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RESUMO 

 

 

CHAMON JÚNIOR, Jorge Antonio. CARACTERIZAÇÃO DOS ISOLADOS CLÍNICOS 

DE CRYPTOCOCCUS SPP. E DETERMINAÇÃO DE SUA SENSIBILIDADE À 

ANTIFÚNGICOS E AO EXTRATO DE EUGENIA DYSENTERICA, 2016. Dissertação 

(Mestre em Ciências Farmacêuticas) - Faculdade de Ciências da Saúde, Universidade de 

Brasília, Brasília, 2016. 

 

 

Introdução: A criptococose vem assumindo um papel relevante dentre as infecções fúngicas 

oportunistas por ser considerada uma das micoses mais comuns nos indivíduos 

imunodeprimidos apresentando elevada morbidade e mortalidade, com cerca de 650.000 

mortes por ano em todo mundo. Esta doença é causada pelos fungos leveduriformes 

encapsulados Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii. O C. neoformans acomete 

pacientes imunocomprometidos, já  o C. gattii, vem se tornando um grave problema de saúde 

pública, pois é capaz de acometer pacientes imunocompetentes. Fato que promove ainda mais 

preocupação é o fato de existir escassos medicamentos antifúngicos disponíveis, que possuem 

elevada toxicidade e já apresentam resistência por mecanismos pouco elucidados. Diante 

destas circunstâncias, estratégias farmacológicas vem sendo estudadas e desenvolvidas, 

inclusive empregando extratos de plantas com potencial terapêutico. Neste sentido, o estudo 

do efeito antifúngico do extrato aquoso das folhas de Eugenia dysenterica (Mart.) DC sobre 

isolados de Cryptococcus spp foi realizado. 

Objetivos: Identificar isolados clínicos de Cryptococcus spp. por métodos clássicos, 

bioquímicos, manuais e automatizados, moleculares e por espectrometria de massa, visando 

caracterizá-los fenotipicamente e genotipicamente, e avaliar o perfil de susceptibilidade aos 

agentes antifúngicos convencionais e ao extrato aquoso bruto de Eugenia dysenterica. 

Materiais e métodos: Neste estudo, 20 isolados clínicos contendo Cryptococcus spp. foram 

submetidos a identificações microscópicas (tinta nanquim e hidróxido de potássio), provas 

bioquímicas manuais (assimilação de glicina, produção de urease e melanina), provas 

bioquímicas automatizadas, PCR-RFLP e espectometria de massa (MALDI-TOF). Além 

disso, foi realizado teste de suscetibilidade a antifúngicos convencionais e microdiluição em 

placa para o extrato aquoso de folhas de E. dysenterica. 

Resultados: A partir da diversas metodologias empregadas obtivemos a caracterização das 

espécies (12 C. neoformans e 8 C. gattii) e variantes (12 VNI e 8 VGII), assim como a 

presença de resistência aos antifúngicos usuais (3 casos de resistência a Anfotericina B). 

Além da demonstração do efeito antifúngico do extrato de E. dysenterica. 

Conclusão: Neste estudo, visualizou-se o predomínio da espécie C. neoformans VNI frente a 

C. gattii VGII, em consonância com os estudos já realizados e as informações 

epidemiológicas existentes, e que esta caracterização é fundamental para fins terapêuticos e 

de saúde pública, diante do quadro de limitação de tratamento e iminentes casos de 

resistências a antifúngicos. Além disso, fornece subsídios para que o extrato aquoso de E. 

dysenterica seja considerado a um forte canditado na elaboração de novos fármacos 

antifúngicos. 

 

Palavras chaves: Cryptococcus neoformans, Cryptococcus gattii, Eugenia dysenterica, 

atividade antifúngica 
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ABSTRACT 

 

CHAMON JÚNIOR, Jorge Antonio. CHARACTERIZATION OF THE CLINICAL 

ISOLATES OF CRYPTOCOCCUS SPP. AND DETERMINATION OF ITS SENSITIVITY 

TO ANTIFUNGS AND THE EXTRACT OF EUGENIA DYSENTERICA, 2016. Dissertation 

(Master in Pharmaceutical Sciences) - Faculty of Health Sciences, University of Brasília, 

Brasília, 2016. 

 

Introduction: Cryptococcosis has been playing an important role among fungal opportunistic 

infections, being considered one of the most common mycoses in immunocompromised 

individuals presenting high morbidity and mortality, with around 650,000 deaths per year 

worldwide. This disease is caused by the encapsulated yeast Cryptococcus neoformans and 

Cryptococcus gattii. C. neoformans affects immunocompromised patients, and C. gattii has 

become a serious public health problem since it is capable of injuring immunocompetent 

patients. A fact that promotes even more concern is the fact that there are few antifungal 

drugs available, which present high toxicity and are already resistant by poorly elucidated 

mechanisms. Facing these circumstances, pharmacological strategies have been studied and 

developed, including using plants with therapeutic potential in their extracts. In this sense, the 

study of the antifungal effect of the aqueous extracts of Eugenia dysenterica (Mart.) DC 

leaves on Cryptococcus spp isolates was performed. 

Objectives: To identify clinical isolates of Cryptococcus spp. by classical, biochemical 

manual and automated, molecular and mass spectrometry methods, aiming to characterize 

them phenotypically and genotypically. Added to this is the assessment of the susceptibility 

profile to the conventional antifungal agents and to the crude aqueous extract of Eugenia 

dysenterica. 

Materials and methods: In this study, 20 clinical isolates containing Cryptococcus spp. 

(Glycine assimilation, urease and melanin production), automated biochemical tests, PCR-

RFLP and mass spectrometry (MALDI-TOF) were performed. In addition, the antifungal 

susceptibility test and plaque microdilution for the aqueous extract of leaves of E. dysenterica 

were performed. 

Results: Based on the different methodologies used, we characterized the species (12 C. 

neoformans and 8 C. gattii) and variants (12 VNI and 8 VGII), as well as the presence of 

resistance to the usual antifungal agents (3 cases of resistance to Amphotericin B). In addition 

to demonstrating the antifungal effect of E. dysenterica extract. 

Conclusion: In this study, the prevalence of the C. neoformans VNI species in relation to C. 

gattii VGII was observed, in agreement with the studies already carried out and the existing 

epidemiological information, and that this characterization is fundamental for therapeutic and 

public health purposes, In view of the limitation of treatment and imminent cases of 

antifungal resistance. In addition, it provides subsidies for the aqueous extract of E. 

dysenterica to be considered a strong candidate in the development of new antifungal drugs. 

 

Key words: Cryptococcus neoformans, Cryptococcus gattii, Eugenia dysenterica, antifungal 

activity 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 O gênero Cryptococcus  

 

 O gênero Cryptococcus compreende fungos basidiomicetos, leveduriformes, 

encapsulados, embora existam formas acapsuladas ou deficientes em cápsulas, que 

apresentam tamanho entre 2 a 10 µm de diâmetro (COSTA, 2009). Em geral, suas células são 

compostas de cápsula, parede celular, membrana celular, núcleo e citoplasma com organelas 

como: corpúsculo de Golgi, mitocôndria, ribossomo, retículo endoplasmático e vacúolo 

(Figura 1) (NAYAK et al., 2010).  

 

 

Figura 1 - Estrutura celular de levedura do gênero Cryptococcus  
Fonte: Adaptado de NAYAK et al., 2010 

 

Existem cerca de 40 espécies de Cryptococcus, sendo a grande maioria de vida livre. 

As espécies patogênicas infectam mamíferos, aves e insetos, causando infecções sistêmicas e 

cutâneas. Dentre estas espécies destacam-se duas de grande impacto clínico: Cryptococcus 

neoformans e Cryptococcus gattii (ELLIS & PFEIFFER, 1990; SORRELL, 2001).  

Em relação ao C. neoformans, sabe-se que é um fungo cosmopolita e responsável pela 

maioria das infecções criptocócicas em indivíduos imunocomprometidos, sejam pacientes 

com Sindrome da Imudeficiência Adquirida (AIDS), aqueles submetidos a terapias 

imunossupressoras, transplantados, com doenças linfoproliferativas e desnutridos 
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(FERNANDES et al., 2000; DARZÉ et al., 2000; COGLIATI, 2013; RIVERA et al., 2015; 

GUTCH et al., 2015).  

Os principais reservatórios do C. neoformans são fezes de pombos e de outras aves, 

troncos ocos de diferentes espécies de árvores e guano (fezes de morcego acumuladas e 

empregadas como fertilizante), o que torna este fungo extremamente disseminado em 

diferentes tipos de ambientes (NWEZE et al., 2015). 

No que se refere ao C. gattii, caracteriza-se como um fungo endêmico para as regiões 

tropicais e subtropicais, sendo responsável por até 80 % das infecções criptocócicas em 

hospedeiros imunocompetentes (KWONG-CHUNG & BENNETT, 1992; SORRELL, 2001; 

SMITH & KAUFFMAN, 2012; PAULA et al., 2014), representando grave problema de saúde 

pública (CASADEVALL & PERFECT, 1998; TRILLES et al., 2008). 

C. gattii também apresenta nicho ecológico bastante diversificado, podendo estar 

presentes em troncos de árvores em decomposição, solo, água doce e salgada (KIDD et al., 

2007; DATTA et al., 2009; BYRNES et al., 2009a; WALRAVEN et al., 2011). Entre as 

árvores em que há a presença de C. gattii destacam-se o Eucalyptus spp. (eucalipto), Abies 

spp. (abeto),  Acer spp. (bordo), Alnus glutinosa (amieiro),  Cedrus spp. (cedro), Pinus spp. 

(pinheiro) e Quercus spp. (carvalho) (SPRINGER & CHATURVEDI, 2010), e em algumas 

espécies de cactos (LOPERENA-ALVAREZ et al., 2010).  

No Brasil, a presença do C. neoformans ocorre em todas as regiões do país, divergindo 

em relação ao C. gattii, que se comporta como patógeno principalmente nas regiões Norte e 

Nordeste do país (TRILLES et al., 2008).  

 Outras espécies são raramente identificadas incluindo C. laurentii, C. albidus, C. 

uzbekistanensis, C. adeliensis, C. curvatus, C. magnus, C. humicolus, C. luteolus, C. 

macerans, C. flavescens e C. uniguttulatus (PEDROSO et al., 2007; LEITE JR et al., 2012). 

