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RESUMO 

O complexo Cryptococcus compreendem leveduras capsuladas que causam a criptococose, 

fungos estes que já apresentaram relatos de resistência aos antifúngicos disponíveis, tonando-

se um problema de saúde pública. Foi avaliado o potencial antifúngico in vitro e in vivo de 

compostos bioativos presentes em plantas medicinais do Nordeste brasileiro. Trata-se de uma 

pesquisa experimental e analítica. Os vegetais pesquisados foram Eugenia uniflora L., 

Libidibia ferrea Mart., Anadenanthera colubrina (Vell.) e Schinus terebinthifolius Raddi. 

frente a isolados clínicos de Cryptococcus neoformans (n=30) e Cryptococcus gattii (n=05), 

estocados da Coleção de Culturas URM da UFPE. Os isolados foram confirmados por 

taxonomia clássica e espectrometria de massas, através da técnica de MALDI-TOF MS. Para 

o teste de sensibilidade in vitro, as concentrações inibitórias mínimas (CIM) foram 

determinadas seguindo o protocolo M27-A3. A avaliação do sinergismo seguiu o método de 

Checkerboard. Em seguida, a atividade antifúngica in vivo seguiu o modelo de infecção 

experimental de criptococose sistêmica, em cinco grupos com oito ratos Wistar cada, obtidos 

no biotério do Departamento de Farmacologia e Fisiologia da UFPE, a seguir: Grupo 1 (G1) = 

apenas imunossuprimido; G2 = imunossuprimido infectado; G3 = imunossuprimido infectado 

+ tratado com fluconazol; G4 = imunossuprimido infectado + tratado com anfotericina B e G5 

= imunossuprimido infectado + tratado com extrato vegetal que apresentou menores valores 

de CIM’s.  Os animais foram imunossuprimidos com ciclofosfamida, infectados via veia 

caudal com 100µL de uma suspensão de 10
7
 células/mL e acompanhados por 28 dias para 

determinação da taxa de sobrevivênvia. A Significância estatística foi determinada segundo 

análise não paramétrica de Kaplan-Meyer com p<0,5. E a toxidade do composto foi 

determinada por DL50. Todos os testes in vitro e in vivo foram realizados em duplicata. O 

extrato de Eugenia uniflora não apresentou atividade antifúngica. Os extratos obtidos de 

Libidibia férrea e Anadenanthera colubrina (Vell.) apresentaram atividade inibitória entre 8-

2.048 µg.mL
-1

. Compostos de Schinus terebinthifoliu apresentaram as menores CIM com 

valores entre 4 a 512 µg.mL
-1

. A avaliação combinada entre anfotericina B e o extrato de 

Schinus terebinthifoliu se apresentou antagônica para dez isolados de C. neoformans, cinco de 

C. gattii e Candida parapsilosis ATCC 22019, entretanto a combinação com fluconazol se 

demostrou aditiva para sete isolados de C. neoformans e a ATCC 22019, e indiferente para 

três isolados de C. neoformans e cinco C. gattii. O acido gálico padrão, em combinação com 

fluconazol ou anfotericina B, demostrou-se indiferente ou antagônico respectivamente, frente 

aos isolados de C. neoformans, C. gattii e ATCC 22019. Na criptococose experimental, a 

imunossupressão foi eficaz, pois os ratos apresentaram leucograma de 0,11 a 0,52.10
3
/µL. G5 

apresentou valores significantivos de Log-rank quando comparados aos G3 e G2 (p=0,0001). 

Marcadores séricos não evidenciaram comprometimento renal ou hepático após o tratamento 

com Schinus terebinthifoliu. Schinus terebinthifoliu não apresentou toxidade. Plantas 

medicinais constituídas por compostos bioativos são promissores para a formulação de novos 

fármacos, podendo atuar como alternativa terapêutica no tratamento da criptococose. 

 

 

Palavras-chave: Complexo Cryptococcus. Criptococose. Sensibilidade antifúngica. 

Alternativas terapêuticas. Plantas medicinais. Sinergismo. 



 

ABSTRACT 

The Cryptococcus complex comprises encapsulated yeasts that cause cryptococcosis, which 

have had reports of resistance to the available antifungal agents, becoming a public health 

problem. The in vitro and in vivo antifungal potential of bioactive compounds from medicinal 

plants of the Brazilian Northeast were evaluated. This is an experimental and analytical 

research. The studied plants were Eugenia uniflora L., Libidibia ferrea Mart., Anadenanthera 

colubrina (Vell.) e Schinus terebinthifolius Raddi. in contrast to clinical isolates of 

Cryptococcus neoformans (n=30) and Cryptococcus gattii (n=05), stocked at the URM 

Culture Collection of UFPE. The isolates were identified by classical taxonomy and mass 

spectrometry by MALDI-TOF MS technique. For the sensitivity test in vitro, the minimum 

inhibitory concentrations (MIC) were determined following the M27-A3 protocol. Synergism 

was evaluated following the Checkerboard method. In vivo antifungal activity followed the 

model of experimental infection of systemic cryptococcosis in groups of eight conventional 

Wistar rats obtained from the Department of Pharmacology and Physiology CCS/UFPE, in 

which: Group 1 (G1) = immunosuppressed rats; G2 = infected immunosuppressed rats; G3 = 

infected immunosuppressed rats treated with fluconazole; G4 = infected immunosuppressed 

rats treated with amphotericin B and G5 = infected immunosuppressed treated with plant 

extrat that presented lower values of MIC. The animals were immunosuppressed with 

cyclophosphamide and infected via the tail vein with 100µL of a suspension of 10
7
 cells/mL. 

They were accompanied for 28 days to determine the survival rate. Statitical significance was 

determined by non-parametric analysis of Kaplan-Meier, and its toxicity by LD50. All realized 

tests were in duplicated. Eugenia uniflora extrats did not present antifungal activity. All 

compounds obtained from Libidibia ferrea and Anadenanthera colubrina (Vell.) showed 

inhibitory activity ranging from 8-2.048 μg.mL
-1

. Schinus terebinthifoliu compounds had the 

lowest MIC values from 4 to 512 μg.mL
-1

. When combined with amphotericin B, Schinus 

terebinthifoliu extracts presented antagonistic activity for ten strains of C. neoformans, five C. 

gattii and ATCC 22019 Candida parapsilosis, however the combination with fluconazole has 

demonstrated additive activity to seven isolates of C. neoformans and ATCC 2219 C. 

parapsilosis, and indifferent activity for three isolates of C. neoformans and five C. gattii. 

Standard Gallic acid when combined with fluconazole or amphotericin B has demonstrated 

indifferent or antagonistic activity respectively, to isolates of C. neoformans, C. gattii and 

ATCC 22019 C. parapsilosis. In the experimental model in vivo, the immunosuppression was 

effective, as the rats showed white blood cells counting ranging from 0.11 to 0,52x10
3
/µL. G5 

group compared to G3 and G2 groups presented significant values of Log-rank (p=0.0001). 

Serum values showed that there was no kidney or liver impairment mice after treatment with 

Schinus terebinthifoliu. Schinus terebinthifoliu has showed no toxicity. Medicinal plants with 

bioactive compounds are promising for the development of new drugs, which can act as a 

therapeutic alternative for the treatment of cryptococcosis. 

 
 

Keywords: Cryptococcus complex. Cryptococcosis. Antifungal sensitivity. Therapeutic 

alternatives. Medicinal plants. Synergism. 
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1 INTRODUÇÃO  

  A incidência de infecções por fungos tem aumentado substancialmente nas últimas 

décadas, acarretando altos índices de mortalidade que atingem até 60% dos pacientes 

acometidos, sendo criptococose a quarta infecção oportunista mais incidente em pacientes 

com o vírus da Imunodeficiência Humana. Consequentemente, torna-se fundamental o 

seguimento clínico e laboratorial micológico destes pacientes (CASALI et al., 2001; 

CONSENSO, 2008).  

  Leveduras do Complexo Cryptococcus se apresentam como capsuladas, as quais 

podem ser encontradas em diversos nichos ecológicos principalmente em excretos de pombos 

e troncos de árvores (CONSENSO 2008; FARIA et al., 2010; REOLON et al., 2004; 

SEVERO et al., 2009).  

  De contágio inicial por via respiratória e causada principalmente por Cryptococcus 

neoformans e C. gattii, fungos oportunistas que acometem humanos e animais, a criptococose 

estar diretamente ligada a infecções de pessoas com o sistema imune comprometido, mas não 

exclusivamente, podendo também atingir pessoas com o sistema imunológico normal 

(CONSENSO, 2008; FARIA et al., 2010). 

  O antifúngico de escolha depende principalmente do sítio de infecção e das 

características imunológicas do hospedeiro. Os antifúngicos recomendados e amplamente 

utilizados são, anfotericina B em uma dosagem de 0,5-1,0 mg/Kg/dia ou combinado com 5-

flucitosina (100 mg/kg/dia) e fluconazol (400mg/dia) (PERFECT et al., 2010; SEVERO et al., 

2009). 

  Alternativas terapêuticas a partir de plantas medicinais e seus compostos bioativos, 

embora, venham ganhando destaque em todo o mundo até o momento não são utilizadas 

clinicamente na criptococose. Diversos estudos são realizados com a finalidade de avaliar a 

capacidade antifúngica e antibacteriana de vegetais e seus compostos (OLIVEIRA et al., 

2014). 

  As propriedades terapêuticas observadas em plantas utilizadas na medicina popular 

comprovam que a biodiversidade vegetal possui numerosos compostos bioativos, promissores 

na produção de novos fármacos (MORAIS-BRAGA et al., 2013). Além disso, frequente 

resistência de micro-organismos tem conduzido a busca por novos agentes terapêuticos, 

envolvendo pesquisas desde Briófitas até Angiospermas quanto às atividades farmacológicas 

que apresentem alternativas no combate às infecções fúngicas (SANTOS et al., 2010). 
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   Cepas de Cryptococcus sp. vem apresentando, frequentemente, resistência as opções 

dos limitados fármacos disponíveis, como o fluconazol e a anfotericina B associada ou não a 

flucitosina. Dessa forma, pesquisas são necessárias para desenvolver novas drogas 

antifúngicas e novas estratégias terapêuticas. (OLIVEIRA et al., 2014; PEREA et al., 2002; 

SILVA et al., 2008) 

  Segundo Casali et al. (2001) pacientes com HIV acometidos com a criptococose 

podem apresentar recorrência após o tratamento, provavelmente devido a reativação da 

infecção pela linhagem que a originou. Entretanto, estudos também relatam a infecção por 

outras linhagens. 

   

1.1 Problematização 

 Paralelo ao aumento do número de casos, e o desenvolvimento de mecanismos de 

resistência, as espécies como Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii, frente a 

fármacos utilizados, a criptococose tem se tornado um problema de saúde pública. Neste 

contexto, testes de sensibilidade são empregados para predizer o sucesso terapêutico 

(OLIVEIRA et al., 2014; PEREA et al., 2002; SANTOS et al., 2010; SILVA et al., 2008).  

Os fármacos de escolha no tratamento da criptococse, em grande maioria possuem 

tóxidade, o que acarreta inúmeros efeitos colaterais, além desses, o surgimento da resistência 

antifúngica tem tornado constante a busca por novos agentes terapêuticos eficazes, 

envolvendo compostos bioativos, presentes em plantas medicinais associadas as suas diversas 

atividades farmacológicas (CHEN et al., 2015; MORAIS-BRAGA et al., 2013).  

1.2 OBJETIVOS 

1.2.1 Objetivo Geral 

 

  Obter extratos brutos e frações de plantas medicinais do Nordeste e avaliar seu 

potencial antifúngico in vitro e in vivo frente a isolados clínicos de Cryptococcus neoformans 

e Cryptococcus gattii. 

1.2.2 Objetivos Específicos 

a) Caracterizar o material vegetal de quatro plantas medicinais do Nordeste; 

b) Obter a fração Acetato de Etila e a Fração Aquosa a partir do extrato bruto das 

plantas medicinais caracterizadas; 

c) Confirmar a identificação dos isolados clínicos de Cryptococcus por 

espectrometria de massa;  

d) Determinar a concentração inibitória mínima dos extratos frente aos isolados 

clínicos de Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii  
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e) Avaliar o sinergismo a partir da combinação de extratos vegetais com as drogas 

convencionais anfotericina B e fluconazol. 

f) Avaliar a toxidade in vivo do extrato de interesse; 

g) Avaliar o potencial antifúngico do extrato de interesse através de modelo de 

criptococcose experimental. 

 

1.3 PROCEDIMENTOS METODOLÓGICOS 

1.3.1 ISOLADOS FÚNGICOS 

  Nos ensaios, foram utilizados 30 isolados de Cryptococcus neoformans e seis de 

Cryptococcus gattii estocados da Coleção de Cultura URM da Universidade Federal de 

Pernambuco, e também, uma linhagem de referência Candida parapsilosis ATCC 22109 

como teste controle. 

1.3.1.1 IDENTIFICAÇÃO DOS ISOLADOS POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS 

(MALDI-TOF MS) 

  Os isolados foram cultivados em Sabouraud dextrose ágar e incubados durante 48 

horas a 37°C.  Após o crescimento, três a cinco colônias de levedura foram transferidas para 

um tubo Eppendorf contendo 300 mL de água destilada, e em seguida a suspensão foi 

homogeneizada em vórtex por 1 minuto. Na sequência, 900 µL de álcool absoluto foi 

adicionado em cada Eppendorf e homogeneizado. As amostras foram centrifugadas durante 2 

minuntos a 13000g e o sobrenadante foi removido. 

  Após a formação do pellet, 50 µL de ácido fórmico a 70% e um volume equivalente de 

acetonitrila foi adicionado, misturados em vórtex e posteriormente centrifugados por 2 min a 

13000g. 

  Do sobrenadante de cada isolado, 1 µL foi adicionado em duplicata no interior do spot 

da placa em aço do MALDI, e mantidos a temperatura de 27°C. Posteriormente, foi recoberto 

com 1µL da matriz orgânica contendo uma solução saturada de α-ciano-4-ácido hidroxi-

cinâmico em 50% de acetonitrila e 2,5% de ácido trifluoroacético.  

  As placas foram secas em temperatura de 27°C e introduzidas no espectrômetro de 

massas (MALDI-TOF Autoflex III Bruker Laser nd:yag smartbeam, Bruker Daltonics Inc., 

USA/Germany) para em seguida ser obtido os espectros protéicos.   

 Os espectros para determinação do perfil protéico dos isolados foram obtidos através 

do laser Nd:YAG (neodymium-doped yttrium aluminium garnet; Nd:Y3Al5O12) de 1064nm, 

onde a intensidade do laser foi ajustada acima do limiar para a produção de íons. Para 
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calibração foi usado um kit protéico (protein calibration standart I, Bruker Daltonics, Bilerica, 

MA, USA) conhecidos valores de massa das proteínas foi usado para calibração.  

 A variação de massa entre 2.000 a 20.000 Da foi registrado usando modo linear com 

pulso de 104 ns em uma voltagem de +20 kV. Espectros finais foram gerados através da soma 

de 20 tiros de laser acumulados por perfil e 50 perfis produzidos por amostra, levando a um 

total de 10.800 disparos de laser somados por espectro. A lista de picos foi exportada no 

software MALDI Biotyper™ 3.0 (Bruker Daltonics, Bremem, Germany) e as identificações 

finais foram baseadas na presença ou ausência de cada pico no espectro (Mctaggart et al., 

2011). 

