
 

 

 

 

 

Dissertação de Mestrado 

 

“ ANTIFÚNGICOS NATURAIS E SINTÉTICOS: ESTUDO DOS 

MECANISMOS DE AÇÃO EM SISTEMA DE INFECÇÃO IN 

VITRO EMPREGANDO CEPAS DE Cryptococcus ” 

 

 

Fernanda Patrícia Gullo 

 

Or ientadora: Profa. Dra. Ana Marisa Fusco Almeida 

Co-orientadora: Profa. Dra. Maria José Soares Mendes Giannini 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Araraquara, 2012 

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP 

“JULIO DE MESQUITA FILHO” 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas 

Campus de Araraquara 



 

 

 

 

 

“ ANTIFÚNGICOS NATURAIS E SINTÉTICOS: ESTUDO DOS 

MECANISMOS DE AÇÃO EM SISTEMA DE INFECÇÃO IN 

VITRO EMPREGANDO CEPAS DE Cryptococcus ” 

 

 

 

 

 

 

Fernanda Patrícia Gullo 

 

Or ientadora: Profa. Dra. Ana Marisa Fusco Almeida 

Co-orientadora: Profa. Dra. Maria José Soares Mendes Giannini 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Araraquara, 2012 

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP 

“JULIO DE MESQUITA FILHO” 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas 

Campus de Araraquara 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-
Graduação em Biociências e Biotecnologia 
Aplicadas à Farmácia como parte dos 
requisitos para a obtenção do título de Mestre 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Micologia Clínica da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas de Araraquara/SP – UNESP. Recebeu o apoio financeiro da Fundação de Apoio 

à Pesquisa do Estado de São Paulo (FAPESP), Conselho Nacional de Desenvolvimento 

Científico e Tecnológico (CNPQ), da Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível 

Superior (CAPES), do PADC-FCFAr e do Instituto Nacional de Ciência e Tecnologia – Inovação 

Farmacêutica (INCTif). 
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Capítulo I 

 

 



RESUMO 

 

A criptococose é uma micose sistêmica e oportunista causada principalmente pelas 

leveduras Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii. Entre as principais 

manifestações clínicas estão o desenvolvimento de meningite, encefalite, meningoencefalite 

e infecções pulmonares. Estima-se que mais de um milhão dos casos de criptococose 

ocorrem por ano em indivíduos HIV positivos, o que classifica esta doença como a terceira 

mais importante entre as infecções fúngicas sistêmicas. A ecologia deste gênero está 

diretamente relacionada ao meio ambiente, sendo a espécie C. neoformans, comumente 

encontrada em excretas secas de pombos (Columbia livia) e a espécie C. gattii é 

encontrada, principalmente, em plantas, como espécies de Eucalyptos. O tratamento da 

criptococose é realizado com os fármacos antifúngicos, anfotericina B e fluconazol, sendo 

este último de ação fungistática utilizado para tratamento de longo prazo, que apesar de 

eficiente, pode causar uma série de reações adversas e ainda desenvolvimento de 

resistência. Tendo em vista o difícil controle da levedura e o tratamento, este trabalho tem 

como objetivo principal, a pesquisa de substâncias naturais com alto potencial antifúngico 

com finalidade saneante e medicamentosa, combatendo a levedura em seu nicho ecológico 

natural e também atuando no combate à infecção no hospedeiro. Uma forma de diminuir os 

casos desta infecção é através do processo de desinfecção ambiental com produtos 

saneantes, os quais apresentam capacidade fungicida. Por meio do projeto Biota/FAPESP, 

foram selecionados dois triterpenóides quinonamétideos extraídos de Maytenus ilicifolia, a 

maitenina e a pristimerina, as quais apresentaram potentes CIMs anti-Cryptococcus, mais 

de 90 % de eficiência na desinfecção e baixa toxicidade, o que revela que as substâncias 

podem ser protótipos promissores com atividade desinfetante. Ainda avaliamos uma série 

de moléculas sintéticas da família dos flavonoides designadas chalconas, para o 

desenvolvimento de protótipos antifúngicos para uso terapêutico humano. Oitenta e cinco 

por cento das chalconas presentaram elevada ação fungistática contra isolados de C. 

neoformans de virulência acentuada e inibiu fortemente a adesão do fungo às células 

pulmonares e de glioma humano, com eficiência maior que 90 %. Além disso, não 

apresentaram citotoxicidade em 5 linhagens celulares diferentes relacionadas ao percurso 

deste possível protótipo. Estes dados revelam que as chalconas podem significar protótipos 

promissores com potente atividade anti-Cryptococcus.  

 

 

 



ABSTRACT 

 

Cryptococcosis is a systemic mycosis caused mainly by opportunistic yeast Cryptococcus 

neoformans and Cryptococcus gattii. Among the main clinical manifestations are the 

development of encephalitis, meningoencephalitis and pulmonar infections. It is estimated 

that more than one million cases of cryptococcosis occur per year in HIV positive individuals, 

which classifies the disease as the third among the most importante systemic fungal 

infections. The ecology of this genus is directly related to the environment. Specie C. 

neoformans is commonly found in dried excremento of pigeons (Columbia livia) and the 

species C. gattii is found primarily in plants such as Eucalyptus species. Cryptococcosis 

treatment is performed with the antifungal drugs amphotericin B and fluoconazole, the later 

being of a fungistatic used to treat long-term, while effective, may cause a number of adverse 

reactions and also the development of resistence. Given the difficult control of the yeast and 

treatment, this work has as main objective, the research of natural substances with high 

potential antifungal drug with purpose and saneante, fighting yeast in their natural ecological 

niche and also acting in fighting infection in the host. One way to reduce the cases of 

infection is through the capacity fungicide. Through the Project BIOTA / FAPESP, we 

selected two quinonametides triterpenids extracted from Maytenus ilicifolia, the maitenin and 

pristimerin, which showed potente anti-Cryptococcus MICs, more than 90 % of the 

disinfection efficiency and low toxicity, indicating the the substances may be promising 

prototypes with disinfectant activity. Also were evaluated a number of synthetic molecules of 

the flavonoid Family designated chalcones, for prototyping antifungals for human therapeutic 

use. Eighty-five percent of chalcones presentaram high fugistatic against isolates of C. 

neoformans virulence markedly and strongly inhibited the adhesion the fungus and the cell 

lung human glioma, with greater than 90 % efficiency. In addition, showed no cytotoxicity at 5 

different cell lines relating to this route can prototype. These data show that chalcones can 

mean promising prototypes with potent anti-Cryptococcus activity.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Infecções fúngicas sistêmicas 

Nos últimos anos a incidência de micoses oportunistas tem aumentado em 

grande percentual, o que tornou este conjunto de doenças um importante problema 

de saúde pública, afetando grande parte da população mundial, diminuindo a 

qualidade e expectativa de vida. Com o aumento da incidência da AIDS, o problema 

se agrava, pois indivíduos imunocomprometidos estão mais susceptíveis à aquisição 

destas infecções e ainda, quando adquiridas, apresentam maior gravidade (Kwon-

Chung, Kozel et al., 1992; Maschmeyer e Haas, 2008; Sable, Strohmaier et al., 

2008). 

Dentre as Infecções Fúngicas Invasivas (IFI) em países desenvolvidos, estão 

em primeiro lugar, as infecções ocorrentes por espécies de Candida, seguido por 

Aspergillus e Cryptococcus (Neofytos, Fishman et al., 2010; Kriengkauykiat, Ito et al., 

2011). Tortorano e colaboradores (2012) em um estudo realizado na Itália, 

mostraram que em pacientes de unidade de terapia intensiva (UTI), as infecções 

mais incidentes foram em primeiro lugar candidíase, seguida de infecções causadas 

por fungos filamentosos e a criptococose (Tortorano, Dho et al., 2012). 

No Brasil, Zicker et al., (2011) avaliaram a epidemiologia de IFI em pacientes 

transplantados de fígado, observando que 13 % dos pacientes apresentaram 

infecções fúngicas, sendo as mais comuns causadas por espécies do gênero 

Candida e Aspergillus, seguida de espécies de Cryptococcus (Zicker, Colombo et al., 

2011). Em 2009 um estudo epidemiológico das micoses sistêmicas no Brasil, relatou 

que entre os anos de 1996 a 2006 houveram 3.583 mortes causadas por micoses 

sistêmicas, sendo a principal causa de morte a infecção por Paracoccidioides 

brasiliensis relacionado aos pacientes imunocompetentes. Nas infecções 

relacionadas à indivíduos imunocomprometidos mais de 50 % dos casos de morte 

ocorreram por criptococose, seguido por candidíase e histoplasmose (Prado, Silva et 

al., 2009). 

Existe um pequeno arsenal de fármacos antifúngicos, além disso muitos não 

são eficientes ou são altamente tóxicos. Ainda há o problema da resistência 

microbiana que tem crescido com o aumento dessas infecções (Girois, Chapuis et 

al., 2006). Diante do aumento das infecções fúngicas causadas por cepas 

resistentes, é necessário desenvolver novas terapias efetivas para o tratamento, 
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assim como buscar novos alvos de expressão exclusiva em fungos (Perlin, Seto-

Young et al., 1997; Baixench, Aoun et al., 2007). 

 

1.2 Criptococose 

Dentre as micoses sistêmicas e oportunistas, a criptococose se destaca pela 

sua importância clínica relacionada ao aumento da incidência de indivíduos 

portadores do vírus da imunodeficiência humana (HIV), uma vez que estes 

apresentam maior predisposição na infecção pelo agente (Severo, De Mattos 

Oliveira et al., 1999). Em termos mundiais, de 3 a 14 % dos pacientes HIV positivos 

apresentam criptococose, sendo esta classificada como a terceira patologia mais 

prevalente em indivíduos com AIDS (síndrome da imunodeficiência adquirida) 

(Lanjewar, 2011). Entre os fatores de risco, os que mais se destacam são, os 

indivíduos com AIDS que representam mais de 78 % dos casos, seguido pelo uso 

prolongado de corticosteróides, doenças autoimunes, tumores sólidos, transplantes, 

diabetes mellito, doenças hepáticas e renais (Lizarazo, Linares et al., 2007; Batista, 

Pierrotti et al., 2011). Estudo realizado em 2011 mostra que 2,8% dos casos de 

criptococose está relacionado ao transplante renal (Castro-Ferreira, Carvalho et al., 

2011). 

O agente causador da criptococose é uma levedura encapsulada, pertencente 

ao gênero Cryptococcus, à classe dos Blastomicetos e família Cryptococcaceae. 

Esta família engloba mais de 38 espécies, sendo que apenas duas são patogênicas 

ao homem, o Cryptococcus neoformans e C. gattii (Leão, 1997; Kantarcioğlu, 

Boekhout et al., 2007). Apesar de apenas essas duas espécies serem 

caracterizadas como patogênicas ao homem, há relatos na literatura de isolamentos 

de C. laurentii e C. albidus em pacientes com criptococose manifestante (Vlchkova-

Lashkoska, Kamberova et al., 2004; Dorneanu, Filip et al., 2008; Binder e Lass-Flörl, 

2011). Trabalhos recentes indicam que C. albidus, C. magnus e C. laurentii causam 

infecções em mamíferos como cães e gatos (Lester, Malik et al., 2011). 

O gênero Cryptococcus é caracterizado por leveduras com cápsula 

polissacaridíca composta por glucuronoxilomanana (90 %), galactoxilomana (7 %) e 

manoproteínas (3 %). Sua importância está no diagnóstico da infecção, pois está 

relacionada com a capacidade invasiva e patogênica da levedura, além de conferir 

resistência da levedura no ambiente e no hospedeiro, sendo classificada como um 

importante fator de virulência (Moyrand, Klaproth et al., 2002; Levitz e Specht, 2006; 
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Grechi, Marinho-Carvalho et al., 2011; Hull, 2011). Uma outra característica da 

cápsula polissacarídica é a diferenciação antigênica entre as espécies, uma vez que 

os antígenos presentes na cápsula, diferem as espécies de Cryptococcus em 

sorotipos. Os dois agentes mais comuns da criptococose, C. neoformans e C. gattii, 

são classificados em sorotipos. A espécie C. neoformans apresenta duas 

variedades, var. grubii e var. neoformans e três sorotipos (A, D e AD), uma vez que 

o sorotipo A corresponde a var. grubii e o sorotipo D a var. neoformans e o sorotipo 

AD é considerado híbrido. A espécie C. gattii não apresenta variedades, apenas os 

sorotipos B e C (Franzot, Hamdan et al., 1997; Lengeler, Cox et al., 2001; 

Nishikawa, Lazera et al., 2003; Pappalardo e Melhem, 2003). 

Além da classificação sorotípica das espécies de Cryptococcus há uma 

classificação molecular. Desde décadas passadas os avanços nos estudos 

moleculares refinaram a epidemiologia dos isolados de Cryptococcus no mundo. O 

primeiro estudo para a classificação dos tipos moleculares, foi realizado por meio da 

técnica de PCR-Fingerprinting, onde isolados clínicos, ambientais e animais foram 

divididos em oito tipos moleculares. A espécie C. neoformans var. grubii foi 

classificada como tipo molecular VNI e VNII, a variedade neoformans em VNIV e o 

VNIII foi classificado como híbrido enquanto C. gattii VGI, VGII, VGIII  e VGIV.  Em 

2003, Meyer e colaboradores realizaram um estudo epidemiológico da distribuição 

dos tipos moleculares na América Latina e Espanha confirmando esta classificação 

por outra técnica molecular, o RFLP (Restriction Fragmente Lengh Polymorphism) 

(Meyer, Castañeda et al., 2003) . 

A infecção por Cryptococcus ocorre por meio da via respiratória, pela inalação 

da forma infectante, os basidiosporos, sendo assim a infecção pulmonar é 

classificada como infecção primária, a qual pode desenvolver-se em forma aguda, 

subaguda ou crônica da doença (Kwon-Chung, Kozel et al., 1992; Leão, 1997). Em 

indivíduos imunocompetentes, a infecção pulmonar primária é similar a infecções 

causadas por Mycobacterium tuberculosis e Histoplasma capsulatum; sendo os 

sintomas leves, como tosse e falta de ar, facilmente confundidos com outras 

manifestações pulmonares (Goldman, Lee et al., 2000).  

A doença pode se manifestar de forma localizada ou disseminada, onde 70 % 

dos casos de criptococose estão associados a infecção do sistema nervoso central 

(SNC), principalmente em indivíduos HIV positivos. A levedura apresenta tropismo 

pelo SNC e tem a capacidade de atravessar a barreira hematoencefálica, portanto, é 
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a forma mais comum e a mais grave da doença. No SNC pode acometer as 

meninges e se disseminar por meio do líquido cefalorraquidiano (LCR) causando 

manifestações, principalmente na forma de meningite; pode também causar lesões 

na massa encefálica levando a um quadro de encefalite e meningoencefalite, ou 

ainda, pode desenvolver abscesso (cripotococomas), cujos sinais e sintomas são, 

cefaléia, sinais de meningite, febre, náuseas, vômitos e alterações mentais e visuais 

(Kwon-Chung, Kozel et al., 1992; Pappalardo e Melhem, 2003; Jong, Wu et al., 

2008). Severo et al., em (1999), realizaram um estudo na Austrália onde observaram 

que sete casos de criptococose cerebral, causado pela espécie C. gattii 

apresentavam as mesmas manifestações clínicas que a infecção pela espécie C. 

neoformans, sendo que as mais comuns apresentadas foram hidrocefalia e lesão 

focal cerebral (Severo, De Mattos Oliveira et al., 1999). 

Leimann e colaboradore (2008) mostraram que existe uma alta porcentagem 

dos casos de meningite criptococcica relacionada à infecção pelo vírus HIV no 

estado do Rio de Janeiro, confirmando a alta prevalência desta micose em 

indivíduos imunodeprimidos (Leimann e Koifman, 2008). 

Outra forma de manifestação da doença é a infecção cutânea que pode ser 

manifestada através de pápulas, placas infiltradas, vesículas herpetiformes, nódulos, 

edemas, abscessos ou úlceras. Geralmente, as lesões aparecem como 

pedunculados, em forma de pápulas com seu centro umbilicado e a prevalência 

desta forma de manifestação atinge 15% dos pacientes com infecção sistêmica e 5 

% dos pacientes com meningite criptococcica. Esta manifestação é considerada 

primária quando não é derivada de uma infecção sistêmica, sendo esta, uma forma 

rara da doença (Probst, Pongratz et al., 2010). A infecção cutânea secundária ocorre 

quando há uma disseminação hematogênica, sendo comum em pacientes com AIDS 

(Kwon-Chung, Kozel et al., 1992). Também envolve pacientes com linfomas, lúpus 

eritematoso sistêmico e indivíduos transplantados sob terapia imunossupressora 

(Miura, Kawakami et al., 2010). Podem ocorrer manifestações em outros tecidos, 

como por exemplo, lesões oculares que causam edema de pupila, atrofia óptica e 

paralisia do nervo ocular, sendo a cegueira uma sequela permanente; infecções nos 

ossos e articulações, boca, esôfago, próstata, entre outras (Kwon-Chung, Kozel et 

al., 1992). 

Recentemente foram descritos quatro casos de endocardite criptocóccica por 

C. neoformans em pacientes imunocomprometidos, sendo que a infecção foi 
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confirmada por cultura positiva do sangue e altos títulos de antígenos no soro. 

Apesar da escassez dos casos e de pouco conhecimento neste tipo de infecção por 

Cryptococcus todos os casos foram tratados com sucesso sem intervenção cirúrgica 

(Alhaji e Sadikot, 2011). Outra rara manifestação da doença é a osteomelite 

criptocóccica, a qual até hoje foram relatados apenas 47 casos entre os anos de 

1975 e 2005. Os sintomas comuns desta manifestação são: dor, inchaço e elevação 

da temperatura do tecido que envolve o osso, no local onde a levedura se encontra. 

Qadir e colaboradores (2011) relataram um caso de ostemelite por C. neoformans 

em paciente imunocompetente (Qadir, Ali et al., 2011). 

 

1.3 Fatores de virulência 

A cápsula polissacarídica apresenta a capacidade de alterar a ação dos 

macrófagos, assim confere proteção à célula fúngica e ainda apresenta altos níveis 

de antígenos específicos para Cryptococcus, que determinam a formação de imuno-

complexos em pacientes HIV positivos; estes imuno-complexos impedem a atividade 

de anticorpos nas células fúngicas. Desta forma, os antígenos presentes na cápsula, 

além de impedir a ação dos macrófagos, podem bloquear a ação de células de 

defesa, como por exemplo, linfócitos T CD4, diminuindo a ação do sistema imune-

humoral (Van Der Horst, Saag et al., 1997).  

Além da presença da cápsula polissacaridica, existem vários outros fatores de 

virulência no gênero Cryptococcus. A produção das enzimas fenoloxidase, 

fosfolipases e proteinases têm sido descritas com um importante papel na virulência 

(Pappalardo e Melhem, 2003). Em um estudo realizado por Pedroso e colaboradores 

(2007), foi comprovado que a identificação da produção de enzima fenoloxidase, a 

qual sintetiza o pigmento melanina (Pedroso, Da Costa et al., 2007). Essa enzima 

protege a célula fúngica dos agentes oxidantes dos tecidos. A termotolerância, 

capacidade de sobrevivência e reprodução a 37 °C ta mbém confere a levedura uma 

resposta ao estresse (Odom, Muir et al., 1997; Cruz, Fox et al., 2001).  

Um outro fator de virulência é a produção de melanina, a qual está presente 

em vários outros fungos. Acredita-se que a melanina é responsável pela proteção da 

célula fúngica contra o estresse oxidativo no momento da infecção. Outras funções 

estão atribuídas a melanina, como a proteção aos extremos de temperatura, a 

radiação ultravioleta, fagocitose e também parece estar envolvida na diminuição da 

sensibilidade aos fármacos antifúngicos, como por exemplo, a anfotericina B (Kwon-
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Chung, Polacheck e Popkin, 1982; Rhodes, Polacheck et al., 1982; Jacobson e 

Tinnell, 1993; Wang e Casadevall, 1994a; Wang e Casadevall, 1994b; Wang e 

Casadevall, 1994c; Rosas e Casadevall, 1997; Ikeda, Sugita et al., 2003).  

A enzima fosfolipase é também considerada um fator de virulência, pois 

auxilia na invasão tecidual do C. neoformans, pelo fato de agir na camada externa 

dos tecidos hidrolisando os fosfolipídeos. Além das fosfolipases, as proteinases 

também são enzimas importantes para a virulência, pois digerem as proteínas do 

tecido do hospedeiro como, por exemplo, o colágeno, assim como, as proteínas de 

importância imunológica como, anticorpos e proteínas do sistema complemento. 

Desta forma, facilita a adesão e a sobrevivência do patógeno nas superfícies 

mucosas (Chen, Blank et al., 1996; Kurokawa, Sugizaki et al., 1998). A urease é 

uma outra enzima importante que atua como fator de virulência, pois tem importante 

papel na alteração da função imunológica do hospedeiro. Cox et al., (2001) 

demonstraram que esta enzima é importante para a sobrevivência da levedura em 

hospedeiros humanos (Cox, Mcdade et al., 2001). 

Pelo fato de C. neoformans ser um fungo heterotálico, estudos genéticos 

foram realizados para melhor entendimento dos sorotipos, por meio dos mating 

types, uma vez que este fungo possui dois tipos sexuais, ou seja, dois alelos o 

MATa (mating type a) e o MATα (mating type α), que são regiões genômicas as 

quais regulam o ciclo sexual da levedura, podendo se apresentar diferente em 

células com mating types opostos, o que possibilita ocorrer a reprodução sexuada 

entre essas células. O sorotipo D apresenta suas cepas diferenciadas em seu 

mating type, e de acordo com estudos realizados, as cepas que possuem o MATα 

são mais virulentas que as que possuem o MATa  (Kwon-Chung, Kozel et al., 1992). 

 

1.4 Ecologia e epidemiologia  

Leveduras do gênero Cryptococcus são encontradas em todos os 

continentes, exceto nas regiões polares, as quais não apresentam as espécies C. 

neoformans e C. gattii.  Habitam locais como solo, frutas, madeiras, tecidos, 

secreções e excreções humanas e de animais. C. neoformans (sorotipo A e D), 

apresentam distribuição universal, sendo prevalente em regiões de clima temperado 

e frio e em áreas urbanas (Nishikawa, Lazera et al., 2003). No Brasil, alguns autores 

já confirmaram a prevalência dos sorotipos A e D nas regiões sul, sudeste e centro-

oeste, principalmente nos estados do Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul, assim 
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como a relação que existe na infecção destas espécies em indivíduos 

imunodeprimidos (Severo, De Mattos Oliveira et al., 1999).  

Em termos mundiais, a infecção por C. neoformans é a mais prevalente, 

sendo relatada em diversos trabalhos a alta incidência de meningite criptocóccica 

pelo sorotipo A e D, tipos moleculares VNI e VNII (Meyer, Castañeda et al., 2003). 

No Vietnã, um estudo epidemiológico com isolados de 51 pacientes 

imunocompetentes e 100 de pacientes HIV positivos foram comparados e como 

conclusão foi verificado que o genótipo VNI (C. neoformans var. grubii) é o 

responsável pela maioria dos casos de meningite criptocóccica no Vietnã e nos dois 

grupos de pacientes (Day, Hoang et al., 2011). Estima-se que aproximadamente um 

milhão de casos de criptococose, por ano, estão associados ao HIV em todo o 

mundo (Perfect, Dismukes et al., 2010). Com o avanço da terapia antiretroviral 

altamente ativa (HAART) ocorreu uma redução nos casos de criptococose, porém a 

incidência e mortalidade desta infecção ainda são elevadas (Lizarazo, Linares et al., 

2007). 

Cryptococcus neoformans sorotipos A e D são comumente encontrados em 

excretas secas de pombos, uma vez que seus componentes, como altas 

concentrações de creatinina, ácido úrico, purinas e xantinas, favorecem a adaptação 

desta levedura, permitindo a sobrevivência e desenvolvimento, podendo manter a 

viabilidade por até dois (Kwon-Chung, 1991). Há relatos da presença de C. 

neoformans em outros nichos, como troncos de árvores das espécies Syzygium 

jabolanum, Senna multijuga, Theobroma cacao, Myroxylon pureiferum (Nishikawa, 

Lazera et al., 2003). 

Apesar da ecologia deste microrganismo estar diretamente relacionada aos 

pombos, não há relatos de infecção nestes animais, isso pode ser explicado pela 

alta temperatura do organismo dessas aves, que apresenta temperatura entre 40 e 

42 °C, impedindo a sobrevivência. Um estudo realiza do em 1976, por Swinne-

Desgain, mostrou a importância do papel dos pombos na epidemiologia e na 

disseminação da doença, uma vez que, muitos pombos carreiam a levedura no 

inglúvio, permanecendo viável por até 86 dias (Swinne-Desgain, 1976). Em 2002, 

Filiu e colaboradores, relataram a presença de 46.000 propágulos viáveis de C. 

neoformans var. neoformans por grama de excrementos secos de pombos, o que 

indica a existência de fontes ambientais na forma de microfocos (Filiú, Wanke et al., 

2002). Rosário e colaboradores (2005), analisaram amostras de cloaca de pombos, 
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a fim de identificar a presença de C. neoformans; como resultado foi observado a 

presença da levedura em 1,8 % das amostras. Mais adiante, o mesmo autor realizou 

um estudo para confirmação da relação entre C. neoformans e pombos da espécie 

Columba livia, confirmando a importância dos pombos como reservatório de formas 

patogênicas de C. neoformans (Rosario, Hermoso De Mendoza et al., 2005). 

Já foram relatados outros nichos para C. neformans como: poeira doméstica, 

excretas de aves de cativeiro (canários, periquitos, calopsitas) e fragmentos de 

árvores (Passoni, Wanke et al., 1998; González-Hein, González-Hein et al., 2010). 

Montenegro e Paula, em 2000, coletaram amostras de fezes de pombos e 

fragmentos de árvores em diferentes locais da cidade de São Paulo e 26,3 % dos 

isolados apresentaram-se positivo para a presença de C. neoformans var. 

neoformans (Montenegro e Paula, 2000). 

A ecologia da espécie C. gattii, sorotipos B e C, diferem em alguns pontos do 

C. neoformans, pois acometem principalmente indivíduos imunocompetentes (Leão, 

1997), porém, há relatos de casos de criptococose por C. gattii em pacientes HIV 

positivos que apresentaram manifestações semelhantes à infecção por C. 

neoformans var. neoformans (Severo, De Mattos Oliveira et al., 1999). 

