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RESUMO

A criptococose, em especial neurocriptococose, ¢ uma doenga flngica sistémica causada por
espécies Cryptococcus spp (C. neoformans e C. gattii) e estd associada & elevada letalidade,
principalmente em individuos com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA). Os
antifiingicos utilizados na terapia dessa infeccdo sdo escassos e, além disso, possuem
toxicidade evidente e baixa eficicia, o que motiva a busca por novos candidatos a
antifiingicos. Nesse sentindo o obejetivo do estufo foi realizar uma revisao integrativa, sobre
os Oleos essenciais com acdo sobre espécies de Cryptococcus neoformans. Foi realizada uma
pesquisa bibliogréfica integrativa, de artigos cientificos publicados em periddicos nacionais e
internacionais, utilizando os bancos de dados LILAS, CAPES, BVS, SciELO, Pubmed,
Sciencedirect e MEDLINE, publicados nos dltimos 20 anos (1997-2017). Durante a pesquisa
foram utilizados os seguintes descritores: 6leo essencial, Cryptococcus spp, toxicidade, suas
combinagdes na lingua inglesa, e o booleano AND. Neste estudo foram descritos os dleos
essenciais que apresentam atividade inibitdria contra Cryptococcus spp. Nas buscas realizadas
o 6leo essencial de Ocimum gratissimum apresentou inibi¢ao contra C. neoformans entre 125-
250ug/mL. O ¢leo essencial de orégano (Origanum vulgares) em tr€s amostras testadas
contra C. neoformans apresentou CIM entre 0,16-0,64ul/mL. Em outro estudo o 6leo
essencial de Coriandrum sativum e Foeniculum vulgares apresentaram CIM 64ug/mL e
256ug/mL respectivamente. Laurus nobilis (louro) inibiu o crescimento de 70% das cepas
testadas com CIM de 256ug/mL. Uma pesquisa na literatura revela que 6leo essencial de
Cymbopogon winterians € Thymus vulgares apresentou CIM de 32-256ug/mL e 32-
128ug/mL respectivamente. Além disso, outro estudo comprova a acdo do 6leos essencial de
T. vulgares que para inibir 90% das cepas testas utilizou o 6leo a 0,3%. Em outro estudo
observou atividade de Litsea cubeba e Cymbopogon martini contra isolados de C.
neoformans, para L. cubeba CIM entre 16-512ug/mL e C. martini entre 64-512ug/mL. Duas
espécies do género Eugenia foram testados suas agdes contra C. neoformans e C. gatti, sendo
que Eugenia dysenterica com CIM entre 125-250ug/mL, Eugenia caryophyllus apresentou
CIM do 6leo a 0,09%. A planta cannabis (Cannabis sativa) exibe atividade seletiva para C.
neoformans em uma contracdo inibitéria de 33,1ug/mL. No estudo de toxicidade foi
observado que os 6leos essenciais de Origanum vulgares e Coriandrum sativum apresentaram
baixo sinais de toxicidade. Os Oleos de Ocimum gratissimum, Thymus vulgares e Eugenia
caryophyllus exibiram sinais de toxicidade nas concentragdes testadas. Os demais 6leos sdo
necessarios estudos para determinar sua toxicidade. Na literatura ndo foram encontrados
estudos de clinicos com 6leos essencias para o tratamento de infec¢dao por Cryptococcus spp.
Conclui-se que os dozes 6leos encontrados apresentaram atividade contra Crytococcus spp. O.
vulgares e C. sativum apresentaram baixa toxicidade em relacdo aos demais, para serem
possiveis antifiingicos contra Cryptococcus. Nao foram encontrados estudos clinicos na
literatura, abrindo uma visao para necessidade de realizacdo de novos estudos.

Palavras-Chave: Oleo essencial; Cryprococcus spp; Toxicidade.



ABSTRACT

Cryptococcosis, especially neurocryptococcosis, is a systemic fungal disease caused by
Cryptococcus species (C. neoformans and C. gattii) and is associated with high lethality,
especially in individuals with acquired immunodeficiency syndrome (AIDS). The antifungal
agents used in the therapy of this infection are scarce and, moreover, have evident toxicity and
low efficacy, which motivates the search for new antifungal candidates. In this sense the
objective of the stupor was to perform an integrative review on the essential oils with action
on species of Cryptococcus neoformans. An integrative bibliographic research of scientific
articles published in national and international journals was carried out using LILAS, CAPES,
VHL, SciELO, Pubmed, Sciencedirect and MEDLINE databases published in the last 20
years (1997-2017). During the research the following descriptors were used: essential oil,
Cryptococcus spp, toxicity, their combinations in the English language, and Boolean DNA. In
this study the essential oils that showed inhibitory activity against Cryptococcus spp. In the
searches, the essential oil of Ocimum gratissimum showed inhibition against C. neoformans
between 125-250pg / mL. The essential oil of oregano (Origanum vulgares) in three samples
tested against C. neoformans had MIC between 0.16-0.64ul / mL. In another study, the
essential oil of Coriandrum sativum and Foeniculum vulgaris presented MICs 64pg / mL and
256pg / mL, respectively. Laurus nobilis (laurel) inhibited the growth of 70% of the strains
tested with MIC of 256ug / mL. A research in the literature reveals that essential oil of
Cymbopogon winterians and Thymus vulgaris presented MICs of 32-256pg / mL and 32-
128ug / mL respectively. In addition, another study confirms the action of the essential oils of
T. vulgaris, which, to inhibit 90% of the strains, used the oil at 0.3%. In another study, we
observed the activity of Litsea cubeba and Cymbopogon martini against C. neoformans
isolates, for L. cubeba MIC between 16-512pug / mL and C. martini between 64-512ug / mL.
Two species of the genus Eugenia were tested against C. neoformans and C. gatti, and
Eugenia dysenterica with MIC between 125-250ug / mL, Eugenia caryophyllus had a MIC of
0.09%. The cannabis plant (Cannabis sativa) exhibits selective activity for C. neoformans in
an inhibitory contraction of 33.1pg / mL. In the toxicity study it was observed that the
essential oils of Origanum vulgaris and Coriandrum sativum presented low signs of toxicity.
Ocimum gratissimum, Thymus vulgaris and Eugenia caryophyllus oils exhibited signs of
toxicity at the concentrations tested. Other oils are required studies to determine their toxicity.
In the literature, clinical studies with essential oils for the treatment of Cryptococcus spp. It is
concluded that the twelve oils found showed activity against Crytococcus spp. O. vulgares
and C. sativum presented low toxicity in relation to the others, to be possible antifungals
against Cryptococcus. No clinical studies were found in the literature, opening a vision for the
need to carry out new studies.

Keywords: Essential oil; Cryptococcus spp; Toxicity.
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1 INTRODUCAO

A criptococose é classificada como uma importante micose sist€mica e oportunista,
tendo como agente etiologico as leveduras encapsuladas pertencentes ao reino Fungi, ao filo
Basidiomycota, a ordem Tremellales, classe dos Tremellomycetes, familia Tremellaceae,
género Filobasidiella (Cryptococcus). Difere-se em mais de 40 espécies, sendo que, duas
espécies sdo consideradas de maior importancia patogénica em humanos; sendo elas:
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii. A criptococose vem assumindo um papel
relevante na histéria da SIDA (Sindrome da Imunodeficiéncia Humana Adquirida), e vem
sendo considerada uma das micoses mais comuns diagnosticadas entre os pacientes infectados
pelo HIV (virus da imunodeficiéncia humana) (FAVALESSA et al., 2009; KURTZMAN,
FELL, BOEKHOUT 2011; KWON-CHUNG et al., 2014).

A infec¢do ocorre pela inalacdo de particulas infectantes ou por leveduras dessecadas
presentes no meio ambiente, as quais, depois de inaladas, colonizam o tecido alveolar. No
entanto, em pacientes com defici€ncia imunoldgica ocorre facilmente a difusdo da mesma por
via hematogénica, colonizando vérios 6rgaos, sendo seu principal sitio de infeccdo, o sistema
nervoso central (SNC). A presenca dessa levedura no SNC ¢é responsdvel por quadros de
meningite, encefalite e meningoencefalite (STIE; FOX, 2012a; LIU et al., 2013).

