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Resumo  

O aumento de micoses invasivas e o desenvolvimento de mecanismos de resistência 

de algumas espécies de fungos, frente aos fármacos utilizados na terapia, têm sido 

preocupante. O tratamento antifúngico, geralmente é agressivo e o surgimento da 

resistência antifúngica acrescenta dificuldades adicionais no tratamento dessas infecções. 

Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii são os principais agentes etiológicos da 

criptococose, e afetam principalmente pacientes imunodeprimidos. Nesse trabalho foi 

realizada a caracterização morfológica e da virulência de três isolados clínicos de C. 

neoformans e dois isolados ambientais de C. gattii em Galleria mellonella, além da análise 

do nível de expressão dos genes MDR1 e AFR1 envolvidos no funcionamento de bomba de 

efluxo, através da quantificação relativa por PCR (polimerase chain reaction) em tempo real. 

Uma vez esses genes quantificados, esses isolados foram usados na prospecção de 

moléculas sintéticas para verificação da atividade inibitória dos genes selecionados, após o 

contato com as mesmas. Os isolados foram classificados como sensível (26S), sensibilidade 

intermediária (27I) e resistente (30R) da espécie neoformans e da espécie C. gattii, um foi 

resistente (118R) e outro sensível (CL), in vitro, a fluconazol. As moléculas selecionadas 

para os testes foram o ácido gálico e seus derivados sintéticos, e os melhores resultados 

observados foram obtidos a partir dos galatos de alquila G11, G12, G14, G15, G16 e G17, 

apresentando ótima atividade antifúngica contra os isolados testados, em especial os 

galatos G14, G16 e G17, obtendo ótima atividade antifúngica. O galato de n-dodecila (G16), 

foi selecionado para os demais testes apresentando atividade aditiva no teste de sinergismo, 

quando utilizado em associação com fluconazol, reduzindo os valores de CIM para o 

mesmo, o que mostra a possível utilização da molécula não só isolada, como também 

associada com este fármaco. Os resultados da expressão gênica mostraram que a 

expressão tanto do gene MDR1 quanto o gene AFR1 foram inibidos após tratamento com o 

com o galato de n-dodecila, o que torna essa molécula promissora também para a utilização 

com finalidade de inibição da atividade de bombas de efluxo. Com os ensaios de virulência 

em G. mellonella, foi possível observar que há diferença na virulência entre os isolados 

clínicos sequenciais de C. neoformans, onde 26S se mostrou mais virulento quando 

comparado com o isolado 30R, e os isolados ambientais de C. gattii se mostraram menos 

virulentos, independente da sensibilidade ao fluconazol. Foi observado também que as 

células dos isolados sensíveis ao fluconazol de C. gattii aumentaram significativamente de 

tamanho após infecção em G. mellonella, quando comparados com o isolado sensível. 

Assim, a partir desses resultados foi possível verificar que a resistência adquirida por esses 

isolados foi inversamente proporcional à virulência e que o galato de n-dodecila foi eficaz na 

inibição dos genes envolvidos em bomba de efluxo. 



 
 

Abstract 

The increase of invasive mycoses and the development of antifungal resistance by some 

fungi species have been worrying. The antifungal treatment is usually aggressive and 

inefficient, and the emergence of antifungal resistance increases the difficulties in treating 

these fungi infections.Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii are the main etiologic 

agents of cryptococcosis andespecially affect immunocompromised patients. In this work the 

Galleria mellonella, was used to perform the morphologic characterization as well as 

determine the virulence of three sequential clinical isolates of C. neoformansand twoisolates 

environmental of C. gattii. In addition, was held the analysis of genes expressions (MDR1, 

ERG11 and AFR1), that are involved in efflux pumps and ergosterol synthesis, by real time 

PCR (polimerase chain reaction) assay. After these characterizations the isolates were used 

in the prospecting of synthetic molecules to verify the inhibitory activity of selected genes. 

After incubation in vitro with fluconazole the C.neoformans isolates were classified as 

sensitive (26S), intermediate sensitivity (27I) and resistant (30R), and the C. gattiiisolates 

were resistant (118R) and the other sensitive (LC). The galic acid molecules and their 

synthetic derivatives were tests against C.neoformans and C. gattii isolates.The best results 

were obtained from alkyl gallates G11, G12, G14, G15, G16 and G17 which shows a great 

antifungal activity, especially G14, G16 e G17. The gallate n-dodecyl (G16), was select to 

others tests once presented additive activity in synergism test with fluconazole, decreasing 

the MIC values. The gene expression assay shows that both isolates expressed MDR1 and 

AFR1 (encoding efflux pumps), and the G16 was capable to inhibit these genes which makes 

this molecule promising for inhibiting efflux. With virulence assays using the G. mellonella 

was possible observed that has a difference between the sequential clinical isolates of C. 

neoformans, and the 26S shows be more virulent when compared to 30R isolate. The 

environmental isolates were lesser virulent, independent of them sensibility to fluconazole. 

Other important observation was that C. gattii isolates cells sensitive to fluconazole 

increased their size after infection to G. mellonella. Thus, from these results it was verified 

that the resistance acquired by these strains was inversely related to virulence. 
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1. Introdução 
Nos últimos anos, o aumento da população imunossuprimida foi correlacionado ao 

aumento da incidência de infecções fúngicas sistêmicas, incluindo a criptococose (Perfect, 

2014). É estimado, que globalmente, haja cerca de um milhão de casos de meningite 

criptococócia por ano, e a maioria dos casos está relacionada à pacientes com Síndrome de 

Imunodeficiência Adquirida (SIDA), sendo 80% desses casos na África (Park et al., 2009). 

Apesar do aumento ao acesso a terapia antiretroviral, a incidência e mortalidade por 

criptococose meningocefalite ainda é alta, e frequentemente o diagnóstico da SIDA é muitas 

vezes em conjunto com o diagnóstico de criptococose (Meya et al., 2010; Sabiiti e May, 

2012). Além disso, a incidência de criptococose meningocefalite não associada a SIDA é 

crescente no noroeste da América do Norte e no extremo leste da Ásia, causada por cepas 

hipervirulentas de Cryptococcus gattii e Cryptococcus neoformans, respectivamente (Chau 

et al., 2010). Outros fatores de risco têm surgido nos últimos anos. Qualquer indivíduo que 

esteja sujeito à terapia imunossupressora ou quimioterápica está em risco de doença 

criptocócica, uma vez que essa micose é a terceira infecção fúngica constatada em 

pacientes transplantados (Singh et al., 2008; Singh, Forrest e Practice, 2009). 

Cryptococcus neorformans e Cryptococcus gattii são os principais agentes etiológicos 

da criptococose, porém outras espécies de Cryptococcus, as quais são classicamente 

consideradas não patogênicas, como Cryptococcus albidus, Cryptococcus laurentii, entre 

outras, estão emergindo como patógenos oportunistas ao longo dos anos(Bernal-Martinez et 

al., 2010; Cleveland, Gelfand e Rao, 2013). 

Essas leveduras fazem parte do Phylum Basidiomiceto, são capsuladas e a infecção 

se dá através da inalação das formas infectantes da levedura, os basidiósporos, os quais 

são encontrados no meio ambiente (Martinez e Casadevall, 2006; Chaturvedi e Chaturvedi, 

2011; Negroni, 2012). Em decorrência da infecção, as manifestações, geralmente, ocorrem 

na forma pulmonar e cerebral, muitas vezes causando o estado mais severo da doença, 

meningocefalite (Chau et al., 2010; Kessler, Al Kharrat e Kourtis, 2010; Chaturvedi e 

Chaturvedi, 2011; Negroni, 2012). 

As leveduras colonizam, primeiramente, o tecido alveolar, caracterizando a infecção 

pulmonar como infecção primária da criptococose, a qual pode se desenvolver em forma 

aguda, subaguda ou crônica (Stie e Fox, 2012). Nos tecidos pulmonares, a doença pode 

permanecer em estágio de latência por anos, ou manifestar-se por meio de sinais e 

sintomas bem variáveis, desde forma assintomática ou desenvolver pneumonia grave e 

insuficiência respiratória (Brizendine, Baddley e Pappas, 2011). Em indivíduos saudáveis, a 

infecção é efetivamente combatida pela resposta imunológica pró-inflamatória de células-T, 
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porém em pacientes imunodeprimidos, a levedura se difunde facilmente por via 

hematogênica, colonizando vários órgãos, sendo seu principal sítio de infecção, o sistema 

nervoso central (SNC) (Stie e Fox, 2012). Infecções no SNC acometem mais de 70% dos 

casos de criptococose em pacientes com SIDA e essa alta incidência pode ser explicada 

pelo tropismo que a levedura apresenta pelo SNC e pela capacidade de atravessar a 

barreira hematoencefálica (Kwon-Chung, Polacheck e Popkin, 1982).  No SNC, a levedura 

pode acometer as meninges e se disseminar através do líquido cefalorraquidiano (LCR) 

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

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

ainda, pode desenvolver abscesso (cripotococomas) (Kwon-Chung et al., 2000). 

Baseada na reação imunológica polissacarídica da cápsula é possível classificar as 

espécies C. neoformans e C. gattii em quatro sorotipos: A, B, C e D, sendo sorotipos A e D 

C. neoformans var. grubii e C. neoformans  var. neoformans, respectivamente, e C. gattii 

classificados como sorotipos B e C. Além do sorotipo híbrido, AD, de C. neoformans 

(Boekhout et al., 1997; Franzot, Salkin e Casadevall, 1999; Springer e Chaturvedi, 2010). Já, 

sobre os tipos moleculares a espécie C. neoformans pode ser agrupada em AFLP1/VNI e 

AFLP1A/VNII (sorotipo A), AFLP3/VNIII (Sorotipo AD) e AFLP2/VNIV (sorotipo D), e C. gattii 

AFLP1/VGI, AFLP6/VGII, AFLP5/VGIII e AFLP7/AFLP10/VGIV (sorotipos B e C) (Meyer et 

al., 2009; Favalessa et al., 2014). Porém, recentemente, o tipo molecular VGII tem sido 

subdividido em VGIIa, VGIIb e VGIIc, de acordo com as diferenças polimórficas encontradas 

e devido adiferença na sensibilidade à antifúngicos como anfotericina B (AmB),  5 flucitosina 

(5FC) e fluconazol (FLU) (Byrnes et al., 2009; Byrnes et al., 2010; Chowdhary et al., 2011; 

Espinel-Ingroff, Aller, et al., 2012; Espinel-Ingroff, Chowdhary, et al., 2012). 

C. neoformans possui distribuição universal e está relacionado a pacientes 

imunodeprimidos sendo uma das principais causas de morbidade e mortalidade nesses 

indivíduos (Li e Mody, 2010). Cryptococcus gattii, tradicionalmente, é associado a indivíduos 

imunocompetentes, mas pacientes imunodeprimidos também estão em risco de infecção 

(Jobbins et al., 2010; Harris et al., 2011). Cryptococcus gattii prevalece em regiões com 

climas tropicais e subtropicais, porém tem sido associado a surtos em humanos e animais, 

sendo isolado em países de clima temperado, o que demonstra que o fungo pode se 

adaptar a novos ambientes anteriormente desconhecidos (Kidd et al., 2004; Byrnes e 

Heitman, 2009; Hagen et al., 2012). 

Por muitos anos, C. neoformans têm sido isolado de habitats de pombos em áreas 

urbanas, enquanto que C. gattii permaneceu desconhecido (Anzai et al., 2014). Depois do 

primeiro isolamento de C. gattii em detritos de Eucalyptus camaldulensis por Ellis e Pfeiffer 
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(1990), acreditava-se que o seu habitat natural seria distinto de C. neoformans. Porém, após 

o surto ocorrido na ilha de Vancouver, Canadá, em 2004, essa suposição vem sendo 

revisada, pois C. gattii têm sido isolado a partir de amostras de diferentes espécies de 

árvores, solo, ar e até mesmo de água (Kidd et al., 2004; Galanis et al., 2010; Springer e 

Chaturvedi, 2010). 

No Brasil, criptococose causada pela espécie neoformans, ocorre em todas as regiões 

do país. No entanto, C. gattii atua, predominantemente, como patógeno primário, 

acometendo indivíduos sadios, no Norte e no Nordeste, sendo esporádicos os casos nas 

regiões Sul e Sudeste (Severo et al., 2009; Mora et al., 2010; Pinto Junior et al., 2010). 

Martins et al., (2011) avaliaram 63 casos de meningite criptocócica na região do Piauí 

e Maranhão, e foi verificada a propagação da infecção por C. gattii no norte do Brasil, 

mostrando que a distribuição geográfica da espécie gattii é muito mais ampla do que o 

relatado na literatura (Gullo et al., 2013). 

Recentemente, Falessa et al.,(2014) indentificaram 27 isolados clínicos obtidos de 27 

pacientes diagnosticados com criptococose admitidos no Hospital Universitário de Cuiabá, 

Mato Grosso. Nesse trabalho foram identificados, dos 27 pacientes, 14 eram de indivíduos 

infectados pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV), e desses, 13 isolados eram C. 

neoformans VNI e um isolado de C. gattii VGII. Havia 13 pacientes que eram HIV negativo, e 

desses, 10 isolados eram C. gattii e três C. neoformans. Mostrando mais uma vez que a 

espécie C. neoformans foi mais prevalente em indivíduos imunocomprometidos e a espécie 

C. gattii em pacientes sadios, corroborando os dados já encontrados na literatura, e também 

demonstrando que C. gattii vem sendo encontrado no centro-oeste brasileiro.  

Em vários lugares na cidade de Araraquara, São Paulo, através de um estudo 

realizado por Teodoro, et al., (2013), foi verificado a presença de Cryptococcus spp.. Foi 

analisado um total de 87 amostras ambientais e 66,6% (58) foram positivas para o gênero 

Cryptococcus. Dos 58 isolados analisados, 3,5% (2) foram identificados como C. ater, 1,7% 

(1) C. laurentii, 1,7% (1) C. luteolus, 5,2% (3) C. gattii, 17,2% (10) como C. neoformans e 

70,7% (41) como Cryptococcus spp; Dos pontos de coleta com amostras positivas, 10,3% 

(6) foram escolas; 10,3% (6) foram parques, praças ou ruas; 24,2% (14) eram barracos 

abandonados; e 55,2% (32) eram hospitais ou nas proximidades de hospitais e nenhum 

isolado se demonstrou com sensibilidade reduzida as drogas AmB, FLU, itraconazol (ITZ) e 

voriconazol (VCR). 

O aumento de micoses invasivas e o desenvolvimento de mecanismos de resistência 

de algumas espécies de fungos, frente às drogas utilizadas na terapia, têm sido 
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preocupante, uma vez que o tratamento antifúngico, geralmente é agressivo, tóxico e pode 

ser ineficiente (Spinello, 2013). O flucozanol, permacene ainda, como um importante agente 

para tratamento de Candida spp. e outras leveduras, porém a introdução de outros agentes, 

como os triazóis (pozaconazol e voriconazol) e as equinocandinas (anidulafungina, 

caspofungina, e micafungina) aumentou as opções de tratamento das infecções fúngicas 

invasivas (IFI). Embora a detecção da resistência fúngica a esses agentes seja difícil, tanto 

o aumento de infecções fúngicas por isolados resistentes, tanto por alteração nos pontos de 

corte de alguns isolados a agentes já conhecidos, têm sido relatados em pacientes com 

exposição a terapias de longo prazo (Fera, La Camera e De Sarro, 2009; Wilke, 2011). 

Atualmente, os testes de susceptibilidade in vitro aos antifúngicos são essenciais para 

a gestão do paciente e para determinação de cepas resistentes as drogas utilizadas. Porém, 

embora os ensaios de determinação da concentração inibitória mínima (CIM) forneçam 

informações indispensáveis para determinação da sensibilidadenão é possível saber como o 

patógeno irá responder ao tratamento e não são precisos em relação à resposta in vivo 

(Cowen, 2001; Cowen, Kohn e Anderson, 2001). Entretanto a resistência aos antifúngicos in 

vitro nem sempre se correlaciona com a resistência clínica. A resistência in vitro pode ser 

classificada em primária ou intrínseca, quando o fungo é resistente sem prévio contato com 

o antifúngico, ou secundaria/adquirida quando existe exposição ao antifúngico. Já a 

resistência clínica é a falta de resposta do paciente infectado quando em tratamento 

antifúngico. Os melhores resultados de correlação in vitro – clínica, é encontrada em 

pacientes HIV positivos com candidíase orofaríngea devido aos pontos de cortes já 

estabelecidos (Pappas et al., 2004; Rogers, 2006; Rodriguez-Tudela et al., 2008). 