 

1.2 Aspectos taxonômicos 

 

O gênero Cryptococcus apresenta características genotípicas, epidemiológicas e 

genéticas que possibilitam classificá-lo em variedades, sorotipos e genótipos moleculares 

(ENANCHE-ANGOULVANT et al., 2007; BOVERS et al., 2008; HUSTON & MODY, 

2009). Observa-se que C. neoformans apresenta duas variedades, var. grubii (sorotipo A) e 

var. neoformans (sorotipo D), podendo haver um híbrido (sorotipo AD), já o C. gattii inclui 
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sorotipos B e C (FRANZOT  et al., 1997; MEYER et al., 2009; TELLO, et al., 2013; 

NÁGARAJHA SELVAN et al., 2014).  

Com os avanços em estudos moleculares permitiu-se uma classificação mais 

detalhada, dividida em nove genótipos moleculares. O C. neoformans var. grubii classificado 

em VNI, VNII e VNB, o C. neoformans var. neoformans em VNIV, o híbrido em VNIII, C. 

gattii em VGI, VGII, VGIII, VGIV e VGV (LEVITZ & BOEKHOUT, 2006; ENANCHE-

ANGOULVANT et al., 2007).  

O incremento de análises filogenéticas possibilita inferir que o C. gattii difere-se do C. 

neoformans em cerca de 37 milhões anos. Além disso, sugere que a var. grubii e a var. 

neoformans possuem uma diferença de aproximadamente 19 milhões de anos, conforme 

cálculos com base na média ponderada de divergência entre o aparecimento de dois genes 

codificadores de proteínas (XU et al., 2000; MARRA et al., 2004). 

A junção de técnicas filogenéticas e de biologia molecular como Multilocus Sequence 

Typing (MLST), Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP), PCR fingerprint e 

Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) permite a confecção de uma 

proposta, ainda que controversa, de alteração de nomenclatura das espécies atuais, criando a 

perspectiva de novas espécies como C. deneoformans, C. bacilliisporus, C. deuterogattii, C. 

tetragattii e C. decagattii, além de associações entre espécies e formas híbridas, Cryptococcus 

deneoformans x Cryptococcus gattii híbrido, Cryptococcus neoformans x Cryptococcus gattii 

híbrido e Cryptococcus deneoformans x Cryptococcus deuterogattii híbrido (Tabela 1) 

(HAGEN et al., 2015; NYAZIKA et al., 2016). 
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Tabela 1 – Espécies atuais e propostas para o complexo C. gattii e C. neoformans  

Nomenclatura da 

espécie atual 

Clados obtidos por MLST / 

Genótipos obtidos por AFLP 

PCR-fingerprint / 

Genótipos obtidos por 

RFLP 

Nomenclatura da espécie 

proposta 

Cryptococcus 

neoformans var. grubii 

Clado F, AFLP1 VNI 

 

Cryptococcus neoformans 
Clado G, AFLP1A/VNB 

 

VNII 

Clado H, AFLP1B VNII 

Cryptococcus 

neoformans var. 

Neoformans 

Clado I, AFLP2 VNIV Cryptococcus deneoformans 

Cryptococcus 

neoformans híbrido 

 

AFLP3 

 

VNIII 

Cryptococcus neoformans x 

Cryptococcus deneofromans 

híbrido 

Cryptococcus gattii 

Clado D, AFLP4 VGI Cryptococcus gattii 

Clado C, AFLP5 VGIII Cryptococcus bacilliisporus 

Clado A, AFLP6 VGII Cryptococcus deuterogattii 

Clado E, AFLP7 VGIV Cryptococcus tetragattii 

Clado B, AFLP10 VGIV/GIIIc Cryptococcus decagattii 

Cryptococcus 

neoformans var. 

neoformans x 

Cryptococcus gattii 

AFLP4/VGI híbrido 

AFLP8                        
Cryptococcus deneoformans 

x 

Cryptococcus gattii híbrido 

Cryptococcus 

neoformans var. grubii x 

Cryptococcus gattii 

AFLP4/VGI híbrido 

 

AFLP9 
 Cryptococcus neoformans x 

Cryptococcus gattii híbrido 

Cryptococcus 

neoformans var. 

neofromans x 

Cryptococcus gattii 

AFLP6/VGII híbrido 

 

AFLP11 
 

Cryptococcus deneoformans 

x 

Cryptococcus deuterogattii 

híbrido 

Fonte: Adaptado de HAGEN et al., 2015 

 

1.3 Fatores de virulência 

 

O gênero Cryptococcus apresenta inúmeros fatores de virulência, dos quais se 

destacam a habilidade de crescer a 37 °C, a presença de cápsula, produção de melanina, 

urease, fosfolipase e proteases (STEENBERGEN & CASADEVALL, 2003; PEDROSO et al., 

2009; LIN, 2009; DOERING, 2009; EISENMAN & CASADEVALL, 2012; PAULA, et al., 

2014; LEV et al., 2016). Estes fatores são alvos de muitos estudos que visam identificar quais 

genes estão envolvidos no processo de virulência (OKABAYASHI et al., 2007; ROSA e 
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SILVA et al., 2008) e são significativos para a determinação do grau de patogenicidade, assim 

como as características e estado imunológico do hospedeiro (REOLON et al., 2004). 

A capacidade do Cryptococcus spp. em se desenvolver a 37 °C ou de ter 

termotolerância é fundamental, isso possibilita o crescimento e a multiplicação destes fungos 

à temperatura corporal dos mamíferos, entre 37 a 39 ºC (KWON-CHUNG & BENNETT, 

1992; CASADEVALL & PERFECT, 1998; BARBOSA JÚNIOR et al., 2013). 

A cápsula polissacarídica geralmente é composta por três componentes: manoproteína, 

galactoxilomanana e glucuronoxilomanana (GXM). A GXM é um polímero de alto peso 

molecular, responsável por cerca de 90 % em massa, da constituição da estrutura capsular 

(STEENBERGEN et al., 2003). Esta estrutura confere uma morfologia única em relação a 

outras leveduras patogênicas, que irá proteger o fungo, dificultando a apresentação de 

antígenos para as células T, diminuindo a resposta imunológica do hospedeiro. Esta cápsula 

reduz a fagocitose, prejudicando a ação leucocitária, além de impedir a ligação dos receptores 

do sistema complemento aos leucócitos (COEJAERTS, 2006; PEDROSO, 2008). 

A presença de melanina é importante para o fungo por atuar como um antioxidante, 

protegendo-o da destruição intracelular por células fagocíticas. Além disso, a produção de 

melanina impede a ação do fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) produzido por macrófagos 

ativados (WONG et al., 1990; CHATURVEDI et al., 1996; DOLANDES FRANCO, 2001). 

Por essas propriedade a melanina promove a resistência a radiação ultravioleta, a diminuição 

da susceptibilidade para anfotericina B e a resistência a agentes oxidantes (WANG & 

CASADEVALL, 1994; WANG et al., 1995; SALAS et al, 1996; BARBOSA JÚNIOR et al., 

2013).  

A enzima urease é codificada pelo gene Ure1 e é secretada pelo fungo durante os 

quadros patológicos. Esta enzima participa do processo de interação patógeno-hospedeiro, 

aumentando o pH, favorecendo principalmente a infecção pulmonar e a invasão do sistema 

nervoso central (SNC) por via hematogênica (COX et al., 2000; OLSZEWSKI et al. 2004; 

REOLON et al., 2004; PEDROSO, 2008). 

As fosfolipases e proteinases são consideradas fatores de virulência em leveduras em 

geral (BUCHANAN & MURPHY, 1998; PESSOA et al, 2012) sendo relacionadas à invasão 

fúngica no sistema imunológico do hospedeiro, favorecendo a disseminação hematogênica e o 

acometimento das meninges (SANTANGELO et al, 1999; PESSOA et al, 2012). As 

fosfolipases em especial podem provocar desestabilização de membranas celulares, podendo 

causar lise e liberação de componentes lipídicos (GHANNOUM, 2000). 
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1.4 Aspectos morfobioquímicos 

 

Cryptocococcus spp. configura-se como levedura haploide, capsulada, ovalada, 

arredondada ou elipsoide medindo entre de 2 a 10 µm de diâmetro (Figura 2), com a 

possibilidade de apresentar brotamento único ou múltiplo (KWON-CHUNG & FELL, 1987; 

LACAZ et al., 2002; FAGANELLO et al,, 2006; NAYAK et al., 2010).  

            Em ágar Sabouraud as colônias são mucoides, brilhantes, com margem lisa e inteira, e 

com a cor entre o branco e o creme (FRIES et al., 2001). O ágar Níger ou ágar staib também 

pode ser utilizado, e quando há crescimento, as colônias são marrons, devido a produção de 

melanina, característica marcante do C. neoformans e C. gatti, (JACOBSON, 2000; 

PEDROSO et al., 2007; YAMAMURA, et al., 2013). Entretanto pode haver colônias não 

produtoras de melanina, chamadas cepas albinas (MANDAL et al., 2007). 

Sobre os aspectos bioquímicos,  C. neoformans e C. gattii não fermentam 

carboidratos, mas assimilam por mecanismo oxidativo a glicose, maltose, sacarose, galactose, 

trealose, melizitose, D-xilose, L-raminose, sorbitol, manitol, dulcitol, D-manitol, α-metil-de-

glicosídeo, salicina, inositol e frutose.  Também hidrolisam a uréia, por ação da urease e 

produzem fosfolipases e proteases (DE HOOG et al., 2000; CASALI et al., 2003; CAMPOS E 

BARONI, 2010). 

A detecção da enzima urease é realizada utilizando-se meio uréia-ágar-base, no qual 

se observa a hidrólise da uréia e produção de amônio, aumentado o potencial hidrogeniônico 

(pH) e fornecendo uma coloração rósea intensa (ARAÚJO JÚNIOR et al, 2015).  
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Figura 2 - Forma celulares de Cryptococcus spp.  

Estrutura esquemática de Cryptococcus spp. em brotamento (A) e Cryptococcus spp. em brotamento 

visualizado em tinta nanquim (B)  
Fonte: Adaptado de ZARAGOZA et al., 2006; LOURENÇO, 2015  

 

1.5 Criptococose 

 

 A criptococose, também chamada de torulose, doença de Busse-Buschke e 

blastomicose européia, vem assumindo um papel relevante dentre as infecções fúngicas 

oportunistas por ser considerada uma das micoses mais comuns nos indivíduos 

imunodeprimidos (DARZÉ et al., 2000; LOCKHART et al., 2013). O impacto desta doença é 

extremamente significativo, apresentando elevada morbidade e mortalidade, sendo 

evidenciado em populações com acesso limitado aos serviços de saúde, acarretando cerca de 

650.000 mortes por ano em todo mundo (PARK et al., 2009; HAYNES et al., 2011; 

TEODORO et al., 2013; PERFECT, 2013; MCCLELLAND et al., 2013; WANG et al., 2015; 

NYAZIKA et al., 2016). 