1.3.2 MATERIAL VEGETAL  

  O material vegetal utilizado foi constituído de folhas de Eugenia uniflora L.(89989), 

cascas de Anadenanthera colubrina (Vell.) (86735) e Schinus terebinthifolius Raddi (86681), 

e frutos de Libidibia ferrea Mart. (88145). As espécies foram coletadas em Pernambuco (PE) 

e identificadas por membros do Instituto Agronômico de Pernambuco (IPA). Todo material 

vegetal estar mantidos no Laboratório de Farmacognosia da Univerisdade Federal de 

Pernambuco. 

1.3.2.1 PREPARAÇÃO DOS EXTRATOS BRUTOS 

  O material vegetal seco e moído foi levado a um liquidificador industrial por 20 

minutos, com intervalos de 5 minutos a cada ciclo extrativo. Para cada 50 g de material 

vegetal, seca e moída, foram adicionados 500 mL de água ou a mistura acetona:água (1:1 ou 

7:3; v/v) como líquidos extratores, na proporção inicial de planta/solvente de 10% (p/v). Após 

filtração de cada extrato e posterior a evaporação do solvente orgânico em evaporador 

rotatório sob pressão reduzida (40 C), os extratos foram congelados em freezer a 80
o
C e 

liofilizados, obtendo-se assim os extratos brutos (EB) (ISHIDA et al., 2006; FERREIRA et 

al., 2013; ARAÚJO et al., 2014). 

1.3.2.2 OBTENÇÃO DA FRAÇÃO ACETATO DE ETILA (FAE) E FRAÇÃO AQUOSA 

(FAQ) 

 O extrato bruto total foi disperso em água destilada e particionado 10 a 12 vezes com 

acetato de etila (ISHIDA et al., 2006). As fases acetato de etila foram reunidas, concentradas 

em evaporador rotatório sob pressão reduzida até eliminação total do solvente orgânico, 

http://flora.ipe.org.br/sp/181?pdf=1
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congeladas e liofilizadas, sendo obtidas as frações acetato de etila (FAE). A fase aquosa 

restante foi concentrada, congelada e liofilizada, obtendo-se a fração aquosa (FAQ). 

1.3.2.3 CARACTERIZAÇÃO DOS EXTRATOS BRUTOS 

 Os extratos brutos/frações foram caracterizados através de Cromatografia Líquida de 

Alta Eficiência (CLAE) e o teor de polifenois totais por espectrofotometria no ultravioleta-

visível, foi calculado com base na metodologia proposta pelos códigos oficiais (FB5, 2010). 

1.3.3 ATIVIDADES ANTIFÚNGICAS IN VITRO DOS EXTRATOS 

   A determinação da CIM seguiu o protocolo do documento M27-A3 (CLSI, 2008). O 

meio de cultura utilizado para a realização dos testes foi RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, EUA) 

tamponado com ácido morfolino-propano-sulfônico (MOPS) e ajustado em pH 7 ± 0,1. Os 

extratos foram diluídos em dimetilsulfóxido (DMSO) e água destilada, respectivamente. Em 

seguida foram avaliados em concentrações variando de 4 a 2.048 µg.mL
-1

 frente aos isolados 

clínicos de Cryptococcus neoformans e C. gattii. Os antifúngicos comercialmente disponíveis 

avaliados foram a anfotericina B (Bristol-Myers Squibb) diluída em DMSO e fluconazol 

(Pfizer) preparados em água destilada em concentrações variando de 0,015 a 16 g.mL
-1 

e 

0,125 a 64 g.mL
-1 

para anfotericina B e fluconazol respectivamente.  

  As leveduras foram 

 mantidas em meio Sabouraud Dextrose Ágar suplementado de extrato de levedura e 

incubadas a 35°C por 48 horas. As suspensões dos isolados foram preparadas em solução 

salina (8,5 g/L) e a densidade foi ajustada de acordo com a escala 0,5 de MacFarland em 90% 

da transmitância utilizando um espectrofotômetro a 530 nm.   

  Em seguida foram realizadas diluições em série, do inóculo, primeiro de 1:100 (2,5-

5×10
6 

UFC.mL
−1

) em salina e depois em meio liquido RPMI 1640 de 1:20 (1,0×10
3
 

UFC.mL
−1

).  

  Os testes de sensibilidade foram realizados em placas de microtitulação planas com 96 

poços (TPP; Trasadingen, Suíça). Os inóculos foram adicionados aos poços com os 

antifúngicos, e as placas incubadas a 35°C por 72 horas. As CIM’s foram determinadas em 

relação aos porços controles em 100% e 50% para anfotericina B e fluconazol. 
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1.3.3.1 AVALIÇÃO DO SINERGISMO PELO MÉTODO DE CHECKERBOARD  

  Seguindo o protocolo do documento M27-A3 (CLSI, 2008), porém, modificando a 

fase da preparação das placas, para dessa forma, combinar o extrato bruto mais os 

antifúngicos convencionais, adaptado de Lewis et al. (2002) e  Odds et al. (2003). 

  A droga foi colocada na primeira fileira na posição 10 e em sentido vertical e feitas 

diluição sucessivas na horizontal da direita para esquerda, decaindo assim, as concentrações 

até a posição 01. Na horizontal a segunda droga foi colocada na primeira fileira de posição A 

e em seguida foram feitas diluições seriadas em sentido vertical até a posição H para o 

decaimento da concentração. As posições 11 e 12 foram usadas como controle positivo e 

negativo. 

  Os antifúngicos comercialmente disponíveis avaliados foram a anfotericina B 

colocado na placa com a concentração variando de 16 g.mL
-1 

a 0,25 g.mL
-1 

 e Fluconazol 

em concentrações variando de 32 g.mL
-1 

a 0,5 g.mL
-1

. A fração de Schinus terebinthifolius 

foi preparada em uma concentração entre 128g.mL
-1 

a 0,5 g.mL
-1

.  

  A interpretação do sinergismo da combinação do extrato com os fármacos foi baseada 

no cálculo do somatório dos índices de Concentração inibidora fracional (ICIF) (LEWIS et 

al., 2002; ODDS et al., 2003). 

  Os paramentos para avaliação da interação medicamentosa seguiu o modelo de Lewis 

et al. (2002). O sinergismo foi determinado quando o ICIF for ≤0,5.  Medicamentos são 

considerados Aditivos quando o ICIF foi > 0,5 e <1. Indiferentes foram definidos quando o 

ICIF for ≥1 e <4, e o antagonismo foi determinado quando o ICIF for ≥4.  

1.3.4 ATIVIDADE ANTIFÚNGICA IN VIVO 

  A atividade antifúngica in vivo do extrato mais efetivo, de acordo com os testes in 

vitro, foi analisada através do modelo de infecção experimental de criptococose em ratos 

Wistar convencionais com oito a 12 semanas de idade, pesando 250 g, obtidos no biotério do 

Departamento de Farmacologia e Fisiologia do CCS/UFPE.  

  Modelo murino neutropênico foi realizado para se atingir a criptococose disseminada 

de acordo com Andes et al., 2008. A neutropenia nos animais (contagem de células 

polimorfos nucleares <100/mm
3
) foi induzida pela injeção de ciclofosfamida (Mead Johnson 

Pharmaceuticals, Evansville, IN) subcutaneamente quatro dias antes da infecção fúngica (150 

mg/Kg de peso corpóreo), um dia antes da infecção (75 mg/Kg) e dois dias após a infecção 

https://www.google.com.br/search?espv=2&biw=1366&bih=628&site=webhp&q=criptococose&spell=1&sa=X&ved=0CBkQvwUoAGoVChMI-OG5173KxwIVRZCQCh3eYgbr
https://www.google.com.br/search?espv=2&biw=1366&bih=628&site=webhp&q=criptococose&spell=1&sa=X&ved=0CBkQvwUoAGoVChMI-OG5173KxwIVRZCQCh3eYgbr
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(75 mg/Kg). A contagem total de leucócitos no sangue dos animais foi realizada com a 

finalidade de confirmar a imunossupressão. 

 O inóculo fúngico URM 5814 Cryptococcus neoformans foi suspenso em 5 mL de 

solução salina esterilizada a 0,9% com 10
7 

células/mL ajustada em espectrofotômetro. 

Criptococose disseminada foi atingida pela injeção de 0,1 mL do inóculo via veia caudal 48 

horas antes do início da terapia com o extrato. 

 O extrato bruto de Schinus terebinthifolius Act:Aq (1:1) foi diluído em phosphate 

buffered saline (PBS) e administrado por via oral em uma concentração de 500 mg.Kg
-1

, por 

sete dias consecutivos após o desafio e da partir da infecção por um dos isolados de espécie de 

Criptococcus. Os grupos foram divididos em: (G1) = imunossuprimido; G2 = 

imunossuprimido infectado; G3 = imunossuprimido infectado + tratado com fluconazol; G4 = 

imunossuprimido infectado + tratado com anfotericina B e G5 = imunossuprimido infectado + 

tratado com extrato. 

 A eficácia da substância foi avaliada através do prolongamento da taxa de 

sobrevivência dos animais e pela ausência de células de leveduras nas amostras de sangue 

analisadas. Para estudo de sobrevivência, os animais foram observados diariamente por 28 

dias a partir do início da infecção. Amostras de 2 mL de sangue caudal foram coletados e 

analisadas em um, três, sete e quinze dias após desafio em todos os animais sobreviventes. 

Após o término os animais sobreviventes foram eutanasiados em câmara de CO2.  

  Os exames micológicos foram realizados com a preparação de lâminas clarificadas 

com hidróxido de potássio, e cultura em ágar Sabouraud. Após o retrocultivo foi realizado a 

confirmação taxonômica por espectrometria de massa MALDI-TOF MS. 

 Um total de oito ratos Wistar com média de peso de 200-250 g mantidos em jejum de 

12 horas antes dos ensaios. Os animais receberam 5 g.Kg
-1

 do extrato bruto de Schinus 

terebinthifolius Act:Aq (1:1) por via oral, e foram acompanhados por 30 dias (PIRES et al., 

2004). 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 COMPLEXO Cryptococcus 

  Na micologia médica Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii são leveduras 

de grande importância, por serem agentes etiológicos da criptococose, micose oportunista que 

acometem humanos e animais (CONSENSO 2008; GOMES et al., 2010; REOLON et al., 

2004). 

  Espécies de Cryptococcus apresentam distribuição mundial e podem ser isolados em 

excretas de aves e árvores. Quando presentes em excretas de pombos dessecadas formam 

partículas infectantes compostas por basidiósporos ou leveduras desidratadas passíveis de 

serem inaladas permanecendo viáveis por cerca de dois anos (CASALI et al., 2001; 

CONSENSO, 2008). 

  A classificação taxonômica segue de acordo com as características fenotípicas e 

genéticas de seus teleomorfos. Reino: Fungi. Filo Basidiomycota. Classe: Hymenomycetes. 

Ordem: Tremellales. Familia: Tremellaceae. Genero: Filobasidiella (ALEXOPOULOS et al., 

1996).  

  O ciclo de vida de Cryptococcus spp. é composto por dois estágios, sexual e assexual 

como apresentado na figura 1 (SEVERO et al., 2009). 

 

 

 

 
Fonte: Lin; Heitman, 2006. 

Figura 1 – Ciclo de vida de leveduras do Complexo Cryptococcus. A parte 

superior da imagem mostra o ciclo com fusões de leveduras mating type a e α 

oposto. Na parte inferior a imagem mostra a frutificação que ocorre entre fungos 

com o mesmo mating type. 
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  Atualmente Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii foram divididos em duas 

espécies, de acordo com a sua fase teleomorfica, Filobasidiella neoformans e Filobasidiella 

bacillispora respectivamente (KWON-CHUNG et al., 2011). 

  A espécie de Cryptococcus neoformans é constituída por duas variedades: C. 

neoformans var. grubii (sorotipo A) e C. neoformans var. neoformans (sorotipo D) enquanto 

que as espécies de Cryptococcus gattii apresentam sorotipo B e C (KWON-CHUNG et al., 

2011; SEVERO et al., 2009).  

  De acordo com Kwon-Chung et al. 2011 e  Severo et al. 2009, o complexo pode ser 

dividido em cinco sorotipos distintos e nove genótipos. 

 A principal característica dessas espécies é a presença de uma capsula de 

mucopolissacarídeo em volta de suas células, considerada o principal fator de virulência, 

particularidade que o diferencia de outros fungos patogênicos. Estudos bioquímicos 

demonstram que a capsula é estruturada principalmente por um polimero o 

glucuronoxylomannan (GXM), o qual representa cerca de 90% na composição da mesma 

(CONSENSO 2008; LACAZ et al., 2002; ROCHA et al., 2015).  

 Segundo Casali et al. (2001) outros fatores associados à virulência é a presença da 

fenoloxidase, enzima sintetizadora da melanina e outros pigmentos a partir de precursores 

fenólicos e da enzima uréase. 

  A principal via de infecção das espécies de Cryptococcus neoformans e Cryptococcus 

gattii são as vias respiratórias, através da inalação de propágulos infecciosos, os quais podem 

sobreviver em latência no pulmão e posteriormente reativar para causar a doença no 

hospedeiro (COELHO et al., 2014; CONSENSO 2008; FARIA et al., 2010).  

  Cryptococcus neoformans estar frequentemente relacionado a indivíduos com o 

sistema imunológico comprometido, enquanto que as infecções por Cryptococcus gattii são 

observadas com maior prevalência em indivíduos imunocompetentes (PEDROSO et al., 

2007). 

  Identificado em 1894 por Sanfelice, o Cryptococcus gattii é um dos principais fungos 

patogênicos para humanos por causar infecções respiratórias e disseminadas, estando 

principalmente relacionado a indivíduos imunocompetentes. Sua distribuição ocorre nos 

trópicos e subtrópicos, sendo isolado em diversos nichos ecológicos, principalmente em 

árvores como da espécie Eucalyptus camaldulensis (GOMES et al., 2010; PEDROSO et al., 

2007; SLOAN E PARRIS 2014). 
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 Diferente de Cryptococcus gattii espécie associada a arvores, as espécies de 

Cryptococcus neoformans estão associadas à excretas de aves e solos contaminados por cepas 

infectantes  (CASALI et al., 2001; CONSENSO 2008; REOLON et al., 2004). 

 De acordo com Casali et al. (2001) a capacidade de se associar a excretas de aves das 

espécies de Cryptococcus neoformans ocorre a partir de uma adaptação bioquímica, na 

habilidade de assimilar creatinina, ácido úrico e purinas como fontes de nitrogênio, compostos 

encontrados em abundância nesse nicho ecológico. Embora capaz de assimilar creatinina, 

Cryptococcus gattii não está associado à excretas de aves. 

  Em 2004, Cryptococcus gattii foi o responsável por um aumento significativo na 

quantidade de casos de criptococose em imunocompetentes entre humanos e animais em uma 

área compreendida no Canadá e a noroeste dos Estados Unidos. A criptococose se apresentou 

primariamente como lesão pulmonar regressiva, sendo detectada na formação de nódulos 

pulmonares periféricos que se diferenciam em tumores malignos (KIDD et al., 2004; 

PERFECT et al., 2010; SANTOS et al., 2008).  