Definição de resistência antifúngica em C. neoformans, nos laboratórios, é difícil 

devido à ausência de interpretaçãodos pontos de corte para esse fungo (Govender et al., 

2011). Tanto o documento M27-A3 (2008) - Método de Referência para Testes de Diluição 

em Caldo para Determinação da Sensibilidade de Leveduras à Terapia Antifúngica: Norma 

aprovada - do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), quanto o EUCAST 

European Committee Antimicrobial Susceptibility Testing não possuem padronizados pontos 

de cortes para FLZ ou outro agente antifúngico para C.neoformans (Cheong e Mccormack, 

2013). Dessa forma, melhorias na capacidade desses métodos de susceptibilidade 

antifúngica para determinar padrões de resistência emergentes, juntamente com a 

caracterização molecular dos mecanismos desenvolvidos pelos fungos, fornecem 

informações indispensáveis para otimização e eficácia da terapia antifúngica (Cuenca-

Estrella e Rodriguez-Tudela, 2010; Pfaller e Diekema, 2010; Pfaller, 2012). 
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Existem quatro classes de antimicóticos utilizados atualmente. Os polienos, 5FC, os 

azóis e as equinocandinas. Dentre os polienos, o mais importante membro desta classe é 

AmB, principalmente contra infecções fúngicas sistêmicas devido à baixa ocorrência de 

resistência adquirida ou intrínsica para este fármaco, e também devido à sua ampla gama 

de atividade. No entanto, a administração desta é acompanhada por diversos efeitos 

colaterais, principalmente em nível dos rins e do fígado (Ellis, 2002; Barrett et al., 2003).  

5FC é um inibidor de ácidos nucleicos e possui um amplo espectro de atividade, sendo ativa 

contra Candida e Cryptococcus sp. (Stiller et al., 1983). Na prática clínica, frequentemente, a 

utilização deste agente terapêutico é realizada em combinação com outro antifúngico, como 

a anfotericina B. No entanto, a toxicidade elevada da anfotericina B e o aumento adicional 

dos efeitos adversos de 5FC, podem levar a combinação terapêutica desta, com azóis  

(Bennett et al., 1979; Patel, 1998; Perfect et al., 2010)Mesmo quando o tratamento com 

anfotericina B e 5FCé disponível, a mortalidade está entre 15-30%, e essa porcentagem é 

ainda maior em países de baixa renda, onde esses antifúngicos não são 

acessíveis(Lortholary, 2007); (Sabiiti e May, 2012).São utilizados também os azóis 

(fluconazol, cetoconazol, itraconazol) que afetam a síntese de ergosterol, inibindo a enzima 

lanosterol 14C desmetilase codificada pelo gene ERG11 e as equinocandinas 

(caspofungina, anifulafungina, micafungina) que afetam a síntese da parede celular do fungo 

por inibição da β-1,3 D-glucana sintase (White, Marr e Bowden, 1998; Morschhäuser, 2010). 

As equinocandinas são utilizadas contra infecções por Candida sp. e Aspergillus sp., mas 

não são eficientes contra Cryptococcus sp.(Perlin, 2007). 

A estratégia de tratamento antifúngico ideal para pacientes com criptococose 

permanece em questão, apesar das orientações da Sociedade Americana de Doenças 

Infecciosas (Infectious Diseases Society of America-IDSA) de 2010m(Perfect et al., 2010; 

Bratton et al., 2013), o tratamento da meningoencefalite criptocócica é baseado em um 

pequeno número de ensaios clínicos, mas a maioria dos estudos recentes tem sido nas 

áreas de recursos limitados e podem não refletir a situação com antifúngicos mais recentes 

em ambientes médicos avançados (Jackson e Hosseinipour, 2010; Warkentien e Crum-

Cianflone, 2010). Sem tratamento a criptococose é fatal e mesmo quando o tratamento está 

disponível, 20% a 60% dos doentes na África morrem da doença, e muitos indivíduos 

desenvolvem doenças recorrentes (Jarvis, Meintjes e Harrison, 2010). 

De acordo com as orientações da Sociedade Americana de Doenças Infecciosas 

(Perfect et al., 2010), existe discussão da terapia utilizada para meningocefalite 

criptococócica em três grupos de risco: (1) indivíduos com SIDA; (2) transplantados e (3) 

indivíduos não infectados pelo HIV e não transplantados, havendo ainda, recomendações 

específicas para outras populações de risco exclusivo, como crianças, mulheres grávidas, 
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pessoas em ambientes de recursos limitados, e aqueles com infecção por Cryptococcus 

gattii. Assim, três princípios importantes foram adotados para a escolha e manutenção da 

terapia: (1) recorrer aos fármacos fungicidas, AmB ou 5FC, como terapia de ataque, seguido 

por regimes de supressão com FLZ; (2) a importância do diagnóstico precoce e tratamento 

do aumento da pressão intracraniana; e (3) o uso de formações lipídicas de AmB em 

pacientes com insuficiência renal.  

Resistência antifúngica, desenvolvida pelos fungos, também é uma dificuldade para o 

mantenimento da terapia. Mecanismos de resistência descritos a AmB são raros e podem 

estar associados com alteração na composição do ergosterol da membrana fúngica, a qual 

pode ser mediada pelo aumento da atividade da catalase ou defeitos na biossíntese de 

ergosterol (Joseph-Horne et al., 1996; Rodríguez-Tudela e Martinez-Suarez, 1997; Pemán, 

Cantón e Espinel-Ingroff, 2009; Mesa-Arango et al., 2014). Já para FLZ, há diversos relatos 

do desenvolvimento de mecanismos de resistência por alguns fungos patogênicos, 

principalmente Candida sp., seja por falha terapêutica ou de forma intrínseca (Rex et al., 

1995; Sanglard et al., 1997; Minea et al., 2014). 

Castanheira et al., (2014) realizaram um estudo de sensibilidade com 1717 isolados de 

fungos frente a nove agentes antifúngicos utilizando os documentos de Método de 

Referência para Testes de Diluição em Caldo para Determinação da Sensibilidade de 

Leveduras e Fungos Filamentosos à Terapia Antifúngica do CLSI (Clinical and Laboratory 

Standards Institute). Dos 1717 isolados, 1487 foram identificados como Candida spp., 109 

Aspergillus spp., e 86 como leveduras, onde 52 isolados eram C. neoformans e o restante 

identificados como diferentes espécies. Após os ensaios, resistência às equiconocandinas 

entre os isolados de Candida spp. foi baixa. Já resistência em Candida glabrata foi 

constatada em isolados com mutações no gene fks, sendo esses também resistentes a FLZ. 

Candida tropicalis e C. glabrata demonstraram altas taxas de resistência a FLZ, com 6,1% e 

6,9%, respectivamente. Voriconazol foi ativo contra todas as espécies de Candida, inibindo 

de 91% a 99,7% dos isolados. Frente aos isolados de Aspergillus spp.,as equinocandinas 

foram ativas, e para os isolados de C. neoformans todos os agentes antifúngicos, com 

exceção das equinocandinas e posaconazol, foram eficientes. 

A resistência desenvolvida pelos microrganismos é baseada, principalmente, em 

quatro mecanismos principais: (a) redução do acumulo do antifúngico no interior da célula 

fúngica, (b) diminuição da afinidade do agente terapêutico com o seu alvo, (c) utilização de 

vias compensatórias, e (d) formação de estruturas multicelulares, os biofilmes (Sanglard, 

Coste e Ferrari, 2009; Vandeputte, Ferrari e Coste, 2012). 
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Em C. neoformans, o relato de cepas resistentes a FLZ, tem sido estudado, e o 

surgimento de isolados clínicos resistentes ocorre, frequentemente, em pacientes com 

AIDS, durante a terapia de manutenção com azólicos (Armengou et al., 1996; 

Venkateswarlu et al., 1997; Berg, Clancy e Nguyen, 1998; Rodero et al., 2003; Andrade-

Silva et al., 2013; Van Wyk et al., 2014). Alguns trabalhos já verificaram que a resistência 

aos azóis, em C. neoformans, pode estar associada a alterações na enzima lanosterol 14C 

desmetilase, codificada pelo gene ERG11(Venkateswarlu et al., 1997; Rodero et al., 2003). 

Um estudo realizado por Andrade-Silva et al., (2013), em Uberaba, Minas Gerais, 

Brasil, o perfil de resistência de 176 isolados de C. neoformans e C. gattii foi analisado, 

sendo 95 isolados clínicos e 81 ambientais. Dentre esses, oito isolados clínicos eram C. 

gattii. Foi possível observar que 10,5% dos isolados clínicos de C. neoformans foram 

resistentes a anfotericina B (AmB) e 6,2% dos isolados ambientais foram resistentes ao 

fluconazol (FLZ). Os valores de corte para os isolados ambientais e clínicos foram de 64 e 

16µg/mLa FLZ e 1 e 2µg/mLa AmB, respectivamente. Todos os isolados de C. gattii 

apresentaram alta sensibilidade à maioria dos medicamentos avaliados. Os isolados clínicos 

apresentaram menor susceptibilidade a AmB e itraconazol (ITZ), quando comparados com 

os isolados ambientais, enquanto os últimos apresentaram menor susceptibilidade para FLZ, 

voriconazol (VCR), e cetoconazol (CTZ).  

Resistência mediada por alterações no gene ERG11 tem sido amplamente 

documentado em C. albicans nos últimos anos. Utilizando diferentes abordagens, as 

mutações F72L, F145L, G464S, Y132F, R467K, S405 e L321F pertencentes à sequência da 

lanosterol 14C desmetilase, foram correlacionadas à resistência aos azólicos. (Sanglard, 

Ischer, Koymans, et al., 1998; Asai et al., 1999; Favre, Didmon e Ryder, 1999; Kelly, Lamb e 

Kelly, 1999; Kelly et al., 1999; Kudo et al., 2005; Oliveira Carvalho et al., 

2013)Recentemente, através de um estudo com isolados de C. glabrata, foi constatado 

algumas alterações no gene fks (F659Y,F659del, S663F, S663P) que podem ser 

responsáveis pela resistência as equinocandinas nesses isolados (Castanheira et al., 2014). 

A superexpressão de genes, principalmente o ERG11, também já foi descrita como um dos 

mecanismos que podem estar envolvidos na resistência aos azóis em C. albicans, embora 

estemuitas vezes, aja em conjunto com outras alterações que diminuem a sensibilidade 

(White, Marr e Bowden, 1998; Cowen et al., 2000).  

A resistência em fungos também pode estar relacionada à superexpressão de genes 

transportadores envolvidos no efluxo de compostos, os transportadores da família ABC 

(ATP-Binding Cassette) e os transportadores MSF (Major Superfamily Facilitator)(Sanglard, 

Coste e Ferrari, 2009). Em C. albicans, o gene CaMDR1 pertence aos transportadores MSF 



 
 

25 
 

e a super expressão desse gene confere, geralmente, resistência a FLZ (Fling et al., 1991; 

Sanglard et al., 1995). Quando MDR1 foi deletado, observou-se que a sensibilidade dos 

mutantes de C. albicans aumentou frente a várias drogas (Goldway et al., 1995), exibindo 

diminuição da sensibilidade aos fármacos relevantes como FLZ e voriconazol (VCR), mas 

não a outros azóis como cetoconazol (CTZ) e itraconazol (ITZ) quando expressados em 

Saccharomyces cerevisiae (Sanglard et al., 1995; Niimi et al., 2006; Wakieć et al., 2007; 

Morschhäuser, 2010). 

A superexpressão dos genes Cdr1 e Cdr2, genes homólogos aos transportadores ABC 

em C. albicans, são responsáveis pela resistência em alguns isolados clínicos recuperados 

de pacientes com longas terapias antifúngicas (Sanglard, Coste e Ferrari, 2009). Outros 

estudos demonstraram que mutantes homozigotos de C. albicans, com deleção de CDR1 

foram sensíveis aos azólicos, enquanto mutantes que foram submetidos à deleção 

homozigótica de CDR2 não foram susceptíveis aos azóis (Sanglard et al., 1996; 1997). No 

entanto, a combinação de ambas as deleções, CDR1 e CDR2, resultou num aumento da 

sensibilidade em comparação com a eliminação somente de CDR1, sugerindo que CDR2 

contribui para a resistência aos azóis (Sanglard et al., 1997; Shapiro, Robbins e Cowen, 

2011).  

Em C. neoformans, dois transportadores ABC já foram experimentalmente 

caracterizados, CneMDR1 e AFR1 (Thornewell, Peery e Skatrud, 1997; Posteraro et al., 

2003) AFR1 é um transportador que está sendo bem caracterizado nesse fungo(Shapiro, 

Robbins e Cowen, 2011). Em Cryptococcus sp. também já foi descrito que há um padrão de 

resposta celular aos azóis diferente, denominado heteroresistência. Esse fenômeno é 

caracterizado por surgirem subpopulações resistentes a FLZ, a partir de uma cepa sensível. 

Essas subpopulações se adaptam a concentrações superiores a CIM e são capazes de 

reverterem à sensibilidade após serem cultivadas, repetidamente, em meios livres do 

fármaco (Sionov et al., 2009). Em um estudo realizado com 130 amostras de isolados 

clínicos e ambientais de C. neoformans, recuperados antes do ano de 1979, observou que 

todos os isolados apresentaram heteroresistência, confirmando que esse fenômeno não 

está associado à terapia (Sionov et al., 2009). Heteroresistência em C. neoformans, pode 

estar relacionada à duplicação cromossômica, uma vez que foi observado que ambos os 

sorotipos, A e D, apresentaram duplicação cromossômica em resposta a pressão de FLZ. 

Aqueles isolados que demonstraram adaptação a concentrações mais elevadas do que a 

CIM encontrada, apresentaram duplicação no cromossomo 1, e ao passo que pressão 

seletiva do agente terapêutico era aumentada, induzia duplicações em outros cromossomos. 

Após a remoção do fármaco, os isolados retornaram ao nível de susceptibilidade inicial, 

perdendo também a dissomia cromossômica (Sionov et al., 2010). Dessa forma, esse 
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mecanismo de adaptação pode contribuir para falhas terapêuticas em pacientes em terapia 

com FLZ (Mondon et al., 1999). Em estudos posteriores, também foi verificado, que isolados 

clínicos e ambientais de C. gattii, também apresentaram o fenótipo da heteroresistência, e 

que esse fenômeno pode estar relacionado ao aumento da virulência (Varma e Kwon-

Chung, 2010). 

Devido ao tratamento continuo e muitas vezes ineficiente de algumas infecções 

fúngicas oportunistas, a caracterização de novos alvos nos fungos e a modelagem de novas 

drogas pode oferecer além de viabilidade sócio-econômica, tecnológica e industrial, 

tratamento apropriado e eficiente baseado na melhor especificidade da atividade de novas 

moléculas, principalmente nos casos de emergência de cepas resistentes (Martinez-Rossi, 

Peres e Rossi, 2008).Criptococose continua a ser uma questão de gestão difícil, com pouco 

desenvolvimento de medicamentos novos ou estudos definitivos recentes (Perfect et al., 

2010). 

Através de diversos estudos, compostos fenólicos, tais como o ácido gálico (ácido 

3,4,5-triidroxi-benzóico) e seus derivados (esteres), já se mostram promissores por conter 

diversas atividades biológicas. Essas moléculas, também conhecidas como galatos, já são 

amplamente utilizados como antioxidantes pelas indústrias farmacêuticas e alimentícias 

(Kubo, Fujita e Nihei, 2002; Kubo et al., 2002). E, além disso, já foram descritas outras 

atividades biológicas importantes para este grupo de moléculas, principalmente mecanismos 

anticancerígenos, por obter seletividade citotóxica potente a varias linhagens de células 

tumorais (Fiuza et al., 2004; Kitagawa, Nabekura, Takahashi, et al., 2005; Savi et al., 2005; 

Veluri et al., 2006; Frey et al., 2007), bem como antibacterianos e propriedades antifúngicas 

(Fujita e Kubo, 2002; Kubo et al., 2003; Stapleton et al., 2004; Leal et al., 2009; Silva., 2012; 

Silva et al., 2013; Ito et al., 2014). Atividades anti-HSV-1 e anti-HIV-1, também já foram 

demonstradas em estudos realizados com ácido gálico e seus derivados (Kratz et al., 2008; 

Modi et al., 2013). 

As diferenças na virulência, e na susceptibilidade de algumas cepas a certos 

antifúngicos, podem estar relacionadas aos diferentes tipos moleculares. Alguns estudos já 

demonstram que, além dos oito tipos moleculares principais identificados a partir de técnicas 

moleculares (C. neoformans, VNI, VNII, VNIII, VNIV, e C. gattii, VGI, VGII, VGIII e VGIV), 

VGII tem tido maior interesse por diversos autores nos últimos anos, devido ao 

aparecimento dos subtipos, VGIIa, VGIIb e VGIIc (Kidd et al., 2004; Bovers, Hagen e 

Boekhout, 2008; Byrnes et al., 2010); (Hagen et al., 2010);(Chong et al., 2010),(Espinel-

Ingroff, Aller, et al., 2012), sendo constatado que através desses estudos que há maior 

influência na susceptibilidade a FLZ dependendo do tipo molecular.  
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Recentes estudos epidemiológicos também constataram que, leveduras isoladas de 

diferentes regiões geográficas (África, Oriente Médio, Ásia-Pacífico e algumas regiões da 

América Latina) demonstraram sensibilidade alterada para FLZ. Diferente do encontrado em 

isolados da Europa e da América do Norte. Dentre os isolados utilizados nesse estudo, a 

levedura mais comum foi C. neoformans, com 32,9% (Pfaller et al., 2009). 