 O C. neoformans e C. gattii são as espécies que geralmente causam a criptococose, 

doença de impactante associação com pacientes portadores da Síndrome da Imunodeficiências 

Adquirida (Acquired Immune Deficiency Syndrome – AIDS), principalmente na África 

subsaariana e no sudeste da Ásia, áreas com alta incidência de infectados com o Vírus da 

Imunodeficiência Humana (Human Immunodeficiency Virus - HIV) (PARK et al., 2009; 

ASSOGBA et al., 2015; COGLIATI et al., 2016). Entretanto, atualmente a doença cada vez 

mais é encontrada em pacientes não infectados por HIV, como indivíduos com neoplasias 

https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjO-4q4ipnPAhUEC5AKHT1WAfMQFggiMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.ihv.org%2Feducation%2FAIDS.html&usg=AFQjCNHdRnPRSG-KbI3xX1dx77Y6p_SDaA&sig2=qFE8Wxgk34OJmfleu2x_ZA&bvm=bv.133178914,d.Y2I
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hematológicas, transplantados de órgãos e com doenças autoimunes (BRATTON et al., 2012; 

SANCHINI et al., 2014; HENAO-MARTÍNEZ & BECKHAM, 2015). 

 A criptococose é contraída pela inalação de partículas infecciosas, sejam esporos, 

estruturas fúngicas secas e/ou células de levedura em aerossol (ZAITZ et al., 2010; NASSER 

et al., 2011; LEV et al., 2015). Nos pulmões permanecem latentes até a ocorrência de alguma 

falha do sistema imunológico, havendo ativação e disseminação para o SNC, pele, ossos, 

articulações, olhos e coração (PAL & DAVE, 2006; PANTOJA et al., 2006; COSTA et al., 

2014).    

 Inicialmente ocorre infecção pulmonar, com possibilidade de cursar com quadro de 

pneumonia (NAYAK et al., 2010). Com a predileção do fungo pelo SNC, a 

meningoencefalite instala-se (TSENG et al., 2013; COLOMBO & RODRIGUES, 2015), 

podendo ocorrer mais raramente trombose do seio venoso cerebral (SENADIM et al., 2016). 

 A presença do Cryptococcus spp. ainda pode culminar com a criptococemia e a 

produção de biofimes em dispositivos médicos, como cateteres, fístulas e próteses de válvulas 

cardíacas, devido sua disseminação hematogênica (MARTINEZ & CASADEVALL, 2015; 

BENADUCCI et al., 2016). 

 Em 10 a 15 % dos casos de criptococose sistêmica ocorrem lesões cutâneas, que 

raramente são oriundas de inoculação primária na pele. Em situações mais graves pode haver 

necrose cutânea (BIVANCO, et al., 2006; LIU, et al., 2015; JACKSON & HERRING, 2015). 

   

1.6 Diagnóstico laboratorial 

 

O diagnóstico laboratorial da criptococose pode ser feito a partir de uma grande 

variedade de espécimes clínicos, como: líquor, urina, fragmentos de tecido, aspirados de 

lesões cutâneas, sangue, escarro e lavado bronco-alveolar (MEZZARI et al., 2013). 

A identificação de fungos do gênero Cryptococcus pode ser feita por microscopia, 

cultura, provas bioquímicas manuais e automatizadas, sorologia, espectrometria de massa, 

técnicas moleculares e testes histológicos (MITCHELL & PERFECT, 1995; AMARO, 2006; 

POSTERARO, et al., 2012). 

A microscopia possibilita a visualização de leveduras encapsuladas (Figura 3) após 

preparação do espécime clínico com tinta da China, nigrosina, nanquim ou nankin, a qual 

permite a visualização nítida de um halo claro em torno da célula, que representa a cápsula 

não corada (NAMIQ et al., 2005; MENDES, 2009; XAVIER, et al., 2009). Além disso, pode 
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ser utilizado o reagente branco de calcoflúor (CFW) para visualização do aspecto 

leveduriforme em microscópio de fluorescência (HARRINGTON & HAGEAGE, 2003; 

GALANIS et al, 2009). 

 

 
Figura 3 - Técnica de microscopia ótica para visualização de Cryptococcus spp.    

Cryptococcus spp. visualizados em tinta da China (A) e Cryptococcus spp. visualizados em 

fluorescência após preparação com CFW (B)  
Fonte: Adaptado de HARRINGTON & HAGEAGE, 2003; NASSER et al., 2011 

 

 O isolamento de Cryptococcus spp.. pode ser feito em meios de cultura como ágar 

Sabouraud. Além disso é utilizado o ágar Níger para a caracterização da produção de 

melanina e ágar à base de L-canavanina, glicina e azul de bromotimol (CGB), que apresenta 

coloração diferente utilizada na diferenciação entre as espécies C. neoformans e C. gattii 

(GALANIS, et al, 2009; KLEIN et al., 2009; PEREIRA & BARROS, 2012; MORA et al., 

2015). 

As colônias em ágar Sabouraud crescem com aspecto superficial brilhante, liso, com 

consistência cremosa a mucoide, coloração branca a bege. No ágar Níger, as colônias 

apresentam coloração marrom claro a marrom escuro (Figura 4), devido a produção de 

melanina (SANTOS et al., 2009; FARIA et al., 2010). 
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Figura 4 - Colônias de Cryptococcus spp. em meios de cultivo 

Em ágar Sabouraud (A) e colônias de Cryptococcus neoformans em ágar Níger (B) 
Fonte: Adaptado de GOMES et al., 2010; NASSER et al, 2011 

 

No ágar CGB (Figura 5), quando há crescimento significa que as colônias são 

canavanina resistentes e capazes de utilizar a glicina como uma única fonte de carbono, 

provocando a cor azul, o que é indicativo de C. gattii. Quanto ao C. neoformans, este é 

sensível à canavanina e não utiliza a glicina como uma única fonte de carbono, não havendo 

crescimento e alteração de coloração (BYRNES et al., 2009b). 

 

 
Figura 5 - Crescimento de Criptococcus spp. em ágar CGB 

C. gattii (A) e C. neoformans (B) em ágar CGB 
Fonte:  Adaptado de KLEIN et al., 2009 

 

As provas bioquímicas utilizadas em rotina laboratorial consistem na realização do 

teste manual da urease (Figura 6) ou a partir  de testes automatizados, que podem analisar 
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simultaneamente uma série de compostos, inclusive a urease, como: glicose, L-sorbose, 

galactose, D-ribose, D-xylose, L-arabinose, D-arabinose, L-ramnose, salicina, melibiose, 

sacarose, alfa-metila-D-glucósido, o inositol, a maltose, trealose, celobiose, lactose, rafinose, 

D-Glucitol, ribitol, eritritol, glicerol, melezitose, D-manitol, galactitol, D-L-ácido láctico e 

ácido succínico (ST GERMAIN & BEAUCHESNE, 1991; SOUZA et al., 2001; MASSONET 

et al., 2004; MELHEM et al., 2013). 

 

 

Figura 6 - Identificação bioquímica de Cryptococcus spp. em meio ureia-ágar-base  

No tubo A há produção de urease (reação positiva) e no tubo B não há produção (reação negativa) 

 

 Ainda é possível a realização de testes sorológicos, já que, durante a infecção por 

Cryptococcus spp., há a presença de antígenos capsulares polissacarídicos solúveis em fluidos 

corporais, como soro e Líquido Cefalorraquidiano (LCR), e podem ser detectados com a 

utilização de anti-soro específico em técnicas distintas como aglutinação em látex, Enzyme-
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linked Immunosorbent Assay (ELISA), imunodifusão radial e imunocromatografia 

(QUEIROZ et al., 2008; SEVERO et al., 2009). 

 Outra metodologia empregada na identificação é a espectrometria de massa do tipo 

Matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF), 

uma importante tecnologia, que vem revolucionando a prática da microbiologia como um 

todo (MARTINY et al., 2012), a partir da análise dos padrões de proteínas. As colônias 

isoladas e puras de Cryptococcus spp. são adicionados a uma matriz polimérica formando 

uma mistura, que é aplicada a um suporte. Este é irradiado com laser, havendo ionização e 

condução dos íons para o tubo do espectrômetro de massa, com posterior cálculo do tempo de 

vôo e separação a partir da carga e massa, formando espectros de proteínas características 

para cada micro-organismo (MCTAGGART et al., 2011; DE CAROLIS et al., 2014). 

 Os métodos moleculares representam potenciais ferramentas de diagnóstico, por 

apresentarem alta especificidade, no entanto, o uso destes métodos na rotina clínica 

laboratorial é limitado, devido à falta de padronização, difícil validação e expertise elevada 

exigida por parte dos profissionais envolvidos (ARVANITIS et al., 2014).  

 Vários procedimentos têm sido propostos para detectar e diferenciar espécies de 

Cryptococcus, incluíndo métodos de hibridação de ácidos nucleicos (SAMBROOK et al. 

1989; SPITZER & SPITZER, 1992) e técnicas baseadas na reação em cadeia da polimerase 

(PCR), como: PCR multiplex que se fundamenta no uso de primers específicos para a 

amplificação de regiões conservadas; PCR nested que utiliza pares de primers para 

amplificação do DNA (NEPPELENBROEK et al., 2014); PCR em tempo real (qPCR), que 

requer uma única corrida sem a necessidade de gel de ágarose para a análise, utilizando-se a 

amostra primária, minimizando-se as chances de contaminação (VERON et al., 2009); RFLP 

que baseia-se na caracterização de sítios de restrições (PINCUS et al., 2007); AFLP, que 

consiste em uma amplificação seletiva a partir de fragmentos de restrição do material 

genômico e MLST, que é uma tipagem de sequência multilocus (BOEKHOUT et al., 2001; 

LATOUCHE et  al., 2003). 