Recentemente Byrnes e colaboradores (2011), investigaram as infecções por C. 

gattii em indivíduos HIV positivos no sul da Califórnia e concluíram a presença desta 

espécie em pacientes imunocomprometidos e isolaram o tipo molecular VGIII, o qual 

é considerado raro, mostrando uma subdivisão molecular em VGIIIa e VGIIIb, sendo 

classificado VGIIIa como mais virulento e também concluíram que o tipo global VGIII 

é endêmico no sul da Califórnia e nas regiões vizinhas do México, sendo menos 

frequente em Oregon e Washington (Byrnes, Li et al., 2011). Macdougall e 

colaboradores (2011) também mostraram as mudanças no conceito da infecção por 

C. gattii em indivíduos saudáveis, pois, apesar da maioria dos casos de criptococose 

por esta espécie, ocorrer nessas condições, os autores mostraram em seu trabalho 

que a infecção está associada a estados de imunossupressão induzida por vários 

fatores, como uso de corticosteróides orais e cânceres invasivos, bem como pelo 

enfraquecimento da função pulmonar resultante de infecções anteriores e tabagismo 

(Macdougall, Fyfe et al., 2011). As regiões tropicais e subtropicais são onde mais 

comumente se encontra essa espécie, porém, alguns estudos indicam a presença 

de C. gattii em regiões não-tropicais, como no estudo de Byrnes e colaboradores em 

2009, em que mostraram a presença da levedura no nordeste do Pacífico (Byrnes, 
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Bildfell et al., 2009). No trabalho de Kidd e colaboradores (2004), os autores 

descreveram o surto em Vancouver (Canadá), sugerindo a adaptação de C. gattii 

(VGII) a ambientes de clima temperado (Kidd, Hagen et al., 2004). A emergência das 

infecções por C. gattii em clima temperado, sugere uma possível adaptação ao 

clima, mostrando que pequena alteração nas condições do meio, permite a 

sobrevivência e propagação da levedura (Cdc), 2010). Esta espécie emergiu como 

um agente potencialmente letal no nordeste do Pacífico e América do Norte, entre os 

anos de 1999 e 2006, onde mais de 200 casos de infecções por C. gattii foram 

relatados em humanos e mais do dobro em animais domésticos (Randhawa, 

Kowshik et al., 2008). Recentemente, Firacative e colaboradores (2011), isolaram 

pela primeira vez C. gattii de ambiente, na cidade de Cucutá na Colômbia embora a 

sua incidência seja alta, atingindo aproximadamente 77 % dos casos de 

criptococose o isolamento do fungo em árvores nessa região, nunca havia sido 

relatado (Firacative, Torres et al., 2011).   

O nicho ecológico de C. gattii está relacionado ao meio ambiente, 

principalmente à plantas como eucaliptos, a concentração dessas plantas está ao 

longo dos rios e também a associação das habitações de áreas rurais torna clara a 

relação com as zonas rurais (Chen, Sorrell et al., 2000). Ellis e Pfeiffer, em 1990, 

desvendaram o nicho ecológico, pela associação da presença da levedura em 

plantas da espécie Eucalyptus camaldulensis, mais tarde, foi isolado C. gattii em 

outras espécies de eucaliptos (E. tereticornis, E. rudis, E. gomphocephala e E. 

blakelyi (Ellis e Pfeiffer, 1990). Estudos brasileiros já demonstraram que C. gattii não 

estão associadas somente às espécies de eucaliptos, como também em outras 

árvores como, por exemplo, Cassia grandis, Fícus sp., Moquilea tomentosa, 

Guettarba acreana e Mangira indica (Montenegro e Paula, 2000; Dixit, Carroll et al., 

2009; Faria, Nascente et al., 2010). Em outro estudo realizado por Kidd et al., 

(2003), os autores mostraram a presença de C. gattii em fezes frescas de insetos da 

família Oecophoridae, sendo considerado um novo nicho para a levedura (Kidd, 

Sorrell et al., 2003). Alguns estudos mostram o isolamento desta espécie em solo, 

ar, água e vegetação (Mak, Klinkenberg et al., 2010). 

A infecção por C. gattii é considerada endêmica no Brasil, principalmente no 

nordeste, onde 75% dos isolados pertencem ao sorotipo B (Nishikawa, Lazera et al., 

2003). Já os casos de infecção pelo sorotipo C têm sido pouco encontrados, sendo 

que apenas alguns casos tem sido relatados nos EUA, Europa, Colômbia, Argentina 
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e Brasil como descrito por Callejas et al., (1998). Em estudo realizado por Ohkusu e 

colaboradores (2002), na cidade de São Paulo, foram analisados 84 isolados de 

Cryptococcus, desses isolados 75 foram classificados como C. neoformans var. 

grubii e somente oito como C. gattii (Callejas, Ordoñez et al., 1998; Ohkusu, 

Tangonan et al., 2002). Em outro estudo de isolamento e identificação, realizado por 

Fernandes et al., 2000, no Hospital de Doenças Tropicais de Goiânia, apresentou 

como resultado um total de 50 isolados de pacientes com quadro de meningite 

criptocóccica associada com a AIDS e foi observada a predominância de C. 

neoformans, uma vez que este esteve presente em 47 pacientes; já C. gattii foi 

identificado em apenas 5 pacientes (Fernandes, Costa et al., 2000). Outro estudo 

epidemiológico realizado em 1999, na cidade de Belém (PA), foi relatado 19 casos 

de criptococose em crianças na faixa etária de 5 a 13 anos, sendo que em 9 casos 

foram identificados a espécie C. gattii e na cidade de Santa Maria (RS), o relato foi 

de somente 8 casos de criptococose em indivíduos portadores da HIV entre os anos 

de 1961 e 1995, sendo que apenas um caso foi por infecção pela espécie C. gattii 

em um indivíduo residente na área rural (Lopes, Costa et al., 1997; Correa, Oliveira 

et al., 1999). Recentemente, Martins e colaboradores (2011) avaliaram 63 casos de 

meningite criptocóccica na região do Piauí e Maranhão e verificaram o avanço da 

infecção pela espécie C. gattii no meio norte brasileiro, mostrando que a distribuição 

geográfica desta espécie é muito mais ampla que a relatada em literatura (Martins, 

Wanke et al., 2011). 

Por meio da avaliação do aumento de C. gattii no nordeste do Pacífico entre 

os anos de 2004 e 2010, foram realizadas análises refinadas visando a identificação 

do tipo molecular VGII, uma vez que está associado ao surto nos EUA e Colômbia. 

Neste estudo, foi determinada uma subdivisão no tipo molecular VGII, sub 

classificando em VGIIa, VGIIb, VGIIc e VGIId (Cdc), 2010). No Brasil, foi relatada 

uma endemia de criptococose por C. gattii VGII no estado do Pará, mostrando a 

adaptação da levedura em clima semi-árido do norte brasileiro (Santos, Meyer et al., 

2008). 

A faixa etária de maior incidência de criptococose é entre 30 e 50 anos de 

idade, sendo os homens mais acometidos com cerca de 70 % dos casos 

diagnosticados. Apesar de muito rara pode ocorrer infecção em crianças pré-

púberes. Correa e colaboradores (1999) mostraram que a infecção em crianças, 

principalmente nas imunocomprometidas, pode ser explicada pela migração da área 
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urbana para a área rural, onde o contato com a espécie C. gattii é maior (Correa, 

Oliveira et al., 1999). Diversos estudos mostram a importante diversidade genética 

existente entre as cepas de Cryptococcus sp, o que indica a ocorrência de 

hibridismo na espécie, mostrando a possibilidade de encontrar uma infecção com 

mais de uma espécie (Boekhout, Theelen et al., 2001; Igreja, Lazéra et al., 2004). 

Em estudo realizado no período de 2000 e 2005 por Leal e colaboradores 

(2008), analisou-se casos de criptococose relacionando-os com as raças, gêneros, 

idade e fatores de riscos; dos 126 pacientes com meningite criptocóccica, 77 % 

foram homens com faixa etária variável entre 30 e 39 anos e 95% eram portadores 

do HIV (Leal, Faganello et al., 2008). Porém, Macdougall e colaboradores (2011) 

mostraram que não existe uma diferença estatística relacionada ao sexo para 

infecção por C. gattii e que as diferenças encontradas em diversos trabalhos pode 

ser fruto da exposição ambiental durante atividades profissionais ou de lazer  

(Macdougall, Fyfe et al., 2011). 

Um levantamento dos casos de criptococose realizado pela Vigilância 

Epidemiológica na região de Ribeirão Preto (SP) e Araraquara (SP) mostrou que a 

maior parte dos casos desta infecção está associada com a AIDS na maioria dos 

casos, sendo que a taxa de mortalidade nesta região varia na faixa de 33,3 a 80 % 

dos casos, conforme mostra estudo realizado por Barbieri e colaboradores (2001) 

(Barbieri, 2001). Já na região de Uberlândia (MG), estudos relataram que de 96 

pacientes com criptococose e portadores de HIV fazendo uso da terapia adequada, 

mais de 72 % foram a óbito (Moreira, Ferreira et al., 2006 ). 

Alguns estudos brasileiros mostram que houve uma diminuição na incidência 

de infecções por Cryptococcus spp., mas apesar da diminuição do número de casos 

brasileiros, a criptococose ainda é considerada importante pela sua morbi-

mortalidade e ainda é considerada a segunda infecção oportunista mais freqüente 

no Brasil conforme os dados apresentados pelo Ministério da Saúde do Brasil em 

2004 (Oliveira, Greco et al., 2006). Apesar da literatura relatar a diminuição nos 

casos de criptococose, na prática clínica, a criptococose continua sendo 

diagnosticada em pacientes que não recebem a HAART, nos que não são aderentes 

a esta terapia ou então nos que apresentam falência do esquema antiretroviral 

(Pedezert, Vacarezza et al., 2004). 
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1.5 Tratamento e resistência a antifúngicos 

O fármaco de escolha para o tratamento inicial da criptococose é a 

anfotericina B. Porém esta apresenta hepatotoxicidade e nefrotoxicidade. O 

esquema terapêutico consiste em utilizá-la como dose de ataque ou “padrão ouro” 

associado ao fluconazol. Usualmente, a terapia de escolha inicia-se com a 

anfotericina B administrada a 0,7 a 1 mg/Kg/dia durante duas semanas, seguido do 

uso de fluconazol na concentração de 400 a 800 mg/Kg/dia durante pelo menos dez 

semanas, sendo esta utilizada como dose de manutenção, o que pode gerar 

problemas de resistência devido ao logo tempo de uso  (Jarvis, Dromer et al., 2008; 

Sloan, Dlamini et al., 2008).  

Antigamente era utilizada a associação da anfotericina B com 5-fluorcitosina 

(5-FC), no entanto, este fármaco deixou de ser comercializada no Brasil. Atualmente 

a problemática da terapia antifúngica para esta patologia está relacionada à 

resistência dos isolados deste fungo à alguns fármacos, como por exemplo ás 

drogas azólicas (Kontoyiannis e Lewis, 2002; Shao, Sheng et al., 2007; Johnson, 

Espinel-Ingroff et al., 2008; Guerrero e Fries, 2008; Silva, Rabelo et al., 2008). 

Anfotericina B é um polieno muito usado no tratamento de micoses 

sistêmicas. Sua ação está relacionada ao anel macrolídico, o qual apresenta 

característica hidrofóbica e se liga aos esteróis, principalmente ao ergosterol da 

membrana celular fúngica. A molécula também se liga ao colesterol da membrana 

plasmática humana, o que explica o potencial tóxico da anfotericina B. Com a 

ligação do fármaco ao ergosterol ocorre uma alteração na permeabilidade seletiva 

da célula fúngica permitindo a saída de nutrientes fundamentais para a célula como 

água, sais, açúcares e proteínas, causando assim uma deterioração metabólica e 

consequentemente morte celular. A administração da anfotericina B deve ocorrer por 

meio da via endovenosa e em forma de desoxicolato, pelo fato desta droga 

apresentar baixa absorção gastrointestinal (Sokol-Anderson, Brajtburg et al., 1986). 

A toxicidade da anfotericina B está diretamente relacionada aos rins, pois diminui o 

fluxo glomerular em até 80 % causando uma vasocontrição local. Também 

apresenta mielotoxicidade podendo causar anemia em decorrência de uma 

alteração na produção de eritropoetina por atuar diretamente na medula óssea 

(Catalán e Montejo, 2006). 

O fluconazol é um composto azólico e tem ação inibitória sobre a lanosterol-

14α desmetilase, a qual é responsável pela conversão do lanosterol em ergosterol; 
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desta forma, interrompe a biossíntese do ergosterol, componente fúngico essencial 

para a formação da membrana plasmática celular. Comercialmente o fluconazol 

pode ser encontrado para a administração oral ou endovenosa, já que ele é 

facilmente absorvido e atinge concentrações plasmáticas altas (Trösken, Fischer et 

al., 2006). É utilizado no tratamento de micoses superficiais e invasivas, no 

tratamento profilático e é bem tolerado pelo paciente, quando administrado em altas 

doses, porém, o grande problema do uso deste fármaco, assim como, o uso dos 

demais azóis, é o desenvolvimento de resistência das leveduras à essa classe de 

fármacos.  

Outros fármacos utilizada no tratamento da criptococose é o itraconazol, azol 

que apresenta o mesmo mecanismo de ação que o fluconazol, alterando a 

membrana plasmática fúngica, sendo classificado como a segundo fármaco de 

escolha como dose de manutenção (Andriole, 1998). 

Novos fármacos têm sido estudados a fim de melhorar a terapia antifúngica. A 

micafungina, futuramente, poderá substituir a anfotericina B com eficiência. Apesar 

de seu mecanismo de ação ainda não estar bem estabelecido, estudos indicam que 

provavelmente a micafungina tem ação mitocondrial e seus efeitos tóxicos renais 

são menores que o da anfotericina B (Espinel-Ingroff, 2009). Há também dados que 

demonstram um efeito sinérgico com a associação destes dois fármacos, o que se 

mostra benéfico, pois apresenta alta eficiência e menor toxicidade (Serena, 

Fernández-Torres et al., 2005). Outra solução para a redução da toxicidade da 

anfotericina B vem sendo estudada, a sua incorporação em sistemas de carreadores 

lipídicos, os quais alteram a farmacocinética e a distribuição do fármaco nos tecidos 

(Gallis, Drew et al., 1990; Clemons e Stevens, 1998). Os antifúngicos azólicos de 

nova geração apresentam mecanismo de ação semelhantes ao do fluconazol e 

dentre eles estão o voriconazol, posaconazol e o ravuconazol. Os ensaios in vitro 

tem demonstrado uma atividade potente desses azólicos contra Cryptococcus spp. 

(Illnait-Zaragozi, Martínez et al., 2008). As equinocandinas apresentam a ação de 

inibir a síntese de β1-3 glucana sintetase, devido ao seu mecanismo de ação, as 

equinocandinas não apresentam capacidade de inibição do desenvolvimento de 

Cryptococcus spp., já que esta levedura não apresenta uma quantidade significativa 

de β1-3 glucana em sua parede (Abruzzo, Flattery et al., 1997). 

Perfect e colaboradores (2010), traçaram recomendações para o 

desenvolvimento da estratégia da terapia da criptococose para quatro grandes 
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grupos: os tratamentos específicos, o tratamento de meningoencefalite, 

complicações durante o tratamento, tratamento de outros tipos de manifestações e 

criptococose em situações especiais, sendo que para cada grupo foi traçado as 

condições de indivíduos portadores de HIV, transplantados e imunocompetentes. 

Em geral o estudo mostra uma grande variabilidade na posologia, tipos de azóis e 

manutenção da terapia. O fármaco indicado no tratamento primário é anfotericina B 

em associação à 5-FC por administração via intravenosa, variando a dose de acordo 

com cada caso, assim como o tempo de tratamento que varia entre 2 a 4 semanas. 

Uma outra proposta é a administração de um complexo lipídico de anfotericina B. 

Como dose de manutenção, é recomendado o uso de fluconazol, variando a dose 

conforme o caso, sendo que o período de tratamento pode variar de 8 semanas a 12 

meses. Para os casos de reinfecção, é importante a determinação da sensibilidade 

in vitro dos isolados frente aos azóis e a partir desta informação deve ser 

estabelecido o tratamento. Para tratamento da criptococose pulmonar, há a 

possibilidade de substituição do fluconazol como dose de manutenção, por outros 

azóis, como itraconazol, posaconazol e voriconazol, assim como a associação 

destes antifúngicos com corticosteróides. Como terapia profilática para indivíduos 

imunocomprometidos é usado fluconazol, itraconazol ou mesmo a HAART. Visando 

o reduzido arsenal de fármacos antifúngicos utilizados no tratamento da 

criptococose, há uma preocupação nos casos de reincidências e também na 

aquisição de resistência pelos isolados clínicos (Perfect, Dismukes et al., 2010). 

Existem vários estudos sobre a resistência de Cryptococcus aos fármacos. 

Entre os mecanismos de resistência até então estudados estão a super expressão 

do gene MDR1 em cepas resistentes ao fluconazol e itraconazol, assim, a regulação 

na bomba de efluxo pode ser a resposta para a resistência adquirida ao fluconazol, e 

também o gene AFR1 em cepas resistentes aos demais azóis (Morschhäuser, 

2010). Outro mecanismo de resistência comumente encontrado para isolados 

clínicos de C. neoformans é a mutação pontual das proteínas alvo dos fármacos 

antifúngicos. Em estudos realizados em nosso laboratório, foram encontrados 

valores de Concentração Inibitória Mínima (CIM) de fluconazol elevados em isolados 

clínicos seriados com perfis genéticos idênticos os quais foram analisados 

pontualmente quanto à sequência do gene ERG11. O isolado resistente mostrou um 

ponto de mutação na sequência nucleotídica do gene, quando comparada à 

sequência do isolado sensível. Esta mutação após a análise da seqüência traduzida 
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(idêntica a 1,4-α lanosterol desmetilase) revelou trocas de aminoácidos em motifs e 

em sítios ativos da proteína deduzida a partir do modelo de interação da proteína 

1,4-α lanosterol desmetilase de Aspergillus fumigatus com antifúngicos azólicos 

conforme o proposto por Gollapudy et al., (2004) (Gollapudy, Ajmani et al., 2004). 

Estes resultados sugerem que as substituições de aminoácidos ocorridas nos locais 

de interação da proteína aos azóis, podem ter causado modificações estruturais, e 

as substituições dentro dos sítios ativos sugerem mudanças na afinidade da enzima. 

Este dado confirma a presença de mutação associada à resistência, causando 

modificações estruturais e de afinidade na proteína (Fusco-Almeida, 2005). 

A partir do estudo realizado por Sheng e colaboradores (2009) foi possível 

interpretar as modificações ocorridas na enzima alvo de fluconazol do isolado 30 e 

elucidar sobre o mecanismo de resistência, decorrente das alterações estruturais da 

proteína (Sheng, Miao et al., 2009). Recentemente Rossi (2011), avaliou a mutação 

encontrada em um isolado de C. neoformans var. grubii, de um paciente do estado 

do Rio de Janeiro (coleção do Laboratório de Micologia Clínica da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas da UNESP de Araraquara), isolado denominado 30R e 

obteve mutações nas posições P459L e P443L ainda não descritas nestes fungos 

(Rossi, 2011).  

Em 2004, Raso e colaboradores, descreveram o surto de criptococose em 

aves no estado de São Paulo. Por meio deste estudo foram identificadas leveduras 

da espécie C. gattii em sete psitacídeos, sendo o primeiro relato de infecção nestas 

aves. Também foi verificado que os isolados apresentavam resistência ao fluconazol 

(concentração inibitória mínima de 64 µg/mL) (Raso, Werther et al., 2004).  

Em um estudo realizado por Drummond e colaboradores (2007), os 

pesquisadores mostraram o comportamento de cepas de Cryptococcus provenientes 

de isolados clínicos e de ambientais frente a compostos azólicos. Foi verificado que, 

pelo fato deste fungo ser cosmopolita há possibilidade de uma interferência direta do 

uso de fungicidas azólicos nas lavouras com o aumento da resistência aos fármacos 

azólicos, pois os isolados ambientais mostraram maior resistência a esses 

compostos (Drummond, Reimão et al., 2007).  
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1.6 Antifúngicos de origem natural com atividade para Cryptococcus spp.  

O estudo das plantas como alternativa para a descoberta de novos fármacos 

apresenta grande destaque, pois, de acordo com a Organização Mundial da Saúde, 

seriam as melhores fontes de obtenção de uma imensa variedade de fármacos, 

além de beneficiar grande parte da população brasileira. O Brasil apresenta uma 

imensa biodiversidade e o uso de plantas é a primeira opção no tratamento para a 

população mais carente. A grande extensão territorial do país com diversidades 

climáticas e solos favorece a condição de desenvolvimento da exploração racional e 

sustentável de novos metabólitos de valor terapêutico. Desta forma, também seria 

possível desenvolver saneantes a partir de produtos naturais utilizando plantas, pois 

poderiam ser menos agressivos ao meio ambiente (Basso, Da Silva et al., 2005; 

Rojas, Ochoa et al., 2006; Cruz, Santos et al., 2007). 

Vários estudos relatam a atividade antifúngica de substâncias naturais contra 

Cryptococcus spp. Aguero e colaboradores (2011) avaliaram a atividade de extratos 

de própolis frente a isolados de Candida albicans, C. tropicalis, C. neoformans, 

Aspergillus flavus, A. fumigatus, A. níger, Trichoplyton rubrum, T. mentagrophytes e 

Microsporum gypseum e como resultado, obtiveram um valor de CIM variando entre 

7,80 e 250 µg/mL. Os autores concluíram que a própolis mostrou-se interessante 

para o tratamento de doenças fúngicas (Agüero, Svetaz et al., 2011). Em 2011, Pinto 

e colaboradores mostraram que derivados de xantonas apresentam-se como 

protótipos promissores para o desenvolvimento de novos antifúngicos contra cepas 

de C. albicans, C. glabrata e C. neoformans, com o valor de CIM de 31,25 µg/mL 

para essas leveduras e para algumas espécies de dermatófitos, além de mostrar a 

interferência destas substâncias sobre a biossíntese de ergosterol. Alcalóides 

obtidos de Stemona aphylla foram avaliados quanto a sua atividade antifúngica 

contra C. albicans e C. neoformans e antibacteriana contra bactérias Gram-positivas 

e Gram-negativas. A CIM dos alcalóides para C. neoformans variou entre 31,25 e 

7,80 µg/mL (Sastraruji, Chaiyong et al., 2011). O extrato metanólico e a fração 

aquosa de Bohadschia vitiensis (Semper) foram avaliados contra espécies de 

Candida, C. neoformans, Sporothrix schenckii e alguns fungos filamentosos e as 

substâncias mostraram-se antifúngicos potentes (Lakshmi, Srivastava et al., 2011).  

Satheesh e colaboradores (2011), avaliaram a atividade antimicrobiana de um 

composto inibidor de protease isolado das folhas de Coccinia grandis (L.) Voigt, 

contra C. neoformans e C. albicans e o composto mostrou-se um excelente 
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candidato para desenvolvimento de antifúngicos (Satheesh e Murugan, 2011). Em 

outro estudo avaliou-se a atividade da curcumina isolada de raízes de Curcuma 

longa contra diversos fungos patogênicos, espécies de Candida, C. neoformans, 

Paracoccidioides brasiliensis e Aspergillus sp. Curcumina e seus derivados esses 

polifenóis mostraram-se mais potentes que o fluconazol (Martins, Da Silva et al., 

2009). Novos alcalóides extraídos das folhas de Prosopis glandulosa var. glandulosa 

também mostraram atividade forte contra C. neoformans (Rahman, Samoylenko et 

al., 2011). 

 

1.7 Maytenus ilicifolia 

Maytenus ilicifolia conhecida popularmente como “espinheira santa”, 

“cancerosa”, “cancorosa-de-sete-espinhos” e/ou “maiteno”, pertence a família 

Celastraceae (Lorenzi e Matos, 2002; Brandão, Kroon et al., 2010). As plantas desta 

família são muito utilizadas na agricultura e medicina chinesa, assim como na 

tradicional medicina brasileira. Muitas das substâncias extraídas das plantas desta 

família apresentam atividades terapêuticas já comprovadas, como atividade 

repelente e inseticida, entre outras que ainda estão em estudos. Esta família é 

dividida em 55 gêneros e 850 espécies, com distribuição mundial, sendo mais 

encontradas em regiões tropicais e subtropicais (Mabberley, 1997). Há mais de 30 

anos vêm sendo estudados os metabólitos secundários das plantas do gênero 

Maytenus e tem demonstrado um amplo espectro de atividades biológicas, sendo a 

principal característica quimiotaxonômica a presença de triterpenóides, os quais em 

vários estudos mostraram atividade antitumoral, imunossupressora, inseticida e anti-

HIV  (Duan, Takaishi et al., 2000; Deepa e Narmatha Bai, 2010). 

A espécie M. ilicifolia, é uma árvore comumente encontradas na África e no 

Brasil. No Brasil, seu uso popular é altamente descrito desde a década de 20, sendo 

indicado ao combate da gastrite e dispepsias, além de apresentar ações tônicas, 

analgésicas, antisséptica, cicatrizantes, diuréticas e laxativas (Mossi, Cansian et al., 

2004). Os primeiros estudos da eficácia terapêutica de M. ilicifolia foram realizados 

em 1922 por um professor brasileiro que avaliou o uso da M. ilicifolia em pacientes 

portadores de úlcera gástrica (Ming, Castro et al., 1998). Recentemente outro estudo 

mostrou a eficácia da atividade anti-ulcerativa, realizado por Cipriani em 2004 

(Cipriani, Mellinger et al., 2004).  
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Dentre as substâncias isoladas da M. ilicifolia, destacam-se a pristimerina e a 

maitenina. A pristimerina foi estudada por Costa e colaboradores (2008), o qual 

mostra que a pristimerina apresenta citotoxicidade seletiva às células tumorais, uma 

vez que ela reduz o número de células tumorais viáveis (Costa, Ferreira et al., 2008). 

Desta forma foi comprovada a importância da pristimerina como uma substância 

com potencial anticancerígeno. No mesmo estudo foi verificado que a pristimerina 

tem um efeito antiproliferativo por inibição da síntese de DNA das células tumorais, 

assim como o potencial para indução da apoptose (Deepa e Narmatha Bai, 2010). 