A cápsula polissacarídica está entre os principais fatores de virulência que as 

leveduras do gênero Cryptococcus apresentam. Esta cápsula protege as células dos 

processos fagocíticos, sendo crucial para o desenvolvimento da doença, interferindo na 

função das células-T (Feldmesser et al., 2000; Rodrigues e Nimrichter, 2012). É definida 

como um complexo superficial de redes compostos por manoproteínas (MPs), 

glucuronoxilomanana (GXM) e glucuronoxilomanogalactana (GXM Gal), apresentando, cada 

componente uma ação imunológica, por exemplo, a GXM atua como um importante 

modulador imunológico, por inibir diretamente a proliferação de células-T; a GXM Gal 

apresenta a capacidade de indução de apoptose de células-T humanas, inibindo a 

imunidade mediada por células e também a apoptose em macrófagos; MPs são 

imunogênicas e induzem a acumulação de TNFαe outras citocinas, IL-12, IL-6, IL-10, IFN-γe 

IL-8 em monócitos (Martinez e Casadevall, 2005; Li e Mody, 2010; Cordero et al., 2011; 

Rodrigues e Nimrichter, 2012; Vecchiarelli e Monari, 2012). Dessa forma, o polissacarídeo 

capsular contribui para a virulência através de múltiplos efeitos deletérios sobre a resposta 

imunológica, que por sua vez facilita a propagação de fungos nos tecidos podendo levar o 

hospedeiro a morte (Zaragoza et al., 2009).  

Várias propriedades relacionadas com a virulência foram atribuídasà GXM 

criptococócica. A primeira evidência foi descrita por Bulmer, et al., (1967), onde avaliaram o 

comportamento de cepas capsuladas e acapsuladas em camundongos  e  como resposta 

observaram que as cepas acapsuladas apresentaram-se  como  cepas  avirulentas.  Estes 

resultados foram posteriormente confirmados por Fromtling, et al., (1982). 

Outros fatores de virulência descritos são a deposição de melanina na parede celular, 

a qual está diretamente relacionada com a patogenicidade da levedura. A melanina, 

formada a partir de L-Dopa, presursor comum das catecolaminas (dopamina, adrenalina e 

noradrenalina) do SNC do hospedeiro, e por consequência, a presença destas é um dos 

prováveis mecanismos responsáveis pelo neurotropismo da levedura (Nosanchuk e 

Casadevall, 2003). Além disso, há outros fatores como a melanina que confere proteção 

contra fagocitose e morte oxidativa por macrófagos; o crescimento a 37°C, sendo 

termotolerantes a temperatura corpórea dos mamíferos; e enzimas extracelulares, como as 

lacases, que mediam a formação de melanina, a fosfolipase B, que regula a integridade da 
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parede celular e contribui para invasão do fungo no hospedeiro e a urease, que catalisa a 

hidrólise de uréia para amônia e carbamato facilitando a invasão do fungo no sistema 

nervoso central (Casadevall e Pirofski, 1999; 2003; Kronstad et al., 2011). 

Adaptação de fungos patogênicos ao hospedeiro é a chave para a compreensão das 

doenças causadas por estes microrganismos. Durante a infecção, respostas adaptativas são 

acionadas para evadir a resposta imune e sobreviver no hospedeiro(Zaragoza, 2011).Essas 

mudanças morfológicas são importantes para o curso da infecção, e fornece ao fungo 

mecanismos para alcançar novos ambientes nutricionais, evadir a resposta imune do 

hospedeiro, e se disseminar através do organismo (Zaragoza, 2011). 

Em diversos estudos em virulência, e para avaliação da eficácia de antifúngicos em 

diversos fungos, são utilizados modelos murinos (Okawa, Miyauchi e Kobayashi, 2008). Ao 

longo dos últimos anos, tem havido um interesse particular no desenvolvimento de modelos 

alternativos para estudar a virulência microbiana (Mylonakis e Aballay, 2005; Chrisman et 

al., 2011; Muhammed et al., 2012). Galleria mellonella é uma Lepidoptera que tem sido 

empregada com sucesso como modelo para estudar a virulência de fungos patogênicos, 

como Cryptococcus neoformanse Cryptococcus gattii (Mylonakis et al., 2005; García-Rodas 

et al., 2011; Firacative, Duan e Meyer, 2014), Candida albicans e outras espécies (Brennan 

et al., 2002; Rueda, Cuenca-Estrella e Zaragoza, 2014), e Aspergillus fumigatus (Cheema e 

Christians, 2011; Gomez-Lopez et al., 2014). Além disso, também tem sido utilizado para 

investigar a eficácia de drogas antifúngicas no tratamento de infecções (Cowen et al., 2009; 

Kelly e Kavanagh, 2011; Mesa-Arango et al., 2012; Scorzoni et al., 2013). 

Estes modelos têm proporcionado notável conhecimento em diferentes aspectos da 

infecção microbiana (Fedhila et al., 2010) e foram desenvolvidos por apresentarem inúmeras 

vantagens em relação aos modelos de mamíferos, como baixo custo, facilidade de 

manuseio, possibilidade de trabalhar em larga escala, além de atender às tendências 

mundiais quanto ao sofrimento animal nas questões éticas e legais atendendo ao princípio 

dos 3Rs (Reduction, Replacement and Refinement) e a lei AROUCA, bem como da 

necessidade de se desenvolver métodos alternativos aos animais.  

O uso de G. mellonella na avaliação dos aspectos de virulência e patogênese das 

infecções fúngicas é de extrema utilidade, sendo recomendada também ao estudo das 

defesas do hospedeiro contra agentes patogênicos fúngicos, uma vez que essa Lepidoptera 

possui um sistema imune inato, composto por diferentes tipos de hemócitos, que 

desempenham um papel na defesa contra o patógeno (Mowlds et al., 2010; Junqueira, 

2012). 
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Em isolados de C. albicans, este modelo foi utilizado para estudar o papel da 

filamentação na virulência e neste estudo cinco cepas com os genes para filamentação 

BCR1, FLO8, KEM1, SUV3 e TEC1 mutados, apresentavam incapacidade de filamentação 

nos isolados. Interessantemente, a mutação por deleção do gene FLO8 presente em uma 

das cepas resultou também na incapacidade de formação de hifas e alterações na formação 

de biofilmes no modelo G. mellonella, apresentando virulência reduzida, assim como 

ocorreu in vitro. Adicionalmente, para determinar se as mutações afetavam as interações 

das cepas mutantes de C. albicans na resposta sistema imune de G. mellonella, foi 

analisado o índice de fagocitose através os hemócitos da hemolinfa da larva, mostrando que 

o modelo também produziu resultados compatíveis com a redução da virulência das cepas 

mutantes (Fuchs et al., 2010). 

Em nosso laboratório, G. mellonella foi utilizada para determinação de modelo 

alternativo de infecção por C. krusei para estudo de virulência e avaliação da eficácia 

terapêutica. Esta espécie patogênica e naturalmente resistente ao fluconazol matou as 

larvas dependendo das doses de inoculação da levedura e o fluconazol não foi capaz de 

oferecer proteção às larvas, enquanto que para o tratamento com os fármacos 

convencionais da terapia para esta espécie (AmB, VCR e caspofungina) houve eficiência na 

terapêutica, mostrando que o modelo não mamífero pode ser utilizado para esta finalidade 

(Scorzoni et al., 2013). Em outro estudo conduzido em nosso grupo este modelo foi 

recentemente utilizado para estudo da virulência e eficácia terapêutica de AmB e molécula 

antifúngica de fonte natural (maitenina oriunda da planta Maitenus illicifolia) do Projeto 

BIOTA FAPESP em colaboração com o Instituto de Química da UNESP de Araraquara, 

frente à espécies patogênicas de Cryptococcus utilizando isolados categorizados quanto à 

capacidade de formação de biofilmes. Isolados de C. neoformans e C. gattii após indução 

para formação de biofilmes foram mais virulentos em G. mellonellae aCIM necessária para 

proteção das larvas foi condizente com o aumento da CIM apresentada nos ensaios in vitro 

quando comparados com a CIM das formas planctônicas. Adicionalmente maitenina foi tão 

eficaz quanto AmB sobre os biofilmes, mostrando que o modelo pode ser utilizado em 

estudos de prospecção in vivo de fármacos antifúngicos (Benaducci, 2013.). 

Nesta proposta, seguindo as tendências para utilização deste modelo alternativo, foi  

estudar a virulência e possíveis alterações morfológicas, tanto in vitro quanto in vivo, de 

isolados resistentes e sensíveis a FLZ, verificando a relação resistência e virulência nestes 

isolados clínicos e ambientais. Com os dados moleculares será possível entender os 

mecanismos de resistência ocorridos e as alterações na virulência destes isolados.  
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2. Objetivos Gerais 
Realizar caracterização da virulência de três isolados clínicos sequenciais de C. 

neoformans e dois isolados ambientais de C. gattii in vivo e in vitro. Analisar o nível de 

expressão dos genes MDR1, AFR1 e ERG11, envolvidos no funcionamento de bomba de 

efluxo e na síntese de ergosterol, através da quantificação relativa por PCR (polimerase 

chain reaction) em tempo real e uma vez esses genes quantificados, utilizar esses isolados 

para prospecção de moléculas de fontes naturais e sintéticas para verificação da atividade 

inibitória na expressão dos genes MDR1 e AFR1 após o contato com as mesmas.  

 

2.1. Objetivos específicos realizados. 

2.1.1. Triagem de substâncias puras e frações vegetais, anti-Cryptococcus sp. e avaliação 
da eficácia de drogas antifúngicas in vitro dos isolados selecionados; 

2.1.2. Verificação da atividade sinérgica pela associação da molécula G16 com fluconazol; 

2.1.3. Avaliação da expressão relativa dos genes MDR1 e AFR1por PCR em Tempo Realde 
Cryptococcus spp., antes e após o contato com a molécula G16, bem como da expressão 
do gene ERG11; 

2.1.4. Caracterização da virulência dos isolados selecionados a 30°C e 37°C; 

2.1.5. Análise micromorfológica dos isolados de C. neoformans e C. gattii, resistentes e 
sensíveis a FLZ, durante a infecção em G. mellonella; 

2.1.6. Análise micromorfológica dos isolados selecionados após indução capsular in vitro; 
 

3. Metodologia 

3.1. Seleção e Cultivo de isolados de C. neoformans e C. gattii. 

Para a realização dos ensaios foram selecionados três isolados clínicos sequenciais 

de C. neoformans var. grubii sendo um resistente (30R), um com sensibilidade intermediária 

(27I) e outro sensível (26S) a FLZ, in vitro (Matsumoto et al., 2007). Esses isolados foram 

recuperados de um paciente com SIDA com histórico de recidivas por falha terapêutica e 

foram caracterizados por tipagem molecular e sensibilidade aos antifúngicos da terapêutica 

usual. Adicionalmente, estes foram analisados por técnica de RAPD Randon Amplified 

Polimorphic DNA e apresentaram perfis genéticos idênticos (dados não mostrados). Foram 

empregados também dois isolados ambientais de C. gattii os quais, um possui sensibilidade 

reduzida a FLZ (118R) (Raso et al., 2004) e outro é sensível (CL) ao mesmo fármaco in 

vitro. Como cepa padrão foi utilizada a ATCC (The American Type Culture Collection) de C. 

neoformans 90012 e a cepa de C. gattii 56990, pertencentes à micoteca do Laboratório de 

Micologia Clínica do Departamento de Análises Clínicas da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas, UNESP, Araraquara e Instituto Adolfo Lutz, cedidos em colaboração. 
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3.2. Teste de sensibilidade frente à AmB e FLZ para confirmação do fenótipo dos 
isolados. 

Todos os isolados foram testados frente aos fármacos fluconazol e anfotericina B, de 

acordo com o documento M27-A3 (2008) - Método de Referência para Testes de Diluição 

em Caldo para Determinação da Sensibilidade de Leveduras à Terapia Antifúngica: Norma 

aprovada - do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute). As faixas de concentração 

dos agentes terapêuticos utilizados foram de 128 a 0,125 µg/mL para fluconazol e de 16 a 

0,0321µg/mL para anfotericina B.  

 

3.3. Teste sensibilidade frente ao ácido gálico e seus derivados. 
O acido gálico e seus derivados foram obtidos através do projeto Biota-FAPESP e 

Bioprospecta-FAPESP do Instituto de Química, UNESP, Araraquara, Brasil (Morais et al., 

2010). Essa avaliação foi realizada com o ácido gálico e seus derivados semissintéticos, 

gerados por síntese parcial (ésteres n-alquil), demonstrados na figura 1, de acordo com o 

documento M27-A3 (2008) do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), com 

adição de glicose e modificações para o teste com as substâncias citadas (Scorzoni et al., 

2007). Como controle do teste, foi utilizadas as cepas ATCC 90012 de C. neoformans e 

56990 de C. gattii. Os inóculos utilizados foram preparados a partir de repiques de 48 horas 

em tampão salina fosfato (PBS), ajustados para uma concentração de 2,5 a 5 x 106 

células/mL. Na sequência a concentração dos inóculos em RPMI foi ajustada até a 

concentração final na placa de 5,0x102 a 2,5x103. Foram realizadas leituras visuais após 48 

horas de incubação a 37°C em agitação (150 rpm). A concentração inibitória mínima foi 

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

 

Figura 1. Ácido gálico e seus derivados obtidos por síntese parcial (ésteres n-aquilo) (De 

Paula E Silva et al., 2014). 
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3.4. Concentração Fungicida Mínima 
Após a leitura dos valores de CIM realizada no teste descrito anteriormente, uma 

amostra de cada um dos 96 poços da placa de microdiluição foi retirada e colocada 

cuidadosamente em ágar Sabouraud contido em placas grandes. Após 48 horas de 

incubação a 35°C, verificou-se o crescimento nos locais em que foram inoculadas e 

comparadas com a leitura da microplaca. Desta forma, verificou-se qual a concentração em 

que não houve crescimento, sendo esta denominada de CFM (concentração fungicida 

mínima).   

 

3.5.  Avaliação da atividade citotóxica do galatos de alquila.  
Para o teste de citotoxicidade foram empregadas duas linhagens de células epiteliais 

de pulmão, a A549 (linhagem tumoral) e a MRC-5 (linhagem normal). A atividade citotóxica 

dos galatos foi avaliada através do ensaio do MTT (brometo de (3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-

difeniltetrazólio), utilizado na concentração de 5mg/mL. 

A avaliação da viabilidade celular pelos métodos colorimétricos com sais tetrazólicos, 

como a reação com o sal de MTT, é definida pela redução do sal em derivado azul de 

formazana, o qual é um precipitado formado pela ação da enzima succinato desidrogenase, 

produto da respiração mitocondrial; desta forma, este método avalia de forma quantitativa a 

sobrevivência e proliferação celular, uma vez que a conversão do MTT em formazana ocorre 

somente em células vivas e a quantidade do precipitado é proporcional ao número de 

células vivas (Ferrari, Fornasiero e Isetta, 1990). O precipitado de formazana apresenta 

coloração azul e com adição de um solvente orgânico é possível sua solubilização.  

Os galatos foram avaliados nas concentrações de 62,5 a 0,002 mg/L e as soluções de 

trabalho foram preparadas a partir de soluções estoque e diluídas em meio específico para 
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cada linhagem celular nas placas previamente preparadas com as células. Inicialmente o 

meio de cultura foi retirado e foram adicionados 100 L de cada diluição de cada galato por 

poço. As placas foram incubadas a 37ºC, 5% de CO2 ao abrigo de luz por 24 horas.  Na 

sequência as soluções foram retiradas e adicionados 10 L da solução de MTT; então as 

placas foram incubadas novamente a 37ºC por 4 horas, conforme descrito por (Denizot e 

Lang, 1986). Decorrido o tempo de incubação a solução de MTT foi retirada e foram 

adicionados 100 L de isopropanol para diluir o precipitado formado nos poços onde as 

células encontravam-se vivas, e desta forma realizar a leitura pela alteração da cor do meio 

de amarelo para violeta. Como controle positivo do teste foi utilizado peróxido de hidrogênio. 

As leituras espectrofotométricas foram realizadas em leitor de microplacas ELISA com 

comprimento de onda de 570 nm. A porcentagem de células viáveis foi calculada pela 

fórmula: Células viáveis % = média do teste x 100 / média do controle negativo. 

As análises de citotoxicidade foram realizadas com os galatos classificados de G1 à 

G17 (Fig. 1) em três experimentos independentes. Utilizou-se também um controle negativo 

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

A análise estatística foi realizada através do método ANOVA e complementada pelo teste de 

Bonferroni. 

 

3.6. Avaliação da atividade sinérgica entre o G16 e fluconazol. 
A combinação de substâncias foi baseada no procedimento estabelecido pelo CLSI 

para microdiluição em caldo para teste de sensibilidade antifúngica (CLSI, 2008) e conforme 

descrito por (Leite, 2010). O meio de cultura utilizado foi o RPMI-1640 com L-glutamina sem 

bicarbonato de sódio e acrescido de 2% de glicose, tamponado com MOPS 0,165M, pH 7,0. 

