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RESUMO

As variedades pertencentes ao complexo Cryptococcus neoformans/C. gattii sdo
patogenos responsaveis pelo desenvolvimento da criptococose, uma condigdo que,
em situagdes mais severas, pode levar a meningite criptocdcica. A aplicagcéo de 6leos
essenciais e quitosana em ambientes controlados, tanto contra bactérias quanto
fungos, tem demonstrado ser uma abordagem eficiente na diminuigdo da proliferagéo
desses microrganismos. Por esses motivos, esse estudo teve como enfoque avaliar a
atividade antifungica das nanoparticulas de quitosana de baixo peso molecular, de
quitosana de baixo peso molecular/capim-limao e de quitosana do baixo peso
molecular/geranio em células planctdnicas e em biofilmes maduros de Cryptococcus
spp. Apos a exposicao as diferentes concentragdes dos compostos teste, os intervalos
de concentracgao inibitéria minima (CIM) foram de 128-512 pg/ml para quitosana de
baixo peso molecular, de 128-256 ug/ml para quitosana de baixo peso
molecular/capim-limao e quitosana de baixo peso molecular/geranio, para ambos. No
que se referem aos biofilmes, as amostras foram capazes de reduzir a atividade
metabdlica e a biomassa dos biofilmes maduros das espécies do complexo C.
neoformans/C. gattii em 49% e 50% para nanoparticulas de quitosana de baixo peso
molecular, 58% e 53% para nanoparticulas de quitosana de baixo peso
molecular/capim-limao e 65% e 68% para nanoparticulas de quitosana de baixo peso
molecular/geranio, respectivamente, (P<0,05). Nos biofilmes maduros, também foi
observado que as nanoparticulas de quitosana de baixo peso molecular/geranio
ocasionaram maiores redugdes do que as nanoparticulas de quitosana e quitosana
de baixo peso molecular/capim-limédo. Dessa forma, as nanoparticulas de quitosana
de baixo peso, de quitosana de baixo peso molecular/capim-limao e quitosana de
baixo peso molecular/geranio apresentaram atividade antifungica, in vitro, ante o
planctdénico das espécies do complexo C. neoformans/C. gattii, sendo capazes de
reduzir os biofilmes maduros. Em vista disso, essas descobertas sdo importantes
para direcionar pesquisas futuras para melhor compreender as técnicas envolvidas na
acao das nanoparticulas, combinadas ou nao, contra as espécies do complexo C.
neoformans/C. gattii.

Palavras-chave: combinacgao; levedura; encapsulamento; antifungicos.



ABSTRACT

The varieties belonging to the Cryptococcus neoformans/C. gattii are pathogens
responsible for the development of cryptococcosis, a condition that, in more severe
situations, can lead to cryptococcal meningitis. The application of essential oils and
chitosan in controlled environments, against both bacteria and fungi, has proven to be
an efficient approach in reducing the proliferation of these microorganisms. For these
reasons, this study focused on evaluating the antifungal activity of low molecular weight
chitosan, low molecular weight chitosan/lemongrass and low molecular weight
chitosan/geranium nanoparticles in planktonic cells and mature Cryptococcus biofilms.
spp. After exposure to different concentrations of the test compounds, the minimum
inhibitory concentration (MIC) ranges were 128-512 pg/ml for low molecular weight
chitosan, 128-256 ug/ml for low molecular weight chitosan/grass lemon and low
molecular weight chitosan/geranium, for both. Regarding biofilms, the samples were
able to reduce the metabolic activity and biomass of mature biofilms of species from
the C. neoformans/C. complex. gattii by 49% and 50% for low molecular weight
chitosan nanoparticles, 58% and 53% for low molecular weight chitosan
nanoparticles/lemongrass and 65% and 68% for low molecular weight chitosan
nanoparticles/geranium, respectively, (P<0.05). In mature biofilms, it was also
observed that low molecular weight chitosan/geranium nanoparticles caused greater
reductions than chitosan nanoparticles and low molecular weight chitosan/lemongrass.
Thus, nanoparticles of low-weight chitosan, low-molecular-weight chitosan/lemongrass
and low-molecular-weight chitosan/geranium showed antifungal activity, in vitro,
against planktonic species of the C. neoformans/C. complex. gattii, being able to
reduce mature biofilms. In view of this, these findings are important to direct future
research to better understand the techniques involved in the action of nanoparticles,
combined or not, against species of the C. neoformans/C. complex. gattii.

Keywords: combination; yeast; encapsulation; antifungals.
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1 INTRODUGAO

A criptococose é uma doenca sistémica provocada pelas espécies do
complexo Cryptococcus neoformans/Cryptococcus gattii. Essa micose afeta o sistema
respiratorio e o sistema nervoso central, ocasionando a meningite criptocdcica
(TEMFACK, 2019). E uma infeccdo oportunista que possui predilecdo por
imunossuprimidos, como no caso de pessoas que vivem com SIDA (Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida), transplantados ou pessoas que utilizam medicamentos
que comprometam seu sistema imune (DO CARMO et al., 2022).

As espécies do complexo Cryptococcus neoformans/Cryptococcus gattii sao
leveduras e a infecgdo causada por elas € relatada como cosmopolita. (ZHAO &
XIARONG, 2021). A infecgdo por esse fungo ocorre pela inalagdo de propagulos
encontrados nas fezes de aves e morcegos, ricas em nitrogénio e creatinina, ou ainda
em madeira em decomposi¢ao, matérias organicas que favorecem seu crescimento
(RODRIGUES et al., 2020).

Quando se trata de manifestacdes clinicas, a criptococose acomete o sistema
respiratorio, podendo evoluir para o sistema nervoso central em casos graves
(MONTOYA & MAGWENE & PERFECT, 2021). Em caso de criptococose pulmonar,
os alvéolos sdo o alvo dessa micose apos a inalagdo dos propagulos da levedura
dessecada. Ha ainda o neurotropismo da levedura, migrando para a regiao do Sistema
Nervoso Central (SNC). E bastante comum a ocorréncia de ambos os acometimentos
(HOWARD-JONES et al., 2022).

Para além das consequéncias clinicas citadas anteriormente, as espécies do
complexo C. neoformans/C. gattii detém diferentes fatores de viruléncia, capazes de
afetar o sistema imunolégico (DE SOUSA et al., 2023). A capsula polissacaridica, cujo
principal polissacarideo conhecido é o glucuronoxilomanana (GXM), tem a
capacidade de resistir a desidratacao e alterar sua espessura a depender da alteracao
do pH, disponibilidade de recursos, temperatura, entre outras mudangas (DOS
SANTOS et al., 2021; LIMA et al., 2023).

