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RESUMO 

Nas últimas décadas, evidenciou-se aumento considerável de micoses de caráter 

invasivo e de difícil tratamento. A criptococose vem representando significativa causa 

de mortalidade, principalmente em indivíduos HIV positivos. É enfermidade causada 

por espécies de leveduras encapsuladas, Cryptococcus neoformans e Cryptococcus 

gattii, ambas as espécies constituindo-se nos agentes fúngicos mais frequentes a 

comprometer o sistema nervoso central (SNC). A disponibilidade de antifúngicos para 

a criptococose no mercado, atualmente é limitado, visto que em alguns casos, muitos 

deles são ineficientes e tóxicos. Além disso, adiciona-se também a diminuição de 

cepas sensíveis aos antifúngicos atuais, sendo um importante fator de complicação no 

tratamento dessas infecções. Neste estudo o gene ERG11 que codifica a proteína 

Lanosterol 14 C Desmetilase, alvo de fluconazol, de isolados clínicos seriados de C. 

neoformans recuperados de um paciente e um isolado de psitacídeo de C. gattii, que 

apresentaram valores de CIM elevadas (Concentração Inibitória Mínima) para o 

fluconazol, foi analisado. Para atingir este objetivo, os isolados clínicos sequenciais 26, 

27 e 30 de um paciente do Rio de Janeiro, C. neoformans ATCC 90012 e o isolado do 

psitacídeo de C. gattii foram selecionados.  O isolado C. gattii e os isolados 26, 27 e 

30 de C. neoformans, caracterizados como sensível, intermediário e resistente in vitro

a fluconazol, respectivamente, foram selecionados para análise de pontos de mutação 

na sequência do gene ERG11 através do sequenciamento dos produtos amplificados 

utilizando primers desenhados a partir da sequência do gene. A sequência do gene 

ERG11 do isolado 30 (resistente) apresentou um ponto de mutação e duas variações 

na sequência nucleotídica. A primeira, quando alinhada e comparada com a sequência 

do isolado 26 (sensível) e do gene de referência foi significativa e as outras duas 

variações foram silenciosas. Quando a sequência foi traduzida para proteína lanosterol 

14C desmetilase, identificamos que a mutação levou à troca de um aminoácido 

(P479L) o que possivelmente alterou a estrutura da proteína podendo inviabilizar 

parcialmente o encaixe aos azóis. Também foi analisado a sequência do gene ERG11 

do isolado C. gattii e de acordo com a literatura este gene ainda não foi elucidado para 

dados estruturais da proteína. A atividade antifúngica de substâncias da planta 

Maitenus sp, a Maitenina (MJ2) e a Pristimerina (MF2.5), também foi avaliada frente a 

cepa C. neoformans ATCC 90012, aos três isolados clínicos de C. neoformans (26S, 

27 I e 30R) e ao isolado de C. gattii. Os resultados deste ensaio foram significativos 

para atividade antifúngica contra todos os isolados selecionados, incluindo o 

resistente, demonstrando que essas substâncias isoladas podem ser promissoras para 

o desenvolvimento de novas drogas antifúngicas. 



ABSTRACT 

In the last decades, there was a considerable increase in invasive fungal infections of 

difficult treatment. Cryptococcosis has represented a significant cause of morbidity and 

mortality, especially among HIV positive individuals. It is a disease caused by 

encapsulated yeasts species, Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii, both 

species becoming the most common fungal agents to compromise the central nervous 

system (CNS). The availability of commercial antifungals is currently restricted and 

many of them are ineffective and toxic. In addition, there was the emergence of 

resistant strains to the current antifungals and this is an important complicating factor in 

treating these infections. In this study, the ERG11 gene that encodes the protein alpha 

Lanosterol 14-demethylase, target of fluconazole of serial clinical isolates of C. 

neoformans recovered from a patient and an isolate of C. gattii of a parrot, which 

showed higher MIC values (Minimum Inhibitory Concentration) for fluconazole was 

analyzed. To achieve this goal, the sequential clinical isolates 26, 27 and 30 of a 

patient from Rio de Janeiro, C. neoformans ATCC 90012 and the isolate of C. gattii of 

the parrot were selected. Isolates 26, 27 and 30 susceptible (S), intermediate (I) and 

resistant (R) in vitro, respectively, and the isolation of C. gattii were selected for 

analysis of mutation points in the ERG11 gene sequence by sequencing of amplified 

products using primers designed from the sequence of the gene. The ERG11 gene 

sequence of isolate 30 (resistant) showed a mutation point and two variations in the 

nucleotide sequence. The first, when aligned and compared with the sequence of 

isolate 26 (susceptible) and the reference gene was significant and the other two 

changes were silent. When the sequence was translated into Lanosterol 14-alpha 

demethylase protein, we found that the mutation led to an amino acid exchange 

(P479L) which probably altered the protein structure and may partially cripple the fit to 

azoles. We also analyzed the ERG11 gene sequence of C. gattii isolate and according 

to the literature, this gene has not yet been elucidated for structural data of this protein. 

The antifungal activity of substances of the Maitenus sp plant, the maitenin (MJ2) and 

pristimerin (MF2.5), was also tested against C. neoformans ATCC 90012 strain, 

against three clinical isolates of C. neoformans (26S, 27 I and 30R) and against the C. 

gattii isolate. The results of this test were significant for the antifungal activity against C. 

neoformans isolates, including the resistant, demonstrating that these isolated 

compounds may be promising for the development of new antifungal drugs. 
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1. Introdução 
Nas últimas décadas, a área médica teve avanços significativos, 

propiciando a sobrevida de muitos pacientes, mas por outro lado muitos destes 

tornaram-se altamente suscetíveis a infecções causadas por organismos como 

os fungos que eram considerados de baixa virulência ou até mesmo não 

patogênicos. Evidenciou-se um aumento considerável de micoses de caráter 

invasivo, representando uma significativa causa de morbidade e mortalidade, 

principalmente, em indivíduos imunossuprimidos, os quais são mais 

susceptíveis a desenvolver estas infecções, podendo levar muitas vezes ao 

óbito ou ao menos uma importante causa de redução na qualidade de vida 

desses pacientes. (MASCHMEYER & HAAS, 2008; SABLE et al., 2008; SEGAL 

et al., 2008; JARVIS et al., 2008, LASS-FLORL, 2008, ESPINEL-INGROFF, 

2009).  

Fungos oportunistas são responsáveis por várias formas de doenças, que 

vão de infecções superficiais leves para infecções sistêmicas, que, na maioria 

dos casos, são de difícil tratamento (SANGLARD et al., 2009). O crescimento 

dessas infecções tem gerado problemas não apenas ao diagnóstico, mas 

também na terapêutica. A disponibilidade de antifúngicos na prática médica é 

relativamente pequena, algumas vezes ineficiente e a maioria com certa 

toxicidade. Juntamente com o crescimento dessas infecções, adiciona-se o 

surgimento da resistência microbiana (GIROIS et al., 2006, LASS-FLORL et al., 

2009). 

Embora a terapêutica das micoses também tenha evoluído, melhorando 

não só sua eficácia e espectro de ação, mas também sua tolerabilidade, 

manejo e tempo de tratamento, o desenvolvimento de resistência aos 

antifúngicos tem sido um importante fator de complicação no tratamento das 

infecções fúngicas, sobretudo em pacientes imunocomprometidos. 

(LUMBRERAS; LIZASOAIN; AGUADO, 2003; CHAPMAN; SULLIVAN; 

CLEARY; 2008).  

A incidência das infecções fúngicas causadas por linhagens resistentes 

vem aumentando e assim cresce também a urgência no desenvolvimento de 

terapias mais efetivas para o tratamento destas doenças. A descoberta de 

novos alvos exclusivos dos fungos e o entendimento dos mecanismos 
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moleculares de resistência são etapas fundamentais neste processo (PERLIN 

et al., 1997; BAIXENCH et al., 2007). 

A resistência microbiana deve-se a mutações que ocorrem naturalmente 

nas células, e a droga apenas age como agente seletivo daquelas mais 

resistentes de uma população. Assim, os isolados que apresentam mutações 

estáveis ligadas à resistência irão predominar e persistir, mesmo na ausência 

da pressão seletiva da droga (WHITE et al., 1998). 

Dentre os mecanismos de resistência utilizados pelos fungos é importante 

ressaltar a superprodução de enzimas, a implementação de vias metabólicas 

alternativas e a produção de bombas de efluxo que expulsam o medicamento 

da célula fúngica (WHITE et al., 1998 FERREIRA et al., 2005; GOLDMAN et 

al., 2004; SANGLARD et al., 2009). 

Criptococose é doença grave que ocorre em indivíduos 

imunocompetentes e principalmente em pacientes imunocomprometidos. É 

enfermidade causada por espécies de leveduras encapsuladas do Phylum 

Basidiomiceto e também pode acometer diversas espécies de animais. O 

gênero Cryptococcus engloba 38 espécies, entre elas, Cryptococcus 

neoformans e Cryptococcus gattii, os principais agentes etiológicos da 

criptococose, já as outras espécies raramente são descritas (KANTARCIOGLU, 

et al., 2007).  

Cryptococcus neoformans é o patógeno fúngico mais comumente 

encontrado em infecções do sistema nervoso central (SNC), é de distribuição 

universal, isolado do solo, principalmente solos contaminados com excreta de 

aves, pombos em particular, além de madeira em decomposição, frutos, 

vegetais e ocos de árvores, afetando hospedeiros principalmente 

imunocomprometidos, sobretudo paciente HIV positivo, sendo esses 

importantes fatores de risco da criptococose (THAKUR et al., 2008; 

LINDENBERG, et al., 2008; MCCARTHY, et al., 2008). 

De acordo com o relatório do UNAIDS de 2009, no mundo existem 33,4 

milhões de pessoas com HIV, e ocorreram 2,6 milhões de novas infecções 

nesse mesmo ano. Estima-se que tenha havido cerca de dois milhões de óbitos 

devido a doenças relacionadas à AIDS em todo o mundo em 2008. 

A criptococose é a segunda doença neurológica mais prevalente em 

pacientes brasileiros com AIDS (VIDOTTO et al., 2006 MARTINS et al., 2007; 
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PAPPALARDO et al., 2007). O índice de mortalidade de criptococose no SNC é 

de 15% a 30%, mesmo com o tratamento (CHARLIER et al., 2008).  

Mesmo na atualidade, com a disponibilidade da terapêutica antirretroviral 

efetiva (TARV) para pacientes infectados pelo HIV, casos de criptococose são 

frequentes e apresentam alto índice de letalidade. A doença pode se 

manifestar mesmo durante este tratamento e o prognóstico continua a ser 

desfavorável (CHUCK et al. 1989; DROMER et al., 2007; FRIEDMAN et al., 

2005; DROMER et al., 2004; LINDENBERG et al. 2008; MCCARTHY et al. 

2008;). 

C. gattii apresenta epidemiologia e ecologia distintas do C. neoformans, 

pois não tem distribuição universal e é praticamente restrito às regiões tropicais 

e subtropicais do Brasil, África, Austrália e sul da Califórnia. No entanto, a 

descrição do surto de Vancouver Island (Canadá) sugere que C. gattii esteja se 

adaptando aos ambientes de clima temperado (KIDD et al., 2004). 

Laboratorialmente, distingue-se do C. neoformans com base no sorotipo 

capsular, pois C. gattii pertence aos sorotipos B e C, enquanto C. neoformans

pertence aos sorotipos A e D. De forma semelhante ao C. neoformans, C. gattii

provoca principalmente doenças pulmonar e meníngea, mas, distintamente 

daquele, tende a provocar mais criptococoma do que doença difusa e a incidir 

mais em pacientes imunocompetentes. (PAPPAS et al., 2001; PERFECT, et al., 

2002). Esta espécie é frequentemente encontrada em eucaliptos, 

principalmente Eucaliptus camaldulensis e Eucaliptus tereticornis, mas também 

tem sido isolada de outras espécies de árvores no Brasil, como Moquilea 

tomentosa (oiti), Cassia grandis (cássia gigante, cássia-rosa) Mangira indica

(mangueira), entre outras, incluindo o E. camaldulensis na cidade de São 

Paulo. (LAZÉRA et al., 1998, 2000; MONTENEGRO et al., 2000; GRANADOS 

& CASTAÑEDA, 2005; DIXIT et al., 2009).  

Essas leveduras apresentam cápsula polissacarídica, que é o principal 

determinante da virulência, metabolismo não fermentador, são produtores de 

urease e assimiladores de inositol e D-glucuronato.( MITCHEL e PERFECT, 

1995; CASADEVALL e PERFECT, 1998; KWON-CHUNG et al., 2002). A 

cápsula polissacarídica é importante para a sobrevivência do microrganismo no 

ambiente e no hospedeiro e é considerado um importante fator de virulência 

com capacidade imunossupressora e antifagocítica. A cápsula é constituída 
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pelos polissacarídeos glucuronoxilomanana (90%), galactoxilomanana (7%) e 

manoproteína (3%) (MITCHELL & PERFECT, 1995; CASADEVALL & 

PERFECT, 1998; CASALI et al., 2001; NISHIKAWA et al., 2003; MOYRAND et 

al, 2002; LEVITZ & SPECHT, 2006, ZARAGOZA et al, 2009). Acredita-se que a 

cápsula de C. neoformans o protege contra estresse ambiental, como, por 

exemplo, a desidratação, e também é considerada essencial para a virulência 

da levedura. (CASADEVALL & PERFECT, 1998; ZARAGOZA et al, 2003). 

Baseando-se nos antígenos polissacarídicos da cápsula (KWON-CHUNG 

et al., 1982; FRIES, et al., 1999), C. neoformans foi dividido inicialmente em 

três variedades e cinco sorotipos, sendo o sorotipo A pertencente à variedade 

grubii (FRANZOT et al., 1999), o sorotipo D à variedade neoformans, e B e C à 

variedade gattii (FRANZOT et al., 1999; SORRELL, 2001). Sob essa 

classificação, a designação correta para o sorotipo AD ainda não foi definida 

(LENGELER et al., 2001), entretanto alguns autores o consideram um híbrido 

(BOEKHOUT et al., 2001). Com base em dados de tipagem, sequenciamento 

de nucleotídeos e análise filogenética, foi sugerida a reclassificação de C. 

neoformans var. gattii como uma nova espécie, C. gattii (BOEKHOUT et al., 

2001; KNOW-CHUNG et al., 2002). Portanto, atualmente, o complexo 

Cryptococcus inclui as leveduras basidiomicéticas Cryptococcus neoformans 

var. grubii (sorotipo A), Cryptococcus neoformans var. neoformans (sorotipo D) 

e Cryptococcus gattii (sototipos B e C), onde as variedades apresentam 

diferenças fenotípicas, genotípicas, bioquímicas, epidemiológicas e clínicas 

(SORREL, 2001; CASALI et al., 2001; LIN & HEITMAN, 2006; ALMEIDA et al., 

2007; MATSUMOTO et al., 2007; MORETTI et al., 2008; MA & MAY, 2009). 