  Segundo Gomes et al. (2010) as espécies de Cryptococcus neoformans e de 

Cryptococcus gattii apresentam fatores de virulência tais como a capacidade de produzir 

melanina, presença de uma cápsula em volta de suas células e crescimento a 37°C. 

2.2 CRIPTOCOCOSE 

  Criptococose é uma micose sistêmica também conhecida como torulose, blastomicose 

européia, ou doença de Busse-Buschke (CONSENSO, 2008; FARIA et al., 2010). 

  Em 1894 Cryptococcus neoformans foi isolado primeiramente por Sanfelice na italia 

em suco de pêssego e em 1985 isolado por Busse na Alemanha em um paciente com uma 

lesão na tibia.  Porém só teve proporções mundiais a partir do advento do HIV. Em 2000 a 

Infectious Diseases Society of America (IDSA) publicou “Orientações práticas para a gestão 

da doença criptococose” (PARK et al., 2009; PERFECT et al., 2010; SAAG et al., 2000). 

  A criptococose é uma micose profunda e oportunista de distribuição cosmopolita que 

acomete grande variedade de mamíferos incluindo humanos, tendo como principal porta de 

entrada as vias respiratórias, através da inalação de propágulos infecciosos (CONSENSO, 

2008; FARIA et al., 2010; PARK et al., 2009). 

  Principalmente causada por duas espécies de fungos, Cryptococcus neoformans e 

Cryptococcus gattii a criptococose apresente uma significativa prevalencia em pacientes com 

deficiências imologica nas células T, principalmente aqueles infectados com o virus do HIV, 
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aumentando a probabilidade de infecção (MEYA et al., 2015; PERFECT et al., 2014; 

ROCHA et al., 2015). 

  A doença pode se caracterizar a partir de uma infecção aguda ou após a reativação de 

um período de latência em granulomas. Devido ao tropismo pelo sistema nervoso central a 

principal manifestação clínica da doença é a meningite criptocócica (COELHO et al., 2013; 

GOMES et al., 2010).  

  A infecção pulmonar pode dar origem à disseminação por via hematogênica até o 

comprometimento do sistema nervoso central, e em formas mais raras, comprometer outros 

órgãos como ossos e pele (ROEBUCK et al., 2015).  

  De acordo com Neofytos et al. (2010) a criptococose ocorre em cerca de 

aproximadamente 2% a 8% em pacientes transplantados.  

 Segundo Meya et al. (2015) Cryptococcus neoformans consegue atravessar a barreira 

do sangue e chegar ao cérebro por três mecanismos: via células endoteliais (paracellular), via 

endotelial cerebral (transcitose), e dentro de monócitos ou macrófagos infectados (cavalo de 

Tróia). 

  O acometimento do sistema nervoso central é a manifestação clínica mais comum da 

criptococose e entre as sequelas se destacam o acidente vascular cerebral, hidrocefalia, 

cegueira e surdez. A infecção pulmonar é a segunda manifestação clínica mais comum, 

seguido da pele, olhos e doenças gênito-urinário (SPEED et al., 1995). 

  Segundo Bii et al. (2007) o risco para pacientes com HIV serem acometidos por 

meningite criptocócica e globalmente estimado em aproximadamente 6-8% para os adultos e 

para as crianças de 1%. 

 Araujo et al. (2012) descreveram um caso de criptococose intra-abdominal causado 

por  Cryptococcus gattii em um paciente imunocompetente com diabetes tipo II. O paciente 

foi inicialmente tratado com anfotericina B com doses de 1mg/kg/dia durante 21 dias, 

seguindo por fluconazol (800 mg/dia). Em sequencia ao tratamento o paciente acometido 

apresentou melhora progressiva dos seus sintomas.  

   Leechawengwongs et al. (2014) relataram um caso de criptococose cutânea primária 

causada por Cryptococcus gattii em uma mulher com 48 anos de idade sobrevivente do 

tsunami da Tailândia. A recuperação da paciente foi obtida a partir do tratamento com 

anfotericina B associado à itraconazol, e em seguida, doses de manuntenção com fluconazol.  

  Recentemente Wang et al. (2015) descreveram um caso de criptococose cutânea 

primária causado por Cryptococcus neoformans em um paciente imunossuprimido decorrente 

da administração de um corticosteroide em doses elevadas para o tratamento de asma. Os 
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resultados apresentados pelos autores mostraram que a terapia com fluconazol foi bem 

sucedida. 

  Sivaranjini et al. (2015) relataram um caso de meningoencefalite criptocócica em um 

jovem, imunocompetente, no sul da Índia, região geográfica não endêmica para infecções por 

Cryptococcus gattii. O paciente foi inicialmente tratado com anfotericina B, mas desenvolveu 

reação anafilática, e a medicação de escolha para continuar a terapia foi fluconazol. Apesar da 

terapia intensiva, a doença progrediu rapidamente e o paciente foi a óbito. 

  Mukhopadhyay et al. (2015) apresentaram um relato de caso de criptococose cerebral 

causada por Cryptococcus gattii em um paciente do sexo masculino de 73 anos de idade 

morador da região nordeste da Índia, que apesar de considerado imunocompetente, o paciente 

demonstrava sintomas de cefaleia grave, vômitos, perda de apetite e desequilíbrio motor. O 

tratamento iniciado com anfotericina B e continuado com fluconazol foi satisfatório a 

recuperação do paciente.  

 Lin et al. (2014) relataram um caso de pneumonia necrotizante, que  acarretou o 

desenvolvimento de uma meningite por Cryptococcus gattii em um paciente vietnamita do 

sexo masculino com 32 anos de idade. Após o tratamento inicial com anfotericina B associada 

à flucitosina, e posteriormente com fluconazol, o paciente se recuperou sem apresentar 

sequela neurológica. 

2.2.1 DIAGNÓSTICO CLÍNICO E LABORATORIAL  

  O diagnóstico da criptococose se dá a partir da avaliaçao clínica, seguido da pesquisa 

laboratorial do agente em materiais biológicos tais como líquido cefalorraquidiano (LCR) 

escarro, ganglios e lesões cutâneo-mucosas (LACAZ et al., 2004).  

  Os métodos são relativamente simples proporcionando boas estratégias. Entre as 

técnicas incluem o exame direto a partir de fluidos corporais contrastados com tinta da China, 

também conhecida como nanquim, para vizualização da cáspsula, isolamento do fungo em 

meios específico, provas bioquímicas, exames histopatológicos dos tecidos infectados, e 

técnicas imunológicas para a pesquisa de antígeno específico (LACAZ et al., 2002; 

PERFECT et al., 2014; PEDROSO et al., 2007).  

  A preparação com tinta da China revela células de leveduras com diferentes tamanhos, 

em diâmetro médio de 4 a 6 µm, geralmente globosos ou ovais, apresentando brotação e 

duplo contorno que as tornam altamente refráteis (CASALI et al., 2001). 

  Espécies de C. neoformans e C. gattii crescem em meio de cultura ágar Sabouraud-

dextrose, em uma temperatura de 30-38°C, apresentando colônias brilhantes, de cor branca a 
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creme, textura mucoide e margem lisa (KWON-CHUNG & FELL, 1984; SEVERO et al., 

2009). 

 A capacidade de produzir melanina é uma característica bastante utilizada nos 

laboratórios para a identificação de Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii.  O 

pigmento é revelado a partir do crescimento fúngico em meios de cultura específicos, 

enriquecidos por composto fenólicos ou difenólicos. O meio ágar níger composto por 

fenólicos é utilizado para a diferenciação das espécies de Cryptococcus, a partir da detecção 

da atividade da fenoloxidase produzindo melanina e tornando as colônias marrons escurecidas 

(KWON-CHUNG et al., 1984; PEDROSO et al., 2007; SEVERO et al., 2009). 

  As espécies de Cryptococcus podem ser diferenciadas devido à mudança de cor sobre 

o meio CGB (L-canavanina, glicina e azul de bromotimol). O princípio do teste se baseia na 

resistência que Cryptococcus gattii apresenta a L-canavanina, utilizando a glicina como fonte 

de carbono e nitrogênio, sendo capaz de crescer no meio CGB. A partir do crescimento 

fúngico, ocorre à produção de amônia e elevação do pH, alterando a coloração do meio da cor 

verde para azul (BAUTERS et al., 2002). 

   Teste de látex revestida com anticorpos é utilizado para a detecção do antígeno 

polissacarídeo de Cryptococcus sp. encontrados em materiais biológicos como soro e LCR 

apresentando uma sensibilidade entre 90-100% e uma especificidade de 93-98% (SEVERO et 

al., 2009). 

  Tecnologias podem auxiliar na identificação de diferentes linhagens como o uso de 

PCR (Reação em Cadeia da Polimerase) combinada a primers aleatórios e permitindo a 

identificação do DNA de cada linhagem, levando a um maior conhecimento sobre a 

epidemiologia da infecção (CASALI et al., 2001; MEYER et al., 1999) 

  Diferenças bioquímicas podem ser observadas nas duas espécies, a exemplo da 

capacidade de assimilar D-prolina como fonte de carbono pelo Cryptococcus gattii, 

diferentemente do Cryptococcus neoformans, que é incapaz (KWON-CHUNG et al., 2015) 

 Caracterizar essas leveduras em níveis de gênero e espécies seguem inúmeras etapas 

como a microscopia das células, análise bioquímica, meios de culturas e sequenciamento de 

DNA, acarretando tempo e podendo levar a custos altos. Recentemente a identificação por 

Espectrometria de Massas pela técnica de matrix assisted laser desorption ionization time-of-

flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS), permite a identificação de diversos fungos e 

bactérias em um curto espaço de tempo com menos custos, possibilitando o início da terapia 

em menos tempo (MCTAGGART et al., 2011; SANTOS et al., 2010). 

https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjXrZqO36TJAhVBN5AKHb9OClYQFggdMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.infoescola.com%2Fsistema-nervoso%2Fliquido-cefalorraquidiano%2F&usg=AFQjCNH9IEhjsNYsTG6pOO01KExD9Hykbw
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 Segundo McTaggart et al. (2011) a metodologia MALDI-TOF MS baseada em 

espectros protéicos obtidos a partir das proteínas ribossomais e estruturais das células 

fúngicas, pode realizar a identificação das espécies de forma confiável e altamente 

discriminatória  de uma cultura pura, em média de tempo de 5 a 20 minutos, com um custo 

mínimo dependendo da preparação da amostra. 

2.2.2 TRATAMENTOS DA CRIPTOCOCOSE  

  O antifúngico de escolha depende principalmente do sítio de infecção e das 

características imunológicas do hospedeiro. O antifúngicos recomendados e amplamente 

utilizados são anfotericina B em uma dosagem de 0,5-1,0 mg/kg/dia ou combinado com 5-

flucitosina (100 mg/kg/dia) e fluconazol (400mg/dia) (PERFECT et al., 2010; SEVERO et al., 

2009). 

  Segundo Martinez (2006), o arsenal terapêutico para o tratamento de infecções 

fúngicas sistêmicas disponíveis pela indústria farmacêutica são escassos e algumas 

apresentam atividades limitadas, enquanto outros não apresentam mais atividade antifúngica. 

 Fluconazol e itraconazol são triazólicos que apresentam atividade microbiana a partir 

da inibição do citocromo P-450, sendo esse um componente da via de biossíntese do 

ergosterol. Fluconazol exerce atividade robusta contra leveduras, entretanto com o uso 

generalizado em longo prazo, espécies de Candida e Cryptococcus desenvolvem mecanismos 

de resistência (CHEN, SORRELL 2007; CHEONG, MCCORMACK 2013).  

 Agentes azólicos são drogas largamente usadas para a profilaxia e manutenção 

terapêutica da criptococose (SAAG et al. 2000). 

  De acordo com a Infectious Diseases Society of America (IDSA) para o tratamento da 

meningite criptocócica a droga de escolha é a anfotericina B administrada por via intravenosa 

em um período de 14 dias. A sua atividade e toxidade esta diretamente proporcional a sua 

concentração, sendo aconselhado uma administração de 0,7-1,0 mg/Kg  (ANDES, 2006). 

  Paciente que desenvolvem a criptococose neural após transplante de órgãos recebem 

imunossupressores nefrotóxicos para evitar a rejeição do enxerto, cerca de 30% dos receptores 

de órgão apresentam quadros de disfunção renal, tornando-se necessário que a administração 

de anfotericina B não apresente concentrações muito altas para não comprometer o sistema 

renal (PERFECT et al., 2010; SLOAN et al., 2014). 

  A combinação da anfotericina B com flucitosina é o tratamento de escolha para a 

meningite criptocócica, porém as especies de Cryptococcus vêm frenquentemente 

apresentando resistência (OLIVEIRA et al., 2014; SAAG et al., 2000). 
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  Uma nova alternativa terapêutica para criptococose foi proposto por Oliveira et al. 

(2010) demostrando a atividade antifúngica da ciclopirox olamine frente a 16 isolados de 

Cryptococcus neoformans, um fungicida destinado ao tratamento de micoses tópicas, por 

meio do método de microdiluição seguindo o documento M27-A3 do Clinical and Laboratory 

Standards Institute (CLSI, 2008). 

2.2.2.1 ANFOTERICINA B 

  Antibiótico poliênico produzido naturalmente a partir do actinomiceto Streptomyces 

nodosuse e disponibilizado a partir da década de 50, a anfotericina B apresenta um largo 

espectro antifúngico e uma boa eficácia, embora possua uma alta toxicidade ainda é a 

principal escolha para o tratamento de micoses sistêmicas relacionadas a pacientes 

imunocomprometidos (FILIPPIN, SOUZA 2006; MARTINEZ, 2006). 

  Estruturalmente a anfotericina B é composto por 37 carbonos, apresentando um anel 

macrocíclico. Possui uma cadeia de hidratos de carbono unidos por duplas ligações, e uma 

oposta com sete grupos hidroxilos livres, dando-lhe uma característica anfipática. A cadeia 

lateral é formada por um grupo de amino livre (Figura 4) (FILIPPIN, SOUZA 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  A anfotericina B (AmB) é um agente que apresente um mecanismo de ação 

relacionado a sua afinidade com esteróis. Apesar de apresentar um largo espectro contra 

infecções fúngicas à utilização da anfotericina B é bastante limitada devido a sua alta 

toxidade, principalmente ao sistema renal, por esse motivo, formulações lipídicas vêm sendo 

desenvolvidas como a Ambisome
®
, uma formulação lipossomal da anfotericina B em qual o 

fármaco está fortemente associada com a estrutura em bicamada de pequenos lipossomas 

unilamelares (ADLER-MOORE, PROFFITT 2002; FALCI et al., 2015; GUERRA et al., 

2007). 

Fonte: Filippin, Souza 2006. 

 

Figura 02 – Estrutura química da anfotericina B  
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  Segundo Falci et al. (2015) atualmente a indústria farmacêutica disponibiliza no 

mercado três formulações lipídicas: Ambisome
®
 (anfotericina B lipossomal - L-AmB); 

Abelcet
®
 compreende o complexo lipídico (ABLC); Amphotec

®
 dispersão coloidal de 

anfotericina B (ABCD). 

  Anfotericina B pode ser utilizada em combinação com fluorocitosina, resultando em 

sinergismo e potencializando assim a ação do fármaco além de diminuir o tempo de 

tratamento da criptococose. Entretanto, estudos ressalvam que fluorocitosina pode causar 

efeitos adversos como leucopenia em pacientes acometidos com HIV (MITCHELL; 

PERFECT 1995). 

