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RESUMO 

 

Cryptococcus neoformans é o patógeno fúngico mais comumente encontrado 

em infecções do sistema nervoso central, que desperta interesse devido a sua 

associação com os pacientes imunocomprometidos, em especial aqueles com 

AIDS. Embora haja ainda pouco relatados, isolados resistentes têm emergido 

nos últimos anos, e a disponibilidade de um método de sensibilidade rápido e 

reprodutível pode contribuir para a escolha do tratamento adequado. Os 

antifúngicos sintéticos possuem elevada toxicidade e sua disponibilidade na 

prática médica é relativamente pequena, algumas vezes ineficiente, o que 

reforça a demanda por novas alternativas terapêuticas. A busca por novos 

agentes antifúngicos a partir de plantas pode viabilizar o tratamento das 

principais micoses, diminuindo as reações adversas. Neste âmbito, pretendeu-

se padronizar a citometria de fluxo para a determinação da sensibilidade de 

anfotericina B e de substâncias de fontes naturais, comparando-as com o 

micrométodo. A citometria de fluxo foi utilizada no presente estudo para testar a 

sensibilidade de C. neoformans baseada na ligação de iodeto de propídeo na 

célula fúngica. Para tanto, isolados clínicos foram selecionados para análise da 

sensibilidade em citometria de fluxo depois de realizada a tipagem molecular 

de 151 isolados de Cryptococcus spp. das regiões de São José do Rio Preto e 

Rio de Janeiro por RFLP do gene URA5, em que a prevalência segue igual ao 

quadro mundial, em que o tipo molecular VNI é o mais prevalente, bem como 

verificou-se que a infecção por uma nova cepa e/ou diferentes espécies pode 

ocorrer com relativa freqüência. Foram ainda testados 57 extratos brutos, 52 

frações e 53 substâncias puras isoladas de plantas do Cerrado e Mata Atlântica 

contra a cepa ATCC 90012 de C. neoformans. Três substâncias puras 

sorbifolina, nitensosídeo B e isoquercitrina da planta Pterogyne nitens 

apresentaram CIM de 7,8μg/mL contra C. neoformans. Estes dados foram 

confirmados em citometria de fluxo, após padronização do método para 

anfotericina B, cujo ponto final de leitura correspondeu a 50% da intensidade 

de PI em relação aos controles, correspondendo ao valor de 2μg/mL para a 

cepa ATCC, valor este também obtido pelo micrométodo. As CIMs dos 14 

isolados variaram de 0,5 a 2μg/mL pelo micrométodo, e de 0,0625 a 4 μg/mL 

por citometria. As substâncias puras foram eficientes antifúngicos contra C. 



 

 
 

neoformans, uma vez que em baixas concentrações da planta o iodeto de 

propídio rapidamente penetrou na maioria das células da levedura, indicando 

que o efeito fungicida resultou principalmente de uma extensa lesão da 

membrana celular, garantindo futuras investigações para aplicações clínicas. 

Os dados foram analisados concomitantemente com o método M27A2 e os 

resultados foram consistentes. O novo método provou ser eficiente e viável 

para a análise de substâncias de origem vegetal com atividade antifúngica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

Abstract 

 

Cryptococcus neoformans is a fungal pathogen most commonly found in 

infections of the central nervous system that arouses interest because of its 

association with immunocompromised patients, especially those with AIDS. 

Although have not been much reported, resistant isolates have emerged in 

recent years, and the availability of a method for rapid and reproducible 

susceptibility may contribute to the choice of treatment. The synthetic antifungal 

agents have high toxicity and its availability in medical practice is relatively 

small, sometimes inefficient, which reinforces the demand for new therapies. 

The search for new antifungal agents from natural products may facilitate the 

treatment of major fungal infections, reducing adverse reactions. In this context, 

we intended to standardize the flow cytometry to determine the susceptibility of 

amphotericin B and natural sources substances against C. neoformans, based 

on binding of propidium iodide (PI) in the fungal cell. For this, clinical isolates 

were selected for susceptibility analysis in flow cytometry after molecular typing 

of 151 Cryptococcus spp isolates from São José do Rio Preto and Rio de 

Janeiro by RFLP of the URA5 gene. The molecular type VNI is the most 

prevalent, as well as verified that infection by a new strain and / or different 

species can occur with relative frequency. We also tested 57 crude extracts, 52 

fractions and 53 pure compounds isolated from plants of the Cerrado and the 

Atlantic forest against the C. neoformans ATCC 90012 strain. The pure 

substances sorbifolin, nitensoside B and isoquercitrin, from the plant Pterogyne 

nitens, presented MIC of 7.8μg/ml against C. neoformans, These data were 

confirmed by flow cytometry, after standardizing the method for amphotericin B, 

whose endpoint was 50% of the PI intensity, corresponding to the value of 

2�g/mL for the ATCC strain, a value also obtained by the micromethod. The 14 

isolates presented MICs ranged from 0.5 to 2�g/mL by the micromethod and 

from 0.0625 to 4�g/mL by flow cytometry. The pure substances were effective 

antifungal against C. neoformans, since at low concentrations of plant; the 

iodide rapidly penetrated the majority of yeast cells, indicating that the fungicidal 

effect resulted primarily from an extensive lesion of the membrane, ensuring 

future research to clinical applications. The data were analyzed concurrently 

with the M27A2 method and the results were consistent. The new method 



 

 
 

proved to be efficient and viable for the analysis of substances of plant origin 

with antifungal activity. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Avanços significativos na área da saúde têm propiciado a sobrevida de 

muitos pacientes, mas por outro lado muitos destes tornaram-se altamente 

suscetíveis a infecções causadas por organismos como os fungos que eram 

considerados de baixa virulência ou até mesmo não patogênicos. O aumento 

na incidência destas infecções decorreu principalmente devido ao 

aparecimento de indivíduos imunodebilitados por várias causas, incluindo as 

patogênicas ou iatrogênicas (SEGAL et al., 2008; JARVIS et al., 2008). Isto se 

deve ao crescimento do uso de terapias imunossupressoras agressivas em 

uma ampla variedade de pacientes, incluindo aqueles com o vírus HIV, com 

neoplasias hematológicas, com doenças auto-imunes, transplantados ou com 

rejeição severa do enxerto contra o hospedeiro (PFALLER et al., 2008; GROLL 

et al., 2008; GARBER, et al., 2001). Apesar dos esforços mundiais e dos 

avanços promissores visando o controle da síndrome da imunodeficiência 

adquirida (AIDS), quer para a prevenção ou o tratamento, o número de 

indivíduos infectados pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV) tem 

crescido, bem como o número de mortes relacionadas com esta doença 

(ROSSIT et al, 2009). Por outro lado, associada a esta e outras doenças, a 

freqüência das micoses tornou-se um importante problema de saúde pública, 

afetando grande parte da população mundial e como conseqüência, podendo 

ocorrer diminuição da qualidade e da expectativa de vida.                                                             

Cryptococcus neoformans é o patógeno fúngico mais comumente 

encontrado em infecções do sistema nervoso central (SNC), afetando 

hospedeiros imunocompetentes e principalmente imunocomprometidos, 

sobretudo paciente HIV positivo, sendo esse importante fator de risco da 

criptococose (THAKUR et al., 2008; DEL VALLE & PINA-OVIEDO, 2006). No 

mundo existem 33,2 milhões de pessoas com HIV, de acordo com Lin & 

Heitman em 2006, e, ocorreram 2,5 milhões de novas infecções em 2007. O 

número de pessoas que morreram em decorrência da AIDS este ano foi de 2,1 

milhões, e, na América Latina, um terço dos HIV soropositivos está 

concentrado no Brasil, um país que espelha este aumento mundial (ROSSIT et 

al, 2009). De acordo com o Boletim Epidemiológico, de 1980 a junho de 2007, 

foram notificados 474.273 casos de AIDS no Brasil, sendo que 6% dos 
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pacientes tinham criptococose no momento do diagnóstico (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, Brasil, 2007). Devido a esse quadro, a criptococose é a segunda 

doença neurológica mais prevalente em pacientes brasileiros com AIDS 

(MARTINS et al, 2007; PAPPALARDO et al, 2007; SHEN et al., 2007; 

VIDOTTO et al, 2006). A criptococose continua a ser uma das principais causas 

da elevada taxa de mortalidade entre pacientes possuidores do vírus da 

imunodeficiência humana (HIV) apesar dos avanços feitos em tratamento 

antifúngico, controle da pressão intracraniana e terapia anti-retroviral (SAJADI 

et al., 2009). O índice de mortalidade de criptococose no SNC é de 15% a 30%, 

mesmo com o tratamento (CHARLIER et al, 2008). De acordo com Pappalardo, 

2009, os dados do Instituto de Infectologia Emilio Ribas (IIER) mostram 

aumento de casos a partir de 2002. Os mais afetados referem-se a pacientes 

que não querem receber tratamento HAART (Terapia antiretroviral de alta 

potência), ou não aderem a essa terapêutica, ou no caso de falência do 

esquema antiretroviral (GONZALO et al., 2009). 

O gênero Cryptococcus compreende espécies com presença de cápsula 

polissacarídica e metabolismo não fermentador, produtores de urease e 

assimiladores de inositol e D-glucuronato.  Inclui-se pelo menos 38 espécies já 

identificadas dentro desse gênero, mas as únicas espécies de interesse médico 

como agentes da criptococose são C. neoformans e C. gatti (KWON-CHUNG et 

al., 2002; CASADEVALL e PERFECT, 1998; MITCHEL e PERFECT, 1995). 

Cryptococcus é separado em cinco sorotipos (A, B, C, D e AD) de acordo com 

diferenças na caracterização antigênica (CHERNIAK e SUNDSTROM, 1994; 

BHARTTACHARJEE et al., 1984; IKEDA et al., 1982). Os estudos de 

caracterização antigênica, iniciados por Benham em 1935, foram também de 

grande importância para o reconhecimento de diferentes sorotipos, tornando-se 

uma importante ferramenta em trabalhos epidemiológicos (RIBEIRO & 

NGAMSKULRUNGROJ, 2008; NISHIKAWA et al., 2003; KWON-CHUNG e 

BENNETT, 1984). 

Cryptococcus neoformans atualmente é subdividido em duas 

variedades: variedade neoformans (sorotipo D) e, variedade grubii (sorotipo A). 

Vanbreuseghem e Takashio em 1970 propuseram o nome de mais uma 

variedade, C. neoformans var. gattii quando células alongadas atípicas foram 

observadas em líquido céfalo-raquidiano de um menino africano com meningite 
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(SORRELL, 2001). Mas, Boekhout et al., (2001), em estudos de genotipagem 

por AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), verificaram uma clara 

distinção entre as variedades neoformans/grubii e a gattii propondo a existência 

de duas espécies distintas: C. neoformans com as variedades neoformans e 

grubii e Cryptococcus gattii (sorotipos B e C) (KWON-CHUNG et al., 2002).  

Análises epidemiológicas revelaram que a maioria dos pacientes são 

homens entre 30-39 anos e mais de 90% são HIV positivos. A prevalência no 

quadro mundial é do sorotipo A, seguido pelo sorotipo B (PERÉZ et al., 2008; 

NISHIKAWA et al., 2003). No Brasil, os dados estão de acordo com a literatura 

mundial, com exceção da região nordeste, que apresenta prevalência do 

sorotipo B (TRILLES et al., 2008; SANTOS et al., 2008; LEAL et al., 2008; 

MATSUMOTO et al., 2007; ABBEG et al., 2006; BARONI et al., 2006). 

Cryptococcus neoformans var. neoformans (sorotipo D), que é predominante 

em climas temperados pode então ser encontrado com mais freqüência em 

determinadas regiões do Brasil e do mundo (MATSUMOTO et al., 2007; 

VIDOTTO et al., 2006).  

A epidemiologia da criptococose permanece mal compreendida, 

principalmente com relação à fonte de infecção e, aos casos de recorrência. 

Acredita-se que a maior parte destes episódios ocorre pela persistência do 

isolado infectante original, embora não se saiba que proporção pode ser 

causada por um novo isolado. Uma melhor compreensão destes casos 

beneficiaria as estratégias de prevenção da criptococose. 