Estudos recentes mostram que cerca de um milhdo de casos de criptococose sio
relatados anualmente, resultando em 600.000 mortes por ano. Além do mais, apresenta grande
importancia epidemioldgica, principalmente em regides com alta incidéncia de infeccdo por
HIV (STIE; FOX, 2012b; ZHU et al., 2014).

O tratamento pode ser dividido em trés fases, inducdo, consolidagdo e manutengdo. A
fase de indugdo tem como finalidade reduzir ou negativar a carga flingica com periodo
minimo de duas semanas. Na fase de consolida¢ao busca-se manter a negativacao e alcangar a
normaliza¢do dos parametros clinico-laboratoriais por pelo menos oito semanas. E a fase de
manuten¢do, também denominada de fase supressdo, depende do estado imunolégico do
paciente e compreende um periodo minimo de um ano. A farmacoterapia atual da
criptococose compreende a anfotericina B e suas formulacdes lipidicas, 5-fluocitosina,
fluconazol, itraconazol e voriconazol. (CONSENSO EM CRIPTOCOCOSE, 2008; PASA,
2011). A anfotericina B (AmB) apesar da sua elevada toxicidade e do surgimento de outros
farmacos antifingicos de amplo espectro, a AmB e suas formula¢des lipidicas continuam

sendo consideradas o “padrdo ouro” dos farmacos. O fluconazol € um composto azélico e tem
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acdo inibitéria sobre a lanosterol-140 desmetilase, a qual interrompe a biossintese do
ergosterol. E utilizado no tratamento de micoses superficiais e invasivas, no tratamento
profilatico e € bem tolerado pelo paciente, quando administrado em altas doses. Porém, o
grande problema do uso deste fiarmaco, assim como, o uso dos demais azdis, é o
desenvolvimento de resisténcia das leveduras a essa classe de farmacos (SCHAARS et al.,
2006, LARRU; ZAOUTIS, 2013).

A fim de encontrar compostos mais eficazes e sem sinais de toxicidade, as plantas
medicinais vém sendo estudadas a partir da producdo dos O6leos essenciais. Esses sdo
produzidos a partir de metabolismo secundério das plantas e considerando importantes em
diversas fungdes necessdrias a sobrevivéncia do vegetal, como o mecanismo de defesa contra
microrganismo. Com tudo os 6leos essenciais possuem uma complexa composi¢do quimica e
sdo considerados fontes de substancias biologicamente ativas (AGRAWAL et al., 2002,
GONCALVES et al.,, 2003, NAKAMURA et al.,, 2004, OLIVEIRA et al., 2006,
PRABUSEENIVASAN et al., 2006, MOREIRA et al., 2007, SAAD et al., 2010).

Os Oleos essenciais possuem promissoras atividades bioldgicas como antioxidante
(SUDIPTA et al., 2017), anti-inflamatéria (MOUHI et al., 2017), inseticida (POLOTOGLU et
al., 2017), larvicida (GOVINDARAJAN et al., 2017), antiparasitaria (SOARES et al., 2017)
e antimicrobiana (PERERA et al., 2016, BOZOVIC, et al., 2017).

Neste caso, faz-se necessdrio pesquisar quais Oleos essenciais ja foram testados nos
ultimos vinte anos, baseando-se em resultados disponiveis na literatura cientifica, contra

diferentes espécies de Cryptococcus.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral
e Realizar uma revisdo integrativa, sobre os 6leos essencias com acdo sobre

espécies de Cryptococcus neoformans.

2.2 Especificos
e Verificar quais 6leos essenciais apresentam atividade contra Cryptococcus,
conforme os valores de Concentracio Inibitéria Minima (CIM) encontrada;
e analisar o perfil de toxicidade dos 6leos que demonstraram sua eficicia;
e investigar se existem Oleos essenciais que tenham estudos clinicos

demonstrando sua efetividade e seguranca.
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3 REFERENCIAL LITERARIO

3.1 Cryptococcus ssp. e Cryptococcus neorformans

Em 1894 na Itélia, pela primeira vez foram isolados os géneros de Crytococcus pelo
pesquisador Sanfelice, sendo identificados como Saccharomyces neeoformans. No entanto,
Jean-Paulo Vuilemin em 1901 identificou que estes organismos ndo sendo capazes de
produzir ascésporos, atributo que define o género Saccharomyces. Sendo denominado como
Cryptococcus neoformans (SRIKANTA et al., 2014).

Crytococcus ssp. possui mais de 40 espécies ubiquamente distribuidas no ambiente. O
género apresentam-se como células globosas ou ovaladas, medindo de 2,5 a 10 um de
diametro, com brotamento tnico ou multiplo e sdo geralmente envoltas por uma capsula de
natureza mucopolissacaridica, com didmetro varidvel de 1 a 30 pum, e que é de grande
importancia para a identificagdo do Cryptococcus (O’MEARA et al., 2014, MAZIARZ,;
PERFECT, 2016).

Cryptococcus neorformans e Cryptococcus gattii sdo 0s principais agentes etioldgicos
da criptococose, porém outras espécies de Cryptococcus, as quais sdo classicamente
consideradas ndo patogé€nicas, como Cryptococcus albidus, Cryptococcus laurentii,
Cryptococcus humicola e Cryptococcus curvatus, estdo surgindo como patégenos
oportunistas ao longo dos anos (BERNAL-MARTINEZ et al., 2010; CLEVELAND,
GELFAND E RAO, 2013).

O Cryptococcus neorformans é considerado um patégeno oportunista encontrado em
frutas, pele de animais, pessoas imunologicamente comprometida, no meio ambiente em
detritos de origem vegetal e animal, e principalmente em excretas de aves, onde permanecer
vidvel por mais de dois anos (LARSSON et al., 2003; PEREIRA; COUTINHO, 2003;
TABOADA, 2004)

A espécie C. neoformans ou Filobasidiella neoformans, no estagio teleomorfico,
possui as variedades sorotipo A (C. neoformans variedade grubii) e sorotipo D (C.
neoformans variedade neoformans), bem como um sorotipo AD hibrido. C. gatti ou
Filobasidiella bacillispora quando no estigio teleomorfico, possui os sorotipos B e C. Com
tudo, apesar de ambas as espécies serem classificadas inicialmente como C. neoformans e C.
neoformans var. gattii, a atual classificacdo indica que a variedade gattii € uma espécie
distinta, sendo conhecida atualmente como C. gattii, enquanto que C. neoformans apresenta

duas novas variedades, conhecidas como C. neoformans var. grubii e C. neoformans var.



neoformans. (Figura 1) (LIN; HEITMAN, 2006; MEYER; TRILLES,
2013).

Sorotipos

Sorotioo A var
arubi

Crypltococcus neaformans L
=— Hibridoc AD

\ Sorotipo D var

Crypltococcus neoformans

neoformans

Soratipo B

Crypfocaccus gatti

Soratipo C

Figura 1: Categorizagdo das espécies do complexo C. neoformans. A figura mostra a
variedades das espécies do complexo C. neoformans, em relacdo ao seu ancestral
comum. Fonte: LIN; HEITMAN, 2006 — adaptado.
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2010; COGLIATI,

O C. neoformans e C. gattii crescem em agar Sabouraud Dextrose formando col6nias

de cor branca a creme, brilhantes, mucoides, de margem lisa, apés 48 a 72 horas. Ambas as

espécies podem crescer na maioria dos meios de cultura para fungos, em temperatura de 30 a

37°C, sob condicdes aerdbias. Microscopicamente sdo leveduras de 3 a 8um de didmetro,

globosas e/ou ovaladas com ou sem brotamentos e uma tipica cdpsula mucopolissacaridica,

que pode ser confirmada em preparagdes com tinta nanquim ou observada ao microscopio de

contraste de fase (CHAYAKULKEEREE; PERFECT, 2006, MORETTI et al.

CHATURVEDI; CHATURVED], 2011; NEGRONI, 2012) (Figura 2).