Outros exames a serem realizados em menor escala são os histopatológicos para 

visualização do micro-organismo, nos quais, os cortes histológicos podem ser corados por 

hematoxilina-eosina, mucicarmim de Meyer, ácido periódico Schiff (PAS), método de 

Gomori-Grocott e Fontana-Masson (LAZERA et al., 2004; PEDROSO & CANDIDO, 2006).  
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1.7 Tratamento 

 

 No tratamento da criptococose, a escolha do antifúngico está relacionada ao sítio de 

infecção e as características imunológicas do paciente (SEVERO et al., 2011). Os agentes 

antifúngicos disponíveis para o tratamento, correspondem a anfotericina B e sua diferentes 

formulções (poliênicos); fluconazol (triazólico) e 5-fluorocitosina ou flucitosina (análogos de 

pirimidina) (ZAITZ et al., 2010; MCCARTY & PAPPAS, 2015). 

  Em função de suas toxicidades aguda e crônica existentes e na tentativa de melhorar 

sua eficácia terapêutica, diferentes formulações de anfotericina B vem sendo desenvolvidas e 

estão atualmente disponíveis como a anfotecina B liposomal ou lipossômica, complexo 

lipídico de anfotericina B e dispersão coloidal de anfotericina B (DORA & SOUZA, 2005; 

GOVENDER et al., 2013). 

 Este agente antifúngico interage de forma específica com o ergosterol, constituinte da 

parede celular fúngica, e leva à formação de poros através das membranas lipídicas 

(FILIPPIN & SOUZA, 2006), os poros formados danificam a membrana e alteram a 

permeabilidade celular, promovendo o extravasamento de componentes citoplasmáticos e 

posteriormente a morte celular (BAGINSKI & CZUB, 2009).  

  Entretanto, formas de resistências a este antifúngico sugerem que as possíveis causas 

de resistência à anfotericina B podem estar relacionadas à ausência total de ergosterol na 

membrana fúngica e a presença de estruturas diferentes do ergosterol, que impossibilitam a 

ligação com os poliênicos (MORACE et al., 2014). 

 Os triazólicos apresentam atividade fungicida ou fungistática baseada na inibição da 

esterol-14-α-desmetilase, prejudicando a síntese do ergosterol na membrana citoplasmática e 

levando ao acúmulo de 14-α-metilesteróis, que não possuem a mesma forma e propriedades 

físicas que o ergosterol. Com isso ocorre a formação de uma membrana alterada, que não 

desempenha as funções exigidas para o desenvolvimento do fungo (BERGOLD & 

GEORGIADIS, 2004). Os triazólicos apresentam a vantagem de causar menos reações 

adversas do que a anfotericina B, entretanto possuem menor potência. Contudo, a sua 

utilização excessiva ocasionou o aparecimento de formas de resistência em espécies até então 

suscetíveis (SANTOS, et al., 2014). Essas formas de resistência podem ser explicadas por 

mecanismos de indução de bombas de efluxo, que levam à diminuição da concentração da 

droga antifúngica no alvo terapêutico (SANGUINETTI et al., 2015); de inibição e/ou 

superexpressão do gene ERG11, reduzindo a afinidade entre os azólicos e os sítios 
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enzimáticos específicos (MORACE et al., 2014); e de mutação do gene ERG3, que impede a 

conversão do 14-α-metil-3,6-diol para 14-α-metilfecosterol com a substituição do ergosterol 

por fecosterol, bloqueando a ação do antifúngico na membrana (CARRILLO-MUÑOZ et al., 

2006). 

 A flucitosina ou 5-fluorcitosina (5-FC) é uma alternativa terapêutica que promove 

efeitos fungistáticos e fungicidas sobre diversos gêneros, como Cryptococcus, Candida e 

Aspergillus. A flucitosina é uma pirimidina que após sua administração transforma-se, dentro 

da célula fúngica, em 5-fluoruracil e depois em 5-fluordesoxiuridina. Esse último comporta-se 

como um antimetabólito que interfere na biossíntese normal dos ácidos nucléicos e 

nucleotídeos fundamentais para o desenvolvimento do fungo. Tal fármaco é absorvido por via 

digestiva, distribuindo-se e atigindo o SNC e o LCR, (GHANNOUM & RICE, 1999; 

MORACE et al., 2014), podendo ser usado de maneira sinérgica com anfotericina B, para 

pacientes com infecções fúngicas sistêmicas (FLEVARI et al., 2013), entretanto deve se levar 

em consideração seu efeito mielotóxico. 

 Os mecanismos de resistência para 5-FC baseiam-se nas múltiplas enzimas 

intracelulares requeridas para a sua ação como a mutação ou perda da atividade da permease 

codificada pelo gene FCy2; modificação na enzima citosina deaminase codificada pelo gene 

FCy1 e alteração na enzima UMP-pirofosforilase, codificada pelo gene FUR1 

(CHAPELAND-LECLERC et al., 2005). 

 Contudo, a aplicação de metodologias que permitam a determinação das diversidades 

genômicas das espécies de Cryptococcus spp. e a investigaçãode mecanismos de virulência 

associados a estas espécies tem aumentado, com propósito de identificar novos alvos 

terapêuticos no combate da criptococose (BAHN & JUNG, 2013).  

A partir dessas informações percebe-se que o número de opções terapêuticas 

disponíveis é bastante limitado frente a gravidade e relevância da criptococose para a saúde 

pública. Soma-se a isso os efeitos colaterais associados a anfotericina-B e 5-flurocitosina e o 

aparecimento de resistência clínica ao uso de triazólicos ou com Concentração de Inibição 

Mínima (CIM) elevada, que dificultam cada vez mais as possibilidades de tratamento 

(FRIESE et al., 2001; ESPINEL-INGROFF et al., 2012a). 

As falhas no tratamento também podem estar associadas a atrasos e erros no 

diagnóstico, assim como a falta de antifúngicos nas unidades hospitalares (BICANIC et al., 

2007; DROMER et al., 2008; NUCCI & PERFECT, 2008). 
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 Diante destas circunstâncias, estratégias farmacológicas vêm sendo utilizadas, 

representadas pela produção de novas formulações de antifúngicos, combinações terapêuticas 

entre os antifúngicos disponíveis e também terapias alternativas usando princípios ativos 

obtidos de fontes naturais, materiais sintéticos e materiais poliméricos (SPAMPINATO & 

LEONARDI, 2013). 

  

1.8 Eugenia dysenterica (Mart.) DC  

 

Eugenia dysenterica (Mart.) DC é uma espécie vegetal pertencente à família 

Myrtaceae, utilizada como fonte de alimento e para fins medicinais. É uma arvore frutífera 

que está distribuída em toda a extensão do cerrado, incluindo várias unidades federativas 

brasileiras, predominando na Bahia, Distrito Federal, Goiás, Maranhão, Mato Grosso, Mato 

Grosso do Sul, Minas Gerais, Pará, Piauí, São Paulo e Tocantins (LORENZI et al., 2002; 

BRITO et al., 2003; MAZUTI SILVA et al., 2015).  

Stenocalyx dysenterica, Stenocalyx dysentericus (Mart. Ex DC.) Berg e Myrtus 

dysenterica Mart são consideradas sinonímias botânicas (ALMEIDA et al., 1998). Já cagaita e 

cagaiteira são nomes populares que fazem referência ao efeito laxativo vinculado ao seu fruto 

(OLIVEIRA et al., 2012). 

Visualmente, sua árvore quando adulta pode chegar a 8 metros de altura, 15 metros de 

amplitude e uma copa de 8 metros. A copa é alongada e densa, com ramos quadrangulares e 

glabros. Os botões, pedicelos, ramos jovens e folhas são dotados de diminutos pelos 

(MARTINOTTO et al., 2008).  

As flores são brancas (Figura 7- A), odorizadas, solitárias, tretâmeras ou pentâmeras, 

dialipétalas e dialisépalas, elípticas; com cerca de 2 cm de diâmetro; possui muitos estames, 

apresentando estilite filiforme e estigma simples (PINA, 2008; FARIA JÚNIOR, 2010).  

As folhas são descritas como membranáceas, de tamanho estimado entre 3 a 14 cm de 

comprimento e cerca de 1 a 8 cm de largura, aromáticas, simples, oposta-cruzadas, ovada-

elípticas e elípticas a oblongo-elípticas (SILVA et al., 2001). 

Os frutos são de coloração verde quando jovens e amarelo quando maduros (Figura 7 -

B). Apresentam casca fina e são considerados frutos do tipo baga, de formato globoso e 

levemente achatado. São suculentos, carnosos, brilhantes, com cerca de 90 % de água e de 

sabor acidificado e ímpar (PROENÇA & GIBBS, 1994; CAMILO et al., 2014). 
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Figura 7. Flores (A) e frutos (B) de Eugenia dysenterica 
Fonte: Adaptado de DUBOC & GUERRINI, 2007 

 

Em relação aos constituintes químicos percebe-se uma grande variedade, nos quais 

destacam-se taninos, flavonoides, terpenos e saponinas no extrato etanólico de folhas de 

cagaita (CECÍLIO et al., 2012). Em frutos foram encontrados ácido gálico, compostos 

fenólicos (catequinas e procianidinas) e carotenóides. Além destes, em óleos essenciais foram 

encontradas substâncias como: β-cariofileno, α-humuleno, limoneno, α-tujeno, α-terpineol e 

óxido de β-cariofileno, α-pineno, (Z)-β ocimeno, (E)-β-ocimeno, e γ-cadineno (COSTA et al., 

2000; DUARTE et al., 2010; SOUSA et al., 2012). 

 As atividades biológicas dos extratos de folhas de E. dysenterica apresentam 

propriedades antidiarréica (LIMA et al., 2011), antioxidante, gastroprotetora associada à 

inibição da produção de ácido clorídrico (PRADO et al., 2014), atividades antiviral 

(CECÍLIO et al., 2012), inibitória em relação α-amilase e α-glucosidase (SOUSA et al., 2012) 

e antifúngica (COSTA et al., 2000).  

 A atividade antifúngica evidenciada por Costa e cols. (2000) demostrou que óleos 

essenciais de E. dysenterica foram ativos contra oito cepas de Candida albicans, 35 cepas de 

C. neoformans e duas de C. gattii, na qual, o resultado mais significativo foi contra as cepas 

de Cryptococcus. Em estudo recente do nosso grupo, Correia e cols. (2016) também 

mostraram alto efeito inibitório de extrato aquoso de folhas E. dysenterica contra espécies de  

Candida não albicans, entre elas C. parapsilosis, C. guillermondii, C. krusei, C. tropicalis e 

C. famata. Tendo em vista o potencial antifúngico de E. dysenterica contra micro-

organismos fúngicos e diante das poucas opções terapêuticas convencionais e dos seus 

elevados grau de toxicidade, e o fato de nem sempre haver resolutividade nos tratamentos de 

criptococose, a procura por produtos oriundos de plantas medicinais apresenta-se como 

relevante realidade, que deve ser melhor estudada.  

