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RESUMO GERAL 

 

Cryptococcus neoformans é considerado o principal agente etiológico da Criptococose. A 

infecção tem início geralmente nos pulmões, disseminando para outros órgãos. O sistema 

nervoso central é o principal alvo em que a levedura sobrevive, prolifera e causa meningite e 

meningoencefalite, podendo ser letal. O propósito desta pesquisa foi avaliar a eficácia 

terapêutica da beta-lapachona e Anfotericina B na criptococose experimental. Camundongos 

foram imunossuprimidos com 5mg de dexametasona via intraperitoneal e infectados com 106 

UFC/mL de C. neoformans URM5811 uma semana após a imunossupressão pela veia caudal. 

Após sete dias os camundongos foram tratados diariamente com beta-lapachona (10mg/Kg) ou 

anfotericina B (0,5mg/Kg) via endovenosa. O grupo controle recebeu tampão fosfato seguindo o 

mesmo tempo de tratamento. A Concentração Mínima Inibitória da beta-lapachona e 

anfotericina B foram de 4μg/mL e 0,5μg/mL, respectivamente. A Concentração Mínima 

Fungicida para a beta-Lapachona foi 64μg/mL. Os ensaios revelaram que a beta-lapachona na 

concentração de 10mg/mL não apresentaram toxicidade para camundongos imunossuprimidos 

após uma semana de exposição crônica. Camundongos imunossuprimidos infectados por C. 

neoformans e tratados com 10mg/kg de beta-lapachona debelaram as leveduras do baço e fígado 

e diminuíram a concentração de leveduras no pulmão e cérebro após 14 dias de infecção quando 

comparado com o grupo tratado com tampão fosfato (P<0.05). Esses resultados foram similares 

para o grupo tratado com anfotericina B. Os resultados indicam que a beta-lapachona é uma 

droga promissora para o tratamento de criptococose disseminada, apresentando potente 

atividade antifúngica in vitro e in vivo. 

 

 

Palavras-Chaves: Criptococose, C. neoformans, Beta- lapachona, Anfotericina B, infecção 

experimental. 

 
 
 
 
 
 
 
 



ABSTRACT 

 

Cryptococcus neoformans have been described as the main etiological agents of cryptococcosis. 

The infection commonly starts in the lungs and disseminate to several organs. The central 

nervous system is the main target where the yeast survives, proliferates and leads to meningitis 

and meningoencephalitis, which could be lethal. The study aims evaluate the therapeutic 

efficacy of beta-lapachone and amphotericin B on the experimental cryptococcosis. Mice were 

immunosuppressed with dexamethasone by intraperitoneally route and challenged with 106 

CFU/mL of C. neoformans strain 5811 one week after the immunosuppression by the tail vein. 

After seven days, were treated daily with beta-lapachone (10 mg/Kg) or amphotericin B (0,5 

mg/Kg) by intravenously route. The control group received phosphate saline following the same 

schedule for the experimental ones. The Minimal Inhibition Concentration for beta-lapachone 

and amphotericin B reached 4 µg/L and 0,5 µg/L, respectively. The Minimal Fungicidal 

Concentration for beta-lapachone reached 64 µg/L. Assays revealed beta-lapachone at 10 

mg/Kg was not toxic to immunosuppressed mice after one week of chronic exposure. 

Immunosuppressed mice infected by C. neoformans and treated with 10 mg/Kg of beta-

lapachone cleared the yeast from the spleen and liver and decreased its concentration in the 

lungs and brain after fourteen days infection, when compared to phosphate saline group (P < 

0.05). These results were similar to amphotericin-treated group. The results sustain that beta-

lapachone is a potential drug for treatment of disseminated cryptococcosis, showing a potent in 

vitro and in vivo antifungal activity.  

 

 

Keywords: Cryptococcosis, C. neoformans, Beta-lapachone, Amphotericin B, Experimental 

infection. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A criptococose é uma micose de distribuição cosmopolita e caráter oportunista, causadas 

por espécies de Cryptococcus cuja inalação das estruturas viáveis do constitui-se na principal 

via de contaminação (SORREL; ELLIS, 1997; ORDÓNEZ; CASTÃNEDA, 2001; BARBOSA 

et al., 2005). Os representantes desse gênero se reproduzem predominantemente por brotação e 

caracterizam-se, em geral, por apresentar colônia mucóide com atividade ureásica e sem 

capacidade fermentativa (BARNETT et al., 2000, HOOG et al., 2000; LACAZ et al., 2002). 

 O agente etiológico da criptococose de maior incidência é C. neoformans, levedura 

encapsulada que apresenta uma notável capacidade de infectar e causar doença em uma 

variedade de hospedeiros (CASADEVALL et al., 2000; CHIKAMORI; FUKUSHIMA, 2005). 

Esta espécie apresenta variedades como C. neoformans var. neoformans, C. neoformans var. 

gatti e C. neoformans var. grubii (ORDÓÑEZ; CASTÃNEDA, 2001; HORTA et al., 2005). 

Contudo C. albidus, C. laurenttii e C. unigutulatus também têm sido isolados como agente 

causador desta micose (ORDÓÑEZ; CASTÃNEDA, 2001; SIDRIM; ROCHA).  

A capacidade de Cryptococcus produzir doença depende Do estado imunológico do 

hospedeiro e de fatores de virulência do fungo como produção de cápsula mucopolissacarídica e 

enzimas os quais são capazes de aumentar a sobrevivência da levedura no hospedeiro, 

facilitando o desencadeamento e a persistência da doença (CHEN et al., 2003; CHIKAMORI; 

FUKUSHIMA, 2005; LIN; HEITMAN, 2006). 

A infecção primária em indivíduos imunocompetentes ocorre, contudo nos 

imunodeprimidos o número de casos tem se tornado significativamente crescente com o advento 

da síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS), entretanto outros fatores contribuem, tais 

como, as terapias com drogas imunossupressoras, câncer, diabetes mellitus e indivíduos 

submetidos a transplantes (PERFECT, 2005; LITVINTSECA et al., 2006).  

A doença, geralmente de origem pulmonar tende a disseminar-se para vários órgãos, 

principalmente para o sistema nervoso central (SNC), uma vez que as leveduras apresentam 

tropismo por este sítio corpóreo causando meningite e meningoencefalite podendo estas serem 

fatais se não forem diagnosticadas e tratadas adequadamente (COLE et al., 1996; PERFECT, 

2005; LIN; HEITMAN, 2006). 
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O tratamento da criptococose até o momento é realizado com anfotericina B, 

contudo essa droga de escolha apresenta toxicidade, tornando-se necessária a busca de 

drogas alternativas com menos efeitos adversos (MARCUCCI et al., 2001; 

BANSKOTA et al., 20020.  Para esse fim, novos compostos podem ser testados como a 

β-lapachona, uma quinona sintetizada do lapachol, obtido do Ipê-Roxo (Tabebuia 

avellanedae - Bignoneaceae), que apresenta ação antifúngica, antitumoral, 

antibacteriana e anti Trypanosoma (OLIVEIRA-BRETT et al., 2002),  a qual até o 

momento, não foi testada no tratamento da criptococose. Este trabalho teve como 

objetivo avaliar a eficácia terapêutica da Beta-lapachona na criptococose disseminada 

em camundongos Suiços imunossuprimidos.  
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

2.1 Criptococose 

A criptococose, conhecida anteriormente por Torulose, Blastomicose Européia 

ou doença de Busse – Buschke é uma micose crônica, subaguda ou aguda 

potencialmente fatal, de distribuição cosmopolita, e que acomete mamíferos domésticos, 

principalmente, o gato e o cão, animais silvestres e o homem (DARZÉ et al., 2000; 

HONSHO et al., 2003; LARSSON et al., 2003; PEREIRA & COUTINHO, 2003; 

REOLON et al., 2004; TABOADA, 2004).  

Esta micose não apresenta predileção por sexo ou raça, sendo mais frequente em 

adultos, acometendo raramente crianças (GOLDMAN et al., 2001). Pode se manifestar 

tanto como doença oportunista em pacientes imunossuprimidos, quanto como doença 

primária em indivíduos imunocompetentes, dependendo da espécie infectante 

(SORREL, 2001; TORRES-RODRÍGUES et al., 2003; IDNURM et al., 2005; 

CAPILLA et al., 2006). 

O agente etiológico da criptococose de maior ocorrência é a levedura capsulada 

Cryptococcus neoformans, a qual pode ser isolada em madeira em decomposição e 

excretas de pássaros, este último constituindo um importante fator na transmissão do 

microorganismo (McCURDY; MORROW, 2001; AVERBUCH et al., 2002; LEE et al., 

2004). 

A alta prevalência da levedura em isolados ambientais, associada à rara 

transmissão homem-homem ou animal-animal, indica que a infecção é adquirida através 

de fontes ambientais do fungo, principalmente através da inalação das estruturas 

fúngicas, sobretudo, em fezes de aves (GATES et al., 2004: KOMMERS et al., 2005). 

As outras espécies do gênero geralmente são consideradas sapróbias, existindo 

raros relatos de infecções causadas por C. albidus, C. laurenttii. Outras espécies 

isoladas de material clínico, consideradas de menor importância, são C. unigutulatus C. 

curvatus, C. adeliensis, C. humiculus, C. luteolus e C. macerans (McCURDY; 

MORROW, 2001; AVERBUCH et al., 2002; LEE et al., 2004; DELGADO et al., 2005; 

SOARES et al., 2005; KHAWCHAROENPORN et al., 2007). 