Cipriani e colaboradores (2004), relatou a presença de um polímero 

(arabinogalactana) com atividade imunológica, o que pode explicar a melhora do uso 

da M. ilicifolia em tratamentos contra o câncer. Atividade antifúngica ainda não foi 

relatada na literatura científica (Cipriani, Mellinger et al., 2004).  
 

 

 

 

 

 

pristimerina    maitenina 

Figura 1.  Estruturas químicas das substâncias puras extraídas da planta Maytenus 
ilicifolia, pristimerina e maitenina. 

 

1.8 Chalconas  

As chalconas são compostos classificados como fenóis de cadeia aberta, da 

família dos flavonóides, derivados de plantas. Destacam-se por apresentarem 

diversidade estrutural no reino vegetal e também grande variedade de atividades 

biológicas devido a presença de muitos compostos fisiologicamente ativos e por 

serem substratos para a realização de várias sínteses orgânicas (Simões, 2006; 

Brandão, Kroon et al., 2010; Banday, Iqbal Zargar et al., 2011; Katsori e Hadjipavlou-

Litina, 2011). Brandão e colaboradores (2010) relataram em seu estudo a atividade 

antibacteriana, antiviral e citotóxica das chalconas (Brandão, Kroon et al., 2010). 

Vários estudos mostraram o seu potencial antimalárico, anti-leishmania, anti-HIV, 

antifúngico, anti-tuberculose e inibidores da tirosina quinase (Svetaz, Tapia et al., 

2004; Boeck, Bandeira Falcão et al., 2006; Cheenpracha, Karalai et al., 2006; Valla, 

Valla et al., 2006; Yang, Shin et al., 2007; Hara, Nakamura et al., 2011; Barua, 
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Figura 2.  Estruturas químicas das chalconas sintéticas utilizadas neste trabalho, 3’ 

chalc, 2,3 chalc e 3,4 chalc.

. O potencial de redução do processo inflamatório desta 

substância foi demonstrado em vários estudos com chalconas derivadas de plantas 

Glycyrrhiza e Alpinia (Zingiberaceae) (Prasad, Phromnoi

Alguns estudos relataram que chalconas isoladas de Glycyrhiza

atividade contra o protozoário Leishmania sp por inibir a enzima fumarato redutase 

(Boeck, Bandeira Falcão et al., 2006). Stevaz e colaboradores (2004) mostraram que 

há atividade de chalconas contra os fungos Fusarium equiseti

(Svetaz, Tapia et al., 2004). 

Park e colaboradores (2011) avaliaram a atividade de chalconas no ef

gripe pelo vírus da influenza e como resultado foi observado uma alta

vírus, sendo um importante dado para desenvolvimento de derivados naturais contra 

et al., 2011).  

antifúngico e a atividade antitumoral de chalconas foi avaliado por 

e colaboradores (2011). Foi verificada a ação contra 

Candida albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis e Cryptococcus gattii

como resultado algumas chalconas apresentam uma atividade 

C. gattii. Também foi observada atividade antitumoral, a qual 

foi avaliada nas linhagens tumorais UACC-62 (melanoma), MCF-

10 (carcinoma renal) (Tavares, Johann et al., 2011). 

Estruturas químicas das chalconas sintéticas utilizadas neste trabalho, 3’ 

chalc, 2,3 chalc e 3,4 chalc. 
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do processo inflamatório desta 

substância foi demonstrado em vários estudos com chalconas derivadas de plantas 

(Prasad, Phromnoi et al., 2010). 

Glycyrhiza, apresenta forte 

sp por inibir a enzima fumarato redutase 

. Stevaz e colaboradores (2004) mostraram que 

Fusarium equiseti e Colletotrichum 

Park e colaboradores (2011) avaliaram a atividade de chalconas no efeito da 

mo resultado foi observado uma alta inibição do 

vírus, sendo um importante dado para desenvolvimento de derivados naturais contra 

tumoral de chalconas foi avaliado por 

. Foi verificada a ação contra Paracoccidoides 

Cryptococcus gattii e 

 potente antifúngica 

. Também foi observada atividade antitumoral, a qual 

-7 (adenocarcinoma) 

 

Estruturas químicas das chalconas sintéticas utilizadas neste trabalho, 3’ 
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2. JUSTIFICATIVA  

 

Avaliar a atividade antifúngica de substâncias de origem vegetal e sintéticas 

baseadas em modelos moleculares de fontes vegetais, determinando CIM e CFM, 

para prospecção de protótipos com finalidade saneante contra espécies patogênicas 

de Cryptococcus sp, isolados de ambientes relacionados ao seu nicho. Realizar a 

curva de morte do protótipo saneante determinando sua eficiência. Adicionalmente 

determinar a atividade antifúngica contra isolados clínicos resistentes, assim como 

avaliar o potencial de inibição de adesão da levedura em linhagens celulares 

relacionadas aos sítios de infecção (pneumócitos, gliomas e queratinócitos), bem 

como a citotoxicidade, avaliando o mecanismo de ação a fim de obter protótipo 

antifúngico medicamentoso.  
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3. OBJETIVOS 

 

Realizar o isolamento e identificação bioquímica e molecular (RFLP) do 

gênero e espécie de Cryptococcus spp em excrementos de pombos do Município de 

Araraquara coletados pela Vigilância Epidemiológica de Araraquara para 

determinação do espectro de atividade do saneante. 

Determinar o padrão de resposta de isolados ambientais e fármacos aos 

antifúngicos anfotericina B, e fluconazol por meio da metodologia de microdiluição 

adaptada do documento EDf7,1 do EUCAST (European Committee on Antimicrobial 

Susceptibility Testing), assim como determinar a atividade antifúngica específica das 

substâncias isoladas de Maytenus ilicifolia (Celastraceae), maitenina e pristimerina, 

para verificação da CIM e CFM. 

Verificar o potencial citotóxico das substâncias naturais em linhagens 

celulares A549 (pneumócitos humano tipo II), HepG2 (células de hepatoma 

humano), células Vero (células de rim de macaco verde) e NOK (queratinócitos 

normal de mucosa oral), MRC-5 (fibroblastos normais de pulmão humano) e V87 

(células de glioma humano). 

Realizar a curva de morte com as moléculas maitenina e pristimerina usando 

como controle a anfotericina B frente à cepa ATCC 90012 de C. neoformans e 

isolado ambiental de Cryptococcus mais prevalente, a fim de se verificar eficiência 

saneante específica. 

Realizar os ensaios de verificação do potencial de inibição da adesão do 

fungo utilizando as chalconas sintéticas em sistemas de infecção (linhagens 

celulares infectadas com cepa ATCC 90012 de C. neoformans). 

Fornecer dados que orientem novos estudos biotecnológicos que tenham 

como objetivo viabilizar a produção de saneantes e novos fármacos antifúngicos, 

utilizando substâncias de plantas nativas de nosso bioma bem como substâncias 

sintéticas formuladas a partir de modelos estruturais naturais. 
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4. MATERIAS E MÉTODOS 

 

4.1 Identificação dos isolados ambientais 

 

4.1.1 Identificação bioquímica de Cryptococcus spp 

Para o isolamento e identificação de Cryptococcus em nichos ambientais, 

fezes de aves ou morcegos, os quais foram adequadamente coletados pela 

Vigilância Epidemiológica do Município de Araraquara; foi utilizada a metodologia 

descrita por Casali e colaboradores (2003) (Casali, Goulart et al., 2003). Foram 

coletadas 87 amostras em diferentes localidades do município; de cada amostra foi 

pesado 1 g de fezes secas e diluídos em 10 mL de solução estéril de salina (0,85 %) 

contendo cloranfenicol na concentração de 0,05 g/L. A solução foi submetida a 

agitação em vórtex por 5 minutos, em seguida foi mantido em repouso por mais 5 

minutos, para a decantação do material de não interesse e coletar o sobrenadante, o 

qual foi analisado.  

As provas bioquímicas e morfológicas para a identificação das leveduras do 

gênero Cryptococcus foram: detecção das enzimas fenoloxidase e urease, 

microscopia óptica para visualização de cápsula polissacarídica das leveduras 

utilizando Tinta da China, assim como as provas bioquímicas por auxanogramas, 

para identificação das espécies C. neoformans, C. gattii e também as demais 

espécies de Cryptococcus spp. 

O ensaio para análise da enzima fenoloxidase, o qual identifica o gênero 

Cryptococcus, foi realizado a partir da adição de 100 µL do sobrenadante da 

suspensão de fezes em salina em placas de Petri contendo ágar Níger. As placas 

foram mantidas em temperatura ambiente e examinadas em intervalos de 7 a 14 

dias. Após o crescimento das colônias, foram selecionadas as que apresentaram 

coloração marrom, já que esta cor é característica de colônias de Cryptococcus em 

ágar Níger; estas colônias foram examinadas ao microscópio óptico com Tinta da 

China, para identificação da cápsula polissacarídica e assim confirmar o gênero.  

O ensaio da prova da urease, o qual também identifica o gênero 

Cryptococcus por meio da mudança da coloração do meio ágar Uréia de 

Christensen de amarelo para cor de rosa, foi realizado a partir do cultivo da levedura 

neste meio e após 48 horas de crescimento em temperatura ambiente, foi verificada 
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a produção da enzima urease através da mudança de coloração do meio, 

identificando assim o gênero Cryptococcus. 

As amostras positivas para o gênero Cryptococcus, foram submetidas a 

análise com o meio L-canavanina glicina azul de bromotimol (CGB). As amostras 

foram transferidas para tubos de cultura contendo o meio CGB, incubadas em 

temperatura ambiente durante 48 horas e em seguida foi realizada a leitura para a 

identificação da espécie patogênica por meio da alteração da cor do meio, sendo 

que a alteração da cor de amarelo para azul identifica a espécie C. gattii, já que 

somente esta espécie é resistente à canavalina e tem a capacidade de consumir a 

glicina do meio como fonte de carbono e nitrogênio, o que leva a alcalinização do 

meio e consequentemente sua mudança de cor (Kwon-Chung, Polacheck e Bennett, 

1982; Min e Kwon-Chung, 1986; Nishikawa, Sant'anna et al., 1996). 

Para a identificação das espécies também foram realizadas as provas 

bioquímicas de assimilação de carbono (Auxanograma) e de nitrogênio, conforme a 

metodologia desenvolvida por Kurtzman & Fell (1998) em que a partir de cultivos 

prévios em placas de ágar Sabouraud com 48 horas de crescimento, uma 

suspensão celular de 108 células/mL foi preparada e adicionada nos meios C e N, 

fundidos previamente em uma proporção de 1:20. Após a solidificação, as fontes de 

carbono e nitrogênio foram distribuídas de forma equidistante nas placas contendo 

os meios C e N, respectivamente, e estas foram submetidas à incubação em 

temperatura de 25 °C e a leitura dos resultados foi  feita após 48 a 72 horas. Os 

açúcares utilizados como fonte de carbono foram: glicose, galactose, lactose, 

melibiose, sacarose, maltose, rafinose, celobiose e inositol e como fonte e nitrogênio 

foi utilizado o nitrato de potássio, assim como a assimilação de D-prolina (Kwon-

Chung, Kozel et al., 1992). Desta forma os resultados das provas de assimilação de 

carbono e nitrogênio foram avaliados seguindo a tabela universal taxômica de 

Kurtzman & Fell (1998), assim é possível concluir a identificação das espécies dos 

isolados ambientais (Kurtzman e Fell, 1998) 

 

4.1.1 Extração do DNA genômico de Cryptococcus em amostras ambientais  

Após o isolamento e identificação dos isolados ambientais, foi realizada a 

extração do DNA das leveduras para posteriormente realizar a identificação 

molecular das espécies. A partir de culturas de 48 horas (30 oC) de Cryptococcus 

em ágar Sabouraud acrescido de 0,25 g/L de cloranfenicol, as leveduras foram 
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transferidas para o meio rico YEPD em caldo, acrescido de 2,9 % de NaCl (10 g/L de 

extrato de levedura, 20 g/L de peptona, 20 g/L de dextrose e 29 g/L de NaCl). Este 

cultivo permaneceu a 30 ºC por 16 horas ou overnight sob agitação constante de 

100 rpm. As culturas foram transferidas para tubos de 50 mL para prosseguir a 

extração do DNA genômico conforme (Möller, Bahnweg et al., 1992). 

Após extraído, o DNA foi quantificado por meio de espectrofotometria com 

comprimento de onda de 260 nm e 280 nm. O DNA extraído também foi analisado 

por eletroforese em gel de agarose a 1% em tampão TBE 1X (Tris-base 90 mM, 

ácido bórico 90 mM, EDTA 2 mM pH 8,0) durante 1 hora e 30 minutos a 80 volts. O 

gel foi corado com GelRed (Uniscience) e observado em luz ultravioleta e estocado 

à -20 oC.  

 

4.1.3 Identificação molecular de Cryptococcus spp pela reação de PCR/RFLP 

Foram utilizados os iniciadores para o gene URA5: ura5f (5' 

ATGTCCTCCCAAGCCCTCGACTCCG 3') e ura5r (5' 

TTAAGACCTCTGAACACCGTACTC 3') (Meyer, Castañeda et al., 2003). Foram 

utilizadas concentrações de 50 pmol de cada sequência iniciadora e 25 ng de DNA 

genômico num tubo contendo uma mistura de desoxinucleotídeos (0.22 mM de cada 

dNTP), tampão (1,65 mM MgCl2, 55 mM KCl, Tris-HCl 22 mM pH 8,4) e DNA 

polimerase termoestável fornecidos pelo Kit PCR Supermix (Invitrogen-Life 

Technologies). A quantidade final na reação de amplificação foi de 50 mL sendo 

utilizada água Milli-Q estéril. A amplificação foi realizada através de um ciclo inicial 

com temperatura de desnaturação de 94 °C por 3 minu tos, seguido de 35 ciclos de 

94 °C por 45 segundos, 61 °C por 1minuto, 72 °C por  2 minutos e um ciclo final a 72 

°C por 7 minutos, utilizando-se aparelho termocicla dor Perkin Elmer modelo 

GeneAmp PCR System 9700. O produto amplificado foi verificado em gel de 

agarose 1,5% corado com gelRed (Uniscience). 

O produto amplificado foi digerido com as enzimas de restrição Sau96I e HhaI 

por 3 horas em banho seco a 37 °C, os produtos fora m separados por eletroforese 

em gel de agarose 3 % com tampão TBE 1 X durante 5 horas a 100 volts e corado 

com gelRed e observados a luz ultravioleta (Meyer, Castañeda et al., 2003). 
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4.2 Ativação de Cryptococcus neoformans in vivo 

A ativação de leveduras in vivo é importante para retomar os fatores de 

virulência da levedura, os quais são perdidos a cada repique. Foi realizada a 

ativação in vivo da cepa ATCC 90012 de C. neoformans por meio da inoculação 

intraperitonial de 1X106 células da levedura em PBS estéril. Foram utilizados quatro 

camundongos BalbC machos adquiridos comercialmente do CEMIB (Centro 

Multidisciplinar para Investigação Biológica na Área da Ciência em Animais de 

Laboratório), da UNICAMP. Após três a sete dias da inoculação, os camundongos 

foram sacrificados de acordo com as exigências do Comitê de Ética e Pesquisa. 

Segundo Buissa-Filho (2008), as leveduras foram retirados por meio da retirada do 

pulmão, fígado e coração, os quais foram triturados e plaqueados em ágar Niger 

(Buissa-Filho, Puccia et al., 2008). As placas de ágar Niger permaneceram em 

temperatura ambiente por 48 horas e em seguida foi verificado o crescimento de 

colônias marrons, característica de Cryptococcus spp; essas colônias foram 

repicadas em tubos com ágar Sabouraud para a realização dos ensaios de adesão. 

Foram preparadas lâminas com o macerado dos órgãos os quais foram 

corados com tinta da china para a visualização de Cryptococcus neoformans por 

microscopia óptica em aumento de 40 X. 

 

4.3 Avaliação da atividade antifúngica  

 

4.3.1 Teste para determinação da concentração inibitória mínima (CIM) 

Os ensaios de sensibilidade dos isolados clínicos e ambientais foram 

realizados frente às substâncias isoladas de Maytenus ilicifolia tendo como controle 

positivo fluconazol, anfotericina B e o saneante hipoclorito de sódio 5 %. Para as 

chalconas sintéticas os controles para a determinação da CIM foram anfotericina B e 

fluconazol, e a atividade antifúngica dessas substâncias foram avaliadas frente aos 

isolados clínicos de C. neoformans e C. gattii sensíveis e resistentes. Estes ensaios 

foram realizados segundo o documento EDef7,1 (EUCAST), 2008 com algumas 

adaptações. Para o desenvolvimento da metodologia, foi utilizado o meio RPMI 1640 

com glutamina, sem bicarbonato e com indicador vermelho de fenol, tamponado com 

MOPS [ácido 3-(N-morfolina) propanosulfônico] pH 7,0 acrescido com 2 % de 

glicose, esterilizado por filtração e conservado a 4 °C. 
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Como controle do ensaio foi utilizada, a cepa ATCC 90012 de Cryptococcus 

neoformans var. grubii, conforme recomendados pelos documentos normativos do CLSI 

(M27A2, 2002). Os fármacos antifúngicos utilizados foram obtidas dos fabricantes em 

forma de pó e a partir desse foram realizados cálculos, quanto às suas potências, 

seguindo as recomendações do documento. A solução de fluconazol (Sigma) que 

apresenta atividade fungistática, foi preparada partindo de uma solução estoque inicial 

com a diluição do fármaco em água destilada estéril, a fim de obter uma concentração 

de 5,12 g/mL; a partir desta solução, foram preparadas mais 10 soluções intermediárias 

que variaram entre 1,25 e 640 mg/L em água destilada conforme descrito no 

documento M27A2 do CLSI. Das soluções intermediárias foram feitas diluições em 

proporção 1:10 em meio RPMI, para assim se obter concentrações que variaram entre 

0,125 e 64 mg/L, sendo estas as soluções de trabalho. Na leitura dos resultados do 

controle do fluconazol, as concentrações variaram entre 0,025 e 32 mg/L, pois com a 

adição do inóculo a concentração de trabalho foi reduzida em 50 %.  

Já para o controle com anfotericina B (Sigma) foi realizada uma primeira 

diluição em dimetilsulfóxido (DMSO) em uma concentração de 1600 mg/L e a partir 

desta foram realizadas diluições intermediarias em DMSO, sendo estas as soluções 

mães, as quais serão mantidas a -20 ºC. A partir da solução mãe, foram realizadas 

diluições na proporção 1:100 em meio RPMI, sendo que as diluições de trabalho 

varia entre 0,030 a 16,0 mg/L. A leitura dos resultados na placa, serão feitas nas 

diluições de 0,015 a 8,0 mg/L (CLSI, M27A2, 2002).  

As duas substâncias naturais foram diluídas assepticamente em quantidades 

adequadas de DMSO e solubilizadas por agitação com o auxílio do vórtex. A faixa de 

concentração do extrato na avaliação da atividade antifúngica foi calculada, visando obter 

a variação das concentrações entre 0,48 a 250 mg/L (Scorzoni, Benaducci et al., 2007). 

As cepas para o ensaio foram mantidas em ágar Sabouraud, em temperatura 

ambiente por 48 horas, a partir dessas culturas foram preparados os inóculos em 

salina 0,85 % estéril, sendo preparados em concentração de 2,5 a 5 x 106 UFC/mL. 

Todos os inóculos foram conferidos através da contagem de células em câmara de 

Neubauer. Em seguida, o inóculo foi diluído em meio RPMI em uma proporção de 

1:100, para a obtenção de uma concentração que entre 2,5 a 5 x 104 UFC/mL, a qual 

foi distribuída em placas de 96 poços, sendo um volume de 100 µL nas fileiras de 2 

a 12 onde estão as substâncias que se deseja avaliar a atividade antifúngica em 

concentrações a partir de diluição seriada. Desta forma, a concentração do inóculo 
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passou a ser 103 UFC/mL. O controle positivo (C +) do teste foi adicionado na fileira 

12 com adição de 100 µL do meio RPMI livre de droga e 100 µL da suspensão de 

levedura. Também foi utilizado o controle de esterilidade do meio (C -) ou branco 

para a leitura espectrofotométrica, na fileira 1, onde foi adicionado somente 200 µL 

do meio RPMI. As placas foram incubadas a uma temperatura entre 35 e 37 °C sob 

agitação constante de 150rpm e a leitura ocorreu após um período de 48 horas, por 

meio de leitura visual com o revelador Alamar Blue (1:10) e da leitura por 

espectrofotometria a 490nm. 

O saneante hipoclorito de sódio comumente usado para a desinfecção de 

ambientes encontra-se comercialmente em uma concentração de 2,5 %, o qual é 

diluído em uma proporção de 1:10 em água, desta forma, para o ensaio de 

determinação do CIM, o mesmo, foi analisado em diluições 1:10, partindo de uma 

concentração inicial na placa de 2,5 %. Contudo, na coluna 2 foi adicionado 100 µL 

do hipoclorito de sódio a 5 % juntamente com 100 µL do meio RPMI, sendo esta a 

concentração do hipoclorito comercialmente encontrado (2,5 %); a partir da coluna 3, 

foram realizadas diluições seriadas partindo de uma diluição 1:2 de hipoclorito de 

sódio em meio RPMI, desta diluição foi retirada uma alíquota de 22 µL a qual foi 

adicionada a 88µL de RPMI completando assim, um volume de 110 µL, a partir 

deste poço, foi retirado 10 µL para as demais diluições seriadas. Portanto, no 2° 

poço a concentração encontra-se a 1/20 até 1/2 x 1010. O controle negativo foi 

analisado na coluna 1 e o controle positivo na coluna 12. 

 

4.3.2 Teste para determinação da concentração fungicida mínima (CFM)  

O ensaio para determinar a concentração inibitória mínima foi realizado com a 

finalidade analisar a ação da substância no crescimento celular, ou seja, determinar 

a menor concentração com ação fungicida. Para isso, após a leitura do resultado da 

CIM, cada concentração da microplaca de 96 poços foi transferida para placa com 

ágar Sabouraud; as placas foram incubada a 30ºC e após 48 horas, foi feita a leitura 

visual observando o crescimento de colônias. 

 

4.4 Avaliação da eficiência saneante das substâncias por curva de morte  

O ensaio de curva de morte foi realizado seguindo a metodologia descrita por 

Klepser, Ernst et al., 1998; Diniz, 2009; Sangalli-Leite, Scorzoni et al., 2011 com 
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modificações. O ensaio foi realizado com a cepa clínica ATCC 90012 Cryptococcus 

neoformans var. grubii reativada em camundongo e com um isolado ambiental 

M16.2 previamente identificado como da espécie C. neoformans var. grubii. Foi 

avaliado o potencial de ação da anfotericina B e das substâncias naturais, maitenina 

e pristimerina. Este estudo estima a diminuição no número de leveduras viáveis ao 

longo do tempo, segundo Klepser e colaboradores (1998), ou ainda observar a 

viabilidade das células fúngicas e a interação entre o composto estudado e a 

levedura, conforme o descrito por Sangalli-Leite et al., (2011). 

Foi preparado o inóculo, após um cultivo de 48 horas em ágar Sabouraud, 

das leveduras em meio RPMI na concentração de 1x106/mL, o qual foi conferido por 

meio da contagem em câmara de Neubauer. Em placas de 24 poços foram 

adicionados 500 µL do inóculo e 500 µL das substâncias antifúngicas, em uma 

concentração acima da CIM, para a maitenina usamos 7,81 mg/L e para a 

pristimerina, 15,62 mg/L, uma vez que essas foram as maiores concentrações para 

os todos os isolados.  

O experimento cinético foi iniciado pela retirada de uma alíquota de 100 µL da 

suspensão de células fúngicas em contato com as substâncias e  plaqueado em 

ágar Sabouraud, sendo que o plaqueamento foi realizado nos tempos de 0, 1, 2, 4, 

8, 12 e 24 horas. Assim, avaliou-se a morte das leveduras em relação ao tempo de 

contato com as amostras teste. Após 48 horas à temperatura ambiente, foi avaliado 

o número unidades formadoras de colônias (UFC) e o resultado foi representado em 

um gráfico, sendo que no eixo y estão representados a porcentagem de morte das 

leveduras e no eixo x o tempo de contato em horas do fungo com amostra teste e 

assim será possível analisar o potencial fungicida ou eficiência da droga. 

Avaliamos também a eficiência do método de desinfecção, em percentagem, 

por meio do cálculo da taxa de morte da levedura frente à substância natural 

maitenina (7,81 mg/L), pristimerina (15,62 mg/L) e anfotericina B (0,25 mg/L) por 

meio do seguinte cálculo (Diniz, 2009):  

E (%) = n0 – nf x 100    onde: 
                      n0 

E = eficiência, em porcentagem; 

n0 = Concentração inicial de fungos;  

nf = Concentração final de fungos após os métodos de desinfecção 
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4.5 Cultura de células  

Nos ensaios de cultura celular foram utilizadas as linhagens celulares normais 

NOK (células orais normais imortalizadas com o gene h-tert doadas pelo Department of 

Medicine Harvard Medical School-Dr Karl Munger), células VERO (rim de macaco verde 

da África) e células MRC-5 (fibroblastos de pulmão humano) e para as linhagens 

tumorais A549 (células tumorais de pulmão), HepG2 (células de hepatoma humano) e 

V87 (células de glioma humano) obtidas do banco de células do Rio de Janeiro  As 

células cultivadas em garrafas com o meio específico para cada linhagem, acrescido de 

10% de soro fetal bovino (SBF) e 2 % de antibiótico ATB (complexo estreptomicina, 

penicilina, gentamicina e anfotericina B), quando permitido. As células foram mantidas à 

temperatura de 36,5 ºC com 5 % de CO2, o meio foi retirado e as células foram lavadas 

com 5 mL de PBS e tripsinizadas. Em seguida foi adicionado o meio de cultivo com 10 

% SFB para neutralização da tripsina evitando danos às células. Com essa suspensão 

celular foram preparadas placas para os ensaios de citotoxicidade das substâncias 

antifúngicas e para ensaios de adesão. 