  Embora as espécies de Cryptococcus se apresentem como leveduras capsuladas a 

anfotericina B possui a capacidade de afetar a morfologia da cápsula de mucopolissacarídeos, 

trazendo um mecanismo de ação mais eficiente para o tratamento (ZARAGOZA et al., 2006). 

  O mecanismo de ação in vivo de anfotericina B é baseado na ligação com o ergosterol, 

componente presente na membrana celular dos fungos, que leva à formação de canais 

transmembranares, e acarreta desequilíbrio iónico dos cátions presentes e conduz a célula à 

morte (Figura 5) (BAGINSKI et al., 2005; BRAJTBURG et al., 1990). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  A anfotericina B possui um amplo espectro frente a doenças fúngicas como 

candidíase, criptococose, aspergilose, histoplasmose, blastomicose, coccidiomicose, 

mucormicose, esporotricose, fusariose e feo-hifomicoses. Embora estudos tenham demostrado 

que espécies de Cryptococcus possam apresentar resistência a este fármaco, o mesmo ainda é 

fundamental na terapia da criptococose disseminada, doença fúngica de grande impacto em 

Figura 03 – Esquema do mecanismo de ação da anfotericina B 

Fonte: Murray et al., 2004 
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mortalidade no mundo, causando cerca de meio milhão de mortes por ano (FALCI et al., 

2015; PERFECT, COX 1999) 

2.2.2.2 FLUCONAZOL 

  Fármaco sintético formado a partir da substituição do anel imidazólico por um 

triazólico, bastante utilizado no tratamento de micoses profundas e mucocutâneas de forma 

isolada ou em combinação. O fluconazol apresenta seletividade para o citocromo P450 

presente na célula fúngica e possui um amplo espectro de ação frente a espécies de 

Cryptococcus neoformans, Candida, Paracoccidioides brasiliensis e Histoplasma capsulatum 

(COELHO et al., 2004; SANTOS et al., 2005). 

  O uso do fluconazol esta reservado a criptococose recidivas ou pacientes que 

desenvolveram a doença com histórico de exposição recente a medicamentos antifúngicos, 

apesar de ser fungistático apresenta excelente perfil de segurança, farmacocinética e resposta 

clínica (PERFECT et al., 2010; SANAT et al., 2006) 

  O mecanismo de ação do fluconazol é baseado na inibição de parte do complexo P450 

especificamente na C-14-α-desmetilase, componente necessário para a síntese do ergosterol 

presente na membrana das células fúngicas, sendo ativos em fungos leveduriformes. Devido 

ao sitio de ação no complexo P450, o fluconazol também pode apresentar efeito sobre este 

complexo em humanos, podendo levar a interações medicamentosas e diversos efeitos 

secundários adversos (CHARLIER et al., 2006). 

  Segundo Santos et al. (2005) a maior biodisponibilidade do fluconazol está 

relacionada a administração por via oral, podendo alcançar no plasma uma concentração 

maior ou igual a 80% em comparação a administração por via endovenosa. 

  De acordo com Yamazumi et al. (2003) isolados clínicos de C. neoformans 

demonstraram resistência ao fluconazol devido a seleção de clones resistentes induzida pela 

longa exposição ao mesmo (YAMAZUMI et al., 2003). 

2.3 RESISTÊNCIA ANTIFÚNGICA DE Cryptococcus spp. 

  Resistência de micro-organismos aos antimicóticos ocorre na grande maioria dos casos 

esta relacionado a fenômenos genéticos diretamente ligados a alterações de genes, tornando as 

espécies fúngicas capazes de codificarem diferentes mecanismos bioquímicos, os quais 

impedem as ações dos medicamentos (TENOVER, 2006).  

http://www.sinonimos.com.br/conseguinte/
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  O uso extensivo e disseminado de fluconazol para a terapia de pacientes acometidos 

de criptococose se tornou uma preocupação de saúde pública em decorrência do 

desenvolvimento de resistência ao fármaco. Atualmente a falha no tratamento de pacientes 

com criptococose vem aumentando significativamente o índice de mortalidade (CHEN et al., 

2015; LI, MODY 2010). 

   Os principais mecanismos que os fungos patogênicos desenvolvem resistência aos 

antifúngicos da classe dos azólicos estão relacionados à expressão do gene ERG11 (conhecido 

como CYP51) responsável por codificar o sitio alvo dos azoles a enzima lanosterol 14- 

demethylase diminuído a susceptibilidade do sitio de ação ao fármaco (GAST et al., 2013). 

   Administração de baixas doses de fluconazol, usadas normalmente em tratamentos de 

longo prazo, em pacientes com HIV acometidos com criptococose, é um dos principais fatores 

para as espécies patogênicas de Cryptococcus desenvolvam resistência (CHEONG, 

MCCORMACK 2013; PERFECT et al., 2010). 

  Assing et al. (2003)  relataram um caso de meningite criptocócica em um paciente 

HIV negativo, acometidos com Cryptococcus sp. resistente a fluconazol sem histórico de 

exposição anterior ao fármaco. A resistência foi inicialmente observada a partir da recaída 

clínica após a interrupção do tratamento com anfotericina B e a iniciação da terapia por 

fluconazol. A avaliação da resistência in vitro foi verificada seguindo a metodologia de E-test 

e disco difusão e posteriormente foram confirmadas pelo método de microdiluição.  

  Segundo Lia et al. (2012) relatos foram feitos sobre a resistência de isolados de 

Cryptococcus neoformans resistentes a anfotericina B, fluconazol, flucitosina, Itraconazol, 

antes ou durante o tratamento. O aparecimento da resistência a estes fármacos antimicóticos 

sugere a necessidade de vigilância em maior escala para reduzir ou eliminar o surgimento de 

novos relatos.  

2.4 PRODUTOS NATURAIS E NOVAS ALTERNATIVAS TERAPÊUTICAS 

  O interesse pela utilização de medicamentos fitoterápicos surgiu pela crença popular 

de que substâncias obtidas de plantas medicinais são isentas ou apresentam poucos efeitos 

colaterais, além da sua aparente eficácia quando a medicina tradicional não alcança os 

resultados esperados (SANTOS et al., 2010). 

  Produtos medicinais a partir de plantas eram mais comumente adotados em 

populações carentes de áreas rurais e urbanas, por apresentar uma disponibilidade maior com 

custos menores. A utilização de plantas medicinais é predominante em diversos países em 
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desenvolvimento como único recurso terapêutico disponível para problemas de saúde pública 

(JESUS, 2009; MACIEL et al., 2002). 

  Produtos naturais representam nos dias atuais uma extensa e rica fonte de potentes 

compostos bioativos com diferentes composições moleculares, os quais compõem mais de 

30% dos produtos disponíveis pela indústria farmacêutica (GOULART et al., 2013; 

MISHIRA et al., 2008). 

  As propriedades terapêuticas observadas em plantas utilizadas na medicina popular 

comprovam que a biodiversidade vegetal possui numerosos compostos bioativos promissores 

na produção de novos fármacos (MORAIS-BRAGA et al., 2013). Além disso, a emergência 

na resistência de micro-organismos tem tornado a busca por novos agentes terapêuticos 

eficazes constantes, envolvendo pesquisas desde Briófitas até Angiospermas associadas as 

suas diversas atividades farmacológicas. Esse potencial têm-se apresentado como alternativa 

promissora no combate às infecções fúngicas (SANTOS et al., 2010). 

  A etnobotânica e a etnofarmacologia são poderosas ferramentas na busca por 

substâncias naturais bioativas, e embora ressaltem alguns fatores limitantes, como a 

dificuldade em coletar informações que sejam fidedignas, bem como o aspecto ético que 

envolve o acesso ao conhecimento tradicional, considera que as informações sobre as plantas 

medicinais podem ser obtidas de maneira mais verossímil através do uso dessas ferramentas 

(ALBUQUERQUE, HANAZAKI 2006). 

  A capacidade de apresentar atividade antimicrobiana das substâncias presentes em 

extratos e óleos essenciais extraídos de plantas é bastante reconhecida popularmente há 

séculos. A partir da comprovação da atividade antimicrobiana dos compostos bioativos é 

preciso estratégias e programas de triagem para que o composto possa da origem a novos 

fármacos (AHMAD, BEG 2001; GERGIS et al., 1990). 

  Apesar de existir uma grande biodiversidade de plantas no mundo, poucos estudos são 

direcionados a descoberta de compostos bioativos com propriedades farmacêuticas, as quais 

poderiam fornecer novos produtos químicos para a descoberta de novas drogas e diferentes 

alternativas terapêuticas (DZOYEM et al., 2013; NEWMAN, CRAGG 2010). 

  Compostos como óleos essenciais e elementos voláteis de plantas medicinas 

apresentam potenciais significativos para o tratamento de infecções microbianas 

principalmente infecções fúngicas (LIMA et al., 2006).  

  Produtos naturais representam grande parte dos componentes candidatos à formulação 

de novos fármacos com potencial para uma significante variedade de doenças que acometem 

os humanos. Atualmente a maiorias desses produtos que estão em pesquisas para o 
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desenvolvimento de fármacos são proveniente de plantas ou fontes microbianas (DZOYEM et 

al., 2013). 

2.4.1 COMPOSTOS FENÓLICOS 

  Diversos estudos epidemiológicos, in vitro e in vivo demostram os inúmeros 

benefícios dos compostos fenólicos presentes em vegetais, frutas, legumes e verduras. Tais 

capacidades são atribuídas aos múltiplos efeitos biológicos relacionados aos compostos tais 

como atividades antimicrobiana, hipoglicemiante, anti-inflamatória e prevenção de doenças 

crônicas como câncer e doenças cardiovasculares (ABE et al., 2007; BANSAL et al., 2012; 

BEER et al., 2003; JANIQUES et al., 2013). 

  Originados do metabolismo secundário das plantas os compostos fenólicos são 

essenciais para o crescimento e reprodução, além de proteger os vegetais de estresses 

ambientais, infecções, radiação ultravioleta e ferimentos (ANGELO, JORGE 2007; NACZK, 

SHAHIDI 2004). Segundo Souza et al. (2010)  os compostos fenólicos (ferúlico, cinâmico e 

vanílico) de vegetais possuem efeitos inibitórios no crescimento de fungos e produção de 

micotoxinas 

   Compostos fenólicos compõem o maior grupo de bioativos presentes em vegetais, 

cerca de cinco mil fenóis de estrutura variável com multifuncionalidades, subdivididos em 

classes a partir de suas estruturas químicas. Esses compostos apresentam um anel aromático 

presente em sua estrutura podendo ter um ou mais substituintes hidroxílicos (FALLER, 

FIALHO 2009; JANIQUES et al., 2013). 

  Os principais grupos fenóis são os flavonóides, ácidos fenólicos, fenóis simples, 

cumarinas, taninos, ligninas e tocoferóis. A variedade de combinações possíveis que 

acontecem na natureza leva a uma diversidade estrutural muito grande dos fenóis os quais são 

chamados de polifenóis (ANGELO, JORGE 2007; FALLER, FIALHO 2009). 

  Segundo Calixto et al. (2001) compostos fenólicos são substâncias importantes nos 

mecanismos de defesa da planta contra fungos, bactérias, vírus, parasitas, insetos, moluscos e 

animais superiores. 

  Divididos em dois grupos os compostos fenólicos podem ser classificados em 

flavonoides e não flavonoides, porém ambos apresentam baixo peso molecular, denominados 

de metabólitos secundários (VOLP et al., 2008). 

  Os fenóis que largamente são encontrados na natureza estão principalmente nos 

vegetais, entre esses fenóis, os mais estudados são os flavonoides, ácidos fenólicos e 
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cumarinas, sendo classificados de acordo com a quantidade de carbono presente em suas 

estruturas Tabela 01 (ANGELO, JORGE 2007; SOARES, 2002). 

Tabela 1 - Classe de compostos fenólicos encontrados em plantas, 

de acordo com suas estruturas. 

Classe Estrutura 

Fenólicos simples, benzoquinonas C6 

Ácidos hidroxibenzóicos C6–C1 

Acetofenol, ácidos fenilacéticos C6–C2 

Ácidos hidroxicinâmicos, fenilpropanóides C6–C3 

Nafitoquinonas C6–C4 

Xantonas C6–C1–C6 

Estilbenos, antoquinonas C6–C2–C6 

Flavonóides, isoflavonóides C6–C3–C6 

Lignanas, neolignanas (C6–C3)2 

Biflavonóides (C6–C3–C6)2 

Ligninas (C6–C3)n 

Taninos condensados (C6–C3–C6)n 

Fonte: Angelo, Jorge 2007. 

  Atividade antimicrobiana de vegetais ricos em fenóis foram recentemente publicadas 

por Oliveira et al. (2014) que relataram atividade antifúngica in vitro de Euphorbia tirucalli 

(L.) utilizando ensaio de microdiluição em caldo, frente a cepas de Cryptococcus neoformans, 

apresentando CIM entre 3,2 a 411 µg.mL
-1

. Efeitos genotóxicos foram avaliados em células 

leucocitárias humanas e os compostos obtidos de Euphorbia tirucalli (L.) não apresentou 

atividade genotóxica. 

   Dulger et al. (2014) descreveram atividade antifúngica da Hypericum havvae, planta 

utilizada na medicina popular de todo o mundo e apresenta uma grande tendência para 

acumular compostos fenólicos, frente às espécies de Candida albicans, Candida tropicalis, 

Candida guilliermondii, Cryptococcus neoformans e Cryptococcus laurentii, por método de 

microdiluição em caldo. Os valores das concentrações inibitórias variaram de 3,12 a 2.500 

mg.mL
-1

. Concentrações inibitórias mínimas iguais foram observadas frente à Candida 

albicans e Cryptococcus laurentii, os quais apresentaram 1,56 mg.mL
-1

. 

  Alves et al. (2014) realizaram um estudo para avaliar a capacidade antifúngica dos 

compostos fenólicos ácido gálico, catequina, luteolina e quercetina frente a biofilmes de 

espécies de Candida albicans, C. glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis. A CIM variou de 

0,156 a 1,250 mg.mL
-1

 para todos compostos testados. Entre os compostos utilizados o ácido 

gálico foi o mais eficaz com CIM <0,156 mg.mL
-1

. 
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  Souza et al. (2010)  avaliaram a atividade antifúngica de extratos fenólicos da cebola, 

farelo de arroz e micro alga Chlorella phyrenoidosa frente ao fungo Rhyzopus oryzae, por 

método de microdiluição. O extrato aquoso da cebola e metanólico de Chlorella phyrenoidosa 

não apresentaram atividade inibitória ao crescimento fúngico. Porém os extratos acetato 

etílicos da cebola e metanólico de farelo de arroz apresentaram atividade antifúngica com 

CIM 2,6-86 e 46 μg.mL
-1 

respectivamente. 

  Silva Filho et al. (2008) mostraram em teste de microdiluição, seguindo a metodologia 

CLSI, atividade antifúngica do extrato de folhas de Baccharis dracunculifolia D. C. contra 

Candida krusei e Cryptococcus neoformans apresentando valores de CIM 65 μg.mL
-1

 e 40 

μg.mL
-1

  respectivamente. 