Segundo IDNURM et al. (2005) a prevalência da infecção por C. neoformans 

está diretamente relacionada com o grau de exposição à levedura e com a condição 

imune do hospedeiro. Até a década de 70, infecções fúngicas oportunistas causadas por 

esta levedura eram de rara ocorrência. Entretanto, na década de 80, o número de casos 
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elevou-se com a expansão de pacientes gravemente doentes/ e ou imunossuprimidos, 

incluindo principalmente os pacientes infectados com o Vírus da Imunodeficiência 

Humana (HIV), ou com câncer, que apresentam neutropenia induzida por 

quimioterapia, e ainda os transplantados, que recebem terapia imunossupressiva. Outros 

fatores que também contribuem são o uso de antibióticos de amplo espectro e 

glicocorticóides (PEREA; PATTERSON, 2002; LIN; HEITMAN, 2006). 

De acordo com MOREIRA et al. (2006), a criptococose é considerada 

atualmente  a doença oportunista com maior morbidade e mortalidade entre os pacientes 

soropositivos para HIV sendo o agente um patôgeno humano emergente. DEL VALLE 

et al. (2006) afirmam que a meningite criptococócica é a infecção fúngica mais comum 

do SNC e a terceira mais frequente complicação neurológica em pacientes com AIDS. 

A criptococose manifesta-se com diversos quadros clínicos sendo aparentemente 

a primo-infecção de origem pulmonar. Segundo HULL; HEITMAN (2002); ABEGG et 

al. (2006) algumas evidências indicam que a infecção se inicia nos pulmões tais como a 

identificação de excretas de aves como reservatório ambiental e a descoberta nestas de 

partículas infecciosas cujo tamanho é compatível com a deposição alveolar, além do 

reconhecimento da pneumonia criptococócica e descrição de nódulos subpleurais 

infectados.  

  Cryptococcus pode colonizar o sistema respiratório sem produzir doença em 

indivíduos imunocompetentes, apresentando-se de forma assintomática e regressiva, 

com resposta imunológica evoluindo para cura. As leveduras podem permanecer 

latentes nos linfonodos pulmonares, onde são destruídas ou sofrem reativação em um 

momento de imunossupressão (NISHIKAWA et al., 2003; LIN; HEITMAN, 2006). 

 Dependendo do estado imunológico do paciente, a partir da infecção pulmonar, 

pode haver proliferação e disseminação por via linfo-hematogênica para o baço, fígado, 

rins, íleo, olhos, miocárdio, ossos e, em especial, para o SNC, sítio pelo qual a levedura 

apresenta tropismo acentuado. No SNC acarreta quadros de meningite, encefalite, ou 

meningoencefalite após atravessar a barreira hematoencefálica, alcançando o endotélio 

microvascular do cérebro (TORRES-RODRÍGUES et al., 2003; OLSZEWSKI et al., 

2004; CAPILA et al., 2006). 

Esta preferência pelo SNC se deve a fatores que contribuem para a viabilidade 

das leveduras, tais como a presença de catecolaminas, importantes para a formação da 

cápsula de melanina (dificulta a fagocitose), falta de atividade do complemento e à fraca 
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ou ausente resposta inflamatória no tecido cerebral (SEVERO et al., 1998; LIN; 

HEITMAN, 2006). 

De acordo com HOANG et al. (2004); FRIEDMAN et al. (2005) a maioria das 

infecções pulmonares por C. neoformans não é detectada porque a exposição inicial e a 

infecção são assintomáticas ou subclínicas. Os sinais e sintomas quando presentes são 

relativamente inespecíficos, proporcionando assim o aumento de casos 

subdiagnosticados de criptococose, principalmente em pacientes imunossuprimidos. 

Por outro lado quando acometem pacientes imunocompetentes, os sintomas são 

tosse, mal estar, dor torácica, pouca produção de escarro, perda de peso, febre baixa e 

hemoptise leve, e sinais radiológicos variáveis podendo ser estas, as manifestações 

clínicas iniciais (HOANG et al., 2004; FRIEDMAN et al., 2005). 

A doença invasiva pulmonar quase sempre ocorre na condição de 

imunossupressão ou em casos de doenças crônicas, podendo o exame radiológico do 

tórax revelar nódulos, massas, cavidades, derrame pleural, infiltrado inflamatório 

intersticial ou linfoadenopatia, devendo-se excluir nestes casos doenças como neoplasia 

pulmonar e tuberculose dentre outras (TRILLES et al., 2004; PERFECT, 2005; 

BIVANCO et al., 2006).  

No SNC, a criptococose pode ser encontrada com características de meningite, 

meningoencefalite. A manifestação clínica da infecção criptocócica, particularmente na 

meningite, pode ser súbita, com poucos sinais ou sintomas. A sintomatologia mais 

comum inclui mal estar, febre podendo evoluir para cefaléia frontal ou temporal, 

vômitos e sinais de irritação meníngea. Mudanças comportamentais e perda de memória 

são também comuns durante a infecção em casos mais graves, observa-se confusão 

mental, topor, apatia, edema papilar, perda visual, hidrocefalia e massas intracerebrais.  

(NISHIKAWA, 2003; TRILLES, 2004; VILCHEZ et al., 2002; CASALI et al., 2003).  

De acordo com KUMAR et al. (2005); XIUJIAO; XU (2005); BIVANCO et al. 

(2006), além de acometer os sistemas respiratório e nervoso, a criptococose pode 

manifestar-se por meio de lesões cutâneas. Essas ocorrem geralmente por disseminação 

hematogênica (criptococose cutânea secundária – CCS), ou de forma rara e localizada, 

por inoculação do fungo de modo traumático (criptococose cutânea primária – CCP). As 

lesões geralmente são múltiplas acometendo principalmente a face, sendo representada 

por máculas avermelhadas, pápulas, pústulas, nódulos ou úlceras (TRILLES et al., 

2004). 
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Nos indivíduos que fazem uso de corticosteróides é observado celulite com 

eritema e endurecimento (TRILLES et al., 2004). MARTINEZ et al. (2001), afirmam 

que este tipo de manifestação clínica da criptococose é menos comum, sendo mais 

prevalente no norte da Europa, atingindo cerca de 10% a 15% dos pacientes. 

Os tratamentos antirretrovirais e antifúngicos reduziram o número de mortes por 

criptococose, e, mesmo assim, em alguns países em desenvolvimento onde o tratamento 

é limitado, a mortalidade devido à criptococose em pacientes com AIDS pode ser maior 

que 30% (IDNURM et al., 2005).  

No Brasil, pesquisas mostram que 4,5% das infecções oportunistas associadas à 

pacientes portadores de HIV são causadas por C. neoformans, com predominância da 

variedade neoformans (JANBON, 2004). 

 

2.2 Cryptococcus neoformans 

 

O gênero Cryptococcus reúne aproximadamente 38 espécies de leveduras, 

fungos unicelulares, que se reproduzem predominantemente por brotação, podendo 

algumas linhagens ocasionalmente produzir pseudohifas, observadas em secções de 

tecidos. Morfofisiologicamente caracteriza-se por apresentar colônia mucoíde, ausência 

de capacidade fermentativa, capacidade de assimilar inositol e produzir urease além de 

ser sensível a cicloheximida (BARNETT et al., 2000; HOOG et al., 2000; IKEDA et al., 

2002; LACAZ et al., 2002). 

Cryptococcus neoformans é um basidiomiceto de forma esférica ou globosa, 

com diâmetro aproximado de 2-8 μm com brotamentos simples ou, raramente, múltiplos 

(FAGANELLO et al., 2006), apresentando uma cápsula mucopolissarídica 

(ZARAGOSA et al., 2003). Esta levedura desenvolve-se in vitro entre 48 e 72 horas, 

produzindo colônias mucóides, lisas, de coloração branca a creme, sendo o grau de 

mucosidade da colônia dependente da formação da cápsula mucopolissacarídica 

(ZAGAROSA et al., 2006). 

 Este patógeno oportunista é encontrado em frutas, pele de animais, pessoas 

imunologicamente comprometidas, no meio ambiente em detritos de origem vegetal e 

animal, e principalmente em excretas de aves, onde pode permanecer viável por mais de 

dois anos (NELSON; COUTO, 2001; LARSSON et al., 2003; PEREIRA: COUTINHO, 

2003; TABOADA, 2004). 
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Cryptococcus neoformans foi descrito como patógeno humano em 1894 por Otto 

Busse e Abraham Buschke, isolado de uma lesão na tíbia. Um ano mais tarde, Sanfelice 

isolou uma levedura encapsulada a partir de suco de pêssego fermentado e demonstrou a 

sua patogenicidade em animais de laboratório. A recuperação do microorganismo a 

partir de lesões de humanos e de animais e seu isolamento do ambiente estabeleceram o 

potencial patogênico e a capacidade de vida livre, respectivamente (CASADEVALL; 

PERFECT, 1998; LACAZ et al., 2002; SIDRIM; ROCHA et al., 2004). 

O tamanho da cápsula varia consideravelmente e é determinado por 

características genéticas da cepa e pelas condições de cultivo ou ambientais, 

apresentando pequenas cápsulas quando no ambiente, entretanto durante a infecção, há 

um aumento significante de seu tamanho devido à presença de estímulos, tais como 

altos níveis de CO2 e limitação de ferro (ZAGAROSA et al., 2003). 