A concentração final de cada substância utilizada no teste variou de 64,0 a 0,125 µg/ml para 

FLZ e de 4,0 a 0,063 µg/ml do G16. Na coluna 1, de A à D foi adicionado 200uL de meio de 

cultura como controle negativo, enquanto que de E à H, 100uL de RPMI com 100uL de 

inoculo, caracterizando o controle positivo. Na linha H, de 2 a 11 e na coluna 12 de A à H 

foram colocadas as drogas isoladamente. Em seguida, 50uL de uma das substâncias foi 

adicionada às colunas 2-11, de A à G, em diferentes concentrações (cada coluna possui a 

mesma concentração). Da mesma forma, 50uL da outra substância foi adicionado nas linhas 

A-G, de 2-11, também em diferentes concentrações (cada linha com a mesma 

concentração). Assim, em cada placa serão avaliadas duas substâncias isoladas e 

combinadas contra apenas um microrganismo (Leite, 2010). A concentração final do inoculo 

utilizado foi de 5,0x102 – 2,5x103 UFC/mL, o qual foi adicionado 100uL em todos os poços, 

exceto no controle negativo. As placas foram incubadas à 35ºC, 150 rpm e lidas visualmente 

após 48 horas. O resultado do teste confirmatório é a menor concentração capaz de inibir 

completamente o crescimento da levedura. Para verificar o efeito combinatório dos 
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compostos, adotou-se o índice de concentração inibitória fracionada (ICIF). O ICIF é 

calculado através da soma da concentração inibitória fracionada (CIF) da fração 1 mais a 

CIF da fração 2. A CIF da fração 1 é obtida através da soma da CIM quando ela é usada em 

combinação com a fração 2 dividida pela CIM da fração 1 quando ela é usada isoladamente. 

A combinação é definida como sinérgica quando o ICIF é menor ou igual a 0,5; aditiva 

quando o ICIF é maior que 0,5 e menor ou igual a 1,0; indiferente quando o ICIF é maior que 

1,0 e menor ou igual a 4,0; e antagônico quando o ICIF é maior que 4,0. (Rodriguez-Tudela 

et al., 2003, Johnson et al., 2004). 

 

Quadro1: Exemplo do esquema de combinação na placa de microdiluição com a 

concentração do G16 (em negrito) e do Fluconazol (em itálico), para o teste do “tabuleiro de 

xadrez”. C-, controle negativo; C+, controle positivo. 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A C- 64 

4 

32 

4 

16 

4 

8 

4 

4 

4 

2 

4 

1 

4 

0,5 

4 

0,25 

4 

0,125 

4 

4 

B C- 64 

2 

32 

2 

16 

2 

8 

2 

4 

2 

2 

2 

1 

2 

0,5 

2 

0,25 

2 

0,125 

2 

2 

C C- 64 

1 

32 

1 

16 

1 

8 

1 

4 

1 

2 

1 

1 

1 

0,5 

1 

0,25 

1 

0,125 

1 

1 

D C- 64 

0,5 

32 

0,5 

16 

0,5 

8 

0,5 

4 

0,5 

2 

0,5 

1 

0,5 

0,5 

0,5 

0,25 

0,5 

0,125 

0,5 

0,5 

E C+ 64 

0,25 

32 

0,25 

16 

0,25 

8 

0,25 

4 

0,25 

2 

0,25 

1 

0,25 

0,5 

0,25 

0,25 

0,25 

0,125 

0,25 

0,25 

F C+ 64 

0,125 

32 

0,125 

16 

0,125 

8 

0,125 

4 

0,125 

2 

0,125 

1 

0,125 

0,5 

0,125 

0,25 

0,125 

0,125 

0,125 

0,125 

G C+ 64 

0,063 

32 

0,063 

16 

0,063 

8 

0,063 

4 

0,063 

2 

0,063 

1 

0,063 

0,5 

0,063 

0,25 

0,063 

0,125 

0,063 

0,063 

H C+ 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,031 
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3.7. Cálculo do índice de seletividade do galato n-dodecila (G16).  
O índice de seletividade (IS), definido para a substância em questão, é calculado a 

partir da razão da medida do IC50 para cada linhagem celular, e a concentração inibitória 

mínima (CIM) determinada para a substância teste em questão (SI = IC50 / CIM), e é 

considerado significativo quando IS for maior do que 10, ou seja, para valores de IS maiores 

que 10, pode-se classificar a substância mais seletiva para o patógeno e menos tóxica para 

as células testadas, garantindo, desta forma, a segurança e a eficácia da molécula, dessa 

forma foi constatado que a partir da análise dos valores de IS encontrados (Villar et al., 

2008; Vicente et al., 2009). Os dados do IC50 foram obtidos e cedidos pelo nosso grupo (De 

Paula E Silva et al., 2014). 

 

3.8. Extração de RNA total na ausência de galato. 
Extração de RNA total foi realizada da fase logarítmica dos isolados após 

crescimento em YEPD (Yeast Extract Peptone Dextrose), usando o método do Trizol® 

(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) de acordo com instruções do produto. A 

concentração e pureza do RNA foi determinado usando NanoVue™ Plus 

Spectrophotometers, (GE Healthcare) na absorbância de 260nm (OD260) e a pureza através 

da média entre OD260/OD280.  

 

3.9. Extração de RNA total de todos os isolados após contato com galato de n-
dodecila (G16) e Tacrolimus (FK506). 
A extração de RNA total dos isolados selecionados foi realizada conforme o item 

acima, após o contato desses com as substâncias, galato de n-dodecila (G16) e tacrolimus 

(FK506) (Sigma-Aldrich, Brazil) para verificar se essas substâncias influenciam na 

expressão dos genes MDR1 e AFR1. O FK506 é um inibidor de calcineurina e nesse estudo 

foi utilizado como controle positivo. Os isolados foram crescidos em meio YEPD à 37ºC com 

agitação (150 rpm) por 24 horas. Posteriormente, as células foram lavadas com PBS estéril 

e 1,5 gramas de células foram transferidas para um tubo do tipo Falcon. Cada isolado foi 

submetido a três tratamentos diferentes, sendo eles: G16, FK506 e DMSO (dimethil sufóxido 

- Sigma-Aldrich, Brazil). A concentração selecionada para o tratamento com o G16 foi de 

cerca de 500 vezes a CIM encontrada para os isolados, baseado no fato de que a 

quantidade de células contidas em 1,5 gramas é muito maior do que a quantidade de células 

usadas para o teste de sensibilidade. A concentração usada de FK506 foi de 10 µM, 

baseado em trabalhos que mostram que esta concentração já possui atividade inibidora de 

efluxo (Pereira Rangel et al., 2010). Todas as concentrações foram calculadas para um 

volume final de 5 mL em PBS. Como controle, foi utilizado DMSO na mesma quantidade 

utilizada na solubilização do G16 no teste, eliminando qualquer tipo de interferência deste 
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nos resultados. Os tubos foram mantidos a 35°C com agitação, overnight. O tratamento 

realizado com as substâncias seguiu a metodologia utilizada por (Kelly e Kavanagh, 2010), 

com modificações. 

 

3.10. Síntese de cDNA fita simples 
A síntese da primeira fita de cDNA foi realizada em uma reação contendo 1µg de RNA 

total, 10pmol/mL da sequência iniciadora (5'-

AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG-3') e essa mistura foi aquecida por 2 

minutos a 72°C. Em seguida foi acrescentado 10pmol/mL do oligo dT modificado (5’-

AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACT(30)N1N, onde N=A, C, G ou T; N1=A, G ou C), 2L 

de uma mistura de dNTPs (10 mM), 2L de RNaseOUT (40U/mL) (Life), 0,4L de DTT 

(100mM), 1,2L de cloreto de magnésio (50mM), 2L da enzima transcriptase reversa 

(200U/mL) (RT Superscript II - Life) e 4L de tampão 5X (Tris-HCl 250mM pH 8,3; KCl 

375mM; MgCl2 15mM). Esta reação foi incubada a 42°C durante 1 hora e trinta minutos. 

Após este período foi adicionado 80L de TE (Tris-HCl 10mM; EDTA 1mM pH 8,0) e 

aquecida por mais 7 minutos a 72°C. Todas as amostras foram mantidas a -20°C. 

 
3.11. PCR em Tempo Real (Real Time PCR) 

Foram utilizados iniciadores específicos para os genes MDR1 de Cryptococcus 

neoformans, (código de acesso: U62930.1) sense – CGGTCGATTAACCACGTCTT, 

antisense – GCAGACGTCTCGGGAGTAAG; MDR1 de Cryptococcus gattii, (código de 

acesso: XM_003191751.1) sense – TAACTCCCGAAACTGCTGCT, antisense – 

AAGCCAAGTCGCTAGGAACA; AFR1 de Cryptococcus sp., (código de acesso: 

AJ318062.2) sense – GAACAGCAGGACACTCACGA, antisense – 

GTTTCGGAACGTGTTGAGGT; e ERG11 de Cryptococcus neoformans (código de acesso 

AY265353) sense -  TGCTCATGCAGCAGAAGAAG; antisense – 

GAGGTCGAGAGTGGCAGAAG; ERG11 Cryptococcus gattii (código de acesso 

JF965442.1) – sense – CGAGTCCCGTGACAAGTATG; antisense –TAAGCTTCC 

TCGGCAGAGAC. O desenho de todos os primers foi feito utilizando o programa 

Primer3plus (www.bioinformatics.nl/primer3plus), utilizando as sequências gênicas 

depositadas no Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). As reações foram 

realizadas utilizando-se quantidades necessárias de cDNA e de SYBR green ROX mixture 

(Fermentas), e quantidades suficientes de cada primer, variando as concentrações de 0,5M 

ou 0,7M. Para todas as amostras foram, primeiramente, realizadas testes de otimização 

dos primers para determinar a menor concentração que gera máxima amplificação. As 

reações foram realizadas com temperatura inicial de 50ºC por 2 minutos, seguido por 10 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank
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minutos a 95ºC. Depois, 40 ciclos de 95ºC por 15 segundos, seguidos de anelamento e 

síntese a 60°C por um minuto. Em seguida, a análise da curva de meltting foi realizada a 

partir de emissão de sinal correspondente a um único produto. As reações foram realizadas 

com o aparelho Applied Biosystems 7500 cycler. Todos os dados foram analisados por 2-

ΔΔCT. O gene GAPDH (glyceraldehydo 3-phosphato dehydrogenase) foi utilizado como gene 

de referência. A análise estatística foi realizada através da comparação dos dados pelo 

método ANOVA, complementado pelo teste de Tukey. 

 

3.12. Condições de manipulação e incubação de larvas de Galleria mellonella. 

Para todos os experimentos utilizamos G. mellonella em estágio larvário. Antes da 

infecção, foi realizada a assepsia das pró-patas com etanol 70%. Suspensões de leveduras 

foram injetadas nas larvas com auxilio de seringas Hamilton (Hamilton, EUA) de 10µL. A 

inspeção das larvas foi realizada e a morte foi avaliada por falta de movimento. Para cada 

condição, cerca de 20 larvas foram utilizadas e cada experimento foi realizado em triplicata.  

 

3.13. Ensaios de virulência a 30°C e 37°C. 
Para esse experimento, foram separadas larvas de G. mellonella entre 0,2 - 0,3 

gramas em placas de Petri, formando grupos de 8 a 10 larvas.  Para cada isolado foram 

selecionadas dois grupos e após a infecção essas foram monitoradas por oito dias mantidas 

a 37°C. A concentração do inóculo utilizado foi de 1x106 ufc/larva de cada isolado e como 

controle do ensaio foi usado grupos inoculados com PBS e com a cepa ATCC de C. 

neoformans 90012 e de C. gattii 56990. Esse ensaio foi realizado no laboratório de 

micologia do instituto de saúde Carlos III em Madri sob a supervisão do Prof. Dr. Oscar 

Zaragoza Hernandez. 

 

3.14. Curvas de Sobrevivência em G. mellonella 

Ensaio realizado com os isolados que se demonstraram menos virulentos com a 

concentração de inoculo padrão, 1x106.  As condições de manipulação e incubação 

utilizadas nesse experimento foram as mesmas realizadas para o teste de virulência, 

aumentando, de forma gradual, a concentração dos inóculos. Foram utilizadas várias 

concentrações de inóculos, porém as selecionadas foram 5x106, 1x107, 2.5x107 e 5x107.  

 

3.15. Curva de crescimento a 30°C e 37°C. 
O inóculo utilizado para esse teste foi ajustado a 104 em 100 ml de Sabouraud líquido 

e a cada tempo selecionado foi coletado 1 ml desse crescimento. Essas alíquotas foram 

lidas em espectrofotômetro a 600nm. A leitura foi realizada após 3, 6, 9, 12, 24, 48 e 72 

horas. Como controle foi usado o meio sabouraud estéril. 
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3.16. Melanização da Hemolinfa. 
O ensaio de melanização foi realizado conforme descrito por (Scorzoni et al., 2013). 

Para isso foi selecionado 10 larvas por tempo para cada isolado e larvas mais escuras ou 

com manchas foram descartadas. A concentração do inóculo utilizado foi de 1x107 e após 

infecção as larvas foram mantidas a 37°C. 10ul da hemolinfa coletada foi diluída 1:10 em 

PBS frio e posteriormente centrifugada a 10.000 rpm por cinco minutos e o sobrenadante 

repassado para uma placa de 96 poços. Essa foi lida a 405nm nos tempos selecionados 

após infecção de 1, 5 e 24 horas. 

 

3.17. Morfologia das células após infecção em G. mellonella. 
Para esse experimento foi utilizado cinco larvas de G. mellonella por isolado. As 

larvas após infecção foram maceradas em membrana de nylon de poros de 100 mm 

(Falcon, BD, USA) com um mL de PBS. Esse líquido foi coletado e centrifugado. O pellet de 

células foi lavado (1x) e ressuspendido em 300ul de PBS. Posteriormente, uma alíquota 

desse material foi visualizada com tinta da china em microscópio Leica DMI 3000B. A 

concentração do inóculo usado foi de 1x106 por larva, e as células foram observadas nos 

tempos 0, 1 e 3 dias após a infecção. O programa Adobe Photoshop CS3 foi utilizado para 

medir as células. Estatística realizada pelo método ANOVA, complementado pelo teste de 

Tukey. Esse ensaio foi realizado no laboratório de micologia do instituto de saúde Carlos III 

em Madri sob a supervisão do Prof. Dr. Oscar Zaragoza Hernandez. 

 

3.18. Análise morfológica in vitro. 
 Para análise morfológica in vitro, realizamos o teste de indução de cápsula de 

todos os isolados. Para isso, os isolados, após crescimento overnight em meio sabouraund 

líquido, foram mantidos em contato com Mops 50mM pH 7,3 e sabouraud, totalizando 50 ml 

(49:1). Primeiramente, os inóculos foram concentrados em PBS (1ml) e desse material 

colocamos 100ul em 50ml de Mops e Sabouraud e análise das células foram realizadas 

após 24 horas de incubação a 37°C em agitação. A análise foi realizada em microscópio 

Leica DMI 3000B e o programa Adobe Photoshop CS3 foi utilizado para medir as células. 

Estatística realizada pelo método ANOVA, complementado pelo teste de Tukey. Esse ensaio 

foi realizado no laboratório de micologia do instituto de saúde Carlos III em Madri sob a 

supervisão do Prof. Dr. Oscar Zaragoza Hernandez. 

 

3.19. Ensaios de fagocitose em G. mellonella. 
Foram separadas cinco larvas de G. mellonella para cada isolado, e a concentração 

do inóculo utilizado foi 1x106 corados com Calcofluor White (Sigma, St. Louis, MO) na 

concentração de 10μ/mL durante 30 min a 37ºC. Em seguida, as larvas foram infectadas e a 
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fagocitose foi analisada após 3 horas de incubação a 37ºC. A hemolinfa foi coletada em 

tubos Eppendorf e diluída 1:2 em PBS frio. A fagocitose foi visualmente quantificada 

utilizando um microscópio Leica DMI 3000B. Cryptococcus neoformans H99 cepa foi 

utilizada como controle (Mylonakis et al., 2005), pois até o memento não hacia estudos 

sobre a fagocitose da cepa ATCC 90012. Estatística realizada pelo método ANOVA, 

complementado pelo teste de Tukey. Esse ensaio foi realizado no laboratório de micologia 

do instituto de saúde Carlos III em Madri sob a supervisão do Prof. Dr. Oscar Zaragoza 

Hernandez. 

4. Resultados. 
 

4.1. Teste de sensibilidade frente à fluconazol e anfotericina B. 
Dois dos isolados foram caracterizados como resistente in vitro a fluconazol, o isolado 

30R de C. neoformans e o isolado 118R de C. gattiicom CIM de 64,0 mg/L. O isolado 27I de 

C. neoformans  apresentou CIM de 16mg/L e os demais foram caracterizados como isolados 

sensíveis a FLZ, com CIMs de 1 e 2mg/L para a cepa ATCC 90012 e 26S, respectivamente. 

Para os outros isolados de C. gattii, CL e ATCC 56990, as CIMs observadas foram de 4 e 

2mg/mL. Para Amb, todos os isolados se demonstraram sensíveis a esse fármaco, variando 

a concentração inibitória mínima entre 0.125 e 0.0625mg/L, conforme demonstrado no 

quadro 2. 