Análises epidemiológicas revelaram que a maioria dos pacientes é 

constituída por homens entre 30-39 anos e mais de 90% são HIV positivos. A 

prevalência no quadro mundial é do sorotipo A, seguido pelo sorotipo B 

(PERÉZ et al., 2007). No Brasil, os dados estão de acordo com a literatura 

mundial, com exceção da região nordeste, que apresenta prevalência do 

sorotipo B (TRILLES et al., 2008; SANTOS et al., 2008; LEAL et al., 2008). O 

sorotipo D é predominante em regiões temperadas e é encontrado com maior 

frequência em determinadas regiões do Brasil e do mundo (VIDOTTO et al., 

2006; MATSUMOTO et al., 2007) 
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Em estudos epidemiológicos, as técnicas de PCR fingerprint com 

iniciadores mini (M13) ou microssatélite (GACA4) específicos e RFLP, 

utilizando os genes PLB1 (fosfolipase) e URA5 (orotidine pirofosforilase) foram 

fundamentais para dividir isolados, de vários continentes, em oito tipos 

moleculares principais denominados: VNI e VNII (de C. neoformans var. grubii 

sorotipo A), VNIII (de C. neoformans sorotipo AD), VNIV (C. neoformans

variedade neoformans sorotipo D) e VGI, VGII, VGIII e VGIV  (C. gattii

sorotipos B e C). A tipagem molecular com esses iniciadores (minissatélites 

M13 e microssatélite (GACA4) agrupou a maioria dos isolados no grupo VNI, 

concordando com dados anteriores em que foi estabelecido que a maioria dos 

isolados de C. neoformans pertencia a este grupo (VELEGRAKI, et al., 2001; 

CASALI et al., 2003; MEYER, et al.,1999, 2003; LATOUCHE, et al., 2003). 

Trilles et al., em 2008, verificaram os tipos moleculares por PCR-

fingerprinting de 443 isolados brasileiros de Cryptococcus neoformans e 

Cryptococcus gattii para determinar sua distribuição geográfica no Brasil e suas 

condições subjacentes. O tipo molecular mais encontrado no Brasil foi VNI 

(64%), seguido por VGII (21%), VNII (5%), VGIII (4%), VGI e VNIV (3% cada), 

e VNIII (<1%).  

A criptococose causada pelo tipo molecular VGII (sorotipo B) prevalece 

em imunocompetentes no Norte e Nordeste, revelando um padrão endêmico 

regional específico para este tipo molecular no Norte do Brasil. A presença de 

Cryptococcus gattii (VGII) no estado do Pará, Norte do Brasil, foi relatada, 

assim como outros genótipos, em 56 isolados de Cryptococcus spp. (54 

isolados de fluido espinhal cerebral e duas culturas de sangue) de 43 casos 

diagnosticados entre 2003-2007. As seguintes espécies e genótipos foram 

identificados: Cryptococcus neoformans VNI (28/56, 50%), Cryptococcus gattii 

VGII (25/56, 44,64%) e C. gattii VGI (3/56, 5,26%) (SANTOS et al., 2008). O 

aparecimento de Cryptococcus gattii (sorotipos B e C), em regiões tropicais, 

subtropicais, bem como mais recentemente em temperadas e de climas secos, 

pode ter ocorrido devido às mudanças das condições climáticas ou de 

utilização dos solos e/ou susceptibilidade do hospedeiro. O longo prazo das 

alterações climáticas, tais como a significativa elevação da temperatura global 

nos últimos 100 anos, a influência dos padrões de doença entre as plantas e os 
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animais podem criar nichos em climas diferentes dos habitáveis anteriormente 

por patógenos emergentes (DATTA et al., 2009). 

A epidemiologia da criptococose é ainda pouco compreendida, 

principalmente, em relação às fontes de infecção e, aos casos de recorrência. 

Acredita-se que a maior parte destes episódios ocorre pela persistência do 

isolado infectante original, embora não se saiba que proporção pode ser 

causada por um novo isolado. Uma melhor compreensão destes casos 

beneficiaria as estratégias de prevenção da criptococose (ALMEIDA et al., 

2007; MARTINS et al., 2007; BENADUCCI, 2009). 

O prognóstico dessas infecções é limitado pela eficácia reduzida dos 

fármacos atualmente disponíveis, pelo desenvolvimento de resistência e 

também pela falta de testes diagnósticos rápidos e específicos 

(KONTOYIANNIS e LEWIS, 2002; SHAO et al., 2007; SANGLARD, 2002; 

MÉAN et al, 2008). 

Como nas demais infecções fúngicas sistêmicas, se aceita a via inalatória 

como a porta de entrada da infecção pelo Cryptococcus a partir de fonte de 

contágio ambiental. Basidiósporos, que são partículas de pequeno tamanho, 

facilmente aerossolizáveis e mais resistentes à dessecação do que as células 

leveduriformes constituem-se nas prováveis partículas infectantes. O processo 

infeccioso pulmonar permaneceria latente por períodos variáveis de tempo até 

que um desequilíbrio na relação agente-hospedeiro permitisse a reativação da 

infecção e a disseminação e instalação da doença clinicamente manifestada, 

principalmente de localização pulmonar e do sistema nervoso central (SNC), 

uma vez que este último apresenta concentrações ótimas de tiamina, 

carboidratos, minerais e nutrientes assimiláveis pelo fungo, assim como a 

presença de precurssores de melanina. (GARCIA-HERMOSO, et al. 1999; 

LIFSON et al., 2006). Após a instalação do fungo nos pulmões, ele pode ser 

eliminado pelo sistema imune ou desenvolver a criptococose pulmonar 

(infecção primária), variando desde formas assintomáticas até quadros de 

pneumonia com febre, tosse, dor no peito, perda de peso 

(CHAYAKULKEEREE & PERFECT, 2006). No espaço alveolar, os macrófagos 

fazem a linha primária de defesa. Estas células são essenciais na defesa do 

hospedeiro contra C. neoformans (MANSOUR & LEVITZ, 2002; SHAO, et al, 

2005;). A partir do pulmão, pode ocorrer disseminação, através da via 
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hematogênica, para o sistema nervoso central (SNC), sítio pelo qual a levedura 

apresenta tropismo e onde acarreta quadros de meningite, encefalite ou 

meningoencefalite, podendo levar o paciente a óbito se não for realizado 

tratamento adequado (KWON-CHUNG & BENNETT, 1992; IDNURM et al., 

2005).   

O mecanismo pelo qual C. neoformans invade o sistema nervoso central 

é fundamental para a compreensão da patogênese da criptococose, que 

geralmente se apresenta como meningoencefalite. Há evidências de invasão 

direta das células endoteliais e/ou também após a ingestão de macrófagos. 

Mais recentemente também foi descrito mecanismo de invasão direta do 

cérebro via capilares e envolve deformação celular. Assim, o neurotropismo 

notável de C. neoformans pode ter mais de um mecanismo (SHI et al., 2010). 

O tratamento disponível para criptococose ainda é sub-ótimo, utilizando-

se anfotericina B (AMB), com doses iniciais de ataque seguido de manutenção 

com fluconazol (FCZ), podendo gerar isolados resistentes, emergentes nos 

últimos anos principalmente nos casos de falha terapêutica (SLOAN et al., 

2008; DORNEANU et al., 2008; JARVIS et al., 2008; PFALLER et al., 2008, 

MORSCHHAUSER, 2009). Recentemente, a anfotericina B também está sendo 

administrada associada com a 5- fluocitosina (5-FC), o que tem demonstrado 

uma diminuição de 30% de casos de falha na terapêutica quando comparado 

com outros tratamentos (DROMER et al., 2008), porém esta possibilidade não 

existe no Brasil, pois a 5-FC não está mais disponível.  

A anfotericina B tem atividade fungicida de amplo espectro e mesmo 

apresentando nefrotoxicidade associada em 50% dos pacientes, é o fármaco 

de escolha nos tratamentos de infecções fúngicas sistêmicas, transpassando a 

barreira hemato-encefálica (WHITE et al., 1998; BARQUIST et al., 1999). A 

droga liga-se ao ergosterol presente na membrana plasmática do fungo 

formando um canal pelo qual saem componentes celulares, principalmente íons 

potássio provocando desequilíbrio do gradiente iônico, e consequentemente 

leva a morte do fungo (WHITE et al., 1998). ZARAGOZA et al. em 2005 

examinaram o efeito da droga na morfologia de C. neoformans, durante a 

infecção em murinos observando redução da cápsula polissacarídica e 

diminuição do antígeno polissacarídico no soro, o que leva a sugestão de um 

mecanismo de ação adicional para esta droga. 
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A ocorrência de isolados de C. neoformans com resistência primária ou 

secundária a anfotericina B são relativamente raros e relacionados geralmente 

com alteração na composição do ergosterol que é o principal esterol presente 

na membrana dos fungos (KELLY et al., 1994; JOSEPH-HORNE et al., 1996; 

RODRIGUES-TUDELA, 1997).  

A resistência à anfotericina B pode ser mediada pelo aumento da 

atividade catalase ou defeitos na biossíntese de ergosterol (PEMÁN et al., 

2009). Pfaller et al. em 2005, analisaram 1811 isolados clínicos provenientes 

de cinco regiões globais no período de 1990 a 2004 e verificaram que menos 

de 1% dos isolados, foram resistentes a fluconazol (64�g/mL) e anfotericina B 

(2�g/mL). Johnson et al., em 2008, avaliaram 1763 isolados clínicos de 

pacientes em 28 países dos seis continentes e verificaram CIMs entre 0,125-

2�g/mL para AMB em sua maioria. Quatro isolados excederam o MIC de 

2�g/mL. Um quarto dos pacientes que excederam a CIM (concentração 

inibitória mínima) de 1�g/mL também foram resistentes a um ou mais 

triazólicos. Assim, poucos trabalhos têm demonstrado aumento de CIM. A 

maioria tem mostrado valores abaixo de 1µg/ml (BRANDT et al., 2001 e 

PFALLER et al., 2006). Neste último somente 0,6% dos isolados apresentaram 

CIM de 2µg/ml. Mais recentemente, Pappalardo, 2009, verificou que 41 

isolados de C. neoformans foram sensíveis a AMB, com CIM variando de 0,25 

a 1µg/mL. 

A droga 5-fluorocitosina pertence à classe de fármacos análogos da 

pirimidina, que interfere na síntese de DNA por inibir timidilato sintetase, e na 

síntese protéica por se incorporar ao RNA. Bennet et al., (1979) em estudo 

multicêntrico, compararam os tratamentos, utilizando-se anfotericina B em 

monoterapia e com esta associada a 5-fluorocitosina. Quando as duas drogas 

foram utilizadas em associação, 67% dos pacientes apresentaram cura ou 

melhora do quadro, contra 41% dos pacientes tratados apenas com 

anfotericina-B. Além disso, nefrotoxicidade menor foi observada, bem como 

número menor de recaídas no grupo que recebeu 5-fluorocitosina associada. 

O surgimento de derivados azólicos com biodisponibilidade alta e 

toxicidade baixa, como fluconazol e também itraconazol, abriu perspectivas a 

novos esquemas terapêuticos, sendo usados para fins profiláticos, em 

esquemas de manutenção da terapia e em uso combinado a anfotericina B. Os 
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azóis são drogas fungistáticas e agem inibindo a enzima P-450 da via 

biossíntética do ergosterol, a lanosterol 14C desmetilase, codificada pelo gene 

ERG11, interrompendo ou levando a produção insuficiente do ergosterol que é 

o principal esterol da membrana da célula fúngica levando a formação de 

membranas defeituosas. O uso abusivo dos derivados azólicos tem levado 

segundo alguns pesquisadores, ao aparecimento de isolados multirresistentes 

(GRAYBILL et al., 1998). Pfaller et al., 2005, avaliaram a atividade in vitro do 

itraconazol em 1615 isolados de C. neoformans e a droga foi ativa em apenas 

80% dos isolados. 

Espécies de Mucor são intrinsecamente resistentes aos azóis, Candida

krusei e Aspergillus fumigatus apresentam resistência primária somente a 

fluconazol e cetoconazol, sendo normalmente sensíveis a itraconazol e 

voriconazol (WHITE et al., 1998).  

O fluconazol é o representante mais utilizado para o tratamento de 

várias infecções fúngicas, por ser uma opção valiosa resultando em altos níveis 

sanguíneos, rápido equilíbrio sérico e boa penetração tecidual, alem do custo-

benefício ser bom, mas seu uso generalizado tem demonstrado uma 

resistência emergente entre os isolados de C. neoformans na Ásia-Pacífico, 

África/Oriente Médio, na América Latina e regiões próximas (BICANIC et al., 

2006; KANTARCIOGLU et al., 2008; CARRILLO-MUÑOZ et al., 2008; BII et al., 

2007).  

Os mecanismos mais comuns de resistência a azólicos em patógenos 

fúngicos têm sido estudados, mas pouco se sabe sobre os mecanismos 

moleculares responsáveis pela resistência aos azólicos em Cryptococcus, 

exceto para o caso de uma mutação no ERG11 relatado na cepa isolada de um 

paciente com AIDS que apresentou meningoencefalite criptocócica recidivante 

(RODERO et al., 2003). Estudos recentes demonstraram que a resistência aos 

azóis nesta espécie de levedura, também pode ser devido à heteroresistência, 

que é um mecanismo pelo qual a resistência pode ser induzida ou revertida 

numa parcela de uma população. Heteroresistência de C. neoformans parece 

envolver aneuploidias cromossômicas e, portanto, o número de cópias de 

genes de resistência a drogas, incluindo ERG11 é aumentada. Este 
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mecanismo pode, portanto, resultar numa elevada transcrição do 

ERG11(SIONOV et al., 2009; VARMA & KWON-CHUNG, 2010) 

Vários estudos relacionados à resistência adquirida têm sido realizados 

em leveduras como Candida albicans, onde esta sofre seleção em resposta à 

exposição ao antifúngico. Isolados recuperados de pacientes com candidíase 

orofaringeana, por consequência da infecção por HIV, que haviam sido tratados 

múltiplas vezes, principalmente com azóis, apresentaram aquisição de 

resistência em isolados seriados (REX et al., 1995). Trabalhos com C. albicans

têm mostrado que a redução no acúmulo de antifúngicos azólicos pelas células 

destes organismos pode estar associada à expressão aumentada de genes 

que codificam proteínas de efluxo de drogas (SANGLARD et al., 1997). Assim 

como outros eucariotos, dois tipos de proteínas envolvidas no efluxo de 

compostos são conhecidos em fungos, os transportadores da família ABC 

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

Facilitator). A super expressão dos genes Cdr1 e Cdr2, genes homólogos aos 

transportadores ABC em C. albincans, são responsáveis pela resistência em 

alguns isolados clínicos recuperados de pacientes com longas terapias 

antifúngicas. (SANGLARD, et al., 2009) 

Em outras espécies de Candida, genes homólogos funcionais estão 

sendo descritos e associados com a resistência aos medicamentos em 

diversos estudos. Em C. glabrata, a expressão dos genes transportadores 

ABC, CgCDR1 e CgCDR2, também conhecido como PDH1e CgSNQ2 

desempenham um papel dominante na resistência aos azólicos (SANGLARD et 

al., 1999, 2002; BENNETT et al, 2004; VERMITSKY & EDLIND, 2004; 

MIYAZAKI et al, 2006; TORELLI et al., 2008). Um ou mais destes genes são 

comumente super expressos em isolados clínicos resistentes aos azóis. Outros 

transportadores ABC de Candida dubliniensis (CdCDR1 e CdCDR2), Candida 

krusei (ABC1 e 2), C. tropicalis (homologo CDR1) e de C. neoformans

(CnAFR1,) foram reportados em isolados resistentes. (MORAN et al., 1998; 

BARCHIESI et al., 2000; KATIYAR & EDLIND, 2001; POSTERARO et al., 

2003; PINJON et al., 2005; SANGLARD et al. 2009). 