Diante de tantas estratégias de infectividade do fungo, ha relatos de resisténcia
antifingica com os tratamentos utilizados na atualidade (ARAUJO et al., 2023).
Embora o uso de derivados azélicos, como o fluconazol, seja uma das alternativas
mais utilizadas, casos de resisténcia a essa droga estdo sendo notados e descritos
em estudos (QUEIROZ-FERNANDES & MAGALHAES, 2020).
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Em meio aos desafios no combate a criptococose, a comunidade cientifica
busca solug¢des para reverter as dificuldades que a resisténcia aos antifungicos esta
causando. Uma das substancias alternativas que estado sendo analisadas, in vitro, € a
quitosana, um polimero resultado da desacetilacdo da quitina (OLINCON-
HERNANDEZ et al., 2019). Com caracteristicas de atoxicidade, biocompatibilidade,
atividades antimicrobiana, a versatilidade da quitosana faz com que esse carboidrato
possa ser usado de diferentes formas e pesos moleculares (TUCHTENHAGEN et al.,
2021). Garcia (2019), evidenciou a eficacia de diferentes pesos moleculares da
quitosana contra a Sporothrix brasiliensis, um fungo dimorfico.

Os dleos essenciais, utilizados no controle antifungico, atuam na membrana
bioldgica, causando desestabilizagcdo e morte celular (DE SOUSA OLIVEIRA et al.,
2023) Ademais, a quitosana combinada aos Oleos essenciais apresenta atividade
sinérgica, contribuindo no controle de crescimento (MOHAMMADI et al., 2015).

Dessa forma, esse estudo teve como propdsito analisar os efeitos das
nanoparticulas de quitosana de baixo molecular, isoladamente, das nanoparticulas de
quitosana de baixo peso molecular combinadas ao 6leo essencial de capim-limao e
ao Oleo essencial de geranio no crescimento planctdénico e no biofilme maduro de

espécies do complexo C. neoformans/C. gattii.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Cryptococcus spp.
2.1.1 Aspectos taxonémicos

O primeiro registro do género Cryptococcus spp. ocorreu em 1894 em um
isolado encontrado em suco de péssego, na Italia. A descoberta foi feita por Francesco
Sanfelice, que inicialmente nomeou o microrganismo como Saccharomyces
neoformans (Kwon-chung et al., 2014). No mesmo ano, Otto Busse, patologista,
relatou o primeiro caso de criptococose em um caso clinico de onde um isolado foi
retirado de um ferimento tibial, tratando o patégeno como Saccharomyces spp
(DINIZ-LIMA et al., 2022).

Contudo, em 1901, o micologista Jean-Paul Vuillemin, através dos estudos
relatados em 1894, chegou a conclusdo de que a levedura citada ndo pertencia a
Saccharomyces spp. pela falta de ascésporos, uma das caracteristicas marcantes do
grupo. Ja Vuillemin identificou o novo género como Cryptococcus spp., lhe dando duas
espécies: C. hominis e C. neoformans (HEITMAN et al., 2011).

Ao longo do século XX, outros relatos de infecgdo pelo mesmo patdégeno foram
divulgados em diferentes partes do corpo humano, como em pele, pulmao e cérebro.
No ano de 1912 foram descritos, por Rusk e Farnell, dois casos de criptococose,
sendo um no Sistema Nervoso Central e outro na regido pulmonar (MAZIARZ &
PERFECT, 2023). Esses relatos abriram margem para pesquisadores buscarem mais
informacgdes sobre as espécies e seus sorotipos.

No Brasil, em um panorama geral, a espécie C. neoformans tem se mostrado
mais prevalente na maior parte dos casos, enquanto a espécie C. gattii tem sido mais
relacionada com as regides Norte e Nordeste do pais (SOUTO et al., 2016). Devido a
alta ocorréncia de casos e mortalidade, o pais é considerado um dos mais acometidos
pela doenga na América Latina (DAMASCENO et al, 2023). Pessoas
imunocompetentes, também sdo acometidos pela criptococose, com alta
morbiletalidade associada a espécie C. gattii (CARRIJO et al., 2021).

Dentro da taxonomia, os agentes etioldgicos da criptococose estao inseridos
no filo Basidiomycota, classe dos Blastomycetes, ordem Sporidiales, familia
Sporidiobolaceae, género Cryptococcus (DINIZ-LIMA et al., 2022). Existem 5 (cinco)

categorias de sorotipos que podem ser observados na Tabela 1, sendo A, D e AD
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(sorotipo hibrido) pertencentes a espécie C. neoformans. Enquanto a espécie C. gatti
possui sorotipo B e C (HAGEN et al., 2015). Por conta da variedade genética esses

patdgenos foram classificados como um complexo de espécies.

Quadro 1. Espécies, sorotipos e variedades do complexo C. neoformans e C. gatti.

Espécies Sorotipos Variedades
Cryptococcus neoformans A C. neoformans var. grubii
C. neoformans var.
neoformans
AD -
Cryptococcus gattii BeC -

Fonte: autora, baseado em Hagen et al. (2015).

O género Cryptococcus é composto por leveduras, de formato arredondado ou
ovalado, com uma capsula polissacaridica, células medindo entre 4 e 6 um, como se
pode conferir na Figura 1. Suas colénias sdo reconhecidas por terem aspecto cremoso
com coloragao que varia entre branco e amarelado, apresentando atividade de urease
e producdo de amido. Acomete animais domésticos e silvestres, além de humanos
(RIBEIRO & CERQUEIRA, 2019).

Figura 1. Aspectos morfologicos do género Cryptococcus spp.

/

Fonte: (A) NGAN et al., 2022, (B) Disponivel em: <https://I1ng.com/universe84a-cryp>. Legenda: Na
Figura 1A é possivel observar através da microscopia o género Cryptococcus spp. com o fundo corado
por Tinta da China, sendo viavel visualizar a capsula polissacaridica que caracteriza o género. Na
Figura 1B observa-se uma cultura, em meio agar batata dextrose, do género Cryptococcus spp. com
as colbnias de aspecto cremoso e coloragéo branca.