 
Quadro 2. Resultado do teste de sensibilidade dos isolados frente às drogas sintéticas 

anfotericina B e fluconazol realizado de acordo com o documento M27-A3 (2008) - Método 

de Referência para Testes de Diluição em Caldo para Determinação da Sensibilidade de 

Leveduras à Terapia Antifúngica: Norma aprovada - do CLSI (Clinicaland Laboratory 

Standards Institute). Valores em mg/L. 
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4.2. Expressão relativa gene ERG11. 
Para verificar se a expressão do gene ERG11 estava influenciando na resistência 

dos isolados estudados, a expressão relativa desse gene foi quantificado. É possível 

observar que para os isolados de C. neoformans, somente o 27I obteve diferença 

significante quando comparado com os isolados 26S e 30R. Já para os isolados de C. gattii, 

o gene ERG11 do isolado resistente a FLZ, 118R, estava cerca de 20 vezes mais expresso 

do que o gene ERG11 do isolado sensível a FLZ.  

 

 
Figura. 2. Expressão relativa do gene ERG11 dos isolados clínicos sequenciais de C. 

neoformans e dos isolados ambientais de C. gattii. A) Isolados 26S, 27I e 30R de C. 

neoformans; B) Isolados CL e 118R de C. gattii; (***)P< 0.001. 
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4.3. Teste sensibilidade frente ao ácido gálico e seus derivados. 
O teste foi realizado com todos os galatos descritos na figura 1, porém os melhores 

resultados foram obtidos com os G11, G12, G14, G15, G16 e G17. Os valores da 

concentração inibitória mínima (CIM) e concentração fungicida mínima (CFM) encontrados 

para esses galatos, são mostrados no quadro 3. Os resultados mostram que os galatos de 

alquila denominados de G11 a G17 apresentaram alta atividade antifúngica (os CIMs 

variaram entre 0,49 e 1,95 mg/L) contra todas as cepas testadas, inclusive para aquelas que 

apresentaram resistência in vitro ao fluconazol. Além disso, os valores do CIM encontrados 

para esses galatos foram bem inferiores aos valores de CIM observados frente ao 

fluconazol, o que indica maior atividade dessas moléculas quando comparada ao agente 

terapêutico utilizado na terapia atual. 

 

Quadro 3. Resultados do teste de sensibilidade dos isolados testados com moléculas de 

galato de alquila. Concentração inibitória mínima e concentração fungicida mínima em mg/L. 

 
 

4.4. Avaliação da atividade citotóxica dos galatos de alquila 
O teste de citotoxicidade foi realizado com duas linhagens de células epiteliais de 

pulmão, a A549 (linhagem tumoral) e a MRC-5 (linhagem normal). Os resultados obtidos são 

mostrados nas figuras 3 e 4.  
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Figura 3. Taxa de viabilidade celular em células epiteliais das linhagens A549 e MRC-5 

após contato galatos de alquila. A) Taxa de viabilidade celular de células epiteliais da 

linhagem MRC-5 após contato com galatos de alquila classificados de G1 à G17 em ampla 

faixa de concentração; B) Taxa de viabilidade celular de células epiteliais da linhagem A549 

após contato com galatos de alquila classificados de G1 à G17 em ampla faixa de 

concentração; C) Taxa de viabilidade celular de células epiteliais da linhagem MRC-5 após 

contato com galato de n-dodecila (G16) em ampla faixa de concentração; D) Taxa de 

viabilidade celular de células epiteliais da linhagem A549 após contato com galato de n-

dodecila (G16) em ampla faixa de concentração. 
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Figura 4. Valores de IC50 (mg/L) determinados para galatos de alquila classificados de G1 à 

G17 em linhagens de células epiteliais de pulmão MRC-5 e A549. A) Valores de IC50 (mg/L) 

para galatos de alquila classificados de G1 à G17 em linhagen de célula epitelial de pulmão 

MRC-5; B) Valores de IC50 (mg/L) para galatos de alquila classificados de G1 à G17 em 

linhagen de célula epitelial de pulmão A549. 

 

Na figura 3, os gráficos A e B apresentam a porcentagem de células vivas das 

linhagens MRC-5 e A549, respectivamente, na faixa de concentração de 62,5 à 0,125 mg/L, 

para os galatos de alquila classificados de G1 à G17. No gráfico B, a faixa de concentração 

de 62,5 à 16 mg/L apresenta menor porcentagem de viabilidade celular na linhagem A549 

quando comparada com a linhagem MRC-5, e apresentando a taxa de viabilidade celular 

semelhante ao controle de morte. A faixa de concentração de 8 à 0,125 mg/L, entretanto, 

mostrou alta taxa de viabilidade celular, apresentando diferença estatística significante em 

relação ao controle de morte. Para a linhagem de células MRC-5, entretanto, os valores da 

taxa de viabilidade celular para todas as concentrações testadas apresentaram diferença 

estatística significante em relação ao controle de morte.  

Os gráficos C e D na figura 3 mostram isoladamente a taxa de viabilidade celular para 

o galato de n-dodecila (G16), galato este, selecionado para os demais testes. 

A figura 4 apresenta os valores de IC50, em mg/L, determinada para os galatos de 

alquila (G1 à G17) frente às linhagens celulares MRC-5 e A549. A IC50 é definida como a 

concentração que causa 50% de inibição do crescimento celular e foi calculado a partir da 

fórmula: IC50 = ((n-alquil galato x 100%)/C+) – 100%, onde C+ é a porcentagem de células 

viáveis no controle positivo (sem galato); e n-alquil galato é a porcentagem de células 

viáveis no teste com cada galato. Os gráficos A e B da figura 4, portanto, representam a as 

concentrações requeridas de cada galato para resultar em 50% de morte celular nas 

linhagens MRC-5 e A549, respectivamente. Através desses gráficos podemos perceber que 

para a linhagem MRC-5 os valores de IC50 para a maioria dos galatos variaram em torno de 

50 mg/L. Para a linhagem A549, de G1 à G7 os valores de IC50 variaram em torno de 95 

mg/L e de G9 à G17, em torno de 70 mg/L. Para os galatos de G11 à G17, para os quais 

observou-se melhor atividade antifúngica, os valores de IC50 para as duas linhagens 

encontram-se bem acima dos valores de CIM encontrados no teste de sensibilidade, o que 

dá indícios da segurança da utilização dessas moléculas, entretanto, para se chegar à esta 

conclusão, é necessária a análise do índice de seletividade obtido para cada um destes 

galatos.  
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4.5. Teste de sinergismo e cálculo do índice de seletividade do galato n-dodecila. 
O teste do “tabuleiro em xadrez” foi realizado para verificar a atividade combinatória 

entre o galato de n-dodecila (G16) e fluconazol frente aos isolados testados. O G16 foi 

selecionado por ter sido um dos derivados com melhor atividade antifúngica, conforme 

mostrado no quadro 3. Para a maioria das cepas o efeito obtido para a combinação foi 

aditivo, exceto para o isolado resistente 30R, cuja combinação entre as substâncias foi 

indiferente, conforme demonstrado no quadro 4. 

 

Quadro 4.Valores do índice de concentração inibitória fracionada (ICIF) para a combinação 

de galato de n-dodecila (G16) e fluconazol frente a isolados de Cryptococcus neoformans e 

Cryptococcus gattii, e tipo de atividade obtida em cada caso. 

 

 

Exceto para 30R, a atividade resultante da combinação entre G16 e fluconazol foi 

aditiva, com redução dos valores de CIM para fluconazol. Isto mostra que o uso associado 

das duas substâncias seria vantajoso principalmente frente aos isolados resistentes a FLZ, 

como o 118R, uma vez que os valores de CIM para fluconazol neste isolado foi diminuído 

em 2 vezes. Esses resultados vêm colaborar com os resultados obtidos no teste de 

sensibilidade para o G16, mostrando o grande potencial de utilização desta molécula como 

antifúngico, quando usado isoladamente ou em associação com o fluconazol. 

 

Com base nos valores de viabilidade celular obtidos pelo nosso grupo (De Paula E 

Silva et al., 2014) o índice de seletividade (IS) do G16 foi calculado, e, como resultado foi 
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constatado valores >10 (quadro 5) para todos os isolados frente às linhagens testadas, 

mostrando a segurança e a eficácia dessas moléculas para o uso proposto neste trabalho. 

 

Quadro 5. Valores do índice de Seletividade (IS) encontrados para o galato de alquila G16, 

frente às células epiteliais de pulmão das linhagens MRC-5 e A549 para isolados de 

Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii. 

 

 
 

4.6. Expressão dos genes MDR1 e AFR1 antes e após o contato com galato de n 
dodecila e FK506. 
Em todos os isolados de C. neoformans foi possível observar a expressão dos genes 

AFR1 e o MDR1 antes do tratamento com G16 e após o contato com o galato de n-dodecila 

(G16) essa expressão foi diminuída, tanto para o MDR1 quanto para o AFR1. Essa redução 

foi estatisticamente significativa para todos os isolados de C. neoformans quando 

comparados com a situação sem tratamento, conforme mostrado nasfiguras 5 e 7. O gene 

MDR1, para o isolado 26(S), sensível a FLZ, obteve redução significativa da expressão após 

o tratamento com o galato G16 de 1,6 vezes quando comparado com o controle sem 

tratamento (P<0.001). Quando o mesmo isolado foi analisado após o tratamento realizado 

com a substância FK506 foi constatado que não houve diferença na expressão do gene 

MDR1, mostrando que o G16, nesse caso, foi mais eficiente na inibição deste gene. Para os 

outros isolados clínicos de C. neoformans, 27(I) e o 30(R), foi possível observar que houve a 

redução da expressão desse gene, onde o 27(I), sensibilidade intermediária a FLZ, a 

redução da expressão do MDR1 foi a menor dentre os isolados clínicos sequenciais com  

1,2 vezes (P<0,05), porém ainda mais eficaz quando comparado com o tratamento com 

FK506. No isolado 30(R), observamos que a redução foi significativa tanto para o tratado 

com G16 (P<0,001) quanto para o tratado com o FK506 (P<0,001), com reduções na 

expressão de 1,4 vezes após o tratamento com o G16 e 1,3 vezes após o tratamento com 



 
 

47 
 

FK506. A cepa ATCC, utilizada como padrão também obteve reduções significativas para 

ambos os tratamentos.  

 

 
Figura 5.  Expressão relativa dos isolados clínicos sequeciais de C. neoformans, antes e 

após tratamento com G16 e FK506. A) Cepa ATCC 90012; B) Isolado sensível a FLZ 26S; 

C) Isolado com sensibilidade intermediária 27I; D) Isolado resistente in vitro 30R; 

 

Quando analisamos os resultados obtidos para os isolados ambientais de C. gattii, foi 

observado que o gene MDR1 para essa espécie esta sendo expresso, porém com níveis 

muito abaixo quando comparado com a espécie neoformans (Fig. 6). Nesse caso, a mesma 

análise foi realizada para o isolado sensível a FLZ, CL(S), e para o resistente, 118(R), e o 

nível de expressão do MDR1 também foi reduzido 2,5 vezes para o isolado sensível e 1,4 

vezes para o isolado resistente a FLZ em ambos os tratamentos (P<0,001). No entanto, para 

cepa ATCC 56990 de C. gattii a mesma alteração não foi constatada. 
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Figura 6. Expressão relativa do gene MDR1 nos isolados ambientais de C. gattii, antes e 

após tratamento com G16 e FK506. A) Cepa ATCC 56990; B) Isolado sensível a FLZ CL; C) 

Isolado resistente in vitro 118R; 

 

Em relação à análise da redução de expressão do gene AFR1, nos isolados clínicos 

de C. neoformans foi verificado que esse gene, antes do tratamento, está sendo expresso. 

Após o tratamento com G16 foi constatado redução da expressão desse gene para todos os 

isolados clínicos de C. neoformans, conforme mostrado na figura 7. No isolado 26(S), a 

expressão do gene AFR1 foi reduzida em 1,5 vezes após o tratamento com G16 (P<0,05). 

Já, quando tratado com FK506 a expressão não foi alterada. Para os isolados 27(I) e 30(R), 

a redução da expressão do gene AFR1 foi mais evidente. Após o tratamento com G16, no 

isolado clínico 27(I) a redução da expressão do gene AFR1 foi de 2 vezes (P<0.001) e após 

o contato com FK506 a redução foi de 1,7 vezes (P<0.001). A expressão do gene AFR1 na 

cepa ATCC 90012 de C. neoformans, também demonstrou alteração na expressão quando 

em contato com G16 e o FK506, com redução de 2,3 vezes para ambas as substâncias 

(P<0.001).  
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Figura 7. Expressão relativa do gene AFR1 nos isolados clínicos sequenciais de C. 

neoformans, antes e após tratamento com G16 e FK506. A) Cepa ATCC 90012; B) Isolado 

sensível a FLZ 26S; C) Isolado com sensibilidade intermediária 27I; D) Isolado resistente in 

vitro 30R; 

 

Para os isolados ambientais de C. gattii foi observado expressão do gene AFR1 

somente no isolado sensível e resiste a FLZ, CL(S) e 118(R), respectivamente, pois na cepa 

ATCC 56990 a expressão do AFR1 não foi constatado (Fig. 8). Mais uma vez, a expressão 

constatada do AFR1 está bem abaixo, quando comparada com a espécie neoformans, 

mostrando que para esses isolados ambientais de C. gattii os dois genes analisados, MDR1 

e AFR1 estão muito menos expressos, provavelmente, por serem isolados ambientais e por 

não terem sofrido a pressão dos tratamentos antifúngicos.  

Após o tratamento com o G16, foi observado que para os dois isolados ambientais 

de C. gattii, CL e 118(R), a expressão do AFR1 foi reduzida. Para o isolado CL, essa 

redução de expressão chegou a 3 vezes menos expresso e para o 118(R) a inibição foi de 

1,7 vezes (P<0,001). Quando tratados com o fármaco controle FK506, foi constatado 

redução semelhante ao que o G16 proporcionou. 
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Figura 8. Expressão relativa do gene AFR1 nos isolados ambientais de C. gattii, antes e 

após tratamento com G16 e FK506. A) Cepa ATCC 56990; B) Isolado sensível a FLZ CL; C) 

Isolado resistente in vitro 118R; 

 

Para o gene MDR1, não se observou diferença na expressão quando comparamos o 

isolado resistente de Cryptococcus neoformans (30R) com os sensíveis (ATCC 90012 e 

26S). Houve diferença apenas na expressão do isolado de sensibilidade intermediária ao 

fluconazol (27I), no entanto sua expressão foi menor do que a do sensível 26S, portanto 

estes dados indicam que a resistência desenvolvida no isolado 30R, provavelmente não 

esteja relacionada com a expressão do gene MDR1. 

Com relação ao gene AFR1, comparando-se os três isolados sequenciais de 

Cryptococcus neoformans, podemos observar que o isolado com resistência intermediária 

ao fluconazol 27I e o isolado resistente ao mesmo fármaco 30R apresentam uma maior 

expressão do gene do que o isolado sensível 26S, com uma diferença estatística 

significativa (p<0,01) em ambos os casos, sendo que o 27I está expressando o gene AFR1 

1,3 vezes mais que o 26S e o 30R cerca de 1,2 vezes mais. (dados não mostrados) Estes 

resultados mostram que a expressão aumentada desse gene codificador de bomba de 

efluxo pode estar envolvida na resistência ao fluconazol nesses isolados testados.  

 

4.7. Virulência a 30°C e 37°C dos isolados de C. neoformans (26S, 27I e 30R) e dos 
isolados ambientais de C. gattii (118R e CL). 

Conforme demonstrado nas figuras 9A e 9B é possível observar que os isolados 

clínicos sequenciais de C. neoformans 26S, 27I e 30R possuem um perfil de virulência 

diferente entre eles, principalmente entre o isolado sensível a FLZ (26S) e o resistente ao 

mesmo fármaco (30R), tanto a 30°C como a 37°C. A 30°C os isolados de C. neoformans 

foram menos virulentos quando comparados a 37°C, porém o perfil entre eles se manteve, 

onde o 26S se demonstrou mais virulento, matando 100% das larvas no 6° dia de infecção. 

A cepa ATCC 90012 também foi utilizada nesse ensaio e seu perfil de virulência é muito 
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semelhante ao perfil observado do isolado sensível, 26S. Assim, foi possível constatar sua 

eficiência como controle dos testes. Já para os isolados de C. gattii, foi verificado perfis 

menos virulentos tanto a 37°C quanto a 30°C quando comparados com os isolados da 

espécie C. neoformans. A cepa ATCC 56990 e o isolado resistente a FLZ (118R) se 

demonstraram avirulentos, enquanto o isolado sensível a FLZ, CL, matou 90% das larvas 

até o 8° dia de infecção a 37°C (Fig. 9C). A 30°C foi observado um padrão diferente de 

virulência para os isolados de C. gattii, principalmente da cepa ATCC 56990 que matou 50% 

das larvas e a 37°C essa não matou nenhuma durante o período de infecção. Para 

comprovar o perfil menos virulento dos isolados de C. gattii, foi refeito o mesmo experimento 

de virulência, mas dessa vez, adicionando mais quatro isolados da mesma espécie. Esses 

isolados foram cedidos pelo Centro de Micologia no Instituto de Saúde Carlos III de Madri, 

Espanha, e foram identificados como g63, g69, g83 e g84. Mais uma vez, todos os isolados 

de C. gattii foram menos virulentos, comprovando o perfil de virulência encontrado 

anteriormente (dados não mostrados). 

