C. neoformans, isolados de origem ambiental.

Condi¢cdes do estudo: Pesquisa da Concentracdo inibitéria minima CIM em placas de
microdiluic&o e leitura em 48 horas: resultado em %.

Pesquisa da atividade fungistatica e fungicida em Agar Sabouraud dextrose e leitura em 48
horas: presenca de crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento atividade fungicida
(CF™m)

**CIM: concentragao inibitéria minima

***CFM: concentragdo fungicida minima:

v/v: volume por volume em porcentagem

R: Resistente — presenca de crescimento a 70,62%.
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Grafico 29. Concentracdes inibitérias minimas (CIM) da mistura dos compostos
guimicos majoritario de T. vulgares Linalol 8,49% e Timol 62,13% (70,62%) sobre isolados de
C. neoformans de origem humana e ambiental
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Gréfico 30. Concentracdes fungicidas minimas (CFM) da mistura dos compostos
guimicos majoritario de T. vulgares Linalol 8,49% e Timol 62,13% (70,62%) sobre isolados de
C. neoformans de origem humana e ambiental
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4.8.6 Mistura dos compostos quimicos majoritarios do Oleo
essencial de T. vulgares: Linalol e Carvacrol.

Na mistura dos compostos quimicos majoritarios do éleo essencial de T.
vulgaris Linalol 8,49% e Carvacrol a 5,08% (13,57%) apenas os isolados B20 e
P9A7, de origem ambiental foram sensiveis a concentracdo de 0,1% e 3,3%
respectivamente. Os demais isolados e as cepas padrdo ICB163D e ATCC
90112 foram resistentes na concentracao de 13,57% (Tabelas 30) (Graficos 31
e 32).

Os valores de CIM 50 e CIM 90 e CFM 50 e CFM90 para esta mistura

nos 10 isolados foram 13,57% respectivamente. (Tabela 25).

Tabela 30: Concentracao inibitéria minima (CIM) e concentracdo fungicida minima (CFM) das
misturas dos compostos quimicos majoritarios do 6leo essencial T. vulgaris - Linalol 8,49% e
Carvacrol 5,08% (13,57%) sobre isolados de C. neoformans de origem humana e ambiental

[SI0/A12108 FUNG?S(,)'II'\]ACEI'I?SZREAISUCI)\IEGSICIDA
BIOLOGICOS [[FCIM% (V) | **CFM% (v/v)
ICB 107 13,57 R
ICB 155 13,57 R
ICB 160 13,57 R
ICB 172 13,57 R
B 20 0,05 0,1
ICB 176 13,57 R
P9 A7 1,69 3,3
P17 A9 13,57 R
P10 B8 13,57 R
P17 B5 13,57 R
Cepas Padrao
ICB 163 -D 13,57 R
ATCC 90112 13,57 R

Legenda: Em azul C. neoformans isolados de pacientes com sorologia desconhecida para o HIV
Em rosa C. neoformans isolados de pacientes com sorologia positiva para o HIV
Em verde C. neoformans, isolados de origem ambiental.

Condigdes do estudo: Pesquisa da Concentragdo inibitéria minima CIM em placas de
microdiluicdo e leitura em 48 horas: resultado em %

Pesquisa da atividade fungistatica e fungicida em Agar Sabouraud dextrose e leitura em 48
horas: presenca de crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento atividade fungicida
(CFM)

**CIM: concentragao inibitéria minima

***CFM: concentragdo fungicida minima:

v/v: volume por volume em porcentagem

R: Resistente — presenca de crescimento a 13,57%.
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Grafico 31. Concentracdes inibitérias minimas (CIM) da mistura dos compostos
guimicos majoritarios de T. vulgares Linalol 8,49% e Carvacrol 5,08% (13,57%) sobre isolados
de C. neoformans de origem humana e ambiental
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Gréfico 32. Concentragdes fungicidas minimas (CFM) da mistura dos compostos
quimicos majoritarios de T. vulgares Linalol 8,49% e Carvacrol 5,08% (13,57%) sobre isolados
de C. neoformans de origem humana e ambiental
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4.8.7 Mistura dos compostos quimicos majoritarios do 6leo

essencial de T. vulgares: Timol e Carvacrol.

Na mistura dos compostos quimicos majoritarios do éleo essencial de T.
vulgaris Timol 62,12% e Carvacrol 5,08% (67,21%), apenas o isolado P9A7, de
origem ambiental foi sensivel a concentragdo de 1,05%. N&o ocorreram
isolados resistentes a esta mistura. As cepas padrdo ICB163D e ATCC 90112
foram sensiveis as concentracbes de 33,6% e 16,8% respectivamente
(Tabelas 31) (Gréficos 33 e 34).

Os valores de CIM 50 e CIM 90 para a mistura de Timol 62,12% e
Carvacrol 5,08% (67,21%) nos 10 isolados foram 4,2% e 16,8%
respectivamente. A CFM 50 e CFM90 para esta mistura foram de 8,4% e

33,6% respectivamente (Tabela 25).

Tabela 31: Concentracao inibitéria minima (CIM) e concentracdo fungicida minima (CFM) das
misturas dos compostos quimicos majoritarios do 6leo essencial T. vulgaris - Timol 62,12% e

Carvacrol 5,08% (67,21%) sobre isolados de C. neoformans de origem humana e ambiental.

CONCENTRAGOES FUNGISTATICA
ISOLADOS E IgUNGICIDA
BIOLOGICOS [T CIMIG (M) | **CFM% (V/v)

ICB 107 42 8,4
ICB 155 8,4 16,8
ICB 160 1,05 2,1
ICB 172 16,8 33,6
B 20 4,2 8,4
ICB 176 2,1 4,2
P9 A7 0,5 1,05
P17 A9 8,4 16,8
P10 B8 8,4 16,8
P17 B5 16,8 33,6
Cepas Padrao

ICB 163 - D 16,8 33,6
ATCC 90112 8,4 16,8

Legenda: Em azul C. neoformans isolados de pacientes com sorologia desconhecida para o HIV
Em rosa C. neoformans isolados de pacientes com sorologia positiva para o HIV
Em verde C. neoformans, isolados de origem ambiental.

Condicdes do estudo: Pesquisa da Concentragdo inibitéria minima CIM em placas de
microdiluicdo e leitura em 48 horas: resultado em %

Pesquisa da atividade fungistatica e fungicida em Agar Sabouraud dextrose e leitura em 48
horas: presenca de crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento atividade fungicida
(CFM)

**CIM: concentragao inibitéria minima

***CFM: concentragdo fungicida minima:

v/v: volume por volume em porcentagem

R: Resistente — presenca de crescimento a 67,21%.
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Grafico 33. Concentracdes inibitérias minimas (CIM) da mistura dos compostos
guimicos majoritarios Timol 62,12% e Carvacrol 5,08% (67,21%) sobre isolados de C.
neoformans de origem humana e ambiental
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Gréfico 34. Concentragdes fungicidas minimas (CFM) da da mistura dos compostos
quimicos majoritarios de T. vulgares Timol 62,12% e Carvacrol 5,08% (67,21%) sobre isolados
de C. neoformans de origem humana e ambiental
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4.8.8 Mistura dos compostos quimicos majoritarios do 6leo
essencial de T. vulgares Timol, Carvacrol, Linalol e P-Cimeno.

Na mistura dos compostos quimicos majoritarios do éleo essencial de T.
vulgaris Timol 62,13%, Carvacrol 5,08%, P-Cimeno 14,43% e Linalol 8,49%
(90,13%), o isolado ICB 176, de origem ambiental foi sensivel a concentracédo
de 0,04%. N&o ocorreram isolados resistentes a esta mistura. As cepas padrao
ICB163D e ATCC 90112 foram sensiveis a concentracdo de 45,06% e 22,5%
respectivamente (Tabelas 32) (Graficos 35 e 36).

Os valores de CIM 50 e CIM 90 para esta mistura nos 10 isolados foram
1,4% e 45,06% respectivamente. A CFM 50 e CFM90 para esta mistura foram
2,81% e 90,13% respectivamente (Tabela 25).

Tabela 32: Concentracéo inibitéria minima (CIM) e concentracdo fungicida minima (CFM) das
misturas dos compostos quimicos majoritarios do 6leo essencial T. vulgaris - Timol 62,13%,
Carvacrol 5,08%, P-Cimeno 14,43% e Linalol 8,49% (90,13%) sobre isolados de C.

neoformans de origem humana e ambiental.

CONCENTRAGOES
ISOLADOS | FUNGISTATICA E FCUNGICIDA
BIOLOGICOS [THGIM%WA) | **CFM% (v/v)
ICB 107 14 2,81
ICB 155 22,5 45,06
ICB 160 14 2,81
ICB 172 45,06 90,13
B 20 0,7 14
ICB 176 0,02 0,04
P9 A7 22,5 45,06
P17 A9 45,06 90,13
P10 B8 22,5 45,06
P17 B5 0,7 14
Cepas Padréo
ICB 163D 22,5 45,06
ATCC 90112 11,2 225

Legenda: Em azul C. neoformans isolados de pacientes com sorologia desconhecida para o HIV
Em rosa C. neoformans isolados de pacientes com sorologia positiva para o HIV
Em verde C. neoformans, isolados de origem ambiental.

Condi¢cdes do estudo: Pesquisa da Concentracdo inibitéria minima CIM em placas de
microdiluicdo e leitura em 48 horas: resultado em %

Pesquisa da atividade fungistatica e fungicida em Agar Sabouraud dextrose e leitura em 48
horas: presenca de crescimento atividade fungistatica e auséncia de crescimento atividade fungicida
(CF™m)

**CIM: concentracao inibitéria minima

***CFM: concentragdo fungicida minima:

v/v: volume por volume em porcentagem

R: Resistente — presenca de crescimento a 90,13%
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Grafico 35. Concentracdes inibitérias minimas (CIM) da mistura dos compostos
qguimicos majoritarias de T. vulgares Timol 62,13%, Carvacrol 5,08%, P-Cimeno 14,43% e
Linalol 8,49% (90,13%) sobre isolados de C. neoformans de origem humana e ambiental
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Gréfico 36. Concentracfes fungicidas minimas (CFM) da mistura dos compostos
quimicos majoritarias de T. vulgares Timol 62,13%, Carvacrol 5,08%, P-Cimeno 14,43% e
Linalol 8,49% (90,13%) sobre isolados de C. neoformans de origem humana e ambiental.
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4.8.9 Valores CIM50/CIM90 e CFM50/CFM90 das misturas dos
compostos quimicos majoritarios dos O6leos essenciais de E.
caryophyllus e T. vulgaris sobre isolados de C. neoformans de

origem humana e ambiental

Na tabela 33 observam-se os valores CIM50/CIM90 e
CFM50/CFM90 das misturas dos compostos quimicos majoritarios dos
Oleos essenciais de E. caryophyllus e T. vulgaris sobre isolados de C.

neoformans de origem humana e ambiental

Tabela 33 Valores CIM50/CIM90 e CFM50/CFM90 para a mistura dos compostos quimicos
majoritarios do Oleo essencial E. caryophyllus — Eugenol 84,10% e B-cariofileno 12,67%; T.
vulgaris - Timol 62,13%, Carvacrol 5,08%, P-Cimeno 14,43% e Linalol 8,49% sobre isolados

de C. neoformans de origem humana e ambiental.