2.4.2 FLAVONÓIDES 

  Entre os polifenóis largamente distribuídos no reino vegetal os flavonóides estão entre 

os mais presentes, encontrados frequentemente em frutas e sementes, podendo também estar 

em forma de glicosídios ou gliconas. O organismo humano não produz flavonóides, mas estas 

estruturas químicas são obtidas em alimentação a base de vegetais (ANGELO, JORGE 2007; 

BEECHER, 2003; MARTÍNEZ-FLÓREZ et al., 2002). 

  Nos vegetais os flavonóides além de serem encontrado em grande quantidade também 

apresentam importantes funções, entre elas, à proteção contra estresses ambientais como 

radiação ultravioleta, atividade antimicrobiana, ação antioxidante e inibição enzimática 

(MENDES et al., 2015; NIJVELDT et al., 2001). 

  Segundo Martínes-Flóres et al. (2002) os flavonóides estruturalmente apresentam 

baixo peso molecular, constituídos estruturalmente por 15 átomos de carbono C6–C3–C6 e 

em cada uma das duas partes da molécula com seis carbonos são estruturadas por anéis 

aromáticos, como mostra a Figura 6.  

  

  

 

 

 

 

 

 Originados a partir do metabolismo secundário dos vegetais, da família dos 

flavanóides, existem em torno de 8000 componentes (BEECHER, 2003; VOLP et al., 2008) 

Figura 4 – Estrutura química básica dos 

flavonóides 

Fonte: Martínez-Flórez et al., (2002). 
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  De acordo Peterson et al., (1998) as inúmeras propriedades farmacológicas que são 

apresentadas pelos flavonóides conferem a eles a capacidade de atuarem em componentes 

biológicos, com pouca ou nenhuma toxidade, contribuindo positivamente para a saúde 

humana. 

  Melo et al. (2012) descreveram atividade antimicrobiana in vitro de extratos de 

Zizyphus joazeiro, vegetal que apresenta diferentes tipos de flavonóides, frente á 

microrganismos, incluindo leveduras, bactérias Gram-positiva, Gram-negativa e 

Mycobacterium bovis. 

  Coelho et al. (2012) demonstraram por meio do teste de microdiluição em caldo a 

capacidade antimicrobiana do extrato metanólico da Chamomilla recutita L., planta medicinal 

que apresenta compostos fenólicos da classe dos flavonóides, contra sete isolados de micro-

organismos: Cryptococcus neoformans (CIM = 0,156 mg.mL
-1

), Candida albicans (CIM = 

2,5 mg.mL
-1

), Staphylococcus aureus (CIM = 5 mg.mL
-1

), Escherichia coli (CIM = 2,5 

mg.mL
-1

), Salmonella entérica (CIM = 5 mg.mL
-1

), Shigella sonnei (CIM = 5 mg.mL
-1

), 

Klebsiella pneumoniae (CIM = 5 mg.mL
-1

), Bacillus cereus (CIM = 0,625 mg.mL
-1

), 

Pseudomonas aeruginosa (CIM = 1,25 mg.mL
-1

).  

  Dzoyem et al. (2013) avaliaram atividade antimicrobiana de flavonóides presentes em 

espécies de Dorstenia por método de microdiluição. A CIM determinada para Staphylococcus 

aureus variou de 0,5-128 µg.mL
-1

 e para Candida albicans ficou entre 64-128 µg.mL
-1

. A 

concentração inibitória mais significativa foi frente ao isolado de Cryptococcus neoformans 

(0,5μg.mL
-1

), similar a CIM da anfotericina B (0,5 μg.mL
-1

) frente ao mesmo isolado. 

2.4.3 TANINOS 

  Compostos fenólicos do metabolismo secundário vegetal, os taninos possuem peso 

molecular em cerca de 500 a 3000 Dalton. São responsáveis pela adstringência de grande 

parte dos frutos e produtos vegetais. A utilização de drogas baseadas em taninos estar 

diretamente relacionada à capacidade adstringente (MONTEIRO et al., 2005). 

  Os taninos exercem atividades biológicas em humanos como antidiarréico, 

antisséptico, antibacteriano e antifúngico, podendo também auxiliar na formação de camada 

protetora em tecidos epiteliais inflamados com feridas, queimaduras e inflamações. O 

equilíbrio da estrutura química e composição são essenciais para a caracterização biológica 

(MONTEIRO et al., 2005; OKUDA, ITO 2011). 
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  Apensar de serem produtos naturais de plantas, os taninos tem a capacidade de 

precipitar proteínas solúveis em água podendo adquirir toxidade frente a organismos 

biológicos (SILTE et al., 1999). 

  Taninos podem ser classificados em dois grupos: hidrolisáveis, que compreendem 

ésteres como o ácido gálicos e os taninos condensados sendo esses polímeros como o flavan 

3,4-diol (KHANBABAEE, REE 2001; MONTEIRO et al., 2005;). 

  Ishida et al. (2009) demostraram por microdiluição seguindo o documento CLSI M27-

A3 a ação antifúngica de Stryphnodendron adstringens, vegetal de composição química rica 

em taninos e conhecido no Brasil popularmente como barbatimão, frente a cepas de 

Cryptococcus neoformans com CIM variando de 2 a 5µg.mL
-1

. Também foi demostrado que 

os taninos extraídos interferem diretamente no crescimento, tamanho da capsula, pigmentação 

e em todos os fatores de virulência de Cryptococcus neoformans, podendo ser considerado um 

candidato ao desenvolvimento de novas drogas antifúngicas. 

  Goulart et al. (2013) descreveram ação antifúngica  através do método de 

microdiluição em caldo  de extratos de Agonandra brasiliensis  Miers ex Benth., vegetal 

comum do Cerrado brasileiro, frente a espécies de Candida e Cryptococcus. O extrato 

hidrometanólico apresentou CIM de 300 μg.mL
-1 

para C. tropicalis, C. dubliniensis e C. 

neoformans, contra C. gattii a CIM foi determinada em 600 μg.mL
-1

. As frações hexânicas 

para C. tropicalis e C. dubliniensis apresentaram CIM de 150 μg.mL
-1

 para C. krusei e C. 

parapsilosis as concentrações inibitórias mínimas foram determinadas em 600 μg.mL
-1

 e 300 

μg.mL
-1

  respectivamente. A fração hidrometanólica foi ativa sobre C. krusei e C. tropicalis 

em uma CIM de 300 μg.mL
-1

. 

  Passos et al. (2002) a partir da técnica de diluição em ágar verificaram a atividade 

antifúngica de diferentes constituintes de Caryocar brasiliensis, planta que apresenta em sua 

composição química grande quantidade de tanino e flavonóides. Todos os constituintes 

apresentaram atividade inibitória frente à Cryptococcus neoformans com CIM variando de 

15,6-1.000 μg.mL
-1

. A análise de suscetibilidade frente à espécie de Cryptococcus gattii 

demostrou uma CIM variando de 500 a 1.000 µg.mL
-1

. 

2.5 ESPÉCIES VEGETAIS  

  Segundo Argenta et al. (2011) plantas medicinais, em diversos lugares do Brasil e em 

grande parte da população mundial, representam o único recurso terapêutico. Fatores culturais 

e sócios econômicos estão diretamente relacionados ao baixo acesso da população aos 

medicamentos convencionais.   
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  Conhecimentos populares sobre plantas medicinais contribuem de forma positiva para 

a divulgação da capacidade terapêutica de diversos vegetais. O uso de tais plantas de acordo 

com diversos estudos e conhecimentos populares é tão antigo quanto à espécie humana 

(MACIEL et al., 2009). 

  O Nordeste brasileiro é destaque nacional em relação à variedade de plantas 

medicinais, sendo considerado um dos centros mundiais de biodiversidade, onde tais vegetais 

são utilizadas popularmente por comunidades tradicionais e atuais para o tratamento de 

inúmerosprocessos patológicos (BAPTISTEL et al., 2014;  SOUZA et al., 2012). 

  Recentemente Barbosa Junior et al. (2015) avaliaram por meio da técnica de difusão 

em disco a atividade antifúngica de extratos de plantas medicinais popularmente utilizadas no 

Nordeste e principalmente por comunidades do sertão sergipano: Ziziphus joazeiro Mart., 

Caesalpinia pyramidalis Tul., Bumelia sartorum Mart., Hymenaea courbaril L. Todos os 

extratos avaliados com concentrações de 4 a 100 mg.mL
-1 

apresentaram ação antifúngica em 

todas as linhagens clínicas de Cryptococcus neoformans. 

  Ferreira et al. (2013) descreveram atividade antifúngica in vitro por método de 

microdiluição de dez espécies de plantas utilizadas tradicionalmente no Nordeste brasileiro:  

Eugenia uniflora Linn., Caesalpinia ferrea Mart., Psidium guajava Linn.,  Persea americana 

Mill., Schinus terebinthifolius Raddi., Mimosa ophthalmocentra Mart., Parapiptadenia rigida 

(Benth.)., Hymenaea stigonocarpa Mart., Mimosa tenuiflora (Willd.). Poir., frente a isolados 

de Candida albicans, Candida dubliniensis, Candida glabrata e Candida krusei. Os melhores 

resultados para inibição fúngica foram demostrados a parti dos extratos de E. Uniflora 

(CIM=15,62 µg.mL
-1

) e extratos de C. ferrea e P. guajava com CIM variando de 15,62 a 250 

µg.mL
-1

 conta as espécies de C. glabrata e C. krusei. 

 Johann et al. (2007) demostraram por método de microdiluição a ação antifúngica de 

oito plantas tradicionalmente usadas na medicina popular brasileira: Ingadulcis (Vell.) Mart., 

Schinus terebinthifolius Raddi., Althernanthera brasiliana Kuntze., Piper regnellii CDC., 

Herissantia crispa L. Briz., Rubus urticaefolius P., Rumex acetosa L., Baccharis 

dracunculifolia DC., frente a isolados de Cryptococcus neoformans e Sporothrix schenckii. 

Os melhores resultados foram obtidos a partir das frações de S. terebinthifolius apresentando 

CIM de 30 µg.mL
-1

 para as duas espécies. 

2.5.1 Anadenanthera colubrina (Vell.) 

 Espécie de planta comum no Brasil, a Anadenanthera colubrina pertencente à família 

Fabaceae, apresenta grande importância econômica, social e ambiental, além de ser muito 
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utilizada na recuperação e restauração de áreas e florestas degradas por apresenta boa 

regeneração natural. Além disso, é um vegetal rico em taninos com propriedades medicinais 

(LAMBRECHT et al., 2015; MEYER et al., 2015; MONDO et al., 2008).  

  Escassos estudos evidenciam a atividade antimicótica desse vegetal. Ferreira et al. 

(2013) demonstraram in vitro a atividade antifúngica de extratos de Anadenanthera colubrina,  

por método de microdiluição em caldo frente a espécies de Candida albicans (CIM=31,25-

1000 µl.mL
-1

), Candida dubliniensis (CIM=250 µl.mL
-1

), Cândida glabrata (CIM=62,50 

µl.mL
-1

) e Candida krusei (CIM=62,50 µl.mL
-1

) (FERREIRA et al., 2013). 

2.5.2 Eugenia uniflora L.  

  Popularmente conhecida como pitangueira, a Eugenia uniflora L., é uma espécie de 

planta pertencente à família Myrtaceae, nativa da mata atlântica brasileira e bastante utilizada 

no Brasil principalmente na Região do Nordeste.  De acordo com os conhecimentos 

populares, o chá apresenta atividade antimicrobiana, assim como outras diversas ações na 

medicina popular (BEZERRA et al., 2004; GALLINA, REHEM 2013; PAROUL et al., 

2004). 

  Apesar de ter a sua investigação química pouco estudada, sabe-se que diversos 

compostos fenólicos com ações antioxidantes, hipoglicemiantes, antirreumática, antidiarréica, 

e com capacidade de regular a pressão articular, são encontrados na composição química da 

Eugenia uniflora, fazendo com que esta planta fosse incorporada a indústrias alimentícias, 

cosméticas e medicinais (ALMEIDA et al., 2012; PAROUL et al., 2004). 

  De acordo com Bagetti et al. (2011) a caracterização físico-química de Eugenia 

uniflora apresenta grande quantidade de compostos fenólicos, os quais estão diretamente 

ligados a sua capacidade antioxidante e os tipos de coloração que o fruto apresenta. 

  Bezerra et al. (2012)   avaliaram a ação antimicrobiana por método de disco difusão 

em ágar, de extratos hidroalcoólico de Eugenia uniflora L., frente a cepas de Staphylococcus 

aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Candida 

albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei e C. guilliermondii. A atividade 

antibacteriana foi verificada contra Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa com 

diâmetro dos halos de inibição variando de 13,14 a 11,07mm, e 16,11 a 11,59mm, 

respectivamente. 

  Lago et al. (2011) descreveram atividade antifúngica pelo teste de microdiluição a 

partir de óleos essenciais de Eugenia uniflora L., contra leveduras do género Candida e 

Cryptococcus apresentando CIM variando entre 0,11 a 3,75 mg.mL
-1

. 
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  Ação contra bactérias cariogênicas foi demostrado por Oliveira et al. (2008) pelo 

método de difusão em meio sólido a partir de extratos hidroalcoólicos obtidos do fruto da 

Eugenia uniflora. Os resultados demostraram halos de inibição para Streptococcus mutans de 

11,0 a 16,0 mm, Streptococcus sanguis (7-17 mm), Streptococcus salivarius (12-17 mm), 

Streptococcus mitis (12mm) e Streptococcus oralis (10-22 mm). 

  Souza et al. (2002) investigaram por microdiluição a ação antifúngica do extrato 

etanólico das folhas de Eugenia uniflora L., frente as espécies de dermatófitos: Trichophyton 

rubrum, T. Mentagrophytes, Microsporum canis, M. gypseum. A atividade inibitória dos 

extratos foi observada entre 500 a 1000 µg.mL
-1

. 

2.5.3 Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) 

 Conhecida como popularmente com “jucá” ou “pau ferro”, A Libidibia ferrea é uma 

planta principalmente encontrada em biomas de Caatinga, Cerrado e Mata Atlântica, mas que 

cresce em todo o Brasil, especialmente no Norte e Nordeste. Largamente utilizada na 

medicina popular por apresentar inúmeras propriedades terapêuticas como ação anti-

inflamatória, analgésica, antimicrobiana e antitérmica (FREITAS et al., 2012; MAIA-SILVA 

et al., 2012; VENÂNCIO et al., 2015). 

  Recentemente, Kobayashi et al. (2015) realizaram estudos fitoquímicos da Libidibia 

férrea demostrando a presença de saponinas, ácidos orgânicos, açúcares redutores,  

compostos fenólicos e taninos. 

  Costa et al. (2015) também descreveram a presença de vários compostos presentes do 

extrato hidroalcoólicos da casca, caule e folhas os quais apresentaram a presença de 

flavonóides, saponinas, taninos, cumarinas, esteróis, compostos fenólicos e ácido gálico como 

seus principais constituintes, os quais são responsáveis por muitas das atividades 

farmacológicas. 

 De acordo com Venâncio et al. (2015) a Libidibia ferrea apresenta uma atividade 

antimicrobiana promissora frente os micro-organismos presentes na cavidade oral e contra a 

formação de biofilmes, além de não apresentar atividade citotóxica significativa em testes 

com linhagens de células.  