A B 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

 Identificar isolados clínicos de Cryptococcus spp, demonstrando as características 

fenotípicas e genotípicas das diferentes espécies e avaliar o perfil de susceptibilidade aos 

agentes antifúngicos convencionais e ao extrato aquoso bruto de Eugenia dysenterica. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

 Identificar espécies de Cryptococcus spp., por métodos clássicos morfológicos e 

bioquímicos.  

 Confirmar a identificação das espécies de Cryptococcus spp através do gene URA5 

utilizando método molecular PCR-RFLP.  

 Verificar a acurácia da técnica de espectrometria de massas Matrix Assisted Laser 

Desorption Ionization Time-of-flight (MALDI-TOF) para identificação das espécies de 

Cryptococcus spp. 

 Determinar o perfil de susceptibilidade de Cryptococcus spp. frente à antifúngicos 

comerciais. 

 Testar extrato bruto de Eugenia dysenterica contra Cryptococcus spp. por método de 

Concentração Inibitória Mínima (CIM). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Caracterização microbiológica 

 

3.1.1 Amostras 

 

Foram analisados 20 isolados de Cryptococcus spp. provenientes de cultivo de líquido 

cefalorraquidiano (LCR) (n=15), sangue (n=2), lavado broncoalveolar (n=1), fragmento de 

pele (n=1) e aspirado traqueal (n=1), oriundos de pacientes com suspeita de micose sistêmica, 

atendidos nas unidades de saúde da rede pública do Distrito Federal. O processamento das 

amostras biológicas foi realizado pelo Laboratório de Micologia do Núcleo de Parasitologia e 

Micologia (NPM) do Laboratório Central de Saúde Pública do Distrito Federal (LACEN-DF). 

Este estudo foi aprovado pelo parecer nº 1.385.224 do Comitê de Ética em Pesquisa da 

Faculdade de Ciências da Saúde da Universidade de Brasília (CEP/FS-UnB) (ANEXO 1). 

 

Tabela 2 – Isolados clínicos de pacientes com suspeita de micoses sistêmicas 
Amostras biológicas Número % 

Líquido cefalorraquidiano 15 75 

Sangue 2 10 

Lavado broncoalveolar 1 5 

Fragmento de pele 1 5 

Aspirado traqueal 1 5 

Total 20 100 

 

3.1.2 Exame direto   

 

A presença de Cryptococcus spp. nas amostras de LCR foi detectada por microscopia 

óptica com aumento de 400 X, por meio de montagem em lâmina com tinta nanquim, que 

permitiu a visualização da cápsula, devido a exclusão do corante, formando área clara ao 

redor da célula leveduriforme oriundas de LCR. Para as outras amostras biológicas, sangue, 

lavado broncoalveolar, fragmento de pele e aspirado traqueal, as células leveduriformes foram 

detectadas utilizando solução de hidróxido de potássio (KOH) a 20 %, como reagente digestor 

e clarificante (ZAITZ et al., 2010; LARONE, 1995). 
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3.1.3 Isolamento fúngico  

 

A obtenção dos isolados foi feita a partir de cultivos das amostras biológicas a 25 ºC 

(± 2 ºC) em tubos de ágar Sabouraud dextrose com cloranfenicol (HiMedia, Mumbai, Índia), 

ágar Níger (HiMedia, Mumbai, Índia) e ágar Littman (HiMedia, Mumbai, Índia) e a 37 ºC em 

ágar Fava Neto. O crescimento leveduriforme foi observado em até 72 horas (LARONE, 

1995). 

 

3.1.4 Conservação dos isolados clínicos 

 

 Os isolados foram conservados em criotubos de 2,0 mL, em solução aquosa de 

glicerina a 10 % e conservados à temperatura de 20 ºC negativos, possibilitando posterior 

recuperação e processamento dos microrganismos fúngicos (NEUFELD, 1999). 

 

3.1.5 Testes bioquímicos manuais 

 

 Para a realização dos testes bioquímicos, os isolados congelados foram subcultivados 

em tubos de ágar Sabouraud dextrose com cloranfenicol (HiMedia, Mumbai, Índia) a 25 ºC 

por 24 a 48 horas de incubação, até que ocorresse crescimento adequado (LARONE, 1995). 

Colônias frescas e puras obtidas foram inoculadas em tubos de ágar Níger, ágar uréia e placas 

de ágar CGB e incubadas novamente a 25 ºC por 24 a 48 horas, a fim de detectar no ágar 

niger a formação de colônias escurecidas, indicativas de produção de melanina, em ágar uréia 

a produção de urease e ágar CGB a assimilação de glicina (KLEIN et al, 2009). 

 

Tabela 3 – Teste de identificação bioquímica para Cryptococcus spp. 
Testes bioquímicos Produto de reação Indicador de coloração 

Ágar Níger Produção de melanina Colônias escurecidas (reação positiva) 

Colônias cremes (reação negativa) 

Ágar uréia Produção de urease Colônias róseas (reação positiva) 

Colônias cremes (reação negativa) 

Ágar CGB Assimilação de glicina Colônias azuis (reação positiva) 

Colônias amarelas (reação negativa) 
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3.1.6 Testes bioquímicos automatizados 

 

 Foram utilizados cartões de identificação para leveduras do sistema VITEK® 2 

Compact (BioMérieux®, França) constituídos por 46 testes colorimétricos, que envolvem 

reações de assimilação de  carboidratos (20),  ácidos orgânicos (6) e nitrato (1);  reações de 

oxidase (8), aril-amidase (9), fosfatase (1) e urease (1).  

 Para a preparação dos cartões de identificação foram realizados subcultivos, com os 

isolados, em tubos de ágar Sabouraud dextrose com cloranfenicol (HiMedia, Mumbai, Índia) 

a 25 ºC por 24 a 48 horas de incubação, até que ocorresse crescimento adequado (LARONE, 

1995). Em seguida, colônias foram suspensas em solução salina estéril (NaCl aquoso de 0,45 

a 0,50 %, pH 4,5 a 7,0) em tubos (75 X 12 mm) de poliestireno transparente, até a obtenção 

de solução com densidade equivalente a 2,0 da escala de Mc Farland. Para isto foi utilizado o 

calibrador VITEK® 2 DensiChek (BioMérieux®, França), medidor de turbidez.  

 Os tubos e os cartões foram dispostos em suportes de amostras (racks) e estas 

inseridas na plataforma VITEK® 2 Compact (BioMérieux®, França) com a finalidade de  

distribuir a suspensão do inóculo fúngico entre os poços dos cartões, que foram selados e 

incubados a 35,5 °C por até 18 horas, para leituras ópticas feita automaticamente a cada 15 

min. A partir destas leituras, perfis de identificação foram estabelecidos e interpretados de 

acordo com um algoritmo específico, proporcionando identificação do organismo 

desconhecido e classificando as identificações finais como: "excelente", "muito bom", "bom", 

"aceitável" ou "baixa discriminação" (HATA et al., 2007). 

 

3.1.7 Método molecular PCR-RFLP 

  

 A técnica de PCR-RFLP foi realizada no Laboratório de Micologia do Instituto de 

Higiene e Medicina Tropical (IHMT) da Universidade Nova de Lisboa (UNL), Portugal. 

 

 3.1.7.1 Extração do DNA do Cryptococcus spp. 

  

 Foram realizados subcultivos dos isolados de Cryptococcus spp. em tubos de ágar 

Sabouraud dextrose com cloranfenicol (HiMedia, Mumbai, Índia) a 25 ºC por 24 a 48 horas 

de incubação, até que ocorresse crescimento adequado (LARONE, 1995). Em seguida as 

colônias de leveduras foram transferidas para um microtubo de 1,5 mL contendo um volume 
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de 200 μL de esferas de vidro (0,4-0,6 mm de diâmetro) e 500 μL de Tampão de Lise (Tris 50 

mM, NaCl 250 mM, EDTA 50 mM, SDS 0,3 % (p/v), pH 8). Em seguida, esse microtubo foi 

agitado em vórtex durante 3 minutos continuamente, até a formação de uma suspensão celular 

densa. 

 No passo seguinte, o microtubo foi colocado em banho-maria a 65 ºC durante 1 h, e 

posteriormente a suspensão fúngica foi novamente agitada no vórtex durante 3 min e 

centrifugada por 10 min a 11 000 g. Após a centrifugação, o sobrenadante que contém o DNA 

foi separado para um novo microtubo, e congelado a – 20 °C até a realização da técnica de 

PCR-RFLP. 

   

 3.1.7.2 Método de PCR-RFLP 

 

Para a realização da técnica de PCR-RFLP inicialmente foi realizada uma diluição de 

1:750 em tampão Tris-HCl do DNA fúngico extraído, e para padronizar a concentração de 

DNA foi realizada uma purificação, seguida de quantificação em espectrofotômetro 

NANODROP ND-100 (Thermoscientific, Walthan, EUA) e um ajuste para a concentração 50 

ng do DNA desejada. A qualidade do DNA extraído foi avaliada através de eletroforese em 

gel de agarose a 1% corado com brometo de etídio (0,5 μg/mL). 

O gene URA5 foi amplificado em 50 µL, contendo: 50 ng DNA, tampão PCR 1x 

(10mM Tris-HCl pH 8.3, 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2), 0,2 mM de cada dATP, dCTP e 

dTTP, 3mM MgAc, 1,5 U Taq DNA polimerase, e 50 ng de cada primer: ura5 fold (5´ 

ATGTCCTCCCAAGCCTCGACTCCG3´) e ura5 reverse (5´ 

TTAAGACCTCTGAACACCGTACTC3´).  

A ciclagem foi realizada usando termociclador com: 1 ciclo de 94 °C por 3 min, 35 

ciclos de 94 °C por 45 s, 61 °C por 1 min, e 72 °C por 10 min, seguido de um ciclo de 72 °C 

por 10 min. Os produtos da amplificação no PCR foram digeridos com Saup8l e Hhat por 3h 

ou overnight e separados em gel de agarose 3 % por eletroforese empregando 100 v por 5h.  