 

 

 
Figura 9. Ensaio de virulência em G. mellonella. A) Isolados clínicos sequenciais de C. 

neoformans, 26S, 27I e 30R incubados a 37°C; B) Isolados clínicos sequenciais de C. 

neoformans, 26S, 27I e 30R incubados a 30°C; C) Isolados ambientais de C. gattii CL e 

118R incubados a 37°C; D) Isolados ambientais de C. gattii CL e 118R incubados a 30°C; 
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4.8. Curva de Sobrevivência com diferentes concentrações de inóculo. 
 Esse ensaio foi realizado com isolados que se demonstraram menos virulentos com 

inóculo padrão a 1x106 em G. mellonella. Como demostrado na figura 10A, é possível 

perceber que o isolado de C. neoformans, resistente a FLZ, 30R, mesmo aumentando a 

concentração do inóculo, seu perfil de virulência ainda é menor que o encontrado para os 

isolados sensíveis da mesma espécie. Somente a partir de 1x107 que esse isolado começou 

a demonstrar um padrão de virulência maior, matando 100% das larvas no 3° dia, na 

concentração de 5x107 (Fig. 10A). Para os isolados de C. gattii, o mesmo aconteceu, porém 

não somente com o isolado resistente, mas para todos os isolados selecionados. Para a 

cepa ATCC 56990, a última concentração testada foi 2,5x107, onde foi possível verificar 

alteração no perfil de virulência (Fig. 10C). Já para os isolados ambientais 118R e CL, 

resistente e sensível a FLZ, respectivamente, o inóculo teve que ser aumentado até 5x107, 

para que fosse possível constatar alguma mudança, conforme figura 10B e 10D. E mesmo 

assim, o isolado resistente, 118R, na maior concentração (5x107), continua com um padrão 

de virulência menor quando comparado com os outros isolados sensíveis a FLZ. 

Concentrações acima de 5x107 não foram testadas devido a alta viscosidade da amostra. 

 

 
Figura 10. Curva de sobrevivência dos isolados 30R, ATCC 56990, CL e 118R com inóculos 

a 1x106, 5x106, 1x107, 2.5x107 e 5x107. A) Isolado C. neoformans  30R; B) Isolado C. gattii 

118R; C) ATCC 56990 C. gattii; D) Isolado C. gattii CL; 
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4.9. Curva de crescimento a 30°C e 37°C. 
Ensaio realizado para verificar diferenças no crescimento entre os isolados a 30°C e a 

37°C. Como demonstrado na figura 11 é possível observar que tanto os isolados de C. 

neoformans quanto os isolados de C. gattii, obtiveram melhor crescimento a 30°C do que a 

37°C. Os isolados de C. neoformans a 37°C apresentaram crescimento mais lento, 

principalmente o isolado 30R, resistente a FLZ. Quando as curvas de crescimento dos 

isolados de C. gattii foram analisadas, foi constatado que a cepa ATCC 56990 não foi capaz 

de crescer a 37°C, demonstrando assim, que esse fator pode ser o possível motivo da baixa 

virulência dessa cepa a essa temperatura. O isolado 118R, também resistente a FLZ, 

mostrou crescimento bem abaixo, quando comparado com o isolado sensível, CL, a 37°C. 

Após esse ensaio, foi confirmado que os isolados com baixa virulência em G. mellonella, 

possuem dificuldade de crescimento quando mantidos a 37°C, principalmente os isolados 

resistentes a FLZ.  

 

 
Figura 11. Curva de Crescimento isolados clínicos sequenciais de C. neoformanse isolados 

ambientais de C. gattii a 30°C e 37°C. 

 
4.10. Melanização da Hemolinfa. 
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Após os tempos de infecção selecionados, 1, 5 e 24 horas, foi visto que os isolados de 

C. neoformans  não obtiveram diferença estatística quando comparados com os controles. 

(dados não mostrados). Para os isolados de C. gattii, foi possível observar que o tempo de 5 

horas de infecção, foi o que resultou maior melanização, sendo estatísticamente diferente 

em todos os isolados testados, ATCC 56990, CL e 118R (Fig. 12). 

 

 
Figura 12. Quantificação da melanização na hemolinfa nos tempos 1, 5 e 24 horas de 

infecção com os isolados de C. gattii. A) Cepa ATCC 56990; B) Isolado sensível a FLZ, CL; 

C) Isolado resistente a FLZ, 118R;  

 
Posteriormente, os dados obtidos foram analisados comparando os isolados 

sensíveis, resistentes a FLZ, e os ATCCs entre as espécies de C. neoformans  e C. gattii. 

Assim, foi possível constatar, que para esses isolados, a espécie C. gattii, independente da 

sensibiliadade a FLZ, a hemolinfa estava mais melanizada após 1 e 5 horas de infecção 

para ATCC 56990, e 5 horas para os demais, quando comparados com os isolados de C. 

neoformans (Fig. 13). 

 
Figura 13. Quantificação da melanização entre os isolados de C. neoformans  e C. gattii. A) 

Cepas ATCCs 90012 de C. neoformans  e 56990 de C. gattii; B) Isolados sensíveis a FLZ, 

26 C. neoformans  e CL C. gattii; C) Isolados resistentes a FLZ, 30R C. neoformans  e 118R 

C. gattii;  
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4.11. Morfologia das células após infecção em G. mellonella. 
Para esse ensaio foram utilizados os isolados clínicos sequenciais de C. neoformans  

26S, 27I e 30R e a cepa ATCC 90012, dois isolados de Cryptococcus gattii, 118R e CL, 

sendo os isolados 30R e 118 resistentes a fluconazol in vitro, com CIM 64mg/L. O tamanho 

total da célula e da cápsula foi medido imediatamente após a infecção (T0), após 24 horas 

(T1) e 72 horas (T3). Após comparação dos isolados entre os tempos selecionados, foi 

possível observar alteração no tamanho total das células. Nos isolados de C. neoformans  

foi observado alteração morfológica para a cepa ATCC 90012 após infecção, sendo 

significativo os tempos T1 e T3 quando comparados com o tempo T0 (Figura 14A). Para os 

isolados clínicos sequenciais 26S e 30R, foi observado aumento progressivo das células 

após infecção em G. mellonella, onde algumas células chegaram a 20µ (p<0.05). Já o 

isolado 27I não apresentou diferença estatística quando comparado nos diferententes 

tempos de infecção. Para os isolados ambientais de C. gattii, foi observado aumento 

significativo do tamanho das células na cepa ATCC 50996 e no isolado sensível CL, quando 

comparados com o T0 (Figura 14B). O maior aumento observado foi da cepa ATCC 56990, 

onde algumas células no T3 chegaram a 40µ. Entre os isolados, o sensível a FLZ (CL) 

obteve um crescimento significativo também, chegando a ultrapassar 20  na maioria das 

células do T3. O isolado resistente a FLZ 118R apresentou alteração significativa somente 

quando comparado o T0 frente ao T3, porém não foi observado células maiores que 20µ 

(p<0,05). 

Figura 14. Tamanho da célula totalem micrômetros dos isolados deCryptococcus 

neoformans eCryptococcus gattiiapós infecção em G. mellonella. A) ATCC 90012 e isolados 

clínicos sequênciais de C. neoformans 26S, 27I e 30R; B) ATCC 56990 e isolados 

ambientais de C. gattii CL e 118R. 
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Após infecção em G. mellonella, a cápsula dos isolados também foi medida. 

Conforme demonstrado na figura 13A foi constatado que, entre os isolados de C. 

neoformans, somente o isolado sensível a FLZ, 26S, obteve crescimento gradual e 

significativo da cápsula, após os tempos de infecção (p<0.05). Já para o isolado 30R, 

resistente a FLZ, in vitro, o aumento da cápsula foi significativo no tempo 3, quando 

comparado com o tempo 0, não demonstrando o mesmo crescimento gradual observado no 

isoaldo 26S. Quando os isolados de C. gattii foram analisados, foi observado um 

crescimento muito maior da cápsula desses isolados quando analisados em conjunto com 

C. neoformans (fig. 12B). As células da cepa ATCC 56990 de C. gattii obteve grande 

alteração após infecção em G. mellonella. A cápsula da maioria das células dessa cepa 

chegou a medir entre 20µ e 30µ(p<0.05).A cápsula do isolado ambiental sensível a FLZ, CL, 

obteve um crescimento gradual sendo significativo em todos os tempos (p<0.05), mas o 

isolado 118R não demonstrou o mesmo crescimento quando comparados com o isolados 

sensíveis a FLZ, obtendo diferença estatística somente no tempo 1 quando comparado com 

o tempo 0 (p<0.05). Na figura 14 é possível constatar as alterações morfológicas ocorridas 

nos isolados após infecção em G. mellonella. 

 

Figura 15. Tamanho da cápsula em micrômetros dos isolados de Cryptococcus neoformans 

e Cryptococcus gattiiapós infecção em G. mellonella. A) ATCC 90012 e isolados clínicos 

sequênciais de C. neoformans 26S, 27I e 30R; B) ATCC 56990 e isolados ambientais de C. 

gattii CL e 118R. 
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Figura 16. Microscopia dos isolados de C. neoformans e C. gattii antes da infecção (T0) e 

depois da infecção em G. mellonella (T1, 24 horas) e (T3, 72 horas); A) C. neoformans 

ATCC 90012; B) Isolado C. neoformans 26S; C) C. neoformans isolado 27I; D) C. 

neoformansisolado 30R; E) C. gattii ATCC 56990; F) Isolado C. gattii CL e G) Isolado C. 

gattii 118R. 

4.12. Indução de cápsula in vitro a 37°C. 
 Esse experimento foi realizado para verificar alterações na morfologia das células 

dos isolados in vitro. Após 24 horas de incubação em meio Sb com Mops, todos os isolados 

clínicos sequenciais de C. neoformans obtiveram aumento na cápsula com diferença 

significativa quando comparados com o crescimento somente em Sb (P<0,05) (Fig. 17A). 

Para os isolados de C. gattii, foi possível observar que as células dos isolados ambientais 

tiveram maior indução da cápsula após o teste, conforme demonstrado na figura 17B. A 

cepa ATCC 56990 usada como padrão, também obteve alteração após 24 horas, uma vez 

que a cápsula de algumas células dessa cepa chegou a medir cerca de 20 µM (P<0,05). 

Quando comparamos os isolados sensíveis e resistentes a FLZ das espécies estudadas, foi 
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constatada diferença estatística somente entre 30R Mops e 90012 Mops, cepa padrão, não 

havendo significância entre o 30R e 26S na espécie C. neoformans. Já para os isolados de 

C. gattii, a diferença encontrada foi significativa entre o isolado resistente a FLZ 118R, CL e 

a cepa ATCC 56990 (P<0,05). Após essa análise, foi possível observar que tanto para C. 

neoformans quanto para C. gattii, o isolado resistente obteve menor alteração de tamanho 

da cápsula quando comparados com os isolados sensíveis a FLZ, o mesmo ocorrido após 

análise morfológica in vivo. 

 

 
Figura 17. Indução de cápsula in vitro dos isolados clínicos de C. neoformans e dos 

isolados ambientais de C. gattii. Tamanho da cápsula demonstrado em Microns; A) Isolados 

clínicos de C. neoformans 26S, 27I e 30R; B) Isolados ambientais de C. gattii CL e 118R; 

Diferença significativa para todos os isolados quando comparados com a situação controle 

(Sb); P< 0,05;  

 

4.13. Ensaio de fagocitose 
Para compreender melhor os mecanismos de virulência dos isolados selecionados, foi 

realizado também o teste de fagocitose em G. mellonella. Esse ensaio mostrou baixo índice 

de fagocitose da isolado 30R quando comparado com a cepa ATCC 90012 de C. 

neoformans (P<0,05). Entre o 30R os outros isolados clínicos sequenciais, 26S e 27I, não 

houve diferença significativa na fagocitose (Fig. 18A). Já para os isolados de C. gattii o 118R 

obteve o maior índice de células fagocitadas, com quase 40% de fagocitose quando 

comparado com o CL e a cepa ATCC 56990 após infecção em G. mellonella (Fig. 18B). 
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Figura 18. Índice de fagocitose após infecção em G. mellonella. A) Isolados 26S, 27I e 30R 

de C. neoformans. B) Isolados 118R e CL de C. gattii. As cepas ATCC 90012 de C. 

neoformans e 56990 de C. gattii foram utilizadas como cepas controle do experimento. One-
way ANOVA: * P<0,05. 

 

5. Discussão 

Devido ao surgimento crescente de microrganismos multirresistentes, principalmente 

cepas de bactérias e fungos, há grande preocupação na identificação de novas opções 

terapêuticas e novos alvos moleculares nesses organismos (Fowler et al., 2011). Fluconazol 

e outros antifúngicos azólicos são agentes amplamente utilizados para a prevenção e 

tratamento de infecções por C. neoformans e C. gattii. Sua eficácia comprovada e a 

segurança, combinadas com seus excelentes perfis farmacocinéticos torná-los opções 

terapêuticas extremamente importantes para a gestão de criptococose (Sanguinetti et al., 

2006). Em nosso estudo, os valores de CIM para os isolados de C. neoformans 26S, 27I e 

30R, com perfil genético idêntico, determinados por RAPD, demonstraram evolução de 

resistência, possivelmente durante o tratamento do paciente. O tratamento da criptococose, 

principalmente em países onde a 5FC não está disponível, depende dos azóis, os quais 

possuem como alvo a inibição da enzima ERG11 que participa da biossíntese de ergosterol.  

Em estudos prévios, em nosso laboratório, foi encontrada uma mutação significativa 

que substituiu o nucleotídeo C (citosina) por T (timina) na posição 1436 do gene ERG11 de 

do isolado 30R. Essa substituição de bases no gene ocasionou a troca do aminoácido P 

(prolina) por L (leucina) na posição 479 (P479L), na sequência da proteína lanosterol 14C 

desmetilase, ainda não descrita em C. neoformans  var. grubii (dados não publicados). 

Através da análise da expressão relativa do gene ERG11, nos isolados estudados, foi 

possível observar que para os isolados de C. neoformans não houve diferença estatística na 

expressão desse gene no isolado 30R quando comparado com o isolado 26S, sensível a 
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FLZ, sendo mais um indício que a resistência a FLZ do isolado 30R pode ser mediada pela 

mutação encontrada (P479L) (Rossi, 2010).  

Prolina e leucina fazem parte do grupo de aminoácidos alifáticos juntamente com a 

alanina, valina, leucina e isoleucina. Nessa classe de aminoácidos todos são não polares e 

hidrofóbicos e suas cadeias laterais tendem a se agrupar dentro das proteínas, estabilizando 

a estrutura protéica por meio de interações hidrofóbicas, com exceção da prolina. A prolina 

possui uma cadeia lateral alifática com estrutura cíclica diferente. O grupo amino dos 

resíduos de aminoácidos desta é mantido em uma conformação rígida que reduz a 

flexibilidade estrutural das regiões polipeptídicas contendo prolina (Lehninger, 2006).  

 São conhecidos três tipos de conformações secundárias nas proteínas, as α-helices, 

as folhas β e as dobras β. A α-helice é uma estrutura secundária comum nas proteínas e a 

sequência de aminoacidos afeta a estabilidade da α-helice. Nem todos os peptídicos podem 

formar uma estrutura dessa estável, e interações entre cadeias laterais de aminoacidos 

podem estabilizar ou desestabilizar uma α-helice. Uma das restrições para a formação de 

uma α-helice é a presença de prolina. Na prolina o átomo de nitrogênio é parte de um anel 

rígido. Dessa forma um resíduo de prolina introduz uma torção em uma α-helice. Além disso, 

o átomo de nitrogenio de um resíduo de prolina na ligação peptídica não possui o 

substituinte hidrogênio para participar nas ligações com outros aminoácidos. Por isso a 

prolina é raramente encontrada dentro de uma α-hélice. As folhas β são conformações mais 

estendidas das cadeias polipeptídicas, organizadas em folhas. Nas conformações β o 

esqueleto da cadeia polipetídica é estendido em vez de estrutura helicoidal. Já as dobras β 

são conformações de dobras ou alças onde a cadeia polipeptídica reverte sua direção. 

Esses elementos conectam corridas sucessivas de α-helice ou conformação β. Os resíduos 

de Prolina ocorrem frequentemente em dobras β, porque as ligações peptídicas envolvendo 

o nitrogenio da prolina facilmente assumem a configuração cis, forma que favorece uma 

dobra mais firmev(Lehninger, 2006). Dessa forma, acreditamos que a substituição ocorrida 

na sequência da proteína ERG11 do isolado 30R de C. neoformans, pode de alguma forma, 

desestabilizar a estrutura conformacional da proteína ou até mesmo deslocar a α-hélice 

próxima ao grupamento de ligação heme, fazendo com que haja inibição do encaixe das 

moléculas de FLZ com os sítios ativos da proteína lanosterol 14C desmetilase. 

Embora alguns trabalhos demonstrem que o desenvolvimento da resistência de 

isolados de C. neoformans aos azóis é raro (Pfaller et al., 2005; Aller et al., 2007), há 

diversos outros estudos que relatam o contrário, principalmente em indivíduos com SIDA, 

expostos a longos períodos de tratamento (Paugam et al., 1994; Armengou et al., 1996; 
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Berg, Clancy e Nguyen, 1998; Sanglard, Ischer, Calabrese, et al., 1998; Vanden Bossche et 

al., 1998; Brandt et al., 2001; Cowen, Anderson e Kohn, 2002; Bow, 2005).  