Figura 2: Isolado de Cryptococcus spp no Hospital Universitdrio Alcides
Carneiro — Campina Grande- PB. A) Leveduras encapsuladas de
Crytococcus spp em tinta nanqulm (Tinta da China). B) Colonia mucoide
de Crytococcus spp em Agar Sabouraud dextrose. Fonte: PROPRIO
AUTOR.

2008;
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3.2 Cryptococose

A criptococose conhecida também como tolurose, doenca de Busse-Buschke e
blastomicose européia € uma micose sist€mica com comportamento oportunista, ocasionada
por leveduras encapsuladas pertencentes ao filo Basidiomycota, classe, Basidiomicetes,
familia Tremellaceae, género Cryptococcus (LACAZ et al., 2002; BOSCO et al., 2016).

Esta micose pode se manifestar tanto como doenga oportunista em pacientes
imunossuprimidos, quanto como doenca primdria em individuo imunocompetentes,
dependendo da espécie infectante, sendo mais frequente em adultos, acometendo dificilmente
criancas. Nao apresentando predilecdo por sexo ou raca (TORRES-RODRIGUES et al.,2003;
IDNURM et al., 2005; CAPILLA et al.,2006).

3.3 Epidemiologia

Cryptococcus neoformans pode ser encontrado em todo o mundo geralmente isolado a
partir de fezes de aves e casca de arvore e causam doenca principalmente em pacientes
imunodeprimido. E uma micose sistémica, com significante morbidade e mortalidade
(ENACHE-ANGOULVANT et al., 2007; PERFECT et al., 2010; BYRNES et al., 2011;
MAZIARZ; PERFECT, 2016).

A criptococose estd entre as cinco doencgas que causam as maiores taxas de morbidade
em pacientes com HIV/SIDA em todo o mundo. Sem o uso da terapia anti-retroviral, as taxas
de mortalidade sdo extremamente elevadas em pacientes com HIV e meningite criptocdcica
(CHANG et al., 2013).

No Brasil, a criptococose incide em todas as regides do pais, e foi verificada a
propagacdo da infeccdo por C. gattii no norte do Brasil, mostrando que a distribuicao
geografica da espécie gattii € muito mais ampla do que o relatado na literatura (MARTINS et
al., 2011, GULLO et al., 2013, FAVALESSA et al. 2014).

Na Regiao do nordeste foram notificados 62 casos de criptococose entre 2006 e 2010
na Bahia, um caso em um ano de estudo em um Hospital Universitdrio em Pernambuco. No
Piaui e Maranhdo foi detectado 63 casos de meningite criptocdcica. A ocorréncia de
criptococose tem sido relatada em estados da regido sudeste, como Espirito Santo, Minas
Gerais e Sdo Paulo (NOBRE et al. 2003; MATSUMOTO et al. 2007; RIBEIRO;
NGAMSKULRUNGROIJ 2008; COUTO et al. 2011; MATOS et al. 2012).



19

Em hospitais de Jodo Pessoa-PB foi estabelecido pelo Ministério da Saude
diagnosticados 25 casos de criptococose, sendo 23 casos de neurocriptococose, 1 caso de
neurocriptococose mais a forma pulmonar e 1 caso de criptococose cutanea, com prevaléncia
de 12,2%. Quanto a origem dos pacientes, 40% habitavam a Mesorregido da Mata Paraibana,
24% o Agreste Paraibano e 8% o Sertdo Paraibano, do remanescente, 8% pertenciam ao

Estado de Pernambuco e em 20% ndo houve registro (SOUSA, 2014).

3.4 Patogénese e Manifestacoes clinicas

A criptococose € ocasionada principalmente apds a inalagdo de propagulos infecciosos
(células de levedura encapsuladas ou basidiésporos) presente no ambiente, com deposi¢ao nos
alvéolos pulmonares, em seguida migrando para outros locais do corpo, em especial o Sistema
Nervoso Central-SNC (CHANG et al., 2013; KWON;CHUNG et al., 2014).

Em imunocompremetidos o fungo pode disseminar-se dos pulmdes para o SNC. A
auséncia de uma eficaz resposta imune mediada por células resulta em uma alteracdo na
fagocitose de Cryptococcus spp, ocasionando em dissemina¢do e aumento da carga de
leveduras (EISENMAN et al. 2007, JACKSON; POWDERLY, 2007).

O quadro clinico exibido pelo paciente estd intimamente relacionado 4 dois fatores: 4
condi¢do imunolégica do individuo e & viruléncia do fungo, visto que as espécies de
Cryptococcus spp, sdo geneticamente diferentes como também diferem quanto 4 resposta ao
tratamento antifingico. Avalia-se aproximadamente 625 mil mortes por ano, de casos com
meningite criptococdcia associado aos pacientes portadores de HIV (SANTOS et al., 2012;
COGLIATI, 2013; GULLO et al., 2013; SANTOS, 2015).

A criptococose pode manifestar-se também por meio de lesdes cutineas (Figura 4).
Essas ocorrem geralmente por disseminagdo hematogénica (criptococose cutanea secunddria -
CCS), ou de forma rara e localiza, por inoculagdo do fungo de modo traumatico (criptococose
cutanea primaria — CCP). As lesOes geralmente sdo multiplas acometendo principalmente a
face, sendo representada por mdculas avermelhadas, papulas, pustulas, nédulos ou ulceras

(TRILLES et al., 2004; KUMAR et al., 2005; XIUJIAO; XU, 2005)
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Figura 3: Criptococose, lesdes cutineas.
Fonte: http://www.scielo.br/img/revistas/rimtsp/v48n6/al 1fig01.ipg

3.5 Diagnostico laboratorial

O diagnostico da criptococose requer avaliagdo clinica e laboratorial, sendo a
laboratorial determinante da criptococose, realizando por isolamento em meio de cultura ou
deteccdo direta do fungo por meio da coloracdo de Tinta da China em fluidos corporais.
Técnicas moleculares também podem ser utilizadas, porém ainda apresentam aplicacao
restrita no diagnostico clinico. (LACAZ et al., 2002; QUEIROZ et al.,2008; MAZIARZ;
PERFECT, 2016).

Para a pesquisa direta e cultura de leveduras podem usar amostras como liquor, escarro,
lavado bronquio, aspirados de lesdes cutaneomucosas, urina, macerados de tecidos obtidos de
bidspia, secrecdo prostitica e sangue periféricos. O liquido céfalo-raquidiano (LCR)
representa a amostra de escolha, uma vez que o agente etioldgico apresenta tropismo pelo
sistema nervoso central. Varios meios sdo usados para o cultivo desta levedura, entretanto os
mais utilizados sdo dgar Sabouraud-dextrose, dgar semente de Niger (alpiste) ou semente de
girassol, 4gar dopamina, dgar batata cenoura e extrato de malte. (CORREIA et al.,2002;
LARSSON et al., 2003; NAMIQ et al., 2005).

A analise microscopica de células de leveduras encapsulados € realizado através tinta da
China (Figura 5) que fornece um diagndstico diferenciado, ridpido e barato, sendo
especialmente importante na clinica sugestiva de meningite criptococécica. Para a
visualizacdo das leveduras por esse método consiste no afastamento das particulas da tinta
pela cdpsula, formando um halo claro em toda a célula, tornando o diagnéstico mais dificil

quando se trata de linhagens acapsuladas (KOMMERS et al., 2005).


http://www.scielo.br/img/revistas/rimtsp/v48n6/a11fig01.jpg
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Figura 4: Células de Cryptococcus em tinta da China
Fonte: http://www.scielo.br/img/revistas/jbpml/v40n5/a03fig02.gif

Para andlise histoldgica utiliza colorac@o de rotina ou alternativas em biospias como HE
(hematoxilina-eosina), PAS (dcido peridédico de Schiffer), Azul de Alciano, Metenamina
argénica, Marsson-Fontana e pelo eletivo Mucicarmin de Mayer o qual cora a cdpsula flngica
em vermelho. Quando corado pelo HE mostram as células esféricas, ovais ou elipticas, com
paredes fina résea ou azul pédlido com 5 a 15 um de diametro. As capsulas ndo se coram
devido a sua natureza mucopolissacaridica, permanece um halo claro (Figura 6) (LACAZ et

al., 2002; MENEZES et al., 2002; NAMIQ et al.,2005; BIVANCO et al., 2006).