A tipagem molecular é potencialmente útil em esclarecer casos de 

recidivas por persistência da cepa ou reinfecção por uma nova cepa, 

demonstrando os graus de relação entre os isolados no início e em infecções 

posteriores de um mesmo paciente. Vários métodos de tipagem molecular vêm 

sendo utilizados em análise epidemiológica de C. neoformans/gattii, como por 

exemplo, cariotipagem, PCR-fingerprinting, RAPD, RFLP e AFLP (LEAL et al., 

2008; FENG et al., 2008b; TRILLES et al., 2008; MATSUMOTO et al., 2007; 

DELGADO et al., 2005; BARRETO DE OLIVEIRA et al., 2004; IGREJA et al., 

2004; CASALI et al., 2003; MEYER et al., 2003; TRILLES et al., 2003; 

BOEKHOUT et al., 2001; CALVO et al., 2001; GARCIA-HERMOSO et al., 1999; 

BOEKHOUT et al., 1997; BRANDT et al., 1996). As técnicas de PCR 

fingerprinting com iniciadores mini (M13) ou microsatélite (GACA)4 específicos 
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e RFLP dos genes CAP1, GEF1 PLB1 e URA5 vem sendo utilizados em 

levantamentos globais, dividindo os isolados em oito tipos moleculares 

principais, denominados VNI e VNII (C. neoformans var. grubii, sorotipo A), 

VNIII (C. neoformans, sorotipo AD), VNIV (C. neoformans var. neoformans, 

sorotipo D) e VGI a VGIV (C. gattii, sorotipos B e C) (FENG et al., 2008a; 

FENG et al., 2008b; RIBEIRO & NGAMSKULRUNGROJ, 2008; MATSUMOTO 

et al., 2007; LATOUCHE et al., 2003; MEYER et al., 2003; MEYER et al., 

1999). Vários estudos têm verificado uma predominância do tipo molecular VNI 

tanto em isolados ambientais quanto em clínicos (RIBEIRO & 

NGAMSKULRUNGROJ, 2008; MEYER et al., 2003; CASALI et al., 2003).  

No Brasil, 124 isolados (105 clínicos e 19 ambientais) da região sul 

foram estudados quanto à morfologia, bioquímica, tipos moleculares e 

sorotipos. A maioria dos isolados clínicos e ambientais pertencia a C. 

neoformans var. grubii sorotipo A (89,5 e 52,6%, respectivamente) e foram 

classificados como mating type � (98,1 e 94,7%, respectivamente). A tipagem 

molecular com os iniciadores minissatélites M13 e microssatélite (GACA)4 

agrupou a maioria dos isolados no grupo VNI, concordando com dados 

anteriores em que foi estabelecido que a maioria dos isolados de C. 

neoformans pertencia a este grupo (CASALI et al., 2003). Ainda no sul, 38 

isolados ambientais foram tipados pelas técnicas de PCR-fingerprinting (M13 e 

(GACA)4) e cariotipagem eletroforética. Trinta e três dos 38 isolados foram 

identificados como VNI (C. neoformans var. grubii) e os cinco restantes como 

VGI (C. gattii) (ABEGG et al., 2006). Trilles et al., em 2008, verificaram os tipos 

moleculares por PCR-fingerprinting de 443 isolados brasileiros de 

Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii para determinar sua 

distribuição geográfica no Brasil e suas condições subjacentes. O tipo 

molecular mais encontrado no Brasil foi VNI (64%), seguido por VGII (21%), 

VNII (5%), VGIII (4%), VGI e VNIV (3% cada), e VNIII (<1%).  

A criptococose causada pelo tipo molecular VGII (sorotipo B) prevalece 

em imunocompetentes no Norte e Nordeste, revelando um padrão endêmico 

regional específico para este tipo molecular no Norte do Brasil. A presença de 

Cryptococcus gattii (VGII) no estado do Pará, norte do Brasil, foi relatada, 

assim como outros genótipos, em 56 isolados de Cryptococcus spp. (54 

isolados de fluido espinhal cerebral e duas culturas de sangue) de 43 casos 
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diagnosticados entre 2003-2007. As seguintes espécies e genótipos foram 

identificados: Cryptococcus neoformans VNI (28/56, 50%), Cryptococcus gattii 

VGII (25/56, 44,64%) e C. gattii VGI (3/56, 5,26%) (SANTOS et al., 2008). O 

aparecimento de Cryptococcus gattii (sorotipos B e C), em regiões tropicais, 

subtropicais, bem como mais recentemente em temperadas e de climas secos, 

pode ter ocorrido devido às mudanças das condições climáticas ou de 

utilização dos solos e/ou susceptibilidade do hospedeiro. O longo prazo das 

alterações climáticas, tais como a significativa elevação da temperatura global 

nos últimos 100 anos, a influência dos padrões de doença entre as plantas e os 

animais podem criar nichos em climas diferentes dos habitáveis anteriormente 

por patógenos emergentes (DATTA et al., 2009). 

A estrutura genética de C. neoformans é bastante complexa e o 

emprego de novos iniciadores, bem como, outras técnicas moleculares são 

importantes e necessárias para elucidar sua epidemiologia. A meningite 

criptocócica ainda é problemática em pacientes imunossuprimidos, 

principalmente em HIV positivos. 

As infecções por leveduras têm-se destacado pelo aumento de casos 

(CAREY et al., 2008; PASQUALOTTO et al, 2006; SWOBODA et al, 2003). O 

tratamento dos pacientes com AIDS com a terapia antiretroviral provocou uma 

queda nas taxas de incidência de criptococose, no entanto, a doença pode se 

manifestar mesmo durante este tratamento e o prognóstico continua a ser 

desfavorável (DROMER et al., 2007; FRIEDMAN et al., 2005; DROMER et al., 

2004). O prognóstico dessas infecções é limitado pela eficácia reduzida dos 

fármacos atualmente disponíveis, pelo desenvolvimento de resistência e 

também pela falta de testes diagnósticos rápidos e específicos (MÉAN et al, 

2008; SHAO et al., 2007; SANGLARD, 2002; KONTOYIANNIS e LEWIS, 2002). 

O crescimento dessas infecções tem gerado problemas não apenas ao 

diagnóstico, mas também na terapêutica. A disponibilidade de antifúngicos na 

prática médica é relativamente pequena, algumas vezes ineficiente e a maioria 

com certa toxicidade. Juntamente com o crescimento dessas infecções, o 

problema da resistência microbiana também sofreu um aumento acentuado 

(TING & WALKER, 2008; SCORZONI et al., 2007b; GIROIS et al., 2006). 

Apesar do declínio da criptococose, a taxa de letalidade continua 

consideravelmente alta, em torno de 15 a 30% (CHARLIER et al., 2008; 
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JARVIS et al., 2008; DROMER et al., 2007) e a resistência do gênero 

Cryptococcus sp aos antifúngicos pode também ocorrer (PFALLER et al., 2008; 

PERFECT et al., 1999; ALLER et al., 2000; REX et al., 2001). O mercado 

farmacêutico possui um número limitado de fármacos antifúngicos, o que faz o 

tratamento contra infecções causadas por leveduras do gênero Cryptococcus 

ser ainda mais difícil.  Dentre os cinco grupos de fármacos disponíveis 

(polienos, fluoropirimidinas, azóis, equinocandinas e alilaminas), a anfotericina 

B, pertencente à classe dos polienos, é a primeira escolha no tratamento dessa 

micose. Este polieno é usado em doses iniciais de ataque, como terapia 

primária, seguido de manutenção com fluconazol por tempos prolongados, 

podendo gerar cepas resistentes aos antifúngicos de uso clínico, o que é 

atualmente um problema de difícil solução, emergente nos últimos anos 

(SLOAN et al., 2008; DORNEANU et al., 2008; JARVIS et al., 2008; PFALLER 

et al., 2008). A anfotericina B pode ser administrada em associação com 5-

flucitosina (5-FC), o que tem demonstrado uma diminuição de 30% de casos de 

falha na terapêutica quando comparado com outros tratamentos (DROMER et 

al., 2008). Mas esta possibilidade não existe no Brasil, pois a 5-FC não está 

mais disponível e por outro lado, tem-se encontrado principalmente no Rio de 

Janeiro, isolados resistentes a este antifúngico em percentual bastante 

acentuado (MATSUMOTO et al., 2007). Por outro lado, altas taxas de 

persistência e freqüentes recidivas da doença têm causado uma grande 

preocupação, uma vez que as classes de drogas antifúngicas disponíveis no 

mercado possuem sérias desvantagens, como o baixo espectro de ação, o 

custo elevado e a não seletividade ao fungo. Isso pode gerar sérios riscos ao 

hospedeiro, tornando-se tóxicas, ocasionando efeitos adversos como a 

hepatotoxicidade, nefrotoxicidade e fototoxicidade, além de muitas dessas 

drogas serem fungistáticas e não fungicidas (GUERRERO, et al., 2008; 

JOHNSON et al, 2008; SILVA et al., 2008; CHEN &SORRELL; 2007; REX el 

al., 2001; BECK-SAGUE e JARVIS 1993). 

Anfotericina B age no ergosterol, principal esterol da membrana celular 

fúngica, causando um desequilíbrio osmótico, resultando em uma perda de sais 

e outros metabólitos, fundamentais para a sobrevivência da célula, levando a 

sua morte (CHEN & SORRELL; 2007; BAGINSKI et al., 2006; CARRILLO-

MUÑOZ et al., 2006; ELLIS et al., 2002; TERRELL e HUGHES, 1992). Esta 
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substância está associada a vários efeitos tóxicos e requer administração 

intravenosa (KAJI et al., 2008; GOODWIN et al., 1995). Além disso, o ponto de 

corte para esta droga ainda não foi estabelecido, mas alguns estudos têm 

considerado o ponto de corte de 2�g/mL como o de isolados resistentes 

(PFALLER et al., 2005; NGUYEN e YU, 1998; LOZANO-CHIU et al., 1998). A 

resistência a anfotericina B pode ser mediada pelo aumento da atividade da 

catalase ou defeitos na biossíntese de ergosterol (PEMÁN et al., 2009). Pfaller 

et al. em 2005, analisaram 1811 isolados clínicos provenientes de cinco regiões 

globais no período de 1990 a 2004 e verificaram que menos de 1% dos 

isolados, foram resistentes a fluconazol (64�g/mL) e anfotericina B (2�g/mL). 

Johnson et al., em 2008, avaliaram 1763 isolados clínicos de pacientes em 28 

países dos seis continentes e verificaram CIMs entre 0,125-2�g/mL em sua 

maioria. Quatro isolados excederam o CIM de 2�g/mL. Um quarto dos 

pacientes que excederam o CIM de 1�g/mL também foram resistentes a um ou 

mais triazólicos. Assim, poucos trabalhos têm demonstrado aumento de CIM e 

a maioria tem mostrado valores abaixo de 1μg/mL (PFALLER et al., 2006 e 

BRANDT et al., 2001). Neste último somente 0,6% dos isolados apresentaram 

MIC de 2μg/mL. Mais recentemente, Pappalardo, 2009, verificou que 41 

isolados de C. neoformans foram sensíveis a AMB, com CIM variando de 0,25 

a 1μg/mL. 

A flucitosina inibe a síntese protéica fúngica, e também interfere na 

síntese do seu DNA; é limitada pela sua toxicidade na medula óssea e elevada 

taxa de mutação espontânea levando a resistência microbiana (PALUSZYNSKI 

et al., 2008; ANDES e OGTRO, 2000; BENNETT, 1977). 

Os azóis são uma classe de antifúngicos que inibe a biossíntese do 

ergosterol que é o principal esterol presente na membrana da célula fúngica 

(LÓRÁND et al., 2007; VERMITSKY et al., 2006; BERG et al., 1998). O 

fluconazol é o representante mais utilizado para o tratamento de várias 

infecções fúngicas, por ser uma opção valiosa resultando em altos níveis 

sanguíneos, rápido equilíbrio sérico e boa penetração tecidual, alem do custo-

beneficio ser bom, mas seu uso generalizado tem demonstrado uma 

resistência emergente entre os isolados de C. neoformans na Ásia-Pacífico, 

África/Oriente Médio, na América Latina e regiões próximas (KANTARCIOGLU 

et al., 2008; CARRILLO-MUÑOZ et al., 2008; BII et al., 2007; BICANIC et al., 
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2006). Tumbarello e colaboradores em 1997 isolaram Candida spp de 

pacientes infectados pelo vírus HIV, e verificaram que 43% dos pacientes com 

candidíase oral foram resistentes ao fluconazol. Segundo a análise 

multivariada, o único fator de risco independente que influenciou o 

desenvolvimento dessa resistência foi que os pacientes tiveram mais de cinco 

episódios de candidíase oral em relação ao ano anterior e a terapêutica foi a 

mesma em todas as reincidências: fluconazol por 6 meses. Rautemaa et al., 

em 2008, também verificaram um decréscimo na sensibilidade do fluconazol 

em isolados clínicos de Candida albicans devido ao longo tempo no tratamento 

com os azólicos. A resistência de C. neoformans aos azóis foi inicialmente 

observada por Petermans et al. (1993), em que descreveram um caso de 

meningite por C. neoformans var. gattii em paciente com AIDS, procedente de 

área rural do Zâmbia, que apresentou resposta clínica e micológica baixa ao 

tratamento com fluconazol (FCZ). O fungo foi isolado do líquido cefalorraquiano 

(LCR) e resultou ser sensível a anfotericina-B (AMB) e resistente ao FCZ. A 

resistência ao FCZ foi comprovada por testes de difusão e diluição em caldo. 