O Grupo de Vigilância Global ARTMIS DISK (ARTEMIS DISK Global Surveillance 

Group), identificou que de 2001 a 2007 houve um aumento da resistência em isolados de C. 

neoformans de 5.1-22.6% na região da Ásia-Pacífico, 7.0-33,3% na África/Oriente Médio e 

4.2-7,1% na Europa, mas houve diminuição de isolados resistentes a FLZ (3.7-0,0%) na 

América do Norte (Pfaller et al., 2009).  

Diversos estudos mostram que as taxas de mortalidade e da utilização de recursos 

aumentam, significativamente, quando a terapia é atrasada ou inadequada, ressaltando 

ainda mais a importância de informações detalhadas de dados epidemiológicos (Garey et 

al., 2006; Kollef et al., 2012).  

Portanto, com base na problemática da existência de isolados resistentes, neste 

estudo buscamos o desenvolvimento de novas opções terapêuticas para a criptococose a 

partir da investigação de novas moléculas antifúngicas.  

Compostos fenólicos são produtos naturais que possuem largo espectro de 

atividades biológicas (Nazaruk, Czechowska, Markiewicz, & Borawska, 2008).  Ácido gálico 

(3,4,5-trihydroxybenzoic acid) é um metabólito secundário encontrado em quase todas as 

plantas e é conhecido por conter propriedades antimicrobianas, antivirais, antiinflamatórias, 

antioxidantes e propriedades citotóxicas (Aruoma, Murcia, Butler, e Halliwell, 1993;. Kroes, 

van den Berg, van Ufford, van Dijk, e Labadie, 1992; (Fiuza et al., 2004; Kubo et al., 2004; 

Kratz et al., 2008). 

Na literatura é possível encontrar relatos das diversas aplicações e atividades 

encontradas para o ácido gálico e seus derivados e dentre algumas propriedades foi 

constatado que essas moléculas também possuem citotoxicidade seletiva contra algumas 

variedades de células tumorais com efeitos mais elevados do que o mostrado contra 

linhagens de células não tumorais (Serrano et al., 1998; Yoshioka et al., 2000; Salucci et al., 

2002).    

Já se sabe que galatos de alquila, principalmente propila, octila e o dodecila, são 

utilizados como aditivos alimentares, devido à sua atividade antioxidante (Kubo et al., 2002), 

e que esses compostos demonstraram propriedades farmacológicas mais favoráveis, muitas 

vezes sendo mais eficazes do que os efeitos constatados com o ácido gálico (Locatelli, 

Filippin-Monteiro e Creczynski-Pasa, 2013). 
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 Derivados sintéticos do ácido gálico, com oito ou mais átomos de carbono na cadeia 

lateral possuem atividades antiviral, antifúngica, antioxidantes e antitumorais mais eficientes 

(Savi et al., 2005; Locatelli et al., 2008; Locatelli et al., 2009; Locatelli et al., 2012), e no que 

diz respeito à atividade antifúngica, Kubo, et al., (2001), demonstraram que octil galato foi 

efetivo contra Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces bailii, Candida albicans e 

Aspergillus níger e, nesse estudo os autores observaram também que o comprimento do 

grupo alquila foi importante para atividade antifúngica obtida (Kubo, Xiao e Fujita, 2001). 

Leal, et al., (2009) testaram o ácido gálico e os galatos de alquila, do metil ao 

octadecil, contra os fungos, Candida albicans, Candida tropicalis, Saccharomyces 

cerevisiae, Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus 

niger, Microsporum gypseum, Epidermophyton floccosum, Trichophyton rubrum, 

Trichophyton mentagrophytes, e os resultados mostraram que a atividade antifúngica 

dessas moléculas, pode variar de acordo com os fungos testados, principalmente entre os 

grupos de leveduras, dermatófitos ou hialohyphomycetes, e, que entre os galatos de alquila, 

os compostos mais ativos foram heptil, octil, nonil e decil galatos, com um espectro de ação 

mais amplo inibindo leveduras, dermatófitos e hialohyphomycetes. 

Em nosso estudo, verificamos que os galatos de alquila, heptila, octila, decila, 

undecila, dodecila e tetradecila foram ativos contra todos os isolados testados, 

principalmente frente aos isolados 30R e 118R, resistentes a FLZ. Quando observamos a 

concentração fungicida mínima (CFM), também é possível notar que os valores, 

principalmente para o isolado resistente 30R são baixos para todos os galatos de alquila 

testados, e, para o G16 (dodecil) a CFM foi ≤ 3,91 mg/L quando em contato com os 

isolados. Nossos resultados demonstraram que esses compostos (G11, G12, G14, G15, 

G16 e G17) inibiram o crescimento fúngico dos isolados da espécie neoformans, com CIMs 

mais baixas do que as encontradas na literatura, e, pela primeira vez foi constatado que 

essas moléculas também são ativas contra a espécie gattii, tanto para isolados sensíveis 

quanto para isolados resistentes a FLZ. 

A terapia utilizada em casos criptococose ainda é subótima, principalmente devido à 

toxicidade do tratamento e o aparecimento de cepas de C. gattii menos sensíveis a FLZ. 

Dessa forma, pesquisas envolvendo novas alternativas de tratamento são de extrema 

importância.  

Foi realizado neste trabalho o teste de sinergismo com o composto G16 e FLZ. Essa 

combinação foi sinérgica para a maioria dos isolados. Terapias combinadas podem servir 

como tratamentos alternativos, porém essa opção ainda é pouco explorada (Rosato et al., 

2012). De Paula e Silva, et al.,(2014) in press, além de mostrarem que os galatos de alquila 
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são efetivos contra diversos fungos patogênicos humanos, demonstraram que esses 

compostos mostraram baixa citotoxicidade quando em contato com as linhagens celulares 

de pulmão, A549 e MRC5 (material complementar). Nos resultados apresentados por este 

grupo, o galato G16 apresentou alta porcentagem de viabilidade celular para a linhagem 

celular MRC5 em todas as concentrações testadas, e para a linhagem A549 a partir da 

concentração 8 mg/mL. Estes dados corroboram com os dados obtidos pelo nosso estudo, 

uma vez que a proposta do uso sinérgico deste galato com o fluconazol leva a uma 

diminuição da concentração de ambos os compostos, afastando a possibilidade de qualquer 

índice de citotoxicidade. Com base nestes valores de viabilidade celular o índice de 

seletividade (IS) do G16 foi calculado, e, como resultado foi constatado para todos os 

isolados frente às linhagens testadas, mostrando a segurança e a eficácia dessas moléculas 

para o uso proposto neste trabalho.  

Nosso grupo vem trabalhando com os mecanismos moleculares de resistência de 

Cryptococcus sp. e em estudos anteriores além de investigar as mutações pontuais na 

enzima alvo de fluconazol também verificou outros motivos envolvidos na aquisição da 

resistencia de isolados clínicos e ambientais. 

Um importante mecanismo de resistência aos fármacos antifúngicos é a super 

expressão de proteínas de transporte da família ABC (ATP-Binding Cassette) e os 

transportadores MSF (Major Superfamily Facilitator), que conferem resistência a muitos 

compostos, resultando na diminuição das concentrações intracelulares das drogas (Cannon 

et al., 2009). Transportadores ABC constituem uma grande família de transportadores 

dependentes de ATP que bombeam aminoácidos, peptídios, proteínas, íons metálicos, 

vários lipídios, sais biliares e muitos outros compostos hidrofóbicos, incluindo drogas, para 

fora das células e contra um gradiente de concentração (Lehninger, 2006). Um transportador 

ABC em humanos, o transportador multidroga (MDR1), é responsável pela impressionante 

resistência de certos tumores a algumas drogas que, em geral, são efetivas como 

antitumorais. Já os transportadores pertencentes à superfamília MFS são secundários e 

utilizam o gradiente eletroquímico de prótons através da membrana plasmática para efluxo 

de substratos (Cannon et al., 2009). 

O uso generalizado e prolongado de antifúngicos pode resultar, não somente ao 

desenvolvimento da tolerância em relação à droga em uso, mas também no 

desenvolvimento da resistência a outros compostos não relacionados, denominado como 

resistência a múltiplas drogas (MDR) (Prasad e Rawal, 2014). Vários isolados clínicos de C. 

albicans, A. fumigatus e C. neoformans, resistentes a azóis, exibiram ativação da transcrição 

de genes de codificadores de bomba de efluxo, mostrando acúmulo intracelular reduzido da 



 
 

64 
 

droga, confirmando assim o papel das proteínas de efluxo na tolerância a esses compostos 

(Prasad, Panwar e Smriti, 2002).  

Em fungos, a super expressão do gene MDR1, em uma cepa de S. cerevisiae sensível 

resultou num aumento da resistência a fluconazol e a itraconazol, mas não para os polienos 

e equinocandinas (Niimi et al., 2006).  

O rompimento de AFR1 em C. neoformans levou a maior susceptibilidade a FLZ, e 

quando houve a complementação do gene, a resistência foi restaurada (Posteraro et al., 

2003). Dados in vivo demonstram também, que AFR1 também pode ser importante para a 

virulência do fungo, além da resistência, pois uma cepa de C. neoformans que com AFR1 

super expresso, aumentou significativamente sua virulência e resistência, e o mutante AFR1 

exibiu sensibilidade a FLZ (Sanguinetti et al., 2006). Outros estudos também demonstram 

que, AFR1 pode ter um papel importante na modulação da resposta imune do hospedeiro, 

uma vez que mutantes resistentes a FLZ com AFR1 super expresso, são mais resistentes à 

atividade anticriptocóccica mediada pela microglia, frente a isolados isogênicos sensíveis a 

mesma droga (Orsi et al., 2009), uma vez que, mesmo sendo fagocitadas de forma 

semelhante, foi observada reduzida acidificação e retardo na maturação em fagossomos 

contendo o mutante com o gene AFR1 super expresso. 

Nossos resultados demonstram que, independente da sensibilidade a FLZ, tanto o 

gene MDR quanto o AFR1 estão sendo expressos nos isolados estudados e que o 

composto G16 foi capaz de diminuir essa expressão após o tratamento.  

Já se sabe, que a super expressão da glicoproteína-P (P-gp), transportador de 

membrana plasmática, é responsável pela expulsão de agentes quimioterápicos das células 

cancerosas, e, têm sido associadas com resistência as múltiplas a drogas (MDR) (Kitagawa, 

Nabekura, Kamiyama, et al., 2005). Compostos como o verapamil e ciclosporina A 

conseguiram reverter o efluxo mediado pela P-gp devido à inibição desse transportador 

(Bosch e Croop, 1996; Sharom, 1997). Além desses compostos, tem sido demonstrado que 

os polifenóis também conseguem modular a atividade da P-gp (Castro e Altenberg, 1997; 

Shapiro e Ling, 1997; Conseil et al., 1998; Zhang e Morris, 2003; Nabekura, Kamiyama e 

Kitagawa, 2005). 

Um estudo realizado por Kitagawa, et al., (2005), examinaram os efeitos de três 

galatos de alquila, n-butil, n-octil e n-dodecil, cujo número de átomos de carbono nas suas 

cadeias de alquilo são 4, 8 e 12, respectivamente, sobre o acúmulo de rodamina 123 em 

células KB-C2. Através dos resultados obtidos foi possível constatar que entre os galatos de 

alquila testados, galatos n-octila e o n-dodecila, que possuem cadeias alquil longas, 
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aumentou o acúmulo dentro das células da rodamina 123, 3,5 vezes e 5,2 vezes, 

respectivamente, onde o efeito do n-dodecil galato, foi tão eficiente quando comparado com 

o efeito observado pelo verapamil (Kitagawa, Nabekura, Kamiyama, et al., 2005). Nesse 

mesmo estudo, os autores observaram também que, os galatos de alquila reforçaram a 

toxicidade da daunorrubicina, indicando que esses compostos podem reverter o efeito MDR 

em células KB-C2, possivelmente através da inibição da atividade da P-gp. Em outro estudo, 

foi constatado que os derivados do ácido gálico, com pelo menos oito e com menos de 16 

átomos de carbono na cadeia lateral, conseguiu inibir o efeito do efluxo mediado pela 

proteína Pdr5 na cepa com super expressão dessa proteína, e, que o decil e o docecil galato 

inibiram, quase que completamente a atividade da ATPase Pdr5 e da UTPase de maneira 

dose dependente, tais como o FK506 (Pereira Rangel et al., 2010).  

Galatos de alquila com cadeias laterais longas parece ser necessária para inibição da 

proteína Pdr5, in vitro (Fiuza et al., 2004; Rosso et al., 2006), uma vez que a lipofilicidade 

fornecido pelo aumento do comprimento da cadeia lateral e a hidrofobicidade prejudicada 

por grupos hidroxila associados com o anel de benzeno é importante para inibição da 

atividade da ATPase (Pereira Rangel et al., 2010). A lipofilicidade é importante para 

atividade dos derivados do ácido gálico como antioxidante, inibidores de enzimas e como 

compostos citotóxicos para algumas linhagens de células (Fiuza et al., 2004).  

Dessa forma, nossos resultados mostram a importância de mais estudos no intuito de 

elucidar os mecanismos de ação do G16 nos fungos, uma vez que esse galato pode ser 

promissor para o tratamento da criptococose, principalmente, em cepas menos sensíveis a 

FLZ, pois além da sua atividade antifúngica frente os isolados testados de C. neoformans e 

C. gattii, esse composto também conseguiu inibir a expressão dos genes envolvidos em 

bomba de efluxo.  

 Fk506 é um agente imunossupressor que suprime a resposta imune por inibição das 

vias conservadas de transdução de sinal, se ligando aos receptores intracelulares, 

imunofilinas, e, criando compostos na superfície que bloqueiam seu alvo, a calcineurina (Ho 

et al., 1996). A via de calcineurina é importante na cascata de sinalização em eucariotos, e, 

desempenha um papel central na regulação da homeostase, na morfogênese, na 

integridade da parede celular e na patogenicidade fúngica (Fox et al., 2001; Fox e Heitman, 

2002; Kraus e Heitman, 2003; Juvvadi, Lamoth e Steinbach, 2014), controlando também o 

crescimento em pH alcalino e em altas temperaturas, o estresse na membrana, regulando o 

mating e participando na virulência tanto em C. albicans quanto em C. neoformans (Odom et 

al., 1997; Cruz, Fox e Heitman, 2001). Em estudos prévios, foi reportado que em fungos 

filamentosos, calcineurina implica na progressão do ciclo celular (Rasmussen et al., 1994), 



 
 

66 
 

na ramificação das hifas (Prokisch et al., 1997) e na adaptação ao estresse (Juvvadi et al., 

2003). 

Dessa forma, calcineurina se mostra um alvo promissor em fungos por ser um alvo 

distinto dos demais agentes antifúngicos, podendo ser eficaz em cepas resistentes e auxiliar 

na terapia sinérgica (Steinbach et al., 2007).  

Fk506 também já é conhecido como inibidor de bomba de efluxo dependente de ATP 

(Rao e Scarborough, 1994).  Estudos demonstram que esse composto é capaz de reverter à 

resistência a múltiplas drogas em diferentes tipos de células eucarióticas, devido ao 

bloqueio de bombas de efluxo dependentes de ATP, em humanos, através da inibição da 

atividade da P-gp, em C. albicans Cdr1p / Cdr2p, e, mais recentemente, em C. krusei Abc1p 

(Rao e Scarborough, 1994; Schuetzer-Muehlbauer et al., 2003; Lamping et al., 2009). A 

reversão da resistência a múltiplas drogas também foi constatado através do efeito sinérgico 

do Fk506 em combinação com voriconazol (VCR) frente a isolados de C. krusei resistentes. 

Ricardo et al., (2014), verificaram através dos ensaios de sensibilidade por microdiluição e 

por disco-difusão que bombas de efluxo contribuía para o fenótipo de resistência e que após 

a junção do FK506 com VCR, as bombas de efluxo foram possivelmente bloqueadas e o 

VCR foi efetivo. Dessa forma, em nosso trabalho, também foi possível observar que o 

FK506 influenciou na expressão dos genes MDR1 e AFR1 dos isolados de C. neoformans e 

C. gattii, após o tratamento, porém o G16 conseguiu ser ainda mais efetivo, indicando que o 

G16 pode atuar de forma semelhante ao FK506. 

Neste contexto, nosso estudo foi conduzido à verificação da virulência destes isolados 

seníveis e resistentes. Através de diversos estudos sabe-se que as diferenças na virulência, 

e na susceptibilidade de algumas cepas a certos antifúngicos, também podem estar 

relacionadas aos diferentes tipos moleculares (Espinel-Ingroff, Chowdhary, et al., 2012). Em 

nosso estudo, foi observado que entre os isolados estudados, há diferenças na 

susceptibilidade e claramente, diferenças nos padrões de virulência. Para espécie 

neoformans, o isolado resistente a FLZ (30R), foi menos virulento quando comparado com o 

isolado sensível 26S, a cepa ATCC 90012 e o isolado com resistência intermediária, 27I, em 

G. mellonella, tanto a 30°C quanto a 37°C. Já para os isolados de C. gattii, tanto o resistente 

a FLZ, 118R, quanto a cepa ATCC 56990 se demonstraram menos virulentos quando 

comparados com o isolado sensível a FLZ, CL, a 37°C. A 30°C, foi observado que para 

todos os isolados de C. gattii, independente da sensibilidade a FLZ, mais de 50% das larvas 

estavam vivas no final do período de observação. 