Eugenol 84,10% + B-cariofileno
12,67% 48,38 96,77 96,77 96,77
P-Cimeno 14,43 %+ Linalol 8,49% 22,92 22,92 22,92 22,92
P-Cimeno 14,43% + Carvacrol 5,08% 19,51 19,51 19,51 19,51
P-Cimeno 14,43% + Timol 62,13% 76,56 76,56 76,56 76,56
Linalol 8,49% + Timol 62,13% 17,6 35,31 35,31 70,62
13,57 13,57 13,57 13,57
4,2 16,8 8,4 33,6
1,4 45,06 2,81 90,13

Condi¢cdes do estudo: Pesquisa da Concentracao inibitéria minima CIM e CFM em placas de
microdiluicdo e leitura em 48 horas: resultado em %

CIM: concentragéo inibitéria minima

*CIM50 CIM de um antifungico capaz de inibir o crescimento de 50% dos Isolados.

**CIM90 CIM de um antifingico capaz de inibir o crescimento de 90% dos Isolados

CFM: concentracao fungicida minima

***CFM50 CFM de um antifingico capaz de inibir o crescimento de 50% dos Isolados.

***CFM90 CFM de um antifiingico capaz de inibir o crescimento de 90% dos Isolados

v/v: volume por volume em porcentagem
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5. DISCUSSAO

C. neoformans

C. neoformans €& um dos agentes etiolégicos da criptococose,
comumente encontrado no sistema nervoso central (SNC) (Lindenberg et al.,
2008; McCarthy et al., 2008; Thakur et al., 2008).

A criptococose é uma doenca grave que pode ocorrer em individuos
imunocompetentes, mas principalmente em pacientes imunocomprometidos,
sobretudo os pacientes HIV positivos (McCarthy et al., 2008). Sua prevaléncia
varia de 2,9% a 13,3% representando importante causa de mortalidade na
AIDS, apesar do tratamento especifico (Junior et al., 2006). E a segunda
doenca neurolégica com prevalente em pacientes brasileiros com AIDS
(Vidotto et al., 2006; Martins et al., 2007; Pappalardo et al., 2007). A cultura de
liquor é positiva em 89% dos pacientes sem infeccdo por HIV e em 95% a
100% dos pacientes com AIDS. A hemocultura pode revelar a presenca do
fungo no sangue em caso de doenca disseminada. O indice de mortalidade da
criptococose no SNC é de 15 a 30%, mesmo com o tratamento (Charlier et al.,
2008).

Mundialmente estima-se que a cada ano ocorra 0 Obito de
aproximadamente dois milhdes de pessoas em funcdo de doencas
relacionadas a AIDS. A medida que a epidemia do HIV foi se espalhando nos
anos 80, a criptococose emergiu como uma importante infeccdo oportunista
nos EUA, Europa e Australia, ocorrendo em 5% a 10% dos individuos com
AIDS. A criptococose associada ao HIV é atualmente um problema nos paises
em desenvolvimento, cujos individuos se apresentam muitas vezes no ultimo
estagio da infeccdo pelo HIV, devido ao limitado acesso aos recursos de
saude. Os casos de criptococose diminuiram ao longo dos anos 90,
primeiramente pela introdugéo dos azois (antifungicos utilizados no tratamento
de infec¢Bes fungicas graves) e seguidamente pela introducéo da Highly Active
Antiretroviral Therapy (HAART), uma combinagdo de varias drogas
antirretrovirais, utilizadas no tratamento da AIDS, conhecido popularmente

como “coquetel antirretroviral” (Pinto, 2010; Costa et al, 2014).
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Cryptococcus spp séo leveduras, capsuladas, saprofitas do ambiente,
sendo isoladas principalmente de excretas de aves e ocos de arvores, como
por exemplo, eucalipto e Senna sp. (Costa et al, 2009). C. neoformans é
constituido pelos sorotipos A, D e o hibrido AD (Kwon-Chung & Varma, 2006).
Para produzirem infec¢gdes dispdem de numerosos fatores de virulencia, como
a presenca de capsula polissacaridica, a habilidade de produzir melanina,
urease, capacidade de crescimento a 37°C e outros fatores como dimorfismo e
producdo de exoenzimas, (D'Souza & Heitman 2001; Steenbergen &
Casadevall 2003; Casadevall 2006; Leach & Cowen 2013)

Exoenzimas tém sido implicadas tanto a viruléncia como nas
propriedades antifagociticas (Perfect & Casadevall, 2002) descritas
anteriormente com intensa atividade na producdo destas exoenzimas
(Coutinho, 2006; Campos & Baroni, 2010).

Atividade enzimatica

A produgdo de exoenzimas reflete o grau de viruléncia de um
microrganismo. A exoenzima proteinase degrada tecidos do hospedeiro e
destroem queratina, colageno, albumina, fibronectina, hemoglobina e proteinas
da matriz extracelular bem como proteinas importantes para o sistema imune,
digerindo as imunoglobulinas e parte do sistema complemento no local da
infeccdo (Casadevall & Perfect, 1998). Campos & Baroni (2010), relatam que
guanto maior o potencial de viruléncia manifestado nos diferentes mecanismos
dessa viruléncia utilizados pelo microrganismo, associado a quadros de
imunodepressdo do hospedeiro, aumenta a possibilidade de penetracdo da
levedura e consequente infeccdo dos diferentes tecidos do paciente. Aoki et
al., (1994), utilizando oito cepas de C. neoformans isoladas de pacientes com
AIDS e empregando meios liquidos e solidos para observacdo da atividade
proteolitica, mostraram que todas as cepas cresceram bem em meio, agar
Yeast Carbon Base suplementado com 0,1% de albumina bovina e com 0,01%
de polipeptona. Observaram também, nesta fase, um decréscimo na
quantidade de albumina bovina, talvez, C. neoformans produza proteinase e

use a albumina bovina como fonte de nitrogénio.
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Amostras de C. neoformans isoladas de excretas de pombos da cidade
do Rio de Janeiro, ndo foram produtoras de proteinase (Baroni, 2001). Em um
estudo com 116 amostras de C. neoformans isoladas do sistema nervoso
central de cées, todas foram produtoras de proteinase e fosfolipase (Campos &
Baroni, 2010).

A exoenzima fosfolipase atua na hidrolise dos fosfolipidios dando
origem a lisofosfolipidios que causam dano a célula epitelial levando a lise
celular (Santangelo et al., 1999). Além disso, destréi substancias sufactantes
nos pulmdes, facilitando a adesdo da levedura (Vidotto et al.,, 1996;
Karkowska-Kuleta et al., 2009). As fosfolipases constituem um grupo
heterogéneo de enzimas com atividade de fosfolipase B (PLB), lisofosfolipase
(LPL) e lisofosfolipase transacilase (LPTA). De maneira geral essas enzimas
sdo habeis em hidrolisar um ou mais ésteres ligados a glicerofosfolipidios.
Ainda ndo esta claro como essas enzimas contribuem na patogénese, mas é
sabido que elas facilitam a invasdo das barreiras ricas em fosfolipidios, como
membranas celulares (Cox et al., 2001). Sendo assim, as atividades das
fosfolipases podem resultar, na lise celular (Cox et al., 2001; Ghannoum,
2000). Além disso, acredita-se que a acao dessas enzimas resulte em lise das
células fagocitarias e a degradacdo da membrana celular (Schmiel & Miller,
1999).

Cox et al. (2001) associaram a producéo da enzima com viruléncia, pois
ao induzir mutacdo no gene PBL1 que codifica a fosfolipase e com posterior
infeccdo em camundongos observaram que as cepas selvagens, ou seja, sem
mutac&o, eram mais virulentas que as cepas mutantes. C. neoformans excreta
fosfolipase B (PLB), lisofosfolipase (LPL) e transacilase de lisofosfolipase
(LPTA) e a quantidade de producdo da enzima esta correlacionada com a
viruléncia em ratos. As trés enzimas sdo mais ativas em temperaturas que
variam de 25°C a 40°C (Santangelo et al., 1999).

Baroni (2001) relata que a producgéao enzima fodfolipase foi positiva em
90% das cepas de C. neoformans isoladas de excretas de pombos.

A producgédo de proteinase e fosfolipase foram avaliadas antes e apos
contato com os Oleos essenciais de E. caryophyllus, Thymus vulgaris e seus

respectivos compostos quimicos majoritarios.
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Apds contato com os 0leos essenciais e seus respectivos compostos
quimicos majoritarios, a pesquisa da producdo de exoenzimas foi realizada
nas concentragfes sub-inibitérias das cepas padréo de C. neoformans ICB 163
D, ATCC 90112 e de cada isolado testado. Como controle de producéo das
exoenzimas, isolados sem o0 contato com 0s Oleos essenciais e seus
respectivos compostos foram avaliados simultaneamente.

Neste estudo os 6leos essenciais de E. caryophyllus, T. vulgaris e seus
compostos quimicos majoritarios, inibiram a producéo destas exoenzimas, nas
cepas padrao de C. neoformans ICB 163, ATCC 90112 e em todos os isolados
testados.

Khan et al (2014) destacaram a atividade de 6leos de Carum copticum e
T. vulgaris sobre os fatores de viruléncia como a producdo de proteinase e
hemolisina e a formacédo de biofilmes produzido por cepas de Candida spp
resistentes a medicamentos. Os autores utilizaram 18 isolados bioldgicos de
origem humana e quatro cepas padrdo e ap0s os testes observaram que 0s
Oleos essenciais testados foram capazes de reduzir a producao de proteinases
em 70% dos isolados analisados, assim como a producdo de hemolisina e
formacao de biofilme. Os autores relatam que a atividades destes 6leos pode
ser devido principalmente ao composto timol presente em ambos os 0Oleos
essenciais testados.

A importancia de se estudar as exoenzimas proteinase e fosfolipase
esta relacionada com o fato destas estarem envolvidas com a patogénese da
infeccdo produzidas pelas leveduras. Porém, sdo poucos 0s pesquisadores
gue estudam a produtos naturais com atividade inibitéria ou promotora da
producdo destas enzimas sobre C. albicans. (Polachini, 2004; Abrah&o, 2007,
Oliveira 2007, Silva, 2007 e Araujo, 2015). Quanto a C. neoformans nao foram
encontrados estudos sobre este tema sendo este um dos primeiros e com
resultados promissores quando expostos aos Oleos essenciais de E.

caryophyllus e T. vulgaris e seus compostos quimicos majoritarios.