Silva et al, em 2008, estudaram isolados de Cryptococcus neoformans de 35 

pacientes do hospital da Universidade Federal do Triângulo Mineiro e 

verificaram que dois isolados eram resistentes a itraconazol e dois resistentes a 

AMB. Bii et al, 2007, estudaram 80 isolados clínicos de Cryptococcus 

neoformans e verificaram que 21% dos isolados eram resistentes a 5-FC. 

Apenas 23,8% dos isolados foram sensíveis ao fluconazol, 65% sensível dose-

dependente (SDD) e 11.2% resistentes. Trabalhos realizados com espécies de 

leveduras têm mostrado que vários mecanismos podem estar envolvidos com 

tal resistência, incluindo a redução no acúmulo de antifúngicos azólicos por 

células fúngicas, associado com a expressão aumentada de genes que 

codificam proteínas de efluxo de drogas, superprodução de enzimas, a 

implementação de vias metabólicas alternativas e/ou alterações na molécula 

alvo (CANNON at al., 2009; ESPINEL-INGROFF, 2008; MONK et al., 2008; 

FERREIRA et al., 2005; GOLDMAN et al., 2004; WHITE et al.,1998; 

SANGLARD et al., 1997; MARICHAL et al., 1995).  

Outros exemplos de substâncias pertencentes à classe dos azóis são 

itraconazol, voriconazol, posaconazol, isavuconazol, ravuconazol e 

albaconazol, mas nenhum deles oferece uma nova classe de antifúngicos, ou 
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um mecanismo diferente de ação, o que é necessário para melhorar o espectro 

de atividade; além de os últimos poderem causar interações medicamentosas 

com os outros azóis já existentes (ZONIOS e BENNETT, 2008; CHEN e 

SORRELL, 2007). 

A sensibilidade aos antifúngicos pode ser determinada por métodos 

preconizados de referência, por metodologias não comerciais ou por testes 

comerciais. O número disponível destes testes, bem como o de laboratórios 

que implantaram esta metodologia tem crescido bastante, o que sem dúvida 

contribui para a seleção da melhor terapêutica baseada em dados de 

correlação clínico-laboratorial. A disponibilidade de métodos de referência 

recomendados pelo CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute) e pelo 

EUCAST (European Committee on Antibiotic Susceptibility Testing) foram 

iniciativas importantes para homogeneizar os procedimentos laboratoriais, 

aumentando a reprodutibilidade interlaboratorial (PFALLER et al., 2008; 

ALEXANDER et al., 2007; CHATURVEDI, 2004).  

O CLSI desenvolveu o método de macrodiluição em caldo (M27A) para 

Candida spp e Cryptococcus neoformans constituindo-se no padrão-ouro para 

o desenvolvimento de outros métodos (CLSI, 1992). Posteriormente, o método 

de microdiluição em caldo foi preconizado e seus resultados foram bastante 

concordantes (CLSI-M27A2, 2002). Estes testes consomem tempo, exigem 

trabalho laboratorial intenso e, portanto não eliminam a necessidade de se 

procurar métodos mais simples e econômicos para os testes de rotina.  

Por outro lado, há ainda vários fatores que podem influenciar nos seus 

resultados, como o fenômeno de trailing, a dificuldade de se detectar cepas 

resistentes a anfotericina B e o crescimento escasso de alguns microrganismos 

no meio proposto (PFALLER et al., 2008; JOHNSON, 2008; LIU et al., 2007; 

VALLE-SILVA et al., 2006; REX at al., 2001). Assim, têm-se estudado várias 

alternativas para minimizar esses problemas, como outros meios de cultura 

para anfotericina B, suplementação de glicose ao meio, determinação 

espectrofotométrica, incubação de 24 ou 48 horas com agitação, aumento do 

tamanho do inóculo (GOMEZ-LOPEZ et al., 2005; CHATURVEDI at al., 2004; 

ARTHINGTON-SKAGGS et AL., 2002; EUCAST, 2002; TE DORSTHORST et 

al., 2002; CUENCA-ESTRELLA et al., 2001; REX at al., 2001; RODRÍGUEZ-

TUDELA et al., 2000). Estes métodos denominados CLSI-like têm uma 
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correlação elevada com o do CLSI. O método M27A2 já incorporou algumas 

destas alterações e, além disso, a avaliação de novas drogas antifúngicas tem 

merecido estudos adicionais (ABE at al., 2008; PFALLER et al., 2008; PINA-

VAZ at al., 2005; CHATURVEDI at al., 2004; CLSI, 2002). Pappalardo et al., 

2009 empregaram curvas de morte no estudo da sensibilidade a anfotericina B 

e chamaram atenção da tolerância ao antifúngico e do uso de métodos de 

sensibilidade que não descrevem o crescimento adicional de C. neoformans 

em contato com a droga.  

Citometria de fluxo (CF) foi descrita como um instrumento excelente para 

o estudo da sensibilidade de diferentes microrganismos, incluindo os fungos 

(PIETSCHMANN et al., 2008; SUNG & LEE, 2008; SUNG et al., 2008; 

WADHWA et al., 2008; RUDENSKY et al., 2005; CHATURVEDI et al., 2004; 

RAMANI et al., 2001; PINA-VAZ, at al., 2001). Estudos recentes têm mostrado 

que esta técnica pode superar algumas limitações dos métodos convencionais, 

não necessitando de longos períodos de incubação como na microdiluição. 

Esta metodologia permite a determinação da sensibilidade e pode fornecer 

informações adicionais a respeito dos mecanismos de ação e de resistência a 

drogas (CHATURVEDI et al., 2004; PINA-VAZ, et al. 2004, 2001 e 2000b).  

Métodos adaptados para estudar a sensibilidade de antifúngicos, por 

citometria, indicam uma boa correspondência com o método preconizado 

inicialmente pelo CLSI. Os resultados revelaram que a correlação 

interlaboratorial entre a microdiluição em caldo (M27A2) e o método de 

citometria de fluxo foram essencialmente os mesmos. Entretanto, alguns 

isolados mostraram diferenças devido ao fenômeno do trailing sendo que o 

método de Citometria de fluxo foi de leitura mais fácil. Por ser um método mais 

rápido e sensível para determinação da sensibilidade, a citometria passa a ter 

grande vantagem em relação aos métodos anteriormente descritos. 

(CHATURVEDI, 2004; RAMANI et al., 2003, e 2001; LEE & KWAK, 1999; 

PEYRON et al., 1997; RAMANI et al., 1997; WENISCH, at al. 1997 e 2001; 

ORDONEZ e WEHMAN, 1995; GREEN, at al. 1994; PORE, 1994). 

Muitos estudos têm relatado métodos de citometria de fluxo para obter 

resultados rápidos de sensibilidade para o gênero Candida e algumas 

leveduras (RUDENSKY et al., 2008 e 2005; ARIKAN et al., 2007; VALE-SILVA 

et al., 2006; PINA-VAZ et al., 2005, 2001 e 2000a; CHATURVEDI et al., 2004; 
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RAMANI et al., 2003, 2001 e 1997; KIRK et al., 1997; ORDONEZ e WEHMAN, 

1995; GREEN et al., 1994; PORE et al., 1994 e 1997). Estes métodos avaliam 

os efeitos das alterações ocorridas na membrana do fungo, devido à ação dos 

compostos antifúngicos, bem como a mudança na atividade metabólica devido 

a danos na membrana, ou a absorção de corante vinculado ao DNA em células 

da levedura. 

Durante as últimas duas décadas, a citometria de fluxo tem provado ser 

uma poderosa ferramenta de investigação, por exemplo, para estudar o efeito 

de diferentes compostos em microrganismos (DAVEY & KELL, 1996; LAERUM 

& FARSUND, 1981). Corantes fluorescentes foram utilizados para o estudo de 

células e interações medicamentosas (KIRK et al., 1997; GREEN et al., 1994). 

A medição das alterações na viabilidade da célula fúngica pode ser realizada 

com grande precisão usando várias sondas fluorescentes que têm afinidades 

específicas celulares (LIAO et al., 1999). Utilizando sondas diferentes, é 

possível apreciar as mudanças pré-letais, quer a partir de um metabólico ou do 

ponto de vista morfológico, o que pode predizer o padrão de suscetibilidade 

aos antifúngicos. 

Um método de sensibilidade por citometria de fluxo foi desenvolvido 

inicialmente por Ramani e colaboradores em 1997 para C. albicans, com 

incubação de 2 h para anfotericina B e 4 h para fluconazol. Mudanças 

causadas na permeabilidade da membrana pelos agentes antifúngicos foram 

medidas por CF utilizando iodeto de propídio (PI), um fluorocromo que cora os 

ácidos nucléicos da célula lesada ou morta; sendo largamente excluído pela 

membrana celular intacta. Comparando as metodologias de citometria de fluxo 

e microdiluição em caldo (CLSI M27-A) concluíram que há uma boa correlação 

entre os métodos, propondo o uso da citometria de fluxo. Um ensaio adaptado 

para citometria, para estudar a sensibilidade de Candida spp. foi também 

proposto por Chaturvedi e colaboradores em 2004, mostrando uma boa 

correlação com o método do CLSI. Em 2005, Pina-Vaz e colaboradores 

padronizaram a metodologia para voriconazol, itraconazol e caspofungina 

contra Candida spp e Cryptococcus neoformans utilizando como sondas o PI e 

o FUN-1. Em conclusão, os pesquisadores provaram que a análise por FUN-1 

e PI é uma excelente ferramenta para estudar a sensibilidade por citometria de 

fluxo para estes três fármacos. 
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Apesar de a indústria farmacêutica ter investido e lançado novos 

antifúngicos nas três últimas décadas, as formas de resistência a essas drogas 

por microrganismos têm aumentado (CANNON et al., 2009; GOMEZ-LOPEZ et 

al.; 2008; NORDOY e GAUSTAD, 2008; SILVA et al., 2008). Desta forma se faz 

necessário caracterizar novos alvos nos fungos e desenhar novas drogas 

podendo oferecer além de viabilidade sócio-econômica e industrial, tratamento 

apropriado e eficiente baseado na melhor especificidade da atividade de novas 

moléculas, principalmente nos casos de emergência de cepas resistentes 

(MARTINEZ-ROSSI et al., 2008; AGARWAL et al., 2008; ODDS et al., 2005). 

As plantas medicinais são conhecidas fontes naturais para o tratamento de 

várias doenças desde a antiguidade. Cerca de 20.000 espécies de plantas 

usadas para fins medicinais são relatados pela OMS (MAREGESI et al., 2008; 

GULLECE et al., 2006). De acordo com a Organização Mundial da Saúde, 

plantas medicinais seriam ótimas fontes para obtenção de uma imensa 

variedade de fármacos (CRUZ et al., 2007; NASCIMENTO, et al., 2000). A 

busca por novos agentes antifúngicos a partir de plantas pode viabilizar o 

tratamento das principais micoses, diminuindo as reações adversas. Algumas 

espécies vegetais podem apresentar componentes medicinais e algumas vezes 

com atividade antifúngica, podendo variar entre famílias e espécies. Acredita-

se que esta alternativa, bem mais econômica, possa beneficiar grande parte da 

população mundial que usa plantas como primeiro recurso terapêutico, além de 

serem as melhores fontes para obtenção de uma variedade de novos fármacos 

(SCORZONI et al., 2007b; ROJAS et al., 2006; HOLETZ et al., 2002; 

NASCIMENTO et al., 2000).                 

A grande extensão territorial brasileira permite uma ampla biodiversidade 

por possuir diferentes tipos de clima e solo, o que favorece o desenvolvimento 

da exploração racional e sustentável de novos metabólitos de valor terapêutico. 

Determinadas áreas como a floresta Amazônica, Atlântica, o Cerrado brasileiro 

e a Caatinga são ricos em espécies que podem fornecer uma variedade de 

compostos naturais ativos para curar ou minimizar os efeitos de diversas 

doenças (E SILVA et al., 2009; HARVEY, 2007; ROLLINGER et al., 2006; 

BASSO et al., 2005). Estas têm contribuído significativamente para o 

fortalecimento da indústria farmacêutica, através do isolamento de substâncias 

bioativas, cuja complexidade de muitas estruturas químicas inviabilizaria 
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técnica e economicamente a síntese orgânica de tais substâncias 

(MAREGUESI et al., 2008; ROJAS et al., 2006; HOLETZ et al., 2002; MACIEL 

et al., 2002; YUNES et al., 2001).  

Os testes para determinação da atividade antifúngica de produtos 

naturais, especialmente extratos de plantas apresentam muitos desafios. Na 

última década, foram relatadas várias propriedades biológicas, bem como os 

efeitos no mecanismo de ação de extratos ou óleos essenciais de plantas, 

anteriormente desconhecidas na sua grande maioria. Pina-Vaz e 

colaboradores, em 2004, estudando a atividade antifúngica de óleos de 

Thymus e de seus principais compostos isolados contra as espécies de 

Candida, determinaram as CIMs por microdiluição e utilizaram uma adaptação 

do emprego das técnicas de CF para determinar o seu mecanismo de ação. 