Para otimizar a técnica de PCR-RFLP quanto à tipificação de isolados de 

Cryptococcus spp., foram empregadas cepas de referência correspondentes aos 8 tipos 

moleculares descritos na tabela 4. 

 

 

 



 

 

34 

 

Tabela 4 – Cepas de referência do complexo Cryptococcus spp. 

Espécie referência Espécie identificada Origem 

WM148 (=CBS 10085) Cryptococcus neoformans  

(tipo molecular VNI) 

LCR, Austrália (sorotipo A) 

WM626 (=CBS 10084) Cryptococcus neoformans  

(tipo molecular VNII) 

LCR, Austrália (sorotipo A) 

WM629 (=CBS 10079) Cryptococcus neoformans  

(tipo molecular VNIV) 

Sangue, Austrália (sorotipo D) 

WM628 (=CBS 10080) Cryptococcus neoformans  

(híbrido - tipo molecular VNIII) 

LCR, Austrália (sorotipo AD) 

WM179 (=CBS 10078) Cryptococcus gattii  

(tipo molecular VGI) 

LCR, Austrália (sorotipo B) 

WM178 (=CBS 10082) Cryptococcus gattii  

(tipo molecular VGII) 

Pulmão, Austrália (sorotipo B) 

WM161 (=CBS 10081) Cryptococcus gattii  

(tipo molecular VGIII) 

Eucalyptus debris, Estados Unidos (sorotipo B) 

WM161 (=CBS 10101) Cryptococcus gattii  

(tipo molecular VGIV) 

Guepardo, África do Sul (sorotipo C) 

CN137 (=PYCC 3957 

CBS 132) 

Cryptococcus neoformans Suco de fruta fermentado (híbrido AD) 

Fonte: Laboratório de Micologia, IHMT 

 

3.1.8 Espectrometria de massa 

 

As espécies de Cryptococcus foram  analisadas por espectrometria de massa na 

estação de preparação Vitek MS (BioMérieux®, França). Para isto, colônias dos isolados  de 

Cryptococcus spp., subcultivados em tubo de ágar Sabouraud dextrose com cloranfenicol 

(HiMedia, Mumbai, Índia) a 25 ºC por 24 a 48 horas de incubação, foram aplicadas em splots 

do suporte para inoculação/identificação (BioMérieux®, França) e, em seguida tratadas com 

0,5 µL de ácido fórmico (25% [vol / vol] - BioMérieux®, França). Após secagem à 

temperatura ambiente, 1 µL de matriz de ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico (3.1 % [peso / 

vol]) - BioMérieux, França) foi adicionado e novamente sofreu processo de  secagem à 

temperatura ambiente antes da análise por espectrometria de massa (KIM et al., 2014). 

O suporte de inoculação/identificação foi inserido na estação de leitura e a 

identificação fúngica foi obtida por meio de espectros. Os espectros formados foram 

comparados com espectros padrões armazenados nos bancos de dados MYLA® 

(BioMérieux®, França) e Spectral Archive and Microbial Identification System (SARAMIS) 
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(Shimadzu®, Japão). Esta comparação é  realizada por meio de sobreposição de picos, 

capazes de caracterizar espécie, gênero ou família dos micro-organismos, resultando em 

probabilidade relativa da identificação (KIM et al., 2014). 

Foram considerados válidos o percentual de probabilidade de identificação igual ou 

maior de 85 %. Como controle positivo foi utilizado cepa de referência de Escherichia coli 

ATCC 8739 (KIM et al., 2014). 

 

3.2 Determinação do perfil de susceptibilidade de Cryptococcus spp. 

 

3.2.1 Agentes antifúngicos 

 

  Foram utilizados os cartões de sensibilidade fúngica AST-YS07 (BioMérieux®, 

França) no sistema VITEK® 2 Compact (BioMérieux®, França), a fim de determinar as 

sensibilidades aos seguintes agentes antifúngicos: Anfotericina B (AB), Fluconazol (FLU) e 

Flucitosina (FCT). 

 

3.2.2 Preparo do inóculo fúngico 

 

 A partir de subcultivos dos isolados fúngicos, em tubos de ágar Sabouraud dextrose 

com cloranfenicol (HiMedia, Mumbai, Índia) a 25 ºC por 24 a 48 horas de incubação, foram 

preparados inóculos fúngicos. Para isto, colônias foram suspensas em 3,0 mL de solução 

salina estéril (NaCl aquoso de 0,45 a 0,50 %, pH 4,5 a 7,0) contidas em tubos (75 x 12 mm) 

de poliestireno transparente, até obter uma suspensão equivalente a 2,0 da escala de Mc 

Farland. Para isto foi utilizado o calibrador VITEK® 2 DensiChek (BioMérieux®, França), 

medidor de turbidez.  

 

3.2.3 Leitura e interpretação dos resultados  

 

 Os cartões foram carregados com as respectivas suspensões de leveduras que foram 

diluídas adequadamente pelo equipamento. Após o preenchimento, os cartões foram 

incubados, ocorrendo a leitura automaticamente. O tempo de incubação variou de 9,1 a 27,1 h 

(tempo médio de 18,1 h), com base na taxa de crescimento microbiano. Os resultados foram 

expressos como valores de Concentração Inibitória Mínima (CIM) em µg/mL.  
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 Os resultados de CIM obtidos no sistema VITEK® 2 Compact foram comparadas com 

os Epidemiologic Cutoff Value (ECV), pois até o momento, não há breakpoints estabelecidos 

para antifúngicos contra Cryptococcus spp. Os valores de breakpoints foram baseados a partir 

de dois estudos de Espinel-Ingroff e cols. (2012a e 2012b). 

 

3.3 Avaliação da atividade antifúngica do extrato aquoso de Eugenia dysenterica  

 

3.3.1 Material botânico 

 

Para o teste de atividade antifúngica foi utilizado extrato aquoso das folhas de Eugenia 

dysenterica, pertecente a família Myrtaceae,  obtido da região do Cerrado e entorno de 

Brasília, Distrito Federal. Esta espécie foi identificada e depositada em excicata, voucher 914 

(UnB), pelos professores Christopher William Fagg e Suelí Maria Gomes, no Herbário da 

Universidade de Brasília.   

 

3.3.2 Extração botânica 

  

As folhas de E. dysenterica após secagem em temperatura ambiente, foram 

pulverizadas em moinho de facas e extraídas por infusão, utilizando 400 g do material 

botânico e 3L de água destilada. Após filtação,  a parte líquida foi removida por liofilização 

(SOUZA, et al., 2012). Os extratos utilizados neste trabalho foram cedidos gentilmente pelo 

Grupo de Pesquisa, Desenvolvimento, Produção e Controle da Qualidade de Medicamentos e 

foram produzidos pelo Laboratório de Produtos Naturais (LPN) da Universidade de Brasília 

(UnB).   

 

3.3.3 Concentração Inibitória Mínima 

 

3.3.3.1 Preparação do meio de cultura 

 

Foi utizado RPMI-1640 suplementado com glutamina, vermelho de fenol,  sem 

bicarbonato. Foi adicionado 3-(N-morpholimo) ácido propanosulfônico (MOPS) e ajustado 

em pH 7,0. A esterilização do meio foi realizada por filtração e sua conservação mantida em 

4°C. 
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 3.3.3.2 Preparo do inóculo fúngico 

 

 

O inóculo fúngico foi obtido por meio de subcultivo dos isolados de Cryptococcus 

spp. em ágar Sabouraud dextrose com cloranfenicol (HiMedia, Mumbai, Índia) à 25 ºC (± 2 

ºC) por 24 a 48 horas. Para isto, foram suspensas colônias em 3,0 mL de solução salina estéril 

0,45 %, contidas em tubos de ensaios, até obter uma suspensão equivalente a 0,5 da escala de 

McFarland. A leitura do inóculo fúngico foi realizada utilizando o medidor de turbidez 

VITEK® 2 DensiChek (BioMérieux®, França).  

Após preparação desta suspensão padrão procedeu-se diluições de 1:50 seguida de 

uma diluição 1:20 ambas em caldo RPMI-1640. 

Após as diluições, foi adicionado ao inóculo fúngico 15 µL de solução aquosa de 

ressazurina estéril à 20 µg/mL, a fim de revelar o crescimento fúngico por meio de mudança 

de coloração, de azul (ausência de crescimento fúngico) a rosa (presença de crescimento 

fúngico) (MANJUAN et al., 2007). 

 

3.3.3.3 Preparação da solução estoque 

 

A solução estoque do extrato de E. dysenterica e do controle positivo a fluconazol 

foram preparados em dimetilsulfóxido (DMSO) a 1 % com concentração final de  100 mg/mL 

e 2 mg/mL, respectivamente (MANJUAN et al., 2007). 

 

3.3.3.4 Preparação da placa 

 

Para o teste de microdiluição foram utilizadas placas de 96 poços. Inicialmente, foi 

adicionado 100 µL do caldo RPMI 1640 em cada poço.  Em seguida  diluições seriadas de 1:2 

foram realizadas com solução estoque do extrato aquoso iniciando com concentração de 

50.000 µg/mL e concentração final de 24,41 µg/mL. Diluições seriadas de 1:2 também foram 

realizadas para o controle positivo (fluconazol), cuja concentração inicial foi de 1000 µg/mL 

e final de 0,976 µg/mL. Posteriormente 100 µL do inóculo fúngico foi adicionado em cada 

poço. Controles de esterilidade e crescimento foram realizados, utilizando-se o caldo RPMI 

1640 e caldo RPMI 1640 com microrganismos do gênero Cryptococcus, respectivamente. As 

placas foram incubadas a 37 °C por 48 horas (MANJUAN et al., 2007). 
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3.3.4 Leitura e interpretação dos resultados  

 

 A leitura foi realizada por visualização da mudança de coloração dos poços. Para este 

estudo, a CIM  foi interpretada como a menor concentração que manteve sua coloração inicial 

(azul), indicando ausência de crescimento ou a primeira diluição que sofreu alteração de azul 

para sutilmente rosa, equivalente a inibição proeminente do crescimento (MANJUAN et al., 

2007). 