2.1.2 Aspectos ecoldégicos


https://www.infopedia.pt/apoio/artigos/$micrometro-(m)
https://l1nq.com/universe84a-cryp
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O género Cryptococcus possui multiplas espécies, sendo Cryptococcus
neoformans e Cryptococcus gattii as duas mais investigadas como causadoras de
infeccbes em humanos e animais (SAIDYKHAN & ONYISHI & MAY, 2022). A
criptococose é descrita como cosmopolita, ou seja, ocorre em todas as partes do globo
terrestre (SALOMAO, 2017). No entanto, as espécies apresentam nichos ecoldgicos
diferenciados.

Ao se tratar das caracteristicas que diferem espacialmente nos nichos
ecologicos as especies pertencentes ao complexo Cryptococcus
neoformans/Cryptococcus gattii, pode-se observar que a espécie C. neoformans é
encontrada frequentemente em fezes de pombos, enquanto a espécie C. gattii € mais
achada em troncos de arvores em estado de decomposi¢ao. Dessa forma, possuem
predilecao por ricas fontes de matéria organica e sdo conhecidos por terem habitos
saprofitos (VERONESI & FOCACCIA, 2009; ALVES, 2022).

Os pombos urbanos, considerados principais responsaveis pela disseminagao
dos agentes etioldgicos da criptococose, sdo também considerados como pragas
urbanas, por conta da sua rapida capacidade de reprodugdo (SARMENTO et al.,
2021). O contato estreito com os seres humanos possibilitou que essas aves tenham
acesso a restos de comida jogados pelos humanos, viabilizando maior interagdo dos
humanos e outros bichos com as excretas geradas pelos pombos (RODRIGUES &
MORAES & DE MESQUITA, 2022).

Por causa de sua predominancia nas regides tropicais e subtropicais, outro
depdsito comum do género Cryptococcus spp. sao as arvores, em especial o eucalipto
(RODRIGUES et al., 2020). Porém, ao que indica o estudo de Kidd et al. (2007), C.
gattii ja foram encontrados em isolados coletados no ar, em solos acidos, na agua do

mar e na agua doce, como por exemplo na Columbia Britanica, localizada no Canada.

2.1.3 Aspectos epidemiologicos

Por ser cosmopolita, a criptococose é uma doenga com distribuicdo global.
Contudo, existem situacdes que propiciam o crescimento prolifero dessa levedura,
que se desenvolve em substratos organicos nitrogenados (RODRIGUES et al., 2020).
Enquanto a espécie C. neoformans esta constantemente associada as excretas de
aves, C. gatti esta mais associada as arvores de regides tropicais e subtropicais (DE

BASTOS et al., 2022). Ambas as espécies podem acontecer de forma simultanea em
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um mesmo ambiente, assim como podem existir isoladamente uma da outra (SOUTO
et al., 2016).

Outro fator que facilita a disseminacao de espécies do complexo C.neoformans
e C. gattii € o estado de saude da populagéo. Dos Santos e Figueiredo (2021) apontam
que pessoas acometidas pela SIDA (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida) s&o
mais suscetiveis a serem infectadas por criptococose. A micose sistémica esta
frequentemente relacionada com pessoas imunocomprometidas, sendo essas,
pessoas transplantadas, pessoas que fazem uso de corticoides ou quaisquer
humanos com o sistema imune debilitado (PAPPAS, 2013).

A nivel mundial, a criptococose se tornou destaque em regides
subdesenvolvidas como a Africa subsaariana por apresentar um nimero de casos de
meningite criptocdcica, uma das manifestagdes clinicas da criptococose, em pacientes
com SIDA, maior do que o numero de casos de tuberculose na mesma regido (DA
SILVA FONTENELE et al., 2022).

Com dados mais atualizados, no Brasil a meningite causada pela criptococose
causou mortalidade entre 45-60% das pessoas que foram acometidas pela infecgao,
em um periodo entre os anos 2000-2012 (ALVES SOARES et al., 2019). Mesmo com
a inclusao da micose na lista de doencgas de notificagdo compulséria nacional ha
poucos anos, por meio da Portaria n°264/2020, o acesso a informagdes precisas

segue escasso, nao sendo possivel mensurar casos e mortalidade no pais.

2.1.4 Fatores de viruléncia

A criptococose é frequentemente tratada como uma doenca sistémica, ou seja,
€ uma doencga que afeta mais de um 6rgao ou regido (MURRAY et al., 2006). No que
se trata de estratégias para intensificar a viruléncia no hospedeiro, o género
Cryptococcus possui diferentes meios (BERMAS & MCALISTER, 2020).

Uma das estratégias que ganha notoriedade quando se trata dos fatores de
viruléncia é a capacidade desse patdgeno de resistir as altas temperaturas, sendo um
indicativo de resisténcia a formas de combate em seres humanos e outros animais de
sangue quente (ANDRADE-SILVA et al., 2023). Persistir a temperaturas elevadas
possibilita que o microrganismo se estabelegca e colonize o corpo de animais de
sangue quente (SALOMAO et al., 2017).
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A existéncia da capsula polissacaridica no género também conta como um dos
varios fatores de viruléncia. Isso se da pela presenga de GXM (glucuronoxilomanana),
protegendo a célula infectada da fagocitose e interferindo na agcéo de antigenos pelo
hospedeiro (ABULREESH et al., 2019). Autores, como Murray et al. (2006), apontam
esse como o seu principal fator de viruléncia, pois a capsula causa uma interagao
negativa que confere repulsao eletrostatica entre as células do fungo e as da pessoa
contaminada.

O género possui ainda um tropismo pelo SNC, conferindo ao Cryptococcus um
outro importante fator de viruléncia, que é a capacidade de produzir melanina (DE SA
et al., 2019). Esse aspecto esta diretamente ligado aos casos de meningite
criptocdcica, manifestada em casos graves de criptococose, causando a deposi¢ao
de melanina na parede celular fungica, protegendo a célula fungica do estresse
oxidativo e temperaturas extremas. (ZARAGOZA et al., 2019).

O género possui também a capacidade de formar biofiime, que é um
aglomerado de comunidades microbianas com uma estrutura organizacional
complexa inserida em uma matriz polimérica, encontrado em ambientes bidticos ou
abidticos (BRILHANTE et al., 2020). A competéncia de produzir esse biofilme como
fator de viruléncia confere ao género tolerancia contra o hospedeiro e resisténcia a
acgao de antifungicos (DE CASTRO TEIXEIRA et al., 2023).

Todos esses aspectos garantem ao fungo habilidades de evitar a desidratagao
ao meio ambiente, burlar os ataques do sistema imunoldgico do hospedeiro, proliferar
entre as adversidades citadas e demonstrar resisténcia aos tratamentos que vierem a

ser utilizados em casos de infecgédo (VEIGA et al., 2020).