Segundo CASALI et al, (2001) e NISHIKAWA et al (2003), a presença da 

cápsula de mucopolissacarídeo é uma característica distinta, sendo considerada 

importante fator de virulência antifagocítico. Aproximadamente 90% da cápsula é 

constituída pelos polissacarídeos glucuronoxilomanana, galactoxilomanana e 

manoproteína.  

A diferença na estrutura das glucuronoxilomananas permite a identificação de 

cinco sorotipos agrupados em três variedades reconhecidas, todas patogênicas para o 

homem: C. neoformans var. neoformans (sorotipos D e AD), C. neoformans var. gattii 

(sorotipos B e C) e mais recentemente, C. neoformans var. grubii (sorotipo A), sendo 

estas variedades divididas com base em critérios fenotípicos, sorológicos, bioquímicos, 

epidemiológicos, manifestações clínicas e resposta a terapias antifúngicas (KELER et 

al., 2003;  DIAZ; FELL, 2005; NIELSEN et al., 2007; QUEIROZ et al., 2008; SILVA 

et al., 2008).  

Os representantes relativos aos sorotipos A e D, ambos de distribuição mundial, 

geralmente encontram-se em solos e fezes de aves domésticas, principalmente pombos 

(Columbia livea), considerados a maior fonte ambiental destas variedades, sendo 

usualmente o agente causador da criptococose em pacientes imunocomprometidos 

(STEENBERGEN; CASADEVALL, 2003; LEVITZ; BOEKHOUT, 2006). 

Cryptococcus neoformans variedade gattii é considerada restrita a regiões de 

clima tropical e subtropical, sendo, predominantemente associada a eucaliptos 

(Eucalypitus spp) e madeiras em decomposição, infectando pacientes 
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imunocompetentes (STEENBERGEN; CASADEVALL, 2003; SOARES et al., 2005; 

LEVITZ; BOEKHOUT, 2006). 

Algumas características importantes na apresentação clínica da doença 

diferenciam as infecções causadas pelas diferentes variedades. A doença decorrente de 

infecção por C. neoformans variedade gattii é caracterizada por hidrocefalia e lesões 

cerebrais focais, apresentando uma alta incidência de criptococomas no pulmão e 

cérebro. Esta infecção apresenta uma alta morbidez neurológica e resposta retardada a 

terapia antifúngica, mais seqüelas neurológicas, além das intervenções neurocirúrgicas 

serem mais freqüentes (SORREL, 2001; HORTA et al., 2005; SILVA et al, 2008). 

A criptococose causada por C. neoformans variedade neoformans também esta 

associada a lesões pulmonares e cerebrais. Tais achados se apresentam como infiltrados 

inflamatórios difusos, exibindo um maior índice de mortalidade e sensibilidade a terapia 

antifúngica em relação àquela causada por C. neoformans variedade gattii (SORREL, 

2001; SILVA et al, 2008). 

SILVA et al., (2008) analisando isolados de 35 pacientes com criptococose 

atendidos no Hospital Escola da Universidade Federal do Triângulo Mineiro (HE-

UFTM), verificaram a prevalência de C. neoformans var. neoformans encontrada em 

88,6% dos casos. Os autores afirmam que esta variedade vem ganhando destaque pelo 

aumento populacional, mas, sobretudo pelo crescente número de hospedeiros 

susceptíveis. 

 

2.3 Resposta imune ao Cryptococcus neoformans 

De modo geral, o primeiro aspecto importante para a patogenicidade de C. 

neoformans parece ser a aderência a superfície do hospedeiro, seguida pela colonização 

do tecido. Esta levedura é um patógeno intracelular facultativo, portanto, capaz de 

sobreviver em macrófagos e permanecer na vesícula fagossômica ácida, mantendo a 

capacidade de multiplicação (PERFECT, 2005). 

Segundo SANTANGELO et al. (2004) essa permanência intracelular parece ser 

um elemento importante na persistência da infecção, disseminação por via linfo-

hematogênica e localização no SNC. O mecanismo pelo qual C. neoformans evita a 

morte após a ingestão por fagócitos permanece pouco compreendido, mas há evidências 

de que a sobrevivência intracelular pode ser dada pela produção de pigmentos 

melanóides. 
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Além disso, de acordo com TUCKER; CASADEVALL (2002); HULL; 

HEITMAN (2002); SANTANGELO et al. (2004) a interação da levedura com amebas e 

nematódeos presentes no ambiente como competidores, contribuiu para o patógeno 

desenvolver estratégias para sobreviver ao sistema imune dos mamíferos. 

           As respostas do hospedeiro a C. neoformans são relativamente bem 

compreendidas, sendo essencial uma resposta imune celular eficiente, induzindo 

inflamação granulomatosa, para que a infecção seja eficientemente contida (PERFECT, 

2005).  

           Esta inflamação específica é induzida por linfócitos Th-1 ativados, com a 

participação de citocinas, como fator de necrose tumoral (TNF), interferon gama e 

Interleucina 2 (IL-2) e algumas quimiocinas MCP-1 e M1P-1α envolvidas no 

recrutamento de células inflamatórias. As células efetoras contra C. neoformans são os 

linfócitos TCD4+ e TCD8+ e macrófagos ativados (HUFFNAGLE ET AL., 2000; 

PERFECT, 2005).  

            Segundo BIANC & HARRISON (2004) o risco de criptococose disseminada 

cresce abruptamente em pacientes infectados por HIV, que apresentam um estado de 

profunda imunossupressão apresentando contagem de TCD4+ inferior a 100 células/µL.  

            De acordo com KOMMERS et al, (2005) a formação da cápsula de 

polissacarídeo, a inibição da ação dos macrófagos alveolares e a produção de fenol 

oxidase possuem papel significativo na patogenicidade de C. neoformans.  

            Os polissacarídeos capsulares apresentam vários efeitos imunomodulatórios 

sobre a resposta do hospedeiro, como inibição da fagocitose, inativação de componentes 

do sistema complemento, supressão da imunidade mediada por células T e tolerância 

imunogênica. Um dos mecanismos que resultam em tolerância é a interferência desses 

polissacarídeos na migração de leucócitos, principalmente neutrófilos por quimiotaxia, 

devido à desensibilização de seus receptores, impedindo que os mesmos deixem a 

circulação sanguínea e migrem para o local da inflamação (KOMMERS et al., 2005; 

PERFECT, 2005; MONARI et al., 2006). 

           Além disso, os polissacarídeos prejudicam a adesão de leucócitos durante a 

migração pelo endotélio, sendo ainda responsáveis pelo aumento da produção de IL-10 

(antiinflamatória) e indução da perda de receptores para o fator de necrose tumoral α na 

superfície dos neutrófilos (BOSE et al., 2003; ELLERBROEK  et al., 2004).  
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Em estudos de infecção experimental em camundongos, a composição 

antigênica da cápsula in vivo é distinta em diferentes órgãos infectados, sugerindo uma 

evolução da estrutura capsular durante a infecção (CHARLIER et al., 2005). 

Segundo PAL, 2005 a patogenicidade de C. neoformans varia entre os isolados 

não sendo por isso complemente explicada. No diagnóstico diferencial das infecções 

oportunistas nos indivíduos imunodeprimidos, a doença deve ser considerada, pois o 

diagnóstico precoce é fundamental para reduzir a morbidade e mortalidade. 

 

2.4 Diagnóstico  

 

Atualmente, o diagnóstico da criptococose requer avaliação clínica e laboratorial 

sendo esta última feita através de exame direto, isolamento do agente etiológico seguido 

de provas bioquímicas para identificação final, histopatologia, além de pesquisa de 

antígenos circulantes utilizando-se a reação de aglutinação em partículas de látex. 

Técnicas moleculares também podem ser utilizadas, porém ainda apresentam aplicação 

restrita no diagnóstico clínico (QUEIROZ et al., 2008). 

Segundo LARSSON et al. (2003); NAMIQ et al. (2005) vários espécimes como 

líquor, escarro, lavado brônquico, aspirados de lesões cutaneomucosas, urina, 

macerados de tecidos obtidos de biópsia, secreção prostática e sangue periférico podem 

ser utilizados para a pesquisa direta e cultura da levedura. De acordo com CORREIA et 

al. (2002), o líquido céfalo-raquidiano (LCR) representa a amostra de escolha, uma vez 

que o agente etiológico apresenta tropismo pelo sistema nervoso central. 

A observação microscópica de células de leveduras capsuladas através da tinta 

da China fornece um diagnóstico diferencial, rápido e barato, sendo especialmente 

importante na clínica sugestiva de meningite criptococócica. A base para a visualização 

das leveduras por este método consiste no afastamento das partículas da tinta pela 

cápsula, formando um halo claro em torno da célula, tornando o diagnóstico mais difícil 

quando se trata de linhagens acapsuladas (KOMMERS ET AL., 2005).  

Para o cultivo desta levedura são citados vários meios, entretanto os mais 

utilizados são ágar Sabouraud-dextrose, ágar semente de Níger (alpiste) ou semente de 

girassol, ágar dopamina, ágar batata cenoura e extrato de malte. Os autores que indicam 

a utilização desses meios descrevem os aspectos das colônias de coloração branca a 

creme, escurecendo com o tempo e textura mucóide. Isolados com cápsula pequena ou 
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acapsular produzindo colônias secas ou glabras (BARNETT et al., 2000; HOOG et al., 

2000). 