Tanto o isolado 30R quanto os isolados de C. gattii, sensíveis e resistentes 

necessitaram de concentrações de inóculos bem maiores para que a virulência aumentasse, 
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mostrando que a virulência nesses isolados é dependente da quantidade de inoculo 

introduzido nas larvas.  

Scorzoni, et al., (2013) realizaram um estudo com cepas de C. krusei e C. albicans 

em G. mellonella, e nesse trabalho foi possível verificar que G. mellonella foi sensível a 

infecção por C. krusei, porém essa espécie intrínsicamente resistente a FLZ, necessitou de 

inóculos mais concentrados para aumentar sua virulência. Em comparação com as cepas de 

C. albicans, C. krusei foi menos virulento em G. mellonella, pois C. albicans obteve maior 

taxa de mortalidade com inóculos menos concentrados. No entanto, através de um estudo 

com isolados clínicos e isogênicos de Aspergillus fumigatus, resistentes aos azóis, 

observou-se que mesmo com algumas mutações no gene cyp51A, todas as cepas 

demonstraram crescimento similar in vitro e eram igualmente virulentas em G. mellonella 

(Gomez-Lopez et al., 2014). 

Quando analisamos as curvas de crescimento dos isolados de C. neoformans, foi 

constatado que a 37°C, o isolado resistente a FLZ obteve um crescimento mais demorado 

quando comparado com os outros isolados. Já a cepa ATCC 56990, não foi capaz de 

crescer a 37°C, demonstrando que a falta de crescimento pode ser o responsável pela baixa 

virulência em G. mellonella. O isolado sensível a FLZ, CL e o resistente 118R, ao contrário 

da cepa ATCC 56990, foram capazes de crescer a 37°C, porém o resistente 118R cresceu 

menos a essa temperatura, mostrando que independente da espécie, a resistência de 

alguma forma pode afetar o crescimento a 37°C nesses isolados.  

Crescimento a temperatura corporal do hospedeiro é uma exigência para a virulência  

(Perfect, 2006) e em C. neoformans, a termotolerância pode ter uma importância 

desproporcionada sobre qualquer outro fator de virulência, pois ao comparar C. neoformans 

com outras espécies, muitos possuem fatores de virulência, como cápsulas e a produção de 

lacase, mas não são conhecidos como patógenos, simplesmente por não serem capazes de 

crescer a temperatura corporal de mamíferos (Petter et al., 2001). Garcia-Solache, et. al., 

(2013), verificaram que cepas não patogênicas de Cryptococcus foram intolerantes a 

temperatura, sendo dependentes do aumento de organismos inoculados para obtenção de 

uma maior virulência, em G. mellonella, enquanto que para C. neoformans var. grubii, a 

virulência aumentou a temperaturas mais altas, mostrando que a replicação rápida a partir 

de 32°C pode ser responsável por uma maior virulencia. O aumento da virulência de C. 

neoformans var. grubii em temperaturas mais elevadas do que a temperatura ótima de 

crescimento, poderia ser consequência de um aumento da resposta ao estresse do fungo, 

tornando-o mais apto a sobreviver em condições hostis (Brown, Campbell e Lodge, 2007). 
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Quantificação de melanina na hemolinfa das larvas, após infecção com os isolados 

de C. neoformans e C. gattii, foi verificada, e através desse ensaio foi visto que entre os 

isolados de C. neoformans não houve diferença estatística nos diferentes tempos quando 

comparado com o controle (larvas inoculadas com PBS). Após infecção das larvas com os 

isolados de C. gattii, foi observado que houve maior melanização, em todos os isolados, 

após 5 horas de infecção quando comparados com os controles.  

A melanina desempenha um papel importante na defesa de G. mellonella e em 

outros organismos invertebrados. A resposta humoral em G. mellonella, consiste na 

produção de diversas moléculas com propriedades antimicrobianas, incluindo a enzima 

fenoloxidase (Eisenman et al., 2014). A melanização é uma reação catalisada pela enzima 

fenoloxidase e ocorre através da formação de cápsulas que rodeiam partículas estranhas 

em G. mellonella (Bidla et al., 2009).  Scorzoni, et al., (2013), observaram que o processo de 

melanização foi rápido após infecção com C. krusei em G. mellonella. O grau de 

melanização dependeu da concentração de inóculo e não da viabilidade das células, 

indicando que a melanização é um processo inespecífico que depende da presença de 

partículas estranhas.  

A partir de diversos estudos, sabe-se que a produção de melanina é um dos fatores 

de virulência em C. neoformans, auxiliando sua sobrevivência no ambiente e o protegendo 

contra as defesas do hospedeiro (Kwon-Chung, Polacheck e Popkin, 1982; Rhodes, 

Polacheck e Kwon-Chung, 1982; Wang, Aisen e Casadevall, 1995), porém essa associação 

de melanina e virulência não é exclusiva dessa espécie, sendo conservado também em 

inúmeras bactérias e outras espécies de fungos (Liu e Nizet, 2009). Em modelos murinos foi 

observado que a pré-melanização de C. neoformans, resultou em altas cargas fúngicas 

encontradas nos pulmões e no cérebro após períodos curtos de infecção (Bryan et al., 

2010). Em G. mellonella, estudos recentes demonstraram ao contrário, onde 

surpreendentemente, as larvas infectadas com células de C. neorformans melanizadas 

viveram mais do que aquelas infectadas com fungos não melanizados, sendo constatada 

uma maior resposta nas larvas infectadas com células melanizadas. Estes resultados 

sugerem que a melanina fúngica ativa a resposta imune de G. mellonella, resultando assim 

na diminuição da virulência observada com células melanizadas (Eisenman et al., 2014).  

Adaptação de fungos patogênicos ao hospedeiro é a chave para a compreensão das 

doenças causadas por estes microrganismos. Durante a infecção, respostas adaptativas são 

acionadas para evadir a resposta imune e sobreviver no hospedeiro (Zaragoza, 2011). Além 

disso, os fungos patogênicos frequentemente mudam de morfologia celular. Por exemplo, é 

bem conhecido como diferentes tipos de leveduras induzem pseudohifas durante a infecção. 
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Estas formas celulares têm sido bem caracterizadas em Candida albicans e são produzidos 

por outras espécies de Candida (Whiteway e Bachewich, 2007). Essas mudanças 

morfológicas são importantes para o curso da infecção, e fornece ao fungo mecanismos 

para alcançar novos ambientes nutricionais, evadir a resposta imune do hospedeiro, e se 

disseminar através do organismo (Zaragoza, 2011).  

Em nosso trabalho, a caracterização morfológica in vivo e in vitro também foi 

analisada. Quando comparamos a morfologia dos isolados de C. neoformans após infecção 

em G. mellonella, foi observado que tanto o isolado sensível a FLZ, 26S, quanto o isolado 

resistente a mesma droga, 30R, tiveram um aumento progressivo no tamanho total das 

células, onde algumas dessas chegaram a medir 20µ após 72 horas de infecção (T3). 

Porém, quando o crescimento da cápsula foi analisado, foi constatado que o aumento da 

cápsula foi mais significativo no isolado 26S, quando comparado com os outros isolados, 

mostrando que esse aumento na cápsula pode ser responsável pela diferença na virulência 

entre os isolados de C. neoformans.  

Em C. neoformans, já foi estabelecido que a sua virulência a 37°C não foi relacionado 

a um melhor crescimento em altas temperaturas, mas sim, pela diminuição da fagocitose e o 

aumento, tanto o corpo da célula quanto da cápsula a 37 °C, uma vez que através destes 

dados foi possível observar que o aumento da cápsula foi mais significativo a 37 °C do que a 

30°C, e possivelmente, a imunidade de G. mellonella pode ser prejudicada a altas 

temperaturas (García-Rodas et al., 2011). 

Nossos resultados demonstraram que os isolados de C. neoformans sensíveis a FLZ 

foram mais fagocitados após infecção em G. mellonella, e mesmo assim esses foram mais 

virulentos quando comparados com o isolado resistente a FLZ, que foi menos fagocitado.   

Já foi visto que Cryptococcus neoformans não causa uma redução no número de 

hemócitos nas duas primeiras horas após infecção (Mylonakis et al., 2005; García-Rodas et 

al., 2011), e isso pode estar relacionado com o fato de que este fungo é um agente 

patogênico intracelular facultativo e pode sobreviver em células fagocíticas sem afetar sua 

viabilidade (Feldmesser, Tucker e Casadevall, 2001; García-Rodas e Zaragoza, 2012). Os 

isolados sensíveis a FLZ de C. gattii foram menos fagocitados quando comparados com o 

isolado resistente a mesma droga, provavelmente devido ao aumento da cápsula e do corpo 

celular observados após infecção em G. mellonella. 

Os isolados de C. gattii, após infecção em G. mellonella, também alteraram de 

tamanho. A cepa ATCC 56990 e o isolado sensível a FLZ obtiveram um crescimento 

significativo, aonde algumas células chegaram a medir 40µ e 30µ para cepa ATCC 56990 e 
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o isolado sensível a FLZ, Cl, respectivamente. O isolado resistente a FLZ, 118R, não 

demonstrou o mesmo aumento. Após o mesmo período de infecção, as cápsulas desses 

isolados foram analisadas e mais uma vez, houve um aumento significativo na cepa ATCC 

56990 e no isolado sensível a FLZ, CL. Já para o isolado 118R, o mesmo aumento não foi 

observado. A falta de virulência da cepa ATCC 56990, pode ser explicada tanto pela falta de 

crescimento, quanto através do tamanho obtido após infecção, acredita-se que por 

demonstrar alteração significativa, o reconhecimento pelo sistema imune da G. mellonella 

contra esse patógeno tenha sido ativado de forma mais rápida e a infecção contida, uma vez 

que a melanização da hemolinfa das larvas infectadas por essa cepa foi mais alta após 1 

hora de infecção, fenótipo não observado em outros isolados. 

Após comparação do tamanho da cápsula entre isolados das espécies neoformans e 

gattii, foi verificado que o tamanho da cápsula de C. gattii era significativamente maior 

quando comparado aos isolados de C. neoformans, revelando que essa diferença de 

tamanho ocorre entre espécies e tipos moleculares (Thompson et al., 2014). 

 Análise da alteração morfológica também foi realizada in vitro, e mais uma vez, é 

possível observar que para todos os isolados estudados, houve aumento da cápsula após 

24 horas de incubação a 37°C, porém, quando analisados os isolados sensíveis com os 

isolados resistentes a FLZ, foi visto que novamente, os isolados 30R e 118R, obtiveram 

menor indução da cápsula.  

Alterações morfológicas também podem ser consideradas um fator de virulência, pois 

dessa forma, o patógeno pode fugir do reconhecimento imunológico do hospedeiro e 

disseminar a infecção (Coelho, Bocca e Casadevall, 2014). Alguns estudos já demonstraram 

que o aparecimento de pseudohifas em C. neoformans, aumenta sua resistência no 

ambiente, porém sua virulência diminui in vivo (Magditch et al., 2012). Outro tipo de 

alteração morfológica é o aparecimento de células gigantes em C. neoformans. Diversos 

estudos já demonstraram esse fenômeno, tanto in vitro quanto in vivo (Okagaki et al., 2010; 

Zaragoza et al., 2010; García-Rodas et al., 2011).Três variações morfológicas e fenotípicas 

em C. neoformans foram identificadas, mudanças na estrutura da cápsula, alterações no 

tamanho da cápsula e mudanças no tamanho total da célula, o que pode ser alcançado pela 

formação de células gigantes, levando a consequências importantes na interação com o 

hospedeiro durante a infecção (Zaragoza, 2011). Em nossos resultados, foi possível 

observar que tanto alterações no tamanho das células quanto no aumento da cápsula foram 

detectadas na maioria dos isolados, principalmente após infecção in vivo. Porém, o aumento 

de tamanho das células dos isolados de C. gattii (ATCC 56990 e CL) não os levaram a 

serem mais virulentos, pelo contrário, provavelmente, o aumento dessas células foi decisivo 
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para o reconhecimento mais rápido do sistema imune da G. mellonella e conseguir conter a 

infecção. Em C. neoformans, o isolado sensível a FLZ, se demonstrou mais virulento que o 

30R (resistente a FLZ) em G. mellonella, e nesse isolado, provavelmente o aumento da 

cápsula após infecção in vivo e o crescimento eficiente a 37°C foram decisivos. 

O surto ocorrido por infecções de C. gattii no noroeste do Pacífico, indica que há  

necessidade de melhor compreensão das diferenças na virulência dessa espécie e das 

opções terapeuticas disponíveis para esse patógeno emergente (Thompson et al., 2014). 

Alguns pacientes com essas infecções respondem mal aos antifúngicos administrados, e 

altas concentrações inibitórias mínimas, frente aos azóis, têm sido relatadas para os 

isolados de C. gattii no noroeste do pacífico. Após estudo realizado por de Gast, et al., 

(2013), com isolados de C. gattii (VGII), verificou-se que nem variações na sequência do 

gene ERG11 nem a super expressão deste gene foram responsáveis pelas elevadas CIMs 

encontradas para esses isolados.  

Já foi constatado que há diferenças clínicas entre as infecções por C. neoformans e 

C.gattii, e, que o tratamento por períodos mais longos em pacientes afetados por espécies 

gattii obteveram melhores resultados (Marr, 2011; Ngamskulrungroj et al., 2012; Chen et al., 

2013). Desse modo, a compreensão dos mecanismos responsáveis por essas diferenças 

fenotípicas e clínicas são extremamente importantes, uma vez que a expressão de fatores 

de virulência associados a cada uma das espécies ainda necesita de um melhor 

entendimento, uma vez que, estudos de virulência realizados, principalmente com C. 

neoformans, são essenciais, mas ainda é difícil extrapolar os resultados destes estudos 

rigorosamente controlados para isolados clínicos, em que vários determinantes de virulência 

são expressos de forma diferente (Clancy et al., 2006).   

O tratamento da criptococose ainda continua sendo uma questão de difícil gestão, 

devido ao pouco desenvolvimento de novos medicamentos e de estudos recentes definitivos 

(Perfect et al., 2010). 

 

6. Conclusões. 
1. Foi possível observar que os isolados clínicos sequenciais de C. neoformans 26S, 27I e 

30R possuem perfis de virulência em G. mellonella inversamente proporcional à 

sensibilidade dos isolados tanto nos ensaios de sobrevivências quanto para a determinação 

dos índices de fagocitose, principalmente entre o isolado sensível (26S) e o resistente (30R).  
2. Para os isolados clínicos sequenciais de C. neoformans, foi observado aumento 

progressivo discreto das células também inversamente proporcional à sensibilidade após 

infecção em G. mellonella (células maiores nos isolados mais sensíveis). Entretanto  para os 
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isolados ambientais de C. gattii o mesmo ocorreu com o aparecimento de células gigantes 

para o isolado sensível (CL). 
3. Em relação ao tamanho da cápsula nos ensaios de indução in vitro, foi observado que 

para os isolados sequenciais de C. neoformans, a cápsula expressou um tamanho maior no 

isolado sensível (26S) quando comparado com o isolado 30R. Em contraste, a expressão da 

cápsula nos isolados de C. gatti foi maior no isolado resistente (118R).  
4. Todos os derivados de galatos de alquila selecionados G11, G12, G14, G15, G16 e G17 

apresentaram ótima atividade antifúngica contra as cepas testadas, em especial os galatos 

G14, G16 e G17, que apresentaram espectro para as duas espécies independentemente do 

perfil de sensibilidade dos isolados. 
5. Os derivados G14, G16 e G17 não se mostraram citotóxicos sobre as células epiteliais de 

pulmão A549 e MRC-5 e foram os que tiveram melhores índices de seletividade em especial 

o maior índice foi para a espécie C. gattii, mostrando a segurança e a eficácia dessas 

moléculas para o uso proposto neste trabalho. 
6. O galato de n-dodecila (G16), selecionado para os demais testes também apresentou 

atividade aditiva no teste de sinergismo, quando utilizado em associação com fluconazol, 

reduzindo os valores de CIM quando associada com este fármaco. 
7. Os resultados da expressão dos genes codificadores de bombas de efluxo (MDR1 e 

AFR1) mostraram que os isolados clínicos sequenciais de C. neoformans que foram 

recuperados do paciente durante a terapia com fluconazol expressaram as bombas, embora 

estes pareçam não estarem envolvidos na resistência ao fluconazol especificamente nos 

isolados 30R e 118R, exceto para o gene AFR1 no qual houve diferença estatística 

significativa entre sua expressão na cepa sensível de Cryptococcus neoformans (26S) e na 

de sensibilidade intermediária (27I) e a resistente (30R). 
8.O galato de n-dodecila, G16, foi capaz de inibir a expressão dos genes codificadores de 

bombas de efluxo, MDR1 e AFR1, o que torna essa molécula promissora também para a 

utilização com finalidade de inibição da atividade de bombas de efluxo em células que 

utilizam o aumento da expressão desses genes como mecanismo de resistência. 
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