2.1.5 Patogenia da criptococose

O contagio da criptococose acontece através da inalagdo dos propagulos dos
basididsporos ou das leveduras dissecadas que se tornam poeira no ambiente, como
se pode observar no esquema (Figura 2) sendo os alvéolos pulmonares o primeiro
local onde a micose se instala (NORBERG et al., 2023). De modo primario, o
hospedeiro desenvolve um complexo linfonodal pulmonar, que pode, ou nao, se
manifestar por meio de sintomas pulmonares. Como resultado de infec¢des primarias
ou secundarias, a disseminagdo da micose pode se espalhar para outras regides por
via hematogénica ou sanguinea (SALOMAO et al., 2017).
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Figura 2. Esquema de contagio pelo género Cryptococcus spp.
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Fonte: adaptado de Norberg et al. (2023). Legenda: No esquema representado na Figura 2, demonstra-
se a forma de contaminagéo da criptococose, que se da pela inalagado dos propagulos fungicos contidos
nas fontes ambientais. Apds a infecgdo pulmonar o corpo do hospedeiro pode evoluir para um quadro
de disseminacdo, que pode acometer o SNC causando meningite criptococose. O outro “caminho” apés
a criptococose pulmonar seria o sistema imunoldgico combater a infec¢do ou o corpo entrar num estado

de laténcia.

Posterior a infecgdo pulmonar inicial, ocorre uma evolugdo regressiva do
quadro, sucedendo de eventuais focos extrapulmonares, que raramente se calcificam
nas regides fora dos pulmdes (ANDRADE et al., 2022). Ademais, a infecgao costuma
apresentar tropismo pela regido cerebral, tanto por conta da proximidade da regiao
primaria atingida, como pela abundante disponibilidade de nutrientes assimilaveis
para o fungo, tais como a tiamina, glutamina, dopamina, dentre outros. Esses recursos
que estao presentes no liquido cefalorraquidiano e que sao substratos utilizados na
melanizacdo dos fungos nessa regidao sugere que o hospedeiro possui meningite
criptocécica (RUDNIK et al., 2020).

No corpo do hospedeiro, Cryptococcus spp. se apresenta como levedura
encapsulada e lhe confere um perfil unico entre patégenos fungicos. Pode ser
observado com ou sem brotamento, fracamente encapsulado, ou totalmente sem
capsula (SIDRIM & ROCHA, 2004). Utilizando os variados fatores de viruléncia, o
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fungo consegue inibir a fagocitose, produzir melanina a partir de substratos como
dopamina e da agao da fenoloxidase, driblando os mecanismos que tentam dizima-lo
(DE BASTOS et al., 2022).

2.1.6 Manifestagoes clinicas

Se tratando das manifestacgdes clinicas da criptococose, o fator mais importante
€ levar em consideracgao o estado do sistema imune do hospedeiro. As manifestacoes
podem ocorrer através de regides autodelimitadas até um estagio em que a doencga
esteja disseminada. O acometimento primario do complexo pulmonar-linfonodo pode
ser assintomatico, contudo, pode também favorecer a disseminagdo da doenga em
casos de imunossupressao (SCHUTZ et al., 2021).

Uma das manifestagbes frequentes é a criptococose pulmonar, que esta
presente em individuos imunocomprometidos e nos imunossuprimidos (DE OLIVEIRA
et al., 2022). Em imunocompetentes néo é regra que apresente sintomas da micose,
dependendo exclusivamente da condicdo imunoldgica da pessoa contaminada. E
valido ressaltar que ao longo da vida uma pessoa pode ser exposta diversas vezes ao
patdogeno e ndo externar nenhum sintoma. Entretanto, se o hospedeiro estiver em um
momento de imunossupressao, a atividade de focos pulmonares podera ocorrer
(ANDRADE et al., 2022).

Comumente a disseminagdo para o SNC acontece em pessoas com a
imunidade comprometida, sendo verificado em 90% dos casos, tendo alto indice de
mortalidade (LIMA et al., 2023). Ainda se tratando de pessoas imunocomprometidas,
esse estagio de comprometimento respiratério é clinicamente parecido com
pneumonia causada por Pneumocystis jiroveci, ocorrendo por vezes confusdo no
diagndstico (SALOMAO, 2017). Pode ser confundida também com tuberculose, outra
doengca que acomete o sistema respiratério. Em todo caso, faz-se necessario o
diagndstico assertivo para iniciar o tratamento, de forma que evite a disseminagéo ou
até mesmo o obito (ZHAO et al., 2023).

Outras formas clinicas também podem ocorrer, como a criptococose cutanea,
que pode ser definida como localizada, quando acontece somente em regides
delimitadas, ou como uma consequéncia da criptococose disseminada (NOWAK et

al., 2020). O estudo de Noguchi et al. (2019), mostrou que é um tipo de manifestacao
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incomum, podendo acontecer em imunocompetentes e imunocomprometidos sem

demonstrar predilegdo entre os infectados.

Quadro 2. Sintomas mais comuns da criptococose pulmonar em hospedeiros

imunocompetentes e imunocomprometidos.

Imunocompetentes Imunocomprometidos
Tosse Febre
Tosse com escarro mucoide Tosse
Febre baixa Dispneia
Dispneia Cefaleia
Perda de peso Perda de peso
Atrito pleural Sindrome respiratéria aguda grave

Fonte: adaptado de Salomao (2017).

2.1.7 Diagnéstico da criptococose

Em relagao ao diagnéstico, pode haver certa dificuldade quanto a identificacao
da doenca devido a confusao na observacao das manifestagoes clinicas, ndo podendo
ser levado em conta apenas o caso clinico do paciente, pois os sintomas das micoses
oportunistas podem ser confundidos entre si ou com outra doenga que também atinge
o sistema respiratério, como a pneumonia, por exemplo (SILVEIRO et al., 2023).
Entretanto, ha procedimentos reconhecidos como padréo ouro para diagnosticar essa
infeccdo sistémica, sendo utilizada a combinagdo de cultura com exame
histopatoldgico (GALAN et al., 2022).

A analise microscopica direta € um dos principais procedimentos concomitantes
a cultura, também costuma ser de baixo custo, envolvendo o uso da técnica de
coloragédo com a tinta da China (nanquim) para obter a coloragdo da capsula
polissacaridica que é uma caracteristica morfoléogica marcante do género
Cryptococcus. Essa técnica, da mesma forma, pode ser aplicada para investigagao
em caso de suspeita de meningite criptocdcica, sendo utilizado o liquido
cefalorraquidiano como amostra (ALMEIDA-PAES et al., 2022).