Pesquisa de Capsula

Ha& um consenso entre a comunidade cientifica de que a cépsula é o

principal fator de viruléncia de Cryptococcus spp. com base no fato de que
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cepas mutantes ndo-encapsuladas sao nao-virulentas (Chang & Kwon-Chung,
1994).

Ao serem inalados, os propagulos fungicos de maneira geral nao
apresentam capsula, mas ao serem depositados nos alvéolos, ocorre
rapidamente a sintese capsular (Giles et al., 2009; Velagapudi et al., 2009)
seguido do aumento de tamanho, o que confere vantagens para sobrevivéncia
do fungo, frente ao hospedeiro (Zaragoza et al., 2009; Coelho et al., 2014).

No hospedeiro, os componentes polissacarideos da capsula, sobretudo
GXM, desempenham papel fundamental na modulacéo da resposta imune por
diversos mecanismos tais como, inibicdo da fagocitose pelos macrofagos,
alteracdo de citocinas, neutralizacdo de opsoninas, bloqueio da quimiotaxia de
células de defesa, inativacédo da via classica do sistema complemento, inibicao
da producdo de anticorpos e interferéncia na apresentacdo de antigenos
(Casadevall 1998; McFadden et al., 2006; Mershon-Shier et al., 2011,
Vecchiarelli et al., 2013; Coelho et al., 2014).

No meio ambiente, a cipsula confere protecdo contra desidratacdo e
predadores naturais (McFadden et al., 2006; O’Meara & Alspaugh, 2012).
Durante uma infecgdo, reduz a resposta imune do hospedeiro, inibe a
migracdo de leucdcitos e a apresentacdo de antigenos por mondcitos, dificulta
a fagocitose e atua como protecdo frente a espécies reativas de oxigénio
(Zaragoza et al.,2003; Zaragoa & Casadevall, 2004; McFadden et al., 2006;
O’'Meara & Alspaugh, 2012). Isolados ambientais apresentam tamanho de
capsula reduzido, mesmo em condi¢cdes padronizadas em laboratério, com
cultivo em meio rico em nutrientes (Zaragoa & Casadevall, 2004; McFadden et
al., 2006). No hospedeiro, as células de Cryptococcus spp. apresentam grande
aumento de tamanho da capsula e observa-se diferenca de tamanho conforme
orgdo analisado em individuo acometido, assim como células isoladas de
pulmédo apresentam capsulas maiores do que as células isoladas de cérebro
(Zaragoza et al., 2003). Isso demonstra a dindmica desta estrutura e sua
aprimorada regulacao a diferentes ambientes (O’Meara &Alspaugh, 2012).

A pesquisa da capsula foi realizada com tinta nanquim e observada ao
microscoépio de luz. Esta € uma técnica amplamente utilizada, rapida, de baixo
custo e que nao exige tecnologia avancada (Severo et al., 2009). Neste estudo

todas as leveduras apresentavam capsula, mas apos contato com o0s 0leos
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essenciais de E. caryophyllus, T. vulgaris e seus compostos quimicos
majoritarios, a cépsula foi reduzida ou inibida, assim como as células
apresentaram alteracdo no tamanho e na forma, nas cepas padrédo de C.
neoformans ICB 163 D, ATCC 90112 e em todos os isolados testados. Nao
foram encontradas pesquisas sobre a atividade de produtos naturais sobre a

producédo de cépsula.

Oleos essenciais

Estudos vém apontando as valiosas propriedades terapéuticas de 6leos
essenciais de plantas sobre as leveduras patogénicas (Villon & Chaumont,
1994; Carmo et al., 1998; Alves et al., 2000; Araujo, 2004; Lemos et al., 2004;
Lee et al., 2008; Araujo et al., 2009; Lee et al., 2009; Zuzarte et al., 2011).

Os Oleos essenciais constituem os elementos volateis contidos em
diferentes o6rgdos da planta e estdo relacionados com diversas funcdes
necessarias a sua sobrevivéncia (Oliveira et al., 2006). Bhavanani & Ballow
(1992), relataram que cerca de 60% dos Oleos essenciais possuem
propriedades antifiungicas e 35% exibem propriedades antibacterianas. Os
Oleos essenciais sdo originarios do metabolismo secundario das plantas e
possuem composicdo quimica complexa, destacando-se a presenca de
terpenos e fenilpropandides (Gongalves et al, 2003; Silva et al., 2003).

A crescente preocupacdo com a resisténcia e com a toxicidade dos
antifangicos, fez surgir importantes estudos relacionados com atividade
antifangica de produtos de origem vegetal, destacando-se entre eles o0s
realizados por Coutinho et al.,2009, Zapata et al., 2010, Yaya et al., 2011,
Oliveira et al., 2011; os quais testaram compostos derivados de produtos
naturais contra varias espécies fungicas. A tendéncia atual nas pesquisas com
produtos naturais € a obtencdo de principios ativos contidos nas espécies
vegetais para uma possivel aplicacdo no tratamento de infecgbes causadas
por microrganismos, entre eles, os fungos.

Os oOleos essenciais sdo compostos quimicos oriundos do metabolismo
secundario das espécies vegetais, constituindo uma rica fonte de compostos
biologicamente ativos. Sao conhecidos desde a antiguidade por possuir

propriedades antifungicas cuja utilizacdo pode representar um avango contra
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0S mecanismos de resisténcia que inativam antifingicos padrbes (Castro,
2010; Saad et al., 2010). Assim, a descoberta de produtos naturais com
principios ativos de atividade antifUngica pode representar uma nova
ferramenta a producdo e o uso de fitoterapicos no combate aos agentes
infecciosos (Silva et al., 2009; Khan et al., 2012).

A maioria dos Oleos essenciais e seus metabolitos secundéarios de
plantas foram estudados apenas no aspecto do aroma e quimica das
fragrancias para uso exclusivo em alimentos aromaticos e bebidas.
Atualmente, os 06leos essenciais e seus compostos vém ganhando destaque
devido a sua posicdo como produto natural, grande aceitacdo pelos
consumidores, potencial de utilizacdo multifuncional e aos riscos que 0s
aditivos sintéticos possam causar. Estudos tém relatado propriedades
antioxidantes de 6leos essenciais, referindo-os como potenciais substitutos
para os antioxidantes sintéticos e em alguns casos, sugerindo-os para uma
aplicacao direta em alimentos, lavouras, produtos farmacéuticos e cosméticos
(Andrade et al., 2012).

Os dleos essenciais sao conhecidos pelo carater hidrofébico, o que
permite interagcdo com estruturas lipidicas, aumentando a permeabilidade
celular, provocando danos irreversiveis a célula (Nascimento et al., 2007).

Ha alguns anos ja& se tem relatos de estudos envolvendo Oleos
essenciais e seus compostos com potencial atividade antimicrobiana. Oleos

essenciais como E. caryophyllus e T. vulgaris apresentam esse potencial.

Influéncia dos fatores abidticos na composicdo quimica dos Oleos

essenciais

Os Oleos essenciais sdo constituidos por uma mistura complexa de
diversas classes de substancias pertencentes ao metabolismo secundario das
plantas. O metabolismo secundario por sua vez pode ser influenciado, dentre
outros, por fatores genéticos, climaticos (temperatura, intensidade de luz,
efeito sazonal, etc.) e edaficos (Morais, 2009).

Oleos essenciais s&@o frequentemente extraidos das partes vegetais
através de arraste a vapor d’ agua, hidro destilacédo ou expressao de pericarpo

de frutos citricos, porém h& outros metodos de extracdo como a enfleurage ou

114



enfloracdo, extragcdo por CO, supercritico (muito utilizado na industria) e por
solventes organicos apolares (ndo apresentam valor comercial).

Como ja relatado a composicdo quimica dos Oleos essenciais é
determinada por fatores genéticos, porém, outros fatores podem acarretar
alteracdes significativas na producdo dos metabdlitos secundarios. Os
metabdlitos secundarios representam uma interface quimica entre as plantas e
o ambiente. Os estimulos decorrentes do ambiente, no qual a planta se
encontra, podem redirecionar a rota metabdlica, ocasionando a biossintese de
diferentes compostos. Dentre estes fatores, ressaltam-se as interacoes
planta/microrganismos, planta/insetos e planta/planta; idade e estadio de
desenvolvimento, fatores abidticos como luminosidade, temperatura,
pluviosidade, nutricdo, época e horario de coleta, bem como técnicas de
colheita e pds — colheita. Estes fatores podem apresentar correlacdes entre si,
nao atuando isoladamente, podendo exercer influéncia conjunta no
metabolismo secundario (Morais, 2009).

A temperatura e a luminosidade séo relevantes na fotossintese, pois a
interacao destes fatores garante um ambiente ideal para o processo fisiol6gico
(Souza et al.,, 2008). As variacdes de temperatura sdo responsaveis pelas
alteracdes na producdo de metabdlitos secundarios. Os 6leos essenciais, na
maioria das vezes, apresentam um aumento em seu teor quando as plantas
produtoras se encontram em ambientes com temperatura elevada, porém, em
dias muito quentes, pode-se observar perda excessiva dos mesmos.

A intensidade Iluminosa influencia a concentracdo bem como a
composicdo dos Oleos essenciais. Como exemplo, o desenvolvimento dos
tricomas glandulares (estruturas vegetais que biossintetisam e armazenam o
Oleo essencial) de T. vulgaris sdo processos dependentes de luz (Morais,
2009).

A sazonalidade pode interferir na composi¢cdo quimica e no teor de 6leo
essencial. Kapur et al. (1982) observaram que ao destilarem folhas de E.
citriodora Hk. durante um ano, a intervalos mensais, que a produgédo de 6leo
essencial foi minima durante os meses de inverno (junho e julho), mas que
aumentou gradualmente e permaneceu assim até os meses de setembro,

outubro e novembro e alcangou o maximo de producdo durante 0s meses mais
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guentes (dezembro a fevereiro). Observaram que houve um pequeno declinio
nos meses de marco e abiril.

A idade e o estagio de desenvolvimento da planta podem influenciar ndo
apenas a quantidade total de metabdlitos secundarios produzidos, mas a
proporcao relativa destes compostos. Tecidos mais jovens geralmente
apresentam grande atividade biossintética, aumentando a producdo de varios
compostos, dentre estes, os 6leos essenciais (Morais, 2009).

Com relacdo ao horario de coleta, ao longo do dia, pode-se observar
que o aroma caracteristico de cada planta torna-se mais acentuado, sendo
possivel acreditar que a concentracdo de 6leos essenciais seja maior naquele
periodo, ou que esteja ocorrendo alteracdo na proporcdo relativa entre os
componentes deste mesmo 6leo essencial. Assim, o horario de coleta das
plantas torna-se um aspecto relevante na producdo de Oleos essenciais. A
colheita torna-se o ponto critico, pois se faz necesséario que se defina o
momento ideal para a mesma. Todas as pesquisas na area de metabolitos
secundarios de plantas medicinais deveriam ter como o principal objetivo,
coincidir o momento de maior expressdo de principio ativo, neste caso, dos
Oleos essenciais, com 0 momento de maior rendimento de fitomassa, obtendo-
se assim, o tdo esperado sucesso (Mattos, 1996).