 Em função da coloração escura do extrato de E. dysenterica, não foi possível a leitura 

da absorvância em leitoras de placas convencionais. Tal limitação foi suprimida com a 

realização de semeios em ágar Sabouraud de alíquotas provenientes dos poços da placa para 

verificação de crescimento fúngico. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Características microbiológicas dos isolados clínicos 

 

 No exame direto (Tabela 5), utilizando tinta nanquim e KOH a 20 %, os isolados de 

Cryptococcus spp. foram caracterizados como estrututas celulares arrendondadas com ou sem 

brotamento. A utilização de tinta nanquim no líquido cefalorraquidiano permitiu também a 

observação de estrutura capsular, importante fator de virulência, inerente as espécies de 

Cryptococcus (Figura 8). 

 

Tabela 5 - Características microscópicas das amostras biológicas por exame direto 
 

Amostras biológicas 

Características microscópicas 

Tinta nanquim KOH a 20% 

 

Líquido cefalorraquidiano 

Células arrendodadas com ou sem 

brotamento encapsuladas 

Exame não realizado 

Sangue  

Exame não realizado 

 

Células arrendodadas com ou sem 

brotamento 

Lavado broncoalveolar 

Fragmento de pele 

Aspirado traqueal 

 

 
Figura 8 - Visualização microscópica de Cryptococcus spp. 

Análises em Tinta naquim (A) e KOH (B) 

 

Na identificação macroscópica, todos os isolados apresentaram colônias com 

características morfológicas de Cryptococcus spp., com aspecto mucóide, brilhante, úmido e 

com coloração inicialmente creme no ágar Sabouraud dextrose com cloranfenicol, ágar 

Littman e no ágar Fava Neto, e coloração enegrecida em ágar Níger. 

 Colônias enegrecidas no ágar Níger, foram demonstradas por todos os isolados 

(n=20). Esta característica de produzir melanina a partir da reação entre fenol oxidase, 
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produzida pelo micro-organismo, com ácido cafeico presente no meio, é típica de espécies de 

Cryptococcus neoformans ou Cryptococcus gattii e permite a diferenciação destas espécies 

com outras espécies de Cryptococcus (KLEIN et al.,  2009). 

 A produção de urease no meio ágar uréia também ocorreu em todos os isolados 

(n=20), corroborando com a caracterização das espécies do gênero Cryptococcus, uma vez 

que, outras espécies de levedura, como por exemplo espécies do gênero Trichosporon  e 

algumas espécies do gênero Candida são urease negativa (KLEIN et al.,  2009).  

Embora os meios ágar Níger e ágar uréia auxiliam na caracterização do gênero 

Cryptococcus, estes não possibilitam a diferenciação entre as espécies de Cryptococcus. Neste 

caso, foi utilizado o ágar CGB, que é um efetivo meio de diferenciação entre as duas 

principais espécies de interesse clínico, C. neoformans e C. gattii.  

 No ágar CGB, 8 isolados assimilaram glicina, sendo caracterizado como Cryptococcus 

gattii e 12 isolados não assimilaram glicina e foram identificados como Cryptococcus 

neoformans. 

 

Tabela  6 - Resultados dos testes bioquímicos manuais 
Identificação                            Número (%) de isolados positivos  

Número de isolados 

clínicos 

Produção de 

melanina 

Produção de 

urease 

Assimilação de 

glicina 

C.gattii 8 8/8 (100 %) 8/8 (100 %) 8/8 (100 %) 

C. neoformans 12 12/12 (100 %) 12/12 (100 %) 0/12 (0 %) 
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Figura 9 - Aspectos macroscópicos Cryptococcus spp. em meios de cultura 

Crescimento em ágar Sabouraud (A), ágar Fava Neto (B), ágar Littman (C) e ágar Níger (D) 

 

 De forma complementar, foram realizados identificações com testes bioquímicos 

automatizados, utilizando-se o equipamento VITEK® 2 Compact (BioMérieux®, França), os 

quais envolveram as reações de assimilação de  carboidratos,  ácidos orgânicos e nitrato e, 

reações de oxidase, aril-amidase e fosfatase. A realização destas provas serviu para confirmar 

a caracterização do C. neoformans, uma vez que, já era esperado a limitação na identificação 

do C. gattii, pois esta espécie não está presente no banco de dados do sistema. Todos os  

isolados clínicos (n=20) foram identificados como C. neoformans, evidenciando a limitação 

supracitada.  

 A diferenciação de C. neoformans e C. gattii deve ser realizada, pois entre estas 

espécies há constrastes de grande relevância clínica, como o perfil de hospedeiro e manejos 

clínicos, principalmente voltados a condições terapêuticas, no que tange a dosagem 

farmacológica, tempo de tratamento e perfil de sensibilidade aos antifúngicos. Diante ao 

reconhecimento do C. gattii como um patógeno emergente, o diagnóstico laboratorial 
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diferencial entre estas espécies tornou-se sine qua non para a resolução de casos de 

criptococose, exigindo abordagens moleculares adicionais. 

 Neste estudo, utilizando a técnica PCR-RFLP, com a amplificação do gene URA5, foi 

identificado 12 espécies de C. neoformans var grubii VNI (C. neoformans) e 8 espécies de C. 

gattii VGII (C. deuterogattii), que representam respectivamente 60 % e 40 % . Todos os 

isolados encontrados estão em consonância com o perfil de variantes predominantes no 

Brasil, entretanto as informações sobre a distribuição de espécies é bastante fragmentanda, 

não havendo um consenso sobre a epidemiologia referente a criptococose (FAVALESSA, et 

al., 2014; HERKERT et al., 2016).  

Segundo Meyer e cols. (2011), o tipo molecular VNI representa 63 % dos agentes 

etiológicos isolados em casos de criptococose no mundo inteiro, seguido de VGI ( 9 %),  

VGII (7 %), VNII e VNIII (6 % cada), VNIV (5 %), VGIII (3 %) e VGIV (1 %).  

Comparando os nossos dados, com os encontrados por Meyer e cols. (2011), observamos 

apenas dois genótipos identificados, VNI que correspondeu a 60 % do genótipo C. 

neoformans var grubii isolado em nossas amostras e que corrobora com os 63 % encontrados 

por estes pesquisadores, e o VGII que correspondeu a 40 % do do genótipo C. gatii, No 

Brasil, há um estudo realizado por Trilles e cols. (2008) com isolados clínicos, que apresenta 

similitude, sendo encontrado os seguintes tipos moleculares: VNI (64%) e VGII (21%), 

seguido de VNII (5%), VGIII (4%), VGI e VNIV (3% cada) e VNIII (<1%), não havendo 

identificação do tipo molecular VGIV. 

 Cabe ressaltar a que a identificação das espécies de Cryptococcus e suas variantes não 

apresenta apenas interesse taxonômico e epidemiológico, mas também auxilia na abordagem 

clínica, devido aos apectos imunológicos e fatores de riscos distintos (KWON-CHUNG et al., 

2014). 

 O C. neoformans var grubii VNI (C. neoformans) é fundamentalmente encontrado em 

amostras de pacientes imuncomprometidos infectados com HIV, já o C. gatti VGII (C. 

deuterogattii) está associado a pacientes não infectados com HIV e crianças, caracterizando a 

diferença entre o perfil de hospedeiro (DOS SANTOS et al., 2008). 

 Da mesma forma, diferenças nos perfis de sensibilidade aos antifúngicos são 

encontradas para estas duas variantes. 

 A análise por espectrometria de massa MALDI-TOF realizada no equipamento 

VITEK MS® (BioMérieux®, França) identificou todos os isolados como C.neoformans 

utilizando os bancos de dados MYLA® (BioMérieux®, França) e SARAMIS® (Shimadzu®, 
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Japão), revelando a limitação deste método em termos de diferenciação de espécies e suas 

variantes. Tal fato deve-se a aplicabilidade recente desta técnica para identificação de 

leveduras e pela elevada complexidade de inserção de novos espectros nos bancos de dados 

existentes. 

 
Figura 10 - Espectros de Cryptococcus na plataforma VITEK MS ®  

Espectros de C.neoformans (A) e C. gattii (B) 

 

 Fazendo uma comparação das técnicas empregadas neste estudo (Tabela 7), 

conseguimos evidenciar limitações importantes entre as metodologias utilizadas. Entre as 

técnicas manuais o Ágar Níger diferencia Cryptococcus spp. de outras espécies fúngicas, 

como Candida spp. e Trichophyton spp., já o Ágar CGB demonstra eficiência na 

diferenciação entre as espécies de Cryptococcus, evidenciando suas potencialidades, quanto a 

a utilização como testes iniciais ou de triagem. 

Observando o desempenho das técnicas automatizadas VITEK 2 e VITEK MS 

(MALDI-TOF), novamente verificamos limitações na identificação das espécies fúngicas, e 

temos que ressaltar essa pouca especificidade do método empregado no equipamento VITEK 

2, que é muito utilizado na prática clínica para identificação de espécies, e apresentou 100 % 

de falha neste processo. Quanto ao MALDI-TOF, também observamos a mesma limitação 
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metodológica, entretanto sabemos que ao longo do tempo e com a inserção de novos 

espectros de identificação, é possível que esta especificidade melhore e consequentemente a 

técnica seja robusta o suficiente para auxiliar nas identificações de espécies. E finalmente, 

observando os resultados obtidos pela técnica molecular de PCR-RFLP, podemos afirmar que 

o método nos permitiu identificar a espécie, sua variante genotípica e genótipo, o que além de 

trazer aumento de sensibilidade e principalmente especifidade metodológica, traz 

confiabilidade laboratorial, e ainda corrobora com o manejo clínico farmacológico dos 

pacientes,  aumentando assim as chances de cura da micose. 

 

Tabela 7 - Técnicas utilizadas na identificação de Cryptococcus spp. 
Técnicas manuais Técnicas 

automatizadas 

Técnicas 

moleculares 

Tinta 

nanquim 

Ágar Uréia Ágar Níger Ágar CGB VITEK 

2 

VITEK 

MS 

PCR-RFLP 

 

 

Leveduras 

encapsuladas 

(20) 

 

Cryptococcus spp. 

(20) 

C. 

neoformans 

(12) 

C. 

neoformans 

(12) 

 

 

C. neoformans (20) 

VNI  

C.neoformans 

(12) 

 

C. gattii 

(8) 

C. gattii 

(8) 

VGII 

C.deuterogattii 

(8) 

 

 

4.2 Perfil de susceptibilidade de Cryptococcus spp. 

 

  Para a determinação do perfil de suscetibilidade das amostras de Cryptococcus frente 

aos antifúngicos Anfotericina B (AB), Fluconazol (FLU) e 5-Fluorocitosina (FCT), utilizou-

se cartões do tipo AST-YS07 (BioMérieux®, França) compatíveis com o equipamento 

VITEK® 2 Compact (BioMérieux®, França) e análises confrontativas com dados 

epidemiológicos correntes, no intuito de se parametrizar os resultados e obter uma 

interpretação quanto a sensibilidade ou resistência aos antifúngicos (Tabela 8). 