Os transportadores MSF (Major Superfamily Facilitator) é a segunda 

classe de transportadores envolvidos na resistência antifúngica. Isolados 

clínicos de C. albicans se mostram mais resistentes a drogas como, o 
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fluconazol, 4-NQO cerulenina e brefeldin, quando há supe expressão do gene 

MDR1, em contraste com a super expressão de genes CDRs, pois a 

resistência devido a MDR1 parece ser específica ao fluconazol, não estando 

associada à resistência cruzada a outros azois. (SANGLARD et al., 1995, 1996, 

1997). No entanto, homólogos de MDR1 em C. dubliniensis e C. tropicalis, 

nomeados CdMDR1 e CtMDR1 são, respectivamente, super expressos em 

cepas resistentes aos azóis (BARCHIESI et al., 2000; WIRSCHING et al., 

2001). 

Em C. glabrata, o homólogo MDR1 é o CgFLR1, que está  intimamente 

relacionado com FLR1 em Saccharomyces cerevisiae (Chen et al., 2007). 

FLR1 está sob o controle do fator de transcrição Yap1 e é capaz de conferir 

resistência ao fluconazol (ALARCO et al., 1997). Embora CgFLR1 possa 

mediar resistência ao fluconazol quando expresso em S. cerevisiae, o 

significado da CgFLR1 na resistência aos azólicos em C. glabrata ainda não foi 

demonstrado, provavelmente, mascarado pela grande maioria de isolados 

resistentes aos azóis pela regulação dos transportadores ABC (SANGLARD et 

al., 1999). Em Aspergillus fumigatus, in vitro, isolados resistentes ao itraconazol 

mostram um significativo nível de expressão dos transportadores MFS 

AfuMDR3 (NASCIMENTO et al., 2003).  

Um segundo gene que codifica o transportador MFS FLU1, não está 

associado, somente à resistência ao fluconazol, mas também a cicloheximida, 

em C. albicans. O rompimento do FLU1 nessas leveduras demonstrou apenas 

um ligeiro efeito na susceptibilidade ao fluconazol, mas a ruptura do FLU1 em 

um mutante com deleção nos genes CDR2, CDR1 e MDR1, resultou em 

suscetibilidade aumentada a vários derivados azólicos, demonstrando que 

FLU1 pode mediar resistência aos azólicos em C.albicans. (CALABRESE et al., 

2000; SANGLARD, et al. 2009). 

O desenvolvimento da resistência em fungos patogênicos, causada por 

alterações na enzima alvo e pela super expressão de genes, é conhecido para 

duas classes de antifúngicos, azóis e candinas. A resistência mediada por 

alterações no ERG11/CYP51 (alvo dos azóis) tem sido amplamente 

documentada envolvendo mutações pontuais e/ou super expressão desses 

genes. A super expressão do gene ERG11 tem sido frequentemente associada 

à resistência aos azóis em C. albicans (SANGLARD et al., 1995; MARICHAL et  
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al., 1997; WHITE, 1997; PEREA et al., 2001) e em um único isolado de C. 

tropicalis (VANDEPUTTE et al., 2005). Esse mecanismo de resistência envolve 

um efeito de dosagem do gene, no qual o aumento do número de moléculas 

ERG11 impede a saturação pelos azóis. Em A. fumigatus a resistência ao 

itraconazol em isolados clínicos está associada à ocorrência de substituições 

de aminoácidos na CYP51A, gene ortólogo funcional ao ERG11 nesta espécie 

de fungo. Curiosamente, mutações na posição G54 contribuíram apenas para 

resistência ao itraconazol e não para resistência ao voriconazol (DIAZ-

GUERRA et al., 2003; MANN et al., 2003). Em contraste, a mutação na posição 

M220 conferiu resistência ao itraconazol e a CIMs elevados ao voriconazol ou 

posaconazol (GARCIA-EFFRON et al., 2008).  

 White em 1997 encontrou uma substituição (R467K) num estudo com 17 

isolados de C. albicans da orofaringe de um paciente infectado pelo HIV. A 

substituição desse aminoácido foi relatada somente em cepas resistentes ao 

fluconazol, sendo ausente nas cepas sensíveis ao mesmo fármaco.  

Dados sobre a resistência de C. neoformans aos azóis, decorre desde a 

década de 1990 e foi inicialmente observada por Petermans et al. (1993), em 

que descreveram um caso de meningite por C. neoformans var. gattii em 

paciente com AIDS, procedente de área rural do Zâmbia, que apresentou 

resposta clínica e micológica baixa ao tratamento com fluconazol (FCZ).  

Silva et al, em 2008, estudaram isolados de Cryptococcus neoformans de 

35 pacientes do hospital da Universidade Federal do Triângulo Mineiro e 

verificou que dois isolados eram resistentes a itraconazol e dois resistentes a 

AMB. Bii et al, 2007, estudaram 80 isolados clínicos de Cryptococcus 

neoformans e verificaram que 21% dos isolados eram resistentes a 5-FC. 

Apenas 23,8% dos isolados foram sensíveis ao fluconazol, 65% sensível dose-

dependente (I) e 11.2% resistentes. Trabalhos realizados com espécies de 

leveduras têm mostrado que vários mecanismos podem estar envolvidos com 

tal resistência, incluindo a redução no acúmulo de antifúngicos azólicos por 

células fúngicas, associado com a expressão aumentada de genes que 

codificam proteínas de efluxo de drogas, superprodução de enzimas, a 

implementação de vias metabólicas alternativas e/ou alterações na molécula 

alvo (MARICHAL et al.,1995; SANGLARD et al., 1997;  WHITE et al.,1998; 



34 

GOLDMAN et al., 2004; FERREIRA et al., 2005; ESPINEL-INGROFF, 2008; 

MONK et al., 2008; CANNON at al., 2009). 

 Em estudos realizados em nosso laboratório (ALMEIDA et al, 2007), foi 

verificado que isolados sequenciais C. neoformans de pacientes com histórico 

de possíveis falhas terapêuticas adquiriam perfis de sensibilidade reduzidos 

aos antifúngicos. Adicionalmente, por meio de tipagem molecular por técnica 

de Cariótipagem e RAPD, observou-se que estes podiam manter seus perfis 

moleculares inalterados ou poderiam variar para uma possível microevolução. 

Em dados posteriores, em um estudo complementar, Fusco-Almeida (2005), 

verificou que a sequência do gene ERG11 de isolados resistentes de C. 

neoformans apresentava possíveis pontos de mutações, capazes de causar 

alterações significativas na proteína lanosterol 14C desmetilase, alvo da 

molécula ativa de Fluconazol. Essas alterações estavam possivelmente 

relacionadas ao encaixe estrutural da proteína por mudança de posicionamento 

de uma hélice próxima ao domínio principal.  Outro dado destas mutações 

estava relacionado à diminuição da afinidade por substituição de aminoácidos 

em motifis importantes na interação entre os domínios da proteína com a 

porção ativa do fluconazol (dados não publicados). 

Em estudo realizado por Sheng et al, 2009 a proteína alvo dos azóis a 

lanosterol 14C desmetilase de Cryptococcus neoformans var. grubii, foi pela 

primeira vez analisada quanto à estrutura tridimensional e a localização de 

domínios de interação com as moléculas das drogas azólicas (fluconazol, 

posaconazol, itraconazol, ravuroconazol, voriconazol e albaconazol). Quatro 

regiões funcionais importantes para modelar novos encaixes estratégicos de 

drogas, contendo as quatro porções de interação foram identificadas (figura 1) 

e a localização dos aminoácidos que interagem com as porções ativas das 

drogas azólicas foram primeiramente descritas. Os sítios ativos encontrados na 

estrutura secundária de CYP51(ERG11) de C. neoformans var grubii foram 

similares aos descritos em Aspergillus fumigatus e Candida albicans

(GOLLAPUDY et al., 2004; SHENG et al., 2004) o que possibilitou as 

localizações. 
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FIGURA 1. Regiões funcionais da CnCYP51contendo as porções de interação 

com as drogas azólicas fluconazol, posaconazol, itraconazol, ravuroconazol, 

voriconazol e albaconazol, e a demonstração do local onde se liga o 

grupamento Heme nessa protéina. As cores indicam os seguintes locais: verde 

P1; roxo, P2; azul, P3 e vermelho, P4. Tanto a frente (A) como no verso (B) dos 

sítios ativos são exibidos (SHENG et al., 2009).  

Com base neste estudo, é possível discutir se mutações pontuais em 

isolados resistentes de C. neoformans são decorrentes de alterações 

significativas na estrutura conformacional desta proteína. Adicionalmente com 

estes dados novas modelagens de drogas poderão ser desenvolvidas. 

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. De acordo com a Organização Mundial da Saúde, plantas 

medicinais seriam as melhores fontes para obtenção de uma imensa variedade 

de drogas (NASCIMENTO, et al., 2000; MARTINEZ-ROSSI et al., 2008; 

AGARWAL et al., 2008). Um antifúngico ideal deve ter atividade fungicida de 
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amplo espectro e não causar toxicidade ao hospedeiro (CARRILLO-MUÑOZ et 

al, 2006). 

O entendimento individualizado das interações que ocorrem entre as 

moléculas ativas dos fármacos e as modificações ocorridas nestas enzimas 

alvos, em isolados resistentes pode ser úteis como modelos para prospecção 

de moléculas bioativas com atividade antifúngica, possibilitando a modelagem 

para adaptação e encaixe destas. 

As plantas são boas opções para obtenção de uma grande variedade de 

fármacos (NASCIMENTO, et al., 2000; ROJAS et al., 2006; CRUZ et al., 

2007;). Esta alternativa pode beneficiar grande parte da população que utiliza 

as plantas como primeira opção de tratamento (SCORZONI et al., 2007). As 

plantas são usadas na medicina desde longa data, sendo extensivamente 

empregadas na medicina popular por representarem uma alternativa 

econômica, de fácil obtenção e aplicabilidade para diversas patologias (ROJAS 

et al., 2006). Cerca de 20.000 espécies de plantas são usadas para fins 

medicinais são relatados pela OMS (Organização Mundial da Saúde) 

(MAREGESI et al, 2008;. GULLECE et al, 2006). Estas se constituem, portanto 

em uma ótima alternativa para busca de substâncias que podem ser usadas na 

formulação de novos antifúngicos (HOLETZ et al., 2002). O Brasil é um país de 

ampla extensão territorial e grande biodiversidade, possuindo diferentes tipos 

de clima e solo, favorecendo o desenvolvimento de diferentes tipos de 

espécies, as quais podem curar ou minimizar efeitos de doenças como as 

micoses, malária, tuberculose, etc. (HARVEY, 2007; ROLLINGER et al., 2006; 

BASSO et al., 2005). Assim, as pesquisas com base na atividade terapêutica 

das plantas foram intensificadas nos últimos anos (BARRET, 2002). Em busca 

de novas fontes de substâncias antifúngicas, o nosso grupo tem estudado a 

atividade antifúngica de espécies de plantas do Cerrado e da Mata Atlântica do 

Brasil. Entre os extratos, frações e compostos puros estudados, 52,6%, 88,5% 

e 96,2%, respectivamente, apresentaram atividade contra C. neoformans.  

Em estudo realizado por Braga et al. (2007), com as plantas Bixa 

orellanastram, Ocimum gratissimum e Syzygium cumini, verificaram atividade 

contra C. neoformans apresentando concentração inibitória mínima com valor 

de 0,078 mg/mL. Outro estudo focado na verificação da atividade antifúngica 

de plantas foi realizado por Cruz et al. (2007), mostrando que as espécies 
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Ziziphus joazeiro e Caesalpinea pyramidalis também apresentaram atividade 

significativa contra C.  neoformans. Em estudo realizado por Lee et al. (2009), 

foi encontrada atividade contra C.  neoformans com concentração mínima 

inibitória (CIM) de 0.545, 2.18 e 2.18 mg/mL respectivamente com as plantas 

Pinus densiflora, Cryptomeria japonica, e Chamaecyparis obtusa. Outro estudo, 

também realizado por Lee (2009) et al, focado na verificação da atividade 

antifúngica de plantas, mostrou que as espécies Abies holophylla e Abies 

koreana apresentaram atividade significativa contra C. neoformans, com de 

CIM >2.2 e 1.1 mg/mL. Sangalli-Leite em 2010 relatou que extratos da planta 

Pterogyne nitens, espécie pertencente à família Fabaceae, a qual possui a 

substância ativa pedalitina, possui atividade antifúngica significativa contra os 

isolados de C. neoformans incluindo para isolados resistentes.  

Maytenus ilicifolia (Celastaceae), planta selecionada neste estudo, é 

uma planta nativa da floresta atlântica amplamente utilizado em medicina 

tradicional com atividade anti-inflamatória, analgésica e antiulcerogênica 

(VILEGAS, et al. 1999; JORGE, et al. 2004). É conhecida popularmente como 

“espinheira-santa”, “cancerosa”, “cancorosa-de-sete-espinhos” e “maiteno”, 

dentre outros nomes (LORENZI & MATOS, 2002; BRANDÃO et al., 2006). É 

uma árvore pequena que atinge cerca de 2 a 3 metros de altura. Suas folhas 

são inteiriças e apresentam espinhos nas bordas, enquanto que as flores, 

axilares, apresentam coloração amarelo-esverdeada. A planta produz frutos 

pequenos e vermelhos. A propagação da planta se dá por meio de sementes e 

o cultivo dá bons resultados em regiões de clima ameno.   

No contexto brasileiro, onde seu crescimento é nativo a espécie M. 

ilicifolia é largamente utilizada na medicina popular (Mossi et al., 2004). O uso 

medicinal dessa planta é datado da década de 20 desde quando se tem algum 

registro escrito de sua utilização (CUNHA et al., 2003). 