Por ser a agua essencial a vida e ao metabolismo das plantas,
pressupde-se que em ambientes mais Umidos a producdo de metabdlitos
secundarios seja maior, porém, isto nem sempre ocorre. A deficiéncia hidrica,
caracterizada por diferentes formas e intensidades, € a principal causa de
perda de produtividade (Ortolani & Camargo, 1987), porém, apresenta
correlacdo direta na concentracdo de metabdlitos secundarios, havendo
relatos na literatura de que o estresse hidrico geralmente induz um aumento
na produtividade de alguns terpendides.

Estudos realizados com o objetivo de avaliar a influéncia do estresse
hidrico sobre a composicdo do 6leo essencial de Ocimum basilicum
demonstraram que, sob condi¢cdes de estresse, houve reducao no rendimento
de massa seca total, ocorrendo, porém, um rendimento de 6leo essencial duas
vezes maior. Os componentes do Oleo essencial apresentaram alteracfes
significativas, havendo reduc&o no percentual de sesquiterpenos e aumento no

percentual de linalol e metilchavicol (Simon et al., 1992).
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Martins et al. (1995), relata que a nutricdo é um dos fatores que
requerem maior atencdo, pois o excesso ou a deficiéncia de nutrientes pode
estar diretamente correlacionado a variacdo na producdo de substancias
ativas. Como exemplo desta variacdo pode-se citar o fésforo que contribui para
0 aumento da concentracdo de Oleos essenciais em coentro (Coriandrum
sativum) e funcho (Foeniculum vulgare) Corréa Jr. et al. (1994).

Morais, 2009 observa que a alteracdo dos compostos majoritarios nos
Oleos essenciais, sejam por fatores genéticos, técnicos bidticos ou abidticos,
pode influenciar diretamente na qualidade e, consequentemente, nos
resultados de tratamentos e de testes biol6gicos sobre patégenos humanos ou
fitopatdgenos, podendo levar entre os autores, divergéncia entre resultados
provenientes de ensaios realizados com as mesmas espécies vegetais e
patégenas. Para minimizar estes equivocos nos resultados e evitar que dados
ndo conclusivos sejam publicados, o ideal é que, juntamente com 0s ensaios
para verificacdo da atividade bioldgica, seja realizada a analise quimica dos
Oleos essenciais avaliados, para que se possa obter a caracterizacao
fitoquimica destes.

Pelo exposto neste trabalho fez-se opcgéo por adquirir 6leos essenciais
comercializados por uma empresa que mostrou se preocupar com a obtencao
de matérias-primas vegetais de qualidade, no pais de origem da planta,
possibilitando com isso a obtencdo de 6leos essenciais com composicdo
quimica constante, e com resultados de atividades biolégicas confiaveis.

Técnicas para 0s ensaios com 0leos essenciais e compostos quimicos

Sao vérias as metodologias empregadas para a pesquisa da CIM dos
Oleos essenciais frente as leveduras tais como: difusdo em &gar, difusdo em
disco, macrodiluicdo e microdiluicdo em caldo e as variagdes individuais como:
tamanho do inoculo, temperatura, tempo de incubag&o e meio de cultura. Pelo
exposto a comparacao dos valores de CIM entre alguns estudos é dificultada.

A escolha do método de microdiluicho em caldo para esta pesquisa
deve-se ao fato deste método ser de baixo custo, sem necessidade de
equipamentos complexos para leitura, ser mais sensivel que outros métodos

usados na literatura, requerem pequena quantidade de Oleos essenciais, assim
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como para seus respectivos compostos quimicos majoritarios testados, e ter
boa reprodutibilidade (Ostrosky et al., 2008).

Tensoativos e solventes

Nascimento et al. em 2007 relata que para uma boa qualidade das
analises com o6leos essenciais, tornou-se comum a utilizacdo de solventes,
detergentes ou agentes emulsificadores como o Tween 20, Tween 80, DMSO
e 0 etanol, para dispersdo dos Oleos essenciais no meio de cultura. As
propriedades deste agente auxiliam na visualizagdo dos resultados da
atividade antimicrobiana dos 0leos, entretanto podem conduzir a possiveis
interacbes com a substancia testada, bem como produzirem atividade
antimicrobiana.

Neste trabalho foram testados dois tensoativos polissorbatos (Tween
20, Tween 80) e um solvente dimetilsufoxido (DMSO).

Tween (20 e 80): conhecidos como polissorbatos, sdo tensoativos
hidrofilicos soluveis em agua e empregados para obter emulsées do tipo 6leo e
agua, como dispersantes ou solubilizastes de Oleos. Sao sufactantes nao
ibnicos, pouco téxico para as membranas bioldgicas, constituidos por ésteres
de acidos graxos de polioxietileno sorbitol. Por outro lado, Giese et al., 2004
relatam que estimulam a secrecdo de proteinas em microrganismos, além de
alterar a morfologia e as superficies da parede celular tanto de bactérias como
de fungos. Fato esse observado neste estudo.

DMSO: conhecido como dimetil sulféxido, composto que age como
receptor de protons em ligac6es de hidrogénio confere sua afinidade com a
agua. Por essa razdo é considerado um solvente atrépico, um subproduto da
madeira sendo comercializado como um solvente comercial desde 1953. Para
substancias como proteinas e esteroides, o DMSO atua consideravelmente
melhor como solvente quando comparado com a agua. Em concentracdes a
20% ou menores, também pode ser utilizado como anti-congelante, ja que sua
ligacdo com o hidrogénio tende a formar uma matriz cristalina. Quando
combinados com agentes toxicos, a toxicidade do DMSO (que é relativamente

baixa) aumenta significantemente. Facilita a penetracdo de substancias
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através das membranas biolégicas. O DMSO ¢ de facil penetracdo na pele nao
causando danos irreversiveis na membrana, o que o faz ser diferente dos
outros solventes penetrantes (Gaylord Chemical Company, LLC — Technical
Bulletin reaction solvent dimethyl sulfoxide - DMSO, 2006).

Neste trabalho, os tensoativos Tween 20, Tween 80 e o solvente
DMSO apresentaram atividade fungistatica frente ao C. neoformans, conforme
também relatado por Nascimento et al., 2007.

A pesquisa de capsula foi realizada para os dois tensoativos e para o
solvente. Embora sejam amplamente utilizados em estudos de sensibilidade
antimicrobiana, foram observadas mudancas morfolégicas nas células de
levedura, assim como reducdo a inibicdo da producdo de capsula
polissacaridica das leveduras na presenca dessas substancias.

Também foi observada diferencas em relacdo a CIM dos
emulsificadores, escolhendo-se o tensoativo Tween 20 para todos 0s ensaios,
pelo fato da concentracdo ser a menor entre os dois emulsificadores (20% de
polissorbato), pela facilidade de homogeneizacdo no meio de cultura, por ndo
apresentar atividade fungicida. Apesar do Tween 80 apresentar 0S mesmos
resultados que o Tween 20, nédo foi escolhido por ser mais concentrado e com
isso ser de dificil homogeneiza¢do no meio de cultura. Nascimento, et al em
2007 recomenda a utilizacdo do Tween 20 a 0,02% como emulsificador para
os testes com 6leo essencial.

N&o foram encontrados trabalhos que relatassem a interferéncia destes
tensoativos e solventes na producdo de exoenzimas e da capsula

polissacaridica.

Ensaios com 6leos essenciais e seus compostos quimicos

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais e de seus compostos
guimicos isolados tem sido objeto de muitas pesquisas nos ultimos anos e esta
relacionada com as caracteristicas quimicas, grupos funcionais e
estereoquimica dos constituintes e 0os compostos oxigenados presentes nos
Oleos essenciais, em particular aqueles com estrutura fendlica (carvacrol,

eugenol, timol), terpendides alifaticos com grupamento éster (acetato de
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geranila), alcool (linalol) ou aldeido (cinamaldeido) se destacam por
apresentarem um bom potencial antimicrobiano (Henriques et al., 2009).

Os terpenos ou terpendides representam a maior classe de constituintes
ativos em plantas, tendo mais de 30.000 substancias descritas (Raven, 2001,
Verpooter & Maraschin; 2001). A classificagdo dos terpenos decorre do
namero de unidades isoprénicas que sao formadas por atomos de carbono. Os
monoterpenos contém duas unidades isoprénicas (10 atomos de carbonos)
sdo volateis e encontrados frequentemente nos O6leos essenciais (Larcher,
2000; Raven, 2001) assim como 0s sesquiterpenos que constituem uma classe
de substancias naturais com diversos nucleos estruturais (Brochini et al.,
1999). Os fatores ambientais na variabilidade de monoterpenos sédo de grande
importancia pelo fato dessas substancias terem significado biossistematico,
ecologico e evolutivo no organismo vegetal (Lima et al., 2003).

Os compostos fendlicos de plantas se enquadram em diversas
categorias, como fendis simples, acidos fendlicos (derivados de &cidos
benzéico e cinamico), cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos
condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas (Souza et al., 2007).

Chami et al (2005), estudaram o mecanismo de atividade anti-Candida
dos principais componentes fendlicos de orégano e 6leo essencial de cravo -
carvacrol e eugenol. Avaliaram a eficacia terapéutica no tratamento da
candidiase bucal experimental induzida por C. albicans em ratos
imunossuprimidos. Carvacrol e eugenol foram fungicidas. Os resultados in vitro
mostraram que tanto o carvacrol quanto o eugenol exerceram um efeito anti-
Candida importante com danos a levedura. Esses compostos foram
considerados eficazes no tratamento in vivo de candidiase bucal experimental,
considerados como possiveis agentes antifingicos.

Satureja timbra L. conhecido na Italia pelo nome popular de
"Santoreggia sarda", apresentou na sua composi¢cdo fendis, monoterpenos e
sesquiterpenos: timol, gama-terpineno, beta-cariofileno, p-cimeno, carvacrol e
borneol como componentes principais. A pesquisa da CIM e a concentracao
letal minima (CLM) foi avaliada sobre Candida spp, Trichophyton spp,
Microsporum spp, Epidermophyton floccosum e Aspergillus spp. E apresentou
atividade fungicida contra leveduras, dermatoéfitos e para Aspergillus, com
CIMs que variam de 0,16 a 0,32 g/mL (Piras et al., 2011).
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Sharifzadeh et al., 2016 estudando a composi¢do quimica de Satureja
hortensis L. encontraram 0s seguintes compostos quimicos majoritarios: timol
(45,9%), gama-terpineno (16,71%), o carvacrol (12,81%) e p-cimeno (9,61%).
Para a pesquisa da atividade antifingica de Satureja hortensis L. sobre
isoladas de C. albicans provenientes de pacientes HIV positivos, com
formacgéo de biofilme e lesGes bucais utilizando o método de microdiluicdo em
caldo encontraram CIM entre 250-400 pug/ml e CFM entre 350-500 pg/ml. A
analise microscopica revelou deformidade de estruturas tridimensionais do
biofilmes e retracdo nas membranas celulares das células (Sharifzadeh et al.,
2016).