Pinto e colaboradores, em 2006, verificaram por citometria de fluxo que o óleo 

essencial de Thymus pulegioides age por lesão primária da membrana de 

Candida spp, Aspergillus spp e algumas espécies de dermatófitos. A 

integridade das células fúngicas foi analisada utilizando PI como marcador 

fluorescente.  De acordo com os dados publicados, o potencial antifúngico de 

extratos ou óleos essenciais de plantas é promissores para a busca de 

compostos bioativos contra leveduras oportunistas, e por outro lado, procurar 

métodos mais adequados de determinação da sensibilidade aos antifúngicos.  
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 2. JUSTIFICATIVA 

 

Como se pode depreender do apresentado acima, há vários desafios a 

serem vencidos. A detecção de cepas resistentes a anfotericina B passou a ser 

um grande problema em micologia clínica, pois os métodos de referência não 

discriminam entre cepas sensíveis e resistentes. Assim, a procura por 

metodologia que possa diferenciá-las seria de grande valia. A metodologia por 

citometria de fluxo pode suprir esta necessidade e diferenciar os pontos de 

corte entre cepas sensível e resistente contra esse fármaco. Por outro lado, o 

uso de plantas medicinais é uma das ferramentas atuais para aumentarmos o 

repertório de compostos com possível atividade antifúngica. Assim, a 

determinação da concentração inibitória mínima de anfotericina B e de extratos 

de plantas por citometria de fluxo comparada com o método de referência é o 

objetivo deste estudo. Por outro lado, realizar a tipagem de isolados por 

métodos moleculares de alto poder discriminatório, a fim de correlacionar os 

perfis de sensibilidade com o tipo molecular.  
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3. OBJETIVOS 

 

• Padronizar uma metodologia de antifungigrama para anfotericina B por 

citometria de fluxo para Cryptococcus sp; 

 

• Realizar o estudo da atividade antifúngica de extratos e substâncias de 

plantas por meio de técnicas adaptadas e padronizadas pelo CLSI e por 

citometria de fluxo para a determinação da concentração inibitória mínima 

(CIM) para anfotericina B contra a levedura Cryptococcus neoformans; 

 

• Realizar a tipagem molecular dos isolados de Cryptococcus sp por RFLP do 

gene URA5.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



34 
 

 
 

     4. METODOLOGIA 

 

4.1. Seleção dos isolados e condições de cultivo 

Para a realização dos testes foram empregados 151 isolados de C. 

neoformans, sendo 105 do estado do Rio de Janeiro e 46 da cidade de São 

José do Rio Preto que foram previamente identificados no Laboratório 

Diagnóstico da América e na Faculdade Regional de Medicina de São José do 

Rio Preto, respectivamente. Todos os isolados foram reidentificados e 

selecionados os resistentes ou sensíveis dose-dependentes previamente 

testados quanto a sua sensibilidade segundo o método preconizado pelo CLSI 

de 2002 (MATSUMOTO et al., 2007; VIVALDINI, 2003), no laboratório da 

disciplina de Micologia Clínica do Departamento de Análises Clínicas da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas da UNESP Campus Araraquara-SP. As 

leveduras foram cultivadas em agar Sabouraud sem a adição de cloranfenicol, 

incubadas a temperatura ambiente por 48 horas. 

 

4.2. Cepas de referência 

Foram utilizadas neste trabalho, as seguintes cepas de referência: 

WM148 (VNI - sorotipo A), WM626 (VNII - sorotipo A), WM628 (VNIII - sorotipo 

AD), WM629 (VNIV - sorotipo D), WM179 (VGI - sorotipo B), WM178 (VGII - 

sorotipo B), WM161 (VGIII - sorotipo B), WM779 (VGIV - sorotipo C) (MEYER 

et al., 2003) 

  

4.3. Avaliação da atividade antifúngica em plantas 

Os testes de sensibilidade foram realizados de acordo com o documento 

M27-A2 (2002) do CLSI com adição de glicose (RODRIGUEZ-TUDELA et al., 

1996 e 2000) e modificações para o teste com extratos (SCORZONI et AL., 

2007a). O meio de cultura utilizado para a realização dos testes de 

sensibilidade e diluição das drogas sintéticas foi RPMI-1640 com L-glutamina 

sem bicarbonato de sódio e acrescido de 2% de glicose, tamponado com 

MOPS 0,165M, pH 7,0. A concentração dos inóculos foi ajustada em câmara 

de Newbauer até se obter uma concentração na ordem de 1,0x106 a 

5,0x106UFC/mL. Posteriormente, os inóculos foram diluídos 1:100, em meio 

RPMI 1640, para obtenção de uma concentração final da suspensão fúngica de 
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1,0x104 a 5,0x104UFC/mL. Foram utilizadas como padrões sintéticos duas 

drogas antifúngicas a anfotericina B e fluconazol como controle do teste. A 

faixa de concentração foi de 32 a 0,0625μg/mL para fluconazol e de 16 a 

0,0321μg/mL para anfotericina B. Foram realizadas leituras visuais após 48 

horas de incubação. Foi utilizada como controle dos testes uma cepa padrão 

ATCC 90012 de C. neoformans. A concentração inibitória mínima é 

considerada a menor em que se observou a inibição do crescimento fúngico. 

Os extratos que apresentaram uma CIM menor que 75μg/mL, a atividade antifúngica 

foi considerada forte, entre 75 a 150 μg/mL possuem atividade antifúngica moderada, entre 150 

a 250 μg/mL, fraca e maior que 250 μg/mL inativo (SCORZONI et al., 2007b).  

 

4.4. Preparo das substâncias vegetais 

Foram empregados 57 extratos brutos, 52 frações e 53 substâncias 

puras de fontes naturais isoladas do Cerrado e Mata Atlântica obtidas por meio 

do projeto Biota-FAPESP coordenado pela Profa. Dra. Vanderlan da Silva 

Bolzani e Bioprospecta-FAPESP coordenado pela Profa. Dra. Dulce Helena 

Siqueira Silva do Instituto de Química da UNESP-Araraquara. Estes foram 

diluídos assépticamente em 1mL de dimetilsulfóxido e solubilizados com o 

auxilio do vórtex. Foram realizados cálculos para determinação da quantidade 

de cada substância a ser aplicada, para que a concentração inicial na placa de 

microdiluição fosse 250μg/mL.  

 

4.5. Concentração fungicida mínima (CFM) 

Após o tempo de incubação, uma alíquota de cada um dos 96 poços da 

placa de microdiluição foi retirada e colocada cuidadosamente em ágar 

Sabouraud contido em placas grandes. Após 48 horas de incubação a 35oC, foi 

verificado o crescimento ou não de colônias e as respectivas concentrações. 

 

4.6. Seleção dos extratos 

Para a análise da sensibilidade por citometria de fluxo das leveduras 

foram selecionados extratos que apresentaram atividade antifúngica com CIM 

menor que 15,6μg/mL para C. neoformans. 

  4.7. Análise por Citômetro de Fluxo 
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Para a análise foi necessário um cultivo de 48h de C. neoformans em agar 

Sabouraud, pelo qual foi preparado um inoculo 106 cel/mL em RPMI-1640 com 

L-glutamina sem bicarbonato de sódio e acrescido de 2% de glicose, 

tamponado com MOPS 0,165M, pH 7,0. Para a diluição da droga sintética foi 

utilizado o mesmo meio de cultura, conforme o documento M27A2 do CLSI, 

2002. As células foram incubadas com cada agente antifúngico (inicialmente, 

com drogas sintéticas e posteriormente, com extratos vegetais) sob agitação 

(200rpm) a 35°C por 4h. Após o tratamento antifúngico, as células foram 

centrifugadas e lavadas três vezes em tampão HEPES suplementado com 

glicose a 2% (pH 7,2). Para a marcação com PI, as células foram suspensas 

em desoxicolato de sódio 0,125%, adicionando de 1μg de PI/mL (Iodeto de 

propídio, Sigma, St. Louis, MO) no escuro, por 10 minutos. O controle PI-

positivo foi realizado com leveduras tratadas com etanol 70% por 1h em 

temperatura ambiente. Células não tratadas foram utilizadas como controle PI-

negativas. Após a marcação, 10.000 células foram analisadas em cada 

amostra adquirida em BD FACSCanto e analisadas através do software 

FACSDIVA para aquisição de dados e análise. O volume de amostra foi de 

100�l. Na aquisição das amostras dos dois grupos em estudo, utilizou–se um 

painel de duas cores: PE (Ficoeritrina) (585nm) e Per-CP para PI. Os 

parâmetros foram obtidos em função das células vivas e mortas. Baseado no 

controle de células vivas, um gate foi criado, excluindo possíveis agregados 

celulares e detritos.  

 

4.8. Extração do DNA genômico de C. neoformans 

As culturas para extração de DNA foram realizadas a partir de uma 

colônia semeada em ágar Sabouraud acrescido de 0,25g/L de cloranfenicol a 

30ºC durante 48 horas e em seguida em caldo YEPD acrescido de 2,9% de 

NaCl (10g/L de extrato de levedura, 20g/L de peptona, 20g/L de dextrose e 

29g/L de NaCl) a 30ºC por 16 horas ou overnight sob agitação constante 

(100rpm). As culturas foram transferidas para tubos de 50 mL e a extração foi 

realizada segundo MOLLER et al., 1992. A quantificação de DNA foi realizada 

em espectrofotômetro em comprimento de onda de 260nm. (SAMBROOK et 

al., 1989) e estocada a -20oC. A pureza foi determinada em espectrofotômetro 

em comprimento de onda de 260nm e 280nm e analisada por eletroforese em 
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gel de agarose a 1% em tampão TBE 1X (Tris-base 90mM, ácido bórico 90 

mM, EDTA 2 mM pH 8,0) durante 1 hora e 30 minutos a 80 volts. O gel foi 

corado pelo brometo de etídio e observado em luz ultravioleta. 

 

4.9. PCR-RFLP: Gene URA5  

Foram utilizados os iniciadores para o gene URA 5: ura5f (5' 

ATGTCCTCCCAAGCCCTCGACTCCG 3') e ura5r 

(5'TTAAGACCTCTGAACACCGTACTC 3') (MEYER et al., 2003). As 

concentrações foram de 50 pmol de cada seqüência iniciadora e 25ng de DNA 

genômico num tubo contendo uma mistura de dNTP (0.2mM), tampão (2,0mM 

MgCl2, 50mM KCl, 20mM(NH4)2SO4, Tris-HCl 75mM pH 9,0) e DNA 

polimerase termoestável (Biotools). A quantidade final na reação de 

amplificação foi de 50μL sendo utilizada água Milli-Q estéril. A amplificação foi 

realizada através de um ciclo inicial com temperatura de desnaturação de 

94°C/3minutos, seguido de 35 ciclos de 94°C/45segundos, 61°C/1 minuto, 

72°C/2minuto e um ciclo final a 72°C/10 minutos, utilizando-se aparelho 

termociclador Perkin Elmer modelo GeneAmp PCR System 9700. O produto 

amplificado foi digerido com enzima de restrição Cfr13 e HhaI por 3 horas ou 

overnight e os produtos, separados por eletroforese em gel de agarose a 3% 

em tampão TBE 1x durante 5 horas e 30 minutos a 100 volts, corados com 

brometo de etídio e observados à luz ultravioleta. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1. Realização da tipagem molecular dos isolados de Cryptococcus 

sp por RFLP do gene URA5 

 

5.1.1. Seleção dos isolados 

Foram estudados 151 isolados de pacientes com doença associada ou não 

a AIDS, de dois Estados (105 do Rio de Janeiro e 46 da cidade de São José do 

Rio Preto, estado de São Paulo) que tiveram episódios de infecção durante o 

período de 1993 a 2001. Os dados dos isolados sobre gênero, espécie e 

variedade estão resumidos nas tabelas 1 e 2 (em anexo) e foram obtidos 

segundo MATSUMOTO et al., 2007 e VIVALDINI, 2003. De acordo com a 

tabela 1, 103 isolados de Cryptococcus neoformans var. grubii e dois isolados 

de Cryptococcus gattii foram obtidos de 59 pacientes. Dos 105 casos do Rio de 

Janeiro, 80 deles tinham como doença base a AIDS, quatro o Lúpus 

eritematoso sistêmico, um caso de linfoma, um de transplante renal, e, 19 não 

tiveram relatado as doenças de base. De acordo com a tabela 2 foram obtidos 

46 isolados de 18 pacientes da cidade de São José do Rio Preto, sendo 14 

deles Cryptococcus gattii e 32 Cryptococcus neoformans e todos eram soro 

regentes (SR) para HIV. 

 

5.1.2. PCR-RFLP do gene URA5 

Os iniciadores ura5f (5' ATGTCCTCCCAAGCCCTCGACTCCG 3') e ura5r 

(5' TTAAGACCTCTGAACACCGTACTC 3') foram utilizados para amplificar o 

DNA genômico dos 151 isolados de C. neoformans dos Estados de São Paulo 

(São José do Rio Preto) e Rio de Janeiro. Os perfis de PCR-RFLP foram 

analisados de acordo com a presença ou ausência de bandas claras e 

definidas, por meio de imagens digitalizadas capturadas dos géis (Figuras 1 e 

2). 