Faz-se necessario o cultivo de hemoculturas também, sendo uma técnica de

facil acesso e baixo custo em locais com recursos limitados. Um dos meios de cultivo
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mais utilizados é o agar sabouraud dextrose, onde a amostra € inoculada e apos 48h
incubada a 35°C ja se obtém crescimento e se pode fazer uma analise visual da
coloragdo e mucosidade das colbnias. Através do meio agar niger, um meio seletivo
para Cryptococcus spp., é possivel constatar o crescimento de colénias de coloragao
marrom, devido a presenca de substratos fendlicos que induzem a atividade
fenoloxidase (LOPEZ MORA et al., 2022).

Outras técnicas como a reagao em cadeia da polimerase, teste de presenca de
antigenos e exame histopatoldgico sao idem utilizados, ainda de acordo com Lopez
Mora et al. (2022). Porém, segundo Veronesi & Focaccia (2009), o uso de cultura
segue melhor recomendado, para garantir o acompanhamento do paciente durante o

tratamento com antifungicos, averiguando resisténcia ou ressurgimento da micose.

2.1.8 Tratamento farmacolégico

Atualmente, existem trés antifungicos classicos que s&o utilizados no
tratamento da criptococose, elas sdo Anfotericina B, Fluconazol e Flucitosina (NGAN
& FLOWER & DAY, 2022). Sao drogas que possuem recomendacdées € usos
diferentes, isso porque depende do quadro clinico e do estado do sistema imune do
paciente (SALOMAO, 2017). Quando o paciente ndo possui comprometimento
imunoldgico, o tratamento costuma ser eficiente. Ao contrario de quando o paciente
tem o sistema imunoldgico debilitado, tornando o tratamento arduo (ARAUJO et al.,
2023).

Entretanto, a alta incidéncia de criptococose nos ultimos anos, levou ao uso
indiscriminado de medicamentos para o tratamento da infecgdo, como por exemplo o
fluconazol, contribuindo em uma era de resisténcia fungica (QUEIROZ-FERNANDES
& MAGALHAES, 2021). Por conta da existéncia de cepas resistentes ao uso dos
antifungicos, o tratamento tem sido desafiante, em especial para pessoas que vivem
com SIDA e/ou transplantados. No caso dos pacientes soropositivos, derivados
azdlicos costumam ser utilizados em combinagdo com Anfotericina B, sendo
necessaria uma terapia de manutengao posterior ao tratamento inicial (DOS SANTOS
& FIGUEREDO, 2021).

Para além da problematica da resisténcia antifungica, existe também o
problema relacionado a toxicidade dos medicamentos utilizados. A flucitosina, por

exemplo, € uma droga com agado mielotoxica e hepatotoxica, sendo necessarios
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acompanhamento de hemogramas e hepatogramas durante o uso em tratamentos. A
Anfotericina B, por sua vez, tem sido utilizada na formulagao lipidica, buscando um
menor efeito toxico (SALOMAO, 2017).

Sendo assim, a combinac¢ao de Anfotericina B com Flucitosina € comumente
recomendada numa primeira fase de tratamento, sendo a mais indicada por varias
literaturas (DE OLIVEIRA et al., 2022). Entretanto, no Brasil a Flucitosina passou
algum tempo nao sendo disponibilizada nos tratamentos, sendo mais utilizada a
combinagao entre Anfotericina B com Fluconazol, embora o Fluconazol ndo seja tao
recomendado para a fase de manutencdo (SASAKI et al., 2022). Nos casos de
meningoencefalite causada por criptococose segue a mesma recomendacgao,
ajustada de acordo com o quadro do paciente em trés fases: indugao, consolidacao e
manutengao (PERFECT et al., 2010).
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2.2 COMPOSTOS TESTE

2.2.1 Quitosana

Ao se utilizar a quitosana como um método alternativo com efeito antifungico,
caso desse trabalho, € necessario explicar o que € esse polissacarideo. A quitosana
€ um produto resultante da desacetilagdo parcial da quitina, segundo polimero mais
abundante do mundo (DE MELO et al., 2023). A quitina esta na composigdo das
conchas de crustaceos, assim como compde a parede celular de espécies fungicas.
Sendo seu produto, a quitosana, considerada um recurso biocompativel com
sistemas bioldgicos, atdxico, biodegradavel, além de possuir agao antimicrobiana
(DE MELO BARROS et al., 2020).

O potencial de ag¢ao da quitosana depende do nivel de desacetilacdo e de
fatores extrinsecos, como outros nutrientes utilizados juntos ao polissacarideo,
substratos quimicos e condi¢gdes ambientais, ainda de acordo com De Melo Barros e
et al. (2020). Sua utilizagao em pesos moleculares diferentes esta relacionada a sua
agao antimicrobiana, se mostrando variavel e possuindo especificidades em baixo,
médio e alto peso molecular (GARCIA et al.,, 2020). O tamanho ao qual esta
submetida, microparticulas por exemplo, pode influenciar idem a sua acgao
antimicrobiana (GARCIA et al., 2023).

A utilizagdo da quitosana na industria mostra-se cada vez mais versatil,
atraindo a atengao da comunidade cientifica para seu uso antifungico. Na industria
alimenticia, através da técnica de gelificacdo ibnica, sua utilizagdo como
nanoparticulas associada a 6leos essenciais, prata, cobre e outros, protege os
alimentos da proliferagao fungica (DA COSTA MEDEIROS et al., 2021). Outro estudo
utilizou a quitosana para combater a infecgdo antimicrobiana de patdgenos do bicho
da seda, entre eles Staphylococcus aureus e Aspergillus flavus, com registro de
maior atividade com concentrac¢des seriadas de 100 ug/ml (EL-ADLY et al., 2022).

A técnica de encapsulamento se faz imprescindivel para a protecao dos 6leos
essenciais, uma vez que estes sao limitados por suas caracteristicas biologicas. As
condi¢gbes de luminosidade e temperatura afetam a estrutura dos éleos essenciais,
diminuindo sua eficacia, de modo que o encapsulamento por nanoparticulas os
protege de tais intempéries (GARCIA et al., 2021).
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2.2.2 Oleos essenciais de capim-limido e de geranio

Os dleos essenciais de maneira geral, produto do metabolismo secundario das
plantas, tém sido utilizados na industria farmacéutica, alimenticia e cosmética
(BOLOURI et al., 2022). Nao obstante, o uso das suas propriedades antimicrobianas
tem sido avaliado em estudos in vitro, conferindo a comunidade cientifica certa
animosidade pela sua viabilidade (OLIVEIRA & MORAIS, 2019).