Segundo Carlini & Frochtengarten (1988), os primeiros estudos de 

eficácia terapêutica da M. ilicifolia foram realizados por Aluizio França, 

professor da Faculdade de Medicina do Paraná, em 1922 que usou a M. 

ilicifolia em pacientes portadores de úlcera gástrica e relatou o sucesso do 

tratamento. Também há estudos que afirmam que a M. ilicifolia, apresenta 

atividades antineoplásica e antimicrobiana (PEREIRA et al., 1992; MING et al., 

1998). 
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Investigações anteriores demonstraram a ocorrência de vários 

metabólitos secundários nessa espécie, (VILEGAS, et al. 1999; LEITE, et al. 

2001;) incluindo triterpenos quinonametídicos (BUFFA-FILHO, et al. 2002) e 

alcalóides de piridina sesquiterpeno (CORSINO, et al. 1998a; CORSINO, et al. 

1998b;) com um amplo espectro de atividades. 

Dos Santos, et al. em 2010 descreveram as associações sinérgicas de 

dois metabólitos secundários, triterpenóides quinonametídicos, identificados 

como Maitenina (1) e Pristimerina (2) (Figura 2), previamente isoladas de 

cascas das raizes de mudas e de plantas adultas de Maytenus ilicifolia. Suas 

propriedades antioxidantes também foram monitoradas por voltametria cíclica e 

cromatografia líquida de alta eficiência acoplada à detecção eletroquímica. 

FIGURA 2. Estrutura molecular da Maitenina (MJ2) e da Pristimerina (MF2.5)  

A análise por HPLC-DAD dos extratos obtidos de Maytenus ilicifolia,

indicaram a presença desses triterpenos quinonametídicos e/ou compostos 

fenólicos, como os metabólitos constituintes principais. A análise quantitativa 

dos extratos mostrou que a Pristimerina é o principal componente de ambos os 

extratos analisados. Os triterpenos quinonametídicos (1) e (2), bem como os 

flavonóides acumulados nas cascas das raizes de M. ilicifolia, foram avaliados 

por HPLC-ED e voltametria cíclica. Os resultados indicaram que a ocorrência 

das duas classes de compostos pode influenciar o potencial antioxidante dos 

respectivos extratos. 

Assim, no presente trabalho pretendeu-se analisar o gene ERG11 em 

isolados clínicos sequências de C. neoformans e C. gattii, e caracterizar 

possíveis alterações na sequência desse gene relacionadas às possíveis 
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mutações. Com estes dados pretende-se elucidar os mecanismos moleculares 

de resistência aos azóis e utilizar estes isolados resistentes na prospecção de 

moléculas ativas de fontes vegetais com atividade antifúngica. Neste sentido, 

através de futuros estudos de modelagens dos alvos dos azóis novas 

moléculas poderão ser desenhadas para o desenvolvimento de novos 

fármacos. 
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2. Justificativa 
Cryptococcus neoformans é o patógeno mais comumente encontrado 

em infecções do sistema nervoso central em pacientes HIV positivos. Estima-

se que 25-30% desses pacientes morrerão em consequência de meningite 

criptocóccica. A infecção por HIV ainda é o principal fator de risco para 

criptococose e estima-se que 6-8% dos pacientes com AIDS desenvolvem em 

algum momento, infecção criptocóccica.  

Apesar de existirem no mercado fármacos para o tratamento dessas 

infecções, existem problemas quanto ao espectro de ação, os custos e os 

efeitos adversos como a hepatoxicidade, nefrotoxicidade e fototoxicidade, além 

da resistência a algumas drogas. 

Em se tratando deste agente, os estudos que abordam os mecanismos 

moleculares de resistência aos azóis e a investigação de novos alvos ainda são 

incipientes. 

Apesar de a indústria farmacêutica ter investido e lançado novos 

antifúngicos nas três últimas décadas, as formas de resistência a essas drogas 

por microrganismos têm aumentado (GOMEZ-LOPEZ et al.; 2008; NORDOY e 

GAUSTAD, 2008; SILVA et al., 2008; CANNON et al., 2009). As plantas 

medicinais são conhecidas fontes naturais para o tratamento de várias doenças 

desde a antiguidade. A busca por novos agentes antifúngicos a partir de 

plantas pode viabilizar o tratamento das principais micoses, diminuindo as 

reações adversas. Algumas espécies vegetais podem apresentar componentes 

medicinais e algumas vezes com atividade antifúngica, podendo variar entre 

famílias e espécies. Acredita-se que esta alternativa, bem mais econômica, 

possa beneficiar grande parte da população mundial que usa plantas como 

primeiro recurso terapêutico, além de serem as melhores fontes para obtenção 

de uma variedade de novos fármacos (NASCIMENTO et al., 2000; HOLETZ et 

al., 2002; ROJAS et al., 2006; SCORZONI et al., 2007b).  Os extratos vegetais 

têm potencial para atuarem em diferentes alvos diferindo daqueles utilizados 

pelos agentes antimicrobianos atualmente disponíveis, podendo apresentar 

atividade contra os microrganismos resistentes às drogas sintéticas (JOHANN 

et al., 2007).  

Na última década, foram relatadas várias propriedades biológicas, bem 

como os efeitos no mecanismo de ação de extratos ou óleos essenciais de 
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plantas, anteriormente desconhecidas (PINA-VAZ et al., 2004; SUNG & LEE, 

2008). Neste contexto, pretende-se utilizar isolados resistentes que apresentam 

alterações moleculares estruturais ou de afinidade química na enzima alvo 

lanosterol 14C desmetilase, através da análise do gene ERG11 relacionado à 

resistência ao fluconazol na prospecção de substâncias ativas de fontes 

vegetais com atividade antifúngica. 
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3. Objetivos 
 Caracterização dos mecanismos de resistência dos isolados clínicos de 

Cryptococcus neoformans var. grubii e do isolado de C. gattii de animal que 

evoluíram para resistência a fluconazol através da análise das mutações 

pontuais e quantificação da expressão do gene ERG11. Análise da atividade 

antifúngica das substâncias Maitenina e Pristimerina obtidas da planta 

Maytenus sp. frente aos isolados sensível e resistentes de C. neoformans var. 

grubii e C. gattii para obtenção de protótipos antifúngicos. 

3.1. Objetivos específicos 
1. Analisar as sequências do gene ERG11 de isolados clínicos 

sequenciais sensíveis e resistentes in vitro de C. gattii e C. neoformans.

2. Caracterizar a proteína alvo ERG11 de fluconazol traduzida a partir do 

sequenciamento e analisar as modificações na interação com as porções ativas 

de fluconazol. 

3. Analisar a atividade antifúngica das substâncias Maitenina e 

Pristimerina obtidas da planta Maytenus sp. frente aos isolados sensível e 

resistente com alterações no gene ERG 11 de C. neoformans  e C. gattii com e 

sem alterações nos genes previamente caracterizados. 

4. Analisar a citotoxicidade das substâncias antifúngicas de origem 

vegetal. 
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4. Materiais e Métodos 
4.1. Seleção e Cultivo de isolados de C. neoformans e C. gattii.

Para a realização das análises dos genes foram selecionados os 

isolados clínicos sequenciais de C. neoformans var. grubii recuperados de 

paciente HIV positivo com histórico de recidivas por falha terapêutica com 

evolução para resistência ao fluconazol, isolado de animal resistente de C. 

gattii recuperado de um psitacídeo (RASO, et al. 2004) e cepa 90012 ATCC 

(The American Type Culture Collection), pertencente 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. Os isolados de C. neoformans foram 

recuperados de um paciente que apresentou vários episódios de infecção em 

diferentes períodos 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 (ALMEIDA, 2005).  

Os isolados com perfil sensível e ATCC foram cultivados em ágar 

Sabouraud sem a adição de cloranfenicol e incubadas a temperatura ambiente 

durante 48 horas, enquanto que o isolado clínico intermediário (I), o resistente 

e o isolado de C. gattii foram cultivados em ágar Sabouraud sem cloranfenicol 

acrescido de fluconazol em concentração de 16 µg/mL e 64 µg/mL, 

respectivamente, e incubados a 30oC por 48 horas. 

4.2. Teste de sensibilidade dos isolados frente às drogas sintéticas. 
Todos os isolados foram previamente testados quanto a sua 

sensibilidade às drogas sintéticas fluconazol, itraconazol e anfotericina B, 

(ALMEIDA, et al., 2007; MATSUMOTO, et al., 2007;) segundo o método 

preconizado pelo CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) documento 

M27-A2. Para a comprovação da evolução da resistência e determinação da 

CIM após estocagem dos isolados o teste acima foi refeito com a adição das 

drogas caspofungina e voriconazol, seguindo o documento M27-A2 e M27-S3 

que utiliza suplemento para interpretação dos pontos de corte das drogas 

caspofungina e voriconazol. 
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Para a diluição das drogas sintéticas utilizou-se o meio de cultura 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 dos inóculos em 

RPMI foi ajustada até a concentração final na placa de 5,0x102 à 2,5X103. A 

faixa de concentração das drogas utilizadas foram de 128 a 0,125 µg/mL para 

fluconazol, 32 a 0,0625  µg/mL para itraconazol, 32 a 0,0625  µg/mL para 

caspofungina, 16 a 0,0321µg/mL para vorizonazol e de 16 a 0,0321µg/mL para 

anfotericina B. Foram realizadas leituras visuais após 48 horas de incubação 

em agitação, onde o ponto de leitura para anfotericina B foi aquele em que 

ocorreu inibição total do crescimento e o valor de CIM para essa droga é a 

menor concentração que alcança esse valor. Para os azóis, a leitura foi 

realizada na menor concentração que resulta em redução da turvação em 

50%. A interpretação dos resultados foi realizada conforme os pontos 

referência (breakpoints) constantes no documento M27-S3 de 2008 para 

Candida sp., pois para C.neoformans ainda não há pontos de corte validados. 

Para as drogas fluconazol e caspofungina utilizamos como referência de leitura 

para obtenção da CIM crescimento de 50% e para anfotericina B 

consideramos CIM em 100% de inibição (Quadro 1) A cepa ATCC 90012 de 

Cryptococcus neoformans e a cepa ATCC 22019 de Candida parapsilosis

também foram utilizadas como controles dos testes. 

(S) 
Suscetível 

(I)
Suscetível 

dose 
dependente 

(I) 
Intermediário 

(R)
Resistente 

(NS)
Não 

suscetível 

Anidulafungina  < 2    >2 

Caspofungina < 2    >2 

Fluconazol < 8 16-32  � 64  

5-Fluocitosina < 4  8-16 � 32  

Itraconazol  � 0,125 0,25-0,5  � 1  

Micafungina  � 2    >2 

Voriconazol � 1 2  � 4  

QUADRO 1. Valores de CIM como pontos de corte para o método de 

microdiluição em caldo, segundo documento M27S3 preconizado pelo CLSI 

(Clinical and Laboratory Standards Institute) para espécies de Candida. 
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4.3. Extração do DNA genômico de Cryptococcus sp.

As culturas para extração de DNA foram realizadas a partir de uma 

colônia semeada em ágar Sabouraud sem adição de cloranfenicol a 30ºC 

durante 48 horas e em seguida em caldo YEPD (yeast extract peptone 

destrose) acrescido de 2,9% de NaCl (10g/L de extrato de levedura, 20g/L de 

peptona, 20g/L de dextrose e 29g/L de NaCl), incubados a 30ºC por 16 horas 

ou overnight sob agitação constante (100rpm). As culturas foram transferidas 

para tubos de 50 mL e a extração foi realizada segundo MOLLER et al., 1992. 

A quantificação de DNA foi realizada em espectrofotômetro em comprimento de 

onda de 260nm. (SAMBROOK et al., 1989) e estocada a -20C°. A pureza foi 

determinada em espectrofotômetro em comprimento de onda de 260nm e 

280nm, a razão das leituras foi avaliada para verificação da qualidade do DNA 

e este foi analisado por eletroforese em gel de agarose a 1% em tampão TBE 

1X (Tris-base 90mM, ácido bórico 90 mM, EDTA 2 mM pH 8,0) durante 1 hora 

e 30 minutos a 80 volts. O gel foi corado com GelRed TM Kit Uniscience e 

observado em luz ultravioleta. 

4.4. Obtenção dos genes ERG11. 
Os primers para amplificação do gene ERG 11 de C. neoformans A

(sense) – TCGTCGAACCATCTTTCG, K (antisense) - TGAGATGCTC 

ATGCAGCAGA, B (antisense) – GGTCATGAAGTCATAGACG, J (sense) - 

TCCATTTCTAGCACGCTC, F (sense) - CATCCTTATGGGTCGAAG, I
(antisense) - GCGAAGCATAACTGACGA, H (sense) – 

TAGCACGAACACGACATG e G (antisense) - ACCATCTTCACCTATGTTGT, 

foram gentilmente cedidos pela Dra. Laura Rodero do Departamento de 

Micologia, Instituto Nacional de Enfermidades Infecciosas, ANLIS “Dr. Carlos 

G. Malbrán”, Buenos Aires, Argentina. Os primers para C. gattii (BROAD 

Institute acesso número CNBG 0512.2) foram desenhados através do 

programa Vector (Invitrogen). As sequências geradas de C. neoformans foram 

divididas em quatro pares de iniciadores e dois pares para C. gattii, Primer S1 

– TATTTTCCTCGTCGAACCAT, Primer AS2 – GGAGGTTTTCAATCATGTCA, 

Primer S3 – CCCTTCCCAGTTACAGGAGA e Primer AS4 - 

TGGTCCAATGAGATCGTCTA.  
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As reações da PCR (polimerase chain reaction) foram realizadas com 

volume final de 50µL, as concentrações empregadas foram 2,0 uL de cada 

primer (1µM), 5,0 uL de tampão 10X (Tris-SO4 600mM pH 8,9, (NH4)2SO4 

180mM), 1,0 uL de uma mistura de dNTPs (10mM), 2,0 uL de sulfato de 

magnésio (50mM), 0,2 uL Taq Hi-Fi (Invitrogen), 100ng de DNA genômico e 

água milli-Q estéril tratada com DEPC 0,01% para volume final de 50 uL. A 

amplificação do gene de C. neoformans e C. gattii foi realizada através de um 

ciclo inicial com temperatura de desnaturação de 94°C por 5 minutos, seguido 

de 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 51°C por 45 s egundos, 72°C por 2 

minuto, e 1 ciclo final a 72°C por 10 minutos, para  os primers A-K, B-J, F-I, S1, 

AS2, S3 e AS4. Para os primers H-G foi realizado um ciclo inicial com 

temperatura de desnaturação de 94°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de 

94°C por 30 segundos, 56°C por 45 segundos, 72°C po r 2 minuto, e 1 ciclo 

final a 72°C por 10 minutos, utilizando-se aparelho  termociclador Perkin Elmer 

modelo 9700.  