<8
|

Figura 5: Aspecto microscépico de segmento de pulmdo afetado pelo Cryptococcus
neoformans. Os fungos estdo separados entre si por espessa cdpsula mucopolissacaridica,
ndo individualizdvel na colora¢do de Hematoxilina e Eosina (HE). Fonte:
http://anatpat.unicamp.br/DSCN1107++.jpg.

Para a pesquisa de antigenos capsulares usa-se Aglutinacido do Létex, sendo detectados
os principais soros tipos das leveduras (A, B, C, D, e AD). Com tudo esse teste detectam

polissacdrideos ou proteinas fungicas, sendo principalmente o polissacarideo


http://www.scielo.br/img/revistas/jbpml/v40n5/a03fig02.gif
http://anatpat.unicamp.br/DSCN1107++.jpg
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glucuronoxilomanana (GXM), que sdo encontradas no sangue e liquido cefalorraquidiano no
caso de meningite criptocdcia. (CRUZ, 2010, KOZEL; WICKES, 2014).

O teste de Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) foi desenvolvido para determinacdo de
antigenos e anticorpos, € uma técnica mais sensivel quando comparado ao teste do latex,
sendo detectado em titulos mais baixos e precocemente na infec¢io, sendo mais especifico,
pois ndo sofre interferéncia do fator reumatoide. (MORETTI et al., 2008; SILVA;
GAGLIANTI, 2014).

Outro teste também muito utilizado para deteccdo de antigeno € o ensaio de fluxo
lateral- LFA (Crag LFA). E um teste apropriado para uso em ambientes de recursos
restringindo, j4 que ndo requer energia ou dgua limpa, € de baixo custo, ndo necessita de
refrigeracdo, e sendo de fécil utilizagdo, ndo necessitando de formagdo. O teste funciona com
o soro ou sangue total e fornece o resultado rapido, cerca de 10 minutos. Devido a eficdcia e
rapidez do teste, aliado ao baixo custo tornou possivel a utilizacao desse teste para diagndstico
em setor de triagem, além do facil rasteio em paciente com imunodeprimidos (GATES-

HOLLINGSWORTH; KOZEL, 2013; KOZEL; WICKES, 2014).

3.6 Fatores de viruléncia

Os principais fatores de viruléncia sdo a formacgao da cdpsula, a producdo de melanina,
e a termotolerancia da cdpsula polissacaridica antifagocitica. A capsula € considerada um
fator de viruléncia essencial com multiplos efeitos na imunidade do hospedeiro, protege a
célula da fagocitose e de citocinas induzidas pelo processo fagocitico, podendo aumentar de
tamanho com a exposi¢do aos tecidos e fluidos corporais. A produ¢cdo de melanina acontece
através de uma enzima fenoloxidase ligada a membrana e deposita na parede celular.
Acredita-se que a melanina melhora a integridade da parede celular, dificultando ainda mais a
fagocitose. Cryptococcus tem a capacidade de crescimento em a 37°C. (GOMPERTZ, 2008;
MAZIARZ; PERFECT, 2016).

As enzimas extracelulares liberadas durante o processo de infeccdo também
contribuem para a viruléncia do Cryptococcus a urease e fosfolipase, por exemplo, é uma
enzima capaz de catalisar a hidrdlise da ureia em amoniaco e carbomato, com isso essa
conversao € essencial para sobrevivéncia da levedura. Ainda a urease ajuda na disseminagao

da levedura para o SNC, ji4 que causa o rompimento da barreira hematoencefilica

(ALMEIDA et al. 2015).
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Quanto a produgcdo de melanina alguns estudos demostra a relacdo com os genes
LACI e LAC2, sendo os responsaveis por codificar duas lacases envolvidas no processo de
sintese da melanina. Em caso de delecio do gene LACI impede a sintese de melanina

(ALMEIDA et al. 2015; SANTOS 2015).

3.7 Tratamento

A escolha da alternativa do antifingico para o tratamento da criptococcose depende da
avaliacdo das estruturas anatdmicas acometidas e do estado imunoldgico do paciente.
Atualmente para tratamento da criptococose € realizado os antiftingicos: anfotericina B,
fluconazol, voriconazol, Itraconazol e a 5-fluocitosina (CICHON et al., 2011; ALMEIDA;
MACHADO, 2014).

O tratamento da inicio a partir do diagnédstico, sendo dividido e caracterizado em trés
fases: fase de indugdo, consolida¢do e de manutencdo. Na fase de indug@o ou ataque, é
composta pela associagdo de anfotericina B (AmB) (0,7 - 1,0 mg/Kg/dia) e 5-fluocitosina
(100 mg/Kg/dia). No entanto, no Brasil, ndo ha comercializacdo da fluocitosina. Apesar da
sua elevada toxicidade a anfotericina B (AmB) e suas formulacdes lipidicas continuam sendo
consideradas o “padrdo ouro” dos farmacos antimicdticos disponiveis para uso clinico. O seu
mecanismo de acdo consiste na ligagdo da molécula ao componente lipidico (ergosterol) da
membrana celular fingica, causando abertura de poros e consequentemente um desequilibrio
i0nico e morte celular. Embora, a AmB interage também com colesterol da membrana
plasmatica de humanos e, por isso, gera grande citotoxidade renal e hepatica (CATALAN et
al., 2006; SANGLARD et al., 2009; JARVIS et al., 2009; PERFECT et al.,, 2010;
SANGALLI-LEITE et al.,, 2011; RANG et al.,, 2012; GULLO et al.,, 2013; LARRU;
ZAOUTIS, 2013; LOYSE et al., 2013; MESA-ARANGO et al., 2014; TSENG et al., 2015).

Na fase de consolidacdo tem com objetivo manter a negatividade da infecgdo e
normalizar parametros clinicos e laboratoriais, a terapia segue com a administragdo de
farmacos da classe dos azéis, sendo o uso do fluconazol (FCZ) (400- 800 mg/Kg/dia) o
farmaco de escolha, por um periodo de oito semanas. Seu mecanismo ocorre pela inibi¢dao
sobre a lanosterol-140 desmetilase, a qual € responsavel pela conversdo do lanosterol em
ergosterol; desta forma, interrompe a biossintese do ergosterol, componente fingico essencial
para a formacdo da membrana plasmdtica celular. Entretanto, o grande problema do uso deste

farmaco, assim como, o uso dos demais azodis, € o desenvolvimento de resisténcia das
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leveduras a essa classe de farmacos (SCHAARS et al, 2006; CONSENSO EM
CRIPTOCOCOSE,2008; PERFECT et al., 2010; RANG et al., 2012, GULLO et al., 2013;
LOYSE et al., 2013; TSENG et al., 2015).

A terapia de manutenc¢do consiste na terapia profildtica, onde o individuo recebe doses
continuas de antiftingico, por no minimo um ano, variando de acordo com a condi¢do do
paciente, para evitar recidivas, € utilizado o FCZ em doses menores (200 — 400 mg/Kg/dia).
Em casos de tratamento de infeccio pulmonar, € comum a substituicio do FCZ por
itraconazol, porém este azol nao € indicado para tratamento de infec¢cdes do SNC, devido nao
ter capacidade de penetracdo na Barreira Hematoencefalica, por causa da sua polaridade. No
casso de meningite a substituicdo para o fluconazol é a administracdo de voriconazol, que
combate a proliferacio flngica e atinge o nivel terapéutico adequando no liquido
cefalorraquidiano (PERFECT et al., 2010; CONSENSO EM CRIPTOCOCOSE, 2008; RANG
et al., 2012; GULLO et al., 2013; LOYSE et al., 2013; TSENG et al., 2015)

3.8 Resisténcia

O uso generalizado e prolongado de antifingicos pode resultar, ndo somente ao
desenvolvimento da tolerdncia em relacio ao farmaco em uso, mas também no
desenvolvimento da resisténcia a outros compostos ndo relacionados, denominado como
resisténcia a multiplas drogas (MDR) (PRASAD; RAWAL, 2014).