As folhas da erva capim-limao sdo consumidas através de chas e infusdes
com objetivo de curar célicas, agir como anti-inflamatoério, tratar ma digestao, entre
outros beneficios que populares atribuiram (DE MORAIS et al., 2023). O dleo
essencial mostrou eficiéncia contra bactérias e fungos, sendo sua ag¢ao antifungica
sendo comprovada contra Candida spp (DOMINGUES & PAIVA, 2021).

A composi¢cao quimica do 6leo essencial de capim-lim&o conta com a
presenca de bioativos como neral, isoneral, geranial, entre outros que constituem os
principais da maioria das espécies de capim-limdo. Pode ocorrer variagdo na
composicao desse Oleo essencial a depender do desenvolvimento da planta, do
método de extragdo e do solvente utilizado nesse processo (MUKARRAM et al.,
2021).

Ja o Oleo essencial de geranio também tem uso similar pelos populares, além
de demonstrar potencial de inibicdo contra a levedura Candida spp, inibindo e
impedindo o desenvolvimento do patégeno (FERRAO et al., 2020). Em relacéo a sua
composi¢cao quimica, seus principais constituintes sao citronelol e geraniol. A
atividade do Oleo essencial de geranio junto a quitosana através de uma
nanoemulsdo com hidrogel ja demonstrou potencial de tratamento contra candidiase
vaginal (DOS SANTOS et al., 2020).

De forma ampla, os Oleos essenciais costumam apresentar variados
mecanismos de ac¢ao. Entre eles, o principal a ser citado é o efeito da interacao entre
0 6leo e a membrana plasmatica/parede celular dos microrganismos, impedindo o
crescimento do biofilme (DE SOUZA FONTES et al., 2021). Essa interagao se da
pela natureza volatil e lipofilica que os Oleos tém; possuindo capacidade de
desestabilizar a membrana e inibir a sintese da mesma através de complexo de
transferéncia de carga (MUKARRAM et al., 2021).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antifungica das nanoparticulas de quitosana de baixo peso
molecular, de quitosana de baixo peso molecular/capim-limao e de quitosana do baixo
peso molecular/geranio em células plancténicas e em biofiimes maduros de

Cryptococcus spp.

3.2 Objetivos especificos

° Analisar o perfil de sensibilidade de células planctonicas de espécies do
complexo C. neoformans/ C. gattii frente as nanoparticulas da quitosana de baixo
peso molecular isoladamente.

° Avaliar o perfil de sensibilidade de células planctonicas de espécies do
complexo C. neoformans/ C. gattii frente as nanoparticulas da quitosana de baixo
peso molecular combinadas ao 6leo essencial de capim-limao.

° Averiguar o perfil de sensibilidade de células planctbnicas de espécies do
complexo C. neoformans/ C. gattii frente as nanoparticulas da quitosana de baixo
peso molecular combinadas ao 6leo essencial de gerénio.

° Avaliar o perfil de sensibilidade dos biofiimes das espécies de espécies do
complexo C. neoformans/C. gattii frente as nanoparticulas da quitosana de baixo
peso molecular isoladamente.

° Avaliar o perfil de sensibilidade dos biofiimes das espécies das espécies do
complexo C. neoformans/C. gattii frente as nanoparticulas da quitosana de baixo
peso molecular combinadas ao 6leo essencial de capim-limao.

° Avaliar o perfil de sensibilidade dos biofilmes das espécies de espécies do
complexo C. neoformans/C. gattii frente as nanoparticulas da quitosana de baixo

peso molecular combinadas ao 6leo essencial de geranio.
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4 METODOLOGIA

4.1 Local de estudo

As pesquisas para esse trabalho foram desenvolvidas nos laboratérios do CEMM
(Centro Especializado em Micologia Médica), da Universidade Federal do Ceara
(UFC).

4.2 Microrganismos

Um total de 12 cepas pertencentes ao complexo Cryptococcus neoformans/
Cryptococcus gattii e uma cepa de Candida parapsilosis ATCC 22019, sendo a ultima
citada usada como controle, foram testadas neste estudo, todas pertencentes a
Micoteca do CEMM da Universidade Federal do Ceara. Em toda a experimentacgao,

as cepas utilizadas foram cultivadas em meio agar batata dextrose por 48 h, a 28 °C.

4.3 Drogas teste

Seguindo a metodologia descrita por llk et al. (2017), uma solugdo aquosa de
quitosana foi preparada pela dissolugéo de quitosana (1%, p/v) em agua destilada
com acido acético 0,5% (v/v). Em seguida, Tween-80 (1%, p/v) foi dissolvido na
solugao de quitosana. A lecitina (7,5%, p/v) foi dissolvida na solugdo de DMSO (10%,
vlv). O dleo essencial em diferentes concentragdes foi adicionado a solugao de
lecitina/DMSO sob agitagdo magnética. A solugdo de quitosana (11,5 ml) e o
complexo lecitina/6leo foram aquecidos a 60 °C. Em seguida, 1 ml de solugao de
lecitina/6leo essencial foi injetado gota a gota em solugéo aquosa de quitosana pré-
aquecida a 60 °C sob agitagdo magnética. Apds a agitagdo, o pH da suspensao da
nanoparticula foi ajustado para 4,5, obtendo-se nanoparticulas de quitosana de baixo
peso molecular/capim-limdo e nanoparticulas de quitosana de baixo peso
molecular/geranio. As nanoparticulas vazias de lecitina/quitosana foram sintetizadas

com o método descrito acima usando uma solucao de lecitina sem 6leos essenciais.

4.4 Ensaio de sensibilidade planctonica

O teste de susceptibilidade foi realizado com 12 cepas de C. neoformans / C.

gattii e uma cepa de Candida parapsilosis ATCC 22019, por meio da técnica de
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microdiluicdo em caldo, conforme o documento MZ27- 4th, que padroniza a
sensibilidade de leveduras (CLSI, 2017). As drogas antifungicas classicas usadas no
tratamento da criptococose, Anfotericina B e Fluconazol, foram testadas como
controle. Os isolados foram previamente semeados em agar batata e incubados em
estufa a 35 °C por 48 horas. Foi preparado um indculo das leveduras em solugao
salina estéril (0,85% NaCl), ajustando a turbidez da suspensdo a escala 0,5 de
McFarland. A suspenséo fungica foi submetida a diluicao de 1:50 e, posteriormente,
a 1:20 em meio RPMI-1640 tamponado com 0,165 M de MOPS a pH 7,0. Aliquotas
de 100 uL do indculo final foram adicionadas as placas ja contendo 100 yL de RPMI-
1640, suplementadas das drogas, distribuidas em diluicbes seriadas decrescentes.
As placas foram incubadas a 35 °C por 72 horas. As leituras dos pontos de corte das
drogas foram determinadas pelo MIC100 de acordo com documento M27-A4 (CLSI,
2017).