Cepas padrões foram utilizadas para separar os isolados nos oito tipos 

moleculares previamente descritos (Figura 1A). O tipo molecular mais comum 

entre todos os isolados foi VNI 113/151(74,8%), seguidos por VNII 

19/151(12,6%), VGII 16/151(10,6%), VGI 1/151 (<1% cada) e VNIII 
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2/151(1,32%), e VNIV; VGIII e VGIV não foram encontrados dentre os isolados 

testados. 

 

 

Figura 1: Perfis de PCR-RFLP de C. neoformans do Estado do Rio de Janeiro 

(gel a 3%). A – Gel representativo das cepas de referência de C. neoformans 

dos principais tipos moleculares. 1 – Marcador de tamanho molecular 100pb 

(Fermentas); 2 – WM148 (VNI – sorotipo A); 3 – WM626 (VNII – sorotipo A); 4 

– WM628 (VNIII – sorotipo AD); 5 – WM629 (VNIV – sorotipo D); 6 – WM179 

(VGI – sorotipo B); 7 - WM178 (VGII – sorotipo B); 8 - WM161 (VGIII – sorotipo 

B); 9 – WM779 (VGIV – sorotipo C). 

B – Isolados de C. neoformans do Estado do Rio de Janeiro (ordem tabela 1).  

    - Marcador de tamanho molecular 100pb (Fermentas). •••• 
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Figura 2: Perfis de PCR-RFLP de C. neoformans da cidade de São José do 

Rio Preto (gel a 3%). A – Gel representativo das cepas de referência de C. 

neoformans dos principais tipos moleculares. 1 – Marcador de tamanho 

molecular 100pb (Fermentas); 2 – WM148 (VNI – sorotipo A); 3 – WM626 (VNII 

– sorotipo A); 4 – WM628 (VNIII – sorotipo AD); 5 – WM629 (VNIV – sorotipo 

D); 6 – WM179 (VGI – sorotipo B); 7 - WM178 (VGII – sorotipo B); 8 - WM161 

(VGIII – sorotipo B); 9 – WM779 (VGIV – sorotipo C). 

B – Isolados de C. neoformans d da cidade de São José do Rio Preto (ordem = 

tabela 2). 

    - Marcador de tamanho molecular 100pb (Fermentas). •••• 
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O tipo molecular mais comum entre os isolados do estado do Rio de Janeiro 

foi VNI (77,1%), seguidos por VNII (18,1%), VNIII, VGII (1,9% cada) e VGI 

(1,0%). Os tipos moleculares VNIV, VGIII e VGIV não foram encontrados 

dentre os isolados testados, conforme a figura 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Prevalência dos tipos genéticos de C. neoformans do estado do 

Rio de Janeiro. 

 

Foram analisados 59 pacientes do estado do Rio de Janeiro e 36 deles 

só foi possível ter um isolado, sendo 29 pacientes VNI (80,5%) e 07 VNII 

(19,5%); 12 pacientes com mais de um isolado em que predominou apenas o 

tipo VNI e em 11 pacientes havia mais de um, sendo 08 com dois tipos 

diferentes de C. neoformans, em que 07 albergavam VNI e VNII e 01 paciente 

VNI e VNIII; e três pacientes albergavam isolados de C. neoformans e C. gattii, 

sendo um paciente com os tipos VNI e VGI, um paciente VNI e VGII e um VNII 

e VGII. 

O tipo molecular mais comum entre os 20 pacientes da cidade de São 

José do Rio Preto foi VNI (90%), seguido por VGII (10%) (fig.4). Os tipos 

moleculares VNII, VNIII, VNIV, VGI, VGIII e VGIV não foram encontrados 

dentre os isolados testados. Entre esses pacientes analisados, 10 deles só 

foram possíveis ter um isolado com o tipo VNI; 10 pacientes com mais de um 

isolado, sendo 08 pacientes VNI (80%) e 02 VGII (20%). 
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Figura 4: Prevalência dos tipos genéticos de C. neoformans da cidade de 

São José do Rio Preto. 

 

5.2. Padronização da metodologia de antifungigrama para 

anfotericina B por citometria de fluxo para Cryptococcus sp 

A padronização da metodologia foi iniciada pela determinação do tamanho 

do inóculo para o teste. Preliminarmente, foi feita uma suspensão de células 

com volume final de 1x104UFC/mL em RPMI, para unificar os testes de 

citometria de fluxo e microdiluição, uma vez que a microdiluição já estava 

padronizada segundo o CLSI. Após a incubação com a droga (anfotericina B), 

e centrifugação, não se obteve um volume suficiente de células para a 

continuação dos testes. Em seguida foi realizado o teste com uma suspensão 

de células maior, com volume final de 1x106 UFC/mL em RPMI; obtendo então 

o volume necessário para o teste. 

Foram feitos testes para determinar qual era a melhor metodologia para 

se obter a maior porcentagem de células mortas. Segundo a literatura, três 

eram as técnicas mais utilizadas; álcool 70% por 1 hora em temperatura 

ambiente, álcool absoluto por 20 minutos a -20°C e ferver as células por alguns 

minutos. As três metodologias poderiam ser facilmente aplicadas no teste, pois 

não foram significativamente diferentes segundo o teste ANOVA, com p≤0,05 

conforme demonstra a figura 5. Assim, o teste foi realizado com álcool 70%, 

que foi escolhida como padrão. 
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  Figura 5: Valores de porcentagem de células mortas versus 

metodologia empregada para obtenção de células mortas. De acordo com o 

teste ANOVA, com p≤0,05, não houve diferença estatística entre as 

metodologias. 

 

Segundo Ramani et al. (2001), acrescentando desoxicolato de sódio, um 

detergente, seria facilitado a difusão do PI (fluorocromo que identifica células 

mortas) para dentro da célula. Foi testada então, a eficácia do desoxicolato de 

sódio nos controles positivo e negativo. Verificou-se uma melhoria, uma vez 

que diminuiu a porcentagem de PI na célula no controle negativo e aumentou 

essa porcentagem no controle positivo, conforme observamos na figura 6. 
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Figura 6: Valores de intensidade de células marcadas com PI (%) 

versus desoxicolato de sódio. NT-PI: Célula não tratada marcada com PI; 

MT-PI: Célula tratada e morta marcada com PI; NT-DS-PI: Célula não 

tratada com desoxicolato de sódio marcada com PI; MT-DS-PI: Célula 

tratada e morta com desoxicolato de sódio marcada com PI. 

 

Os testes, no início, foram realizados apenas com os controles, positivo e 

negativo, das células marcadas com PI. O controle positivo foi feito com células 

tratadas com a anfotericina B e posteriormente com etanol 70%. O controle 

negativo foi feito com células não tratadas com a anfotericina B. Ambos foram 

então marcados com PI (1μg/mL) em diferentes tempos. A figura 7 mostra que 

o tempo de 10 minutos foi o mais adequado, uma vez que a distância entre os 

pontos das curvas de célula tratada e célula não tratada foram maiores.  

 

Sem desoxicolato de sódio Com desoxicolato de sódio 
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Figura 7: Valores de intensidade de células marcadas com PI (%) versus 

tempo (min) para C. neoformans cepa ATCC 90012 

 

5.3. Definição dos pontos finais de leitura de Cryptococcus sp para 

anfotericina B por citometria de fluxo 

A padronização do teste de microdiluição no citômetro de fluxo foi 

realizada a partir do contato da cepa ATCC 90012 com anfotericina B em RPMI 

nas concentrações variando de 0,0078 a 16μg/mL por 4h. As células foram 

marcadas com PI, um fluorocromo que identifica células mortas. Quando as 

células tratadas por 4h com concentrações crescentes do antifúngico foram 

analisadas, o dano na membrana celular foi notado pelo aumento da 

intensidade de fluorescência celular (IFC) que resultou de um aumento da 

absorção de PI. O aumento gradual na IFC marcadas com PI obtida com 

concentrações crescentes de anfotericina B é ilustrado na figura 8. O ponto 

final de leitura foi definido como a menor concentração da droga, que mostrou 

uma diminuição de 50% da intensidade de PI, em comparação com a 

intensidade de fluorescência das células marcadas com PI do controle PI-

positivo (97%), correspondendo ao valor de 2μg/mL para a cepa ATCC, valor 

este também obtido pelo micrométodo. Os experimentos foram repetidos cinco 

vezes (dados não mostrados) e os resultados descritos acima foram obtidos 

pela média entre os ensaios. Como esperado, a maior IFC foi observada com 

16 μg/mL de anfotericina B.  
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Figura 8: Valores de intensidade de células marcadas com PI (%) versus 

concentração de Anfotericina B (μg/mL) após o contato com a cepa ATCC de 

Cryptococcus neoformans 

 

5.4. Realização do teste de citometria de fluxo para outras cepas de 

Cryptococcus sp 

Foram selecionados 14 isolados de pacientes (sete isolados do Rio de 

Janeiro e sete de São José do Rio Preto) previamente tipados e que 

correspondiam aos tipos moleculares VNI, VNII e VGII, escolhidos 

aleatoriamente para o teste de microdiluição em citometria de fluxo conforme 

padronizado anteriormente. Os isolados e as CIMs estão demonstrados na 

tabela 3 e foram determinadas em dois momentos, previamente pelos métodos 

de microdiluição padronizado pelo CLSI, e posteriormente reavaliados em 

citometria de fluxo. 
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Tabela 3: Dados dos isolados de Cryptococcus sp da cidade de São José do 

Rio Preto no Estado de São Paulo e do estado do Rio de Janeiro avaliados 

quanto a concentração inibitória mínima por dois métodos, microdiluição e 

citometria de fluxo. 

 
Isolados Número 

da 

amostra 

Número 

do 

paciente 

Tipo 

Molecular 

Origem CIMs por 

microdiluição, 

segundo CLSI 

CIMs por 

citometria de 

fluxo 

Porcentagem 

de PI  

positivo 

61-80326/97 

 

43 25 VNI RJ 0,5μg/mL 0,5μg/mL 62% 

94-85872/99 46 27 VNI RJ 2,0μg/mL 2,0μg/mL 73% 

104-

89030/00 

54 31 VNI RJ 1,0μg/mL 2,0μg/mL 77% 

10-72546/96 6 5 VNII RJ 1,0μg/mL 2,0μg/mL 71% 

12-72938/96 49 29 VNI RJ 1,0μg/mL 1,0μg/mL 60% 

35-76782/97 7 1 VNI RJ 0,0625μg/mL 0,0625μg/mL 86% 

32-76596/96 8 1 VNI RJ 0,125 μg/mL 0,125 μg/mL 88% 

718/00 7 1 VGII SJRP-

SP 

1,0μg/mL 2,0μg/mL 72% 

1040/00 10 1 VGII SJRP-

SP 

2,0μg/mL 2,0μg/mL 70% 

1053/00 45 1 VGII SJRP-

SP 

2,0μg/mL 4,0μg/mL 77% 

1957/00 13 1 VGII SJRP-

SP 

1,0μg/mL 1,0μg/mL 67% 

1901/99 46 3 VNI SJRP-

SP 

2,0μg/mL 2,0μg/mL 69% 

1994/00 31 1 VNI SJRP-
SP 

0,125μg/mL 0,125μg/mL 89% 

1039/00 25 12 VNI SJRP-
SP 

0,5μg/mL 0,5μg/mL 82% 

 

Pelo micrometodo, as CIMs dos 14 isolados variaram de 0,0625 a 2μg/mL e 

por citometria de 0,0625 a 4 μg/mL. Os experimentos foram repetidos três 

vezes e os resultados descritos acima foram obtidos pela média entre os 

ensaios. Na maioria dos casos as CIMs foram as mesmas nas duas 

metodologias.  
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5.5. Avaliação da atividade antifúngica e seleção do extrato para 

contato com a levedura de gênero Cryptococcus e análise em citômetro 

de fluxo 

Os extratos foram avaliados quanto a sua atividade antifúngica contra C. 

neoformans, cepa ATCC, pelo método de microdiluição segundo o CLSI, 2002 

com modificações. Os extratos com os melhores valores de CIMs foram 

selecionados para análise por citômetro de fluxo. Foram testados 162 extratos, 

sendo 57 extratos brutos, 52 frações e 53 substâncias puras isoladas de 

plantas do Cerrado e Mata Atlântica. A faixa de concentração dos testes foi de 

250 a 0,4μg/mL dos extratos e de 32 a 0,0625μg/mL para fluconazol e de 16 a 

0,0321μg/mL para anfotericina B, que foram usados como controle.  

 

Tabela 4: Resultados dos testes de sensibilidade de extratos, frações e 

substâncias puras de plantas de diferentes famílias contra Cryptococcus 

neoformans distribuídos em porcentagem de CIM. 