O estudo da resisténcia de Cryptoccoccus spp aos antiftingicos tem sido descrita nos
ultimos anos. Quanto a anfotericina B sao raros os isolados clinicos resistentes, com tudo ha
relatos de resisténcias decorrentes de mutacdo no gene ERGI1, o que leva a mudancas
estruturais da enzima lanosterol 14- o desmitilase e consequentemente alterando na sintese de
ergosterol. Diante disso, a resisténcia da AMB estd associada ao aumento ou redug¢do no
ergosterol da célula fungica. As modifica¢des fenotipicas decorrentes da baixa exposi¢cao de
C. neoformans a2 AMB por um curto periodo de tempo, podem causar alteracdes no
metabolismo lipidico reduzindo o contetudo de ergosterol na membrana (MAY et al., 2015).

Dentre os mecanismos de resisténcia antifiingica do C. neoformans esta a resisténcia
associada a alteragdes na enzima lanosterol 14a desmetilase, alvo para essa classe de
antifiingico que ocorre devido a super expressao de proteinas de transporte da familia ABC
(ATP-Binding Cassette) e os transportadores MSF (Major Superfamily Facilitator), que
conferem resisténcia a muitos compostos, resultando na diminuicdo das concentragdes

intracelulares dos farmacos. Os transportadores ABC constituem uma grande familia de



25

transportadores dependentes de ATP que bombeam aminodcidos, peptidios, proteinas, ions
metélicos, varios lipidios, sais biliares e muitos outros compostos hidrofébicos, incluindo
drogas, para fora das células e contra um gradiente de concentragdo (LEHNINGER, 2006;
CANNON et al., 2009).

3.9 Oleos Essenciais (OE)

Os dleos essenciais sdo compostos volateis, naturais, caracterizados por um odor forte
e formados por plantas aromdticas como metabdlitos secundarios, em resposta a estressores,
com isso, as condicdes de crescimento podem afetar a produtividade e o teor do OE. Os 6leos
essenciais desempenham diferentes fungdes protetoras para as plantas por serem antissépticos
e biocidas. S3o conhecidos por apresentarem atividade antifiingica, bacteriana e virucidas.
Aproximadamente, 3000 tipos de O6leos essenciais sao conhecidos, e destes, 300 sdo
comercialmente importantes para industria farmacéutica, agrondmica, alimenticia, sanitdria,
cosmético e de perfumes (BAKKALI et al., 2008; LIMA et al., 2011; CALO et al, 2015).

Virias técnicas tém sido empregadas na extracdo destes 6leos, como hidrodestilacdo,
destilagdo por arraste a vapor d’agua, extracdo com solventes organicos ou com CO2
supercritico. O método de extracdo que melhor preserva as caracteristicas quimicas e
organolépticas dos OEs ¢ a destilagdo por arraste a vapor d’adgua, o que tornou este processo
extrativo o mais utilizado convencionalmente (SILVA et al., 2012; ASBAHANI et al., 2015).

Os produtos naturais vém sendo estudado em larga escala, através dos dleos essencias,
com isso a importancia de desenvolver uma melhor compreensdo do seu mecanismo de agdo.
A atividade antimicrobiana dos (OEs) de plantas tem sido estudada, abrangendo inibi¢do de
espécies de fungos e bactérias avaliados, como aqueles deteriorantes de produtos cosméticos,
medicamentos, alimentos (CARSON; RILEY, 2002; BURT et al., 2004; OLIVEIRA et al.,
2004; MOREIRA et al., 2010).
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4 PROCEDIMENTO METODOLOGICO

A pesquisa trata-se de um estudo de revisdo integrativa da literatura, desenvolvido
com a finalidade de reunir e sintetizar achados de estudos realizados, mediante diferentes
metodologias, com o intuito de contribuir para o aprofundamento do conhecimento relativo ao
tema investigado (SOARES et al., 2014).

A coleta de dados foi realizada a partir das bases de dados Eletronic Libary Online
(SCIELO), PUBMED, Biblioteca Virtual em Saide (BVS/M), Medical Literature Analysis
and Retrieval Sistem Online (MEDLINE), Science direct, LILACS e CAPES. A busca foi
conduzida utilizando-se os seguintes descritores Cryptococcus, 6leos essenciais e toxicidade,
suas combinacOes na lingua inglesa e o operador booleano AND. Os cruzamentos realizados
foram Cryptococcus AND o6leos essenciais, Toxicidade AND 6leos essenciais e Cryptococcus
AND estudo clinico.

Para elaboracdo da revisdo integrativa foi realizada etapas sendo elas: 1)
estabelecimento do objetivo da revisdo; 2) selecdo da amostra; 3) estabelecimento dos
critérios de inclusdo e exclusdo; 4) andlise dos dados; 5) interpretacdo dos resultados; 6)
apresentacao da revisdo.

Os critérios de inclusdo adotados foram artigos publicados em inglés ou portugués,
nos ultimos vinte anos (1997-2017), dissertacdes e teses, disponiveis online, na integra e
publicada em periddicos nacionais e internacionais, periddicos de revisdo de literatura e
ensaios clinicos que apresentassem como temas principais. Os critérios de exclusao serdo os
artigos que com idiomas diferentes dos estabelecidos, com acesso mediante pagamento, 0s
estudos que nao estavam em conformidade com o assunto.

Com isso todo o material obtido foi submetido a leitura, a fim de identificar os artigos
que se enquadram nos critérios de inclusdo. A organizagdo e a andlise dos dados servirao
como base para realizar, nesta revisao integrativa, uma discussdao fundamentada em resultados
cientificos.

Ao se obter acesso as bases de dados escolhidas, foram encontrados 60 artigos nos
quais apds o refinamento com os critérios de inclusdo e exclusdo, chegou-se ao niimero de 45
artigos, que atenderam rigorosamente aos critérios, e destes, 19 estudos foram excluido por
apresentar duplicidade. Deste modo, das 45 publicacdes encontradas, 26 abordavam o tema e
foram selecionados para compor a revisdo integrativa. Dentre os artigos selecionados,

utilizando o operador booleano AND, 14 artigos eram Cryptococcus AND Oleos essenciais,
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12 toxicidade AND oleos essenciais € nenhum artigo encontrado com Cryptococcus AND

estudo clinico. A Tabela 1 apresenta os resultados da estratégia de busca por meio das fontes

consultadas.

Tabela 1. Estratégia de Busca Eletronica.

Descritores Fontes consultadas
PUBMED | Scielo | LILACS | MEDLINE | Science | BVS/M | CAPES
direct
Cryptococcus 04 01 - 03 03 06 04
AND dleos
essenciais
Toxicidade 03 04 02 03 02 05 05
AND dleos
essenciais
Cryptococcus - - - - - - -
AND estudo
clinico
Total 07 05 02 06 05 11 09 45
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Na presente revisdo integrativa, analisou-se vinte e seis artigos que atenderam aos
critérios de inclusdo previamente estabelecidos. Sendo assim, de acordo com as estratégias de
busca eletronica obteve-se um resultado de 7 produ¢des na PubMed, 5 artigos na Scielo, 2 na
LILACS, 6 no MEDLINE, 5 producdes na Sciencedirect, 11 na BVS e 9 no periodico da
CAPES. No qual constatou-se que 12 artigos foram publicados em periddicos nacionais e 14
publicados em periddicos internacionais.

Verificou-se que 21 dos artigos sdo apresentados os objetivos do estudo de forma
clara, ou seja, possibilitam o facil entendimento do leitor; em 5 ndo relatam adequadamente os
objetivos do estudo, apresentando medidas diferentes dos demais artigos, dificultando sua
analise.

Os periodos que apresentaram maiores nimeros de publicacdes foram nos anos de
2012 e 2015 apresentaram 5 artigos publicados a cada ano,no ano de 2016 apresentou 4
artigos e no ano de 2017 apenas 3 artigos foram publicados, os demais em anos inferiores.