4.5 Ensaio de sensibilidade do biofilme

O efeito das nanoparticulas de quitosana na formacgao de biofilme foi avaliado
baseado em Brilhante et al. (2020). Assim, 6 cepas de C. neoformans e 6 cepas de C.
gattii foram cultivadas em agar batata dextrose a 35 °C por 48 h. Em seguida, os
in6culos foram preparados em RPMI 1640 e ajustados para turbidez na escala 0,5 de
McFarland. Aliquotas de 200 uL foram transferidas para placas de 96 pogos. Apds 72
h de maturacao do biofilme, foram acrescentadas as quitosanas em concentracdes a
partir de 8X concentragao inibitéria minima (CIM) 100%. O biofilme foi analisado apés
incubacgéo de 35 °C por 48 h. O crescimento de biofilme livre de drogas foi incluido
como controle de crescimento. Em seguida, a biomassa do biofilme foi quantificada
por coloragao com cristal violeta com leitura espectrofotométrica a 540 nm. A atividade
metabdlica do biofilme foi avaliada utilizando o ensaio de redug¢ao do brometo de 3-
4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolio (MTT) com leitura espectrofotométrica a 540

nm.

4.6 Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em trés repeticdes independentes.
Todos os testes utilizaram o software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, San
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Diego, CA, USA). Em todas as situagdes, o nivel maximo de significancia adotado

para rejeitar a hipotese de nulidade sera de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacao do efeito das nanoparticulas de quitosana, de quitosana/capim-
limao, quitosanal/geranio sobre as células planctéonicas do complexo
Cryptococcus neoformans/Cryptococcus gattii

Os dados referentes a sensibilidade das cepas plancténicas estdo descritos
na Tabela 1. Todas as cepas do complexo C.neoformans/C. gattii foram inibidas
pelas nanoparticulas de quitosana de baixo peso molecular, de quitosana de baixo
peso molecular combinadas ao oleo essencial de capim-limao e de quitosana de
baixo peso molecular combinadas ao 6leo essencial de geranio. Os valores de CIM
variaram de 128 a 512 pg/ml para nanoparticulas de quitosana de baixo peso
molecular. Em relacdo as nanoparticulas de quitosana de baixo peso molecular
combinadas aos 6leos essenciais, pode-se observar, conforme a Tabela 1, que a
CIM variou entre 128 e 256 ug/ml para nanoparticulas de quitosana de baixo peso
molecular/capim-limdo e para nanoparticulas de quitosana de baixo peso

molecular/geranio.

Tabela 1. Atividade antifungica plancténica, in vitro, das nanoparticulas de quitosana
baixo peso molecular, quitosana baixo peso molecular/capim-limao e quitosana baixo

peso molecular/geranio frente a cepas do complexo de Cryptococcus spp.

Nanoparticulas

Quitosana/ Quitosana/lLecitina/Capim Quitosana/Lecitina/

. . Lecitina -Liméo Geranio

Espécies Cepas
CIM

(ug/ml) CIM (ug/ml) CIM (ug/ml)

100% 100% 100%
Cryptococcus CEMM

gatti  03-1-104 128 256 128
CEMM

03-1-109 220 256 256

CEMM 128 256 056

03-1-110
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CEMM

03-1-112  °12 128 128

ot 128 128 256

0355”1“1”7 256 128 128

oimans 0o 128 128 128
oaitig 256 128 128

0(555”1“2”0 128 256 256

ogEM% 256 128 128

0‘3’55”1“2”3 128 256 256

Candida  ATCC g e -

parapsilosis 90113

*CIM: Concentracgao inibitéria minima.

5.2 Avaliagao do efeito das nanoparticulas de quitosana, de quitosana/capim-
limao, quitosana/geranio sobre biofilmes maduros do complexo Cryptococcus
neoformans/Cryptococcus gattii

Nos biofilmes, as reducdes da atividade metabdlica de espécies do complexo
C. neoformans/ C. gatti frente as nanoparticulas de quitosana utilizada na
sensibilidade do biofilme maduros, demonstrou que na maior concentragao testada
de 4096 pg/ml teve reducado de aproximadamente 49% (Figura 1A), para as
nanoparticulas combinadas ao 6leo essencial de geranio observa-se 65% na inibicao
(Figura 1C) e para as nanoparticulas de quitosana combinadas ao 6leo essencial de
capim-limdo nota-se 58% de reducgéo (Figura 1E). Na biomassa, a redugédo dos
biofilmes frente as nanoparticulas de quitosana, na maior concentracdo de 4096



35

pg/ml, apresenta uma redugdo em torno de 50% (Figura 1B). No que se refere as
nanoparticulas de quitosana encapsuladas ao 6leo essencial de gerénio observa-se
uma reducao de cerca de 68%, na maior concentragdo de 4096 ug/ml (Figura 1D),
da biomassa do Cryptococcus spp. Em relagdo as nanoparticulas de quitosana
combinadas ao 6leo de capim-limao observou-se que na biomassa houve inibigdo de

cerca de 53% do crescimento na concentragédo de 4096 pg/ml (Figura 1F).
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Figura 3. Sensibilidade in vitro de biofilmes maduros de espécies do complexo C.
neoformans/ C. gattii exposto as nanoparticulas de quitosana de baixo peso
molecular, das nanoparticulas combinadas ao 6leo essencial de geranio e das
nanoparticulas combinadas ao 6leo essencial de capim-limao.
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° © s > o
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QUITOSANA (giml)
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J

ATIVIDADE METABOLICA(%)
1
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% o 2 o " B O
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QUITOSANA/CAPIM-LIMAO(pg/mi)

1

BIOMASSA %

BIOMASSA %

100

$

AR R T Dy

QUITOSANA (pg/ml)

MR IR
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CrEIISILILSS

QUITOSANA/CAPIM-LIMAO(pg/ml)

Legenda: Atividade metabdlica e biomassa de biofimes do complexo C. neoformans/ C. gattii

expostos a diferentes concentragdes de quitosana de baixo peso molecular. A, C e E: Atividade

metabdlica do biofilme exposta as nanoparticulas. B, D e F: Biomassa de biofime exposta as

nanoparticulas. *: diferengas estatisticas P<0,05 em relagao ao controle (C) livre de nanoparticulas.