Outro método utilizado para o diagnóstico da criptococose é a análise histológica 

utilizando colorações de rotina ou alternativas em biópsias, como HE (hematoxilina-

eosina), PAS (Ácido Periódico de Schiffer), Azul de Alciano, Metenamina argêntica, 

Masson-Fontana e pelo eletivo Mucicarmin de Mayer o qual cora a cápsula fúngica em 

vermelho (LACAZ et al., 2002; MENEZES et al., 2002; NAMIQ et al., 2005). 

Os cortes histológicos corados pelo HE mostram células de C. neoformans 

esféricas, ovais ou elípticas; com parede fina rósea ou azul pálido com 5 a 15µm de 

diâmetro. As cápsulas não se coram devido a sua natureza mucopolissacarídica, 

permanecendo um halo claro (LACAZ et al., 2002; BIVANCO et al., 2006). Através da 

histopatologia vizualiza-se uma reação inflamatória crônica com linfócitos, histiócitos, 

macrófagos e células gigantes, o granuloma pode ser observado em alguns casos, sendo 

a necrose variável, de mínima e abundante, assim como o número de leveduras 

(BIVANCO et al., 2006).  

De acordo com Moreira et al., (2006) para o diagnóstico laboratorial da 

criptococose a pesquisa direta demonstrou a presença do microrganismo em 98,3% das 

amostras de LCR, sendo obtida cultura em 100% dos casos. 

Contudo, MITCHELL; PERFECT (1995) verificaram falha na detecção do 

fungo no sangue periférico o que é explicado pelo fato de tal amostra conter menos que 

10 UFC/mL, sendo possível que o frequente insucesso no cultivo, se deva as 

concentrações inferiores a 103 a 107 UFC/Ml de líquor. 

No entanto, a cultura é tradicionalmente o padrão ouro dos métodos de 

diagnóstico laboratorial para C. neoformans, embora apresente como limitações o 

tempo necessário para o desenvolvimento e identificação do agente etiológico (LACAZ 

et al., 2002; QUEIROZ et al., 2008). Por outro lado segundo CASADEVAL; PERFECT 

(1998) na meningite criptocócica crônica o líquor pode resultar em cultura não obtida 

devido à pequena concentração de leveduras viáveis no nível lombar. Esta baixa 

concentração é devida ao tratamento prévio e torna-se um problema no monitoramento 

dos pacientes crônicos. As preparações com tinta da China, porém, permanecem 

positivas por meses após o tratamento e recuperação de pacientes crônicos, sendo o 

método indicado nessa condição. 
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2.5 Criptococose experimental 

 Os modelos de infecção experimental são importantes para o estudo da 

patogênese e para o acompanhamento do tratamento. Estes ocupam posição essencial no 

estudo de doenças infecciosas, como resultado de problemas éticos da exposição de 

seres humanos a agentes potencialmente letais (WILES et al., 2006). 

 A indução de infecções em modelos animais bem definidos fornece informações 

acerca do processo da doença, aproximando-se do contexto natural, apesar das 

diferenças existentes entre estas infecções e as induzidas. O modelo é somente uma 

representação do processo natural da doença, e deverá ser apropriado para o processo 

que se deseja estudar, envolvendo vários fatores, como, por exemplo, a integração do 

conhecimento com os múltiplos ambientes em que a doença se estabelece (WILES et 

al., 2006). 

 No estudo da criptococose, os modelos mais utilizados são ratos, coelhos e 

camundongos, para avaliar, principalmente, a patogenicidade, os fatores de virulência 

do microrganismo, e a imunidade do hospedeiro. A escolha da espécie animal e via de 

inoculação do microrganismo depende do objetivo e do grau de reprodutibilidade 

desejado (SEGAL; BAUM, 1994; PERFECT, 2005). A via intraperitoneal talvez seja a 

mais conveniente pela facilidade, a intracracerebral permite o estudo da proliferação das 

leveduras no sistema nervoso central, que é o sítio clínico mais importante desta 

infecção. A intravenosa é uma técnica quantitativa e padronizada, e fornece respostas a 

respeito da disseminação do microrganismo para os diferentes órgãos, as vias intranasal 

e intratraqueal permitem a avaliação da capacidade do microrganismo se disseminar a 

partir dos pulmões, e podem melhor simular a infecção natural, porém apresenta 

considerável variabilidade (CASADEVALL; PERFECT, 1998). 

Os camundongos, das diversas linhagens, são animais susceptíveis à infecção 

por Cryptococcus e são os modelos mais utilizados, pelo baixo custo, pela facilidade no 

manuseio, e devido à disponibilidade de diversas linhagens geneticamente conhecidas 

(WICKES; KWON-CHUNG, 2002; PERFECT, 2005). As infecções nestes animais 

podem ser subclínicas ou letais, na dependência do tamanho do inóculo, da via de 

inoculação, do isolado considerado e, quanto aos animais, da linhagem e do estado 

imunológico. Nestas condições é possível estudar os fatores envolvidos na virulência, as 

diferentes linhagens de microrganismos, o tropismo para os diferentes órgãos, o 

comportamento de diferentes linhagens de camundongos frente a um isolado em 
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particular, o comportamento do sistema imunológico e a relação com a doença, e ainda, 

a eficácia de drogas antifúngicas (CASADEVALL; PERFECT, 1998; PERFECT, 

2005). 

Conforme SEGAL; BAUM, (1994) quando se trata de infecção experimental, 

alguns estudos podem ser conduzidos avaliando a disseminação e o tropismo do 

microrganismo para diferentes tecidos, assim como a sobrevida do hospedeiro e a 

resposta terapêutica.  

A quantificação da carga fúngica em diferentes órgãos permite avaliar a 

disseminação do microrganismo e sua depuração pelo hospedeiro. Possibilita, ainda, 

analisar a eficiência do sistema imunológico do animal, a virulência do microrganismo, 

a eficácia do tratamento com drogas antifúngicas, e comparar a resposta do hospedeiro 

as diferentes linhagens de microrganismos (CHRETIEN et al., 2002; WICKES; 

KWON- CHUNG, 2002). A avaliação da sobrevivência do hospedeiro é feita 

determinando-se a taxa de sobrevivência ou de morte de animais, de acordo com o 

período de tempo após a infecção experimental. Permite comparar o grau de virulência 

dos diferentes isolados dos microrganismos, desde que se utilizem animais previamente 

padronizados, por exemplo, que apresentem peso, idade e padrão de resposta 

imunológica semelhantes, comparando-se os tempos de evolução da infecção até a 

morte do animal (WICKES; KWONG-CHUNG, 2002). 

A utilização de um modelo animal para propor novas alternativas terapêuticas é 

crucial, sendo esse um caminho essencial no trajeto de estudos in vitro até seu uso em 

pacientes (GRAYBILL, 2000). 

 

2.6 Drogas Antifúngicas 

 

O tratamento de enfermidades causadas por fungos é um desafio, uma vez que 

existem muitas similaridades entre a maquinaria celular de fungos e a humana, 

diminuindo-se, desta forma, a disponibilidade de drogas para o tratamento destas 

doenças, quando comparadas a doenças causadas por bactérias ou vírus (IDNURM et 

al., 2005).   

Atualmente a droga de escolha utilizada para o tratamento da criptococose 

continua sendo a Anfotericina B, droga esta que mudou o perfil da criptococose de 

infecção fatal para curável. Devido à toxicidade, principalmente para os rins, a terapia 

tem sido combinada com fluorocitosina, para reduzir sua dose e duração de tratamento, 
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enquanto que, para tratamentos mais longos esta é associada ao fluconazol (BIANC; 

HARRISON, 2004) 

A combinação de fluorocitosina com anfotericina B apresenta vantagens pelas 

diferenças farmacocinéticas e mecanismos de ação das drogas, que resultam em 

sinergismo. Contudo, principalmente em pacientes com AIDS, fluorocitosina pode 

causar efeitos adversos intoleráveis como leucopenia e distúrbios gastrointestinais 

(MITCHELL; PERFECT 1995). 

O fluconazol, apesar de fungistático, apresenta excelente perfil de segurança, 

farmacocinética e resposta clínica. Porém o uso indiscriminado deste fármaco em 

pacientes com AIDS, a longo prazo, pode resultar em resistência (BRANDT et al., 

2001; ROGERS, 2006; SANAT et al., 2006).  

Estudo com cepas clínicas de C. neoformans demonstrou a ocorrência de 

heteroresistência ao fluconazol devido a seleção de clones resistentes induzida pela 

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

          Em pacientes com AIDS e com meningite criptocócica o tratamento é realizado 

em duas fases: na fase de indução o paciente recebe anfotericina B na dosagem de 0,7 a 

1,0 mg/kg/dia, até a obtenção de três culturas de líquor negativas com intervalo maior 

de um mês; na fase de manutenção o paciente é tratado com fluconazol na dosagem de 

400mg/dia por 8 semanas e após este período o paciente recebe 200mg/dia até pelo 

menos 6 meses de reconstrução imunológica (níveis de linfócitos TCD4+ acima de 

200cel/mm3) (BRANDT et al., 2001; PAPPALARDO; MELHEM 2003; BICANIC; 

HARRISON,  2004).  