   Oliveira et al. (2013) através da técnica de difusão em ágar demostraram atividade 

antimicrobiana de extratos de Libidibia ferrea frente Streptococcus mutans, Streptococcus 

oralis, Lactobacillus casei e Candida albicans, patógenos da cavidade oral. Os resultados 

demostraram valores de CIM para L. casei e S. oralis de 9,3 mg.mL
-1

, para  S. mutans a CIM 



41 
 

foi determinada em 18,6 mg.mL
-1

. Contra Candida albicans a inibição foi observada em uma 

concentração de 18,7 mg.mL
-1

. 

 Marreiro et al. (2014) realizaram análise microbiológica e verificaram que não existia 

presença de contaminantes tais como Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, 

fungos filamentosos, leveduras e coliformes em extratos de Libidibia férrea. Descreveram 

também a atividade antibacteriana pela técnica de microdiluição frente a cepas de 

Streptococcus mutans e Streptococcus oralis, com valores de inibição variando de 100 a 

3.125 µl.mL
-1

. 

2.5.4 Schinus terebinthifolius Raddi 

   Planta medicinal nativa do Brasil, conhecida popularmente como aroeira-vermelha, a 

Schinus terebinthifolius Raddi pertencente da família Anacardiaceae e possui propriedades 

medicinais e alimentícias. Tradicionalmente é utilizada para tratamento de diversas infecções, 

entre elas as do sistema genital feminino, por apresentar características anti-inflamatórias e 

cicatrizantes (AZEVEDO et al., 2015; GREATTI et al., 2014). 

  Cada vez mais vem crescendo o interesse da indústria farmacêutica nos compostos 

presentes nessa espécie vegetal. Atualmente já existe no mercado um medicamente a base de 

taninos extraídos de Schinus terebinthifolius, chamado Kronel
®
,
 
indicado como cicatrizante e 

para uso ginecológico (GREATTI et al., 2014). 

  Segundo Oliveira Junior et al. (2013) a ação antifúngica dos extratos de Schinus 

terebinthifolius são bastantes discutidos para várias espécies, como Candida albicans, 

Candida krusei, Candida glabrata, Cryptococcus neoformans e Sporothrix schenckii. 

  Estudos dos componentes químicos presentes na aroeira revelaram diversos e 

numerosos compostos bioativos, tanto em óleos essências quanto em extratos, os quais 

apresentam inúmeras propriedades farmacêuticas. Entre os compostos encontrados e descritos 

na literatura, destacam-se os fenólicos, flavonóides, taninos, ácido gálico, terpenóides, ácidos 

graxos, fenóis triterpenos, xanthones e esteróides livres (CARVALHO et al., 2013; LIMA 

2009). 

  Freire et al. (2011) demonstraram por meio de método de disco difusão atividade 

antifúngica de Schinus terebinthifolius frente à Candida albicans e C. tropicalis com halos de 

inibição ≤16 mm, e C. krusei apresentando halos de inibição ≤14 mm. 

  Analises in vivo em ratos Wistar da genotoxicidade de extrato aquoso de Schinus 

terebinthifolius através da frequência de micronúcleos em eritrócitos policromáticos indicam 
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que os mesmos não apresentam efeitos genotóxicos. Apenas um discreto aumento no numero 

de eritrócitos policromáticos e normocromáticos (TERRA JUNIOR et al., 2015). 

  De acordo com Ghanney, Rhouma (2015) extratos obtidos da folha de Schinus 

terebinthifolius apresentaram ação antibacteriana contra Agrobacterium tumefaciens, espécies 

patogênicas de plantas. Os resultados apresentaram halos de inibição ≥7 mm pelo método de 

disco difusão em ágar. 

  Sá et al. (2014) demostraram por método de difusão em ágar que Staphylococcus 

aureus apresenta susceptibilidade ao extrato hidro alcóolico de Schinus terebinthifolius 

formando zonas de inibição com halos de 8mm de diâmetro em concentrações inibitorias 

minimas de até 35,3 mg/mL. 

  Segundo Costa et al. (2013) extratos etanoicos Schinus terebintifolius avaliados por 

método de difusão em ágar apresentam atividade antimicrobiana frente à Enterococcus 

faecalis e Staphylococcus aureus com a formação de halos de inibição de 8 e 12 mm 

respectivamente. 

  Atividade inibitória in vitro de extratos obtidos de Schinus terebinthifolius contra 

cinco diferentes cepas de Paracoccidioides brasiliensis, pelo método de microdiluição em 

caldo, foram apresentadas por Johann et al., (2010). Nesse estudo, as CIM do extrato frente ao 

fungo dimórfico foi de 7,5-250 µg.mL
-1

. 

  Freire et al. (2010)  demostraram in vitro por método de difusão em ágar que bactérias 

das espécies Streptococcus mutans e Lactobacillus casei, formadoras do biofilme dentário, 

são susceptíveis à ação antibacteriana de Schinus terebinthinfolius. Nesse estudo, as CIM foi 

de 3,125 mg/mL  para  S. mutans e 1,562 mg.mL
-1 

para L. casei. 

  Ação cicatrizante do extrato hidro alcoólico da aroeira foram avaliadas in vivo em 

cicatrizações de feridas cirúrgicas em bexiga de ratos. Demonstrou-se que o extrato apresenta 

efeito cicatrizante favorável nas cobaias (LUCENA et al., 2006). 

2.6 SINERGISMO E MÉTODOS DE AVALIAÇÃO  

  Alterar o efeito de um medicamento a partir da administração anterior, simultânea, ou 

posterior de outro é denominado de interação medicamentosa. A resposta farmacológica a 

partir da interação pode ser potencializada (sinergismo), diminuída (antagônica) ou não 

proporcionar nenhum efeito terapêutico desejado (indiferente) (LEWIS et al., 2002; SECOLI 

2001). 
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  Em 2002, Lewis e colaboradores destacavam o crescimento no interesse pelo uso da 

terapia baseada na combinação de antifúngicos, que esta relacionada diretamente ao aumento 

dos casos de resistências de fungos aos medicamentos atualmente comercializados.  

  Embora o National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), 

atualmente nomeado Clinical Laboratory Standard Iinstitute (CLSI) não padroniza um 

método in vitro para testes de combinações de antifúngicos, existem vários métodos descritos 

na literatura, entre esses, destacam-se os métodos de disco difusão, checkerboard, time-kill e 

método epsilométrico (LEWIS et al., 2002; ODDS et al., 2003; PANKEY et al., 2009; 

WHITE et al., 1996). 

  Diversas questões abordam a complexidade da interação medicamentosa, entre elas, a 

grande quantidade de possibilidade de interferência entre os medicamentos, fatores 

relacionados aos diferentes indivíduos como a idade, genética, alimentação, dose 

medicamentosa a ser administrada, via de administração e resposta de tratamento 

(MACDONALD et al., 2000; SECOLI 2001). 

2.6.1 MÉTODO DE CHECKERBOARD 

 Checkerboard é uma das metodologias mais aplicada para a avalição in vitro da 

combinação de diferentes drogas antimicrobianas, fato diretamente ligado a relativa facilidade 

de realização (LEWIS et al., 2002; ODDS et al., 2003; WHITE et al., 1996). 

  A interpretação do sinergismo a partir da combinação de diferentes fármacos é 

baseada no Índice de concentração inibitória fracionária, definido pela soma dos índices de 

Concentração Inibitória Fracionada para cada droga, que corresponde à relação entre o CIM 

de cada droga utilizada em combinação e o CIM da mesma droga testada isoladamente 

(LEWIS et al., 2002; ODDS et al., 2003). 

  Lewis et al. (2002) determinaram quatro paramentos para avaliação da interação 

medicamentosa. O sinergismo é determinado quando o ICIF for ≤0,5.  Medicamentos são 

considerados aditivos quando o ICIF for > 0,5, mas <1. Indiferente é definida quando o ICIF 

for ≥1 mas <4, e o antagonismo é determinado quando o ICIF for ≥4.  

  De acordo com Odds et al. (2003) apenas três combinações são estabelecidas. 

Sinergismo é determinado quando o ICIF for  ≤ 0,5. Moléculas sem interação medicamentosa 

é definida quando o ICIF for > 0,5 e < 4,0. Antagonismo quando o ICIF> 4,0.  

  As drogas são distribuídas em sentidos diferentes a partir das concentrações 

determinadas anteriormente de acordo com as concentrações inibitórias mínimas de cada 

droga sozinha. Em sentido vertical e horizontal de uma placa de microtitulação contendo meio 
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liquido, como apresentado na Figura 7 (LEWIS et al., 2002; ODDS et al., 2003; ORHAN et 

al., 2005; WHITE et al., 1996; YAN et al., 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  A partir das diluições em série, as menores concentrações das drogas são encontradas 

nos eixos de encontro das linhas ordenadas e abcissas da placa de microtitulação, conforme 

Figura 8 (ORHAN et al., 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Segundo Lewis et al. (2002) o teste de Checkerboard apesar de ser apenas um 

indicador da inibição em apresentar uma medida relativa da potência da combinação entre 

diferentes fármacos, é um dos métodos mais utilizados, por ser de fácil realização e 

interpretação.   

Fonte: Araujo, 2016 

 

Fonte: Modificado de Orhan et al., 2005.   

 

Figura 5 – Esquema da distribuiçao de duas drogas diferentes para 

avaliação do sinergismo. Droga A colocada na vertical e diluida em 

sentido horizontal da direita para esquerda. Droga B colocada na 

horizontal e diluida em sentido vertical de cima para baixo.  

 

Figura 6 – Método de Checkerboard resultante da combinação de 

duas drogas. Concentrações compreendidas no encontro dos eixos de 

da ordenada e abcissas (µL.mL
-1

).  
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2.6.2 MÉTODO DE TIME-KILL 

 Método de avaliação in vitro de interação medicamentosa de agentes atimicrobianos, 

metodologia realizada por macrodiluição de acordo com as normas do National Committee 

for Clinical Laboratory Standards (PETERSEN et al., 2006; WHITE et al., 1996;). 

   Avalia a concentração do fármaco e a morte dos micro-organismos em diferentes 

intervalos de tempo do ensaio. O número médio de colônias (UFC/mL) obtidas com a droga 

combinada e sozinha é comparado com o controle sem a droga. Os resultados são expressos 

em log de UFC/mL (PANKY et al., 2009; WHITE et al., 1996). 

  Sinergismo é determinado quando ocorre a redução ≥100 vezes da quantidade de 

colônias em contato com os fármacos combinados em comparação ao inóculo no fármaco 

isolado, após incubação de 24 horas. Terapia combinada é categorizada como indiferente 

quando a mudança <10 vezes na contagem das colónias em contato com os fármacos 

combinados em comparação ao inóculo no fármaco isolado, após incubação de 24 horas. 

Antagonismo ocorre quando o aumento ≥100 vezes da quantidade de colônia em contato com 

os fármacos combinados em comparação ao inóculo no fármaco isolado, após 24 horas 

(WAYNE et al., 1999; WHITE et al., 1996;). 

 Apesar de apresentar bons resultados com utilidade para a iniciação terapêutica, o 

time-kill apresenta a desvantagem de ser um método laboriosos (PANKEY et al.,  2009; 

WHITE et al., 1996). 

2.6.3 MÉTODO EPSILOMÉTRICO (E-TEST) 

 Em relação às metodologias de checkerboard e time-kill, o método que utiliza uma fita 

graduada nomeada E-test é o mais simples e requer uma quantidade menor de materiais, além 

de também permitir a avaliação do sinergismo entre duas moléculas diferentes in vitro 

(BONAPACE et al., 2000; WHITE et al., 1996). 

  As tiras de E-test são colocadas em ágar numa formação cruzada, com um ângulo de 

90° na intersecção entre as escalas em suas respectivas CIMs para o organismo e incubadas 

durante 18 horas a 35°C, como apresentado na Figura 9 (BONAPACE et al., 2000; WHITE et 

al., 1996). 
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  Os paramentos que caracterizam sinergismo ou antagonismo entre diferentes 

moléculas são determinados em cálculo através do somatório dos índices de concentração 

inibidora fracional (ICIF) (Bonapace et al., 2000; Lewis et al., 2002). 

 

  

Fonte: White et al., 1996. 

Figura 7 – Método E-test para a determinação da interação 

medicamentosa de dois fármacos diferentes.  
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3 ANÁLISE DOS RESULTADOS 

3.1 CARACTERIZAÇÃO DO EXTRATO BRUTO DE Schinus terebinthifolius Raddi 

  De acordo com o perfil cromatográfico do composto Acetona:Água (1:1) de Schinus 

terebinthifolius por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE-DAD), foi observado a 

presença de Ácido gálico e Catequina com teores de 0,22g% 0,48g% respectivamente (Figura 

10 e 11).  

  Lima e colaboradores em 2006 através de análise química do extrato etanólico de 

Schinus terebinthifolius revelaram a presença de fenóis triterpenos, e antraquinonas. Para 

extratos preparados em hexano pode ser observada a presença de flavonas, xanthones, 

flavonóides, esteróides livres, antraquinonas e triterpenes. 

  Em estudos fitoquímicos da fase acetato de etilo proveniente do extracto etanólico de 

folhas de Schinus terebinthifolius Ceruks et al. (2007) isolaram e identificaram quatro 

compostos bioativos: galato, miricetina, quercetina e galato de metila.  

 

 

 

 

  Polifenóis totais calculados por Ultra Violeta-Vis de Schinus terebinthifolius 

apresentou um teor de 35,79g%.  
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Figura 08 – Perfil cromatográfico de Schinus terebinthifolius por CLAE-DAD. Teores 

calculados por CLAE: Pico 1: Ácido gálico: 0,22g%. Pico 4: Catequina: 0,48g% 

 

 

 

Fonte: Araujo, 2015. 
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  Santana et al. (2012) isolaram a partir da folha  de Schinus terebinthifolius seis 

compostos: ácido gálico, galato de etila, galato de metila, catequina, quercitrina e afzelina. 

Assim como Santana e colaboradores em 2013, Santos et al. (2010) identificaram das folhas 

de Schinus terebinthifolius a presença de ácido gálico.  

 

3.2 IDENTIFICAÇÃO DOS ISOLADOS POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS 

(MALDI-TOF MS) 

  Todos os isolados foram identificados por Espectrometria de Massas MALDI-TOF 

MS ao taxo de espécie. Dos isolados analisados, 28 cepas foram identificadas como 

Cryptococcus neoformans var. grubii, duas Cryptococcus neoformans var. neoformans e 

cinco Cryptococcus gattii como apresentado na Tabela 2. 

  Em 2012 Firacative e colaboradores identificaram 20 isolados pertencentes ao 

complexo Cryptococcus por Espectrometria de Massas MALDI-TOF MS. O Estudo 

demonstrou que todos os isolados geram diferentes espectros de acordo com quatro tipos 

moleculares de C. neoformans (VNI,VNII, VNIII, VNIV) e C. gattii (VGI, VGII, VGIII, 

VGIV). As espécies foram separadas a partir de diferenças espectrais, para C. neoformans os 

sinais na região 2050 e 9200 Da, com picos espectrais entre 3340 e 6680 Da, enquanto C. 

gattii apresentou picos entre 3030 e 9950 Da. 