Os estudos foram mais desenvolvidos na regido centro oeste e sul do Brasil, no qual
podemos destacar Goiania-GO e Porto Alegre-RS. Com relacdo a titulagdo, a maioria dos
autores € docente, mas também profissionais do servico apresentam um percentual de
destaque em relagdo as demais titulagdes. Os demais autores, ndo docentes sdo: graduandos,
especialistas, mestrandos, mestres, doutorandos e doutores.

Em meio aos artigos selecionados, é possivel fazer uma analise sobre os o6leos
essencias com acao sobre espécies de C. neoformans, analisar o perfil de toxicidade dos 6leos
e a existéncia estudos clinicos demonstrando sua efetividade e seguranca. No Quadro 1
apresenta os Oleos essenciais com atividade significante para Cryptococcus, seus compostos

majoritarios e suas Concentragdes Inibitéria Minimas.
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Quadro 1: Os 6leos essencias testados contra Crypcoccus spp. seus compostos majoritarios e respectivas
Concentracdes Inibitéria Minima (CIMs).

Oleos Essencias

Ocimum
gratissimum

Origanum
vulgare

Coriandrum
sativum

Foeniculum
vulgares

Laurus nobilis

Cymbopogon
winterianus

Thymus
vulgares

Litsea cubeba
Cymbopogon
martini
Eugenia
dysenterica

Eugenia
caryophyllus
Cannabis sativa

Nomes
populares
Alfavaca-cravo

Orégano

Coentro

Funcho

Louro

Citronela

Tomilho

Pimenta chinesa
Palmarosa

Cagaita

Cravo-da-india

Maconha

Compostos
majoritarios
Eugenol, a-
bisaboleno e
timol.

Carvacrol, a-
terpinol, linalool
€ y-terpenene.
Canfora, acetato
de ciclo-
hexanol,
limonene ¢ a-
penene.
E-anetol, o-
phellandreno, a-
pineno e
fenchone.
Isoeugenol,
mirceno,
chavicol,
metileugenol,
linalol,
cariofileno e
limoneno.
Citronelol,
citronelal e
geraniol.

Timol, cravacol,
linalol e p-
cimeno.

Citral
Geragiol

B-cariofileno, A-
humuleno,
limoneno, o-
theyne e a-
teroineol.
Eugenol e B-
cariofileno.
a-humuleno, B-
cariofileno e
oxido
cariofileno.

CIM

125 -250p g/ml

OE;: 0,64pg/ml
OE;: 0,16ug/ml
OE3. 0,64pg/ml

32 - 64 pg/ml

128- 256 pg/ml

0,32-0,64 pg/ml

256 - 512 pg/ml

32 -256 pg/ml
32-128 pg/ml

0,09%

16 - 512 pg/ml
64 - 512 pg/ml

125 - 250 pg/ml

0,04%

33,15 pg/ml

Referéncias
(Lemos et al.,
2005)
(Vale-Silva et
al., 2012)
(Queiroz 2012;
Darughe;
Barzegar; sahari
2012)

(Queiroz, 2012;
Cabral et al.,
2017)

(Pinheiro, 2014)

(Nunes, 2014)

(Nunes, 2014,
Santos, 2016)

(Tremia, 2015)
(Tremia, 2015)

(Costa et al.,
2000)

(Santos, 2016)

(Wanas et al.,
2016)

Fonte: Autores.
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A espécie Ocimum gratissimum L.(Lamiaceae) (figura 6) popularmente conhecida
como alfavaca-cravo e suas folhas e sdo arométicos e usados nas praticas de medicina caseira,
e também como excelente condimento em culindria (MATOS, 2007). Lemos et al.(2005)
analisaram atividade antifingica do OE de O. gratissimum frente as cepas de C. neoformans,
deste modo utilizou 25 cepas para determina¢do da CIM. O OE apresentou uma inibi¢ao de
8% dos isolados na CIM: 125ug/mL, para inibir 50 € 90% dos isolados foram observados uma
CIM: 250pg/mL. Sabe-se que o 6leo essencial é composto por 21 fitoconstituintes, sendo os

principais compostos eugenol (57,82%), seguido de a-bisaboleno (17,19%), e timol (9,8%).

Figura 6: A: Ocimum gratissimun L(alfavaca-cravo) e B: Origanum vulgare(orégano).
Fonte: Lorenzi; Matos 2000.

O orégano (Origanum vulgare L., familia Lamiaceae) (Figura 6) € uma planta
condimentar que além de apresentar propriedades aromdticas apresenta também propriedades
antimicrobianas e antioxidantes, que atuam como conservantes naturais inibindo o
crescimento de microrganismos. No estudo de Vale-Silva et al., (2012) teve como objetivo
determinar a composi¢do quimica e avaliar a atividade antifingica do OE de O. vulgares.
Foram usadas trés amostras do OE das partes aéreas da planta (amostra 1 e 2 Viseu e 3
Soure). No qual o 6leo 1 e 3 apresentou CIM de 0,64 uL/mL, amostra 2 CIM: 0,16uL/mL
frente a cepa de C. neoformans. Os trés Oleos exibiram atividade fungicida de amplo

espectro, sendo o 6leo 2 o mais potente apresentando Concentracdo Letal Minima (MLC)
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entre 0,32 e 1,25 pL/mL, o menos potente foi a amostra 3 onde MLC entre 0,32 e 20,0
pL/mL. Os principais componentes do 6leo sdo carvacrol, a- terpinol, linalool e y-terpenene.
As diferencas quantitativas quimicas foram encontradas entre as amostras de OE, enquanto as
trés amostras exibiram uma potente atividade fungicida, as suas poténcias variam de acordo
com as concentracdes de substincias presentes. A poténcia fungicida aumenta se a
concentragdo de carvacrol estiver acrescida, por outro lado pode se correlacionar o y-

terpineno com a inibicao da filamentacao.

Figura 7: A: Foeniculum vulgares (Funcho); B: Coriandrum sativum (Coentro)
Fonte: Lorenzi; Matos 2000.

Coriandrum sativum L.(figura 7) popularmente conhecido como coentro, uma
hortalica de importancia culindria no pais, € empregado como condimentos de intenso aroma
sendo consumido in natura. O O6leo essencial de Foeniculum vulgares Mill( figura 7),
conhecida como funcho, ambas s@o pertencentes a familia Apiaceae/Umbelliferae, onde o F.
vulgares € a planta mais conhecida da familia (JOLY, 2002). Nos estudos elaborados por
Queiroz, (2012) o 6leos essencial de C. sativum e F. vulgares apresentaram CIM 64 ng/mL e
256 ng/mL respectivamente, onde houve capacidade de inibir 100% do microrganismo, além
disso, em concentragdes menores houve inibicio de uma porcentagem das leveduras. Em
outro estudo elaborado por Cabral et al. (2017) com o OE de F. vulgares Mill, comprova sua
acdo antifingica contra as cepas de C. neoformans, no qual apresentou CIM variando 0,32-
0,64uL/mL, sendo determinada seu principais constituintes E-anetol, a-phellandreno, o-

pineno e fechone. Darughe; Barzegar; Sahari (2012) analisaram o OE de C. sativum quanto a
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atividade antifiingica e os principais constituintes presentes, sendo canfora, acetato de ciclo-

hexanol, limonene e a-penene.

o e ‘
Figura 8: Laurus nobilis L. (Louro).
Fonte: Lorenzi; Matos 2000.

Laurus nobilis L.(figura 8) pertence 4 familia Laureaceae, é uma planta aromatica de
pequeno porte, conhecido popularmente como louro. As folhas secas sdo muito usadas no
preparo de alimentos, e o 6leo essencial, ¢ um complemento valioso no aroma de vérios tipos
de alimentos (PATRAKAR; MANSURURIYA; PATIL, 2012). As propriedades
antimicrobianas e inseticidas tornaram o uso dessa planta frequente para a conservagdo de
alimentos pela industria (GULCIN, 2006). Pinheiro, (2014) avaliou a atividade antifingica in
vitro do 6leo essencial de Laurus nobilis que apresentou atividade contra as cepas de C.
neoforman, exibiu inibicdo do crescimento flngico sobre 70% das cepas, tendo a CIM
estabelecida em 256ug/mL. O OE apresentou presenca de sete fitoconstituintes majoritarios
responsdvel pela acdo fungica, isoeugenol, mirceno, chavicol, metileugenol, linalol,

cariofileno e limoneno.
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Figura 9: A: Cymbopogon winterianus (Citronela), e B: Thymus vulgares (tomilho).
Fonte: A: Préprio autor; B: Lorenzi; Matos 2000.