4.5. Purificação dos fragmentos das sequências dos genes amplificados.   
Os fragmentos amplificados foram purificados através do Kit QIAquick 

PCR Purification (Quiagen-USA), seguindo as recomendações do fabricante. 

Posteriormente, o produto purificado será avaliado por eletroforese em gel de 

agarose 1.5% a 120 v e quantificado por espectrofotometria em DO=260nm. 

4.6. Sequenciamento  
 Os fragmentos de DNA dos genes ERG11 foram sequenciados pelo 

método de Sanger (1977) utilizando o sequenciador automático Applied 

Biosystems 3130 automatic analyser pertencente ao laboratório de Biologia 

Molecular e Celular de Microrganismos da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas de Araraquara - UNESP. As reações foram realizadas com o kit 

DYEterminator V3.1 cycle sequencing kit (Applied Byosistems), seguindo os 

protocolos recomendados pelo fabricante, utilizando os oligonucleotídeos em 

pares, separadamente, onde se utilizará ciclos adequados. A purificação das 

amostras foi realizada através do kit de purificação BigDye XTerminator® 

Purification (Applied Byosistems), seguindo os dados do fabricante, para 
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obtenção de sequências mais confiáveis. Todos os isolados foram 

sequenciados em triplicata. 

4.7. Montagem dos fragmentos e análise do gene ERG11.

A montagem dos fragmanetos e análise das sequências dos genes 

foram realizadas utilizando os programas BioEdit Sequence Alignment Editor 

(versão 7) e o programa ClustalW (www.ebi.ac.uk/clustalw/).  

 A homologia das sequências dos isolados foi verificada com base no 

gene depositado no banco de dados GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) com o número de acesso AY265353 

para C. neoformans. Para análise da sequência de C. gattii foi utilizado o gene 

de referência R265 depositado no BROAD Institute com o código de acesso 

CNBG_0513. 2 (http://www.broadinstitute.org). 

Todas as sequências foram confirmadas no banco de dados GenBank

utilizando o programa tBLASTx no servidor NCBI 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). 

4.8. Tradução e análise comparativa das sequências de aminoácidos. 
A tradução das sequências e o alinhamentos dos aminoácidos foram 

realizados utilizando os programas ClustalW e o BioEdit Sequence Alignment 

Editor (versão 7). Através da sequência nucleotídica da proteína lanosterol 

14C desmetilase de referência, obtida do banco no GenBank acesso 

(AY265353) para C. neoformans var. grubii e  no BROAD Institute acesso 

(CNBG_0513. 2) para C. gattii, a homologia das sequências em estudo foi 

realizada, a fim de verificar as mutações ocorridas em pontos relevantes das 

proteínas depositadas.  

4.9. Análise e localização da mutação na proteína ERG11. 
A sequência da proteína ERG11 lanosterol 14C desmetilase do isolado 

30 (resistente) também foi alinhado utilizando os programas ClustalW e o 

BioEdit Sequence Alignment Editor (versão 7) com as sequências do mesmo 

gene de outros fungos como Candida albicans (GenBank acesso CAA31658.1), 

Saccharomyces cerevisie (BROAD acesso SCRG_04712),  Apergillus 
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fumigatus (GenBank acesso AAK73659.1) e a sequência de C. neoformans var

grubii (GenBank acesso AY265353). Com base na localização das regiões 

funcionais importantes da CYP51(ERG11) de C. neoformans var grubii obtidas 

por Sheng et al., 2009 e dos sítios de interação com azóis, foi possível verificar 

a localização da mutação na proteína.Também foi localizado o local que o 

grupamento  Heme se liga conforme descrito Revankar et al. em 2004.

4.10. Preparo das substâncias vegetais. 
As substâncias puras foram obtidas através do projeto Biota-FAPESP e 

Bioprospecta-FAPESP, coordenados pela Profa. Dra. Vanderlan da Silva 

Bolzani e Profa. Dra. Dulce Helena Siqueira Silva, respectivamente, do Instituto 

de Química da UNESP–Araraquara e foram disponibilizadas pela Profa. Dra. 

Maysa Furlan em colaboração. As moléculas purificadas Maitenina (MJ2) e 

Pristimerina (MF2.5) foram obtidas a partir da espécie Maytenus sp., que foram 

selecionadas para este estudo por apresentar boa atividade biológica contra C. 

neoformans.

As substâncias puras vegetais foram diluídas assepticamente em 

quantidades adequadas de dimetilsulfóxido e solubilizados com o auxílio do 

vórtex. Foram realizados cálculos para que a faixa de concentração para que a 

avaliação da atividade antifúngica fosse iniciada em 250 a 0,4µg/mL.  

4.10.1. Avaliação da atividade antifúngica.  
Os testes de sensibilidade foram realizados em triplicata e de acordo 

com o documento M27-A2 (2002) do CLSI (Clinical and Laboratory Standards 

Institute) com adição de glicose (RODRIGUEZ-TUDELA et al., 1996) e 

modificações para o teste com as substâncias puras de fontes vegetais 

(Maitenina e Pristimerina), (SCORZONI et AL., 2007). O meio de cultura 

utilizado para a realização dos testes de sensibilidade e diluição das drogas 

sintéticas foi 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 do inóculo final na placa foi de 5,0x102 à 2,5X103. Foram 

utilizadas como padrões sintéticos duas drogas antifúngicas a anfotericina B e 

fluconazol como controle do teste. A faixa de concentração foi de 32 a 0,0625 

µg/mL para fluconazol e de 16 a 0,0321µg/mL para anfotericina B. Foram 
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realizadas leituras visuais após 48 horas de incubação. A cepa ATCC 90012 de 

Cryptococcus neoformans var. grubii também foi utilizada como controle dos 

testes. A concentração inibitória mínima foi considerada a menor em que se 

observou a inibição total do crescimento fúngico. As substâncias puras que 

apresentaram CIM menor que 75µg/mL, a atividade antifúngica foi considerada 

forte, entre 75 a 150 µg/mL possuem atividade antifúngica moderada, entre 150 

a 250 µg/mL, fraca e maior que 250 µg/mL inativo (SCORZONI et al., 2007).  

4.10.2. Concentração Fungicida Mínima 
Após o tempo de incubação, 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 30oC,  

verificou-se o crescimento ou não de colônias nos locais em que foram 

inoculadas e comparadas com a leitura da microplaca. Desta forma, verificou-

se qual a concentração que não houve crescimento.  

4.10.3. Avaliação da atividade citotóxica das substâncias escolhidas. 
O método MTT, utilizado para a avaliação da citotoxicidade, tem como 

princípio a determinação da habilidade de células vivas em reduzirem o sal de 

3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tretazolium bromide (MTT, Sigma), 

formando cristais insolúveis de formazana de coloração violeta. As substâncias 

escolhidas para o ensaio foram a Maitenina (MJ2) e a Pristimirina (MF2.5),  

utilizando a linhagem celular  A549 (Pneumócito humano tipo II). 

Procurando avaliar a potencial dose-resposta para a citotoxicidade, a 

faixa de concentração das substâncias testadas foi de 125 a 0,24 µg/mL. 

Inicialmente as células foram tradadas por 24 horas com as substâncias puras, 

seguido de recuperação pós-tratamento de mais 24 horas, no qual foi removido 

o tratamento e colocado meio fresco. Cada ensaio foi acompanhado de um 

controle positivo (doxorrubicina 10µg/mL) e controle negativo (células não-

tratadas). Posteriormente o meio de cultura livre de soro fetal bovino foi 

removido e as células foram incubadas com 10 ul de MTT a 37 °C, ao abrigo da 

luz, até a observação da presença dos cristais violetas de formazana, 100 ul de 

álcool isopropílico absoluto foi adicionado a cada poço e a leitura 

espectrofotométrica da absorbância, em comprimento de onde de 540 nm, foi 
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realizada em leitor de microplacas ELISA (BioRad modelo 3550). Os testes 

foram feitos em triplicata e o resultado foi obtido em porcentagem de células 

viáveis, calculada através da equação abaixo: 

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

 A análise estatística foi realiazada através da comparação dos dados 

pelo método ANOVA, complementado pelo teste de Tukey com nível de 

significância de 5% (p< 0,05). 
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5. Resultados 
5.1. Determinação da CIM dos isolados selecionados 

Foram realizados testes para verificação da CIM com drogas sintéticas 

para demonstrar o desenvolvimento da resistência dos isolados clínicos 

sequenciais de C. neoformans var. grubii. O isolado 26 foi considerado sensível 

(S); 27 intermediário (I) e 30, resistente (R) in vitro. O isolado de C. gattii do 

Psitacídeo foi considerado resistente (R). Para o controle da metodologia 

(M27A2 2002) foi utilizada a cepa ATCC 22019 de Candida parapsilosis e para 

interpretação dos pontos de corte o documento M27S3 (2008) (Tabela 1). 

TABELA 1. Valores de CIM em µg/mL das drogas sintéticas contra a cepa 

ATCC 90012 de C. neoformans, isolado do Psitacídeo de C. gattii, dos isolados 

clínicos sequenciais de C. neoformans (26, 27 e 30) e cepa de referência 

ATCC 22019 de Candida parapsilosis.  

CIM µg/mL 

Isolados FCZ ITZ CASPO VORICO AMB 

ATCC 90012 4,0 0,125 32,0 1,0 0,5 

C. neoformans 26 2,0 0,125 32,0 2,0 0,5 

C. neoformans 27 16,0 0,125 32,0 8,0 0,5 

C. neoformans 30 >64,0 >32,0 >32,0 >8,0 1,0 

C. gattii >64,0 >32,0 >32,0 >8,0 1,0 

ATCC 22019 1,0 0,125 4,0 0,5 0,5 

FCZ: Fluconzaol; ITZ: Itraconazol; CASPO: Caspofungina; VORICO: 

Voriconazol; AMB: Anfotericina B. 

5.2. Amplificação do gene ERG11  
Os fragmentos de 700, 702, 920 e 835 pares de bases foram 

amplificados pelos pares de iniciadores A-K, B-J, F-I e H-G respectivamente 

para os isolados ATCC e clínicos de C. neoformans var grubii. Nas figuras 3 e 

4 estão representados os fragmentos amplificados do gene ERG11 dos 

isolados clínicos e da cepa ATCC de C. neoformans var grubii. No quadro 2 

estão localizados os primers que foram desenhados a partir da cepa de 

referência AF225914.1 de C. neoformans var. neoformans (GenBank) na 
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sequência completa do gene ERG 11 da cepa de referência AY265353 de C. 

neoformans var. grubii, mostrando que os primers foram capazes de amplificar 

o gene completo dos isolados da variedade grubii.  

FIGURA 3. Produtos da amplificação dos isolados ATCC e clínicos 26, 27 e 30 

de C. neoformans var. grubii obtidos pelo par de primer H-G do gene ERG11 

(835pb), utilizando como padrão de massa molecular fragmentos de 100 pb 

com faixa de 100 a 1000bp.  

 ATCC         26       27          30 
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FIGURA 4. Produtos da amplificação do isolado ATCC, isolados clínicos 26, 27 

e 30 de C. neoformans var. grubii obtidos pelos pares de primers A-K, B-J e F-I
do gene ERG11, utilizando como padrão de massa molecular fragmentos de 

100 pb com faixa de 100 a 1000bp 

>gi|30314337|gb|AY265353.1| Cryptococcus neoformans var. grubii
lanosterol 14 alpha-demethylase (ERG11) gene, complete cds 
1   tcgtcgaacc atctttcgtg tctttcacat ttatctattt catctttcca ttcctctttt 
61  accccttcca tcacatccag ccatgtcggc aatcatcccc caggtccagc aactgctggg 
121 acaagtggcc caatttatcc caccgtggtt cgctgccctc cccacctccg tgaaagtcgt 
181 gatcgctgtc atcggtattc ccgctctcgt catttgcttg aacgttttcc agcagcttgt 
241 atgtgttaca ttcttgggct ttagctccgt ttcccatgct caatagattc ccaagctgat 
301 cacaagctct ctgacgcgtt ataatatccg ccgcagtgtc ttcctcgtag aaaagatctt 
361 cctcctgttg tctttcacta cattccatgg tttggctcag ccgcttatta tggtgaagat 
421 ccctacaaat tcctgttcga atgccgtgac aaatacggag atttattcac tttcatcctt 
481 atgggtcgaa gggttaccgt cgcgcttgga ccaaagggta acaacctttc tttgggtgga 
541 aagatttctc aagtctctgc cgaggaagca tacactgtaa gcttatgtgc ttcactgatt 
601 taagatggct tacttactgt cgcttgttag cacttgacta ctcccgtctt tggcaagggt 
661 gttgtttacg attgccctaa tgagatgctc atgcagcaga agaagtttgt aagttaatac 
721 cactcgcagc ttgattcgca agctcattat tttacagatc aagtccggtc ttactaccga 
781 gtcccttcag tcttatcccc ctatgattac cagcgaatgc gaagatttct tcaccaaaga 

ATCC     26       27     30 ATCC    26       27      30

A-K 700 pb

F-I 920 pb

B-J 702 pb

ATCC    26        27     30
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841 agtcggaatt tctccccaga agccttctgc cactctcgac ctcctcaaat ccatgtccga 
901 gctcatcatt cttactgcgt ctcgtactct ccaggggaag gaagttcgtg aatctcttaa 
961 tggtcagttc gccaagtact acgaggatct cgacggcggt tttactcccc tcaactttat 
1021gttccccaac ttgccccttc ccagttacaa gaggcgagat gaggctcaga aggctatgag 
1081cgacttttac ttgaagatca tggagaacag gagaaagggt gaaagcgacg tgagttgatt 
1141tcaaattgtt gaagaagaca cgtctgattt gagtagcacg aacacgacat gattgaaaac 
1201ctccagagct gcaagtaccg aaacggtgtc cctctctctg atcgtgacat tgcccacatc 
1261atgattgctc ttcttatggc tggccagcac acttcctctg ctacttcttc ttggactctt 
1321ctccatcttg ctgaccgacc ggacgttgtg tacgttttcc agataacttt gaatggcgaa 
1381gcataactga cgagaatgta gagaggctct ttaccaggag cagaaacaaa agctcggtaa 
1441ccctgacggt actttccgag actacaagta cgaggacctt aaggagttgc ccatcatgga 
1501ctctatcatc cgagagactc tccgcatggt acgtcattcc gacttgtatt tttcgatact 
1561ttactgaaca catccatttc tagcacgctc ccatccagta agctccgaac gtcgccttct 
1621ttcataaatt gtactaatat gtaatagctc gatctaccga aaagtccttt ccgatatccc 
1681cgtccctccc agtctttctg ccccctctga gaacggccaa tacatcatcc ccaagggcca 
1741ctacatcatg gctgcccctg gcgtttctca aatggaccct cgtatctggc aagacgccaa 
1801agtctggaac cctgcccgat ggcacgatga aaagggattt gccgccgctg ccatggctca 
1861atacagcaag gccgagcaag tcgattatgg ttttggttct gttagcaagg gtaccgaatc 
1921tccttaccag ccattcggtg ccggcaggca cagatgtgtt ggcgaacaat ttgcgtacac 
1981tcaactttca accatcttca cctatgttgt gaggaatttc actttgaagc ttgctgttcc 
2041caagttccct gaaaccaatt accgtgtaag tcttcgtgtt ccaatctatc actggatgga 
2101tgttttgctg atctccactc gtgtagacca tgattgtcca acccaacaac cctttggtta 
2161ctttcaccct tcgaaatgcc gaggtcaaat aggaggcgtg aagtgtacgc atatatcgaa 
2221actagatggt gcgagtttta gtatgaattg aaagaggtca tgaagtcata gacg 

QUADRO 2. Localização dos primers  na sequência do gene ERG11 no isolado 

de C. neoformans var. grubii de referência (AY265353). Primer A (sense): 

amarelo; Primer K (antisense): verde; Primer B (antisense): rosa; Primer J 

(sense): azul escuro; Primer F (sense): violeta; Primer I (antisense): cinza; 

Primer H (sense): vermelho; Primer G (antisense): turquesa. ATG: start códon; 

TGA: stop códon. 