Este estudo inicia-se com 02 6leos essenciais: 6leo essencial de E.
caryophyllus, seus compostos quimicos majoritarios Eugenol e (-cariofileno e
Oleo essencial de T. vulgaris e seus compostos quimicos majoritarios Linalol,
P-Cimeno, Carvacrol, Timol; com promissora atividade anti- Cryptococcus,
para os isolados analisados.

Os dleos essenciais escolhidos ja haviam sido referidos na literatura
com atividade antifungica, associada ao fato de terem sido extraidos de
plantas naturais do pais de origem (Santos 2011).

Neste estudo foram estudados os 6leos essenciais de E. caryophyllus e
T. vulgares e seus compostos quimicos majoritarios nas concentracoes acima
5,08%.

E. caryophyllus e seus compostos quimicos majoritarios.

Conhecido como 6leo de cravo E. caryophyllus, é rico em eugenol, um
derivado do grupo dos fendis. Os compostos quimicos do 6leo essencial de E.
caryophyllus sdo: eugenol (84,10%), PB-cariofileno (12,67%), a-cariofileno
(1,51%) e acetato de isoeugenol (1,08%) (Anexo 3). O eugenol pertence ao
grupo dos fendis com atividade antimicrobiana e os compostos cariofilenos
pertencem ao grupo dos sesquiterpenos com atividade antinflamatoria.

No 6leo essencial de E. caryophyllus foram estudados os compostos
quimicos eugenol e B-cariofileno.

As menores CIM e CFM do 0leo essencial de E. caryophyllus ocorreram

nos isolados de pacientes HIV positivo em relacdo aos isolados de pacientes
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com sorologia desconhecida para o HIV e os isolados de origem ambiental

Thirach et al., 2003 utilizando extrato de plantas de E. caryophyllus e o
composto eugenol demonstraram eficicia contra C. albicans e C. neoformans.
He et al, 2007 mostraram que o eugenol apresentou in vitro atividade contra
biofiimes de C. albicans, com baixa citotoxicidade e potencial terapéutico para
infec¢gdes por Candida associadas a biofilme.

Pinto et al (2009) observaram a atividade antifangica do 6leo de cravo e
eugenol sobre C. albicans e outros dermatoéfitos. Observaram também em C.
albicans que a formacédo de tubo germinativo foi completamente ou quase

completamente inibida na presenca do 6leo essencial bem como do eugenol.

e Eugenol

E um composto fendlico denominado 4-allyl-2-methoxyphenol. Sua
férmula molecular Cy0H12,0, e peso molecular de 162,2g/mol. (Mazzafera,
2003). Noventa e cinco por cento do 6leo extraido das folhas do cravo-da-india
contém eugenol (Raina et al, 2001) e principal componente do 6leo, variando
de 70 a 85% (Brown & Morra, 1995; Brown et al., 1991).

Entre os fendis, poucos sdo volateis como o eugenol. E uma substancia
aromatica natural, farmacologicamente muito ativa, insolivel em &agua,
presente em Oleos essenciais de plantas. Dentre estas plantas destacam-se:
Eugenia caryophyllus, o “cravo-da-india”; Dicipelium cariophyllatum, “o craveiro
do Maranhdo ou cravinho”; Ocimum gratissimum, a “alfavaca-cravo”; e o
Croton zenhtneri, a “canela-de-cunha” (Wu et al., 1994).

Também conhecido como &cido eugénico ou cariofilico, o eugenol é um
fenol arilpropandide, popularmente denominado de esséncia de cravo
(Escobar, 2002). O eugenol possui diversas ag¢bBes farmacologicas
comprovadas, sendo utilizado na odontologia como componente de seladores
e outros produtos antissépticos de higiene bucal, tendo comprovado efeito
bactericida, efeito anestésico e analgésico (Markowitz et al., 1992; Cai & Wu
1996; Chong et al. 1997; Kaplan et al. 1999; Shapiro et al. 1994; Escobar,
2002). Também é utilizado como cimento provisério em cavidades dentérias,

guando associado ao O6xido de zinco. Além disso, 0 eugenol tem sido
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empregado para a producdo de outros compostos fendlicos, tal como a
vanilina (Priefert et al. 2001).

Alguns trabalhos mostraram que eugenol ou extratos de Syzygim.
aromaticum L. apresentam atividade nematicida (Tsao & Yu 2000, Walker &
Melin 1996), inseticida (El-Hag et al. 1999), antiviral (Yukawa et al.1996),
bactericida (Dorman & Deans 2000, Nascimento et al. 2000, Ouattara et al.
1997) e fungicida (Delespaul et al. 2000).

Derivados do eugenol como acetileugenol, isoeugenol, e metileugenol
possuem atividade atinfungica contra os fungos de podriddo branca da
madeira (Betulina L.) e fungos da podriddo marrom da madeira (Sulphureus L.)
(Sen-Sung et al., 2008). Além de antifungico, também possui atividade para
combater a biodegradacdo de madeira provocada por fungos e controle
biolégico contra infestacdes de cupins. Assim, o 6leo de cravo e o eugenol tém
potencial para o desenvolvimento de conservante natural de madeira (Xie et al,
2015).

O Oleo essencial de Ocimum gratissimum, popularmente conhecida
como alfavaca, e o eugenol, principal constituinte do éleo essencial desta
planta, foram estudados para verificar a atividade antifangica sobre C
neoformans, Paracoccidioides brasiliensis e Histoplasma capsulatum,
utilizando a técnica de diluicdo em &gar. Como resultados foi observada a
atividade sobre C. neoformans e P. brasiliensis. A analise quimica desse 6leo
€ constituida por eugenol, timol e terpendides entre outras substancias. A
fracao cloroférmica desta planta na concentragdo de 62,5ug/mL inibiu 92% dos
isolados de C. neoformans e o 6leo essencial mostrou inibicdo de 8% desses
isolados a uma concentracado de 125ug/mL (Lemos, 2004).

Possui atividade antifungica contra Candida albicans (Rakotonirainy &
Lavédrine, 2005), antiviral, contra HSV-2 (virus do herpes simples tipo 2)
(Bourne et al., 1999), apresenta também efeito anti-edematogénico local, anti-
inflamatorio e antinociceptivo (Wright et al., 1995). Em tecido nervoso,
apresenta acao anestésica geral, pois blogueia tanto a conducéo do potencial

de acdo em nervos periféricos quanto na juncao neuromuscular (Cruz, 2001).
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e B-cariofileno

Possui formula molécular CysH,4 € peso molecular de 204,36g/mol. E
um constituinte importante em varias espécies de 6leos essenciais de plantas
medicinais utilizadas no Brasil e o seu percentual varia de acordo com a parte
da planta em que foi retirado (Bocardi, 2008; Silva, 2010). O B-cariofileno tem
sido largamente utilizado para dar aroma aos cosméticos e sabonetes, além de
muitas outras preparagfes técnicas, podendo ser encontrado em muitas
familias  (Anonaceae, Euforbiaceae, Verbenaceae, Anacardiaceae,
Burseraceae, etc.) de plantas que contém espécies com conhecidas
propriedades terapéuticas na medicina popular (Tappin, 2004).

Este composto é capaz de modular os processos inflamatérios nos
seres humanos. [-cariofileno mostrou ser agonista seletivo do receptor
canabindide do tipo 2 (CB2) e exercem efeitos anti-inflamatérios Cannabis
sativa em ratos. Oxido de cariofileno € o componente responsavel pela
identificacdo de cannabis por cées farejadores de drogas (Gertsch et al, 2008).

B-cariofileno também possui caracteristicas capazes de induzir efeitos
gue o tornam um potencial candidato ao tratamento/prevencdo dos processos
envolvidos na neurodegeneracao, apresentando efeitos benéficos em modelos
celulares de Parkinson, Huntington e Alzheimer para estudos de
neurotoxicidade (Ferreira, 2014).

Encontrado em Oleos-resina das diversas espécies de copaiba e em
muitos Oleos essenciais de varias familias botanicas e pode ser utilizado como
marcador quimico. E um constituinte importante em varias espécies de 6leos
essenciais de plantas medicinais utilizadas no Brasil e o seu percentual varia
de acordo com a parte da planta em que foi retirado (Romero, 2007). O déleo
essencial rico em cariofileno pode ser empregado na medicina tradicional
como remédio, para o tratamento de diversas enfermidades.

O B- cariofileno vem sendo estudado principalmente sobre sua acao
anti-inflamatéria em diversos 6leos essenciais de diferentes plantas como, por
exemplo, no O6leo essencial de Hyptis fruticosa, um dos constituintes
majoritarios e que apresentou efeito anti-inflamatorio e baixa toxidade em
camundongos. (Menezes et al. 2007). Bandeira et al. (2011) verificaram que B-

cariofleno é um dos principais constituintes quimicos encontrados em
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diferentes espécies do género Plectranthus (P. rugosus, P. fruticosus, P.
coleoides, P. tenuiflorus, P. incanus e P. defoliatus).

Neste estudo os isolados bioldgicos testados ndo apresentaram
sensibilidade aos compostos majoritarios de E. caryophyllus, eugenol e B-
cariofileno isolados ou misturados em relacdo ao 6leo essencial total. Dentre
0s grupos estudados os isolados de pacientes com sorologia positiva para o

HIV foram os que apresentaram as menores CIM e CFM.

T. vulgaris Lin. e seus compostos quimicos:

A composicdo do 0Oleo essencial de T. vulgaris inclui fendis, alcoois e os
monoterpenos. Hudaib et al., 2002 relatam que entre estes compostos esta o
timol e carvacrol que € um dos principais monoterpenos existentes no 6leo
essencial de tomilho. Entre os compostos quimicos do Oleo essencial de T.
vulgaris, os principais séo: cimeno (14,43%), linalol (8,49%), carvacrol (5,08%)
e timol (62,13%), entre outros (Anexo 04).

Neste estudo os isolados biolégicos testados contra o 6leo essencial
de T. vulgaris apresentaram as menores CIM e CFM. Sendo os isolados de

pacientes com sorologia desconhecida para o HIV os mais sensiveis.

e Linalol

Quimicamente, o linalol, (3,7-Dimethyl-1,6-octadien-3-ol) apresenta-se
como um monoterpeno alcodlico terciario de cadeia aberta com férmula
molecular C1pH180. Possui peso molecular 154,3 g/mol com densidade 0,86
g/ml, tendo ponto de ebulicdo de aproximadamente 198° a 199°C (Lapczynski
et al.,, 2008a; 2009b; Letizia et al.,, 2003). Esse alcool €& encontrado
naturalmente como componente majoritario de Oleos essenciais de muitas
espécies de plantas aromaticas, com teor superior a 70% no 0Oleo essencial
(Kamatou &Viljoen, 2008; (Lapczynski et al., 2008a; 2009b; Letizia et al.,
2003).