O o6leo essencial de Cymbopogon winterians (citronela) (Figura 9) possui uma
diversidade de aplicagcdo sendo eles: repelentes, larvicida, ansiolitico, analgésico e relatos de
acdo de atividade antifingica e antibacteriana. (MENDONCA et al. 2005, MARTINS 2006,
QUINTANS; JUNIOR et al. 2008; OLIVEIRA et al. 2011 ). E uma planta pertencente a
familia Poaceae ou Gramineae (EVANS, 1996). C. winterians produz um OE que contém,
entre outras substancias, citronelol, citrornelal e geraniol.

O Thymus vulgaris (tomilho) (Figura 9) é uma planta pertencente a familia Labiatae
(NAGHIBI et al., 2005), o seu OE extraido de folhas e flores frescas, ¢ comumente utilizado
pela inddstria cosmética, alimenticia e em fitoterapicos (OZCAN; CHALCAT 2004, LEE et
al. 2005, KHAZALIE et al. 2008). Na sua composi¢ao sdo encontrados timol e cravacrol como
componentes majoritarios. Segundo os estudos realizados por Nunes (2014) as atividades de
OE de C. winterianus e T. vulgaris avaliadas em isolados de C. neoformans, mostraram que
C. winterianus apresentou CIM que variaram de 32 a 256ug/mL, T. vulgaris, de 32 a
128ug/mL. Para C. winterianus, a maioria dos isolados (62,5%), apresentou CIM de 128
pg/mL. Para T. vulgaris, a CIM a qual 50% e 90% dos isolados foram de 64ng/ mL e 128ug/
mL, respectivamente.

Além disso, outro estudo comprova a a¢do do 6leo essencial de 7. vulgares, Santos
(2016) observou que para inibir 50% dos isolados era necessario CIM 6leo a 0,04%, ja para
inibir 90% dos isolados utilizaria CIM 6leo a 0,30%. Além do carvacrol e timol foram
detectados outros componentes quimicos sdo eles: linalol e p-cimenro como constituintes

majoritarios do OE de T. vulgares.



34

Os estudos desempenhados por Teixeira (2015) e Nobrega (2017), nos quais foram
analisadas as acOes antiftingicas dos fitocontituintes Timol e Carvacrol, observou-se CIM
variando 20pg/mL a Slpg/mL para o timol e 25pug/mL a 8lpg/mL para o carvacrol,
apresentaram ac¢ao antifiingica contra cepas de C. neoformans. Esse estudo corrobora a andlise
realizada por Nunes (2014) e Santos (2016) em que o timol e carvacrol sd@o os principais
constituintes do dleo essencial de Thymus vulgares, comprovando sua eficicia.

Tremia (2015) determinou a atividade antifiingica dos dleos essencias de Listsea
cubeba e Cymbopogon martini (Figura 10). Os OEs foram extraidos do fruto de L. cubeba e
das folhas de Palmarosa (C. martini) e seus constituintes majoritdrios, citral e geraniol
respectivamente. Na pesquisa foram usados 15 isolados de C. neoformans e duas cepas
padrdo. Para OE de L. cubeba exibiu CIM entre 16 e 512ug/mL, sendo que para CIMsq foi
igual a 64 pg/mL e a CIMy, foi igual a 128 pg/mL, C. martini exibiu CIMs entre 64 a 512
pug/mL, com CIMsg igual a 256 pg/mL e CIMg, igual a 512 pg/mL.

o

Figura 10: A: Litsea cibeba ( Pimenta chinesa) B: Cboogo martini (Pmorosa). ‘
Fonte: ZhongWeiHorticulturalProducts 2014; B:SnowLotus 2014.

Costa et al. (2000) estudou a acdo do OE de Eugenia dysenterica (Cagaita) (figura 11),
em que foi extraida das suas folhas por hidrodestilacdo. O 6leo essencial era um mistura com
mais de 50 compostos, 42 foram identificados, correspondendo a 87,8% total do 6leo, sendo
seus principais - cariofileno, o- humuleno, limoneno, a- thujene e o- terpinel. Para
determinar sua acdo foram usados 35 cepas de C. neoformans e duas de C. gatti, sendo o 6leo

contra para Cryptococcus, apresentando CIM que variou entre 125 - 250pg/mL.
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Figura 11: A:Eugenia dysenterica (cagaita), B: Eugenia caryophyllus (Cravo-da-india)
Fonte: <http://biologo.com.br/plantas/cerrado/cagaita.html> :; Lorenzi; Matos 2000.

Em outro estudo foi analisado outra espécie do género Eugenia (Eugenia caryohyllus),
segundo Santos (2016) OE de E. caryophyllus(figura 11), pertence a Familia Myrtaceae,
conhecida na culindria como cravo-da-india. Os botdes florais sdo secos a sombra e
submetidos a extragdo do 6leo essencial. O 6leo essencial de E. caryophyllus apresenta
compostos como cariofileno, humuleno, acetato de eugenila, 6xido de cariofileno, aldeidos e
derivados de furfural, sendo os principais eugenol e B-cariofileno. Nesse estudo foi observada
uma inibi¢do contra C. neoformans, no qual para inibir 50% do microorganismo necessdrio
CIM do 6leo a 0,09%, para inibir 90% foram utilizados uma CIM do 6leo a 0,78%.

Cannabis é uma das plantas medicinais mais conhecidas. Sdo encontrados mais de 750
constituintes em Cannabis sativa L. (Cannabaceae) (figura 12) (HAZEKAMP 2007; UPTON
et al., 2013). Wanas et al., (2016) em seu estudo comprovaram a atividade antifungica deste
6leo e identificaram os componentes responsaveis por essa atividade. Com isso OE apresenta
atividade antifingica para C. neoformans com um valor para concentra¢do inibitéria para
inibir 50% das cepas testas uma CIM 33,1ug/mL. Os principais componentes encontrados no

OE responsavel por atividade antifungica a-humuleno, B-cariofileno e oxido cariofileno.


http://biologo.com.br/plantas/cerrado/cagaita.html
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Figura 12: Cannabis sativa L. (Maconha).
Fonte: DITCHFIELD, Jeff 2008.

O uso popular dessas plantas comprova que hd uma gama quase infinita de aplicacoes
curativas e preventivas. O conhecimento popular e cientifico é imprescindivel para se obterem
os resultados desejados (LIMA et al., 2007). Apesar de serem denominadas plantas
medicinais, podem apresentar toxicidade de acordo com a utilizacdo, com o tempo de
tratamento, com a forma de preparo, entre outros fatores. O cuidado com a utilizacdo é
imprescindivel e de suma importancia no controle dos possiveis efeitos adversos e colaterais
que o uso cronico e/ou agudo pode acarretar no organismo. Portanto, a investigacdo do
potencial téxico de plantas medicinais pode elucidar importantes aspectos farmacoldgicos de
seus principios naturais, permitindo uma utilizacdo segura, respeitando seus possiveis riscos
toxicologicos (AMARAL; SILVA, 2008).

Deste modo, os testes de toxicidade sdo elaborados com o objetivo de prever os riscos

dos 6leos essencial, sendo observados no Quadro 2.
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Quadro 2. Oleos essenciais com atividade contra espécies de Cryptococcus que apresentaram na literatura testes de toxicidade e citotoxicidade.