 

4.5.1 Avaliação da citotoxicidade 

Para a avaliação da citotoxicidade das substâncias foram preparadas placas 

de 96 poços com as células, contendo 2,5 x 103 a 5 x 104 células por poço. As 

placas foram incubadas a 36,5 ºC com 5 % de CO2, por 24 horas para a formação 

da monocamada celular (Husøy, Syversen et al., 1993). A viabilidade celular foi 

estudada nas concentrações próximas da CIM, assim como a concentração onde 

apresentam 80 % de células vivas. A citotoxicidade foi avaliada através do ensaio do 

MTT (brometo de (3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazólio) (Sigma), utilizado na 

concentração de 5 mg/mL, conforme (Mosmann, 1983) com algumas modificações. 

A avaliação da viabilidade celular pelos métodos colorimétricos com sais 

tetrazólicos, como a reação com o sal de MTT, é determinada pela redução do sal em 

derivado azul de formazana, o qual é um precipitado formado pela ação da enzima 

succinato desidrogenase, produto da respiração mitocondrial; desta forma, este método 

avalia de forma quantitativa a sobrevivência e proliferação celular, uma vez que a 

conversão do MTT em formazana ocorre somente em células vivas e a quantidade do 

precipitado é proporcional ao número de células vivas (Denizot e Lang, 1986; Gerlier e 

Thomasset, 1986; Ferrari, Fornasiero et al., 1990). O precipitado de formazana 
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apresenta coloração azul e com a adição de um solvente orgânico é possível sua 

intensidade a qual é proporcional à quantidade de células vivas (Denizot e Lang, 1986).  

As substâncias foram avaliadas nas concentrações de 31,25 a 0,48 mg/L. As 

soluções foram preparadas partindo de uma solução estoque e foram diluídas no meio 

específico para cada linhagem celular nas placas previamente preparadas com as 

células. O meio de cultura foi retirado e foram adicionados, 100 µL de cada diluição de 

cada substância ou droga por poço. As placas foram incubadas a 37 ºC, 5 % CO2 ao 

abrigo da luz por 24 horas; em seguida as soluções foram retiradas e adicionados 10 µL 

da solução de MTT; e novamente as placas foram incubadas a 37 ºC por um período de 

4 horas, conforme descrito Denizot e Lang, 1986 e Ferrari, Fornasiero et al., 1990. Após 

o tempo de incubação foi observado formação de precipitado escuro nas concentrações 

onde as células encontravam-se vivas; a solução MTT foi retirada e foram adicionados 

100µL de isopropanol para diluir o precipitado e desta forma realizar a leitura pela 

alteração da cor do meio de amarelo para violeta. Como controle positivo do teste foi 

utilizado, peróxido de hidrogênio e doxorrubicina. 

Foram realizadas as leituras espectrofotométricas das placas em leitor de 

microplacas ELISA (BioRad modelo 3550) com comprimento de onda de 570 nm. A 

percentagem de células viáveis através da fórmula abaixo: 

 

células viáveis %  =  média do teste X100 / média do controle negativo 

 

As análises de citotoxicidade foram realizadas em duplicata com três 

experimentos independentes. Também foi utilizado um controle negativo com células 

não tratadas, sendo esta leitura considerada um total de 100% de células vivas. Em 

contrapartida, foi realizado um teste para verificar se há reação das substâncias 

antifúngicas com o MTT, sendo este realizado em placas sem células, somente com 

as substâncias e com o MTT. Este ensaio foi realizado nas mesmas condições do 

ensaio com células; evitando assim que o resultado seja um falso-positivo (dados 

não mostrados). 

 

4.5.2 Ensaio de adesão às células humanas 

O estudo da adesão de Cryptococcus neoformans em células humanas, foi 

avaliado por meio de uma curva de adesão, a fim de estudar qual o tempo inicial da 

adesão da levedura em diferentes linhagens celulares, assim como estudar qual o 
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tempo em que ocorre a maior taxa de adesão, padronizando o melhor tempo para o 

estudo da mesma. Avaliamos a adesão da cepa de C. neoformans ATCC 90012, 

após a ativação in vivo, em células epiteliais NOK, células metabolizadoras HepG2, 

células do sistema nervoso central V87 e em células de pulmão MRC-5 nos tempo 

de 0, 1, 4, 8, 24, 48 horas. 

O ensaio de adesão foi realizado em placas de 24 orifícios, contendo 1 x 105 

células por poço, conforme (Sardi, Duque et al., 2012). Após a formação da 

monocamada celular nas placas, foram adicionados 500 µL de um inóculo de 2,5 x 

106 UFC/mL da levedura. As placas foram incubadas a 36,5 °C e 5 % de CO 2, pelos 

determinados tempos. Após cada tempo de incubação, as células foram lavadas, 

três vezes, com PBS estéril e em seguida, foram tripsinizadas e 100 µL foram 

plaqueados em meio Sabouraud. Após 48 horas do plaqueamento, foram contadas 

as colônias de leveduras que cresceram nas placas, que correspondem ao número 

de leveduras aderidas às células. Foi traçada uma curva da padronização e 

determinando o melhor tempo para o estudo da adesão. Para o cálculo da 

porcentagem de adesão, consideramos que 2,5 x 104 de leveduras corresponde a 

100 % de adesão, pois este é o número total de leveduras adicionadas às células. 

A avaliação da inibição da adesão foi estudada com o tratamento da chalcona 

(2,3-chalc) na concentração de 3,90 mg/L, concentração esta com atividade 

fungistática. Realizamos o estudo com os tempos iniciais de 30 minutos, 1 hora e 2 

horas de adesão, em duplicata. A chalcona e o inóculo foram adicionados 

concomitantemente e após os determinados tempos, as células foram lavadas três 

vezes com PBS estéril, tripsinizadas e plaqueadas em ágar Sabouraud. Os 

resultados foram analisados em porcentagem em gráficos. Como controle do ensaio, 

foi realizado um ensaio de adesão sem o tratamento, sendo este considerado como 

100 % de adesão. 

 

4.5.3 Estudo da adesão de C. neoformans em células humanas por meio de 

imunofluorescência . 

Foi realizado o estudo da adesão de C. neoformans em células NOK, MRC-5, 

V87 e HepG2 através de microscopia de imunofluorescência no equipamento In Cell 

Analyser 2000 (GE Healthcare), o qual avalia, por meio de imagens de alta 

definição, o comportamento da levedura no processo de infecção celular.  
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Primeiramente foram preparadas as placas de 96 poços com 2,5 x 104 

celulas/poço, sendo preparada uma placa para cada linhagem celular; essas placas 

foram incubadas para a formação da monocamada celular e em seguida foram 

adicionados 100 µL do inóculo na concentração 1 x 106 UFC/mL de C. neoformans 

ATCC 90012. Avaliamos a adesão do C. neoformans nos tempos iniciais de 30 

minutos, 1 hora e 2 horas, tendo em vista que a curva de adesão, realizada 

anteriormente, mostrou uma maior taxa de adesão no tempo de 1 hora. Desta forma, 

após a adição do inóculo nas placas, estas foram incubadas pelos determinados 

tempos e em seguida, as células foram lavadas três vezes com PBS estéril e fixadas 

com 100 µL de paraformaldeído 4 % estéril. Utilizamos como controle negativo 

poços contendo somente as células. Todo o ensaio foi realizado em duplicata. 

Após a fixação das células, foi realizada a reação de imunofluorescência nas 

placas; desta forma, o paraformaldeído 4 % foi retirado, as células foram lavadas 

cinco vezes com PBS estéril e em seguida foi realizada a permeabilização com 100 

µL de Triton 0,25-0,5 % por 30 minutos em temperatura ambiente. Posteriormente, 

as células foram lavadas com 100 µL de 0,05 % de PBS-Tween 20 estéril por três 

vezes, a fim de aumentar a avidez do anticorpo que irá marcar a levedura, em 

seguida, foram adicionados 100 µL da solução de bloqueio IF e as placas foram 

incubadas a 37 ºC por 2 horas. Novamente as células foram lavadas três vezes com 

PBS-Tween 20 e foram adicionados 50 µL de uma diluição 1:50 do anticorpo anti-

Cryptococcus, com título maior que 1:1000, em PBS-Tween 20 e as placas foram 

incubadas a 37 ºC por 1 hora. Foi realizada a lavagem das células e adicionados 

100 µL do anti-IgG mouse + Alexa flúor 488 diluído em PBS-Tween 20, na proporção 

1: 400 e as placas foram incubadas à 37 ºC por 1 hora em proteção da luz. A 

lavagem das células foi realizada e foi acrescentado 100 µL do fluorocromo DAPI 

0,05 µg/mL por 20 minutos, em seguida, ocorreu novamente a lavagem das células 

e foi adicionado 100 µL de uma solução de paraformaldeído 1 %. Sob proteção da 

luz, as placas foram conservadas em geladeira até a leitura microscópica no In Cell 

Analyser 2000 (GE Healthcare), no qual por meio da marcação realizada, analisou-

se o núcleo das células pelo fluorocromo DAPI e a levedura pela marcação com o 

anticorpo, vericando o processo de adesão. 
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Figura 3.  Resultados das amostras positivas para
coletadas em locais públicos do Município de Araraquara. 
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Tabela 1.  Resultado da identificação dos isolados positivos para Cryptococcus para 
a espécie C. gattii por meio da identificação pelo CGB. 

Localidade Amostra CGB Espécie sugestiva 

Escola Infantil L 1.2 - (negativo) Cryptococcus spp 

Escola Infantil L 1.3 - (negativo) Cryptococcus spp 

Escola Infantil V 2.3 - (negativo) Cryptococcus spp 

Escola Infantil V 3.5 - (negativo) Cryptococcus spp 

Escola Infantil V 5.1 + (positivo) Cryptococcus gattii 

Escola Infantil S 5.2 + (positivo) Cryptococcus gattii 

Parques e Ruas B 3.1 -  (negativo) Cryptococcus spp 

Parques e Ruas B 3.2 -  (negativo) Cryptococcus spp 

Parques e Ruas B 3.5 -  (negativo) Cryptococcus spp 

Parques e Ruas B 5.1 -  (negativo) Cryptococcus spp 

Parques e Ruas B 5.2 -  (negativo) Cryptococcus spp 

Parques e Ruas PQ 1.3 - (negativo) Cryptococcus spp 

Barracões abandonados M 10.1 + (positivo) Cryptococcus gattii 

Barracões abandonados M 12.1 - (negativo) Cryptococcus spp 

Barracões abandonados M 12.2 - (negativo) Cryptococcus spp 

Barracões abandonados M 14.1 + (positivo) Cryptococcus gattii 

Barracões abandonados M 15.4 -  (negativo) Cryptococcus spp 

Barracões abandonados M 16.1 + (positivo) Cryptococcus gattii 

Barracões abandonados M 16.2 - (negativo) Cryptococcus spp 

Barracões abandonados M 16.3 - (negativo) Cryptococcus spp 

Barracões abandonados M 16.4 + (positivo) Cryptococcus gattii 

Barracões abandonados M 18.1 + (positivo) Cryptococcus gattii 

Barracões abandonados M 21.1 - (negativo) Cryptococcus spp 

Barracões abandonados M 21.2 + (positivo) Cryptococcus gattii 

Barracões abandonados M 23.1 - (negativo) Cryptococcus spp 

Barracões abandonados M 28.2 - (negativo) Cryptococcus spp 

Hospitais e/ou Proximidades Hp 2.0 - (negativo)  Cryptococcus spp 

Hospitais e/ou Proximidades Hp 2.1 - (negativo) Cryptococcus spp 

Hospitais e/ou Proximidades Hp 3.0 - (negativo) Cryptococcus spp 

Hospitais e/ou Proximidades Hp 3.1 + (positivo) Cryptococcus gattii 

Hospitais e/ou Proximidades Hp 3.2 - (negativo) Cryptococcus spp 
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Localidade Amostra CGB Espécie sugestiva 

Hospitais e/ou Proximidades Hp 3.3 - (negativo) Cryptococcus spp 

Hospitais e/ou Proximidades Hp 3.4 - (negativo) Cryptococcus spp 

Hospitais e/ou Proximidades Hp 3.5 - (negativo) Cryptococcus spp 

Hospitais e/ou Proximidades Hp 3.7 - (negativo) Cryptococcus spp 

Hospitais e/ou Proximidades Hp 3.8 - (negativo) Cryptococcus spp 

Hospitais e/ou Proximidades Hp 3.9 - (negativo) Cryptococcus spp 

Hospitais e/ou Proximidades Hp 4.0 - (negativo) Cryptococcus spp 

Hospitais e/ou Proximidades Hp 4.1 + (positivo) Cryptococcus gattii 

Hospitais e/ou Proximidades Hp 4.2 - (negativo) Cryptococcus spp 

Hospitais e/ou Proximidades Hp 5.1 - (negativo) Cryptococcus spp 

Hospitais e/ou Proximidades Hp 5.2 - (negativo) Cryptococcus spp 

Hospitais e/ou Proximidades Hp 5.3 - (negativo) Cryptococcus spp 

Hospitais e/ou Proximidades Hp 6.0 - (negativo) Cryptococcus spp 

Hospitais e/ou Proximidades Hp 6.1 - (negativo) Cryptococcus spp 

Hospitais e/ou Proximidades Hp 6.2 - (negativo) Cryptococcus spp 

Hospitais e/ou Proximidades Hp 6.3 - (negativo) Cryptococcus spp 

Hospitais e/ou Proximidades Hp 6.4 - (negativo) Cryptococcus spp 

Hospitais e/ou Proximidades Hp 6.5 - (negativo) Cryptococcus spp 

Hospitais e/ou Proximidades Hp 6.8 - (negativo) Cryptococcus spp 

Hospitais e/ou Proximidades Hp 7.0 + (positivo) Cryptococcus gattii 

Hospitais e/ou Proximidades Hp 7.1 - (negativo) Cryptococcus spp 

Hospitais e/ou Proximidades Hp 8.0 - (negativo) Cryptococcus spp 

Hospitais e/ou Proximidades Hp 8.1 + (positivo) Cryptococcus gattii 

Hospitais e/ou Proximidades Hp 8.2 - (negativo) Cryptococcus spp 

Hospitais e/ou Proximidades Hp 10.0 - (negativo) Cryptococcus spp 

Hospitais e/ou Proximidades Hp 15.0 - (negativo) Cryptococcus spp 

Hospitais e/ou Proximidades SC 7.0 - (negativo) Cryptococcus spp 
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Finalizando a identificação dos isolados ambientais pelas provas bioquímicas, 

foi realizado o ensaio de assimilação de carbono (auxanograma) e de nitrogênio. 

Através da análise dos resultados pela tabela de assimilação, não foi possível 

determinar as espécies de todos os isolados ambientais (Tabela 2 ), uma vez que 

estas serão posteriormente confirmadas por técnicas moleculares. Dos 58 isolados 

analisados, 3,5 % (2) foi identificada como C. ater, 1,7 % (1) como C. laurentii, 1,7 % 

(1) como C. luteolus, 5,2 % (3) como C. gattii, 17,2 % (10) como C. neoformans e 

79,7 % (41) foi classificado como Cryptococcus spp, decorrente da dificuldade de 

identificação pela metodologia. 
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Analisando paralelamente os resultados do ensaio do CGB e da assimilação 

de carbono e nitrogênio, foi observado que as amostras positivas no teste de 

assimilação para C. gattii corresponderam com o CGB positivo, porém, alguns 

resultados positivos no CGB não foram identificados como C. gattii nos demais 

ensaios, uma vez que ocorreu positividade no CGB para as duas espécies 

identificadas como C. ater pelo auxanograma; dois isolados foram identificados 

como C. gattii pelo CGB, porém, pelo auxanograma, mostraram-se ser da espécie C. 

neoformans. Um isolado apresentou CGB negativo, mas pelo auxanograma foi 

identificado como C. gattii; em apenas dois isolados a positividade no CGB 

correspondeu à espécie C. gattii no auxanograma. A maioria foi classificada como 

Cryptococcus spp pelos métodos do CGB e auxanograma. 

Foi realizada a extração de DNA de todos os isolados ambientais de 

Cryptococcus para a identificação molecular dos mesmos. Os produtos da extração 

do DNA foram analisados, quantificados e purificados quando necessário. Todas as 

amostras apresentaram bandas indicando a presença de DNA. O produto da 

amplificação do gene URA5 mostrou a presença de uma única banda com massa 

molecular de cerca de 800 pb, sendo esta a banda esperada para o gene (dados 

não demonstrados). Em seguida, os produtos da PCR foram quantificados e 

submetidos à reação de restrição com as enzimas Sau96I e HhaI para a 

identificação molecular dos isolados, assim como foi realizado com os oito tipos 

moleculares (VNI, VNII, VNIII, VNIV e VGI, VGII, VGIII, VGIV) (Figura 4 ) com os 

quais foram comparados os resultados dos isolados ambientais. Quando 

comparados o peso molecular das bandas dos isolados com o peso molecular das 

cepas padrões, foi verificado que os 54 isolados ambientais, identificados 

previamente como sendo C. neoformans, C. gattii ou C. spp, apresentaram o mesmo 

perfil que o tipo molecular VNI, sendo classificados molecularmente como C. 

neoformans var. grubii (Figura 5 ).  

Foi realizada uma correlação entre os resultados dos ensaios bioquímicos e 

moleculares. Apenas três isolados apresentaram resultados discrepantes entre as 

técnicas, uma vez que apresentou resultado positivo para C. gattii no auxanograma 

e C. neoformans na tipagem molecular, dez isolados apresentaram-se da espécie C. 

neoformans pelo auxanograma e pela tipagem molecular e os demais isolados 

apresentaram-se como Cryptococcus spp no auxanograma e foram identificados 

como o tipo molecular VNI. 



 

Figura 4. Perfis de PCR
(VNI, VNII, VNIII e VNIV) e 
molecular de 100 pb (Fermentas).

 

Figura 5.  Produto da reação de PCR
Perfil molecular de 54 isolados amb
pb (Fermentas). 

 

Perfis de PCR-RFLP dos tipos moleculares das espécies 
(VNI, VNII, VNIII e VNIV) e C. gattii (VGI, VGII, VGIII e VGIV). Marcador de tamanho 

(Fermentas). 

 
da reação de PCR-RFLP pelas enzimas de restrição

isolados ambientais. Marcador de tamanho molecular de 100
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dos tipos moleculares das espécies C. neoformans 
Marcador de tamanho 

 

RFLP pelas enzimas de restrição HhaI e SauI. 
Marcador de tamanho molecular de 100 



 

A sequência das amostras dos isolados ambientais no gel de PCR

B3.4; 2- B5.1; 3- M12.1; 

HP2.1; 11- HP3.2; 12- 

HP3.4; 18- HP5.2; 19- 

HP6.0; 25- HP6.5; 26- HP6.8;

M28.2; 32- V3.5; 33- B3.1; 

39- HP15.0; 40- M18.1; 41

B5.2; 47- HP3.0; 48- HP3.3;

54- HP8.2.  

 

5.2 Reativação de Cryptococcus neoformans

Por meio da análise micros

avaliamos a morfologia da cepa ATCC 90012 após passagem 

discreto aumento da cápsula pol

demonstrado na Figura 6

esta cepa, as leveduras apresentaram

como o aumento do tamanho 

pulmão e fígado, após a infecção 

 

Figura 6.  Microscopia óptica em aument
ATCC 90012 em salina 0,85
infecção de camundongos BalbC
Leveduras após a infecção 

 

 

A sequência das amostras dos isolados ambientais no gel de PCR

M12.1; 4- M12.2; 5- M14.1; 6- V2.3; 7- L1.2; 8- 

 HP3.5; 13- HP3.8; 14- HP5.3; 15- HP6.1; 

 M21.1; 20-HP3.1; 21- HP4.0; 22- HP4.1; 

HP6.8; 27- HP7.0; 28- HP10.0; 29- M15.4; 

B3.1; 34- SC7.0; 35- HP5.1; 36- V5.1; 37-

41- M10.1; 42- M23.1; 43- M16.2; 44- M16.3; 

HP3.3; 49- HP3.7; 50- HP3.9; 51- HP6.3; 52

Cryptococcus neoformans in vivo 

da análise microscópica das lâminas coradas com Tinta da C

avaliamos a morfologia da cepa ATCC 90012 após passagem in vivo

discreto aumento da cápsula polissacarídica após reisolamento conforme 

Figura 6 . Verificou-se que após a infecção de camundongos com 

cepa, as leveduras apresentaram-se com alterações morfológ

o aumento do tamanho da célula e da cápsula polissacarídica

após a infecção in vivo, conforme mostra a Figura 

Microscopia óptica em aumento de 40 X da suspensão
ATCC 90012 em salina 0,85 %, mostrando as alterações morfológicas após a 

de camundongos BalbC. Leveduras antes da infecção 
Leveduras após a infecção in vivo (B). 
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A sequência das amostras dos isolados ambientais no gel de PCR-RFLP é: 1- 

 L-1.3; 9- HP2.0; 10- 

HP6.1; 16- HP8.0; 17- 

HP4.1; 23- HP4.2; 24- 

M15.4; 30- M21.2; 31- 

- HP6.2; 38- HP7.2; 

M16.3; 45- M16.4; 46- 

52- HP6.4; 53- HP8.1; 

cópica das lâminas coradas com Tinta da China 

in vivo e verificamos 

issacarídica após reisolamento conforme 

que após a infecção de camundongos com 

se com alterações morfológicas significativas 

carídica em tecido de 

Figura 7.   

 

ão de C. neoformans 
lterações morfológicas após a 

Leveduras antes da infecção in vivo (A); 



 

Figura 7. Microscopia óptica em aumento de 40
Cryptococcus neoformans 
extraídos de camundongo BalbC

 

5.3 Avaliação da atividade antifúngica

A avaliação da atividade antifúngica das substâncias 

realizada com finalidade saneante, desta forma sua ação foi avaliada contra a cepa 

ATCC de C. neoformans

animal de C. gattii (118) e seis isolados ambientais de 

var. grubii, previamente identificados

Como controle positivo do ensaio 

anfotericina B (AMB) e o saneante comercial, hipoclorito de sódio

Tabela 3  mostra os resultados das 
 

Tabela 3 . Atividade antifúngica de triterpenos quinonamet
Maytenus ilicifolia. 

Subst/Droga MJ2 

Isolados CIM*  CFM*

C. neoformans 

ATCC 90012 

0,48 0,48

C. neoformans 30R 3,90 3,9

C. gattii 118 1,95 1,95

Isolado M16.2 0,48 0,48

Isolado M16.3 0,48 0,48

Isolado M16.4 0,48 0,48

Isolado M21.1 0,48 0,48

Isolado V2.3 0,97 0,97

Isolado Hp5.2 0,48 0,48

* concentração inibitória mínima (CIM) e concentração fungicida mínima (CFM) 
estão expressas em mg/L; MJ2: maitenina; MF2,5: pristimerina; AMB: anfotericina B; 
FCZ: fluconazol; NaClO: hipoclorito de sódio

Microscopia óptica em aumento de 40 X, mostrando 
Cryptococcus neoformans ATCC 90012 em tecidos de fígado (A) e pulmão (B) 

ídos de camundongo BalbC. 

Avaliação da atividade antifúngica  

A avaliação da atividade antifúngica das substâncias Maytenus

realizada com finalidade saneante, desta forma sua ação foi avaliada contra a cepa 

C. neoformans 90012, o isolado clínico de C. neoformans

(118) e seis isolados ambientais de Cryptococcus

, previamente identificados (M16,2; M16.3; M16.4; M21.1

do ensaio foram utilizados os fármacos, 

anfotericina B (AMB) e o saneante comercial, hipoclorito de sódio

mostra os resultados das CIM, assim como a CFM, expressas

Atividade antifúngica de triterpenos quinonamet

 MF2,5 AMB FCZ

CFM* CIM* CFM* CIM* CFM* CIM* CFM*

0,48 0,97 0,97 1,00 1,00 4,00 8,0

3,90 7,81 7,81 1,00 1,00 64,0 64,0

1,95 3,90 3,90 1,00 1,00 32,0 32,0

0,48 7,81 7,81 1,00 1,00 4,00 4,0

0,48 7,81 7,81 1,00 1,00 4,00 4,0

0,48 15,62 15,62 1,00 1,00 8,00 8,0

0,48 3,90 3,90 1,00 1,00 8,00 8,0

0,97 3,90 3,90 2,00 2,00 8,00 8,0

0,48 3,90 3,90 2,00 2,00 8,00 8,0

ão inibitória mínima (CIM) e concentração fungicida mínima (CFM) 
estão expressas em mg/L; MJ2: maitenina; MF2,5: pristimerina; AMB: anfotericina B; 
FCZ: fluconazol; NaClO: hipoclorito de sódio 
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X, mostrando infecção de 
em tecidos de fígado (A) e pulmão (B) 

Maytenus ilicifolia foi 

realizada com finalidade saneante, desta forma sua ação foi avaliada contra a cepa 

C. neoformans (30R), o isolado 

Cryptococcus neoformans 

16,2; M16.3; M16.4; M21.1; V2.3; HP5.2). 

os fármacos, fluconazol (FCZ) e 

anfotericina B (AMB) e o saneante comercial, hipoclorito de sódio (NaClO) 2,5 %. A 

, expressas em mg/L. 

Atividade antifúngica de triterpenos quinonametídeos isolados de 

FCZ NaClO 

CFM* CIM* CFM* 

8,00 1/105 1/105 

64,0 1/105 1/105 

32,0 1/105 1/105 

4,00 1/105 1/105 

4,00 1/105 1/105 

8,00 1/105 1/105 

8,00 1/105 1/105 

8,00 1/105 1/105 

8,00 1/105 1/105 

ão inibitória mínima (CIM) e concentração fungicida mínima (CFM) 
estão expressas em mg/L; MJ2: maitenina; MF2,5: pristimerina; AMB: anfotericina B; 
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Analisando a atividade das substâncias de M. iIicifolia, a maitenina 

apresentou melhores resultados para a cepa ATCC 90012, com CIM de 0,48 mg/L; 

enquanto que para os isolados resistentes ao fluconazol, a maitenina mostrou ação 

potente com CIM variando entre 1,95 e 3,90 mg/L. Foi observado que os valores de 

CFM e de CIM das substâncias foram os mesmos, portanto foi constatada atividade 

fungicida. Já para a pristimerina, os resultados variaram de 3,90 a 7,81 mg/L para os 

isolados resistentes e para a cepa ATCC 90012, o resultado foi de 0,97 mg/L. Em 

relação ao fluconazol, a cepa ATCC mostrou-se sensível, porém os isolados 

resistentes C. neoformans 30R e C. gattii mostraram-se resistentes a esse fármaco, 

já para a anfotericina B todas as cepas mostraram-se sensíveis. 