Devido à grande incidência de criptococose decorrente do aumento crescente de 

indivíduos imunodeprimidos aliada aos efeitos colaterais causados pelos fármacos 

utilizados no tratamento desta infecção, além do aumento do número de isolados de C. 

neoformans resistentes, torna-se necessária a descoberta de novas drogas para 

intervenção terapêutica da doença (ODOM et al.,1997; SANGUINETTI et al., 2006). 

Por este motivo, as pesquisas que buscam desenvolver novos agentes antifúngicos são 

cada vez mais numerosas (YAMAZUMI et al., 2003). 

Enquanto que fatores clínicos podem contribuir para o insucesso no tratamento 

desta doença, a exposição do Cryptococcus aos agentes antifúngicos pode limitar a ação 

dos mesmos por serem intrinsicamente resistentes ou por adquirirem resistência 

específica (SANGLARD, 2002). 
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O tratamento da maioria das infecções está embasado nos resultados da 

sensibilidade in vitro, esses resultados podem predizer a resposta clínica, porém, esta 

resposta depende de vários outros fatores intrínsecos ao antifúngico bem como a 

interação patógeno versus hospedeiro. Devido a essa multiplicidade de fatores é 

evidente que existam discrepâncias entre os resultados de sensibilidade in vitro e in vivo 

(RIVAS; SERRANO, 2003).  

 

2.6.1 Anfotericina B 

 

A anfotericina B é um antibiótico poliênico macrocíclico produzido pelo 

actinomiceto Streptomyces nodosus, foi inicialmente isolada em meados de 1955 

(GOLD et al., 1956; VANDEPUTTE et al., 1956; FILIPPIN; SOUZA, 2006). Apresenta 

atividade fungicida contra inúmeros fungos, sendo comumente usada no tratamento de 

infecções sistêmicas causadas por leveduras em pacientes imunocomprometidos 

(DISMUKES, 2000). 

 O efeito fungicida da droga contra C. neoformans depende da concentração 

administrada (KLEPSER et al., 1998). A ação da anfotericina B depende da 

concentração usada, do tipo de fungo e de um bom veículo para a droga (ARAÚJO et 

al., 2005). 

Este fármaco age principalmente, ligando-se ao esterol da membrana da 

levedura, diretamente no ergosterol, desestabilizando esta estrutura, produzindo poros. 

Esta ligação não interfere na síntese, porém altera a permeabilidade da membrana, 

causando extravasamento de íons conduzindo, eventualmente, a morte celular 

(THIPINE et al., 1999; HUANG et al., 2002). O ergosterol é necessário na manutenção 

da permeabilidade e fluidez da membrana, garantindo a modulação de enzimas ligadas à 

membrana plasmática. A ausência do ergosterol e o acúmulo de seus precursores afetam 

a estrutura da membrana plasmática e a absorção de vários nutrientes, tornando os 

fungos vulneráveis a danos (DERAY, 2002; HUANG et al., 2002). 

Segundo ZARAGOZA et al. (2005) a Anfotericina B pode ainda afetar a 

morfologia da cápsula polissacarídica de C. neoformans sugerindo um mecanismo de 

ação adicional na eficácia contra a criptococose. 

Por mais de 30 anos a Anfotericina B tem sido uma das mais importantes drogas 

usadas em infecções fúngicas severas. Porém, seu uso tem sido limitado devido aos 
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vários efeitos adversos destacando-se a nefrotoxicidade (DERAY, 2002; FILIPPIN; 

SOUZA, 2006).   

Por ter pouca absorção no trato gastrointestinal, em infecções sistêmicas a droga 

deve ser administrada por via intravenosa. Em altas concentrações alcançam o fígado, 

baço, pulmão e rins. A penetração no LCR é muito baixa (2 a 4%), em alguns tecidos 

como o fígado, a anfotericina B pode ser detectada até 12 meses após a administração 

(MORA-DUARTE et al., 2002; GERBAUD et al., 2003). 

Na urina e no soro a droga pode ser detectada até sete semanas após terapia. A 

droga penetra no líquido pleural, peritoneal e sinovial atingindo cerca de 50% das 

concentrações séricas. O líquor apresenta concentrações de um terço à metade das 

encontradas no soro. No corpo humano, a maior parte da anfotericina B provavelmente 

está ligada à membrana das células teciduais que contém colesterol. A principal via para 

a eliminação da droga não é conhecida, parte é excretada pelas vias biliares e apenas 3% 

é eliminada na urina com concentrações equivalentes ás do plasma (FILIPPIN; SOUZA, 

2006).   

O tratamento com Anfotericina B quase sempre resulta em algum grau de 

disfunção renal, que varia em gravidade de um paciente para outro, sendo claramente 

uma função da dose total. Em um estudo utilizando Anfotericina B, 24,8% dos 

pacientes tratados com 0,6 - 1,0 mg/Kg/dia apresentaram nefrotoxicidade comprovada 

através de achados laboratoriais (MORA-DUARTE et al., 2002). 

Um estudo com células renais de ratos conduzido por VARLAM et al. (2001) 

sugeriu que a Anfotericina B induzia  apoptose das células tubulares renais e células 

intersticiais em uma taxa diretamente proporcional a sua concentração. Observou-se 

90% de apoptose e necrose com a concentração máxima utilizada de 5,0 mg/mL, 

reduzindo-se as lesões a medida que esta era proporcionalmente diminuída. Estudos 

posteriores demonstraram que, o efeito tóxico foi máximo nos túbulos com hipocalemia, 

hipostenúria, diminuição da capacidade de excretar ácidos, como também envolveu os 

glomérulos com diminuição da depuração de creatinina, com ou sem azotemia (MORA– 

DUARTE et al., 2002; FILIPPIN; SOUZA, 2006). 

Durante o curso do tratamento com Anfotericina B, a nefrotoxicidade foi 

constadada através de concentrações séricas elevadas de creatinina (WALSH et al., 

1999; MORA- DUARTE et al., 2002), muitas vezes até três vezes o limite superior da 

normalidade (WALSH et al., 1999).     
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BARCHIESI et al. (2004) ao analisar a eficácia terapêutica da anfotericina B 

durante criptococose experimental, verificou que camundongos CD1 machos infectados 

com 2,5x 103 UFC via endovenosa apresentaram redução das contagens fúngicas em 

todos os órgãos analisados a exceção do cérebro. Os animais foram tratados com 0,3 

mg/Kg/dia de anfotericina B intraperitonealmente durante 10 dias consecutivos. No 

cérebro decorrido 21 dias após o fim da terapia não foi verificado nenhuma diferença 

nas contagens fúngicas entre o grupo tratado e o controle.  

Por outro lado LARSEN et al. (2004) realizaram estudo com o intuito de 

delinear a dose de anfotericina B na qual se obtinha melhor resultado aliado a menor 

toxicidade durante infecção em camundongos Balb/c machos infectados com 700 UFC 

de C. neoformans intracerebralmente. As doses utilizadas de anfotericina B variaram de 

0,3 a 1,3 mg/kg/dia administradas via endovenosa. Foi observado que 95% dos animais 

tratados com 0,5 mg/Kg/dia de anfotericina B sobreviveram até o final do experimento 

(16 dias). É importante observar que com doses iguais ou superiores a 0,7 mg/Kg/dia foi 

verificado número inaceitável de morte nas primeiras 24 horas (cerca de 40%) sendo o 

percentual de mortes diretamente proporcional ao aumento da dose.  

 

2.7 Susceptibilidade aos antifúngicos 

 

Segundo BARCHIESI et al. (2000) a avaliação da susceptibilidade de C. 

neoformans aos antifúngicos é de grande interesse considerando a alta frequência e as 

severas manifestações clínicas da infecção por esta levedura.  

Os testes de susceptibilidade antifúngica para leveduras ainda requerem mais 

estudos, devido às divergências quanto ao uso de drogas, a diversidade dos organismos 

e as metodologias específicas (RODRIGUES-TUDELA et al., 2000).  

Desde os anos 80, grupos norte-americanos e europeus estão envolvidos em 

desenvolver um método de referência para testar susceptibilidade antifúngica, sendo o 

principal, o proposto pelo National Commitee for Clinical Laboratory Standards 

(NCCLS)- atualmente denominado Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 

(PAPPALARDO; MELHEM, 2003).  

Em 1997, o NCCLS apresentou a padronização do método de microdiluição em 

caldo. O teste realizado em placa de microtitulação apresentava a vantagem da redução 

no consumo dos reagentes e a possibilidade de se testar vários isolados ao mesmo 

tempo. Em 2002, foi proposto o Manual M27A-2 do NCCLS que padronizou os testes 
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por macro e microdiluição (COLOMBO; ALVES, 2004) sendo estes atualmente aceitos 

para testar a susceptibilidade antifúngica in vitro. Estes testes diminuíram as variações 

de CMIs entre os laboratórios, e a melhora na reprodutibilidade permitiu uma 

comparação dos níveis de resistência entre regiões, além do monitoramento da 

emergência de isolados resistentes (PERFECT; COX, 1999; NCCLS 2002; 

PAPPALARDO; MELHERM, 2003).  

 

2.8 Resistência em Cryptococcus neoformans 

 

 Apesar do tratamento combinado anfotericina B, fluocitosina e anfotericina B, 

fluconazol ser geralmente bem sucedido na criptococose, falhas na terapia ocorrem por 

uma variedade de razões, incluindo resistência direta às drogas antifúngicas (PEREA; 

PATTERSON, 2002). 