Os fragmentos de 1212 e 1248 pb do gene ERG11 foram amplificados 

pelos iniciadores S1-AS2 e S3-AS4 (“sense – non sense”), do isolado de C. 

gattii resistente, recuperado do psitacídeo com CIM >64 µg/mL para fluconazol. 

O fragmento obtido pela amplificação dos primers S1-AS4, os quais 

representavam o início e o final da sequência do gene ERG11 de C. gattii , não 

foram adequadamente sequenciados por se tratar de massa molecular de 

2460pb, portanto foi necessário utilizar os dois pares S1-AS2 e S3-AS4 para a 

realização do sequenciamento (figura 5). 
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FIGURA 5. Produtos da amplificação obtidos a partir das sequências 

iniciadoras para obtenção dos fragmentos S1-AS4 (2460), S1-AS2 (1212pb) e 

S3- AS4 (1248pb) do gene ERG11 de C. gattii, utilizando como padrão de 

massa molecular fragmentos de 1Kb com faixa de 250 a 10000bp. 

5.3. Comparação das sequências nucleotídicas do gene ERG11 dos 
isolados de C. neoformans var grubii. 

A análise da sequência nucleotídica dos isolados clínicos 26 (sensível), 

27 (I) e da cepa ATCC 90012 foi realizada através do alinhamento das três 

sequências com o gene de referência ERG11 depositado no GenBank

(AY265353) pelo programa ClustalW2. Essa análise não revelou nenhum tipo 

de mutação nos genes, somente uma variação nas sequências 26, 27 e ATCC, 

conforme demonstrado na figura 6.   

O alinhamento do gene de referência de C. neoformans var grubii, do 

isolado 26 (sensível) e do isolado 30 (resistente) revelou dois pontos de 

mutação. As mutações encontradas foram duas substituições de nucleotídeos 

no isolado resistente. A primeira substituição foi do nucleotídeo A (adenina) 

para G (guanida) na posição 831 no isolado 30; a segunda substituição foi do 

S1-AS4;     S1-AS2;      S3-AS4
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nucleotídeo C (citosina) para T (timina) na posição 1436 no isolado 30. 

Variação na sequência nucleotídica ocorreu na posição 1374 com uma base A 

(adenina) para G (guanina) nos isolados 26 e 30 em comparação à sequência 

do gene ERG11 (AY265353) da cepa de referência (figura 7). Essa análise foi 

realizada após a retirada dos íntrons seguindo a sequência cDNA de C. 

neoformans var grubii.

26              ATGTCGGCAATCATCCCCCAGGTCCAGCAACTGCTGGGACAAGTGGCCCAATTTATCCCA 60 
27              ATGTCGGCAATCATCCCCCAGGTCCAGCAACTGCTGGGACAAGTGGCCCAATTTATCCCA 60 
ATCC            ATGTCGGCAATCATCCCCCAGGTCCAGCAACTGCTGGGACAAGTGGCCCAATTTATCCCA 60 
ref             ATGTCGGCAATCATCCCCCAGGTCCAGCAACTGCTGGGACAAGTGGCCCAATTTATCCCA 60 
                ************************************************************ 

26              CCGTGGTTCGCTGCCCTCCCCACCTCCGTGAAAGTCGTGATCGCTGTCATCGGTATTCCC 120 
27              CCGTGGTTCGCTGCCCTCCCCACCTCCGTGAAAGTCGTGATCGCTGTCATCGGTATTCCC 120 
ATCC            CCGTGGTTCGCTGCCCTCCCCACCTCCGTGAAAGTCGTGATCGCTGTCATCGGTATTCCC 120 
ref             CCGTGGTTCGCTGCCCTCCCCACCTCCGTGAAAGTCGTGATCGCTGTCATCGGTATTCCC 120 
                ************************************************************ 

26              GCTCTCGTCATTTGCTTGAACGTTTTCCAGCAGCTTTGTCTTCCTCGTAGAAAAGATCTT 180 
27              GCTCTCGTCATTTGCTTGAACGTTTTCCAGCAGCTTTGTCTTCCTCGTAGAAAAGATCTT 180 
ATCC            GCTCTCGTCATTTGCTTGAACGTTTTCCAGCAGCTTTGTCTTCCTCGTAGAAAAGATCTT 180 
ref             GCTCTCGTCATTTGCTTGAACGTTTTCCAGCAGCTTTGTCTTCCTCGTAGAAAAGATCTT 180 
                ************************************************************ 

26              CCTCCTGTTGTCTTTCACTACATTCCATGGTTTGGCTCAGCCGCTTATTATGGTGAAGAT 240 
27              CCTCCTGTTGTCTTTCACTACATTCCATGGTTTGGCTCAGCCGCTTATTATGGTGAAGAT 240 
ATCC            CCTCCTGTTGTCTTTCACTACATTCCATGGTTTGGCTCAGCCGCTTATTATGGTGAAGAT 240 
ref             CCTCCTGTTGTCTTTCACTACATTCCATGGTTTGGCTCAGCCGCTTATTATGGTGAAGAT 240 
                ************************************************************ 

26              CCCTACAAATTCCTGTTCGAATGCCGTGACAAATACGGAGATTTATTCACTTTCATCCTT 300 
27              CCCTACAAATTCCTGTTCGAATGCCGTGACAAATACGGAGATTTATTCACTTTCATCCTT 300 
ATCC            CCCTACAAATTCCTGTTCGAATGCCGTGACAAATACGGAGATTTATTCACTTTCATCCTT 300 
ref             CCCTACAAATTCCTGTTCGAATGCCGTGACAAATACGGAGATTTATTCACTTTCATCCTT 300 
                ************************************************************ 

26              ATGGGTCGAAGGGTTACCGTCGCGCTTGGACCAAAGGGTAACAACCTTTCTTTGGGTGGA 360 
27              ATGGGTCGAAGGGTTACCGTCGCGCTTGGACCAAAGGGTAACAACCTTTCTTTGGGTGGA 360 
ATCC            ATGGGTCGAAGGGTTACCGTCGCGCTTGGACCAAAGGGTAACAACCTTTCTTTGGGTGGA 360 
ref             ATGGGTCGAAGGGTTACCGTCGCGCTTGGACCAAAGGGTAACAACCTTTCTTTGGGTGGA 360 
                ************************************************************ 

26              AAGATTTCTCAAGTCTCTGCCGAGGAAGCATACACTCACTTGACTACTCCCGTCTTTGGC 420 
27              AAGATTTCTCAAGTCTCTGCCGAGGAAGCATACACTCACTTGACTACTCCCGTCTTTGGC 420 
ATCC            AAGATTTCTCAAGTCTCTGCCGAGGAAGCATACACTCACTTGACTACTCCCGTCTTTGGC 420 
ref             AAGATTTCTCAAGTCTCTGCCGAGGAAGCATACACTCACTTGACTACTCCCGTCTTTGGC 420 
                ************************************************************ 

26              AAGGGTGTTGTTTACGATTGCCCTAATGAGATGCTCATGCAGCAGAAGAAGTTTATCAAG 480 
27              AAGGGTGTTGTTTACGATTGCCCTAATGAGATGCTCATGCAGCAGAAGAAGTTTATCAAG 480 
ATCC            AAGGGTGTTGTTTACGATTGCCCTAATGAGATGCTCATGCAGCAGAAGAAGTTTATCAAG 480 
ref             AAGGGTGTTGTTTACGATTGCCCTAATGAGATGCTCATGCAGCAGAAGAAGTTTATCAAG 480 
                ************************************************************ 

26              TCCGGTCTTACTACCGAGTCCCTTCAGTCTTATCCCCCTATGATTACCAGCGAATGCGAA 540 
27              TCCGGTCTTACTACCGAGTCCCTTCAGTCTTATCCCCCTATGATTACCAGCGAATGCGAA 540 
ATCC            TCCGGTCTTACTACCGAGTCCCTTCAGTCTTATCCCCCTATGATTACCAGCGAATGCGAA 540 
ref             TCCGGTCTTACTACCGAGTCCCTTCAGTCTTATCCCCCTATGATTACCAGCGAATGCGAA 540 
                ************************************************************ 



57 

26              GATTTCTTCACCAAAGAAGTCGGAATTTCTCCCCAGAAGCCTTCTGCCACTCTCGACCTC 600 
27              GATTTCTTCACCAAAGAAGTCGGAATTTCTCCCCAGAAGCCTTCTGCCACTCTCGACCTC 600 
ATCC            GATTTCTTCACCAAAGAAGTCGGAATTTCTCCCCAGAAGCCTTCTGCCACTCTCGACCTC 600 
ref             GATTTCTTCACCAAAGAAGTCGGAATTTCTCCCCAGAAGCCTTCTGCCACTCTCGACCTC 600 
                ************************************************************ 

26              CTCAAATCCATGTCCGAGCTCATCATTCTTACTGCGTCTCGTACTCTCCAGGGGAAGGAA 660 
27              CTCAAATCCATGTCCGAGCTCATCATTCTTACTGCGTCTCGTACTCTCCAGGGGAAGGAA 660 
ATCC            CTCAAATCCATGTCCGAGCTCATCATTCTTACTGCGTCTCGTACTCTCCAGGGGAAGGAA 660 
ref             CTCAAATCCATGTCCGAGCTCATCATTCTTACTGCGTCTCGTACTCTCCAGGGGAAGGAA 660 
                ************************************************************ 

26              GTTCGTGAATCTCTTAATGGTCAGTTCGCCAAGTACTACGAGGATCTCGACGGCGGTTTT 720 
27              GTTCGTGAATCTCTTAATGGTCAGTTCGCCAAGTACTACGAGGATCTCGACGGCGGTTTT 720 
ATCC            GTTCGTGAATCTCTTAATGGTCAGTTCGCCAAGTACTACGAGGATCTCGACGGCGGTTTT 720 
ref             GTTCGTGAATCTCTTAATGGTCAGTTCGCCAAGTACTACGAGGATCTCGACGGCGGTTTT 720 
                ************************************************************ 

26              ACTCCCCTCAACTTTATGTTCCCCAACTTGCCCCTTCCCAGTTACAAGAGGCGAGATGAG 780 
27              ACTCCCCTCAACTTTATGTTCCCCAACTTGCCCCTTCCCAGTTACAAGAGGCGAGATGAG 780 
ATCC            ACTCCCCTCAACTTTATGTTCCCCAACTTGCCCCTTCCCAGTTACAAGAGGCGAGATGAG 780 
ref             ACTCCCCTCAACTTTATGTTCCCCAACTTGCCCCTTCCCAGTTACAAGAGGCGAGATGAG 780 
                ************************************************************ 

26              GCTCAGAAGGCTATGAGCGACTTTTACTTGAAGATCATGGAGAACAGGAGAAAGGGTGAA 840 
27              GCTCAGAAGGCTATGAGCGACTTTTACTTGAAGATCATGGAGAACAGGAGAAAGGGTGAA 840 
ATCC            GCTCAGAAGGCTATGAGCGACTTTTACTTGAAGATCATGGAGAACAGGAGAAAGGGTGAA 840 
ref             GCTCAGAAGGCTATGAGCGACTTTTACTTGAAGATCATGGAGAACAGGAGAAAGGGTGAA 840 
                ************************************************************ 

26              AGCGACCACGAACACGACATGATTGAAAACCTCCAGAGCTGCAAGTACCGAAACGGTGTC 900 
27              AGCGACCACGAACACGACATGATTGAAAACCTCCAGAGCTGCAAGTACCGAAACGGTGTC 900 
ATCC            AGCGACCACGAACACGACATGATTGAAAACCTCCAGAGCTGCAAGTACCGAAACGGTGTC 900 
ref             AGCGACCACGAACACGACATGATTGAAAACCTCCAGAGCTGCAAGTACCGAAACGGTGTC 900 
                ************************************************************ 

26              CCTCTCTCTGATCGTGACATTGCCCACATCATGATTGCTCTTCTTATGGCTGGCCAGCAC 960 
27              CCTCTCTCTGATCGTGACATTGCCCACATCATGATTGCTCTTCTTATGGCTGGCCAGCAC 960 
ATCC            CCTCTCTCTGATCGTGACATTGCCCACATCATGATTGCTCTTCTTATGGCTGGCCAGCAC 960 
ref             CCTCTCTCTGATCGTGACATTGCCCACATCATGATTGCTCTTCTTATGGCTGGCCAGCAC 960 
                ************************************************************ 

26              ACTTCCTCTGCTACTTCTTCTTGGACTCTTCTCCATCTTGCTGACCGACCGGACGTTGTA 1020 
27              ACTTCCTCTGCTACTTCTTCTTGGACTCTTCTCCATCTTGCTGACCGACCGGACGTTGTA 1020 
ATCC            ACTTCCTCTGCTACTTCTTCTTGGACTCTTCTCCATCTTGCTGACCGACCGGACGTTGTA 1020 
ref             ACTTCCTCTGCTACTTCTTCTTGGACTCTTCTCCATCTTGCTGACCGACCGGACGTTGTA 1020 
                ************************************************************ 

26              GAGGCTCTTTACCAGGAGCAGAAACAAAAGCTCGGTAACCCTGACGGTACTTTCCGAGAC 1080 
27              GAGGCTCTTTACCAGGAGCAGAAACAAAAGCTCGGTAACCCTGACGGTACTTTCCGAGAC 1080 
ATCC            GAGGCTCTTTACCAGGAGCAGAAACAAAAGCTCGGTAACCCTGACGGTACTTTCCGAGAC 1080 
ref             GAGGCTCTTTACCAGGAGCAGAAACAAAAGCTCGGTAACCCTGACGGTACTTTCCGAGAC 1080 
                ************************************************************ 