Oleos essenciais Aguda Toxicidade subaguda Cronica Citotoxicidade Referéncias
ou subcronica
Ocimum Estudos foram conduzidos | Estudo realizado com No utilizou o ensaio | (ORAFIDYIA et al.,
gratissimum em camundongos, machos. | ratos, machos, por Estudos nao MTT. Resultado: OE 2004;
Resultados:  sinais  de | durante 30 dias. encontrados foi capaz de reduzir a SILVA et al., 2010;
toxicidade e Obito em | Resultados: sinais de viabilidade para ORAFIDYIA et al.,
camundongos machos nas | toxicidade, obito e valores menor que 2004;
doses acima de 0,27g/kg de | alteracdo em  Orgdos 80% nas duas maiores OLIVEIRA et al.,
6leo. vitais na utilizacdo de concentracdes 160 e 2015)
Estudo  realizado  com | doses acima de 80mg/kg 200pg/mL.
nduplios de Artemia salina. | de 6leo.
Resultado: Apresentou | DLso= 0,43g/kg.
sinais de toxicidade com
CLs50=233,8 pg/mL.
Origanum Estudo realizado em ratos Estudo realizado pelo | (HOLLENBACH et al.,
vulgares (wistar). Resultados: a dose | Estudos ndo encontrados Estudos néo método do MTT. 2013;
inicial de 3% é considerada encontrados Resultados: o dleo HOLLEl\zfglASCH etal,

terapéutica € segura para a
reproducao de  ratos,
observou sinais de
toxicidades na concentragcdo
mais elevada (27%)
causando alteracoes na
fertilidade.

essencial do orégano
apresentou baixa
citotoxiciade entre
0,052 - 0,013 pg/mL.

BLANK et al., 2016)
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Coriandrum No estudo realizado com No estudo utilizou o | (SOARES et al., 2012;
sativum Artemia salina. Resultado: ensaio MTT. BOGAVOC et al.,
apresentou sinais de | Estudos ndo encontrados Estudos nao Resultados: apresenta 2015;
toxicidade na CLsp= 23 encontrados sintais de | CAPUTO et al., 2016)
ug/ml. citotoxicidade na
Estudo  realizado com concentragcao de
nauplios de Artemia salina, 800ug/ml resultaram
Resultado: sinais de em 63% de morte
intoxicacdo por Oleo de celular.
coentro. CLso= 663,2ug/ml.
LCsp =2, 25 mg/ml.
Foenuculum Estudo realizado pelo | (CABRAL et al., 2017)
vulgares ensaio MTT.
Resultado: nao
Estudos ndo encontrados Estudos ndo encontrados Estudos nao apresentou
encontrados citotocicidade nos
queratinocitos,
hepatdcitos e
fibroblastos na
concentracao de
1.25u1/ml, nos
macréfagos nao
apresentou na
concentragcao de

0,64p1/ml.
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Cymbopogon Ensaio pelo método de | (GUIMARAES 2013)
wintereanus (MTT). Resultados:
indicam que a
viabilidade celular,
Estudos ndo manteve-se superior a
Estudos ndo encontrados Estudos nao encontrados encontrados 100%, demonstrando
que o OE ndo
apresentou
citotoxicidade nas
concentracoes
testadas.
Thymus Estudo realizado com Estudo elaborado pelo | (BOGAVOC et al,
vulgares nduplios de Artemia salina, método de MTT. | 2015;
nas concentracdoes 0,312 — | Estudos ndo encontrados Estudos nao Resultados: niao | LIMA et al., 2017)
5%. Resultado: o OE encontrados apresentou
apresentou toxicidade em citotoxicidade nas
todas as concentracdes concentragdes
testadas. equivalente a sua

CIM= 125- 250p g/ml.

Litsia cubeba

Estudos ndo encontrados

Estudos ndo encontrados

Estudos nao
encontrados

Estudo determinado
através do ensaio de
atividade hemolitica.
Resultado: o ensaio
mostrou que o OE ndo
apresentou toxicidade
na  entre 16 -
512ug/ml e entre 64 e
2048 pg/mL.

(TREMEA, 2015)
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Cymbopogon
martine

Estudos ndo encontrados

Estudos ndo encontrados

Estudos ndo
encontrados

No estudo a
citotoxicidade dos
OEs foi determinada
através do ensaio de
atividade hemolitica.
Resultado: o ensaio
mostrou que o OE ndo
apresentou toxicidade
na CIM entre 64 -
512ug/mL e entre 512
e 2048 pug/mL.

utilizou o

MTT
linfocitos
humanos. Resultado:
nao foi observado
toxicidade em
concentragdes  entre
50 e 200 pg/mL.

Estudo
ensaio de
usando

(TREMIA, 2015;
SINHA et al., 2011)

Eugenia
caryophyllus

Estudo realizado por teste
letalidade com Artemia
salina, em diferentes
concentracdes por  24h.
Resultado: apresentou
sinais de toxicidade na
DL50=0,5993 pg/mL.

Estudos ndo encontrados

Estudos ndo
encontrados

Estudos ndo
encontrados

(BISASIVANIN, 2014)

Fonte: Autores
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As avaliagdes in vivo e in vitro muitas vezes sao capazes de predizer efeitos adversos
em humanos exposto 4s espécies quimicos, sendo importantes ferramentas em estudos
toxicoldgicos. Com tudo, esta etapa denominada ensaio de toxicidade pré-clinica, representa
ganhos na seguranga do uso, e econdmicos no desenvolvimento de novos fairmacos (OLSON,
2000; FUCHS, 2012).

Nesse estudo foi observado que o oleo essencial de Origanum vulgares quanto a
toxicidade aguda apresentou baixo sinal de toxicidade, minimizando eventuais riscos aos
individuos.

Com tudo o 6leo essencial de Coriandrum sativum no estudo de toxicidade aguda
elaborado por Sores et al. (2012), apresentou nas concentracdes testadas baixos sinais de
toxicidade (CLso=23pug/mL), em contra partida na pesquisa de Bogavoc et al. (2015) o mesmo
6leo apresentou sinais de toxicidade com CLsp= 2,25mg/mL ou 2250 ug/mL, com isso
conclui-se que a utilizacdo desse 6leo em concentracdo igual ou inferior a 23 ug/mL é mais
segura.

Quantos os Oleos essenciais de Foenuculum vulgares, Cymbopogon winterianus,
Litisea cubeba e Cymbopogon martini s6 foram encontrados estudos de citotoxicidade, nos
quais verificaram-se baixos sinais de toxicidade, sendo necessdrio estudos mais avancados
para comprovacdo da sua toxicidade. Os Oleos essenciais de Laurus nobilis, Eugenia
dysenterica e Cannabis sativa a nenhuma informacao sobre toxicidade foi verificada.

Os OE de Ocimum gratissimum, Thymus vulgares e Eugenia caryophyllus no teste de
toxicidade aguda apresentaram sinais de toxicidade, diante disso ndo podendo ser usados nas
concentragdes testadas.

Na literatura ndo foram encontrados estudos clinicos com O6leos essencias para o
tratamento de infec¢do por Cryptococcus spp. Tal fato pode ocorrer pela dificuldade de
elaboragdo de estudos clinicos de uso sist€mico, devido a ndo aceitagido do publico alvo, falta
de investimento para pesquisa, ou até mesmo nao se pode descartar a possibilidade de alguma
possivel patente estar tramitando, nesse caso necessitando de sigilo.

O trabalho apresentado ressalta a grande oportunidade de utilizacdo das plantas como
uma alternativa para situacdes em que os medicamentos alopdticos sdo ineficazes e de alto
custo, todavia a caréncia de estudos de toxicidade e clinicos sao fatores limitantes no

desenvolvimento de novos antifingicos, em especial contra Cryptococcus.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos na revisdo integrativa, os doze Oleos essenciais
utilizados nesse estudo em suas respectivas concentragdes apresentaram atividade
antiftingica contra cepas de Cryptococcus spp;

o 6leo essencial de Origanum vulgares apresenta baixa toxicidade em relacdo aos
demais, para serem possiveis antifiingicos contra Cryptococcus, sao necessarios mais
estudos de toxicidade e clinicos;

os demais 6leos necessitam de novos estudos para determinar sua seguranga, visto a
escassez de estudo de ensaios pré-clinicos;

nao foram encontrados estudos clinicos na literatura, abrindo uma visdo para
necessidade de realizacdo dos mesmos, numa tentativa de impulsar e estimular novas

pesquisas nesse campo.
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