Vários estudos utilizando a metodologia do CLSI foram realizados para avaliar a 

situação da resistência a C. neoformans. Num estudo realizado nos Estados Unidos com 

732 isolados clínicos, obtidos nos períodos de 1992 a 1994 e 1996 a 1998, um pequeno 

número de isolados mostrou CIMs elevadas. Estas estavam aumentadas em dois 

isolados testados para anfotericina B (≥2µg/mL), 14 isolados a fluocitosina 

(≥32µg/mL), 8 isolados a fluconazol (≥64µg/mL) e 45 isolados a itraconazol (≥1µg/mL) 

(BRANDT et al., 2001). 

Outro estudo mostrando a ação da anfotericina B sobre isolados mutantes propôs 

que a resistência ocorria por mudanças tanto qualitativas quanto quantitativas dos 

esteróis. Podendo ocorrer uma diminuição do conteúdo de ergosterol celular, ou 

substituição de alguns ou de todos por outros com afinidade diminuída a anfotericina. 

Por exemplo, substituição do ergosterol, colesterol e estigmasterol, por um esterol 3-

hidroxi ou 3-oxi ou também, reorientação ou mascaramento do ergosterol existente, 

tornando a ligação da anfotericina estericamente ou termodinamicamente menos 

favorecida (PEREA; PATTERSON, 2002). 

Em um estudo realizado por FILIPPIN, (2006)  com dois isolados de C. 

neoformans (pré e pós-tratamentos) em que houve falha do tratamento, foi observada 

uma correlação entre resistência à anfotericina B e padrão de esteróis. O isolado pós-

tratamento resistente possuía um defeito na esterol isomerase, levando ao acúmulo de 

outros esteróis e diminuição no conteúdo de ergosterol. 
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Em vista da resistência verificada por alguns isolados de C. neoformans a 

anfotericina B e a outros antifúngicos, torna-se indispensável a descoberta de novas 

alternativas terapêuticas mais eficientes e menos tóxicas para o tratamento da 

criptococose.     

 

2.9 Beta- lapachona como fitoterápico 

 

Segundo BONTEMPO (1992), a fitoterapia consiste no conjunto de técnicas de 

utilização de vegetais no tratamento de doenças e na recuperação da saúde. Comporta 

numerosos grupos de pesquisadores que estudam e empregam as plantas medicinais, 

desde as mais simples e empíricas até as científicas e experimentais.  

As plantas podem representar uma base de novas moléculas biologicamente 

ativas, quando exploradas dentro de um programa voltado para a pesquisa, 

desenvolvimento e produção de novos fármacos (FERREIRA., 1998). 

As pesquisas utilizando produtos naturais visam obter novos princípios ativos 

que possam se tornar novos fármacos ou modelos para síntese de novas drogas além de 

possibilitar a avaliação não só dos efeitos farmacológicos e toxidade potencial como 

também analisar a relação entre os efeitos metabólicos, imunes e hormonais 

(BENDAZOLLI, 2000; COVINGTON, 2001; DE MOURA et al., 2001).  

Os fitomedicamentos ou fitoterápicos são medicamentos produzidos a partir de 

moléculas biologicamente ativas em sua forma natural. Apesar do avanço da tecnologia, 

que diariamente cria novos compostos e substâncias sintéticas com ações medicinais, 

mais de 40% de toda matéria-prima dos medicamentos encontrados continuam sendo de 

origem vegetal (COVINGTON, 2001). 

ANTUNES et al. (2006) reforçando a importância da utilização de produtos 

naturais, realizaram uma investigação antimicrobiana e determinação da concentração 

mínima inibitória de fitoconstituintes, observando excelente ação frente a 

microrganismos patogênicos. 

No contexto de busca por alternativas terapêuticas às atuais drogas antifúngicas, 

sabidamente tóxicas, está inserida a Tabebuia avellanedae, uma espécie vegetal 

pertencente a família Bignoniaceae do gênero Tabebuia (FONSECA et al., 2004) que é 

popularmente conhecida no Brasil como “ipê roxo”. É nativa da América, ocorrendo em 

todo Brasil desde o Amazonas até o Rio Grande do Sul sendo utilizada inclusive na 

ornamentação de ruas e praças (DAVANSO et al., 2002). 
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Segundo a literatura etnobotânica a casca é utilizada na medicina popular sob 

forma de chá, como antiinfeccioso, antifúngico, diurético, adstringente e no tratamento 

caseiro de impetigo, contra alguns tipos de câncer, lúpus, doença de Parkinson, psoríase 

e alergias (KOYAMA et al., 2000; WARASHINA et al., 2004). Análises fitoquímicas 

registraram como componentes da madeira as naftoquinonas, principalmente o lapachol, 

α-lapachona e β- lapachona, quercitina e ácido hidroxibenzóico (MIRANDA et al., 

2001; SILVA et al., 2002). 

 Silva et al. (2003) afirmam que um dos principais constituintes do ipê-roxo são 

as naftoquinonas, representadas pela β-lapachona, as quais constituem uma ampla e 

variada família de metabólitos de distribuição natural. Nos últimos anos intensificou-se 

o interesse por estas substâncias, não só devido a sua importância nos processos 

bioquímicos vitais, mas também, o destaque cada vez maior que apresentam nos estudos 

farmacológicos.  

A β-lapachona, conhecida quimicamente por 3,4-diidro-2,2-dimetil-2H-naftol 

[1,2-b] pirano-5,6-diona, é uma ortonaftoquinina sintetizada a partir do lapachol. É um 

produto natural que apresenta forma cristalina laranja-avermelhada com ponto de fusão 

característico entre 154,5 e 155,5°C e é estruturalmente estável em pH de 3 a 9. Tem 

sido, desde o início da década de 90, alvo de estudos no mundo todo devido ao 

excelente potencial farmacológico in vitro e in vivo (FONSECA et al., 2004; CUNHA-

FILHO et al., 2005). 

Segundo MIRANDA et al. (2001); SILVA et al. (2002); SPERANDEO (2004); 

ANTUNES et al. (2006) e CUNHA-FILHO et al. (2007), nos últimos anos tem sido 

atribuídas várias atividades farmacológicas a β-lapachona, tais como atividade antiviral, 

anti-inflamatória, anti-psoriática, anti-parasitária, antitumoral e antifúngica. No entanto, 

a maioria dos estudos atuais envolvendo a β-lapachona enfoca a sua ação sobre o agente 

da doença de Chagas, Trypanossoma cruzi, e sua eficácia no tratamento de neoplasias 

(LI et al., 2000; PARK et al., 2005; CHOI et al., 2007; CUNHA-FILHO et al., 2007; 

CUNHA-FILHO et al., 2008; QUEIROZ et al., 2008; SALAS et al., 2008; SONG et al., 

2008). 

Os mecanismos de ação apresentados pela β-lapachona são bastante amplos 

destacando-se o estresse oxidativo que provoca ao induzir a formação deletéria 

endógena de espécies bioativas derivadas do oxigênio (O2, OH, H2O2) e inibição do 

transporte de elétrons na célula como ocorre com o T. cruzi. Outra atividade marcante 

destas substâncias, descoberta recentemente, é a inibição do complexo das 



 
30 Medeiros, C.S.Q. Criptococose experimental e efeitos... 

topoisomerases, ação que provoca o desencadeamento da apoptose celular (MIRANDA 

et al., 2001; SILVA et al., 2002; SPERANDEO, 2004).   

CASTRO et al. (1994) ao estudar a atividade de derivados do lapachol e 

análogos da beta-lapachona frente Mycobacterium tuberculosis analisaram que a 

substância mais ativa foi a beta-lapachona apresentando CIM de 6,25mg/mL, sendo a 

menos ativa o lapachol apresentando CIM de 50mg/mL . Os autores observaram uma 

nítida correlação entre lipossolubilidade e atividade antimicrobiana visto que os 

derivados mais polares entre eles o lapachol foram bem menos ativos, sugerindo que a 

atividade destas quinonas pode ter relação com suas lipossolubilidades, o que interfere 

em sua capacidade de transpor a membrana celular.  

Com relação a sua atividade antifúngica, GUIRAUND et al. (1994) compararam 

as atividades antibacteriana e antifúngica do lapachol e β-lapachona. Os autores 

constataram que os fungos avaliados foram mais sensíveis que as bactérias, 

particularmente a β- lapachona. Dentre os isolados fúngicos testados, destacou-se 

Cryptococcus neoformans, o qual foi inibido frente à β-lapachona, o que não ocorreu 

com o lapachol. A concentração inibitória mínima foi de 0,02µg/mL e a fungicida foi de 

1µg/mL. 

TANDON et al. (2004) sintetizaram 10 compostos derivados de naftoquinonas e 

testaram suas atividades antiviral, antitumoral  e antifúngicas. Os autores analisaram 

tanto fungos filamentosos quanto leveduras, as quais se destacam C. neoformans e 

Candida albicans. Os compostos que apresentaram um CIM ≤ 50µg/mL foram 

considerados ativos pelos pesquisadores. A atividade dos compostos foi comparada com 

drogas de referência como Anfotericina B, miconazol e nistatina. 

Em outro estudo, utilizando para a determinação do CIM as normas do CLSI 

(2002), a β-lapachona apresentou CIM de 100µg/mL para a única amostra de fungo 

testada, representada por C. albicans (ANTUNES et al., 2006). 