 

 

Número de 

estocagem 

Organismo identificado 

URM 5809 Cryptococcus neoformans_var_grubii 

URM 5810 Cryptococcus neoformans_var_grubii 

URM 5811A Cryptococcus neoformans_var_grubii 

URM 5811B Cryptococcus neoformans_var_grubii 

URM 5813 Cryptococcus neoformans_var_grubii 

URM 5814 Cryptococcus neoformans_var_grubii 

URM 5815 Cryptococcus neoformans_var_grubii 

URM 5816 Cryptococcus neoformans_var_grubii 

URM 5818 Cryptococcus neoformans_var_grubii 

URM 5819 Cryptococcus neoformans_var_grubii 

URM 5820 Cryptococcus neoformans_var_grubii 

URM 5821 Cryptococcus neoformans_var_grubii 

URM 5822 Cryptococcus neoformans_var_grubii 

URM 5823 Cryptococcus neoformans_var_grubii 

URM 5824 Cryptococcus neoformans_var_grubii 

URM 5825 Cryptococcus neoformans_var_grubii 

URM 6895 Cryptococcus neoformans_var_grubii 

URM 6896 Cryptococcus neoformans_var_grubii 

URM 6897 Cryptococcus neoformans_var_grubii 

Tabela 2 – Identificação dos isolados do complexo Cryptococcus por espectrometria de massas 

(MALDI-TOF MS). 
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URM 6898 Cryptococcus neoformans_var_grubii 

URM 6899 Cryptococcus neoformans_var_grubii 

URM 6900 Cryptococcus neoformans_var_grubii 

URM 6901 Cryptococcus neoformans_var_grubii 

URM 6902 Cryptococcus neoformans_var_grubii 

URM 6903 Cryptococcus neoformans_var_neoformans 

URM 6904 Cryptococcus neoformans_var_grubii 

URM 6905 Cryptococcus neoformans_var_neoformans 

URM 6906 Cryptococcus neoformans_var_grubii 

URM 6907 Cryptococcus neoformans_var_grubii 

URM 6908 Cryptococcus neoformans_var_grubii 

URM 6909 Cryptococcus neoformans_var_grubii 

URM 7355 Cryptococcus gattii [ana] (Filobasidiella bacilliospora [teleo]) 

URM 7356 Cryptococcus gattii [ana] (Filobasidiella bacilliospora [teleo]) 

URM 7357 Cryptococcus gattii [ana] (Filobasidiella bacilliospora [teleo]) 

URM 7358 Cryptococcus gattii [ana] (Filobasidiella bacilliospora [teleo]) 

URM 7359 Cryptococcus gattii [ana] (Filobasidiella bacilliospora [teleo]) 

 

   

  McTaggart et al. (2011) Identificaram por Espectrometria de Massas MALDI-TOF 

MS um total de 160 isolados de levedura, incluindo 137 Cepas de Cryptococcus, 23 leveduras 

de outras espécies como Candida albicans, C. dubliniensis, Rhodotorula mucilaginosa e 

Saccharomyces cerevisiae e 25 estirpes de referência. Assim como nesse trabalho, os 

resultados apresentados mostram que é possível distinguir C. neoformans var. grubii de C. 

neoformans var. neoformans, como ambém, diferenciar claramente as duas espécies C. 

neoformans e C. gattii. 

 

3.3 ATIVIDADE ANTIFÚNGICAS IN VITRO DOS COMPOSTOS DE INTERESSE 

 Os isolados de Cryotococcus neoformans, Cryptococcus gattii e Candida parapsilosis 

ATCC 22019 testados frente às duas frações (FAQ) e (FAE) de Eugenia uniflora não tiveram 

o crescimento inibido. A (FAQ) de Libidibia ferrea mostraram a CIM variando de 1.024 a 

2.048 μg.mL
-1

. A fração aquosa de Anadenanthera colubrina variou entre 16-32 μg.mL
-1

 e a 

fração Act/Aq 1:1 apresentou a CIM de 8 a 16 μg.mL
-1

. A fração Aq/Act 7:3 de Schinus 

terebinthifolius teve a CIM compreendida entre 256-512 μg.mL
-1

 e o extratos Aq/Act 1:1 

apresentou 4 μg.mL
-1

 de CIM, Fração orgânica e Fração aquosa de Schinus terebinthifolius 

apresentaram CIM de 4 a 16 μg.mL
-1

 para todos os isolados de Cryptococcus neoformans e 

Cryptococcus gattii, e 8 μg.mL
-1 

frente a Candida parapsilosis ATCC 22019. Os resultados 

estão apresentados na Tabela 3. 

Ana* = Anamorfo. Teleo** = Teleomorfo 
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  O Ácido gálico padrão utilizado teve sua CIM variando de 32 μg.mL
-1

 a 64 μg.mL
-1 

para os isolados de C. neoformans, C. gattii e C. parapsilosis ATCC 22019 (Tabela 3).  

  Johann et al. (2007) demostraram por método de microdiluição a ação antifúngica de 

Schinus terebinthifolius Raddi., frente a isolados de Cryptococcus neoformans e Sporothrix 

schenckii, apresentando CIM de 30 µg.mL
-1

 para as duas espécies.  

Lago et al. (2011) descreveram atividade antifúngica de Eugenia uniflora L., através 

do teste de microdiluição contra Cryptococcus sp., obtendo CIM entre 0,11 a 3,75 mg.mL
-1

, 

discordando desse estudo onde a espécie Eugenia uniflora L., não apresentou atividade 

inibitória frente aos isolados do complexo Cryptococcus neoformans/gattii. 

 
Tabela 3 – Concentração inibitória minima (µg.mL-1) de extratos brutos e frações de plantas medicinais, anfotericina B e fluconazol, frente aos isolados fúngicos 

Cryptococcus neoformans, Cryptococcus gattii e Candida parapsilosis ATCC 22019 

Isolados Fungicos Euge
nia 

unifl

ora 
FAQ 

Euge
nia 

unifl

ora 
FAE 

Libidib
ia. 

ferrea 

EB-Aq 

Anaden
anther

a 

colubri
na EB-

Aq 

Anadena
nthera 

colubrina 

EB-
Act:Aq 

(1:1)1:1 

Schinus 
terebinthi

folius 

Act:Aq 
(7:3) 

Schinus 
terebinthi

folius 

Act:Aq 
(1:1) 

Schinu
s 

terebin

thifoliu
s FAQ 

Schinus 
terebinthi

folius 

FAE 

Ácido 
gálico 

FLU 
 

AmB 

URM 5809 C. neoformans N N 1.024 32 32 256 4 16 8 32 8 0.125 

URM 5810 C. neoformans N N 2.048 16 16 256 4 8 8 32 16 0.25 

URM 5811A C. neoformans N N 2.048 16 8 256 4 8 8 32 32 1 

URM 5811B C. neoformans N N 1.024 16 16 256 4 16 8 32 32 1 

URM 5813 C. neoformans N N 1.024 32 16 256 4 16 8 64 4 1 

URM 5814 C. neoformans N N 2.048 32 8 256 4 4 4 32 32 2 

URM 5815 C. neoformans N N 2.048 16 8 256 4 4 4 32 32 0.125 

URM 5816 C. neoformans N N 2.048 16 8 512 4 16 4 64 16 0.06 

URM 5818 C. neoformans N N 1.024 16 8 256 4 8 8 64 16 0.125 

URM 5819 C. neoformans N N 1.024 16 8 256 4 8 4 32 16 0.03 

URM 5820 C. neoformans N N 2.048 16 8 256 4 8 4 32 16 2 

URM 5821 C. neoformans N N 2.048 16 8 256 4 8 4 32 8 1 

URM 5822 C. neoformans N N 1.024 16 16 256 4 8 4 32 8 125 

URM 5823 C. neoformans N N 2.048 16 4 256 4 8 4 32 16 0.25 

URM 5824 C. neoformans N N 2.048 32 16 256 4 16 16 32 16 1 

URM 5825 C. neoformans N N 2.048 32 16 256 4 8 8 32 16 1 

URM 6895 C. neoformans N N 2.048 16 8 256 4 16 16 32 32 1 

URM 6896 C. neoformans N N 1.024 16 8 256 4 16 16 32 32 2 

URM 6897 C. neoformans N N 1.024 32 8 512 4 8 16 32 32 2 

URM 6898 C. neoformans N N 1.024 32 16 512 4 8 16 32 8 1 

URM 6899 C. neoformans N N 1.024 16 8 256 4 8 16 64 8 1 

URM 6900 C. neoformans N N 2.048 32 8 256 4 16 16 64 16 2 

URM 6901 C. neoformans N N 2.048 32 32 256 4 16 16 64 16 2 

URM 6902 C. neoformans N N 1.024 32 8 256 4 8 16 32 16 2 

URM 6903 C. neoformans N N 2.048 32 8 256 4 16 8 32 8 0.25 

URM 6904 C. neoformans N N 1.024 16 8 256 4 16 8 64 32 0.25 

URM 6905 C. neoformans N N 1.024 16 8 256 4 8 8 64 32 0.125 

URM 6906 C. neoformans N N 1.024 32 16 256 4 8 16 32 32 1 

URM 6907 C. neoformans N N 2.048 32 8 256 4 4 16 32 16 1 

URM 6908 C. neoformans N N 2.048 16 4 256 4 8 16 32 16 2 

URM 6909 C. neoformans N N 2.048 32 8 256 4 8 16 32 16 2 

URM 7355 C. gattii N N 1.024 128 32 256 4 16 8 32 8 2 

URM 7356 C. gattii N N 2.048 16 16 256 4 16 8 32 8 2 

URM 7357 C. gattii N N 2.048 16 8 256 4 8 8 32 16 1 

URM 7358 C. gattii N N 1.024 16 16 256 4 16 8 32 8 1 

URM 7359 C. gattii N N 1.024 32 16 256 4 16 8 64 16 1 

Candida parapsilosis ATCC 

22019 

N N 1.024 128 32 128 8 16 16 32 16 2 

N§ = não apresentou atividade antifúngica; EB = Extrato Bruto; Aq = aquoso, Act:Aq = Acetona:água (1:1 ou 7:3, v/v); FAQ = Fração aquosa; FAE = Fração 

acetato de etíla; FLU = Fluconazol; AmB = Amfotericina B. 

 



51 
 

3.3.1 AVALIAÇÃO DO SINERGISMO DE Schinus terebinthifolius E ÁCIDO GÁLICO EM 

COMBINAÇÃO COM ANFOTERICINA B E FLUCONAZOL 

 

  Foram testados 10 isolados de Cryptococcus neoformans, cinco de C. gattii e uma 

ATCC de Candida parapsilosis frente à Schinus terebinthifolius combinado com anfotericina 

B e com fluconazol. Quando testados frente à combinação de Schinus terebinthifolius e 

anfotericina B todos os isolados apresentaram ICIF>4, caracterizando antagonismo. 

Entretanto a combinação de Schinus terebinthifolius com fluconazol frente a sete cepas de C. 

neoformans e a ATCC Candida parapsilosis se apresentou aditiva, com o ICIF > 0,5 e < 1, 

porém frente a três isolados de C. neoformans e todos os isolados C. gattii foram indiferentes 

ICIF ≥ 1 e < 4. Nenhum isolado apresentou sinergismo para as combinações analisadas. Os 

resultados estão sumarizados na Tabela 4. 

  Assim como Johann et al. (2010) a avaliação in vitro do sinergismo de Schinus 

terebinthifolius combinado com anfotericina B através do método Checkerboard não 

apresentou efeito sinérgico, porém diferentemente desse trabalho, os testes foram realizados 

frente a isolados de Paracoccidioides brasiliensis. 

  Quando os isolados foram testados frente à combinação de ácido gálico e anfotericina 

B apresentaram ICIF>4, caracterizando antagonismo. Entretanto, a combinação de ácido 

gálico com fluconazol foi determinada para todos os isolados como indiferentes (ICIF ≥1<4). 

Nenhum isolado apresentou sinergismo para as combinações analisadas. Os resultados estão 

apresentados na Tabela 04. 

 
Tabela 4 - Avaliação do sinergismo de Schinus terebinthifolius e ácido gálico combinado com anfotericina B e fluconazol. Frente a isolados fúngico de 

Cryptococcus neoformans, Cryptococcus gattii e Candida parapsilosis ATCC 22019 

Isolados Fúngicos  (ICIF) 

FLU + 
Schinus 

terebint

hifolius 

Parâmetro 

FLU + 
Schinus 

terebinthifoliu

s 

(ICIF) 

AmB  +  
Schinus 

terebinth

ifolius 

Paramentros 

AmB  +  
Schinus 

terebinthifol

ius 

(ICIF) 

FLU + 
Ácido 

Gálico 

Paramentro 

FLU + 
Ácido 

Gálico 

(ICIF) 

AmB +  
Ácido 

Gálico 

Paramentros 

AmB + 
Ácido 

Gálico 

URM 5809 C. neoformans 1 Indiferentes >4 Antagônicas 1,5 Indiferentes >4 Antagônicas 

URM 5810 C. neoformans 0.625 Aditivas >4 Antagônicas 2 Indiferentes >4 Antagônicas 

URM 5811 C. neoformans 0.625 Aditivas >4 Antagônicas 1 Indiferentes >4 Antagônicas 

URM 5813 C. neoformans 1 Indiferentes >4 Antagônicas 2,5 Indiferentes >4 Antagônicas 

URM 5814 C. neoformans 1.25 Indiferentes >4 Antagônicas 1 Indiferentes >4 Antagônicas 

URM 5815 C. neoformans 0.625 Aditivas >4 Antagônicas 2 Indiferentes >4 Antagônicas 

URM 5816 C. neoformans 0.625 Aditivas >4 Antagônicas 1 Indiferentes >4 Antagônicas 

URM 5818 C. neoformans 0.75 Aditivas >4 Antagônicas 1,5 Indiferentes >4 Antagônicas 

URM 5819 C. neoformans 0.75 Aditivas >4 Antagônicas 2 Indiferentes >4 Antagônicas 

URM 5820 C. neoformans 0.625 Aditivas >4 Antagônicas 2 Indiferentes >4 Antagônicas 

URM 7355 Cryptococcus gattii 1.5 Indiferentes >4 Antagônicas 1,5 Indiferentes >4 Antagônicas 

URM 7356 Cryptococcus gattii 1.5 Indiferentes >4 Antagônicas 1,5 Indiferentes >4 Antagônicas 

URM 7357 Cryptococcus gattii 1.125 Indiferentes >4 Antagônicas 1,5 Indiferentes >4 Antagônicas 

URM 7358 Cryptococcus gattii 1 Indiferentes >4 Antagônicas 2,5 Indiferentes >4 Antagônicas 

URM 7359 Cryptococcus gattii 1.125 Indiferentes >4 Antagônicas 1 Indiferentes >4 Antagônicas 

ATCC 22019 Candida parapsilosis  0.75 Aditivas >4 Antagônicas 1,5 Indiferentes >4 Antagônicas 

ICIF = índice de Concentração Inibitória Fracionada; FLU = Fluconazol; AmB = Anfotericina B. 
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3.4 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIFÚNGICAS IN VIVO DO EXTRATO BRUTO 

DE Schinus terebinthifolius 

  Após a imunossupressão de ataque e as seguidas imunossupressões de manutenção 

todas as cobaias se apresentaram neutropênicos, de acordo com na contagem de leucócitos, 

variando de 0,11 a 0,52x10
3
/µL, e diminuição na contagem de plaquetas (134-205 10

3
/μL). 