 

           

           CIM 

% CIM* 

3,9-15,6 μg/mL 

% de CIM* 

31,25-62,5μg/mL 

% de CIM* 

125-250μg/mL 

% de Substâncias 

Sem Atividade ou 

>250μg/mL 

Extrato Bruto 

(57) 

12,3 14,0 26,3 47,4 

Fração (52) 19,2 30,8 38,5 11,5 

Substância 

Pura (53) 

12,9 42,7 40,7 3,7 

       *CIM: concentração inibitória mínima 

 

Na tabela 4 estão apresentados os resultados dos ensaios feitos com 

todas as famílias de plantas. Os resultados indicaram que 52,6%, 88,5% e 

96,3% dos extratos brutos, frações e substâncias puras, respectivamente, 

apresentaram atividade contra C. neoformans. Os extratos que apresentaram 

CIM menor que 75μg/mL, a atividade antifúngica foi considerada forte. A melhor 

atividade encontrada, portanto foi com as substâncias puras, uma vez que 

55,4% dessas substâncias puras apresentaram valores de CIMs menores que 

75μg/mL. 

Extratos 
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Tabela 5: Resultados em porcentagem das substâncias puras relacionados 

aos valores de CIM das famílias Piperaceae, Rubiaceae, Euphorbiaceae, 

Flacourtiaceae e Leguminosae testados contra Cryptococcus neoformans. 

 

                

               CIM 

% CIM* 

3,9-15,6 μg/mL 

% de CIM* 

31,25-62,5μg/mL 

% de CIM* 

125-250μg/mL 

% de Substâncias 

Sem Atividade ou 

>250μg/mL 

Piperaceae 

(34) 

5,9 67,7 26,4 - 

Rubiaceae 

(8) 

- - 75 25 

Euphorbiaceae 

(5) 

- - 100 - 

Flacourtiaceae 

(3) 

- 33,4 66,6 - 

Fabaceae 

(3) 

100 - - - 

*CIM: concentração inibitória mínima 

 

Na tabela 5 estão apresentados os resultados dos ensaios feitos apenas 

com as 54 substâncias puras das famílias Piperaceae, Rubiaceae, 

Euphorbiaceae, Flacourtiaceae e Fabaceaeae. Os extratos que apresentaram 

CIM menor que 75μg/mL foram as das famílias Piperaceae, Flacourtiaceae e 

Fabaceae com 73,6%, 33,4% e 100%, respectivamente. A planta selecionada 

para realizar o contato com a levedura e posterior análise em citometria de 

fluxo foi a Pterogyne nitens pertencente à família Fabaceae, pois foi a que mais 

se destacou em relação à atividade antifúngica, sendo considerado, de acordo 

com nossa classificação, extrato de atividade antifúngica potente para C. 

neoformans. Os resultados das CIMs e CFMs das substâncias puras 

selecionadas para o estudo foram determinados segundo o CLSI e também foi 

feito o teste por citometria de fluxo conforme tabela 6. 

 

 

 

 

Famílias 
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Tabela 6: Valores de concentração inibitória mínima (CIM) determinados 

segundo o CLSI, e por citometria de fluxo dos extratos puros 6, 7 e 8 da planta 

Pterogyne nitens e  concentração fungicida mínima (CFM). 

 

 

    

 

 

                 

   

       

   

*CIM concentração mínima inibitória; **CFM: concentração fungicida mínima; 

***CF: Citometria de fluxo. 

 

De acordo com esta tabela pode ser verificado que as três substâncias 

puras testadas pelas duas metodologias constataram mesma CIM, 

independente do teste aplicado.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Planta Substâncias 

puras 

Cryptococcus neoformans 

Pterogyne 

nitens 

(Família 

Fabaceae) 

CIM* 

(μg/mL) 

pelo CLSI 

CFM** 

(μg/mL) 

CF*** 

(μg/mL) 

6 (sorbifolina) 7,8 7,8 7,8 

7 (nitensosídeo B) 7,8 7,8 7,8 

8 (isoquercitrina) 7,8 62,5 7,8 
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6. Discussão 

 

Estudos epidemiológicos são essenciais para o entendimento da biologia 

e da estrutura populacional de um microrganismo. Vários métodos de tipagem 

molecular vêm sendo utilizados em análise epidemiológica de C. neoformans 

(SANTOS et al., 2008; RIBEIRO & NGAMSKULRUNGROJ, 2008; FENG et al., 

2008a; PÉREZ et al., 2008; SANCHÉZ et al., 2008). PCR-RFLP do gene URA5 

vem sendo utilizado em levantamentos globais, dividindo os isolados em oito 

tipos moleculares principais, denominados VNI e VNII (C. neoformans var. 

grubii, sorotipo A), VNIII (C. neoformans, sorotipo AD), VNIV (C. neoformans 

var. neoformans, sorotipo D) e VGI a VGIV (C. gattii, sorotipos B e C) (FENG et 

al., 2008a).  

A primeira parte de nosso estudo preocupou-se em verificar a 

prevalência dos principais tipos moleculares, por RFLP do gene URA5, de 

isolados de C. neoformans do estado do Rio de Janeiro e da cidade de São 

José do Rio Preto. Neste, 105 isolados foram analisados de 59 pacientes com 

doença associada ou não a AIDS no estado do Rio de Janeiro e 103 foram 

identificados como C. neoformans var. grubii, sorotipo A e apenas dois foram 

identificados como C. gattii, consistente com a literatura mundial e também com 

a nacional, de que C. neoformans var. grubii, sorotipo A é prevalente entre os 

pacientes imunossuprimidos, principalmente os HIV positivos (HUSTON & 

MODY, 2009; LEAL et al., 2008; MATSUMOTO et al., 2007; BARRETO de 

OLIVEIRA et al., 2004; CASALI et al., 2003; NISHIKAWA et al., 2003; 

CASADEVALL e PERFECT, 1998; MITCHELL e PERFECT, 1995). O mesmo 

ocorreu quando foram analisados 46 isolados obtidos de 20 pacientes na 

cidade de São José do Rio Preto, em que 32 isolados de 18 pacientes foram 

identificados como C. neoformans var. grubii, sorotipo A e 14 isolados de 02 

pacientes foram identificados como C. gattii. O tipo molecular mais comum 

entre todos os isolados analisados foi VNI 113/151(74,8%), seguidos por VNII 

19/151(12,6%), VGII 16/151(10,6%), VNIII 2/151(1,32%) e VGI 1/151(<1%). As 

técnicas baseadas no PCR vêm sendo uma ótima alternativa, mostrando-se, 

mais sensíveis, específicas e rápidas e sofrendo menos influência de fatores 

externos do que os métodos tradicionais baseados em aspectos fenotípicos 

(FENG et al., 2008b; LEAL et al., 2008; MATSUMOTO et al., 2007; D’SOUZA 
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et al., 2004; LENGELER et al., 2002; AOKI et al., 1999). Vários estudos têm 

verificado uma predominância do tipo molecular VNI tanto em isolados 

ambientais quanto em clínicos. Um estudo Iberoamericano realizado com 

cepas de nove países, incluindo o Brasil, mostrou prevalência do tipo VNI entre 

os 340 isolados tipados. Mais especificamente, 66 isolados do Brasil foram 

incluídos, sendo 44 da região sudeste, 11 da região sul e 11 da região 

nordeste, dentre estes, o tipo VNI foi predominante com 82,3% seguido do VGII 

(13,6%) e VNII (3,0%) (MEYER et al., 2003). Mais recentemente, Feng et al. 

(2008), analisaram 115 isolados clínicos de pacientes da China com 

criptococose e a prevalência também foi por C. neoformans var. grubii (tipo 

molecular VNI). Casali et al. (2003), em importante estudo na região sul do 

Brasil, investigaram 105 isolados clínicos e 19 ambientais e também 

verificaram predominância do VNI. Mais recentemente, em nosso laboratório, 

Matsumoto et al., 2007, analisaram 47 isolados clínicos do estado de São 

Paulo e verificaram que 45/47 (95,7%) dos isolados eram VNI e apenas 2/47 

(4,3%) eram VNII.  

O tipo molecular mais comum entre os isolados do estado do Rio de 

Janeiro foi VNI 81/105(77,1%), seguidos por VNII 19/105(18,1%), VNIII 2/105 

(1,9%) e VGII 2/105 (1,9%) e finalmente por VGI (1,0%). Entre os 59 pacientes 

analisados do estado do Rio de Janeiro, 36 deles com apenas um isolado, 29 

pacientes albergavam o tipo VNI (80,6%) e 07 VNII (19,4%). Doze pacientes do 

estado do Rio de Janeiro albergavam mais de um isolado em que predominou 

apenas o tipo VNI, sugerindo casos de recidivas por persistência da cepa. 

Onze pacientes tiveram mudança de tipo molecular (pacientes 04, 08, 09, 11, 

20, 22, 24, 31, 35, 36 e 50), sendo 08 com dois tipos diferentes de C. 

neoformans, em que 07 albergavam VNI e VNII e 01 paciente VNI e VNIII; e 

três pacientes com tipos diferentes de C. neoformans e C. gattii, sendo um 

paciente com os tipos VNI e VGI, um paciente VNI e VGII e um VNII e VGII. 

Estes resultados sugerem que a infecção por uma nova cepa pode ocorrer com 

relativa freqüência. A tipagem molecular é potencialmente útil em esclarecer 

casos de recidivas por persistência da cepa ou reinfecção por uma nova cepa, 

demonstrando os graus de relação entre os isolados no início e em infecções 

posteriores de um mesmo paciente. 
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Neste estudo foi verificado ainda que o tipo molecular mais comum entre 

os isolados da cidade de São José do Rio Preto foi VNI 32/46 (69,6%), seguido 

por VGII 14/46 (30,4%). Mas deve-se ressaltar que os 14 isolados VGII foram 

de apenas dois pacientes e são cepas seqüenciais.  Portanto, analisando a 

tipagem molecular entre os pacientes da cidade de São José do Rio Preto, 

90% (18/20) eram VNI e apenas 10% (2/20) eram VGII. Onze dos 20 pacientes 

analisados da cidade de São José do Rio Preto possuíam isolados 

seqüenciais. Destes, nenhum teve mudanças no perfil genético. Entre os 20 

pacientes avaliados, 10 deles só foram possíveis ter um isolado com o tipo VNI, 

sugerindo casos de recidivas por persistência da cepa; e, 10 pacientes com 

mais de um isolado, sendo 08 pacientes VNI (80%) e 02 VGII (20%), que 

sugerem infecção por uma nova cepa. 

Igreja e colaboradores em 2004 analisaram isolados de Cryptococcus 

neoformans de dois grupos de pacientes com AIDS e criptococose do Rio de 

Janeiro pelas técnicas de PCR fingerprinting e RAPD. Os resultados 

confirmaram que a infecção criptococócica persistente é causada por recaída, 

em vez de reinfecção, mas também mostram que, em casos excepcionais, os 

pacientes podem estar infectados com mais de uma cepa de C. neoformans. 

Mais recentemente, em nosso laboratório, Almeida et al., (2007) por 

cariotipagem e RAPD, verificaram 83 isolados seqüenciais, obtidos de 38 

pacientes com criptococose e entre esses isolados constataram evidências de 

microevolução associados à diminuição da sensibilidade a antifúngicos e 

também de coinfecção por duas cepas diferentes. A identificação de pequenas 

mudanças no perfil genético é de grande importância, pois pode ser indicativo 

de microevolução, que por sua vez, pode traduzir em mudanças fenotípicas 

como, por exemplo, na virulência, na resistência a antifúngicos ou na alteração 

à resposta imune do hospedeiro (JAIN et al., 2005). 

Embora a sensibilidade das espécies de Cryptococcus sp aos agentes 

antifúngicos atualmente disponíveis, ser prevista para as espécies conhecidas, 

alguns isolados, não necessariamente seguem esse padrão (BERNAL-

MARTINEZ et al, 2009). O amplo uso de antifúngicos por longos períodos 

favorece o aparecimento de espécies resistentes. Assim, tem-se observado 

aumento nos casos de resistência aos fármacos por vários fungos patogênicos 

humanos (HOF, 2008; PFALLER et al., 2008).   
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Na seqüência deste estudo, procurou-se padronizar a metodologia de 

antifungigrama para anfotericina B por citometria de fluxo para Cryptococcus 

sp. Alguns dos isolados clínicos foram selecionados para análise por citometria 

de fluxo comparando os resultados com a CIM determinada por metodologia 

padrão, segundo documento M27-A2. Foram selecionados 14 isolados dos 

tipos moleculares VNI, VNII e VGII que apresentaram CIMs entre 0,0625 a 

2μg/mL e aparentemente não houve relação entre o tipo molecular e a CIM. O 

método aplicado nas 14 cepas de C. neoformans mostrou dados 

significativamente semelhantes entre a citometria de fluxo e o micrométodo, e, 

de acordo com o teste ANOVA, com p≤0,05, não houve diferença estatística 

entre as metodologias. 

