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Introducao

Os oleos essenciais sao misturas complexas liqguidas e hidrofdbicas, contendo
diversos compostos volateis de baixo peso molecular, produzidos pelos tricomas
glandulares das plantas. Apresentam forte fragrancia e podem ser extraidos de
diversas partes das plantas, como flores, frutos, sementes, caules, brotos e raizes. Os
Oleos essenciais representam uma parte importante da farmacopeia tradicional e sao
conhecidos por apresentarem diversas atividades bioldgicas, como antimicrobiana,
antiviral, imunomodulatéria, anticancerigena, anti-inflamatéria, entre outras. Os
complexos de espécies de Cryptococcus incluem leveduras basidiomicéticas que
infectam o sistema nervoso central, causando meningite criptococdcica, além de
afetar pulmodes e pele. O surgimento de isolados resistentes as terapias
convencionais € comum, uma vez que o tratamento para a criptococose é muito
prolongado, além de apresentar toxicidade. Portanto a busca por novas moléculas
com atividade antifungica sao imprescindivel. Frente a isso, o objetivo deste projeto
foi avaliar a atividade antifungica de 13 6leos essenciais contra leveduras do género
Cryptococcus spp.

Materiais e métodos

Manutenc¢ao dos microrganismos:

Foram utilizados os seguintes isolados: Cryptococcus neoformans var. grubii (H99) e
C. gattii (R265). Todos os microrganismos foram mantidos e cultivados em meio
Sabouraund, por 48 horas a 372C.

Avaliacao da atividade antimicrobiana:
Foram testados 13 6leos essenciais produzidos localmente (Via Aroma, RS).

Ensaio de disco-difusao:

Para o screening inicial da atividade antimicrobiana dos d6leos essenciais foi feito o
teste de disco-difusao, seguindo as normas e recomendadas pelo Subcomité para
Testes de Sensibilidade Antimicrobiana do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2003). As placas foram mantidas em estufa por 48 horas a 372C. Apds, as
medidas dos halos de inibicao foram feitas. Todos os experimentos foram realizados
em triplicata.

Concentracao inibitoria minima (CIM):

A CIM dos 6leos essenciais foi determinada pelo método de microdiluicao, conforme
determinado pelo CLSI, norma M27-A3 (CLSI, 2002), sendo definida como a menor
concentracao onde nao ha crescimento visual do microrganismo. Os experimentos
foram realizados em 8 replicatas, com as concentracoes variando de 25 puL/mL a 0,09
uL/mL.

Determinacao da atividade fungicida/fungistatica:

A atividade fungicida ou fungistatica foi avaliada através do teste de gota: 10uL da
CIM, 1/2CIM e 2xCIM foram inoculadas em placas de meio Sabouraud, por até 48h
em estufa com a temperatura de 372C. Apds este periodo, foi observado a presenca
ou auséncia do crescimento microbiano.

Resultados

De 13 dleos essenciais testados para os isolados C. neoformans var. grubii (H99) e C.
gattii (R265), 6 apresentaram valores acima de 1,0 no ensaio de disco-difusao para
ambos os isolados, e 2 ndo apresentaram inibicao (Tabela 1). Ainda, para 3 dleos
(citronela, menta e capim limao) nao foi possivel determinar o halo, uma vez que os
mesmos parecem inibir completamente o crescimento fungico.
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Tabela 1 - Atividade antifungica de 6leos essenciais através do ensaio de disco difusao contra
leveduras do género Cryptococcus spp.

Oleo essencial
Lavandin
Alecrim
Bergamota
Eucalipto
Lavanda
Limao siciliano
Grapefruit
Citronela
Petitgrain
Cedro da Virginia
Menta
Patchoulli

Capim limao

Halo de inibigao (cm)

C. neoformans (H99)

1,2
0,9
1
0,9
1,3
1,3
2,3
ND
1,3
0
ND
0
ND

(ND) — nao determinado

Dos 12 o6leos que apresentaram

C. gattii (R265)
1,7
0,9
1,0
0,8
0,8
1,3
1,9
ND
1,2

0
ND
1,3
ND

inibicdo no ensaio de disco-difusao, 10

apresentaram atividade antifungica para, pelo menos, uma das espécies avaliadas

(Tabela 2).

Tabela 2- Concentracao inibitéria minima (CIM) de 6leos essenciais contra leveduras do

complexo Cryptococcus.

Oleo essencial
Lavandin
Alecrim
Bergamota
Eucalipto
Lavanda
Limao siciliano
Grapefruit
Petitgrain
Cedro da Virginia
Menta
Patchoulli
Capim limao

(-) ndo determinado

CIM (pL/mL)

C. neoformans (H99) C. gattii (R265)
6,25* 6,25*
3,15% 12,5*
12,5* 6,25*
3,15% 12,5*
6,25* -
12,5* 6,25**
12,5* 3,15%*

0 0
6,25** 6,25*
0 12,5*

(*) atividade fungicida

(**) atividade fungistatica

Conclusao

Pode-se concluir até o momento que os 6leos essenciais apresentam, em sua
maioria, alto potencial de atividade antifungica contra leveduras do complexo de
espécies Cryptococcus. Como perspectivas pretendemos finalizar os testes com
outros isolados de Cryptococcus spp., caracterizar a atividade antifungica através
de analsie do mecanismo de acao, avaliar a atividade anti-biofilme dosodleos e isolar
a molécula com atividade antifungica e anti-biofilme.
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