Estudos recentes mostram que a citotoxicidade da β- lapachona ainda não foi 

completamente comprovada (SILVA et al., 2002; MENACHO-MARQUÉS; 

MURGUIA, 2006).  

Apesar de amplo espectro de bioatividade, os mecanismos de atuação da β-

lapachona em modelos experimentais ainda não estão bem delineados. Atualmente, há 

um grande interesse pela farmacologia e mecanismo de ação da β-lapachona. Os testes 

in vitro e in vivo muito podem contribuir para o esclarecimento dos mecanismos de 
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atividade dos fitofármacos e, em conseqüência, para o planejamento de novos 

medicamentos comerciais (QUEIROZ et al., 2008). 
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3 ATIVIDADE ANTIFÚNGICA DA NAFTOQUINONA BETA-LAPACHONA 

CONTRA INFECÇÃO DISSEMINADA POR  CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS 

VAR. NEOFORMANS EM CAMUNDONGOS SUIÇOS IMUNOSSUPRIMIDOS 

POR DEXAMETAXONA  
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J.O.C. Brandão, R.P. Neves . Antifungal activity of the naphthoquinone beta-lapachone against 
disseminated infection with Cryptococcus neoformans var. neoformans in dexamethasone-
immunosupressed swiss mice. 
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RESUMO 

 

A atividade antifúngica in vivo da naftoquinona beta-lapachona contra infecção 

disseminada por Cryptococcus neoformans foi investigada. Camundongos foram 

imunossuprimidos diariamente com dexametasona (0.5 mg / camundongo) por via 

intraperitoneal por 3 dias, o procedimento foi repetido quatro dias depois, e os animais 

foram infectados por via intravenosa com Cryptococcus neoformans (106 UFC / mL) 

uma semana depois. Sete dias após a infecção os camundongos foram divididos em 

grupos e tratados diariamente com beta-lapachona (10 mg / kg, iv) por  7 (N = 6) e 14 

dias (N = 10). Anfotericina B (0,5 mg / kg) foi utilizado como droga de comparação e 

um grupo adicional recebida PBS. O tratamento com beta-lapachona eliminou a 

levedura do baço e do fígado, e a carga fúngica diminuiu aproximadamente 104 vezes 

nos pulmões e no cérebro 14 dias após a infecção, quando comparado ao grupo PBS (P 

<0,05). Este resultado foi semelhante ao do grupo tratado com anfotericina B. A 

proteção foi sugestivamente devido à atividade antifúngica in vivo desta droga e, 

aparentemente, não influenciada pela ativação da resposta imune, devido a contagens de 

células leucocitárias serem semelhantes entre os grupos. Este estudo destaca a 

perspectiva da utilização da beta-lapachona para o tratamento da criptococose 

disseminada. 

 

 

 

Palavras-chaves: Beta-lapachona; Cryptococcus neoformans; Criptococose; 

imunossupressão; infecção experimental; Anfotericina B 
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Introdução 

 

 Criptococose é uma micose sistêmica oportunista que acomete especialmente 

pacientes imunocomprometidos (Perfect; Casadeval et al., 2002). Pacientes infectados 

por HIV, pacientes com câncer, diabéticos, submetidos a transplante ou procedimentos 

invasivos pessoas recebendo corticosteróides são especialmente susceptíveis a esta 

doença. A primo-infecção por Cryptococcus começa nos pulmões e comumente se 

dissemina para outros órgãos (Barbosa et al., 2006). Contudo, a levedura apresenta 

tropismo pelo sistema nervoso central, sítio no qual sobrevive e prolifera causando 

meningite e meningoencefalite, que podem ser fatais se não tratadas adequadamente 

(Chen et al., 2003). Duas variedades de C. neoformans têm sido descritas: C. 

neoformanas var. neoformans que apresenta maior incidência em pacientes 

imunodeprimidos e C. neoformans var. gatti,  mais freqüentemente isolado de 

hospedeiros imunocompetentes (Chakrabarti 2007). A criptococose é tratada com 

anfotericina B/azóis como a principal escolha terapêutica. No entanto, a alta taxa de 

letalidade entre pacientes imunocom prometidos indica a necessidade de novas opções 

terapêutica (VanderHost et al., 1997). 

 Produtos naturais ou substâncias derivadas com propriedades antifúngicas têm 

sido usadas no tratamento da criptococose. Alguns exemplos são os óleos essenciais de 

plantas que têm sido amplamente divulgados, devido ás suas propriedades 

antimicrobianas (Mondello et al., 2003). A beta-lapachona é sintetizada do lapachol, 

derivado da Tabebuia avellanedae, conhecida popularmente como ipê-roxo, uma planta 

pertencente à família Bignoneaceae, comumente encontrada em muitas regiões do 

Brasil. Esta naftoquinona foi previamente descrita pela sua atividade antitumoral, anti-

tripanossomica e antibacteriana (Salas et al., 2008; Pereira et al., 2006; Blanco et al., 

2007). Estudos anteriores da atividade antifúngica do lapachol e da beta-lapachona 
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contra C. neoformans são, até certo ponto, contraditórios devido a protocolos 

experimentais distintos (Guiraud et al., 1994). No entanto, esses dados reforçam que 

novos estudos são necessários antes de propor de ensaios antifúngicos com humanos.  

 Neste trabalho foi avaliado o papel da naftoquinona beta-lapachona no controle 

de criptococose disseminada em modelo murino de camundongos Suíços 

imunossuprimidos com dexametasona. 

 

Material e Métodos 

 

Síntese da Beta-lapachona 

A Beta-lapachona foi sintetizada a partir do produto natural lapachol derivado da T. 

avellanedae (Bignoneaceae) usando ácido sulfúrico de acordo com a metodologia 

adaptada de Cavalcante et al 2008. 

 

C. neoformans URM5811 

Foram testadas 16 isolados de C. neoformans estocados na Coleção de Culturas- 

Micoteca URM da Universidade Federal de Pernambuco para sensibilidade in vitro a 

beta-lapachona de acordo com o método do Instituto de Padrões Clínicos e 

Laboratoriais (CLSI) Manual M27-A3, (NCCLS, 2002). (dados não apresentados). A 

concentração inibitória mínima e a concentração fungicida mínima para beta-lapachona 

foram 4 e 64mg/mL respectivamente. C. neoformans var neoformans URM5811 foi 

obtida de um paciente com AIDS e usado devido a sua alta virulência e sensibilidade in 

vitro a beta-lapachona. 

 

Protocolo de imunossupressão dos animais 

Machos adultos de camundongos Suíços pesando aproximadamente 30g foram obtidos 

do biotério do Laboratório de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA/UFPE). Os animais 
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foram manuseados de acordo com procedimentos experimentais aprovados pelo Comitê 

de Ética em Experimentação Animal da Universidade Federal de Pernambuco 

(protocolo #013968/2007-1). O protocolo de imunossupressão foi adaptado de Capilla 

et al. (2006). Foi administrado 0,5 mg/camundongo de dexametasona (Teuto® Brasil) 

intraperitonealmente durante três dias consecutivos e, em seguida, a cada intervalo de 

quatro dias até o final de cada experimento. A contagem total de leucócitos no sangue 

dos camundongos imunossuprimidos (IS) em comparação com animais 

imunocompetentes (IC) foi usado para confirmar a imunossupressão. 

 

Modelo de infecção por C. neoformans 

Sete dias após o início da imunossupressão, os animais (N=6) foram inoculados com 0,2 

mL de C. neoformans URM5811 (106células/Ml) pela veia caudal. Camundongos IC 

(N=6) foram usados como controle e inoculados sob as mesmas condições 

experimentais. Os animais foram observados diariamente quanto a sinais clínicos e 

quanto à mortalidade durante 14 dias. 

 

Ensaio de citotoxicidade em camundongos imunossuprimidos por dexametasona 

As doses de beta-lapachona foram selecionadas baseando-se em 12,25% e 25% da dose 

letal de 80mg/Kg determinado para ratos IC (Santana et al., 1968). A droga foi 

dissolvida em DMSO 10% e diluída em Tween 80 3% (v/v em PBS) para obter soluções 

estoque na concentração de 100g/L. Então, 0,2mL de suspensão contendo 10 ou 20 

mg/Kg foi administrada diariamente pela veia caudal dos camundongos suíços IS (N=6) 

por uma semana. Os animais controle (n=6) receberam apenas o solvente (DMSO 10% 

adicionado de Tween 80 3%; v/v em PBS) sem a beta-lapachona. Os animais foram 

observados diariamente sendo fígado e rins submetidos a análises histológicas ao final 

dos experimentos. 
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Tratamento da criptococose disseminada com beta-lapachona 

Após sete dias da infecção, 0,2 mL de beta- lapachona (10 mg/Kg) foram administrados 

diariamente pela veia caudal em camundongos IS por meio de dois cronogramas 

independentes: 1) 7 dias de tratamento (N=6), ou 2) 14  dias de tratamento (N=10). 

Anfotericina B (0,5 mg/Kg) foi usada para comparação e os animais não tratados 

receberam apenas PBS. Os animais foram observados quanto a sinais clínicos e 

mortalidade diariamente até o fim dos experimentos. 

 

Contagem de C. neoformans e análise histológica 

Uma alíquota de sangue foi coletada por punção cardíaca após anestesia com halotano. 