Atualmente, o método de diluição em meio líquido é recomendado para 

ensaio com drogas antifúngicas para leveduras (M27-A2 do CLSI). Há vários 

fatores que podem influenciar na técnica de microdiluição e persistem ainda 

alguns problemas, como o fenômeno do trailing e a dificuldade de se detectar 

cepas resistentes a anfotericina B (PFALLER et al., 2008; JOHNSON, 2008; 

LIU et al., 2007; VALE-SILVA et al., 2006; REX at al., 2001). Assim, têm-se 

estudado várias alternativas para minimizar esses problemas. Existe uma 

necessidade de se detectar cepas resistentes a essa droga bem como se 

determinar o seu ponto de corte.  

Algumas metodologias têm sido defendidas por serem mais confiáveis 

para estudos de sensibilidade com anfotericina B, tais como a citometria de 

fluxo. Nossas condições de cultura, regime de diluição, e incubação foram 

comparáveis aos recomendados pelo CLSI. Foi utilizada uma suspensão de 

células maior que o preconizado pelo CLSI no teste de microdiluição, com 

volume final de 1x106 UFC/mL em RPMI como é citado na literatura por Ramani 

et al., 1997 e 2001 e Pina-Vaz et al., 2005. Suspensões de células não tratadas 

com anfotericina B foram utilizadas como controles, positivo e negativo, e 

coradas com PI. As células do controle negativo foram mortas com álcool 70% 

por 1 hora em temperatura ambiente. As células não tratadas marcadas com PI 

apresentaram uma intensidade muito baixa de fluorescência e, em 

contrapartida, após o contato com o etanol, as células mostraram fluorescência 

vermelha intensa, conforme os resultados obtidos em Pina-Vaz et al., 2005. 
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No presente estudo, o desempenho do fluoróforo Iodeto de Propídio (PI) 

foi analisado por meio da avaliação da atividade in vitro de anfotericina B. A 

permeabilidade de PI para dentro da célula após um tempo curto de incubação 

(15 minutos), pode ser devido a lesões na membrana (PINA-VAZ et al., 2000a 

e b). Ramani e colaboradores em 2001 foram capazes de marcar com PI 

células tratadas com anfotericina B, com auxílio de um detergente de 

membrana, desoxicolato de sódio, que facilita a difusão do PI nas células. 

Neste estudo, foi utilizado este mesmo detergente para facilitar a entrada de PI 

nas células. O PI penetrando rapidamente nas células da levedura sugere que 

o efeito fungicida da anfotericina B foi devido à produção primária de lesões na 

membrana citoplasmática (DEREINSKI & STEVENS, 2003).  

O método padronizado M27-A2 é considerado de referência e permite 

algumas modificações para melhorar o seu desempenho técnico. O CLSI 

desenvolveu um método reprodutível para testar a atividade antifúngica contra 

as leveduras (o M27-A3, M27-S3, M44 e M44-A - documentos S2) e fungos 

filamentosos (bolores, o M38-documento A2). Nestes documentos, nenhuma 

interpretação de endpoint foi definida para qualquer agente antifúngico contra 

C. neoformans. (PAPPALARDO et al., 2009; PFALLER et al., 2008, JOHNSON, 

2008; LIU et al. 2007; VALLE-SILVA et al., 2006; CLSI-M27A2, 2002; REX at 

al., 2001). Os breakpoints para Cryptococcus neoformans, dermatófitos, 

Malassezia spp. contra qualquer agente antifúngico e para posaconazol e 

anfotericina B versus leveduras não estão disponíveis. A suplementação de 

glicose com uma concentração final de 20g/L no meio de ensaio pode 

simplificar a determinação do endpoint. Um método de referência é importante 

como base para fornecer um padrão a partir do qual outros métodos podem ser 

desenvolvidos, o que resultará também em um acordo interlaboratorial dentro 

de determinados limites. A análise em citometria de fluxo foi comparada com 

base nessa metodologia padrão. O método de microdiluição preconizado pelo 

CLSI utiliza microplacas para determinação da CIM após análise 

espectrofotométrica, em que se faz necessária uma incubação de 48 horas 

para C. neoformans. Este longo período de espera para demonstrar a 

sensibilidade antifúngica é necessário porque tal teste depende do crescimento 

do microrganismo ou a sua ausência, quando estes são incubados na presença 

do agente antifúngico. A técnica de citometria de fluxo fornece resultados 
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comparáveis com a metodologia do CLSI após um curto período de incubação, 

que para a anfotericina B foi de apenas quatro horas. Não foi observado o 

fenômeno de trailing, mostrando que esta abordagem pode melhorar o ponto 

final de leitura da AMB. Estes dados sugerem que a citometria de fluxo seria 

uma metodologia oportuna para se explorar em estudos com anfotericina B, no 

tratamento de infecções com C. neoformans.  

Benincasa et al., em 2006, investigaram a atividade antifúngica in vitro 

de diferentes peptídeos de catelicidina por determinação de CIMs e por 

citometria de fluxo, entre outros.  Todos os peptídeos mostraram atividade 

antifúngica potente contra 70 isolados clínicos de mais de 20 espécies de 

fungos patogênicos diferentes. O mecanismo pelo qual os peptídeos matam C. 

neoformans foi avaliado por citometria de fluxo investigando-se a integridade 

da membrana celular da levedura. Após incubação de 60 minutos com cada 

peptídeo a 1mM, a maioria das células tornou-se permeabilizada depois da 

marcação com o PI. Estes resultados indicam que apesar de os peptídeos 

possuírem diferentes características estruturais, afetam a membrana no fungo, 

aumentando a sua permeabilidade. 

Os agentes antifúngicos tradicionais (anfotericina B, fluconazol, 

itraconazol) são limitados devido a um espectro de atividade inadequado, 

resistência medicamentosa ou toxicidade e há um grande interesse no 

desenvolvimento de novos agentes antifúngicos para o tratamento de infecções 

fúngicas causadas em populações de alto risco (DE SARRO et al., 2008). O 

pequeno número de classes de antifúngicos disponíveis tem estimulado a 

investigação de novas drogas de outras fontes, tais como de produtos naturais. 

As plantas medicinais constituem a base dos sistemas de cuidados de saúde 

em muitas sociedades. A valorização dos saberes e práticas associadas a 

esses recursos vegetais fazem parte de uma estratégia importante ligada à 

conservação da biodiversidade, a descoberta de novos medicamentos, bem 

como a melhoria da qualidade de vida das comunidades rurais pobres 

(ALVIANO & ALVIANO, 2009). 

Um vasto repertório de substâncias químicas com diversas atividades 

biológicas é originado a partir da síntese de plantas. A enorme diversidade 

botânica brasileira facilita o desenvolvimento de novos medicamentos para o 

tratamento de doenças em seres humanos (E SILVA et al., 2009). Apesar da 
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grande biodiversidade do Cerrado e Mata Atlântica no Brasil, o potencial de 

espécies vegetais como fontes de novos medicamentos permanece 

inexplorado. Menos de 20% de todas as espécies vegetais a partir deste 

ambiente foram estudadas para a presença de substâncias biologicamente 

ativas (JOHANN et al., 2007). Nos últimos anos, as propriedades 

antimicrobianas de extratos de plantas são cada vez mais notificadas em 

diferentes partes do mundo (TAMILARASI et al., 2008; YAKUBU et al., 2008; 

ADEKUNLE & IKUMAPAYI, 2006; SONBOLI et al., 2006 e 2004). Os extratos 

vegetais têm potencial para atuarem em diferentes alvos diferindo daqueles 

utilizados pelos agentes antimicrobianos atualmente disponíveis, podendo 

apresentar atividade contra os microrganismos resistentes às drogas sintéticas 

(JOHANN et al., 2007).  

Existem poucos exemplos da descoberta de substâncias bioativas da 

biodiversidade brasileira que têm servido como protótipos para o 

desenvolvimento de agentes fitoterápicos e produtos farmacêuticos no Brasil. 

Nos últimos anos, a interação entre universidades e empresas públicas 

principalmente no Brasil, bem como a legislação sobre patentes brasileiras 

foram insuficientes para a transformação de resultados das investigações no 

sentido de desenvolver produtos e patentes (E SILVA et al., 2009; GIORGETTI 

et al. 2007; MOREIRA et al. 2006). Porém, este quadro está se alterando, e 

atualmente há um grande interesse no desenvolvimento destes produtos. 

A atividade antifúngica de extratos e de compostos extraídos de plantas 

pode ser detectada por vários métodos, entretanto eles não são igualmente 

sensíveis. A metodologia para a determinação da atividade antifúngica em 

compostos naturais é variável e cada grupo de pesquisa tem empregado 

diferentes tipos de testes. Técnicas de diluição seriada foram recomendadas 

para determinação da atividade antifúngica de produtos naturais (SCORZONI 

et al., 2007a; SCORZONI et al., 2007b; HADACEK e GREGER, 2000; PAULI & 

KUBECZKA, 1996). Os mais utilizados são bioautografia (COS et al., 2006), 

disco difusão (UNLÜ et al., 2009), difusão em ágar (PAULI, 2006; CORDELL e 

COLVARD, 2005; SOUZA et al., 2003; PASSOS et al., 2002) e diluição em 

meio líquido.  

Na busca de novas fontes de substâncias antifúngicas, nosso grupo tem 

estudado atividade antifúngica de espécies de plantas originárias do Cerrado e 
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Mata Atlântica do Brasil. Dentre os extratos brutos, frações, e substâncias 

puras estudadas, 52,6%, 88,5% e 96,2%, respectivamente apresentaram 

atividade contra C. neoformans.  A melhor atividade encontrada, ou seja, 

valores menores que 75μg/mL foram encontrados em substâncias puras da 

família Fabaceae. Fabaceae é uma das maiores famílias botânicas também 

conhecidas como Leguminosae (leguminosas), de ampla distribuição 

geográfica. A família Fabaceae (Leguminosae) é tradicionalmente dividida em 

três subfamílias: Caesalpinioideae, Faboideae e Mimosoideae, compreendendo 

cerca de 650 gêneros e 18000 espécies (OLIVEIRA, 1999). Pterogyne nitens 

(Fabaceae) é chamada popularmente no Brasil como "tipa", "viraró", "Cocal", 

"amendoinzeiro", "amendoim-bravo", de acordo com a região onde esta planta 

cresce. É o único membro do gênero Pterogyne, e distribuída principalmente no 

Brasil, Bolívia, Paraguai e Argentina. Sua madeira é também amplamente 

utilizada na construção civil e, são mínimos os relatos sobre utilizações 

medicinais para esta espécie (BURKART, 1952; LORENZI, 1998). Segundo a 

literatura foram isolados alcalóides guanidínicos e flavonas. Foi constatado que 

seus flavonóides apresentaram uma potente inibição para a enzima 

mieloperoxidase (MPO), presente em neutrófilos humanos, que desempenha 

um papel na infecção e inflamação, convertendo peróxido de hidrogênio e 

cloreto em ácido hipocloroso e água. A atividade excessiva da MPO e a 

produção de, especialmente HO-Cl, implicam em muitos processos 

inflamatórios (HEINECKE et al., 1993, WINTERBOURN et al., 2000, 

FERNANDES et al., 2008; REGASINI et al., 2008).  

Dentre as plantas analisadas, três substâncias puras (sorbifolina, 

nitensosídeo B e isoquercitrina) da planta Pterogyne nitens foram selecionadas 

por apresentarem acentuada atividade antifúngica. As substâncias puras 

selecionadas apresentaram valores de CIM inferiores a 75,0μg/mL para 

Cryptococcus neoformans, sendo assim considerada uma atividade antifúngica 

forte (SCORZONI et al., 2007b). Os valores de CFM variaram de 7,8 a 

62,5μg/mL. Nosso interesse voltou-se para esta espécie pelo fato de termos 

encontrado poucos relatos, na literatura, sobre o estudo da atividade 

antifúngica desta planta. Em nossas análises em citometria de fluxo foi 

observado que as substâncias puras sorbifolina, nitensosídeo B e isoquercitrina 

apresentaram 7,8μg/mL, 7,8μg/mL e 7,8μg/mL, respectivamente. Estes 
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resultados foram os mesmos obtidos pela técnica de microdiluição (método 

padrão), podendo sugerir que essas substâncias podem ter ação sobre a 

membrana da levedura, uma vez que o PI penetra apenas em células com 

danos de membrana para se ligar no ácido nucléico (VALE-SILVA & BUCHTA, 

2006) e o novo método provou ser eficiente e viável para a análise de 

substâncias de origem vegetal com atividade antifúngica. 