Na avaliação da sensibilidade dos isolados ambientais frente às substâncias, 

a maitenina apresentou CIM variando de 0,48 a 0,97 mg/L, enquanto a pristimerina, 

apresentou uma CIM entre 3,90 a 15,62 mg/L, portanto, a pristimerina mostrou-se 

menos ativa para os isolados ambientais que a maitenina. O comportamento dos 

isolados frente aos fármacos mostrou-se dentro dos valores esperados, sendo todos 

considerados sensíveis. Em relação ao hipoclorito de sódio, os resultados foram 

expressos em diluições consecutivas, partindo de uma diluição 1:10; desta forma 

obtivemos o mesmo resultado para todos os isolados ambientais, assim como para a 

cepa padrão ATCC 90012 e isolados clínicos, sendo o valor da CIM  igual a 1/105. 

Também foram avaliadas 15 chalconas com finalidade de desenvolvimento de 

um protótipo de medicamento antifúngico. As chalconas foram testadas contra as 

cepas ATCC de C. neoformans 90012, o isolado clínico resistente 30R, o isolado 

animal resistente 118 de C. gattii 118 e os isolados sensíveis S26 e S27. Como 

controle do ensaio foram utilizadas os fármacos fluconazol e anfotericina B. A 

Tabela 4 , mostra os resultados da CIM e CFM, onde se destacam as seguintes 

chalconas, 3,4-chalc com uma variação de CIM de 3,90 a 7,81 mg/L e faixa de CFM 

entre 7,81 a 31,25 mg/L; 2,3-chalc com variação de CIM de 1,95 a 7,81 mg/L e CFM 

entre 3,9 e 7,81 mg/L; a 3’-chalc, com CIM na faixa de 1,95 a 7,81 mg/L e CFM entre 

7,81 a 15,62 mg/L (Tabela 4 ).  
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5.4 Determinação da ação fungicida de maitenina e pristimerina  

Devido ao maior potencial de citotoxicidade e a atividade fungicida dos 

triterpenos da M. ilicifolia, foi determinado, o estudo destas para a atividade saneante. 

Para avaliar a eficácia da atividade das substâncias naturais, foi realizado o ensaio de 

curva de morte versus tempo. Utilizamos como controle positivo anfotericina B e 

avaliamos a eficácia da atividade antifúngica frente à cepa ATCC 90012 de C. 

neoformans var. grubii ativada in vivo e ao isolado ambiental M16.2 da espécie C. 

neoformans var. grubii. Neste ensaio foi possível verificar o porcentual de células 

mortas em relação ao tempo. Em uma hora mais de 80 % das células fúngicas da cepa 

ATCC 90012 encontram-se mortas com o tratamento com anfotericina B (AMB) e com a 

maitenina (MJ2). No tempo de 2 horas observamos que AMB eliminou 100 % das 

leveduras, enquanto que a MJ2 atingiu esta taxa de morte em um tempo e 4 horas. 

Somente após 8 horas, a MF2,5 atinge uma porcentagem de 60 % de morte, porém até 

24 horas não foi possível observar mais de 80 % de morte (Figura 8 ). O isolado 

ambiental de C. neoformans var. grubii (M16.2) apresentou um comportamento 

diferente ao da cepa ATCC, mostrando-se mais resistente à AMB e aos triterpenos. 

Somente no tempo de 8 horas, foi possível observar uma porcentagem de morte das 

células fúngicas de aproximadamente 80 %, quando tratadas com AMB; no entanto, 

somente em 12 horas atingiu-se 100 % de morte celular. Entretanto, para MJ2, em 4 

horas ocorreu morte celular em aproximadamente 70 % das leveduras e somente após 

8 horas atingiu 100 % de morte. O isolado ambiental também mostrou um 

comportamento diferente quando tratado com a MF2,5. Somente em 24 horas 

observamos 80 % de morte das leveduras (Figura 9 ). Com relação à eficiência da 

desinfecção, os resultados mostraram que a MJ2 apresentou resultados mais eficientes 

tanto para a cepa ATCC 90012 quanto para o isolado ambiental M16.2. Com uma hora 

de contato, observou-se uma taxa de morte de 88 % e 51,8 % para a cepa ATCC 

90012 e isolado M16.2, respectivamente. A MF2,5 teve um resultado inferior quando 

comparado com a MJ2, sendo que em 1 hora houve apenas 1 % de fungos mortos para 

a cepa ATCC 90012 e 23,6 % para o isolado ambiental M16.2 (Tabela 5) .  

Foi observado que a MJ2 apresentou um comportamento semelhante ao da 

AMB tanto para a cepa ATCC 90012 quanto para o isolado ambiental M16.2. 

Observamos que em 8 horas, aproximadamente 100 % de células fúngicas estavam 

mortas tanto para o tratamento com MJ2 quanto para AMB para a cepa ATCC 

90012. E para o isolado M16.2 atingiu 100 % de morte em 12 horas.  



 

Figura 8. Curva de morte de 
relação ao tempo de contato (0h, 1h, 2h, 4h, 8h, 12h e 24h) com 
(MF2,5) e maitenina (MJ2) e 

 

Figura 9. Curva de morte do isolado ambiental de 
grubii (M16.2) em relação ao tempo de contato (0h, 1h, 2h, 4h, 8h, 12h e 24h) com 
pristimerina (MF2,5), maitenina (MJ2) e
positivo. 

 

 

Curva de morte de Cryptococcus neoformans var. grubii 
contato (0h, 1h, 2h, 4h, 8h, 12h e 24h) com 

(MF2,5) e maitenina (MJ2) e anfotericina B (AMB) usada como controle

Curva de morte do isolado ambiental de Cryptococcus neoformans
relação ao tempo de contato (0h, 1h, 2h, 4h, 8h, 12h e 24h) com 

na (MF2,5), maitenina (MJ2) e anfotericina B (AMB) usada como controle 
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grubii ATCC 90012 em 
contato (0h, 1h, 2h, 4h, 8h, 12h e 24h) com pristimerina 

anfotericina B (AMB) usada como controle positivo.  

 

Cryptococcus neoformans var. 
relação ao tempo de contato (0h, 1h, 2h, 4h, 8h, 12h e 24h) com 

B) usada como controle 
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Tabela 5. Resultado da eficiência de desinfecção expressa em porcentagem de 
morte das cepas padrão C. neoformans (ATCC 90012) e do isolado ambiental de C. 
neoformans (M16.2) frente aos triterpenos (maitenina e pristimerina) e anfotericina 
B, no período de 1 a 24 horas. 

Cepas/Isolados Substância 1 h 2 h 4 h 8 h 12 h 24 h 

ATCC 90012 

Maitenina 88,0 % 97,3 % 99,0 % 99,9 %  100,0 % 100,0 % 

Pristimerina 1,00 % 32,3 % 40,2 % 59,0 % 68,8 % 75,0 % 

Anfotericina B 91,0 % 98,3 % 99,1 % 99,9 % 99,9 % 100,0 % 

M16.2 

Maitenina 51,8 % 70,8 % 70,8 % 98,8 % 99,6 % 100,0 % 

Pristimerina 23,6 % 28,3 % 31,6 % 65,5 % 72,4 % 78,7 % 

Anfotericina B 51,8 % 51,0 % 51,8 % 76,0 % 100,0 % 100,0 % 

 

 

5.5 Ensaio de citotoxicidade 

As substâncias foram testadas quanto a sua toxicidade celular em diferentes 

linhagens, sendo realizado em triplicata de dois lotes de cultivos da mesma linhagem 

em experimentos independentes. A citotoxicidade foi avaliada pela metodologia do 

MTT em linhagens celulares A549 (pneumócitos humanos tipo II), HepG2 (células de 

hepatoma humano), Vero (células de rim de macaco verde da África) e para as 

células normais NOK (queratinócitos de mucosa oral). No teste de verificação da 

reação das amostras com o sal tetrazólio (MTT) não observamos interações entre as 

substâncias; desta forma, verificamos que a metodologia não produz resultados 

falso-positivo (dados não demonstrados).  

Quando as substâncias naturais, maitenina e pristimerina de M. ilicifolia foram 

testadas em células tumorais (A549), foi possível observar que na faixa de 7,81 a 

0,48 mg/L (faixa da CIM capaz de eliminar 100 % das leveduras) as células 

apresentaram valores maiores que 50 % de viabilidade (Figura 10 ). A maitenina 

apresentou menor citotoxicidade que a pristimerina, já que manteve 80 % de 

viabilidade celular em 0,97 mg/L e a pristimerina a 0,48 mg/L. O peróxido de 

hidrogênio, utilizado como um dos controles positivos do ensaio, mostrou-se mais 

adequado (30 % de viabilidade celular). Portanto na faixa da CIM as duas 

substâncias apresentaram baixa citotoxicidade. 
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Em células HepG2, as duas substâncias apresentaram menor citotoxicidade 

quando comparadas às células A549, ou seja, na faixa da CIM a viabilidade celular 

variou de 70 a 100 %. A pristimerina mostrou-se menos citotóxica, uma vez que na 

CIM de 7,81 mg/L obteve-se o índice maior que 80 %, enquanto que a maitenina, 

nesta CIM a viabilidade foi menor que 80 % (Figura 11 ).  

A citotoxicidade das substâncias para células Vero, quando aplicadas as 

faixas de CIM (7,81 a 0,48 mg/L) foi maior. Foi possível observar que maitenina foi 

menos tóxica para estas células. A maitenina apresentou 90 % de viabilidade celular 

na concentração de 0,48 mg/L, enquanto que, nesta mesma concentração, a 

pristimerina mostrou 60 % de células vivas. O melhor controle positivo foi o peróxido 

de hidrogênio por apresentar maior toxicidade com menos de 50 % de células 

viáveis (Figura 12 ). Em queratinócitos (NOK), todas as concentrações testadas 

mostraram uma viabilidade celular maior que 80 %, sendo esta a linhagem celular 

que as substâncias tiveram a menor citotoxicidade. As duas substâncias 

apresentaram 100 % de células vivas na concentração de 7,81 mg/L (Figura 13 ).  

 
 

 
  



 

 
 
 
 

Figura 10. Gráfico representativo da citotoxicidade da maitenina e pristimerina em 
células tumorais A549 (pneumóc
e o peróxido de hidrogênio, utilizados como controle

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico representativo da citotoxicidade da maitenina e pristimerina em 
células tumorais A549 (pneumócitos humanos tipo II), assim como, a doxorrubricina 
e o peróxido de hidrogênio, utilizados como controles positivos.  
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Gráfico representativo da citotoxicidade da maitenina e pristimerina em 
itos humanos tipo II), assim como, a doxorrubricina 

 



 

 

 

 

 
Figura 11. Gráfico representativo da citotoxicidade da maitenina e pristimerina em 
células HepG2 (células de hepatoma
peróxido de hidrogênio, utiliza

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Gráfico representativo da citotoxicidade da maitenina e pristimerina em 
células HepG2 (células de hepatoma humano) assim como, a doxorrubricina e o 
peróxido de hidrogênio, utilizados como controles positivos. 
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Gráfico representativo da citotoxicidade da maitenina e pristimerina em 
) assim como, a doxorrubricina e o 



 

 
 
 
 
 

Figura 12. Gráfico representativo da citotoxicidade da maitenina e pristimerina em 
células Vero (células de rim de macaco), assim 
de hidrogênio, utilizados como controles positivos

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico representativo da citotoxicidade da maitenina e pristimerina em 
células Vero (células de rim de macaco), assim como, a doxorrubricina e o peróxido 

os como controles positivos. 
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Gráfico representativo da citotoxicidade da maitenina e pristimerina em 
como, a doxorrubricina e o peróxido 



 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Gráfico representativo da citotoxicidade da maitenina e pristimerina em 
células NOK (queratinócitos 
e o peróxido de hidrogênio, util

 

 

 

 

 

 

Gráfico representativo da citotoxicidade da maitenina e pristimerina em 
células NOK (queratinócitos normais de mucosa oral) assim como,
e o peróxido de hidrogênio, utilizados como controles positivos. 
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Gráfico representativo da citotoxicidade da maitenina e pristimerina em 
) assim como, a doxorrubricina 
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Diante da atividade antifúngica e dos resultados da CIM das chalconas, foram 

escolhidas três substâncias que apresentaram os melhores valores de CIM para a 

realização do ensaio de citotoxicidade. As chalconas foram testadas pela 

metodologia do MTT para a linhagem celular tumoral A549 (pneumócitos humanos 

tipo II), HepG2 (células de hepatoma humano) e V87 (células de glioma humano) e 

para as células normais NOK (queratinócitos de mucosa oral) e MRC-5 (fibroblastos 

normais de pulmão humano).  

A Figura 14 , representa o resultado das chalconas, 2,3-chalc, 3’-chalc e 3,4-

chalc em células A549. Na faixa de CIM de 1,95 a 7,81 mg/L para a 2,3-chalc a 

viabilidade variou de 70 a 80 %, enquanto que na mesma faixa de CIM a 3’-chalc 

(1,95 a 7,81 mg/L) mostrou menor viabilidade celular variando de 20 a 65 % de 

células vivas. Na faixa de CIM para 3,4-chalc (3,90 a 7,81 mg/L) apresentou 

viabilidade entre 65 a 75 %. A faixa de CFM para 2,3-chalc variou de 3,90 a 7,81 

mg/L, nesta concentração a viabilidade celular variou de 65 a 75 %, enquanto que 

na faixa de CFM para 3’-chalc (7,81 a 15,62 mg/L) mostrou-se mais a citotóxica 

entre as substâncias, com 25 % de viabibilidade celular. Por fim, na faixa de CFM 

para 3,4-chalc (7,81 a 31,25 mg/L) apresentou 40 a 65 % de células vivas (Figura 

14). 

Em células hepáticas HepG2, foi observado que a substância 2,3-chalc na 

faixa de CIM para atividade fungistática entre 1,95 a 7,81 mg/L os valores de 

viabilidade celular ficaram em torno de 50 % a 100 % de viabilidade; já 3’-chalc na 

faixa da CIM (1,95 a 7,81 mg/L) com atividade fungistática a viabilidade celular 

variou de 60 a 95 %. A substância 3,4-chalc também apresentou mais de 80 % de 

células viáveis nas concentrações com atividade fungistática (3,90 a 7,81 mg/L). 

Para a CFM que apresentou atividade fungicida para a 2,3 chalc (3,90 a 7,81mg/L) a 

viabilidade celular manteve-se entre 45 a 90 %, já para a chalcona 3’-chalc (7,81 a 

15,62 mg/L) manteve aproximadamente 65 % de células vivas e a chalcona 3,4-

chalc com CFM variando de 7,81 a 31,25 mg/L a viabilidade celular ficou em torno 

de 65 a 95 % (Figura 15 ). Em células NOK, para as três chalconas testadas, todas 

as concentrações com atividade fungistática ou fungicida os valores de viabilidade 

celular ficaram em torno de 60 %. A 2,3 chalc tanto para a CIM com atividade 

fungistática quanto para fungicida (1,95 a 7,81 mg/L) a viabilidade chegou a 90 % 

(Figura 16 ).  
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Não observamos citotoxicidade das três chalconas na linhagem celular V87 

(células de glioma humano). A 2,3-chalc apresentou viabilidade celular de mais de 

80 % em todas as concentrações testadas e mesmo observamos para a faixa de 

CFM, a chalcona 3’-chalc mostou, na faixa da CIM (1,95 a 7,81 mg/L), uma faixa de 

viabilidade celular variando de 60 % a 80 % de células vivas, aproximadamente. A 

3,4-chalc (CIM igual a 3,90 a 7,81 mg/L), apresentou viabilidade celular entre 70 e 

80 % (Figura 17 ). Em células MRC-5, também não observamos citotoxicidade em 

nenhuma das concentrações testadas, quando tratadas com a 2,3-chalc, 

apresentaram 100 % de células vivas; com 3’-chalc, foi observado que na faixa da 

CIM (1,95 a 7,81 mg/L) apresentaram viabilidade celular na faixa de 70 a 90 % e por 

fim, quando as células foram tratadas com 3,4-chalc, obervamos que nessa faixa da 

CIM (3,90 a 7,81 mg/L), a viabilidade variou entre 70 a 80 %. Nas CFMs das três 

chalconas observamos um porcentual de viabilidade celular semelhante ao da faixa 

de CIM (Figura 18 ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 

 

 

 

Figura 14. Gráfico representativo da citotoxicidade de chalconas 
células tumorais A549 (pneumócitos pulmonares tipo II

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico representativo da citotoxicidade de chalconas 
pneumócitos pulmonares tipo II). 
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Gráfico representativo da citotoxicidade de chalconas sintéticas em 



 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Gráfico representativo da citotoxicidade de chalconas
células HepG2 (células de 

 

Gráfico representativo da citotoxicidade de chalconas
células de hepatoma humano). 
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Gráfico representativo da citotoxicidade de chalconas sintéticas em 



 

Figura 16. Gráfico representativo da citotoxicidade de chalconas 
células NOK (queratinócitos de mucosa oral).

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico representativo da citotoxicidade de chalconas 
células NOK (queratinócitos de mucosa oral). 

Resultados  |  57 

 

Gráfico representativo da citotoxicidade de chalconas sintéticas em 
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Figura 17. Gráfico representativo da citotoxicidade de chalconas sintéticias em 
células V87 (células de glioma humano). 
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Figura 18. Gráfico representativo da citotoxicidade de chalconas sintéticias em 
células MRC-5 (fibroblastos normais de pulmão humano). 
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Comparando as chalconas com as substâncias 

que as chalconas apresentam menor toxicidade celular, desta forma, foi determinado 

que os ensaios voltados à pesquisa por novos protótipos para 

e os ensaios para determinação do mecanismo de ação serão r

substâncias e a maitenina e pristimerina serão utilizadas para os estudos de 

atividade saneante. 

 

5.6 Ensaio de adesão celular 

Por meio da padronização do tempo de adesão, foi determinado que 

tempo de 1 hora ocorre a maior taxa de a

testadas (V87, NOK, HepG2), sendo considerado 

estudar os mecanismos de adesão e de ação de substâncias antifúngicas. A 

linhagem MRC-5 apresentou maior adesão no tempo de 4 horas

ensaios para esta linhagem 

que a linhagem HepG2 apresentou dois tempos com adesão significativa (1 h e 8 h) 

(Figura 19 ). 

Entre as células testadas, verificamos que 

porcentagem em células do sistema nervoso central (V87) e em menor taxa em 

fibroblastos humanos normais (MRC

 

Figura 19.  Curva de adesão da levedura 
HepG2, V87, NOK e MRC

Comparando as chalconas com as substâncias de M. ilicifolia

que as chalconas apresentam menor toxicidade celular, desta forma, foi determinado 

que os ensaios voltados à pesquisa por novos protótipos para fármacos antifúngico

e os ensaios para determinação do mecanismo de ação serão realizados com estas 

substâncias e a maitenina e pristimerina serão utilizadas para os estudos de 

Ensaio de adesão celular  

da padronização do tempo de adesão, foi determinado que 

ocorre a maior taxa de adesão na maioria das linhagens celulares 

testadas (V87, NOK, HepG2), sendo considerado este, um tempo otimizado

estudar os mecanismos de adesão e de ação de substâncias antifúngicas. A 

5 apresentou maior adesão no tempo de 4 horas

ensaios para esta linhagem foram realizados neste tempo. Observamos também, 

que a linhagem HepG2 apresentou dois tempos com adesão significativa (1 h e 8 h) 

Entre as células testadas, verificamos que C. neoformans

gem em células do sistema nervoso central (V87) e em menor taxa em 

fibroblastos humanos normais (MRC-5). 

Curva de adesão da levedura C. neoformans ATCC 90012 em células 
HepG2, V87, NOK e MRC-5 no intervalo de tempo de 0 a 48 horas. 
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M. ilicifolia, foi observado 

que as chalconas apresentam menor toxicidade celular, desta forma, foi determinado 

fármacos antifúngicos 

ealizados com estas 

substâncias e a maitenina e pristimerina serão utilizadas para os estudos de 

da padronização do tempo de adesão, foi determinado que no 

desão na maioria das linhagens celulares 

este, um tempo otimizado para 

estudar os mecanismos de adesão e de ação de substâncias antifúngicas. A 

5 apresentou maior adesão no tempo de 4 horas, portanto os 

realizados neste tempo. Observamos também, 

que a linhagem HepG2 apresentou dois tempos com adesão significativa (1 h e 8 h) 

neoformans adere em maior 

gem em células do sistema nervoso central (V87) e em menor taxa em 

 

ATCC 90012 em células 
horas.  











 

A chalcona (2,3-chalc) na concentração de 3,9

apresenta atividade fungicida, apresentou atividade de inibição da adesão 

neoformans em todas as linhagens celulares

hora e 2 horas (Figura 2

todas as células testadas. Em HepG2, foi verificada uma redução de 50

adesão em 30 minutos de tratamento, em 1 hora, observamos uma redução de 78,4

% e no tempo de 2 horas, 88,4

verificamos uma maior taxa

minutos de tratamento encontramos uma taxa de inibição de adesão de 52,4

1 hora essa taxa aumentou para 97

MRC-5, observamos uma redução de 50

sendo que em 1 e 2 horas esse valor atingiu 97

respectivamente. Entretanto, para células NOK, a redução da adesão em 30 minutos 

também foi de 50 %, porém nos tempos seguintes, não observou

redução na inibição da adesão como nas demais linhagens, sendo que em 1 hora 

ocorreu inibição em 58,8

 

Figura 24.  Inibição da adesão de 
MRC-5 e NOK pelo tratamento com a chalcona 2,3
30 minutos, 1 hora e 2 horas.

chalc) na concentração de 3,90 mg/L, concentração que não 

apresenta atividade fungicida, apresentou atividade de inibição da adesão 

em todas as linhagens celulares testadas nos tempo

Figura 2 4). Foi possível observar uma alta redução na adesão em 

testadas. Em HepG2, foi verificada uma redução de 50

adesão em 30 minutos de tratamento, em 1 hora, observamos uma redução de 78,4

% e no tempo de 2 horas, 88,4 % de inibição da adesão. Já em células V87, 

verificamos uma maior taxa de inibição da adesão pela 2,3-chalc, sendo que em 30 

minutos de tratamento encontramos uma taxa de inibição de adesão de 52,4

1 hora essa taxa aumentou para 97 % a qual permaneceu no tempo seguinte. Em 

, observamos uma redução de 50 % na adesão em 30 minutos de tratamento, 

sendo que em 1 e 2 horas esse valor atingiu 97 % e 96,4 % de inibição da adesão, 

Entretanto, para células NOK, a redução da adesão em 30 minutos 

, porém nos tempos seguintes, não observou

redução na inibição da adesão como nas demais linhagens, sendo que em 1 hora 

ocorreu inibição em 58,8 % e em 2 horas, 68,4 %.   

Inibição da adesão de Cryptococcus neoformans células HepG
o tratamento com a chalcona 2,3-chalc (3,90 mg/L) no

1 hora e 2 horas. 
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mg/L, concentração que não 

apresenta atividade fungicida, apresentou atividade de inibição da adesão de C. 

tempos de 30 minutos, 1 

possível observar uma alta redução na adesão em 

testadas. Em HepG2, foi verificada uma redução de 50 % na 

adesão em 30 minutos de tratamento, em 1 hora, observamos uma redução de 78,4 

Já em células V87, 

chalc, sendo que em 30 

minutos de tratamento encontramos uma taxa de inibição de adesão de 52,4 %, em 

% a qual permaneceu no tempo seguinte. Em 

% na adesão em 30 minutos de tratamento, 

% de inibição da adesão, 

Entretanto, para células NOK, a redução da adesão em 30 minutos 

, porém nos tempos seguintes, não observou-se uma forte 

redução na inibição da adesão como nas demais linhagens, sendo que em 1 hora 

 

células HepG2, V87, 
mg/L) nos tempo de 
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6. DISCUSSÃO 

 

Nas últimas décadas, a incidência das infecções fúngicas tem aumentado em 

grande percentual, principalmente quando associadas aos indivíduos 

imunocomprometidos (Warkentien e Crum-Cianflone, 2010). Entre as infecções 

fúngicas sistêmicas, a criptococose se destaca como a terceira infecção mais 

prevalente em todo o mundo e quando associado à indivíduos imunocomprometidos, 

atinge o primeiro lugar dentre as infeções sistêmicas, acometendo mais de 70 % dos 

casos (Prado, Silva et al., 2009; Tortorano, Dho et al., 2012). 

Entre as 38 espécies de Cryptococcus, C. neoformans e C. gattii destacam-se 

como os principais causadores de infecções em humanos e estão diretamente 

relacionados ao meio ambiente, uma vez que, os principais nichos ecológicos da 

espécie C. neoformans são fezes secas de pássaros, como pombos urbanos e aves 

domésticas. Na Índia, Grover e colaboradores (2007) avaliaram a presença de C. 

neoformans em diversas espécies de árvores e solos contaminados com excretas de 

pombos, e puderam constatar que esta espécie pode ser encontrada em diversas 

fontes vegetais durante todas as estações do ano (Grover, Nawange et al., 2007). 

Outro estudo, na Índia, mostrou a presença de C. neoformans var. grubii em ratos da 

espécie Bandicota indica, este estudo relata a possibilidade deste animal 

apresentar-se como um possível disseminador da criptococose (Singh, Naidu et al., 

2007). 

Os nichos de C. gattii são ocos de árvores de várias espécies, principalmente 

espécies de Eucalyptus sp. Kidd et al., (2004) avaliaram isolados ambientais de C. 

gattii, na ilha de Vancouver, a fim de detectar a fonte de contaminação. Amostras de 

solo e ar mostraram-se positivas para C. gattii, o que indica que há presença de 

propágulos viáveis no ar nas proximidades de moradias de indivíduos e animais 

doentes, assim como, uma alta proporção de levedura por grama de solo (Kidd, 

Hagen et al., 2004). Outros estudos também mostram a presença da levedura em 

amostras de água doce, água do mar, vegetação, solo e ar (Mak, Klinkenberg et al., 

2010). 

A criptococose apresenta manifestações clínicas graves, sendo as principais 

meningites, meningoencefalites e a formação de criptococomas. Devido a, gravidade 

da infecção, ao fato da disseminação estar relacionada ao meio ambiente e a 

infecção ocorrer por meio da inalação dos propágulos infectantes da levedura, o 
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estudo epidemiológico e de virulência destas leveduras têm sido reportado em 

diversos trabalhos (Almeida, Matsumoto et al., 2007; Santos, Meyer et al., 2008; 

Martins, Wanke et al., 2011).  