 Os resultados foram expressos em µg/mL, caracterizando a CIM (Tabela 9), entretanto 

quando se trata de Cryptococcus spp., não há valores de referência estabelecidos para os 

antifúngicos em questão, por isso a necessidade de se utilizar os Epidemiologic Cut-off value 

(ECV), para possibilitar avaliações (ESPINEL-INGROFF, et al., 2012a e 2012b). 
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Tabela 8 - ECV para drogas antifúngicas usadas no tratamento da criptococose 
Espécie  Genótipo Drogas Antifúngicas Sensível (µg/mL) Resistente (µg/mL) 

 

C. neoformans 

 

VNI 

AB ≤ 0,5 > 0,5 

FLU ≤ 8 > 8 

FCT ≤ 8 > 8 

 

C. gatti 

 

VGII 

AB ≤ 1 > 1 

FLU ≤ 32 > 32 

FCT ≤ 16 > 16 

Anfotericina-B (AB), Fluconazol (FLU) e 5-Fluorositosina (FCT) 

Adaptado de ESPINEL-INGROFF, et al., 2012a e 2012b 

 

 Dentre todos os isolados clínicos (n = 20) foram identificadas 3 situações de 

resistência a AB, sendo 2 em C. neoformans VNI e 1 em C. gattii VGII, fato também  

elucidado em estudos anteriores, como em Da Silva e Cols, 2008 e Andrade-Silva e cols, 

2013, que demonstraram resistência a AB, mas sem a descrição de seu mecanismo, entretanto 

pode estar associada a alteração na composição do ergosterol da membrana fúngica, em 

virtude de mediação por aumento da atividade da catalase e/ou defeitos na biossíntese de 

ergosterol (JOSEPH-HORNE et al., 1996; RODRÍGUEZ-TUDELA & MARTINEZ-

SUAREZ, 1997; PEMÁN, CANTÓN & ESPINEL-INGROFF, 2009). 

 

Tabela 9 - Resultados dos testes de susceptibilidade do Vitek 2 Compact  
Espécie Genótipo 

 

Drogas Antifúngicas CIM (µg/mL) Ocorrência Interpretação 

(ECV) 

 

 

 

C. neoformans 

 

 

 

VNI 

 

 

AB 

≤ 0,25 9/12 Sensível 

0,5 1/12 Sensível 

1 2/12 Resistente 

 

FLU 

2 11/12 Sensível 

4 1/12 Sensível 

 

FCT 

≤ 1 11/12 Sensível 

2 1/12 Sensível 

 

 

 

C. gattii 

 

 

 

VGII 

 

 

AB 

≤ 0,25 4/8 Sensível 

0,5 1/8 Sensível 

1 2/8 Sensível 

4 1/8 Resistente 

FLU 2 4/8 Sensível 

4 4/8 Sensível 

FCT 1 8/8 Sensível 

 

4.3 Atividade antifúngica do extrato aquoso de Eugenia dysenterica  

 

 A atividade antifúngica do extrato aquoso de E. dysenterica foi evidenciada contra C. 

neoformans e C. gattii a partir de microdiluições em placa, que permitiram a identificação de 

uma CIM (Tabela 10), assim como no estudo de Costa e cols. (2000) que demonstrou 

atividade contra Cryptococcus spp.  

 Alguns estudos indicam ação de outras espécies da família Myrtaceae contra 

Cryptococcus spp. Segundo Ferreira e cols. (2014), extratos obtidos da casca e folhas de 
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Eugenia calycina possuem ação contra Cryptococcus sp., C. neoformans e C. gattii. Victoria e 

cols (2012), citam que extrato de folhas de E. uniflora  possui atividade contra C. laurentii, 

assim como Lago e cols (2011), para C. neoformans e C. gattii. 

 Tendo em vista os resultados obtidos a partir dos estudos com extratos brutos de 

espécies de Eugenia percebe-se o grande potencial antifúngico desta planta, candidatando-a 

como para o desenvolvimento de novos fármacos, visto que os tratamentos convencionais 

apresentam nefrotoxicidade, hepatotoxidade e mielotoxicade (GULLO et al., 2013). 

Além disso, o extrato vegetal de E. dysenterica deve ser considerado um fitocomplexo 

e não, um conjunto de substâncias isoladas, o que enaltece ainda mais sua atividade biológica. 

Os fitocomplexos são substâncias originadas no metabolismo primário ou secundário, ou 

mesmo ambos, dos extratos das plantas, e são responsáveis em sua totalidades pelos efeitos 

biológicos de uma planta medicinal ou de seus derivados (BRASIL, 2014). Assim sendo, 

poderíamos atribuir as atividades biológicas dos extratos à presença destes compostos ativos, 

que podem agir sigergicamente e também conferir efeitos diretos e indiretos. O efeito direto 

refere-se a sua ação farmacológica, enquanto o indireto às interações simultâneas com outras 

plantas ou fármacos (MARTINS et al., 2015). 

 Analisando os resultados da Concentração Inibitória Mínima (CIM) obtidas com o 

extrato aquoso de E. dysenterica (Tabela 10), podemos afirmar que os valores obtidos 

apresentam potencialidade fungicida relevante, principalmente se considerarmos que houve 

resistência a um antifúngico usual no tratamento da criptococose, a Anfotericina B. 

 Contudo, são necessários mais estudos para avaliar o potencial antifúngico de E. 

dysenterica e possíveis ações sinérgicas com demais antifúngicos comerciais, assim como 

estabelecer claramente mecanismos de ação e validar sua eficácia em estudos in vivo. 

 

Tabela 10 - CIM de FLU (controle) e E. dysenterica  
Identificação 

molecular  

(PCR-RFLP) 

Espécie 

identificada 

CIM (FLU – controle) 

µg/mL 

CIM (E. dysenterica) 

µg/Ml 

Ocorrência 

 

 

 

VGII 

 

 

 

C.gattii 

 

1,95 > 100000 2/8 

3,9 24 2/8 

3,9 >1000 1/8 

3,9 390 1/8 

1,95 24 1/8 

3,9 48 1/8 

 

 

 

VNI 

 

 

 

C.neoformans 

 

1,95 > 100000 6/12 

1,95 195 2/12 

1,95 24 1/12 

1,95 1562 1/12 

1,95 781 1/12 

3,9 > 100000 1/12 
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5 CONCLUSÕES 

 

 Os resultados apresentados neste estudo, nos permitem concluir que: 

 

O LCR foi o espécime clínico predominante, que correspondeu a 75% do total de amostras 

analisadas, e apenas neste material biológico foi possível visualisar estruturas leveduriformes 

encapsuladas correspondente ao Cryptococcus spp. 

 

A utilização de ágar CGB permitiu a diferenciação dos isolados em C. neoformans e C. gattii, 

havendo predomínio do primeiro (60%) frente ao segundo (40%), ressaltando a importância 

dessa metodologia para a triagem na identificação das espécies. 

 

Os testes bioquímicos automatizados realizados na plataforma VITEK® 2 Compact 

(BioMérieux®, França) identificou todos os isolados como C. neoformans, revelando sua 

limitação quanto a diferenciação entre espécies de Cryptococcus. 

 

A análise por espectofotometria de massa revelou-se insuficiente para a identificação de 

espécies e variantes de Cryptococcus spp. uma vez que, ainda possui um banco de dados 

limitado, não havendo espectros padrões de C. gattii para se realizar as correlações. 

 

A técnica molecular PCR-RFLP possibilitou a diferenciação de espécies e suas variantes, 

identifcando 12 espécies de C. neoformans var grubii VNI (C. neoformans) e 8 espécies de C. 

gattii VGII (C. deuterogattii), que representam respectivamente 60 % e 40 %.  Estes 

resultados concordaram com os resultados em ágar CGB e com os padrões epidemiológicos 

encontrados em estudos nacionais e internacionais. 

 

São necessárias combinações entre métodos clássicos manuais empregados para a triagem na 

identificação das espécies de Cryptococcus, e o método molecular PCR-RFLP, que juntos 

complementam para a identificação das espécies de Cryptococcus spp. 

 

Para a determinação do perfil de suscetibilidade das amostras de Cryptococcus frente aos 

antifúngicos AB, FLU e FCT  utilizou-se cartões do tipo AST-YS07 (BioMérieux®, França) 

no equipamento VITEK® 2 Compact (BioMérieux®, França)  e constatou-se 3 situações de 
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resistência a AB, sendo 2 em C. neoformans VNI e 1 em C. gattii VGII. Os valores de CIM 

obtidos foram comparados com valores epidemiológicos convencionados. Como não há 

valores de referência estabelecidos para os antifúngicos em questão, utilizamos Epidemiologic 

Cut-off value (ECV). 

 

O extrato aquoso de folhas de E. dysenterica apresentou atividade antifúngica contra C. 

neoformans e C. gattii, mesmo para as cepas que apresentaram resistência a antifúngicos 

empregados na terapêutica como a Anfotericina B. Considerando o fato de o extrato ser um 

fitocomplexo, podemos afirmar que há perspectivas em considerá-lo com potencial para o 

desenvolvimento de novos fármacos, e também para o isolamento de novas substâncias com 

atividade fungicida, o que traria novos tratamentos com menos toxicidade e melhores chances 

de cura para os casos de resistência a antifúngicos convencionais. 

 

De maneira geral, os resultados do estudo apontam estratégias metodológicas que devem ser 

empregadas na prática laboratorial para a correta identificação da espécie e variante do fungo 

Cryptococcus, bem como a implantação de antifungigrama com as drogas mais usuais, 

mesmo sem valores de referências de CIM totalmente padronizados, o que traria a estes 

pacientes uma perspectiva de diagnóstico laboratorial mais precisa e consequentemente 

diagnóstico clínico e tratamento farmacológico mais eficientes. Além disso, a E. dysenterica 

apresentou potencialidades fungicidas evidentes para estas espécies fúngicas, cada vez mais 

prevalentes em nosso meio e com pouco arsenal terapêutico convencional disponível, o que 

faz esta micose ter relevante taxa de mortalidade no Brasil e no mundo, e ser considerada um 

problema de saúde pública emergente.  
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