Na última década, foram relatadas várias propriedades biológicas, bem 

como os efeitos no mecanismo de ação de extratos ou óleos essenciais de 

plantas, anteriormente desconhecidas na sua grande maioria por citometria de 

fluxo (SUNG & LEE, 2008; PINA-VAZ et al., 2004). A citometria de fluxo está 

sendo utilizada para determinar as CIMs e tem evitado algumas limitações dos 

métodos convencionais e não necessita de longos períodos de incubação 

como na técnica de microdiluição; além de fornecer informações adicionais a 

respeito dos mecanismos de ação e de resistência a drogas. Pina-Vaz e 

colaboradores, em 2004, estudando a atividade antifúngica de óleos de 

Thymus e de seus principais compostos isolados contra as espécies de 

Candida, determinaram as CIMs por microdiluição e utilizaram uma adaptação 

do emprego das técnicas de CF para determinar o seu mecanismo de ação. 

Pinto e colaboradores, em 2006, verificaram por citometria de fluxo que o óleo 

essencial de Thymus pulegioides age por lesão primária da membrana de 

Candida spp, Aspergillus spp e algumas espécies de dermatófitos. A 

integridade das células fúngicas foi analisada utilizando PI como marcador 

fluorescente e, constataram que esse óleo é um potente agente antifúngico. De 

acordo com os dados descritos, o potencial antifúngico das substâncias puras 

da planta Pterogyne nitens são promissores para a busca de compostos 

bioativos contra a levedura Cryptococcus sp, bem como, faz-se necessário 

uma maior investigação dos possíveis alvos de ação dessas substâncias. 
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7. CONCLUSÕES 

 

• O tipo molecular mais comum entre os isolados do estado do Rio 

de Janeiro foi VNI, seguidos por VNII, VNIII, VGII e VGI e entre os 

pacientes da cidade de São José do Rio Preto foi VNI, seguido 

por VGII.  

• Infecção por uma nova cepa e/ou diferentes espécies pode 

ocorrer com relativa freqüência. 

• A citometria de fluxo é uma metodologia útil e sensível para a 

avaliação da concentração inibitória mínima em ensaios de 

triagem de atividade antifúngica. 

• As CIMs determinadas por ambos os métodos, micrométodo e 

citometria de fluxo, foram similares. 

• As três substâncias puras sorbifolina, nitensosídeo B e 

isoquercitrina apresentaram a mesma CIM em ambos os métodos 

e são alternativas promissoras para o seu uso em Cryptococcus 

spp.   
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Anexo 

 

Tabela 1: Dados e resultados dos isolados de Cryptococcus sp do Estado do 

Rio de Janeiro avaliados quanto ao tipo molecular. 

 
Número 

de 
amostras 

Paciente Número do 
Isolado 

Ano Doença 
Base 

Gênero/Espécie Variedade Tipo 
Molecular 

1 1 102-88968 00 SIDA C. neoformans grubii VNI 

2 2 21-74142 96 **** C. neoformans grubii VNI 

3 3 75-82036 98 SIDA C. neoformans grubii VNI 

4 4 6-72352 95 SIDA C. neoformans grubii VNI 

5 4 2-72220 95 SIDA C. neoformans grubii VNIII 

6 5 10-72546 96 SIDA C. neoformans grubii VNII 

7 6 35-76782 97 SIDA C. neoformans grubii VNI 

8 7 32-76596 96 SIDA C. neoformans grubii VNI 

9 8 43-77280 97 SIDA C. neoformans grubii VNI 

10 8 44-77362 97 SIDA C. neoformans grubii VNI 

11 8 45-77440 97 SIDA C. neoformans grubii VNII 

12 8 47-77516 97 SIDA C. neoformans grubii VNI 

13 9 90-85290 99 SIDA C. neoformans grubii VNI 

14 9 93-85694 99 SIDA C. neoformans grubii VNII 

15 9 101-88530 99 SIDA C. neoformans grubii VNII 

16 9 111-90424 00 SIDA C. neoformans grubii VNI 

17 9 112-90486 00 SIDA C. neoformans grubii VNII 

18 10 31-76466 96 SIDA C. neoformans grubii VNI 

19 11 67-81444 98 LES  C. neoformans grubii VNI 

20 11 71-81678 98 LES C. neoformans grubii VNII 

21 11 74-81792 98 LES C. neoformans grubii VNI 

22 12 51-78390 97 SIDA C. neoformans grubii VNI 

23 13 33-76708 96 SIDA C. neoformans grubii VNI 

24 13 34-76798 97 SIDA C. neoformans grubii VNI 

25 13 36-76804 97 SIDA C. neoformans grubii VNI 

26 14 41-77108 97 SIDA C. neoformans grubii VNI 

27 14 42-77138 97 SIDA C. neoformans grubii VNI 

28 15 96-85998 99 **** C. neoformans grubii VNI 

29 15 97-86000 99 **** C. neoformans grubii VNI 

30 16 37-76884 97 **** C. neoformans grubii VNI 

31 17 89-84434 99 TR C. neoformans grubii VNI 

32 18 87-84136 98 SIDA C. neoformans grubii VNI 
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33 19 88-84142 98 SIDA C. neoformans grubii VNI 

34 20 53-78906 97 SIDA C. neoformans grubii VNI 

35 20 70-81582 98 SIDA C. neoformans grubii VNII 

36 21 69-81564 98 **** C. neoformans grubii VNI 

37 22 63-80806 98 SIDA C. gattii grubii VGI 

38 22 64-80884 98 SIDA C. neoformans grubii VNI 

39 23 3-72306 95 **** C. neoformans grubii VNII 

40 24 72-81768 98 **** C. neoformans grubii VNII 

41 24 73-81770 98 **** C. neoformans grubii VNI 

42 25 60-80256 97 **** C. neoformans grubii VNI 

43 25 61-80326 97 **** C. neoformans grubii VNI 

44 25 62-80342 97 **** C. neoformans grubii VNI 

45 26 110-90008 00 **** C. neoformans grubii VNI 

46 27 94-85872 99 SIDA C. neoformans grubii VNI 

47 27 95-85978 99 SIDA C. neoformans grubii VNI 

48 28 22-74540 96 Linfoma C. neoformans grubii VNI 

49 29 12-72938 96 SIDA C. neoformans grubii VNI 

50 30 52-78898 97 SIDA C. neoformans grubii VNI 

51 30 54-78916 97 SIDA C. neoformans grubii VNI 

52 30 55-79328 97 SIDA C. neoformans grubii VNI 

53 31 103-89028 00 SIDA C. neoformans grubii VNII 

54 31 104-89030 00 SIDA C. neoformans grubii VNI 

55 31 105-89078 00 SIDA C. neoformans grubii VNI 

56 31 106-89110 00 SIDA C. neoformans grubii VNI 

57 31 107-89114 00 SIDA C. neoformans grubii VNI 

58 32 68-81556 98 SIDA C. neoformans grubii VNI 

59 33 17-73254 96 SIDA C. neoformans grubii VNII 

60 34 20-74140 96 SIDA C. neoformans grubii VNII 

61 35 4-72338 95 SIDA C. neoformans grubii VNII 

62 35 7-72444 95 SIDA C. neoformans grubii VNII 

63 35 8-72450 95 SIDA C. neoformans grubii VNII 

64 35 9-72458 95 SIDA C. gatti - VGII 

65 36 98-86012 99 SIDA C. gatti - VGII 

66 36 99-86222 99 SIDA C. neoformans grubii VNI 

67 37 29-75300 96 **** C. neoformans grubii VNII 

68 38 25-75164 96 **** C. neoformans grubii VNI 

69 39 79-82990 98  LES C. neoformans grubii VNI 

70 40 11-72802 96 SIDA C. neoformans grubii VNI 

71 41 80-83520 98 SIDA C. neoformans grubii VNI 
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72 41 81-83532 98 SIDA C. neoformans grubii VNI 

73 41 82-83588A 98 SIDA C. neoformans grubii VNI 

74 41 83-83588B 98 SIDA C. neoformans grubii VNI 

75 41 84-83636 98 SIDA C. neoformans grubii VNI 

76 41 85-83688 98 SIDA C. neoformans grubii VNI 

77 41 86-83690 98 SIDA C. neoformans grubii VNI 

78 42 100-86696 99 **** C. neoformans grubii VNII 

79 43 5-72346 95 **** C. neoformans grubii VNII 

80 44 19-73704 96 **** C. neoformans grubii VNI 

81 45 49-78248 97 SIDA C. neoformans grubii VNI 

82 45 50-78308 97 SIDA C. neoformans grubii VNI 

83 47 108-89462 00 SIDA C. neoformans grubii VNI 

84 48 91-85344 99 SIDA C. neoformans grubii VNI 

85 48 92-85418 99 SIDA C. neoformans grubii VNI 

86 49 48-77520 97 SIDA C. neoformans grubii VNI 

87 50 76-82096 98 SIDA C. neoformans grubii VNI 

88 50 77-82120 98 SIDA C. neoformans grubii VNII 

89 50 78-82670 98 SIDA C. neoformans grubii VNI 

90 51 24-74964 96 **** C. neoformans grubii VNI 

91 52 109-89714 00 SIDA C. neoformans grubii VNI 

92 53 26-75238 96 SIDA C. neoformans grubii VNI 

93 53 27-75252 96 SIDA C. neoformans grubii VNI 

94 53 28-75258 96 SIDA C. neoformans grubii VNI 

95 53 30-75366 96 SIDA C. neoformans grubii VNI 

96 54 16-73248 96 SIDA C. neoformans grubii VNI 

97 54 23-74636 96 SIDA C. neoformans grubii VNI 

98 55 18-73644 96 SIDA C. neoformans grubii VNI 

99 56 15-73130 96 SIDA C. neoformans grubii VNI 

100 57 14-73074 96 SIDA C. neoformans grubii VNI 

101 58 1-72094 95 SIDA C. neoformans grubii VNI 

102 58 38-76978 97 SIDA C. neoformans grubii VNI 

103 58 46-77472 97 SIDA C. neoformans grubii VNI 

104 59 13-72958 96 SIDA C. neoformans grubii VNI 

105 60 65-80924 98 **** C. neoformans grubii VNI 

**** Não relatado 

LES: Lúpus eritematoso sistêmico 

TR: Transplante Renal 
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Tabela 2: Dados e resultados dos isolados de Cryptococcus sp da cidade de 

São José do Rio Preto no Estado de São Paulo avaliados quanto ao tipo 

molecular. 

 
Número 

da 
amostra 

Paciente Sexo HIV Amostra/Ano Gênero/ Espécie Variedade Tipo 
Molecular 

1 1 F SR 2037 C. neoformans neoformans VNI 

2 2 F SR 1973 C. neoformans neoformans VNI 

3 3 M SR 282 C. gattii - VGII 

4 3 M SR 248 C. gattii - VGII 

5 3 M SR 2110 C. gattii - VGII 

6 3 M SR 2084 C. gattii - VGII 

7 3 M SR 718 C. gattii - VGII 

8 4 M SR 1780 C. neoformans neoformans VNI 

9 5 M SR 1635 C. neoformans neoformans VNI 

10 3 F SR 1040 C. gattii - VGII 

11 5 M SR 1705 C. neoformans neoformans VNI 

12 14 M SR 455 C. neoformans neoformans VNI 

13 3 M SR 1957 C. gattii - VGII 

14 6 F SR 1042 C. neoformans neoformans VNI 

15 3 M SR 2128 C. gattii - VGII 

16 5 M SR 1683 C. neoformans neoformans VNI 

17 16 F SR 1720 C. neoformans neoformans VNI 

18 7 M SR 536 C. neoformans neoformans VNI 

19 7 M SR 634 C. neoformans neoformans VNI 

20 8 M SR 2144 C. gattii - VGII 

21 7 M SR 925 C. neoformans neoformans VNI 

22 9 M SR 774 C. neoformans neoformans VNI 

23 10 M SR 1887 C. neoformans neoformans VNI 

24 11 M SR 2026 C. neoformans neoformans VNI 

25 12 M SR 1039 C. neoformans neoformans VNI 

26 12 M SR 913 C. neoformans neoformans VNI 

27 12 M SR 1052 C. neoformans neoformans VNI 

28 13 M SR 757 C. neoformans neoformans VNI 

29 14 M SR 481 C. neoformans neoformans VNI 

30 3 M SR 2125 C. gattii - VGII 

31 1 F SR 1994 C. neoformans neoformans VNI 

32 19 M SR 1182 C. neoformans neoformans VNI 

33 15 M SR 769 C. neoformans neoformans VNI 
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34 3 M SR 1953 C. gattii - VGII 

35 3 M SR 308 C. gattii - VGII 

36 16 M SR 804 C. neoformans neoformans VNI 

37 9 M SR 774 C. neoformans neoformans VNI 

38 17 M SR 994 C. neoformans neoformans VNI 

39 3 M SR 1986 C. gattii - VGII 

40 3 M SR 266 C. gattii - VGII 

41 18 M SR 1497 C. neoformans neoformans VNI 

42 6 F SR 1923 C. neoformans neoformans VNI 

43 8 M SR 2171 C. neoformans neoformans VGII 

44 16 F SR 1639 C. neoformans neoformans VNI 

45 3 M SR 1053 C. neoformans neoformans VGII 

46 20 M SR 1901 C. neoformans neoformans VNI 

SR: Soro reagente 
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