O linalol é largamente utilizado na industria de alimentos, cosméticos e

perfumes e faz parte da lista de substancias classe A do Conselho Europeu,
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por causa de sua importancia como matéria-prima para sintese de compostos
de alto valor agregado (Letizia et al., 2003; Bakkali et al., 2008).).

A literatura cita o linalol (Luz et al., 2009), dentre inUmeras substancias
obtidas de plantas medicinais, como fitoconstituintes potencialmente
antimicrobianos. O linalol, por sua vez, € um monoterpeno muito utilizado na
industria de perfumaria, cosmética e culinéria, cujo ponto de ebulicdo é de
199°C e a solubilidade em agua estad em torno dos 1,5 g/L.

Por estar presente no Oleo de manjericdo, tem sido usado como
composto de partida para varias sinteses importantes, como a do acetato de
linalila. E utilizado com sucesso como sedativo e suas propriedades
anticonvulsivas, hipnéticas, hipotérmicas e efeito depressor do sistema
nervoso central estdo sendo analisadas, assim como as propriedades
acaricidas, bactericida e fungicida. (Julido et al., 2003, Luz et al., 2009).

No que se refere a toxicidade do linalol sua dose letal é baixa, quando
comparada a outros constituintes dos OEs, tornando-se, por este motivo, alvo
de estudos para aplicabilidade terapéutica. As pesquisas dos efeitos toxicos
das substancias estéo relacionadas com via de administracéo, tempo, duracao
e frequéncia da dose, o que foi demonstrado por Venancio (2006).

Além de sua importante utilizacdo na industria alimenticia e cosmética, o
linalol também apresenta efeito anestésico local inibindo neurdnios do sistema
nervoso central e sensorial (Narusuye et al., 2005).

Linalol age no sistema sensorial somatico bloqueando canais de sodio
dependente de voltagem em nervo ciatico de ratos (Cardoso et al.,2010), como
também em nervo ciético de ras (Zalachoras, et al., 2010).

Outros efeitos também foram listados para o linalol tais como: anti-
leishmaniose (Rosa et al., 2003) e antimicrobiano, podendo ser utilizado no
combate aos microrganismos causadores de infec¢cdes hospitalares,
principalmente em pacientes imunocomprometidos, destacando-se neste
grupo os portadores de HIV e transplantados (Alviano et al., 2005).

Bezerra et al (2013) observaram atividade antibacteriana para o linalol.
Como antifingico, Hsu et al (2013) pesquisou linalol sobre o crescimento de
biofilme de C. albicans, indicando que o linalol pode ter potencial terapéutico
no tratamento de candidiase associada a dispositivos médicos pois interfere

com a morfologia e modifica a formacao de biofilme de C. albicans.
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Neste estudo, os isolados de C. neoformans apresentaram resisténcia
ao Linalol. Quanto a mistura, associado ao composto timol, apresentou as
menores CIMs e CFMs em relacéo as associacbes com 0s demais compostos.
Os isolados de sorologia desconhecida para HIV apresentaram menor média

de CIM para este composto.

e P-Cimeno

O p-cimeno é um composto quimico do grupo dos monoterpenos e
possui atividade antimicrobiana contra Salmonella enteritidis (Silva et al.,
2010). Segundo Burt (2004), o p-cimeno facilita o transporte do carvacrol
através da membrana citoplasmatica para o interior da célula bacteriana.

O p-cimeno é um monoterpeno quimicamente denominado 1-metil-4-
isopropil benzeno ou metilpropil benzeno, possui formula molecular CioH14 €
peso de 131,21 g/mol. Em temperatura ambiente, apresenta-se na forma
liqguida sem coloracdo e com densidade igual a 0,86 g/ml. E uma substancia
lipofilica praticamente insolivel em agua, com ponto de fusdo de - 67,9° C e
seu ponto de ebulicdo e de 177° C e sua DL50 e igual a 4750 mg/Kg.

Apresenta-se como um dos principais constituintes do 6leo essencial de
Cuminum cyminum e Thymus vulgaris, dentre outros, € um precursor bioldgico
do carvacrol (Wang, et al, 2008).

N&o possui efeito bactericida efetivo quando utilizado sozinho, mas
guando associado com o carvacrol, torna-se bastante efetivo contra Bacillus
cereus in vitro, e esse efeito deve-se provavelmente ao fato do p-cimeno ser
incorporado na bicamada lipidica de B. cereus, facilitando o transporte de
carvacrol através da membrana plasmética (Ultee et al, 2002). Em
contrapartida, o p-cimeno possui atividade antimicrobiana contra Salmonella
enteritidis (Silva et al., 2010).

Pouco estudado como antimicrobiano e apesar do mecanismo de
sinergia ainda ser desconhecido cepas de bacterias Gram-negativas, como
Salmonela enterica sorovar Typhi, Escherichia coli e Shigella dysenteriae
foram inibidas pela sua combinacdo com nisina, uma bacteriocina produzida
por Lactococcus lactis, (Rattanachaikunsopon e Phumkhachorn, 2010).

Em outro estudo, Baydar et al. (2004) testaram o Oleo essencial de

orégano com 53% de carvacrol e timol e outro 6leo essencial de orégano com
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87% desses mesmos componentes e, como resultado, verificaram que o
primeiro Oleo essencial de orégano mesmo tendo menos carvacrol e timol,
apresentaram uma atividade antimicrobiana mais efetiva devido a presenca de
p-cimeno e y-terpineno.

Dos isolados testados, 96% foram resistentes ao composto p-cimeno,
também nado apresentaram sensibilidade quando submetido a pesquisa de
mistura como 0s outros compostos quimicos majoritarios linalol, carvacrol e
timol. Os isolados biolégicos de origem ambiental apresentaram as menores

CIM e CFM para este composto quimico.

e Carvacrol

Denominado como um fenol monoterpeno, o carvacrol apresenta
nomenclatura quimica 2-metil-5-(1-metiletil)-fenol ou isopropyl-0-cresol, possui
férmula molecular CgH1206, CeH3(OH)(C3H7) e peso de 150,22 g/mol.
Apresenta-se na forma liquida de coloracdo amarelo claro com densidade igual
a 0,975 g/ml em temperatura ambiente. Possui caracteristica e odor aromatico
semelhante ao orégano. E uma substancia lipofilica com pouca solubilidade
em agua (coeficiente de solubilidade igual a 0,04%). Seu ponto de fusdo e de
2° C e seu ponto de ebulicdo e de 234° C. Sua DL50 e igual a 100 mg/Kg
(Carvalho et al., 2003).

Carvacrol € um componente importante de varios 6leos essenciais de
plantas, tais como Origanum spp., Satureja hortensis, Thymus spp. eTimbra
capitata. O mecanismo de acdo de alguns compostos como o carvacrol, pode
estar relacionado com a inibicdo da biossintese do ergosterol (Arias et al,
2011).

Sdo descritas por diversos autores a propriedade antifungica do
carvacrol em estudos in vitro e in vivo sobre C. albicans (Manohar et al., 2001,
Chami et al., 2004; Ahmad et al., 2011).

Alguns trabalhos relatam a promissora atividade anti-Candida do
composto quimico carvacrol (Chami et al., 2004; Tampieri et al., 2005; Dalleau
et al.,, 2008), mesmo contra isolados de Candidas spp resistentes ao
fluconazol. Oliveira et al., 2009 relataram que o carvacrol e outros compostos

mostraram atividade in vitro contra isolados de C. krusei resistentes e isolados
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de C. glabrata sensiveis a fluconazol. Além disso em C. albicans, o carvacrol
inibiu in vitro a formacao de tubos germinativos e filamentacédo (Oliveira et al.,
2009).

Atividade antifangica do carvacrol contra cepas de C. albicans foi
evidenciada principalmente sobre o ergosterol, na ligacdo de esterdis na
membrana da levedura e ndo atua na modificacdo da parede da célula fungica
(Lima et al., 2013).

Neste estudo, apenas trés isolados de C. neoformans apresentaram
resisténcia a este composto. Quando associado ao composto quimico
majoritario timol, nenhum dos isolados foram resistentes a esta mistura.
Diferentimente do observado quando misturado com o p-cimeno ou com O
linalol onde todos os isolados apresentaram resistencia. As CIMs e CFMs
apresentadas por este composto foram superiores aos resultados
apresentados quando utilizado o éleo essencial total. Isolados biol6gicos com
sorologia desconhecida para o HIV apresentaram as menores de CIM e CFM

em relacdo ao composto quimico majoritario carvacrol.

e Timol

O timol € um monoterpeno fenol, sendo um componente importante em
varias espécies de plantas, em particular T. vulgaris, e reconhece-se por ter
um numero de propriedades farmacoldgicas, incluindo a atividade
antimicrobiana e antifingica, o que pode envolver efeitos sobre a membrana
celular (Sanchez et al., 2004; Braga, 2011). Apresenta homenclatura quimica
de 5-metil-2-(1-metiletil)-fenol, formula molecular C10H140 e peso molecular de
150,22 g/mol. Seu ponto de fusdo €& 52° C, permanecendo liquido em
temperaturas consideravelmente mais baixas, enquanto que seu ponto de
ebulicdo € 233° C. O timol pode ser utilizado como conservante alimentar,
enfatizando a efetividade antimicrobiana dos revestimentos ativos de timol,
eficaz em aumentar a validade de camarbes descascados e diminuindo a
perda de qualidade do produto (Mastromatteo et al., 2010). A combinacdo dos
efeitos do timol e baixa temperatura permite a preservagcao da qualidade, sem
a percepcéao de odor, de produtos a base de carne durante os primeiros 4 dias

de armazenamento (Mastromatteo et al., 2009).
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O timol, monoterpeno derivado das plantas da familia Lamiaceae, pode
ser encontrado na forma de cristais incolores com odor irritante e pouco
soluvel em &gua. Scoralik et al., (2012) relataram que varios artigos tém
descrito o potencial desta monoterpeno como bactericida, fungicida,
nematicida, moluscicida, inseticida e acaricida contra diferentes espécies e
com formulagdes diferentes.

Apresenta-se sob a forma de cristais incolores ou po cristalino branco
com aroma irritante, lembrando tomilho. Pouco soltvel em agua. E irritante da
mucosa gastrica e a presenca de gordura e alcool aumentam sua absorcéo.
Possui atividade antimicrobiana, que é diminuida na presenca de proteinas
(Botelho et al., 2007). Este composto é absorvido no trato gastrointestinal e
excretado na urina em sua forma pura e como glicuronideo. Tem efeito
antisséptico e é o mais potente dos fendis, porém seu uso é limitado por causa
da sua pouca solubilidade em agua e sua acéo irritante (Botelho et al., 2007),
sendo usado principalmente como antisséptico bucal. O timol tem sido utilizado
no tratamento de enfermidades da pele e por inalacdo, associado a outras
substancias volateis, para tratar enfermidades respiratorias (Kordali et al.,
2008).