Tendo em vista o problema da criptococose no estado de São Paulo e na 

região de Araraquara e Ribeirão Preto como demonstrado nos trabalhos de Barbieri, 

2001; Almeida, Matsumoto et al., 2007 e Pedroso, Ferreira et al., 2009. Nosso 

estudo avaliou a ecoepidemiologia de Cryptococcus em fezes secas de pombos e 

morcegos, na cidade de Araraquara. Por meio de análises bioquímicas, 

microscópicas e moleculares, 52 isolados ambientais foram avaliados quanto aos 

tipos moleculares das espécies de C. neoformans (VNI, VNII, VNIII e VNIV) e de C. 

gattii (VGI, VGII, VGIII e VGIV).  

Por meio das provas bioquímicas para identificação das espécies, incluindo 

auxanograma e teste do CGB, observamos que 17,2 % (10) dos resultados para os 

isolados ambientais, foram semelhantes pelos dois métodos, sendo 3,4 % (2) 

identificados como C. gattii e 13,8 % (8) como C. neoformans e que em 60,3 % (35) 

o CGB apresentou-se negativo, porém, pelo auxanograma esses isolados não foram 

identificados quanto à espécie, sendo denominados Cryptococcus spp. Quando 

relacionamos os resultados do CGB com as espécies não patogênicas, observamos 

que, a positividade no CGB para a espécie C. gattii resultou em um falso positivo 

para dois isolados, uma vez que, pelo auxanograma foram identificados como da 

espécie C. ater.  

Já se esperava a identificação de espécies não-neoformans e não-gattii pois 

a avaliação de isolados do ambiente, traz uma gama de microrganismos das 

espécies e deste gênero. O estudo das espécies de Cryptococcus, consideradas 

não patogênicas, é de grande importância. Alguns estudos mostram possíveis 

infecções por essas espécies em humanos e principalmente em animais. No estudo 

de Averbuch et al., (2002) os autores relataram a infecção de paciente com câncer 

por leveduras da espécie C. laurentii resistente ao fluconazol e a 5-fluorcitosina (5-

FC) (Averbuch, Boekhoutt et al., 2002). Kordossis e colaboradores (1998) 

verificaram o primeiro caso de infecção por C. laurentii em humanos, mostrando a 

infecção em pacientes HIV positivos e a evolução de um quadro de meningite 

criptocóccica (Kordossis, Avlami et al., 1998). Na Turquia, Kantarcioglu et al., (2007) 

relataram um caso de lesão cutânea por C. diffluens, em um jovem estudante 

saudável, sendo o isolado caracterizado como resistente a anfotericina B e a 5-FC 
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(Kantarcioğlu, Boekhout et al., 2007). Bernal-Martinez e colaboradores (2010) 

avaliaram o perfil de sensibilidade de isolados de Cryptococcus não-neoformans e 

não-gattii, sendo eles das espécies C. albidus, C. laurentii, C. uniguttulatus, C. 

humicola, C. curvatus e C. luteolus. Este foram avaliados quanto a sensibilidade aos 

antifúngicos anfotericina B, 5-fluorcitosina, azóis e às candinas e verificaram que 5-

fluorcitosina e candinas apresentavam-se inativos contra essas espécies, enquanto 

que o fluconazol mostrou atividade limitada contra C. albidus, C. unguttulatus e C. 

laurentii, o que mostra a importância de estudos das espécies consideradas não-

patogênicas, uma vez que podem ocorrer resistência natural aos antifúngicos usuais 

(Bernal-Martinez, Gomez-Lopez et al., 2010). 

Um estudo realizado em nossa região por Pedroso e colaboradores (2009) 

avaliaram por meio de isolamento e identificação bioquímica as espécies de 

Cryptococcus em locais públicos no município de Ribeirão Preto (SP). Como 

resultado obtiveram 41 amostras positivas para o gênero Cryptococcus, de um total 

de 86 amostras de ar e fezes de pombos. Destas 41 amostras, 15 foram 

identificadas como C. neoformans, 15 como C. albidus, nove como C. laurentii e dois 

como C. unigutulatus (Pedroso, Ferreira et al., 2009). 

Em nosso estudo, os isolados ambientais do município de Araraquara (SP), 

foram identificados pelos métodos clássicos, confirmados e determinados os tipos 

moleculares, por meio de análises moleculares por PCR-RFLP. Observamos que 

todos os isolados ambientais estudados apresentaram-se como C. neoformans var. 

grubii, tipo molecular VNI. Muitos estudos pelo mundo todo, mostraram a prevalência 

da espécie C. neoformans var grubii (VNI). Martins e colaboradores (2011) avaliaram 

63 isolados clínicos de pacientes com meningite criptocóccica da região do Piauí, no 

período de 2008 a 2010; os autores observaram que apesar das infecções pela 

espécie C. gattii (VGII) estar epidemiologicamente aumentando, ainda há 

predominância da espécie C. neoformans (VNI) em mais de 50 % dos casos 

(Martins, Wanke et al., 2011).  Outro estudo brasileiro realizado em Minas Gerais por 

Andrade-Silva et al., (2010) avaliou isolados ambientais de C. neoformans e C. 

laurentii de áreas externa de hospitais e constataram a presença de C. neoformans 

em 43 % das amostras coletadas, 23,3 % de C. laurentii e em 10,9 % observaram a 

presença das duas espécies em uma mesma amostra. Entre os isolados de C. 

neoformans, o tipo molecular que predominou foi o VNI (Andrade-Silva, Ferreira-

Paim et al., 2010). 
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Day e colaboradores (2011) no Vietnã, mostraram que C. neoformans var. 

grubii VNI é responsável pela maioria dos casos de meningite criptocóccia no país e 

relatam a existência de diferenças moleculares entre as cepas que causam 

infecções em indivíduos sadios e em imunocomprometidos. Esta espécie foi 

responsável por 73% dos casos de meningite em pacientes não infectados pelo HIV 

e por 100% dos casos em pacientes HIV positivos (Day, Hoang et al., 2011).   

Em nosso laboratório, Diniz (2009) avaliou 67 amostras ambientais de fezes 

de pombos no município de Araraquara (SP) e todos se mostraram como C. 

neoformans pelas provas bioquímicas e por metodologias moleculares de PCR-

RFLP utilizando as mesmas sequências iniciadoras usadas neste estudo. Todas as 

amostras foram classificadas como pertencentes ao tipo molecular VNI (C. 

neoformans var. grubii). Estes dados confirmam a prevalência da espécie C. 

neoformans e do tipo molecular VNI, em amostras ambientais coletadas de locais 

públicos na nossa região, conforme o resultado encontrado em nosso trabalho 

estando de acordo com a literatura, revelado pela maioria dos estudos realizados no 

estado de São Paulo (Barbieri, 2001; Nishikawa, Lazera et al., 2003; Almeida, 

Matsumoto et al., 2007; Pedroso, Ferreira et al., 2009). 

Em outro estudo epidemiológico realizado em nosso laboratório em 2007 por 

Matsumoto e colaboradores, foram avaliados 47 isolados clínicos de pacientes HIV 

positivos de nossa região, especificamente, das cidades de São José do Rio Preto, 

Santos, Araraquara e Ribeirão Preto. Todos os isolados foram identificados como C. 

neoformans var. grubii, sendo 45 isolados identificados como tipo molecular VNI e 

apenas dois como tipo molecular VNII. Esses resultados mostram a epidemiologia 

molecular de C. neoformans de parte da região sudeste do Brasil (Matsumoto, 

Fusco-Almeida et al., 2007). 

Em estudo que verificou a comparação dos resultados das provas 

bioquímicas com os métodos moleculares, Matsumoto, Fusco-Almeida et al., 2007 e 

Diniz (2009) verificaram 100 % de concordância entre eles, ao contrário de Leal e 

colaboradores (2008) que encontraram discordância em seis (4,5 %) de 131 isolados 

analisados, entre as análises por CGB e tipagem molecular, mostrando que o 

apresentando o teste do CGB nem sempre é confiável e que os métodos 

moleculares são de maior especificidade para identificação (Leal, Faganello et al., 

2008). No presente estudo, verificamos uma diferença significativa entre os métodos 

de identificação bioquímicos e moleculares; quando avaliamos os resultados do 
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ensaio do auxanograma com a tipagem molecular, foi observado que em 75,9 % 

(41) dos isolados não foi possível identificar as espécies e quando analisados por 

métodos moleculares eles apresentaram-se da espécie C. neoformans var. grubii 

(VNI), 5,6 % (3) isolados foram identificados como C. gattii pelo auxanograma e pelo 

RFLP como C. neoformans var. neoformans. Desta forma, podemos observar que 

para isolados ambientais, metodologias bioquímicas como forma de identificação 

pode gerar dados não precisos na determinação das espécies devido às 

adversidades dos nichos que podem influenciar no comportamento bioquímico ou 

metabólico. 

Com o intuito de se obter dados mais precisos acerca da virulência da 

linhagem ATCC para realização dos ensaios de adesão e sua inibição, foi 

necessária a ativação da cepa por meio da inoculação em camundongo. No 

presente estudo, verificamos que através da ativação das leveduras em modelo in 

vivo, ocorreu um aumento significativo no tamanho das células fúngicas. 

Normalmente o tamanho das células de C. neoformans in vitro corresponde de 5 a 

10 mícrons. Alguns estudos mostram que é comum o aumento das células 

leveduriformes, após a ativação da levedura pela passagem in vivo, as quais podem 

chegar até 100 mícrons de diâmetro. Tais alterações morfológicas alteram a 

patogenicidade, levando a um aumento da resistência ao estresse oxidativo e 

aumentando a penetração da levedura no sistema nervoso central. Okagaki e 

colaboradores (2010) estimularam a co-infecção in vivo, analisou o conteúdo do 

DNA das células filhas e observou que essas células apresentavam um conteúdo 

poliplóide e tamanho aumentado, com esses resultados, os autores descrevem um 

novo mecanismo pelo qual C. neoformans escapa da fagocitose do hospedeiro, 

permitindo a sobrevivência de um subconjunto de população nas fases iniciais da 

infecção, evidenciando a importância das alterações morfológicas durante a infecção 

(Okagaki, Strain et al., 2010). Tal fato observado nos indicou que provavelmente a 

virulência desta linhagem ativada foi viabiliazada para dar-se andamento aos 

ensaios de adesão. 

Zaragoza e colaboradores (2011) mostraram em sua revisão que as 

alterações estruturais da cápsula polissacarídica que ocorrem in vivo é uma 

consequência da interação fungo-hospedeiro assim como é um importante fator na 

infecção, uma vez que a cápsula é a primeira estrutura a ser reconhecida pelo 

sistema imunológico do hospedeiro (Zaragoza, 2011). Os fatores que induzem o 
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aumento da cápsula são: altas concentrações de CO2, deficiência de ferro, soro de 

mamíferos, baixa concentração de nutrientes e manitol e pH básico (Zaragoza, Fries 

et al., 2003). Zaragoza e colaboradores (2003) mostrou que o aumento da cápsula 

ocorre nas primeiras horas após a infecção no hospedeiro e pode ser considerado 

uma primeira resposta da levedura para a interação com o hospedeiro.  A 

capacidade do C. neoformans formar células muito grandes, as quais foram 

denominadas “células gigantes” por Zaragoza (2010) mostra uma resposta tardia 

das alterações morfológicas da levedura. Geralmente essas “células gigantes” são 

encontradas após alguns dias de infecção em pulmões de camundongos e o autor 

mostra que este fenômeno pode ser considerado uma nova forma de dimorfismo dos 

fungos (Zaragoza, García-Rodas et al., 2010). Em nossos resultados foi verificado 

um aumento da cápsula principalmente no sítio hepático e aumento total da levedura 

no pulmão. 

Pfaller et al., (2011) determinaram o ponto de corte de Cryptococcus spp para 

os fármacos posaconazol, itraconazol e fluoconazol, os quais apresentaram os 

valores de 0,25, 0,12 e 8,0 mg/L, respectivamente (Pfaller, Castanheira et al., 2011). 

Avaliamos a sensibilidade de seis isolados ambientais da espécie C. neoformans 

var. grubii, tipo molecular VNI, frente às drogas antifúngicas anfotericina B e 

fluconazol, a fim de determinar uma possível resistência. Observamos que os seis 

isolados apresentaram sensibilidade à anfotericina B, porém somente dois (33,33 %) 

isolados de C. neoformans var. grubii (M16.2 e M16.3) mostraram-se sensíveis ao 

fluconazol, com um valor de CIM de 4,0 mg/L e quatro (77,77 %) isolados, 

apresentaram baixa sensibilidade ao fluconazol com valor de CIM de 8,0 mg/L; 

apesar do valor da CIM estar mais elevado, não podemos afirmar que esses 

isolados estão resistentes ao fluconazol, mas sim que, em se tratando de isolados 

ambientais o resultado é preocupante, pois está no limite do ponto de corte para a 

resistência, sem que este isolado tenha contato com esta substância. Drummond e 

colaboradores (2007) avaliaram o comportamento de vários isolados de 

Cryptococcus, entre eles, isolados ambientais, frente à compostos azólicos, tanto ao 

fluconazol, quanto à pesticidas azólicos e foi observado nos isolados ambientais um 

aumento da resistência a esses compostos (Drummond, Reimão et al., 2007). Desta 

forma, supõe-se que a diminuição da sensibilidade da maioria dos isolados 

ambientais aos azóis, é proveniente de uma possível contaminação ambiental por 

esses compostos; uma vez que os locais onde as amostras foram coletadas 
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apresentam serviços de jardinagem como praças, parques, escolas e hospitais. 

Outros estudos avaliaram a sensibilidade de isolados ambientais os fármacos 

antifúngicos, como o trabalho de Kobayashi et al., (2005) que avaliaram 36 isolados 

ambientais de C. neoformans, na cidade de Goiânia (GO), frente a anfotericina B, 

fluconazol e itraconazol e entre estes não foi determinado nenhum isolado 

resistente. Os mesmos dados foram encontrados no estudo de Souza et al., (2005) 

quando avaliaram 110 isolados de C. neoformans, sendo 70 isolados clínicos e 40 

isolados ambientais, também na cidade de Goiânia (GO); nenhum isolado ambiental 

mostrou-se resistente aos fármacos anfotericina B, itraconazol, fluconazol e 

ravulconazol. Esses dados corroboram com os determinados em nosso estudo, que 

apesar de apresentarem um valor no limite de sensibilidade, ainda são classificados 

como sensíveis ao fluconazol e a anfotericina B. 

Tendo em vista as complicações no tratamento da criptococose, o baixo 

arsenal de drogas antifúngicas e a aquisição de resistência das leveduras aos azóis, 

o estudo com plantas e suas substâncias, como compostos antifúngicos inovadores 

vem apresentando destaque nos últimos anos. Há muito tempo, as plantas vêm 

sendo amplamente utilizadas na medicina popular, pois representam uma alternativa 

econômica, de fácil obtenção, apresentam aplicabilidade a diversas doenças e baixa 

toxicidade ao homem (Regasini, Pivatto et al., 2010; Sardi, Almeida et al., 2011). 

Neste trabalho foram estudadas duas substâncias isoladas da planta 

Maytenus ilicifolia, maitenina e pristimerina, e uma série de chalconas sintéticas. 

Buscou-se nestas substâncias uma ação fungicida e/ou fungistática contra leveduras 

do gênero Cryptococcus, para o controle desta levedura no seu nicho ambiental e no 

hospedeiro. 

Estudamos as substâncias de M. ilicifolia, a maitenina e a pristimerina, com 

finalidade de desinfecção ambiental, pelo fato de serem substâncias naturais, 

apresentarem potencial fungicida em uma concentração baixa (0,48 a 0,97 mg/L) e o 

menor risco de danos ambientais, como por exemplo, um desequilíbrio da fauna e 

flora da região desinfetada (Drummond, Reimão et al., 2007).  

A planta M. ilicifolia (Celastraceae), nativa da floresta tropical Atlântica, é 

amplamente utilizada na medicina tradicional por apresentar diversas atividades 

biológicas (Vilegas, Sanommiya et al., 1999); (Jorge, Leite et al., 2004); (Santos-

Oliveira, Coulaud-Cunha et al., 2009). Nas últimas décadas, o uso de metabólitos 

secundários extraídos desta família, como os triterpenos, diterpenos e 
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sesquiterpenos, tem mostrado amplo espectro de bioatividades (Buffa Filho, Corsino 

et al., 2002; Chang, Hayashi et al., 2003; Tanaka, Ooba et al., 2004; Shirota, Sekita 

et al., 2004). Há estudos que mostram a atividade antibacteriana e leishmanicida da 

espécie Maytenus ilicifolia (Kloucek, Svobodova et al., 2007). Extratos brutos das 

folhas e raízes da M. ilicifolia foram estudados frente às bactérias Staphylococcus 

aureus e Streptococcus sp e mostraram-se eficazes contra esses microrganismos. 

Este potencial antibacteriano pode ser explicado pela presença de taninos 

hidrolizáveis, os quais apresentam a capacidade de inibir o crescimento bacteriano 

devido a modificações na permeabilidade da parede celular (Annuk, Hirmo et al., 

1999). Souza-Formigoni e colaboradores (1991) avaliaram o potencial 

antiulcerogênico in vivo do extrato aquoso de M. aquifolium e de M. ilicifolia, a 

formação de úlceras estomacais foram induzidas, em camundongos, pela 

administração de indometacina; doses dos extratos aquosos foram administrados 

por via oral e intraperitoneal, resultando em forte redução das úlceras por ambas 

espécies de plantas (Souza-Formigoni, Oliveira et al., 1991). 

As substâncias maitenina e pristimerina, são compostos triterpenóides 

quinonametídeos comumente isolados das raízes da família Celastraceae. 

Recentemente, Dos Santos e colaboradores (2010) apresentaram a maitenina e a 

pristimerina como substâncias com potente atividade leishimanicida, assim como 

uma forte e seletiva atividade antitumoral frente as células de glioma, seletivamente, 

à linhagem celular U343 (Dos Santos, Dos Santos et al., 2010) 

Em nosso estudo, a atividade antifúngica dos triterpenos, maitenina e 

pristimerina, foi avaliada frente à cepa padrão ATCC 90012 de Cryptococcus 

neoformans, aos isolados resistentes de C. neoformans (R30) e C. gattii (118) e a 

seis isolados ambientais, previamente identificados, M16.2; M16.3; M16.4; M21.1; 

V2.3, Hp5.2 (C. neoformans var. grubii – VNI). Ambas apresentaram atividade 

fungicida potente para todos os isolados, porém para os isolados resistentes, a 

maitenina mostrou atividade com valores de CIM variando entre 0,48 a 3,9 mg/L. 

Assim como para os isolados ambientais onde verificamos uma faixa de CIM 

variando de 0,48 a 0,97 mg/L para a maitenina. 

A definição de saneante pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(Anvisa) é “substância ou preparações destinadas á higienização, desinfecção ou 

desinfestação domiciliar, em ambientes coletivos e/ou públicos, em lugares de uso 

comum e no tratamento de água” (Anvisa). Para o desenvolvimento de um saneante, 
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este deve apresentar-se preferencialmente atóxico para o homem e ao meio 

ambiente, uma vez que, os saneantes até então desenvolvidos agridem e 

apresentam uma capacidade de contaminação e desequilíbrio ambiental. O atual 

desinfetante ambiental utilizado na lavagem de locais públicos para a retirada de 

fezes de pássaros, é o hipoclorito de sódio comercial (2,5 %) em uma diluição 1:10 

em água Mendes-Giannini (Mendes-Giannini, Araujo et al., 2010). Realizamos o 

teste de sensibilidade partindo da concentração correspondente a usual e 

verificamos que há eficácia, porém esta concentração poderia ser reduzida, com 

uma diluição até 1:105.  

Em nosso trabalho, avaliou-se o potencial de desinfecção das substâncias 

naturais, utilizando como controle positivo a anfotericina B e a metodologia da curva 

de morte, na qual por meio de uma cinética de exposição em 24 horas obtivemos a 

curva de morte das células fúngicas conforme Klepser, Ernst et al., 1998; Diniz, 

2009; Sangalli-Leite, Scorzoni et al., 2011 com modificações. Para cada substância, 

foi avaliada a taxa de morte na CIM, sendo anfotericina B na concentração de 1,0 

mg/L e maitenina a 7,8 mg/L e pristimerina 15,62 mg/L. Obtivemos resultados 

importantes em um período de 24 horas de exposição do isolado às substâncias 

naturais, uma vez que a taxa de morte de leveduras variou em 80 a 100 % para a 

cepa ATCC 90012 em um período de 1 a 2 horas e 50 % a 100 % em um período de 

1 a 12 horas para o isolado ambiental M16.2 quando tratados com anfotericina B. A 

taxa de morte para a maitenina variou de 80 a 100 % em um período de 1 a 4 horas 

para a cepa ATCC 90012 e 70 a 100 % em um intervalo de 2 a 8 horas para o 

isolado ambiental. Já para a pristimerina, a taxa de morte da cepa ATCC 90012 

variou de 60 a aproximadamente 80 % em uma faixa de tempo de 8 a 24 horas, e 

para o isolado ambiental variou entre 60 a 80 % em um intervalo de tempo de 8 a 24 

horas. Com esses resultados, podemos classificar a maitenina como a substância 

natural mais eficiente quando comparada à pristimerina, pois foi capaz de eliminar 

100 % das leveduras no máximo 8 horas. 

Com relação à eficiência da desinfecção, observou-se que para a cepa ATCC 

90012 a maitenina e anfotericina B tiveram o mesmo comportamento, ambas foram 

eficazes com aproximadamente 90 % de morte das leveduras em apenas 1 hora. Já 

para a pristimerina os resultados tiveram menor ação, como observou-se nos testes 

de sensibilidade. Para o isolado ambiental (M16.2), os resultados de maitenina e 

anfotericina B foram semelhantes porém menos eficazes quando comparados à 
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cepa ATCC 90012. A maitenina atingiu 70 % de morte em 2 horas, enquanto que a 

anfotericina B em 8 horas, podendo constatar, assim, que a maitenina apresentou 

maior ação em menor tempo. No entanto, quando avaliamos os resultados de 

pristimerina, observamos que apenas no período de 24 horas, houve 80 % de morte 

sendo que a maitenina atingiu esse mesmo resultado em apenas 8 horas. 

Nossos resultados estão de acordo com Diniz (2009) que realizou um 

trabalho semelhante em nosso laboratório com o extrato bruto de Alibertia 

macrophylla (Rubiaceae). Avaliou por meio de curva de sobrevivência a eficácia 

deste extrato bruto em isolados ambientais, para isso utilizou-se 500 µg/mL do 

extrato em um período de até 24 horas. Os resultados mostraram uma eficiência de 

até 95,8 % para a maioria dos isolados quando tratados com o extrato de A. 

macrophylla. Foi avaliada a eficiência do hipoclorito de sódio frente a esses isolados 

ambientais e constatou-se 98,8 % de morte das leveduras. Diante desses 

resultados, podemos avaliar que a maitenina e a pristimerina são substâncias com 

um potencial saneante maior que o extrato de A. macrophylla, uma vez que além de 

apresentarem taxas de morte mais elevadas, as concentração testadas foram 

aproximadamente 100 vezes menor. 

Diante da problemática de desinfecção ambiental e toxicidade, avaliamos a 

citotoxicidade da maitenina e pristimerina, em diferentes linhagens celulares. A 

avaliação da citotoxicidade mostrou que na faixa da CIM (0,48 a 3,90 mg/L) da 

maitenina para todos os isolados testados variou entre 60 % e 100 % para todas as 

linhagens celulares.  

A citotoxicidade da pristimerina tem sido discutida em alguns trabalhos como 

o de Chang e colaboradores (2003) que mostram a citotoxicidade em diversas 

linhagens tumorais, como por exemplo, células MDA-MB-231 (câncer de mama) 

(Chang, Hayashi et al., 2003). Outro estudo mostrou a baixa viabilidade celular da 

pristimerina em linhagens celulares tumorais A549, MCF-7, HepG2 e Hep3B; em 

que o IC50 mostrou-se em uma baixa concentração (0,61-0,42 mM). Já em linhagem 

celulares normais, como por exemplo, em linhagem de células mamárias não-

tumorais (MCF-10A), a pristimerina não mostrou citotoxicidade, o que sugere a 

seletividade da substância para células tumorais (Wu, Chan et al., 2005). 

Em nosso estudo, observamos que a citotoxicidade da pristimerina, em 

linhagem celular tumoral A549, corroboram os dados apresentados nos demais 

trabalhos, uma vez que apresentou viabilidade em torno de 50 % em ampla faixa de 
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concentração. Entretanto, nossos resultados mostraram que em HepG2, nas 

concentrações testadas, a pristimerina apresentou-se com baixa citotoxicidade, 

variando em 60 a 100 % de células vivas. O comportamento da maitenina e 

pristimerina em células humanas normais (NOK) mostrou-se favoráveis para o 

desenvolvimento de produtos antifúngicos a partir dessas substâncias. 

Um segundo objetivo de nosso trabalho, foi buscar substâncias fortemente 

ativas contra Cryptococcus, com baixo potencial citotóxico que possa ser alvo de 

estudo para o desenvolvimento de novos fármacos antifúngicos. Diante disso, uma 

série de chalconas sintéticas se destacaram, apresentando reduzidos valores de 

CIM para Cryptococcus e outras leveduras como Candida sp e Paracoccidiodes 

brasiliensis (dados não demonstrados).  

As chalconas são flavonóides de cadeia aberta encontrado em uma grande 

diversidade de plantas. Há muitos estudos na literatura que avaliam as mais 

diversas atividades biológicas como a atividade antioxidante, anticancerígena, 

antimicrobiana, antiprotozoária, antiulcerogênica, antiinflamatória. Algumas 

chalconas já são utilizadas no tratamento de doenças virais, cardiovasculares, 

parasitárias, dor, gastrite, assim como usada em aditivos alimentares e em 

cosméticos.  Batovska e colaboradores (2010) por meio de ensaios clínicos 

mostraram que as chalconas atingem concentrações plasmáticas razoáveis e não 

apresentam toxicidade (Batovska e Todorova, 2010). 

Existem várias chalconas naturais e sintéticas, entre as chalconas naturais, 

isoliquiritigenina foi avaliada quanto a sua atividade para o tratamento da cólera e de 

doenças renais, nas quais os indivíduos acometidos perdem muitos eletrólitos. 