26              TACAAGTACGAGGACCTTAAGGAGTTGCCCATCATGGACTCTATCATCCGAGAGACTCTC 1140 
27              TACAAGTACGAGGACCTTAAGGAGTTGCCCATCATGGACTCTATCATCCGAGAGACTCTC 1140 
ATCC            TACAAGTACGAGGACCTTAAGGAGTTGCCCATCATGGACTCTATCATCCGAGAGACTCTC 1140 
ref             TACAAGTACGAGGACCTTAAGGAGTTGCCCATCATGGACTCTATCATCCGAGAGACTCTC 1140 
                ************************************************************ 

26              CGCATGCACGCTCCCATCCACTCGATCTACCGAAAAGTCCTTTCCGATATCCCCGTCCCT 1200 
27              CGCATGCACGCTCCCATCCACTCGATCTACCGAAAAGTCCTTTCCGATATCCCCGTCCCT 1200 
ATCC            CGCATGCACGCTCCCATCCACTCGATCTACCGAAAAGTCCTTTCCGATATCCCCGTCCCT 1200 
ref             CGCATGCACGCTCCCATCCACTCGATCTACCGAAAAGTCCTTTCCGATATCCCCGTCCCT 1200 
                ************************************************************ 

26              CCCAGTCTTTCTGCCCCCTCTGAGAACGGCCAATACATCATCCCCAAGGGCCACTACATC 1260 
27              CCCAGTCTTTCTGCCCCCTCTGAGAACGGCCAATACATCATCCCCAAGGGCCACTACATC 1260 
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ATCC            CCCAGTCTTTCTGCCCCCTCTGAGAACGGCCAATACATCATCCCCAAGGGCCACTACATC 1260 
ref             CCCAGTCTTTCTGCCCCCTCTGAGAACGGCCAATACATCATCCCCAAGGGCCACTACATC 1260 
                ************************************************************ 

26              ATGGCTGCCCCTGGCGTTTCTCAAATGGACCCTCGTATCTGGCAAGACGCCAAAGTCTGG 1320 
27              ATGGCTGCCCCTGGCGTTTCTCAAATGGACCCTCGTATCTGGCAAGACGCCAAAGTCTGG 1320 
ATCC            ATGGCTGCCCCTGGCGTTTCTCAAATGGACCCTCGTATCTGGCAAGACGCCAAAGTCTGG 1320 
ref             ATGGCTGCCCCTGGCGTTTCTCAAATGGACCCTCGTATCTGGCAAGACGCCAAAGTCTGG 1320 
                ************************************************************ 

26              AACCCTGCCCGATGGCACGATGAAAAGGGATTTGCCGCCGCTGCCATGGCTCAGTACAGC 1380 
27              AACCCTGCCCGATGGCACGATGAAAAGGGATTTGCCGCCGCTGCCATGGCTCAGTACAGC 1380 
ATCC            AACCCTGCCCGATGGCACGATGAAAAGGGATTTGCCGCCGCTGCCATGGCTCAGTACAGC 1380 
ref             AACCCTGCCCGATGGCACGATGAAAAGGGATTTGCCGCCGCTGCCATGGCTCAATACAGC 1380 
                ***************************************************** ****** 

26              AAGGCCGAGCAAGTCGATTATGGTTTTGGTTCTGTTAGCAAGGGTACCGAATCTCCTTAC 1440 
27              AAGGCCGAGCAAGTCGATTATGGTTTTGGTTCTGTTAGCAAGGGTACCGAATCTCCTTAC 1440 
ATCC            AAGGCCGAGCAAGTCGATTATGGTTTTGGTTCTGTTAGCAAGGGTACCGAATCTCCTTAC 1440 
ref             AAGGCCGAGCAAGTCGATTATGGTTTTGGTTCTGTTAGCAAGGGTACCGAATCTCCTTAC 1440 
                ************************************************************ 

26              CAGCCATTCGGTGCCGGCAGGCACAGATGTGTTGGCGAACAATTTGCGTACACTCAACTT 1500 
27              CAGCCATTCGGTGCCGGCAGGCACAGATGTGTTGGCGAACAATTTGCGTACACTCAACTT 1500 
ATCC            CAGCCATTCGGTGCCGGCAGGCACAGATGTGTTGGCGAACAATTTGCGTACACTCAACTT 1500 
ref             CAGCCATTCGGTGCCGGCAGGCACAGATGTGTTGGCGAACAATTTGCGTACACTCAACTT 1500 
                ************************************************************ 

26              TCAACCATCTTCACCTATGTTGTGAGGAATTTCACTTTGAAGCTTGCTGTTCCCAAGTTC 1560 
27              TCAACCATCTTCACCTATGTTGTGAGGAATTTCACTTTGAAGCTTGCTGTTCCCAAGTTC 1560 
ATCC            TCAACCATCTTCACCTATGTTGTGAGGAATTTCACTTTGAAGCTTGCTGTTCCCAAGTTC 1560 
ref             TCAACCATCTTCACCTATGTTGTGAGGAATTTCACTTTGAAGCTTGCTGTTCCCAAGTTC 1560 
                ************************************************************ 

26              CCTGAAACCAATTACCGTACCATGATTGTCCAACCCAACAACCCTTTGGTTACTTTCACC 1620 
27              CCTGAAACCAATTACCGTACCATGATTGTCCAACCCAACAACCCTTTGGTTACTTTCACC 1620 
ATCC            CCTGAAACCAATTACCGTACCATGATTGTCCAACCCAACAACCCTTTGGTTACTTTCACC 1620 
ref             CCTGAAACCAATTACCGTACCATGATTGTCCAACCCAACAACCCTTTGGTTACTTTCACC 1620 
                ************************************************************ 

26              CTTCGAAATGCCGAGGTCAAATAG 1644 
27              CTTCGAAATGCCGAGGTCAAATAG 1644 
ATCC            CTTCGAAATGCCGAGGTCAAATAG 1644 
ref             CTTCGAAATGCCGAGGTCAAATAG 1644 
                ************************ 

FIGURA 6. Alinhamento das sequências nucleotídicas dos isolados 26 

(sensível), 27 (I) e a cepa ATCC 90012 com a sequência de referência do gene 

ERG11 de Cryptococcus neoformans var grubii (AY265353) obtida no banco de 

dados, demonstrando que para esses isolados não foi encontrado nenhuma 

mutação. 

CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment 

26              ATGTCGGCAATCATCCCCCAGGTCCAGCAACTGCTGGGACAAGTGGCCCAATTTATCCCA 60 
ref             ATGTCGGCAATCATCCCCCAGGTCCAGCAACTGCTGGGACAAGTGGCCCAATTTATCCCA 60 
30              ATGTCGGCAATCATCCCCCAGGTCCAGCAACTGCTGGGACAAGTGGCCCAATTTATCCCA 60 
                ************************************************************ 

26              CCGTGGTTCGCTGCCCTCCCCACCTCCGTGAAAGTCGTGATCGCTGTCATCGGTATTCCC 120 
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ref             CCGTGGTTCGCTGCCCTCCCCACCTCCGTGAAAGTCGTGATCGCTGTCATCGGTATTCCC 120 
30              CCGTGGTTCGCTGCCCTCCCCACCTCCGTGAAAGTCGTGATCGCTGTCATCGGTATTCCC 120 
                ************************************************************ 

26              GCTCTCGTCATTTGCTTGAACGTTTTCCAGCAGCTTTGTCTTCCTCGTAGAAAAGATCTT 180 
ref             GCTCTCGTCATTTGCTTGAACGTTTTCCAGCAGCTTTGTCTTCCTCGTAGAAAAGATCTT 180 
30              GCTCTCGTCATTTGCTTGAACGTTTTCCAGCAGCTTTGTCTTCCTCGTAGAAAAGATCTT 180 
                ************************************************************ 

26              CCTCCTGTTGTCTTTCACTACATTCCATGGTTTGGCTCAGCCGCTTATTATGGTGAAGAT 240 
ref             CCTCCTGTTGTCTTTCACTACATTCCATGGTTTGGCTCAGCCGCTTATTATGGTGAAGAT 240 
30              CCTCCTGTTGTCTTTCACTACATTCCATGGTTTGGCTCAGCCGCTTATTATGGTGAAGAT 240 
                ************************************************************ 

26              CCCTACAAATTCCTGTTCGAATGCCGTGACAAATACGGAGATTTATTCACTTTCATCCTT 300 
ref             CCCTACAAATTCCTGTTCGAATGCCGTGACAAATACGGAGATTTATTCACTTTCATCCTT 300 
30              CCCTACAAATTCCTGTTCGAATGCCGTGACAAATACGGAGATTTATTCACTTTCATCCTT 300 
                ************************************************************ 

26              ATGGGTCGAAGGGTTACCGTCGCGCTTGGACCAAAGGGTAACAACCTTTCTTTGGGTGGA 360 
ref             ATGGGTCGAAGGGTTACCGTCGCGCTTGGACCAAAGGGTAACAACCTTTCTTTGGGTGGA 360 
30              ATGGGTCGAAGGGTTACCGTCGCGCTTGGACCAAAGGGTAACAACCTTTCTTTGGGTGGA 360 
                ************************************************************ 

26              AAGATTTCTCAAGTCTCTGCCGAGGAAGCATACACTCACTTGACTACTCCCGTCTTTGGC 420 
ref             AAGATTTCTCAAGTCTCTGCCGAGGAAGCATACACTCACTTGACTACTCCCGTCTTTGGC 420 
30              AAGATTTCTCAAGTCTCTGCCGAGGAAGCATACACTCACTTGACTACTCCCGTCTTTGGC 420 
                ************************************************************ 

26              AAGGGTGTTGTTTACGATTGCCCTAATGAGATGCTCATGCAGCAGAAGAAGTTTATCAAG 480 
ref             AAGGGTGTTGTTTACGATTGCCCTAATGAGATGCTCATGCAGCAGAAGAAGTTTATCAAG 480 
30              AAGGGTGTTGTTTACGATTGCCCTAATGAGATGCTCATGCAGCAGAAGAAGTTTATCAAG 480 
                ************************************************************ 

26              TCCGGTCTTACTACCGAGTCCCTTCAGTCTTATCCCCCTATGATTACCAGCGAATGCGAA 540 
ref             TCCGGTCTTACTACCGAGTCCCTTCAGTCTTATCCCCCTATGATTACCAGCGAATGCGAA 540 
30              TCCGGTCTTACTACCGAGTCCCTTCAGTCTTATCCCCCTATGATTACCAGCGAATGCGAA 540 
                ************************************************************ 

26              GATTTCTTCACCAAAGAAGTCGGAATTTCTCCCCAGAAGCCTTCTGCCACTCTCGACCTC 600 
ref             GATTTCTTCACCAAAGAAGTCGGAATTTCTCCCCAGAAGCCTTCTGCCACTCTCGACCTC 600 
30              GATTTCTTCACCAAAGAAGTCGGAATTTCTCCCCAGAAGCCTTCTGCCACTCTCGACCTC 600 
                ************************************************************ 

26              CTCAAATCCATGTCCGAGCTCATCATTCTTACTGCGTCTCGTACTCTCCAGGGGAAGGAA 660 
ref             CTCAAATCCATGTCCGAGCTCATCATTCTTACTGCGTCTCGTACTCTCCAGGGGAAGGAA 660 
30              CTCAAATCCATGTCCGAGCTCATCATTCTTACTGCGTCTCGTACTCTCCAGGGGAAGGAA 660 
                ************************************************************ 

26              GTTCGTGAATCTCTTAATGGTCAGTTCGCCAAGTACTACGAGGATCTCGACGGCGGTTTT 720 
ref             GTTCGTGAATCTCTTAATGGTCAGTTCGCCAAGTACTACGAGGATCTCGACGGCGGTTTT 720 
30              GTTCGTGAATCTCTTAATGGTCAGTTCGCCAAGTACTACGAGGATCTCGACGGCGGTTTT 720 
                ************************************************************ 

26              ACTCCCCTCAACTTTATGTTCCCCAACTTGCCCCTTCCCAGTTACAAGAGGCGAGATGAG 780 
ref             ACTCCCCTCAACTTTATGTTCCCCAACTTGCCCCTTCCCAGTTACAAGAGGCGAGATGAG 780 
30              ACTCCCCTCAACTTTATGTTCCCCAACTTGCCCCTTCCCAGTTACAAGAGGCGAGATGAG 780 
                ************************************************************ 

26              GCTCAGAAGGCTATGAGCGACTTTTACTTGAAGATCATGGAGAACAGGAGAAAGGGTGAA 840 
ref             GCTCAGAAGGCTATGAGCGACTTTTACTTGAAGATCATGGAGAACAGGAGAAAGGGTGAA 840 
30              GCTCAGAAGGCTATGAGCGACTTTTACTTGAAGATCATGGAGAACAGGAGGAAGGGTGAA 840 
                ************************************************** ********* 

26              AGCGACCACGAACACGACATGATTGAAAACCTCCAGAGCTGCAAGTACCGAAACGGTGTC 900 
ref             AGCGACCACGAACACGACATGATTGAAAACCTCCAGAGCTGCAAGTACCGAAACGGTGTC 900 
30              AGCGACCACGAACACGACATGATTGAAAACCTCCAGAGCTGCAAGTACCGAAACGGTGTC 900 
                ************************************************************ 
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26              CCTCTCTCTGATCGTGACATTGCCCACATCATGATTGCTCTTCTTATGGCTGGCCAGCAC 960 
ref             CCTCTCTCTGATCGTGACATTGCCCACATCATGATTGCTCTTCTTATGGCTGGCCAGCAC 960 
30              CCTCTCTCTGATCGTGACATTGCCCACATCATGATTGCTCTTCTTATGGCTGGCCAGCAC 960 
                ************************************************************ 

26              ACTTCCTCTGCTACTTCTTCTTGGACTCTTCTCCATCTTGCTGACCGACCGGACGTTGTA 1020 
ref             ACTTCCTCTGCTACTTCTTCTTGGACTCTTCTCCATCTTGCTGACCGACCGGACGTTGTA 1020 
30              ACTTCCTCTGCTACTTCTTCTTGGACTCTTCTCCATCTTGCTGACCGACCGGACGTTGTA 1020 
                ************************************************************ 

26              GAGGCTCTTTACCAGGAGCAGAAACAAAAGCTCGGTAACCCTGACGGTACTTTCCGAGAC 1080 
ref             GAGGCTCTTTACCAGGAGCAGAAACAAAAGCTCGGTAACCCTGACGGTACTTTCCGAGAC 1080 
30              GAGGCTCTTTACCAGGAGCAGAAACAAAAGCTCGGTAACCCTGACGGTACTTTCCGAGAC 1080 
                ************************************************************ 