O timol j& foi estudado como leishmanicida in vitro e in vivo (Robledo et
al.,2005), demonstrando que tem capacidade de matar as formas
promastigotas do parasita Leishmania (Viannia) panamensis em cultura de
células e em hamsters Golden (Mesocricetus auratus) por via oral.

O timol tem sido utilizado com sucesso em estudos in vitro contra
fungos patogénicos, incluindo C. albicans e Aspergillus (Giordani et al., 2004).
Estes autores avaliaram o efeito antifingico dos 6leos essenciais de diversas
espécies de plantas sobre o crescimento de C. albicans e dentre os diversos
Oleos destacou-se o 6Oleo essencial de T. vulgaris adicionado em meio de
cultura inibindo 80% do crescimento das leveduras, observando também como
potencializador na atividade antifangica da anfotericina B, sugerindo uma
possivel utilizacado deste Oleo essencial além dos medicamentos ja existentes
para o tratamento de micoses. E podem também ser testados na supresséo de
fungos sobre superficies de resina acrilica que imitam a superficie interior das
préteses, para ser avaliado como uma substadncia para a limpeza de

dispositivos protéticos.
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Fontenelle et al. (2007) avaliaram o efeito do 6leo essencial de Lippia
sidoides (teor de timol de 59,65%) sobre cepas de C. albicans e C. tropicalis
por método de microdiluicdo em caldo, obtendo melhores resultados de CIM e
CFM para C. albicans.

Pina- Vaz et al. (2004) estudaram os Oleos essenciais de diferentes
espécies de Thymus (Thymus vulgaris, T. zygis subespécie zygis e T.
mastichina subespécie mastichina) e seus compostos quimicos majoritarios
(carvacrol, timol, p-cimeno e 1,8-cineol) e observaram possiveis interacfes
entre os compostos e atividade antifungicos para Candida spp.

Recentemente, Brito et al. (2015) avaliaram a atividade antifangica do
Oleo essencial de L. sidoides Cham e seu composto quimico majoritario timol,
sobre cepas de Candida ssp. avaliando tanto o potencial antifingico quanto a
neutralizagdo, provocando inibicdo ou redugdo da emissdo de hifas e
pseudohifas, um de seus principais fatores de viruléncia, responséavel por sua
potencial invasao de tecidos.

Nesta pesquisa, o timol foi o que apresentou as menores CIM e CFM
isoladamente ou quando associado ao carvacrol.

Os isolados de sorologia desconhecida para HIV (N=11) obtiveram a

menor CIM quando submetidos ao timol.

Mistura entre os compostos quimicos majoritarios de E. caryophyllus

A resistencia apresentada pelos isolados frente aos compostos
quimicos majoritarios isolados ou ndo de eugenol e B-cariofileno e nao
observada no Oleo total sugerem que 0s compostos quimicos minoritarios
tenham provavelmente importancia na atividade antifinfica do éleo essencial

total de E. caryophyllus.
Mistura entre os compostos quimicos majoritarios de T. vulgaris
Quando observamos os resultados obtidos na mistura dos compostos

quimicos majoritarios do 6leo essencial de T. vulgaris, é evidente a atividade

inibitéria para a mistura carvacrol e timol. Submetidos individualmente ou

131



misturados, observa-se a promissora atividade antifingica destes compostos,
em relacdo ao Oleo essencial total de T. vulgaris.

Os resultados obtidos com esses dois compostos quimicos majoritarios,
carvacrol e timol sugere, que estes sejam o0s principais compostos do 6leo
essencial de T. vulgaris com atividade antifungica em relacdo aos compostos
quimicos majoritarios p-cimeno e linalol. Por outro lado, estes ultimos possam
ser facilitadores para a entrada do 6leo na célula fungica, como ja relatado
para p-cimeno.

Ferreira (1998) relatou que, o extrato de uma planta medicinal sendo
uma mistura de substancias, quando ha a separa¢do em substancias isoladas
pode levar a perda do efeito farmacolégico esperado.

Mesmo que O6leos essenciais diferentes apresentem 0Ss mesmos
compostos quimicos, diferencas quantitativas fardo com que um determinado
Oleo essencial tenha propriedades quimicas e bioldgicas diferentes dos demais
(Trombetta et. al, 2005, Edris, 2007).
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6. CONCLUSOES

v' Os polissorbatos Tween 20, Tween 80 e o solvente
dimetilsufoxido DMSO na concentracdo a 0,02% reduziram a
producdo da capsula de C. neoformans. Tween 80 e DMSO
alteram a morfologia das células. O polissorbato Tween 20 a

0,02% foi o de escolha para o estudo.

v' Os 6leos essenciais de Eugenia caryophyllus e Thymus vulgaris,
apresentaram atividade fungicida sobre isolados de C.

neoformans

v' ApOs exposicdo aos Oleos essenciais de E. caryophyllus e T.
vulgaris e seus compostos quimicos majoritarios ocorreu
morfologicamente nas doses sub inibitorias reducao ou auséncia
da capsula e as células tenderam a se agrupar em numero de 2,

4 ou mais com aumento de tamanho das leveduras.

v Os Oleos essenciais de E. caryophyllus e T. vulgaris e seus
compostos quimicos majoritarios inibiram a producdo das

exoenzimas proteinase e fosfolipase de C. neoformans.

v' Os compostos quimicos majoritarios carvacrol e o timol,
presentes no Oleo essencial de T. vulgaris apresentaram

isoladamente e/ou misturados a menor CFM50 e CFM90.

v' A mistura dos compostos quimicos majoritarios carvacrol e timol,
p-cimeno e linalol do 6leo essencial de T. vulgaris apresentaram
a menor CFM50 e CFM90.

v Os isolados biolégicos de origem ambiental foram os mais

resistentes aos 6leos essenciais de E. caryophyllus e T. vulgaris.

v Cada composto quimico majoritario isolado bem como as

misturas desses compostos frente aos isolados biolégicos,
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apresentaram concentracdes superiores aos 0leos essenciais

total.

Pelo exposto conclui-se que o0s Oleos essenciais de E.
caryophyllus e T. vulgaris e 0s compostos quimicos majoritarois
carvacrol e timol sdo promissores agentes com atividade anti-

Cryptococcus.
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8. ANEXOS

Anexo 01: Aprovacdo do Comité de Etica do Instituto Adolfo Lutz

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOENCAS
INSTITUTO ADOLFO LUTZ
Comité de Etica em Pesquisa - CEPIAL
Av. Dr. Arnaldo, 355 - Sala 83 - Cerqueira César - 01246-902
Fone: 3068-2859 e-mail: cepial@ial.sp.gov.br

Sio Paulo, 25 de outubro de 2010.
Protocolo: 083/ 2010

Projeto de Pesquisa: “Atividade de 6leos essenciais sobre Cryptococcus neoformans”
Pesquisador Responsavel: Maria de Fatima Costa Pires

Institui¢do: Instituto Adolfo Lutz

O Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz — CEPIAL analisou e
deliberou, em reunido de 21 de outubro de 2010, que para o referido projeto NAO SE
APLICA a apreciagdo de acordo com a Resolugdo CNS 196/96 - que aprova as
diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos. O
CEPIAL considerou o protocolo de pesquisa descrito e documentado com rigor
cientifico.

A L O 5 ;- of
Luz Marina Trujillo
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
Instituto Adolfo Lutz - CEPIAL

1* via — coordenador
2* via— CEPIAL
LMT/dvmp
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Anexo 02: Ficha de identificagao de leveduras

Procedéncia: Registro:

Observacoes:

1 Exame direto:

2 Crescimento em meios especiais

Crescimento em meio de acido graxos

3 Microcultivo e tubo germinativo

PM( ) BL( ) AR( ) TG( ) MV( ) CL( )Outras
PM-pseudomicélio; BL-blastoconidio; AR-artrésporos, TG: tubo germinativo, MV-

micélio verdadeiro; CL-clamidoconidio;

4 Ascos e ascosporos

Positivo Negativo Forma N° localizagao

5 Outras provas:

Sintese de amido Prod. Melanina TTC

6 Auxanograma:
KNO3 ( ) Glicose ( ) Inositol ( ) Sacarose ( ) Lactose ( ) Dulcitol ( ) Xilose (

Rafinose ( ) Celobiose ( ) Melibiose ( ) Treatose ( ) Ramnose ( ) Maltose ( )

7 Zimograma:

Glicose ( ) Maltose( ) Lactose ( ) Sacarose ( )

Diagnéstico:

)
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Anexo 03: Cromatografia e composi¢cdo quimica de Eugenia caryophyllus

Composicao e quantificacao relativa de 6leos essenciais

Shimadzu 14B/QP5050A

Coluna: BPX5 (non polar 5% polysilphenylene)

Temperatura inicial: 60 °C
Temperatura final: 280 °C

Gradiente: 5 °C/min

Eugenia caryophyllus Lote 4470310

TIC =10

39,938,434

Composicéo %
eugenol 84,10
B-cariofileno 12,67
a-cariofileno 1,51
acetato de isoeugenol 1,08

PKNO R.TIME |. TIME F.TIME A/H(sec)AREA HEIGHT MARK

1 9.977 9.683 10.150 9.038

25

356267447

39419470

%Total NAME

84.10

50
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2 11.021 10.900 11.150 3.606 53655609 14878157 12.67
3 11.898 11.825 12.000 3.424 64036711870451 151
4 13.740 13.658 13.850 3.570 45733991280917 1.08
EUGENOL

Ret.Time 9.958 Scan #f 944 [_ =]

164 4983582
i
504
103
51 g
a1
13
121
5]
0 ‘I I‘ L ‘l\l ‘ ‘| ! | |H . M| ‘||| “ TN ‘ . 2347
100 200

38.75 35.58
40.10 7.05
4110 11.40
4290 8.71
4410 1.17
4520 2.32
46.05 1.01
47.05 0.33
50.70 39.56
52.10 11.49
53.10 13.43
55.00 38.76
57.15 0.83
58.20 0.39
59.15 0.88
62.50 17.52
64.95 21.95
66.15 8.07
67.20 2.07
68.15 0.86
69.15 1.12
70.15 0.13
71.15 0.25
73.95 3.56
76.90 51.96
78.20 12.46
79.15 10.56
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80.90 4.28
82.15 0.38
83.20 0.12
84.25 0.13
85.85 0.88
87.20 0.57
89.05 4.61
91.05 36.50
92.20 4.54
93.20 7.46
94.15 8.85
95.15 1.33
96.05 0.28
97.25 0.16
98.15 0.26
99.15 0.09
102.95 46.32
104.20 22.96
105.20 9.67
106.90 6.07
108.80 2.33
110.05 0.26
111.10 0.06
112.10 0.03
11490 3.76
116.20 0.78
117.20 0.98
118.85 3.43
121.00 19.34
122.10 6.52
123.10 0.75
124.05 0.21
125.10 0.03
127.20 0.11
127.95 0.11
130.95 32.83
132.75 26.84
134.15 1.99
135.15 1.92
137.00 18.46
138.10 1.20
139.00 0.12
140.15 0.02
143.15 0.04
143.95 0.03
146.85 6.92
149.00 32.60
150.20 2.44
151.20 0.25
152.55 0.03
163.95 100.00
165.15 9.30
166.20 0.75
167.55 0.03
234.50 0.03