Muanprasat e colaboradores (2012) mostraram a capacidade da chalcona natural 

inibir AMPc, uma vez que a ativação desta via promove a liberação de cloretos pelas 

membranas intestinais, desta forma, estudos preliminares mostraram que a chalcona 

natural é potencialmente ativa para o tratamento da cólera e doenças renais 

(Muanprasat, Sirianant et al., 2012). Há diversos trabalhos que avaliam a atividade 

antitumoral de chalconas. Recentemente, Neves et al., 2012 avaliaram a capacidade 

de gerar morte celular, danos no ciclo celular e indução de apoptose de 31 

chalconas em linhagens celulares tumorais humanas, MCF-7, NCI-H460 e A375-C5 

(Neves, Cravo et al., 2012). Os resultados afirmam que as chalconas interferem nos 

parâmetros pesquisados e mostra a possibilidade de classificação das chalconas 

como agentes antitumorais. 
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A atividade antimicrobiana das chalconas, também é relatada em alguns 

trabalhos. Barua e colaboradores (2011) avaliaram a relação estrutura-atividade de 

um conjunto de chalconas sintéticas contra Mycobacterium tuberculosis; os autores 

mostraram a atividade antimicobacteriana (Barua, Sarmah et al., 2011). Em outro 

estudo, Brandão e colaboradores (2010) mostraram o pontencial antibacteriano e 

antidermatofítico de uma chalcona natural extraída da planta Polygonum spectabile, 

a qual mostrou-se ativa contra Staphylococcus aureus, Bacillus subtillis, Micrococcus 

luteus, M. canis, Trichophyton mentagrophytes e T. rubrum. Além do estudo da 

atividade antimicrobiana, este estudo mostrou uma moderada citotoxicidade em 

linhagens celulares renais Vero e LLC-MK2 (Brandão, Kroon et al., 2010). Lacka e 

colaboradores (2011) avaliaram a atividade antifúngica contra Candida albicans, os 

valores de CIM variaram entre 16 e 1 mg/mL, apresentando atividade fungicida na 

maior concentração (Łącka, Konieczny et al., 2011). Outros estudos também 

mostram a atividade de chalconas frente as leveduras de várias espécies de 

Candida sp e Cryptococcus spp (Elsohly, Joshi et al., 2001; Tavares, Johann et al., 

2011). 

No presente trabalho, avaliamos a atividade antifúngica de 15 chalconas 

sintéticas contra a cepa de C. neoformans ATCC 90012 e aos isolados clínicos 

sensíveis S26 e S27 de C. neoformans e aos isolados resistentes 30R de C. 

neoformans e o isolado 118 de C. gattii.  

Aproximadamente 40 % (6/15) das chalconas testadas apresentaram 

atividade fungicida para Cryptococcus spp, com exceção do isolado 30R, nos quais 

as chalconas apresentaram 100 % de atividade fungicida. De acordo com Scorzoni e 

colaboradores (2007) das 15 chalconas testadas, 14 apresentaram forte atividade 

anti-cryptococcus, sendo somente a isoflavona que apresentou CIM maior que 250 

mg/L, sendo assim, considerada inativa (Scorzoni, Benaducci et al., 2007). Somente 

para a cepa ATCC 90012 que além da isoflavona, a 3’G-chalc também não 

apresentou atividade antifúngica. Diante dos reduzidos valores de CIM, selecionou-

se três chalconas para avançarmos em nossas pesquisas, sendo elas: 2,3-chalc, 

3,4-chalc e a 3’-chalc. A atividade antifúngica contra as leveduras patogênicas 

Candida albicans e Cryptococcus neoformans também foi relatada no trabalho de 

Elsohly e colaboradores (2001), onde mostraram a atividade de cinco flavonóides 

prenilados isolados a partir de extrato etanólico de folhas de Maclura tinctoria (L.) 

Gaud, sendo um deles uma chalcona inédita (Elsohly, Joshi et al., 2001). 
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Tavares e colaboradores (2011) avaliaram a atividade antifúngica e citotóxica 

de um grupo de 21 chalconas quinolínicas. A atividade antifúngica foi testada contra 

cinco fungos patogênicos entre eles Paracoccidoides brasiliensis, espécies de 

Candida e Cryptococcus gattii e os resultados mostraram uma maior atividade contra 

o fungo dimórfico P. brasiliensis, assim como, somente um composto não 

apresentou atividade contra o fungo em questão. Já a atividade anti-Candida, essa 

série de chalconas não apresentaram atividade significante, porém, grande parte 

dos compostos apresenta atividade contra C. gattii, sendo que o composto que 

mostrou melhor atividade, apresentou uma CIM de 7,80 mg/L (Tavares, Johann et 

al., 2011). Em nossos resultados, observamos que a CIM para o isolado resistente 

de C. gattii (118) variou em uma faixa de 31,25 a 3,90 mg/L. 

É de grande importância o estudo da citotoxicidade das moléculas que 

pretendemos apresentar como protótipos de novos fármacos anti-Cryptococcus. 

Avaliamos a toxicidade das três chalconas mais potentes em diversas linhagens 

celulares, procurando abranger tecidos humanos relevantes para o processo 

infeccioso, como também células metabólicas, onde a substância será metabolizada 

quando administrada in vivo, estudando desta forma a segurança no uso das 

substâncias. A infecção inicia com a penetração de propágulos infectantes na 

mucosa do hospedeiro, para isso avaliamos a citotoxicidade em células NOK 

(células de mucosa oral); esses propágulos atingem os pulmões, para isso 

estudamos linhagens pulmonares normais (MRC-5) e tumorais (A549). A levedura 

apresenta tropismo pelo sistema nervoso central, sendo o principal sítio de 

instalação da doença, para isso avaliamos a citotoxicidade das chalconas em células 

de glioma humano (V87). Visando o uso das chalconas como fármaco, avaliamos a 

sua toxicidade em células metabolizadoras HepG2. 

Nossos resultados mostraram que as três chalconas testadas não 

apresentam citotoxicidade nas linhagens celulares ensaiadas, or meio da 

metodologia do MTT. Somente na linhagem A549 (tumoral) que quando tratadas 

com a 3’-chalc, 30 % das células permaneceram vivas, porém quando avaliamos o 

seu comportamento em células normais de pulmão (MRC-5), verificamos que 

manteve mais de 80 % das células vivas, desta forma, esses valores indicam uma 

possível toxicidade direcionada às células tumorais conforme o descrito no trabalho 

de (Neves, Cravo et al., 2012).  
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Na avaliação da adesão de C. neoformans em diferentes células, observamos 

uma maior adesão de C. neoformans em células do SNC (V87, células de glioma 

humano). Tendo em vista o tropismo dessa levedura pelo SNC, nossos dados 

confirmam essa afinidade. Essa atração pode ocorrer por vários mecanismos. Stie e 

colaboradores (2012), mostraram o papel de proteases desta levedura no 

comportamento neurotrópico, uma vez que o plasminogênio, no sangue, reveste a 

superfície de patógenos e esses é transformado em plasmina (protease sérica) 

através de um transformador de plasminigênio, o autor mostra que para C. 

neoformans não é necessário a ação do transformador de plasminogênio para a 

conversão do mesmo, uma vez que, esses agentes estão presentes na cápsula 

polissacarídica. Desta forma, a plasmina mostrou maior capacidade de invasão nas 

células endoteliais dos vasos sanguíneos cerebrais (Stie e Fox, 2012). Outro estudo 

mostra o processo de passagem do C. neoformans pela barreira hematoencefálica , 

por meio de ensaios in vitro. Com este estudo, observa-se que a adesão e invasão 

da levedura são mediadas por bolsas lipídicas (Huang, Long et al., 2011). 

Fosfolipases são enzimas importantes no início da infecção pulmonar por C. 

neoformans, uma vez que a adesão ao epitélio pulmonar é o primeiro processo de 

infecção. Ganendren et al., (2006) avaliaram o papel de uma fosfolipase B no 

processo de adesão em células epiteliais humanas de pulmão (A549) e mostraram 

que fosfolipases apresentam um papel importante na ligação de C. neoformans em 

células epiteliais pulmonares. Além disso, os autores observaram que a taxa de 

adesão nessa linhagem celular, foi maior que 69 % em 4 horas de infecção 

(Ganendren, Carter et al., 2006). Nosso estudo mostrou uma taxa de adesão muito 

semelhante a encontrada no trabalho descrito acima, uma vez que, verificamos uma 

taxa de adesão de C. neoformans em fibroblastos pulmonares humanos (MRC-5) de 

mais de 70 % no tempo de 4 horas.  

Outros estudos sobre a adesão de C. neoformans mostram a capacidade que 

a levedura tem de impedir a primeira defesa do hospedeiro pelo fato de internalizar-

se nos macrófagos e mesmo quando ocorre fagocitose, a levedura é capaz de 

sobreviver e se replicar dentro dos macrófagos, sendo este um fator de virulência do 

fungo. Srikanta e colaboradores (2011) avaliaram a interação intracelular de C. 

neoformans em células fagocíticas or meio de microscopia e observaram uma alta 

adesão da levedura em três linhagens fagocíticas diferentes (Srikanta, Yang et al., 

2011).  
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Nossos dados apontam a chalcona, 2,3-chalc, como um protótipo promissor 

para o desenvolvimento de novo fármaco antifúngico, uma vez que, não apresenta 

citotoxicidade em várias células, apresenta um alto potencial em inibir a adesão em 

células humanas e também apresenta atividade fungistática contra isolados 

resistentes, o que vem a estudá-la como um novo composto para solucionar o 

problema da resistência aos azóis. Assim como, apontamos as substâncias naturais, 

maitenina e pristimerina, como candidatos promissores para o desenvolvimento de 

saneantes eficazes para a desinfecção ambiental em locais públicos. Nossos 

resultados mostram um grande avanço para continuarmos no estudo dos 

mecanismos de ação das substâncias aqui apresentadas para futuramente 

apresentarmos novas medidas para a redução dos casos de criptococose de forma 

eficiente e segura.  
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7. CONCLUSÕES 

 

1. O levantamento geográfico na cidade de Araraquara (SP) mostrou uma alta 

prevalência da presença de Cryptococcus spp (66,6 %), sendo que das 58 amostras 

positivas, 55,2% destas estavam próximas a hospitais; 

2. A identificação bioquímica, baseada na utilização do CGB, mostrou que 20,7 % dos 

isolados foram C. gattii e 79,3 % Cryptococcus spp. Já a identificação pelo 

auxanograma, mostrou que 17,2 % pertencem à espécie C. gattii e 79,7 % C. 

neoformans; 

3. Entre as espécies não patogênicas, houve prevalência da espécie C. luteolus; 

4. De acordo com a tipagem global de Meyer, todos os isolados foram identificados 

como C. neoformans var.  grubii tipo molecular VNI, mostrando que o município de 

Araraquara (SP) apresenta-se endêmico para este tipo genético; 

5. Não foram encontrados isolados ambientais resistentes aos fármacos antifúngicos, 

anfotericina B e fluconazol; 

6. A cepa de Cryptococcus neoformans ATCC 90012 alterou sua morfologia em 

tecidos de pulmão e fígado, com o aumento da célula fúngica, após a reativação in 

vivo; 

7. A maitenina e pristimerina apresentaram atividade antifúngica potente contra 

Cryptococcus spp, podendo ser utilizado como um modelo para saneante ambiental, 

uma vez que as duas substâncias apresentam valores de CIM reduzidos com baixa 

citotoxicidade; 

8. Os isolados resistentes das espécies de Cryptococcus spp foram potentes à 

maitenina e pristimerina, sendo que maitenina foi duas vezes mais ativo que a 

pristimerina; 

9. A maitenina foi mais eficiente na desinfecção podendo ser utilizada como saneante 

ambiental, pois sua eficiência se inicia com o tempo de 1 hora de contato, mostrando o 

comportamento idêntico ao da anfotericina B;  

10. As chalconas apresentaram atividade antifúngica contra Cryptococcus spp, onde 

mais de 85 % destas substâncias apresentaram atividade; 

11. Os derivados chalcônicos mais potentes foram 2,3-chalc > 3’-chalc > 3,4-chalc;  
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12. No ensaio de citotoxicidade, a maitenina apresentou-se menos tóxica quando 

comparada com pristimerina, embora a viabilidade celular para ambas tenha sido alta, 

aproximadamente 80 %; 

13. No ensaio de citotoxicidade, as chalconas apresentaram baixa toxicidade nas 

diferentes linhagens celulares, com viabilidade celular maior que 80 %; 

14. A maior taxa de adesão de C. neoformans ATCC 90012 ocorreu em células de 

glioma humano (V87) com 35 % de adesão, seguido de células de hepatoma humano 

(HepG2) com 20 % de adesão no período de 1 hora; 

15. A 2,3-chalc foi capaz de inibir a adesão de C. neoformans para todas as células 

testadas, e sua atividade foi mais eficiente na inibição da adesão às células de glioma 

(V87), seguido de HepG2, a partir de 30 minutos, chegando a 100 % de inibição com 2 

horas. 
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8. CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

As substâncias testadas neste estudo com finalidade da busca de um 

saneante apresentaram resultados promissores e podem ser utilizados como 

desinfetante ambiental. Com relação ao uso das chalconas e seu possível protótipo 

como fármacos antifúngicos para Cryptococcus spp ainda não foram bem 

estabelecidos, com base neste e outros estudos científicos publicados, uma vez que 

essas substâncias foram testadas somente in vitro, sugerindo que trabalhos futuros 

devam ser realizados.  
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Abstract 32 

 33 

Fungal infections in humans have increased alarmingly in recent years, particularly in 34 

immunocompromised individuals. Candida spp. are among the main causes of yeast infections. 35 

The systemic infections caused by the Cryptococcus genus are also among the most prevalent 36 

and most serious causes of mortality. Another very important fungal infection is 37 

paracoccidioidomycosis, a human systemic mycosis that produces a pulmonary infection that 38 

can be fatal, affects mainly the rural population of Latin America. Among other lung infections 39 

caused by fungi with the development and evolution of serious injury are systemic 40 

histoplasmosis and aspergillosis.  Trichophyton rubrum and Trichophyton mentagrophytes, 41 

stand out as the main etiological agents of dermatophytosis in humans. The molecules 42 

maytenin and pristimerin obtained from the plant Maytenus ilicifolia (Celastaceae) are known 43 

to show various pharmacological activities. This study aimed to evaluate the spectrum of 44 

antifungal activity of the maytenin and pristimerin molecules and their cytotoxicity on 45 

different cell lines. It was concluded that the best spectrum of antifungal activity was 46 

presented by maytenin, although pristimerin was also active and not cytotoxic to the MIC 47 

values against most tested fungi. The two molecules may be possible prototypes with a broad 48 

spectrum of action for the development of new antifungal agents. 49 

 50 

Keywords: pathogenic fungi, maytenin, pristimerin, activity antifungal. 51 
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1. Introduction 65 

It is estimated that there are over 100,000 species of fungi inhabiting our planet; 66 

however, only a small percentage are known to cause human infection. Most fungal infections 67 

are opportunistic and are usually associated with immunosuppression and patients suffering 68 

from leukemia, diabetes, transplant surgery, treatment with corticosteroids, or HIV infection 69 
[1]

. Over the past two decades, invasive fungal infections have emerged as a major threat to 70 

immunocompromised patients. Species of Aspergillus, Candida, Histoplasma, Cryptococcus and 71 

emerging pathogens such as Trichophyton and Fusarium, all of which are largely opportunistic, 72 

cause infection when host defenses are breached 
[1]

. Paracoccidioidomycosis, a human 73 

systemic mycosis, is another fungal infection that is very important, affecting mainly the rural 74 

population of Latin America, manly in Brazil, which contains 80% of the reported cases 
[2]

.  75 

There is currently great interest in discovering new molecules of natural origin to treat 76 

various diseases. Phytotherapy is based on the use of active components contained in plants 77 

or vegetables 
[3]

. Plants contain many components that are important sources of biologically 78 

active molecules 
[4]

. Natural products have provided a wide variety of drugs and have become 79 

a great alternative in the search for new antifungal drugs 
[5]

. According to the World Health 80 

Organization (WHO), more than 50% of the population of North America uses natural products 81 

and this percentage is even higher in Canada and China, where the statistic ranges from 50-82 

70% 
[6]

.  83 

In Brazil, the use of medicinal plants in traditional medicine has increased considerably 84 

in recent years. The wide distribution of natural resources in Brazilian ecosystems and the 85 

diversity of natural chemical components provides the country with potential bioactive 86 

materials 
[7]

.  Maytenus ilicifolia (Celastaceae), popularly known as "espinheira santa", has 87 

been used in traditional medicine since the mid-1920s 
[8]

. The secondary metabolites, 88 

maytenin and pristimerin, are classified as quinonemethide triterpenoids and mainly isolated 89 

from the bark of the roots of mature M. ilicifolia plants 
[10]

. Several studies have shown that 90 

maytenin exhibits strong antimicrobial activity against Gram positive and Gram negative 91 

organisms, but there are no studies detailing the effects of these substances on fungi 
[9]

.  92 

 The need to discover new antifungal molecules and natural products is of great 93 

importance for the development of new therapeutic tools. This paper proposes the study of 94 

the potential antifungal potential of maytenin and pristimerin against fungi, an agent of 95 

important mycoses. The potential broad spectrum of these molecules was evaluated, and the 96 

cytotoxicity of these substances in different cell lines was evaluated, suggesting possible 97 

prototypes of a broad spectrum of components for the treatment of mycoses. 98 

 99 

2. Methods 100 

2.1 Microorganisms 101 

 ATCCs strains and clinical isolates belong to the mycology collection of the Laboratory 102 

of Clinical Mycology, Department of Clinical Analysis, Faculty of Pharmaceutical Sciences, 103 

UNESP, Araraquara were used in the current study. The strains used were: Candida albicans 104 
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ATCC 90028, Candida krusei ATCC 6258, Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida glabrata 105 

ATCC 90030, Candida tropicalis ATCC 750, Cryptococcus neoformans var. grubii ATCC 90012, 106 

Histoplasma capsulatum (G217B), Aspergillus niger ATCC 16404, Aspergillus fumigatus ATCC 107 

7100, Trichophyton interdigitalis ATCC 40131. Clinical isolates from Paracoccidioides 108 

brasiliensis (18), Trichophyton rubrum and Trichophyton menthagrophytes (102), Cryptococcus 109 

neoformans var. grubii resistant to fluconazole (R30), two clinical isolates from Cryptococcus 110 

neoformans var. grubii susceptible to fluconazole (S26 and S27) and Cryptococcus gattii (118) 111 

isolate from animals, resistant to fluconazole and Histoplasma capsulatum (M238P) (lung bat) 112 

were also used.  113 

 114 

 115 

2.2 Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 116 

 All microorganisms were tested for susceptibility to specific commercial drugs for the 117 

treatment of each gender. The test for yeast was carried out in accordance with the 118 

microdilution method described  according to the M27-S3 of the CLSI (Clinical and Laboratory 119 

Standards Institute) (2008), with modifications. The filamentous fungi susceptibility testing was 120 

performed according to the M38-A2 of the CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) 121 

(2008) 
[10]

 with modifications to determine the minimum inhibitory concentration (MIC). 122 

Two pure substances extracted from Maytenus ilicifolia, maytenin and pristimerin, were 123 

prepared as described by Scorzoni, et al., 2007 
[11]

. The antifungal drugs were diluted according 124 

to CLSI M27-S3 
[10]

. Inoculums were prepared in RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) with 125 

L-glutamine, without sodium bicarbonate, supplemented with 2% glucose, and buffered to a 126 

pH of 7.0 using 0.165 M MOPS, (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). The yeast suspension was 127 

adjusted to a final concentration of 1.0 x 10
4
 CFU / mL in RPMI-1640 and for filamentous fungi, 128 

a suspension of microconidia was adjusted to 2.5 to 5.0x10
3 [10]

. In the 96-well plates, 129 

substances were added in serial dilutions, starting from a concentration of 250mg /L to 0.48 130 

mg /L.  The plates were incubated in a shaker at 37°C/150rpm to a specific time determined 131 

for each microorganism. The reading of MIC was performed by spectrophotometry at 490nm 132 

and confirmed using Alamar Blue (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).  133 

 134 

2.3 Minimum Fungicide Concentration 135 

 A qualitative analysis of fungal viability was performed, by transferring a portion of the 136 

wells to a plate with Sabouraud (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) medium and incubated at 37 ° C 137 

during the time determined for each fungal agent. The MFC was determined as the lowest 138 

concentration of the extract that did not allow the growth of any fungal colony on the solid 139 

medium after the incubation period 
[12]

. A visual reading was performed to confirm the death 140 

or growth inhibition provided by the antifungal substances, maytenin and pristimerin. 141 

 142 
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2.4 Cell Cytotoxicity Assay 143 

 The cytotoxicity of maytenin and pristimerin was assessed by MTT for cell lines NOK 144 

(keratinocyte oral mucosa), obtained from the American Type Culture Collection (Manassas, 145 

VA, USA). The cells were grown in own culture medium NOK (Keratinocytes – SFM, GIBCO), and 146 

maintained at 36.5 °C. A concentration ranging from 2.5 to 5.0 x 10
4
 cells / mL was used for the 147 

formation of monolayer cells. The concentrations of pure substances were kept in contact with 148 

the cells for 24 hours. After the incubation period, the cells treated with the MTT reagent has 149 

an additional 5mg / mL added, (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) and the cells were incubated 150 

again for another 4 h.  After the formation of formazan crystals, 100 µL of isopropanol was 151 

added to solubilize the precipitate and allow the reading of the result by changing the color of 152 

the medium 
[13]

. The absorbance of formazan was quantified using an ELISA reader (enzyme-153 

linked immunosorbent assay) set at 560 nm.  As a positive control test, hydrogen peroxide was 154 

used.  155 

 156 

 157 

 158 

3. Results 159 

3.1 Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 160 

 Table 1 present the results of the antifungal activity of maytenin and pristimerin, 161 

isolated from Maytenus ilicifolia. Maytenin activity was classified as good for both yeasts and 162 

for filamentous fungi, when compared to positive controls itraconazole and amphotericin B; 163 

since the MIC ranged between 0.12 and 62.5 mg / L. Pristimerin previously showed a 164 

significant variation in the action potential. For yeasts, the pristimerin showed good activity, 165 

with the exception of C. glabrata ATCC 90030 which showed moderate activity and C. albicans 166 

ATCC 90028, which presented low antifungal activity. For the filamentous fungi, pristimerin 167 

showed moderate activity, with the exception of Trichophyton menthagrophytes ATCC 40131, 168 

which showed a MIC of 62.5 mg / L and was classified as having good activity. 169 

 170 

3.2 Minimum Fungicide Concentration (MFC) 171 

 Minimum Fungicide Concentration was performed to confirm cell death in MIC 172 

through observation of no colony growth in a rich medium. The maytenin showed efficacy in 173 

the MIC for most yeasts. No growth of C. albicans colonies was observed, and the death of 174 

yeast occurred in a higher dilution concentration (Table 1). For the filamentous fungi, MFC was 175 

confirmed by testing cell viability, which occurs in MIC fungal cell death (Table 1). 176 

 Pristimerin presented a greater difference between the MIC and the concentrations 177 

that showed no growth of colonies. Moreover, the difference between the MIC and the value 178 

of qualitative analysis of fungal viability was greater than the difference presented by 179 

maytenin (Table 1). 180 
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 For the fungus Paracoccidioides brasiliensis and the filamentous fungi Aspergillus niger 181 

and fumigatus, the qualitative test of fungal viability was flawed, since the growth of colonies 182 

cannot be observed on a solid medium. 183 

 184 

3.3 Cell Cytotoxicity Assay 185 

 The cytotoxicity assay for the NOK cell line showed more than 80% of cell viability in 186 

MIC maytenin concentrations. The substance pristimerin showed cell viability above 80% in 187 

normal cells. In this present experiment, death hydrogen peroxide (Table 1). 188 

 189 

4. Discussion 190 

 Plants have been used in medicine for a long time, being extensively used in folk 191 

medicine because they represent an economical alternative, are easy to obtain and apply to 192 

various pathologies 
[5,14]

. Regarding the search for new drugs, an ideal antifungal should have a 193 

broad spectrum of fungicidal activity and does not cause toxicity to the host 
[15]

. The treatment 194 

of human mycoses is not always effective, because the available antifungal drugs produce 195 

recurrence or cause resistance, in addition to presenting important toxicity. For this reason, 196 

there is a continual search for new antifungal drugs that are more potent, but safer, than 197 

existing drugs 
[16]

.  198 

The present results showed that both pristimerin and maytenin had an action on the fungi 199 

studied (Table 1), but maytenin showed the best results. The exception was for H. capsulatum 200 

isolated M238P and P. brasiliensis which showed MIC equal for both substances. H. 201 

capsulatum is a pathogenic fungus that causes a respiratory and systemic disease, 202 

histoplasmosis 
[17]

. Pulmonary mycoses infections have a high incidence in humans and have 203 

increased due to their relationship with immunocompromised persons; this increase is due to 204 

advances in medicine 
[18]

. Alanis-Garza et al., 2007 
[19] 

studied extracts obtained from Salvia 205 

texana, Leucophyllum frutescens, Cordia boissieri, Schinus molle, and Clematis drummondii 206 

“female”, which all displayed activity against H. capsulatum, with MICs between 16 and 125 207 

mg / L. The MIC for the ATCC strain of H. capsulatum was 0.97 and less than 0.48 mg / L for 208 

maytenin and pristimerin respectively, while for the clinical isolate, the MIC for both 209 

substances was below 0.48 mg / L.  Faced with little literary data of natural products active 210 

against this strain, maytenin and pristimerin can be considered prototypes that are excellent 211 

anti-Histoplasma agents.  212 

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic granulomatous disease and in the absence of drug 213 

therapy, the disease is usually fatal 
[20]

. Few studies have searched for new drugs from natural 214 

products for P. brasiliensis 
[20,21]

. In studies performed by Johann et al., 2010 
[20]

, Piper regnellii 215 

and Baccharis dracunculifolia were the most active against the fungus P. brasileinsis, 216 

presenting MIC values of 7.8 mg / L and 7.8-30 mg /  L, respectively. Martins et al., 2009 
[22]

 217 

obtained good results with the compound curcumin. Additionally, this study indicated that 218 

curcumin was more potent than the antifungal fluconazole against P. brasiliensis. The current 219 
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results were excellent for P. brasiliensis, with MIC of 0.12 mg / L for both molecules, with a 220 

concentration 65 fold lower than the results of the study mentioned above.  221 

The infection rate by Cryptococcus sp has increased, mainly because of AIDS. It is estimated 222 

that the incidence of cryptococcosis in HIV positive patients around the world varies from 5 to 223 