37

6 DISCUSSAO

Neste trabalho, avaliou-se a performance das nanoparticulas de quitosana de
baixo peso molecular de forma isolada e a combinagao entre as nanoparticulas de
quitosana de baixo peso molecular com o 6leo essencial de capim-limao e com o
Oleo essencial de geréanio. Embora o uso isolado das nanoparticulas tenha
apresentado inibicdo tanto em células plancténicas quanto biofilme, as combinacbes
dos Oleos essenciais encapsulados pelas nanoparticulas apresentaram melhor
performance de redugéo nos biofilmes maduros.

Ainda sao poucos os trabalhos que testam a quitosana, em diferentes pesos
moleculares ou diferentes tamanhos moleculares, disponiveis no meio académico.
Portanto os dados amostrados abaixo sao prospecgdes otimistas, tendo em vista que
0s microrganismos dos estudos citados, embora sejam fungos patdégenos, possuem
caracteristicas e comportamentos diferentes. Com relacdo aos mecanismos de acao
dos dleos essenciais contra microrganismos, é relatada capacidade de desestabilizar
as membranas e paredes biolégicas por meio de um complexo de transferéncia de
carga (MUKARRAM et al., 2021).

As nanoparticulas de quitosana de baixo peso molecular, neste estudo,
apresentaram 100% de inibicdo nas células plancténicas de espécies do complexo
C. neoformans/C. gatti, variando de 128 - 512 pg/ml. O baixo peso molecular,
comparado a outros pesos moleculares maiores, pode ser um fator que melhora o
desempenho da quitosana devido ao seu potencial de penetracdo, adentrando
membranas biolégicas com facilidade (FILHO et al., 2020). O mesmo se aplica as
nanoparticulas.

Com relacao ao uso das nanoparticulas de quitosana de baixo peso molecular
combinadas aos Oleos, também se averiguou que todas as cepas de espécies do
complexo C.neoformans/C. gattii apresentaram as concentragées minimas inibitorias
variando de 128-256 pg/ml para nanoparticulas com ambos os 6leos, capim-limao e
geranio, em células plancténicas. No trabalho de Garcia et al. (2021), microparticulas
de quitosana combinadas aos 6leos essenciais de capim-limdo e geranio sao
utilizados contra células planctdnicas e biofilmes de Candida albicans, uma levedura.
Sendo apresentados valores de MIC variando entre 64-512 pg/ml para
microparticulas de quitosana isoladas, 4-128 pg/ml para combinagéao microparticulas

de quitosana/dleo de capim-limao e 4-256 pg/ml para combinag&do microparticulas de
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quitosana/éleo de geranio. Quando comparados os valores da inibicdo nas células
plancténicas entre os dois trabalhos é possivel notar que s&o valores que apresentam
similaridade.

As nanoparticulas de quitosana de baixo peso molecular testadas isoladas na
concentragcédo de 4098 ug/ml frente ao biofilme maduro das espécies do complexo
C.neoformans/C. gattii apresentaram reducdes de 49% e 50%, na atividade
metabdlica e na biomassa respectivamente. Os resultados da sensibilidade do
biofilme mostram que o O6leo essencial de capim-limdo encapsulado pelas
nanoparticulas na concentragado de 4098 ug/ml apresentou reducédo de 58% e 53%
na atividade metabdlica e biomassa respectivamente. O dleo essencial de geranio
encapsulado pelas nanoparticulas na concentracdo de 4098 ug/ml apresentou
reducao entre 65% e 68% na atividade metabdlica e biofilme, tendo melhor
desempenho na biomassa.

De acordo com o estudo de Garcia et al. (2023), o encapsulamento dos 6leos
essenciais de capim-limao e geranio apresentou efeito antimicrobiano ao reduzir o
biofilme misto das espécies Streptococcus mutans e Candida albicans. Tanto as
microparticulas de quitosana isoladas quanto sua combinagdo com os Oleos
essenciais apresentaram inibigdo préxima ou maior que 50% na maior concentragao
testada de 4098 pg/ml, tendo uma melhor inibicio a combinacdo entre as
microparticulas encapsulando o 0leo essencial de capim-limdo. Também
apresentando valores similares a este estudo.

Segundo Régo (2019), a estrutura quimica da quitosana é favoravel a
interagdo com cargas negativas, sejam de polimeros ou outras moléculas, por conta
dos 3 agrupamentos funcionais ativos em sua conformagdo - um grupo amino no
Carbono 2, uma hidroxila no Carbono 3 e uma outra hidroxila no Carbono 6.
Quaisquer variacbes nesses agrupamentos podem surgir modificagdes das suas
propriedades, sendo possivel variadas aplicacdes e usos, comprovando assim sua
versatilidade ao ser utilizadas junto a outros compostos.

Embora os 6leos essenciais sejam eficazes contra microrganismos, como
fungos e bactérias, eles apresentam toxicidade quando utilizados de forma direta
para quaisquer tratamentos € inviavel devido as limitagdes bioldgicas, tais quais a
alta volatilidade e degradagcédo quando expostos a temperatura e a luz (DE ASSIS et
al., 2023). Por isso, a utilizagao da técnica de encapsulamento dos Oleos essenciais
pelas nanoparticulas de quitosana, protegendo os dleos essenciais da evaporagao,
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tornando a toxicidade diminuta apds aplicacdo, utilizando os principais beneficios da
quitosana (GARCIA et al., 2021).
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

° As células planctbnicas das espécies do complexo Cryptococcus
neoformans/Cryptococcus gattii testadas neste trabalho apresentaram inibi¢cao frente
ao uso das nanoparticulas de quitosana de baixo peso molecular; das nanoparticulas
de quitosana de baixo peso molecular/capim-limao e das nanoparticulas de quitosana
de baixo peso molecular/geranio.

° Os Dbiofimes maduros das espécies do complexo Cryptococcus
neoformans/Cryptococcus gattii testadas neste trabalho apresentaram inibi¢cao frente
a combinagcdo entre nanoparticulas de quitosana de baixo peso molecular; das
nanoparticulas de quitosana de baixo peso molecular/capim-limédo e das

nanoparticulas de quitosana de baixo peso molecular/geranio.
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