B-CARIOFILENO:

173



Ret.Time 11.017 Scan # 1071 [_ =]
A 1.583.506

]
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189
‘ ‘ 15 204
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34.90 0.08
36.00 0.23
38.95 38.25
40.90 100.00
4280 17.58
4415 1.67
45.15 0.28
47.30 0.10
48.15 0.11
49.05 0.40
50.90 9.42
5290 27.72
5495 31.05
56.15 5.14
57.20 4.84
58.15 1.25
590.20 0.44
60.30 0.18
61.15 0.07
62.85 2.42
65.00 15.02
67.00 31.03
69.00 53.85
70.20 3.34
7120 201
7235 0.21
73.35 0.15
74.10 0.11
75.10 0.58
77.05 29.37
78.95 52.74
80.20 14.44
81.20 22.23
82.25 5.27
83.15 1.82
84.15 0.45
85.20 0.21
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86.25

87.25

91.00

92.90

94.20

95.15

96.15

97.15

98.20

99.20

101.00
103.05
105.05
106.20
107.20
108.20
109.20
110.30
111.20
112.20
113.15
115.05
117.00
119.05
120.15
121.15
122.20
123.15
124.10
126.15
127.90
129.20
130.15
131.15
133.00
134.20
135.20
136.20
137.10
138.10
140.10
141.10
142.10
143.10
144.00
144.75
146.95
148.20
149.25
150.15
151.00
161.00
162.20
163.20
164.25
165.45
173.40
175.10
176.25
177.45
189.10
190.30
191.45
204.20
205.30
206.45
207.45

0.18
0.22
51.60
68.07
10.98
10.28
1.68
0.46
0.11
0.07
0.08
4.16
33.02
16.38
19.28
5.44
8.58
1.06
1.10
0.20
0.14
2.67
3.92
19.89
16.60
10.94
2.73
1.97
0.30
0.13
0.88
0.66
0.43
2.20
35.51
7.70
4.74
2.00
0.62
0.12
0.06
0.22
0.09
0.10
0.16
0.33
12.48
8.05
2.07
0.28
0.10
13.00
2.80
1.10
0.74
0.16
0.11
4.01
1.77
0.18
6.74
0.96
0.08
2.68
0.38
0.09
0.07
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Anexo 04: Cromatografia e composi¢cdo quimica de Thymus vulgaris

Composicao e quantificacao relativa de 6leos essenciais

Shimadzu 14B/QP5050A

Coluna: BPX5 (non polar 5% polysilphenylene)

Temperatura inicial: 60 °C
Temperatura final: 280 °C

Gradiente: 5 °C/min

Thymus vulgaris Lote 10081009

Composicéo %
P-cimeno 14,43
y-terpineno 2,55
linalool 8,49
canfora 2,37
borneol 1,34
terpineol 1,47
timol 62,13
carvacrol 5,08
B-cariofileno 2,15
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PKNO R.TIMEI. TIME F.TIME A/H(sec)

1

© 00 N OO 0o~ W N

MC & TIC 5]

a0

TIC <10

35181633,

2.840
3.265
3.989
5.005
5.538
5.642
8.610
8.748
10.978

2.725
3.192
3.875
4.925
5.458
5.592
8.467
8.708
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3.067
3.392
4.125
5.117
5.592
5.742
8.708
8.925

5.614
4.012
4.047
4.002
3.822
3.819
4.889
4.020

10.900 11.083 3.494

39556017
6985823
23269955
6502017
3670431
4026166
170366118
13942456
5897194

AREA HEIGHT

7046380
1741140
5750477
1624724
960349
1054251
34850028
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1687764

Bl 5

MARK %Total NAME
14.43
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8.49
2.37
1.34
\% 1.47
62.13
\% 5.08
2.15
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35.20
36.20
37.10
38.90
40.00
41.05
42.15
43.05
44.05
45.15
46.15
47.15
49.05
50.15
51.15
52.15
53.15
54.25
55.10
56.05
57.80
58.95
60.10
61.15
62.20
63.15
64.90
66.20
67.35
68.35
69.55
71.10
72.85
74.15
75.20
77.00
78.20
79.15
80.25
81.10
82.25
83.05
84.10
85.05
86.10
87.10
88.20
89.20
91.05
92.15
93.15
94.25
95.20
96.40
97.40
98.40

0.08
0.14
0.35
13.89
5.88
10.11
0.95
3.43
2.20
0.37
0.14
0.13
0.95
3.46
6.56
1.81
2.30
0.19
0.62
0.40
10.29
2.03
0.23
0.54
2.30
4.23
12.00
2.20
0.67
0.69
0.22
0.38
0.12
1.10
0.99
9.72
3.30
3.038
0.31
0.50
0.11
0.23
0.51
0.27
0.37
0.50
0.59
2.86
28.87
2.93
3.14
0.31
0.23
0.15
0.10
0.14

99.40

100.15
100.85
102.05
103.15
104.20
105.15
106.20
107.20
108.25
109.25
110.25
111.25
112.25
113.60
115.05
116.95
119.05
120.20
121.20
126.30
127.35
128.15
129.15
130.15
131.20
134.00
135.20
136.25
138.20
139.20
154.10

0.11
0.06
0.22
2.04
4.51
3.06
3.62
0.38
0.20
0.30
0.11
0.08
0.17
0.08
0.50
7.80
17.11
100.00
7.72
0.48
0.08
0.25
0.29
0.11
0.08
0.30
19.66
1.74
0.18
0.11
0.14
0.14
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34.90
35.90
36.80
38.90
40.90
42.90
44.05
45.10
46.35
47.35
48.15
49.05
50.15
51.15
52.95
55.00
56.15
57.15
58.15
59.10
60.30
62.10
63.10
63.80
65.00
67.00
68.90
71.05
72.15
73.05
73.95
74.95
75.70
77.05
79.05
80.20
81.20
82.85
84.15
85.05
85.95
87.40
89.15
92.65
94.20
95.20
96.15
97.15
98.00
98.80
103.30
104.20
105.15
106.95
108.10
109.15

0.23
0.27
0.39
34.05
100.00
93.49
7.81
2.73
0.23
0.33
0.19
0.68
2.10
5.42
17.00
65.14
9.64
4.56
3.16
3.90
0.30
0.42
0.87
0.14
3.90
23.70
49.76
85.66
5.16
0.67
0.27
0.27
0.19
6.41
16.64
24.54
8.74
14.83
221
0.57
1.78
0.15
0.27
79.92
6.14
2.65
4.94
1.50
0.47
0.40
0.56
0.34
3.36
5.15
1.43
3.76

110.25
111.10
112.25
115.25
117.25
118.10
119.15
121.05
122.20
123.10
124.10
125.10
126.10
127.10
128.10
136.10
137.50
138.30
139.05
154.20
166.20

0.76
1.63
0.19
0.16
0.19
0.13
1.03
11.39
0.73
0.23
0.16
0.16
0.14
0.24
0.14
3.43
0.23
0.14
0.66
0.23
0.14
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38.80
40.05
41.10
42.85
44.10
45.15
45.90
46.95
50.80
52.10
53.10
54.95
57.50
59.10
60.10
62.70
64.90
66.75
69.15
70.20
71.10
73.55
75.15
77.05
78.25
79.20
80.25
81.20
82.25
83.25
84.05
84.95
86.10
87.20
89.00
91.05
92.20
93.20
94.20
95.15
96.20
97.20
98.15
99.30
101.95
103.15
105.00
107.05
108.20
109.10
110.15
111.20
112.05
115.00
116.75
118.20
119.15
120.85
122.15
123.15

14.57
2.53
5.99
3.15
0.57
0.43
0.31
0.04
12.28
3.40
4.73
2.37
3.07
0.43
0.55
5.88
8.98
10.13
0.38
0.05
0.04
2.99
1.21
11.89
3.90
5.55
0.58
0.33
0.05
0.03
0.03
0.08
0.41
0.33
2.66
24.33
2.06
0.89
0.42
0.29
0.03
0.03
0.09
0.05
221
191
6.69
10.39
1.35
0.91
0.11
0.03
0.03
18.79
11.34
0.79
0.91
3.53
0.24
0.03
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125.15
126.90
128.10
129.20
130.95
134.90
136.25
138.55
143.40
144.45
145.25
146.15
149.95
151.20
152.15
153.20
159.20

0.02
0.31
0.64
0.32
0.78
100.00
8.49
0.02
0.01
0.07
0.23
0.15
25.64
2.19
0.21
0.02
0.010
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3495 0.11
3595 0.21
37.10 0.75
38.90 14.60
40.05 9.60
41.10 7.18
42.90 8.17
44.10 3.66
45.25 0.65
46.15 0.16
46.95 0.14
4795 0.14
49.10 0.78
50.10 3.64
51.15 10.52
52.15 3.50
53.10 4.93
54.15 0.89
55.15 2.27
56.20 0.54
57.70 4.10
59.10 0.39
60.40 0.42
61.10 0.40
62.80 5.06
64.90 9.15
66.35 8.29
67.60 3.02
68.50 0.51
69.30 0.39
70.25 0.18
71.25 0.18
72.05 0.28
72.95 1.09
74.15 2.64
75.25 1.00
77.05 14.33
78.30 4.01
79.20 7.85
80.25 0.54
81.15 0.48
82.15 0.14
84.15 0.26
85.20 0.13
86.20 0.34
87.25 0.38
88.10 0.30
89.15 2.15
91.05 23.64
92.25 2.15
93.30 1.35
94.20 0.65
95.05 1.05
96.05 0.19
101.20 0.27
102.85 3.71
105.05 7.78
107.05 13.15
108.30 1.50
109.15 0.77
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110.20
112.20
113.30
115.05
116.80
118.30
119.20
120.20
121.20
122.45
123.45
126.45
127.35
128.20
129.25
131.15
134.90
136.15
137.15
145.10
146.10
147.00
147.90
150.00
151.25
152.55
207.50

0.12
0.20
0.38
12.48
8.30
1.32
0.73
2.03
2.75
0.30
0.10
0.16
0.12
0.34
0.15
0.79
100.00
8.35
0.50
0.15
0.12
0.26
0.62
29.12
2.58
0.17
0.15
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