Baço, fígado, pulmões e cérebro foram pesados e macerados em PBS (1:10 ou 1:100 

p/v). Todas as amostras foram submetidas a diluições seriadas e 0,1 mL foram 

plaqueados na superfície do meio SDA acrescido de cloranfenicol (50mg/ml) e 

incubados a 37°C por 24-72 h. Os resultados das colônias foram expressos como UFC/g 

de órgãos ou mL de sangue. Os tecidos foram fixados em formaldeído 10% e 

processados por embebição em parafina. Secções de 5µm foram coradas com 

hemtoxilina-eosina (HE) e as laminas foram codificadas e examinadas por um único 

patologista, não informado sobre as condições experimentais de cada grupo. 

 

Análise estatística 

A significância estatística das contagens de células brancas e UFC foram analisadas 

estatisticamente por meio do teste t Student ou ANOVA, com nível de significância 

determinado como P< 0,05. 
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Resultados  

 

 Protocolo de imunossupressão e modelo de infecção por C. neoformans 

O protocolo de imunossupressão aplicado em camundongos suíços (grupo IS) resultou 

em contagens de células leucocitárias aproximadamente de 45% e 61% inferiores que as 

contagens em camundongos IC, após sete e 14 dias de infecção respectivamente (P< 

0,05). Ainda C. neoformans URM5811 produziu infecção disseminada em 

camundongos IS que vaiou de 104 a 106 UFC/g de baço, fígado, pulmão e cérebro 14 

dias após infecção, em quanto que camundongos IC foram resistentes a criptococose 

(P< 0,05). 

 

Citotoxicidade da beta-lapachona in vivo 

A beta-lapachona a 10 mg/kg não foi notavelmente tóxica para camundongos IS após 

inóculo diário por uma semana uma vez que todos os animais estavam saudáveis e 

sobreviveram durante os experimentos. De maneira controversa a dose de 20 mg/Kg 

provocou alterações motoras e contrações abdominais após inoculação e lesões na cauda 

que se tornaram necróticas durante os experimentos, levando alguns animais a morte 

(33%). Exames histopatológicos do fígado e rins mostraram ausência de alterações 

morfológicas a 10 mg/Kg mais degeneração hidrotropica do fígado a dose de 20 mg/kg. 

  

Tratamento da criptococose disseminada com beta-lapachona 

O tratamento com beta-lapachona (10 mg/kg) reduziu significativamente a população de 

C. neoformans no baço,fígado e pulmões sete dias após a infecção (Figura 1A). Além 

disso, a levedura foi eliminada do baço e fígado e diminuiu aproximadamente 104 vezes 

sua população nos pulmões e cérebro 14 dias após a infecção, quando comparada ao 

grupo tratado com PBS. Esses resultados foram similares aos obtidos com o tratamento 
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utilizando anfotericina B 0,5 mg/kg (P< 0,05)(Fig1B). Exames histológicos mostraram 

necrose liquefativa e infiltração celular no cérebro dos grupos beta-lapachona e 

anfotericina B, mas menos intensa que aquelas observadas em lâminas de cérebro do 

grupo PBS (Figura 1C). Por outro lado quatro de dez camundongos do grupo beta-

lapachona morreram durante os experimentos contra um de dez em outros grupos. 

 

Contagem de leucócitos em camundongos tratados com beta-lapachona 

Como esperado, as contagens total e diferencial mostraram a queda após 14 dias de 

infecção (exceto para contagens de monócitos, que permaneceu a mesma durante a 

primeira semana) devido a administração de dexametasona (Tabela 1). Não houve 

diferenças nas contagens celulares dos diferentes grupos. 

 

Discussão 

Neste trabalho foi desenvolvido um modelo experimental de criptococose adequado 

para investigar a capacidade da naftoquinona beta-lapachona de controlar a doença. No 

entanto, a ausência de estudos farmacêuticos sobre esta droga torna impossível prever 

sua atividade antifúngica in vivo. Previamente, Pereira et al. (2006) relatou que a beta-

lapachona é tóxica para culturas de células de rin BSC-40 de macacos verdes africanos 

em concentração superior a 2 mg/L. Além disso, um estudo relatou efeito tóxico da 

beta-lapachona em ratos imunocompetentes (SANTANA et al., 1968). Nossos dados 

mostram que a beta-lapachona a 10mg/kg não foi tóxica após uma semana de exposição 

diária, possibilitando seu uso em um modelo de infecção por C. neoformans. Ainda, o 

tratamento com a beta-lapachona reduziu a população de C. neoformans em 10.000 

vezes nos pulmões e no cérebro e eliminou a levedura do baço e fígado, sugerindo que 

tratamentos longos poderiam levar a esterilização de todos os órgãos. Esse efeito 

protetor foi confirmado por exames histológicos, que mostraram que o dano foi menos 
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intenso que no grupo tratado com PBS. De maneira controversa, atribuiu-se a morte dos 

animais do grupo beta-lapachona a algum efeito tóxico colateral da droga, uma vez que 

os animais não estavam especificamente susceptíveis a doença, tendo suas contagens de 

leucócitos similares àquelas dos grupos PBS e anfotericina B. 

 Howland (1963) relatou que os mecanismos de ação da naftoquinona parecem 

envolver fosforilação oxidativa e/ou inibição da cadeia transportadora de elétrons. Além 

disso, a beta-lapachona aumenta os ânions superóxido e os peróxidos de hidrogênio 

induzindo citotoxicidade ao Trypanossoma cruzii (Salas et al.,2008). Por outro lado o 

controle da infecção por C. neoformans é devido ao sistema imune e depende da 

ativação de células T em camundongos resistentes (Schop 2007). Embora o mecanismo 

de ação da beta-lapachona contra criptococose permaneça obscuro, parece não haver 

estar relacionado à ativação do sistema imune, o que poderia aumentar a depuração dos 

órgãos. Essa idéia foi corroborada pelo estado imunológico dos camundongos durante o 

presente trabalho, uma vez que é sabido que a dexametasona impede a ativação das 

células B e T, diminuindo substancialmente as imunidades humoral e celular 

(Franchimont et al., 2000). Também a influencia da beta-lapachona na inibição do óxido 

nítrico e indução da expressão da oxido nítrico sintetase e a atenuação de citocinas pró-

inflamatórias como IL-1 beta, IL-6 e fator de necrose tumoral alfa foram recentemente 

relatados (Moon et al., 2007). 

 Tratamentos experimentais contra criptococose disseminada têm sido 

propostos por muitos investigadores. Por exemplo, 10 mg/kg do triazol SCH56592 

diminuiu significativamente  a infecção fúngica no pulmão de animais de laboratório e a 

administração de 4mg/kg de SPK-843, um novo polieno, aumentou a sobrevivência e 

reduziu a colonização por C. neoformans nos órgãos (Hossain et al., 1999). Esse 

trabalho mostrou uma aplicação prospectiva da naftoquinona beta-lapachona para o 
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tratamento da criptococose disseminada. Embora essa droga possivelmente produza 

efeitos tóxicos localizados, diferentes doses e novos esquemas terapêuticos podem ser 

empregados. Ainda, nós acreditamos que a beta-lapachona possui um efeito protetor 

contra células do C. neoformans. Esses mecanismos de ação estão sob investigação de 

nosso grupo de pesquisa. 
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Figura 1. Efeito protetor da administração de beta-lapachona em camundongos Suíços 
imunossuprimidos infectados por Cryptococcus neoformans URM5811. Sete dias após 
infecção, camundongos foram tratados diariamente com PBS, 10 mg/kg de beta-
lapachona ou 0,5 mg/kg de anfotericina B por 7 (A) ou 14 dias (B). * P < 0,05 
comparado ao grupo PBS (Teste T e ANOVA). O dano histológico no cérebro 14 dias 
após é mostrado na figura C. Necrose liquefativa e coagulativa são indicadas por 
estrelas branca e preta, respectivamente. A seta indica infiltrados inflamatórios 
próximos a lesão. 
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4. CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

Com base nos resultados obtidos foi possível concluir: 

 

 Camundongos Suíços são susceptíveis a infecção por Cryptococcus neoformas 

variedade neoformans quando imunossuprimidos. 

 O grau de infecção por Cryptococcus neoformans URM5811 é indiretamente 

proporcional ao estado imunológico do animal.  

 O isolado URM5811 apresenta características de patogenicidade como presença 

de cápsula mucopolissacaridica espessa e consistência mucóide. 

 A partir do sétimo dia de infecção o modelo experimental da criptococose é 

eficaz. 

 A levedura é encontrada em maior percentual no fígado e baço após o sétimo dia 

de infecção e no pulmão e cérebro após 14° dia. 

 O modelo de infecção experimental crônico apresenta potencial para avaliação 

preliminar in vivo de novas drogas para controle da infecção. 

 O sangue periférico não é uma amostra adequada para a confirmação da 

infecção. 

 Beta-lapachona é tóxica na concentração de 20mg/Kg/dia, porém na 

concentração de 10mg/Kg/dia não apresenta toxicicidade. 

 Beta-lapachona e anfotericina B reduzem a população de C. neoformans no 

baço, fígado e pulmões sete dias após a infecção. 

 Beta- lapachona e anfotericina B eliminam a levedura do baço, fígado reduzindo 

em 104 vezes a população nos pulmões e cérebro após 14 dias de tratamento. 

 A beta-lapachona é uma droga em potencial para o tratamento da criptococose 

disseminada, apresentando potente atividade antifúngica in vitro e in vivo. 
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