30%. In Brazil, it is estimated that 5-10% of HIV-positive patients are affected by this mycosis 224 
[23]

.  In the current results indicate that the molecules had an excellent MIC for the yeasts of 225 

genus Cryptococcus, ranging from 0.48 to 3.9 mg / L for maytenin and 0.97 to 7.8 for 226 

pristimerin. In another study, Maytenus undata extracts had promising antifungal activity 227 

against C. neoformans, with an average MIC of 0.09 mg / L after 24 h and 0.18 mg / L after 48 h 228 
[24]

. Croton sylvaticus and Catha transvaalensis extracts also had good activity, with average 229 

MIC values of 0.07 mg / mL and 0.09 mg / mL, respectively. Candida spp. is another 230 

opportunistic fungus that has increased in patients with immunosuppression. These yeasts 231 

rank as the fourth most common bloodstream pathogen in hospitals in the Western world and 232 

they are associated with the highest mortality amongst bloodstream infections, due to the 233 

high resistance these fungi have against existing antifungals 
[25]

. This is why it is so important to 234 

search for alternative medicines. For this yeast, the pristimerin showed good activity, with the 235 

exception of C. glabrata ATCC 90030, which showed moderate activity and C. albicans ATCC 236 

90028, which obtained low antifungal activity. Maytenin showed moderate antifungal activity 237 

for this specie. 238 

C. albicans showed no growth of colonies when withdrawn from treatment; however, 239 

the Candida non-albicans showed killing of yeast in a higher concentration than the MIC for 240 

maytenin and pristimerin, except for C. glabrata in contact pristimerin. 241 

 Dermatophytes are a group of parasitic fungi that live at the expense of the keratin of 242 

skin, nails and hair. Although dermatophyte infections are restricted to certain areas of the 243 

epidermis, they can be invasive and cause serious and widespread infections in 244 

immunocompromised patients, with the eventual development of granulomas 
[26]

. According 245 

to the World Health Organization (WHO), dermatophytes affect about 25% of the world 246 

population. Because of the high incidence of dermatophytosis worldwide, there is a great need 247 

of finding new drugs that act on these pathogenic fungi. Maytenin showed good activity, with 248 

MIC ranging from 1.95 - 3.9 mg /L. For filamentous fungi, the pristimerin showed moderate 249 

activity, with the exception of Trichophyton menthagrophytis  ATCC 44131, which showed a 250 

MIC of 62.5 mg / L. Lau et al., 2010 
[27]

 studied extracts from Fructus Psoraleae and Folium 251 

Eucalypti Globuli to treat dermatomycosis. Both pure compounds effectively inhibited the 252 

growth of Trichophyton mentagrophytes and T. rubrum in vitro. The composition of a volatile 253 

extract of Eryngium duriaei subsp. juresianum, provided an antifungal activity (MIC values: 254 

0.16 - 0.32 mg/L) against several dermatophyte species (Trichophyton mentagrophytes, T. 255 

rubrum, T. mentagrophytes var. interdigitale) 
[28]

. Many studies have demonstrated the 256 

potential antifungal plants against these dermatophytes 
[26-28]

. 257 

 Invasive aspergillosis is an important cause of mortality in long-term neutropenic 258 

patients, particularly after bone marrow (B.M.T.) and solid organ transplantation. More than 259 

90% of invasive fungal infections in immunocompromised patients can be attributed to 260 

Candida and Aspergillus 
[29]

. The fungi are present in the environment, and the gateway in 261 
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humans is commonly the lung. The organism invades the blood vessels, often leading to 262 

hematogenous dissemination. Maytenin had a better result against Aspergillus niger with a 263 

MIC value of 0.97 mg / L while the MIC for A. fumigatus was 125 mg / L and pristimerin was 264 

similar for both 250 mg / L (A. fumigatus and A. niger).  265 

Maytenin showed good efficacy for most yeasts and caused cell death in the MIC levels. In 266 

addition, pristimerin showed greater difference among the MIC levels and the concentrations 267 

that showed no colony growth. Moreover, the difference between the MIC and the value of 268 

CFU for pristimerin was greater than the difference presented by maytenin (Table 1). 269 

 On the other hand, cytotoxicity tests were performed with NOK (keratinocyte oral 270 

mucosa), obtained from the Americam Type Culture Collection (Manassas, VA, USA). The 271 

experimental substances were not cytotoxic for any of these different cells in the 272 

concentrations analyzed in the current experiment (Table 1). Although most of the antifungal 273 

agents available on the market are of synthetic origin, the study of natural products has 274 

received the attention of scientists, mainly due to the occurrence of undesirable factors such 275 

as the resistance of some strains to conventional antifungal agents - especially in 276 

immunocompromised individuals - and the presence of these toxic effects. Therefore, the 277 

study of plants with therapeutic properties, including those with antimycotic activity, has 278 

grown considerably 
[30,31]

. Brazilian plant species are usually used as antifungal agents and it is 279 

clear that Brazil, because of its plant diversity, is a country known worldwide for its variety of 280 

products with medicinal action, largely used in diverse regions 
[32]

.  281 

 With respect to selectivity index (SI), it is known that the higher the SI of a substance, 282 

the greater is its security. In our study we found that the maitenin substance had SI above 1.0 283 

for all species tested, so we can demonstrate the safe use of this. Likewise, the pristimerin 284 

presented high SI against some fungal species, as described for H. capsulatum (SI 13.40). 285 

However, when comparing the two substances, maitenin still showed better results (Table 1). 286 

 287 

5. Conclusion 288 

 The results of this current study indicate the potential use of maytenin and pristimerin 289 

for the treatment of fungal infections, which showed a strong antifungal activity against the 290 

fungi studied. Therefore, the data obtained is promising and can serve as a guide in selecting 291 

plants with antifungal activities for future studies of the prospect of a possible therapeutic 292 

application of these products. However, more studies are needed to investigate the potential 293 

targets or possible prototypes for new pharmacologically active models. 294 

 295 

6. Acknowledgements. The authors are grateful to the Fundação de Amparo Pesquisa do 296 

Estado de São Paulo (FAPESP) and the Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico and 297 

Tecnológico (CNPq) for their financial support. V. A. F. F. M. S. thanks CAPES and also is 298 

grateful to Pró-Reitoria de Pesquisa (PROPe/UNESP) for providing a research fellowship.  299 

 300 



8 

 

7. Reference   301 

[1] S. Shoham, S.M. Levitz, “The immune response to fungal infections,” Br. J. Haematol, 302 

vol.129, nº 5,  pp. 569-582, 2005. 303 

[2] M.A. Shikanai-Yasuda, F.Q. Telles Filho, R.P. Mendes, A.L. Colombo, M.L. Moretti, 304 

“Guidelines in paracoccidioidomycosis,” Rev. Soc. Bras. Med. Trop., vol.39 nº 3, pp.297-310, 305 

2006. 306 

[3] K. Hostettman, “Strategy of the biological and chemical evaluation of plant extracts”, 307 

IUPAC, vol.70, pp. 21–22, 1998. 308 

[4] M.S. Butler, “The role of product chemistry in drug discovery,” J. Nat. Prod., vol. 67, nº 12, 309 

pp.2141-2153, 2004. 310 

[5] J.C. Sardi, A.M. Almeida, M.J. Mendes-Giannini, “New antimicrobial therapies used against 311 

fungi present in subgingival sites-A brief review,” Arch. Oral Biol, vol.56, nº10, pp.951-959, 312 

2011. 313 

[6] M. Dolenc-voljc, “Dermatophyte infections in the Ljubljana region, Slovenia, 1995-2002,” 314 

Mycoses, vol. 48, nº 3, pp. 181-186, 2005. 315 

[7] M.C.T. Duarte, G.M. Figueira, A. Sartoratto, V.L.G. Rehder, A.L.M. Machado, C.  316 

Delarmelina, “Anti-candida activity of essential oils and extracts from native and exotic 317 

medicinal plants used in Brazil,” J. of Etnopharmacol., vol.97, nº2, pp.305-311, 2005.  318 

[8] R. Santos-Oliveira, S. Coulaud-Cunha, W. Colaço, “Revisão da Maytenus ilicifolia Mart. Ex 319 

Reissek, Celastraceae. Contribuição ao estudo das propriedades farmacológicas,” Braz. J. 320 

Pharmacogn, vol.19, nº2, pp.650-659, 2009. 321 

[9] V.A.F.F.M. Santos, D.P. Santos, I. Castro-Gamboa, M.V.B. Zanoni, M. Furlan, “Evaluation of 322 

antioxidant capacity and synergistic associations of quinonemethide triterpenes and phenolic 323 

substances from Maytenus ilicifolia (Celastraceae),” Molecules, vol.15, nº 10, pp. 6956-6973, 324 

2010. 325 

[10] CLSI. Reference method for broth dilution antifungal susceptibility testing of 326 

filamentous fungi; approved standard-second edition. CLSI document M38-A2. Clinica and 327 

Laboratory Standards Institute (formely NCCLS), 940 West Valley Road, Wayne, Pa. 2008. 328 

[11] L. Scorzoni, T. Benaducci, A.M. Fusco-Almeida et al., “The use of standart methodology for 329 

determination of antifungal activity of natural products against medical yeasts Candida sp and 330 

Cryptococcus sp,” Braz. J.  Microbiol. vol.38, nº 3, pp.391-397, 2007. 331 

[12] L.O. Regasini, M. Pivatto, L. Scorzoni, T.  et al., “Antimicrobial activity of Pterogyne nitens 332 

Tul., Fabaceae, against opportunistic fungi,” Rev. bras. farmacogn, vol. 20, nº 5, pp.706-711, 333 

2010. 334 

[13] T. Mosmann, “Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: application to 335 

proliferation and cytotoxicity assays,” J Immunol Methods, vol.65, nº1, pp.55-63, 1983. 336 



9 

 

[14] J.J. Rojas, V.J. Ochoa, S.A. Ocampo, J.F. Muñoz, “Screening for antimicrobial activity of ten 337 

medicinal plants used in Colombian folkloric medicine: a possible alternative in the treatment of 338 

non-nosocomial infections,” BMC Complement Altern Med, vol. 6, nº 2, pp. 1- 6, 2006. 339 

[15] A.J. Carrillo-Muñoz , G. Giusiano, P.A. Ezkurra , G. Quindós, “Antifungal agents: mode of 340 

action in yeast cells,” Rev Esp Quimioter, vol.19, nº2,  pp.130-139, 2006. 341 

[16] R. Fenner, A.H. Betti, L.A. Mentz, S.M. Kuze Rates, “Plants with potencial antifungal 342 

activity employed in Brazilian folk medicine,” Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences, 343 

vol.42, nº 3, pp. 369-394, 2006. 344 

[17] R.M. Zancopé-Oliveira, P. Morais e Silva Tavares, M.M. Muniz, “Genetic diversity of 345 

Histoplasma capsulatum strains in Brazil,” FEMS Immunol. Med. Microbiol, vol.45, nº3, pp. 443 346 

- 449, 2005. 347 

[18] C. Gassiot-Nuño, “A propósito de micosis pulmonares,” Acta Medica, vol.9, pp. 59–66, 348 

2000. 349 

[19] B.A. Alanıs-Garza, G.M. Gonzalez-Gonzalez b, R. Salazar-Aranda, N. Waksman de Torres, 350 

V.M. Rivas-Galindo, “Screening of antifungal activity of plants from the northeast of Mexico,” J 351 

Ethnopharmacol, vol.114, nº 3, pp. 468–471, 2007. 352 

[20] S. Johann, P.S. Cisalpino, G.A. Watanabe et al., “Antifungal activity of extracts of some 353 

plants used in Brazilian traditional medicine against the pathogenic fungus Paracoccidioides 354 

brasiliensis,” Pharm. Biol, vol.48, nº 4,  pp. 388-396, 2010. 355 

[21] L. de Carvalho Tavares, S. Johann, T. Maria de Almeida Alves et al., “Quinolinyl and 356 

quinolinyl N-oxide chalcones: Synthesis, antifungal and cytotoxic activities,” Eur. J. Med. Chem, 357 

vol.46, nº 9, pp.4448-4456, 2011. 358 

[22] C.V.B. Martins, D.L. da Silva, A.T.M. Neres et al., “Curcumin as promising antifungal of 359 

clinical interest,” J Antimicrob Chemother, vol.63, nº 2, pp.337-339, 2009. 360 

[23] Brasil–Ministério da Saúde “Dados e pesquisas em DST e AIDS. Brasilia. Coordenação 361 

Programa Nacional de DST/AIDS,” 2002. 362 

[24] T.A. Mokoka, L.J. McGaw, J.N. Eloff, “Antifungal efficacy of ten selected South African 363 

plant species against Cryptococcus neoformans,” Pharm. Biol, vol.48, nº 4, pp. 397-404, 2010. 364 

[25] T. Rossignol, B. Kelly, C. Dobson, C. d'Enfert, “Endocytosis-mediated vacuolar 365 

accumulation of the human ApoE apolipoprotein-derived ApoEdpL-W antimicrobial peptide 366 

contributes to its antifungal activity in Candida albicans,” Antimicrob. Agents Chemother, 367 

vol.55, nº10, pp. 4670-4681, 2011. 368 

[26] N.T. Peres, F.C. Maranhão, A. Rossi, N.M. Martinez-Rossi, “Dermatophytes: host-pathogen 369 

interaction and antifungal resistance,” An Bras Dermatol, vol.85, nº 5, pp. 657-667, 2010. 370 

[27] K.M. Lau, L.H. Fu, L. Cheng et al., “Two antifungal components isolated from Fructus 371 

Psoraleae and Folium Eucalypti Globuli by bioassay-guided purification,” Am. J. Chin. Med, vol. 372 

38, nº pp.1005-1014, 2010. 373 



10 

 

[28] C. Cavaleiro, M.J. Gonçalves, D. Serra et al., “Composition of a volatile extract of Erygium 374 

duriaei subsp. juresianum (M. Laínz) M. Laínz, signalized by the antifungal activity,” J. Parm. 375 

Biomed. Anal, vol. 54, nº 3, pp. 619-622, 2011.  376 

[29] M.C.Z. Novaretti, A.S. Ruiz, F.L. Dulley, P.E. Dorlhiac-Llacer, D.A.F. Chamone, “Detection 377 

of Aspergillus sp in bone marrow transplant patients by PCR-nested technique” Rev. Bras. 378 

Hematol. Hemoter, vol. 30, nº 2, pp.162-163, 2008.  379 

[30] V. Lakshmi, S. Srivastava, S.K. Mishra, P.K. Shuklab, “Antifungal activity of bivittoside-D 380 

from Bohadschia vitiensis (Semper),” Nat Prod Res. pp.1-6, 2011. 381 

[31] R. Rodríguez-Guzmán, L.C.J. Fulks, M.M. Radwan, C.L. Burandt, S.A. Ross, “Chemical 382 

constituents, antimicrobial and antimalarial activities of Zanthoxylum monophyllum,”  Planta 383 

med, vol.77,nº13, pp.1542-1544, 2011. 384 

[32] T.O.A. Menezes, A.C.B.A. Alves, J.M.S. Vieira, S.A.F. Menezes, B.P. Alves, L.C.V. Mendonça, 385 

“Avaliação in vitro da atividade antifúngica de óleos essenciais e extratos de plantas da região 386 

amazônica sobre cepa de Candida albicans,” Revista de Odontologia da UNESP, vol.38, nº3, pp. 387 

184-191,2009. 388 

 389 

 390 



1
1

 

 T
ab

le
 1

. 
M

IC
 v

al
ue

s 
an

d 
qu

an
tit

at
iv

e 
an

al
ys

is
 o

f 
fu

ng
al

 c
el

lu
la

r 
vi

ab
ili

ty
 o

f 
pu

re
 s

ub
st

an
ce

s 
m

ay
te

ni
n 

an
d 

pr
is

tim
er

in
 f

ro
nt

 o
f 

th
e 

ye
as

ts
 a

nd
 

fil
am

en
to

us
 p

at
ho

ge
ni

c 
st

ra
in

s 
ca

us
in

g 
th

e 
m

os
t 

m
yc

os
es

 a
nd

 e
va

lu
at

io
n 

of
 c

yt
ot

ox
ic

 a
ct

iv
ity

 in
 N

O
K

 c
el

ls
 a

nd
 s

el
ec

tiv
ity

 in
de

x 
fr

om
 t

he
 r

at
io

 o
f 

th
e 

IC
 5

0 
an

d 
M

F
C

.  
 

 

 

M
a

y
te

n
in

 

M
IC

 /
 M

F
C

 

P
ri

st
im

e
ri

n
 

M
IC

 /
 M

F
C

 

A
m

p
h

o
te

ri
ci

n
 B

 r
e

fe
re

n
ce

 

v
a

lu
e

s 

M
IC

 

It
ra

co
n

a
zo

le
 r

e
fe

re
n

ce
 

v
a

lu
e

s 

M
IC

 

M
a

y
te

n
in

 

IC
5

0
 (

m
g

/L
) 

/ 
S

I 

P
ri

st
im

e
ri

n
 

IC
5

0
 (

m
g

/L
) 

/ 
S

I 

C
a

n
d

id
a

 

a
lb

ic
a

n
s 

A
T

C
C

 

9
0

0
2

8
 

6
2

.5
0

 /
 6

2
.5

0
 

2
5

0
,0

0
 /

 2
5

0
,0

0
 

0
.5

0
-2

.0
0

 
- 

�
2

6
5

.7
 /

 4
.2

5
 

 

*
  

C
a

n
d

id
a

 

k
ru

se
i 
A

T
C

C
 

6
2

5
8

 

1
5

.6
2

 /
 6

2
.5

0
 

7
.8

1
 /

 6
2

.5
0

 
0

.2
5

-2
.0

0
 

0
.1

2
-0

.5
0

 

�
7

8
.3

3
 /

 1
.2

5
 

 

�
2

4
.2

5
 /

 0
.3

8
 

  

C
a

n
d

id
a

 

p
a

ra
p

si
lo

si
s 

A
T

C
C

 2
2

0
1

9
 

1
5

.6
2

 /
 3

1
.2

5
 

1
2

5
,0

0
 /

 1
2

5
,0

0
 

0
.2

5
-1

.0
0

 
0

.0
6

-0
.2

5
 

�
7

8
.3

3
 /

 2
.5

0
 

 

*
 

C
a

n
d

id
a

 

tr
o

p
ic

a
li

s 

A
T

C
C

 7
5

0
 

1
5

.6
2

 /
 3

1
.2

5
 

3
1

.2
5

 /
 6

2
.5

2
 

0
.5

0
-2

.0
0

 
- 

�
7

8
.3

3
 /

 2
.5

0
 

 

�
2

0
3

.9
8

 /
 3

.2
6

 

 

C
a

n
d

id
a

 

g
la

b
ra

ta
 

A
T

C
C

 9
0

0
3

0
 

3
1

.2
5

 /
 3

1
.2

5
 

1
2

5
,0

0
 /

 1
2

5
,0

0
 

0
.2

5
-1

.0
0

 
- 

�
2

0
3

.9
8

 /
 6

.5
2

 

 

*
 

C
ry

p
to

co
cc

u
s 

n
e

o
fo

rm
a

n
s 

0
.4

8
 /

 0
.4

8
 

0
.9

7
 /

 0
.9

7
 

0
.5

0
 

0
.1

2
5

 
�

2
.5

3
 /

 5
.2

9
 

�
3

.9
2

 /
 4

.0
4

 



1
2

 

 A
T

C
C

 9
0

0
1

2
 

 
 

C
ry

p
to

co
cc

u
s 

n
e

o
fo

rm
a

n
s 

R
3

0
 

3
.9

0
 /

 3
.9

0
 

7
.8

1
 /

 7
.8

1
 

1
.0

0
 

>
3

2
.0

0
 

 

�
2

2
.1

8
 /

 5
.6

8
 

 

 

�
2

4
.2

5
 /

 3
.1

0
 

  

C
ry

p
to

co
cc

u
s 

n
e

o
fo

rm
a

n
s 

is
o

la
te

d
 2

6
 

0
.4

8
 /

 0
.4

8
 

1
.9

5
 /

 1
.9

5
 

0
.5

0
 

0
.1

2
5

 

�
2

.5
3

 /
 5

.2
9

 

 

�
6

.4
1

 /
 3

.2
8

 

 

C
ry

p
to

co
cc

u
s 

n
e

o
fo

rm
a

n
s 

is
o

la
te

d
 2

7
 

0
.4

8
 /

 0
.4

8
 

3
.9

0
 /

 3
.9

0
 

0
.5

0
 

0
.1

2
5

 

  

�
2

.5
3

 /
 5

.2
9

 

   

�
2

0
.1

0
 /

 5
.1

5
 

 

C
ry

p
to

co
cc

u
s 

g
a

tt
ii

 1
1

8
 

1
.9

5
 /

 1
.9

5
 

3
.9

0
 /

 3
.9

0
 

1
.0

0
 

>
3

2
.0

0
 

�
9

.8
4

 /
 5

.0
5

 

 

�
2

0
.1

0
 /

 5
.1

5
 

 

P
a

ra
co

cc
id

io
i

d
e

s 

b
ra

si
li

e
n

si
s 

 

P
b

1
8

 

<
0

.1
2

 /
 -

 
<

0
.1

2
 /

 -
 

0
.0

1
5

-0
.2

5
 

<
0

.0
0

3
9

 
*

*
 

*
*

 



1
3

 

 H
is

to
p

la
sm

a
 

ca
p

su
la

tu
m

 

A
T

C
C

 0
G

2
1

7
B

 

0
.9

7
 /

 0
.9

7
 

0
.4

8
 /

 0
.4

8
 

0
.0

6
-0

.2
5

 
0

.2
5

-2
.0

0
 

�
3

.7
0

 /
 3

.8
1

 

 

�
6

.4
3

 /
 1

3
.4

0
 

 

H
is

to
p

la
sm

a
 

ca
p

su
la

tu
m

 

is
o

la
te

d
 

M
2

3
8

P
 

0
,4

8
/ 

0
,4

8
 

0
,4

8
 /

 0
,4

8
 

0
.0

6
-0

.2
5

 
0

.2
5

-2
.0

0
 

�
2

.5
3

 /
 5

.2
9

 

 

�
6

.4
3

 /
 1

3
.4

0
 

 

A
sp

e
rg

il
lu

s 

fu
m

ig
a

tu
s 

A
T

C
C

 7
1

0
0

 

1
2

5
/ 

- 
>

2
5

0
 /

 -
 

0
.1

2
-2

.0
 

0
.1

2
 -

 >
1

6
,0

0
 

*
 

*
 

A
sp

e
rg

il
lu

s 

n
ig

e
r 

A
T

C
C

 

1
6

4
0

4
 

0
,9

7
 /

 0
,9

7
 

2
5

0
 /

 2
5

0
 

0
.1

2
-0

.5
 

0
.1

2
-1

.0
0

 

�
3

.7
0

 /
 3

.8
1

 

 

*
 

T
ri

ch
o

p
h

y
to

n
 

ru
b

ru
m

 

cl
in

ic
a

l 

is
o

la
te

d
 

1
,9

5
 /

 1
,9

5
 

2
5

0
 /

 2
5

0
 

- 
0

.0
3

-4
.0

0
 

�
9

.8
4

 /
 5

.0
5

 

 

*
 

T
ri

ch
o

p
h

y
to

n
 

m
e

n
ta

g
ro

p
h

y

te
s 

A
T

C
C

 

4
0

1
3

1
 

3
,9

 /
 3

,9
 

6
2

,5
 /

 2
5

0
 

- 
0

.0
3

-0
.2

5
 

�
2

2
.1

8
 /

 5
.6

8
 

 

�
1

5
0

.2
4

 /
 0

.6
 

 

T
ri

ch
o

p
h

y
to

n
 

m
e

n
ta

g
ro

p
h

y

te
s 

 c
li

n
ic

a
l 

is
o

la
te

d
 1

0
2

 

3
,9

 /
 3

,9
 

1
2

5
 /

 2
5

0
 

- 
0

.0
3

-0
.2

5
 

 
 

�
2

2
.1

8
 /

 5
.6

8
 

  

*
 



1
4

 

  
 

 
 

 
 

 

 M
IC

 -
 M

in
im

u
m

 I
n

h
ib

it
o

ry
 C

o
n

ce
n

tr
a

ti
o

n
; 

M
F

C
 -

 M
in

im
u

m
 F

u
n

g
ic

id
e

 C
o

n
ce

n
tr

a
ti

o
n

 

�
 -

 I
C

5
0
/I

S
 v

a
lu

e
s 

 i
n

 N
O

K
 c

e
ll

s.
 

*
 -

 I
C

5
0
/I

S
 n

o
t 

a
p

p
ly

 b
e

ca
u

se
 t

h
e

 M
IC

 a
n

d
 M

F
C

 v
a

lu
e

s 
a

re
 a

b
o

v
e

 6
2

.5
 m

g
/L

. 

*
*

 -
 I

C
5

0
/I

S
 n

o
t 

a
p

p
ly

 b
e

ca
u

se
 t

h
e

 M
IC

 a
n

d
 M

F
C

 v
a

lu
e

s 
a

re
 b

e
lo

w
 0

.1
2

 m
g

/L
. 

IC
5

0
: 

5
0

%
 i

n
h

ib
it

o
ry

 c
o

n
ce

n
tr

a
ti

o
n

. 
S

I:
 S

e
le

ct
iv

it
y

 i
n

d
e

x 
o

b
ta

in
e

d
 f

ro
m

 t
h

e
 r

e
la

ti
o

n
sh

ip
 b

e
tw

e
e

n
 t

h
e

 I
C

5
0

 (
N

O
K

) 
b

y 
M

F
C

 f
o

r 
e

a
ch

 f
u

n
g

i.
 

 


	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	EPÍGRAFE
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	SUMÁRIO
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE TABELAS
	LISTA DE ABREVIATURAS E SÍMBOLOS
	RESUMO
	ABSTRACT
	1. INTRODUÇÃO
	2. JUSTIFICATIVA
	3. OBJETIVOS
	4. MATERIAS E MÉTODOS
	5. RESULTADOS
	6. DISCUSSÃO
	CONCLUSÕES
	CONSIDERAÇÕES FINAIS
	REFERÊNCIAS
	ARTIGO CIENTÍFICO