Os parâmetros bioquímicos apresentaram valores normais para aspartato aminotransferase 

(AST) (68,1-86,8 U/L), alanina aminotransferase (ALT) (37,97-46,35 U/L) e uréia (43,11-

45,52 mg/dL). Esses dados podem ser observados na Tabela 5.  

 

Tabela 5 - Parâmetros Hematológicos e Bioquímicos de ratos Wistar fêmeas antes da infecção. Valores expressos em média ±. Desvio padrão e (n) – número de 
animais 

Parâmetros (Unid.)  *G1 - Media 

(n) D.P. (n) 

**G2 -  Media D.P. 

(n) 

¶G3 - Media D.P. 

(n) 

¶¶G4 - Media D.P. 

(n) 

¥G5 - Media D.P. (n) Valores de 

referência 

Leucócitos (10
3

/μL) 1,07 ± 0,75 (8) 0,61 ± 0.68 (8) 0,71 ± 0,66 (8) 0,66 ± 0,34 (8) 0,31 ± 0,09 (8) 4,96 ± 1,55 

Hemácias (10
6

/μL) 6,75 ± 0,74 (8) 7,59 ± 0,58 (8) 7,68 ± 0,56 (8) 8,05 ± 0,49 (8) 8,02 ± 0,32 (8) 5,21 – 8,83 

Hemoglobina (g/d) 12,325 ± 1,25 (8) 13,4 ± 0,42 (8) 12,81 ± 1,10 (8) 12,55 ± 1,20 (8) 13,2 ± 0,26 (8) 14,33 ± 1,19 

Hematócrito (%) 35,37 ± 3,79 (8) 37,55 ± 1,37 (8) 36,03 ± 3,24 (8) 35,1 ± 8,50 (8) 36,93 ± 1,76 (8) 40,52 ± 3,77 

VCM (f) 52,42 ± 0,72 (8) 50,25 ± 1,90 (8) 50,81 ± 2,24 (8) 51,65 ± 15,57 (8) 51,81 ± 1,40 (8) 50,97 ± 2,00 

CHM (pg) 18,275 ± 0,17 (8) 17,95 ± 0,86 (8) 18,03 ± 0,46 (8) 17,86 ± 0,45 (8) 18,2 ± 0,08 (8) 18,23 ± 1,75 

CHCM (g/dL) 34,85 ± 0,37 (8) 35,675 ± 0,72 (8) 35,21 ± 0,61 (8) 35,03 ± 0,52 (8) 35,05 ± 0,85 (8) 35,76 ± 3,87 

Plaquetas (10
3

/μL) 157 ± 62,89 (8) 205 ± 90,5 (8) 171,5 ± 16,54 (8) 134 ± 81,27 (8) 192,833 ± 24,75 (8) 971 ± 140 

Neutrófilos (10
3

/μL) 0,08 ± 0,17 (8) 0,24 ± 0,24 (8) 0,15 ± 0,21 (8) 0,26 ± 021 (8) 0,08 ± 0,201 (8) 1,86 ± 0,99 

Linfócitos (10
3

/μL) 0,50 ± 0,11 (8) 0,49 ± 0,41 (8) 0,52 ± 0,19 (8) 0,47 ± 0,16 (8) 0,43 ± 0,14 (8) 6,76 ± 2,57 

Monócitos (10
3

/μL) 0,29 ± 0,520 (8) 0,035 ± 0,036 (8) 0,213 ± 0,420 (8) 0,371 ± 0,486 (8) 0,196 ± 0,403 (8) 0,067 ± 0,061 

Eosinófilos (10
3

/μL) 0,007 ± 0,009 (8) 0,015 ± 0,017 (8) 0,008 ± 0,007 (8) 0,011 ± 0,006 (8) 0,008 ± 0,008 (8) 0,010 ± 0,023 

Basófilos (10
3

/μL) 0,05 ± 0,04 (8) 0,02 ± 0,02 (8) 0,02 ± 0,024 (8) 0,02 ± 0,03 (8) 0,00 ± 0,00 (8) 0,01 ± 0,03 

AST/TGO (U/L) 86,8 ± 17,69 (8) 68,1 ± 12,82 (8) 79,61 ± 17,95 (8) 82,46 ± 18,21 (8) 69,2 ± 23,96 (8) 107,87 ± 53,96 

ALT/TGP (U/L) 46,35 ± 9,5 (8) 37,97 ± 4,38 (8) 42,96 ± 3,20 (8) 43,56 ± 3,83 (8) 40,65 ± 3,07 (8) 45,47 ± 9,23 

Uréia (mg/dL) 43,75 ± 5,39 (8) 45,52 ± 4,68 (8) 44,36 ± 3,85 (8) 44,53 ± 3,25 (8) 43,11 ± 20,02 (8) 39,17 ± 6,43 

Creatinina (mg/dL) 0,22 ± 0,05 (8) 0,22 ± 0,05 (8) 0,25 ± 0,05 (8) 0,26 ± 0,05 (8) 0,23 ± 0,05 (8) 0,57 ± 0,19 

*G1 = apenas imunossuprimido; **G2 = imunossuprimido + infectado; 
¶
G3 = imunossuprimido + infectado + tratado com 

fluconazol; 
¶¶

G4 = imunossuprimido + infectado + tratado com anfotericina B e 
¥
G5 = imunossuprimido + infectado + tratado com 

extrato de Schinus terebinthifolius. 

 

 Culturas realizadas com sangue das cobaias após 48 horas da infecção foram obtidas 

para Cryptococcus neoformans, apresentando um crescimento a 37°C, evidenciando colônias 

com coloração branca/creme de aspecto brilhante e textura mucóide (figura 10A). Na 



53 
 

microscopia foram visualizadas células de leveduras capsuladas (figura 10B). A identificação 

do isolado foi confirmada por MALDI-TOF MS.  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 No sétimo dia de tratamento, as culturas dos grupos tratados com anfotericina B, 

fluconazol e com o extrato bruto de Schinus terebinthifolius Act:Aq (1:1) foram negativas, 

não havendo crescimento fúngico, evidenciando eficácia na terapia da criptococose.  

  Na avaliação hematológica apóis o tratamento as cobaias ainda apresentaram reduzida 

quantidade de Linfócitos devido à imunossupressão. Os parâmetros bioquímicos AST, ALT e 

uréia permaneceram dentro dos valores de referência para todos os grupos tratados como 

apresentado na Tabela 6.  

 

Tabela 6 - Parâmetros Hematológicos e Bioquímicos de ratos Wistar fêmeas apóis o tratamento da infecção. Valores expressos em média ±. Desvio padrão e (n) – 

número de animais 

Parâmetros (Unid.)  *G1 - Media 

(n) D.P. (n) 

**G2 -  Media D.P. 

(n) 

¶G3 - Media D.P. 

(n) 

¶¶G4 - Media D.P. 

(n) 

¥G5 - Media D.P. (n) Valores de 

referência 

Leucócitos (10
3

/μL) 1,31 ± 0,60 (8) 1,43 (1) 0,58 ± 0,34 (7) 0,61 ± 0,29 (8) 0,62 ± 0,40 (7) 4,96 ± 1,55 

Hemácias (10
6

/μL) 6,14 ± 0,69 (8) 6,92 (1) 7,98 ± 0,23 (7) 7,91 ± 0,54 (8) 7,16 ± 0,92 (7) 5,21 – 8,83 

Hemoglobina (g/d) 13,02 ± 0,76 (8) 13,9 (1) 13 ± 0,62 (7) 12,56 ± 1,33 (8) 12,94 ± 0,68 (7) 14,33 ± 1,19 

Hematócrito (%) 35,52 ± 2,19 (8) 40,9 (1) 35,54 ± 2,21 (7) 35,43 ± 8,09 (8) 36,98 ± 2,34 (7) 40,52 ± 3,77 

VCM (f) 54,07 ± 1,32 (8) 59,1 (1) 51,5 ± 1,64 (7) 52,08 ± 2,91 (8) 51,94 ± 2,05 (7) 50,97 ± 2,00 

CHM (pg) 18,37 ± 0,17 (8) 20,1 (1) 18,44 ± 0,16 (7) 18,11 ± 0,32 (8) 18,48 ± 0,31 (7) 18,23 ± 1,75 

CHCM (g/dL) 35,07 ± 0,27 (8) 34,0 (1) 35,36 ± 0,97 (7) 35,03 ± 0,52 (8) 35,32 ± 0,69 (7) 35,76 ± 3,87 

Plaquetas (10
3

/μL) 285 ± 55,07 (8) 395 (1) 208,4 ± 51,27 (7) 261,66 ± 61,84 (8) 310,6 ± 81,84 (7) 971 ± 140 

Neutrófilos (10
3

/μL) 0,42 ± 0,17 (8) 0,77 (1) 0,21 ± 0,23 (7) 0,268 ± 0,16 (8) 0,286 ± 0,18 (7) 1,86 ± 0,99 

Linfócitos (10
3

/μL) 0,27 ± 0,09 (8) 0,32 (1) 0,50 ± 0,07 (7) 0,478 ± 0,16 (8) 0,42 ± 0,08 (7) 6,76 ± 2,57 

Figura 09 - A: Cultura de sangue feita 48 horas seguinte a infecção. Leveduras 

cultivada a 37°C em ágar Sabouraud por 7 dias, evidenciando a coloração creme de 

aspecto brilhante e textura mucóide. B: Células de levedura capsuladas, contrastadas 

com tinta da Nanquim (400x), característica típica de Cryptococcus sp. 

Fonte: Araujo, 2015. 
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Monócitos (10
3

/μL) 0,04 ± 0,02 (8) 0,29 (1) 0,20 ± 0,38 (7) 0,19 ± 0,37 (8) 0,27 ± 0,52 (7) 0,067 ± 0,061 

Eosinófilos (10
3

/μL) 0,01 ± 0,00 (8) 0,02 (1) 0,01 ± 0,00 (7) 0,03 ± 0,02 (8) 0,05 ± 0,04 (7) 0,010 ± 0,023 

Basófilos (10
3

/μL) 0,02 ± 0,01 (8) 0,01 (1) 0,02 ± 0,01 (7) 0,02 ± 0,01 (8) 0,10 ± 0,09 (7) 0,01 ± 0,03 

AST/TGO (U/L) 88,57 ± 15,24 (8) 95,5 (1) 120,82 ± 11,03 (7) 119,63 ± 14,60 (8) 120,14 ± 13,48 (7) 107,87 ± 53,96 

ALT/TGP (U/L) 45,77 ± 7,51 (8) 34,2 (1) 46,54 ± 5,12 (7) 42,31 ± 2,34 (8) 39,42 ± 2,95 (7) 45,47 ± 9,23 

Uréia (mg/dL) 43,92 ± 2,70 (8) 44,9 (1) 45,02 ± 2,42 (7) 44,53 ± 3,25 (8) 43,8 ± 21,30 (7) 49,17 ± 6,43 

Creatinina (mg/dL) 0,2 ± 0,05 (8) 0,2 (1) 0,22 ± 0,04 (7) 0,28 ± 0,04 (8) 0,28 ± 0,04 (7) 0,57 ± 0,19 

*G1 = apenas imunossuprimido; **G2 = imunossuprimido + infectado; 
¶
G3 = imunossuprimido + infectado + tratado com 

fluconazol; 
¶¶

G4 = imunossuprimido + infectado + tratado com anfotericina B e 
¥
G5 = imunossuprimido + infectado + tratado com 

extrato de Schinus terebinthifolius. 

 

 Para determinar a taxa de sobrevivência, as cobaias foram acompanhadas por 28 dias, 

contados a partir do primeiro dia da infecção. O tratamento foi iniciado 48 horas seguintes à 

infecção. Após a infecção foram observadas mortes em todas as cobaias do grupo G2 entre o 

4° e o 9° dia. Um óbito no grupo G3 no 8° dia e outro óbito no grupo G5 no quarto dia. 

 Analise da sobrevida após a infecção calculada pelo método de Kaplan-Meier 

demonstrou que o grupo de ratos tratados para criptococose com Schinus terebinthifoliu (G5) 

apresentou diferença estatisticamente significante quando comparados com o grupo G3 e G2, 

apresentando valor de Log-rank p=0,0001. Porém, não houve diferença significante (p>0,05) 

quando comparado com o grupo tratado com anfotericina B, como demonstrado no gráfico da 

Figura 13.  
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Figura 10 – Sobrevivência acumulada a partir do primeiro dia da infecção entre os 

diferentes grupos de animais. Os grupos divididos em G1 = apenas 

imunossuprimido; G2 = imunossuprimido + infectado; G3 = imunossuprimido 

infectado + tratado com fluconazol; G4 = imunossuprimido infectado + tratado 

com anfotericina B e G5 = imunossuprimido infectado + tratado com extrato de 

Schinus terebinthifolius. 

 

Fonte: Araujo, 2016. 

 



55 
 

3.4.1 TOXIDADE DE Schinus terebinthifolius 

 

  A fração de Schinus terebinthifolius que apresentou a melhor concentração in vitro, 

frente aos isolados de C. neoformans e C. gattii não apresentou toxidade em teste in vivo por 

DL50. Não foram observadas mortes nas cobaias (n=8) após a administração de 5 g.Kg
-1 

por 

via oral e acompanhados por 30 dias.  

  Concordando com Pires et al. (2004) que avaliou a toxidade aguda por LD50 em uma 

administração por via oral e intraperitoneal em concentrações de 5 g.Kg
-1

 e 3.5 g.Kg
-1

, 

respectivamente. Os resutados também mostram que extratos de Schinus terebinthifolius não 

apresenta toxidade aguda. 

 



56 
 

4 CONCLUSÃO 

 

Isolados clínicos do complexo Cryptococcus apresentam resistência in vitro a 

anfotericina B e dose-dependência ao fluconazol.  

Extratos obtidos das plantas medicinais do Nordeste brasileiro Libidibia ferrea Mart., 

Anadenanthera colubrina (Vell.) e Schinus terebinthifolius Raddi apresentam atividade 

antifúngica in vitro, frente aos fungos do Complexo Cryptococcus neoformans/gattii. 

Entretanto os extratos obtidos de Eugenia uniflora não apresentam atividade antividade 

antimicótica. 

O extrato obtido de Schinus terebinthifolius Raddi apresentou menores, e portanto, 

melhores CIM frente isolados de Cryptococcus quando comparado com as outras espécies de 

plantas.  

Criptococose experimental evidenciou que o extrato de Schinus terebinthifolius Raddi 

apresentou resposta terapêutica mais efetiva do que fluconazol com valores estatisticamente 

significantes.  

Extrato de Schinus terebinthifolius Raddi não apresentou toxidade aguda em modelo 

animal, corroborando sua postulação à formulação de novo fármaco. 

O extrato de Schinus terebinthifolius não apresentou sinergismo quando combinados 

com os antifúngicos anfotericina B e fluconazol.  

  A combinação de extrato de Schinus terebinthifolius com fluconazol se demostrou 

aditivo para sete isolados de C. neoformans e a C. parapsilosis ATCC 22019.  

Ácido gálico apresentou capacidade atinfúngica para os isolados de C. neoformans, C. 

gattii e C. parapsilosis ATCC 22019, demonstrando relevância para futuras pesquisas na 

formulação prara novos fármacos.   
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ANEXO – APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA ANIMAL 

 

 