26              TACAAGTACGAGGACCTTAAGGAGTTGCCCATCATGGACTCTATCATCCGAGAGACTCTC 1140 
ref             TACAAGTACGAGGACCTTAAGGAGTTGCCCATCATGGACTCTATCATCCGAGAGACTCTC 1140 
30              TACAAGTACGAGGACCTTAAGGAGTTGCCCATCATGGACTCTATCATCCGAGAGACTCTC 1140 
                ************************************************************ 

26              CGCATGCACGCTCCCATCCACTCGATCTACCGAAAAGTCCTTTCCGATATCCCCGTCCCT 1200 
ref             CGCATGCACGCTCCCATCCACTCGATCTACCGAAAAGTCCTTTCCGATATCCCCGTCCCT 1200 
30              CGCATGCACGCTCCCATCCACTCGATCTACCGAAAAGTCCTTTCCGATATCCCCGTCCCT 1200 
                ************************************************************ 

26              CCCAGTCTTTCTGCCCCCTCTGAGAACGGCCAATACATCATCCCCAAGGGCCACTACATC 1260 
ref             CCCAGTCTTTCTGCCCCCTCTGAGAACGGCCAATACATCATCCCCAAGGGCCACTACATC 1260 
30              CCCAGTCTTTCTGCCCCCTCTGAGAACGGCCAATACATCATCCCCAAGGGCCACTACATC 1260 
                ************************************************************ 

26              ATGGCTGCCCCTGGCGTTTCTCAAATGGACCCTCGTATCTGGCAAGACGCCAAAGTCTGG 1320 
ref             ATGGCTGCCCCTGGCGTTTCTCAAATGGACCCTCGTATCTGGCAAGACGCCAAAGTCTGG 1320 
30              ATGGCTGCCCCTGGCGTTTCTCAAATGGACCCTCGTATCTGGCAAGACGCCAAAGTCTGG 1320 
                ************************************************************ 

26              AACCCTGCCCGATGGCACGATGAAAAGGGATTTGCCGCCGCTGCCATGGCTCAGTACAGC 1380 
ref             AACCCTGCCCGATGGCACGATGAAAAGGGATTTGCCGCCGCTGCCATGGCTCAATACAGC 1380 
30              AACCCTGCCCGATGGCACGATGAAAAGGGATTTGCCGCCGCTGCCATGGCTCAGTACAGC 1380 
                ***************************************************** ****** 

26              AAGGCCGAGCAAGTCGATTATGGTTTTGGTTCTGTTAGCAAGGGTACCGAATCTCCTTAC 1440 
ref             AAGGCCGAGCAAGTCGATTATGGTTTTGGTTCTGTTAGCAAGGGTACCGAATCTCCTTAC 1440 
30              AAGGCCGAGCAAGTCGATTATGGTTTTGGTTCTGTTAGCAAGGGTACCGAATCTCTTTAC 1440 
                ******************************************************* **** 

26              CAGCCATTCGGTGCCGGCAGGCACAGATGTGTTGGCGAACAATTTGCGTACACTCAACTT 1500 
ref             CAGCCATTCGGTGCCGGCAGGCACAGATGTGTTGGCGAACAATTTGCGTACACTCAACTT 1500 
30              CAGCCATTCGGTGCCGGCAGGCACAGATGTGTTGGCGAACAATTTGCGTACACTCAACTT 1500 
                ************************************************************ 

26              TCAACCATCTTCACCTATGTTGTGAGGAATTTCACTTTGAAGCTTGCTGTTCCCAAGTTC 1560 
ref             TCAACCATCTTCACCTATGTTGTGAGGAATTTCACTTTGAAGCTTGCTGTTCCCAAGTTC 1560 
30              TCAACCATCTTCACCTATGTTGTGAGGAATTTCACTTTGAAGCTTGCTGTTCCCAAGTTC 1560 
                ************************************************************ 

26              CCTGAAACCAATTACCGTACCATGATTGTCCAACCCAACAACCCTTTGGTTACTTTCACC 1620 
ref             CCTGAAACCAATTACCGTACCATGATTGTCCAACCCAACAACCCTTTGGTTACTTTCACC 1620 
30              CCTGAAACCAATTACCGTACCATGATTGTCCAACCCAACAACCCTTTGGTTACTTTCACC 1620 
                ************************************************************ 

26              CTTCGAAATGCCGAGGTCAAATAG 1644 
ref             CTTCGAAATGCCGAGGTCAAATAG 1644 
30              CTTCGAAATGCCGAGGTCAAATAG 1644 
                ************************ 
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FIGURA 7. Alinhamento das sequências nucleotídicas dos isolados 26 

(sensível) e 30 (resistente) com a sequência de referência do gene ERG11 de 

Cryptococcus neoformans var grubii (AY265353) obtida no banco de dados 

demonstrando que para esse isolado houve duas mutações e uma variação 

(destaque em rosa). Uma delas foi silenciosa (destaque em verde) e a outra 

significativa (destaque em amarelo). Essa última levou a troca de um 

aminoácido.   

5.4. Tradução e análise da sequência peptídica do isolado 30 (resistente) 
do gene ERG11. 

A análise da sequência peptídica do isolado clínico 30 (resistente) foi 

realizada através do alinhamento da sequência do isolado 26 e da proteína de 

referência do gene ERG11 depositado no GenBank (AY265353) pelo programa 

Clustalw2, demonstrando a troca de um aminoácido, Prolina por Leucina na 

posição 479 (P479L). Esta troca de aminoácido foi devido à substituição do 

nucleotídeo C (citosina) para T (timina) na posição 1436 no isolado 30 (Figura 

8). 

CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment 

ref             MSAIIPQVQQLLGQVAQFIPPWFAALPTSVKVVIAVIGIPALVICLNVFQQLCLPRRKDL 60 
26              MSAIIPQVQQLLGQVAQFIPPWFAALPTSVKVVIAVIGIPALVICLNVFQQLCLPRRKDL 60 
30              MSAIIPQVQQLLGQVAQFIPPWFAALPTSVKVVIAVIGIPALVICLNVFQQLCLPRRKDL 60 
                ************************************************************ 

ref             PPVVFHYIPWFGSAAYYGEDPYKFLFECRDKYGDLFTFILMGRRVTVALGPKGNNLSLGG 120 
26              PPVVFHYIPWFGSAAYYGEDPYKFLFECRDKYGDLFTFILMGRRVTVALGPKGNNLSLGG 120 
30              PPVVFHYIPWFGSAAYYGEDPYKFLFECRDKYGDLFTFILMGRRVTVALGPKGNNLSLGG 120 
                ************************************************************ 

ref             KISQVSAEEAYTHLTTPVFGKGVVYDCPNEMLMQQKKFIKSGLTTESLQSYPPMITSECE 180 
26              KISQVSAEEAYTHLTTPVFGKGVVYDCPNEMLMQQKKFIKSGLTTESLQSYPPMITSECE 180 
30              KISQVSAEEAYTHLTTPVFGKGVVYDCPNEMLMQQKKFIKSGLTTESLQSYPPMITSECE 180 
                ************************************************************ 

ref             DFFTKEVGISPQKPSATLDLLKSMSELIILTASRTLQGKEVRESLNGQFAKYYEDLDGGF 240 
26              DFFTKEVGISPQKPSATLDLLKSMSELIILTASRTLQGKEVRESLNGQFAKYYEDLDGGF 240 
30              DFFTKEVGISPQKPSATLDLLKSMSELIILTASRTLQGKEVRESLNGQFAKYYEDLDGGF 240 
                ************************************************************ 

ref             TPLNFMFPNLPLPSYKRRDEAQKAMSDFYLKIMENRRKGESDHEHDMIENLQSCKYRNGV 300 
26              TPLNFMFPNLPLPSYKRRDEAQKAMSDFYLKIMENRRKGESDHEHDMIENLQSCKYRNGV 300 
30              TPLNFMFPNLPLPSYKRRDEAQKAMSDFYLKIMENRRKGESDHEHDMIENLQSCKYRNGV 300 
                ************************************************************ 

ref             PLSDRDIAHIMIALLMAGQHTSSATSSWTLLHLADRPDVVEALYQEQKQKLGNPDGTFRD 360 
26              PLSDRDIAHIMIALLMAGQHTSSATSSWTLLHLADRPDVVEALYQEQKQKLGNPDGTFRD 360 
30              PLSDRDIAHIMIALLMAGQHTSSATSSWTLLHLADRPDVVEALYQEQKQKLGNPDGTFRD 360 
                ************************************************************ 
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ref             YKYEDLKELPIMDSIIRETLRMHAPIHSIYRKVLSDIPVPPSLSAPSENGQYIIPKGHYI 420 
26              YKYEDLKELPIMDSIIRETLRMHAPIHSIYRKVLSDIPVPPSLSAPSENGQYIIPKGHYI 420 
30              YKYEDLKELPIMDSIIRETLRMHAPIHSIYRKVLSDIPVPPSLSAPSENGQYIIPKGHYI 420 
                ************************************************************ 

ref             MAAPGVSQMDPRIWQDAKVWNPARWHDEKGFAAAAMAQYSKAEQVDYGFGSVSKGTESPY 480 
26              MAAPGVSQMDPRIWQDAKVWNPARWHDEKGFAAAAMAQYSKAEQVDYGFGSVSKGTESPY 480 
30              MAAPGVSQMDPRIWQDAKVWNPARWHDEKGFAAAAMAQYSKAEQVDYGFGSVSKGTESLY 480 
                ********************************************************** * 

ref             QPFGAGRHRCVGEQFAYTQLSTIFTYVVRNFTLKLAVPKFPETNYRTMIVQPNNPLVTFT 540 
26              QPFGAGRHRCVGEQFAYTQLSTIFTYVVRNFTLKLAVPKFPETNYRTMIVQPNNPLVTFT 540 
30              QPFGAGRHRCVGEQFAYTQLSTIFTYVVRNFTLKLAVPKFPETNYRTMIVQPNNPLVTFT 540 
                ************************************************************ 

ref             LRNAEVK 547 
26              LRNAEVK 547 
30              LRNAEVK 547 
                ******* 

FIGURA 8. Alinhamento das sequências de aminoácidos do isolado 26 

(sensível) e 30 (resistente) com a sequência de referência da proteína do gene 

ERG11 de Cryptococcus neoformans var grubii (AY265353) obtida no banco de 

dados, demonstrando que somente uma mutação no gene foi significativa para 

troca do aminoácido P (prolina) por L (leucina) na posição 479 (P479L) 

(Destaque em vermelho). 

Quando se alinhou a sequência da proteína ERG11 lanosterol 14C 

desmetilase do isolado 30 (resistente) com sequências da mesma de outros 

fungos como Candida albicans (GenBank acesso CAA31658.1), 

Saccharomyces cerevisiae (BROAD acesso SCRG_04712),  Aspergillus 

fumigatus (GenBank acesso AAK73659.1) e a sequência de C. neoformans

var. grubii (GenBank acesso AY265353), podemos observar que a substituição 

P479L ocorreu em um local conservado em todos os fungos citados. Além 

disso, a alteração P479L está localizada apenas três aminoácidos antes da 

região que se liga o grupamento heme mostrado por Revankar et al. em 2004, 

e muito próxima de uma �-helice, conforme identificação da estrutura 

secundaria da proteína descrita por Sheng et. al. em 2009. (figura 9) 

CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment 

Calbicans        -MAIVETVID--------GINYFLSLSVTQQISILLG---VPFVYNLVWQYLYSLR-KDR 47 
Scerevisiae      -MSATKSIVGEALEYVNIGLSHFLALPLAQRISLIII---IPFIYNIVWQLLYSLR-KDR 55 
Afumigatus       ---------------------MVPMLWLTAYMAVAVL---TAILLNVVYQLFFRLWNRTE 36 
Seq30            MSAIIPQVQQLLGQVAQFIPPWFAALPTSVKVVIAVIGIPALVICLNVFQQLCLPRRKDL 60 
Cneoformans      MSAIIPQVQQLLGQVAQFIPPWFAALPTSVKVVIAVIGIPALVICLNVFQQLCLPRRKDL 60 
                                       .  *  :  : : :      .:   *:* :     :   

Calbicans        APLVFYWIPWFGSAASYGQQPYEFFESCRQKYGDVFSFMLLGKIMTVYLGPKGHEFVFNA 107 
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Scerevisiae      PPLVFYWIPWVGSAVVYGMKPYEFFEECQKKYGDIFSFVLLGRVMTVYLGPKGHEFVFNA 115 
Afumigatus       PPMVFHWVPFLGSTISYGIDPYKFFFACREKYGDIFTFILLGQKTTVYLGVQGNEFILNG 96 
Seq30            PPVVFHYIPWFGSAAYYGEDPYKFLFECRDKYGDLFTFILMGRRVTVALGPKGNNLSLGG 120 
Cneoformans      PPVVFHYIPWFGSAAYYGEDPYKFLFECRDKYGDLFTFILMGRRVTVALGPKGNNLSLGG 120 
                 .*:**:::*:.**:  ** .**:*:  *:.****:*:*:*:*:  ** ** :*::: :.. 

Calbicans        KLSDVSAEDAYKHLTTPVFGKGVIYDCPNSRLMEQKKFAKFALTTDSFKRYVPKIREEIL 167 
Scerevisiae      KLADVSAEAAYAHLTTPVFGKGVIYDCPNSRLMEQKKFVKGALTKEAFKSYVPLIAEEVY 175 
Afumigatus       KLKDVNAEEVYSPLTTPVFGSDVVYDCPNSKLMEQKKFIKYGLTQSALESHVPLIEKEVL 156 
Seq30            KISQVSAEEAYTHLTTPVFGKGVVYDCPNEMLMQQKKFIKSGLTTESLQSYPPMITSECE 180 
Cneoformans      KISQVSAEEAYTHLTTPVFGKGVVYDCPNEMLMQQKKFIKSGLTTESLQSYPPMITSECE 180 
                 *: :*.** .*  *******..*:*****. **:**** * .** .::: : * * .*   

Calbicans        NYFVTDESFKLKEKTHGVANVMKTQPEITIFTASRSLFGDEMRRIFDRSFAQLYSDLDKG 227 
Scerevisiae      KYFRDSKNFRLNERTTGTIDVMVTQPEMTIFTASRSLLGKEMRAKLDTDFAYLYSDLDKG 235 
Afumigatus       DYLRDSPNFQG---SSGRMDISAAMAEITIFTAARALQGQEVRSKLTAEFADLYHDLDKG 213 
Seq30            DFFTKEVGISP-QKPSATLDLLKSMSELIILTASRTLQGKEVRESLNGQFAKYYEDLDGG 239 
Cneoformans      DFFTKEVGISP-QKPSATLDLLKSMSELIILTASRTLQGKEVRESLNGQFAKYYEDLDGG 239 
                 .::  . .:     . .  ::  : .*: *:**:*:* *.*:*  :  .**  * *** * 

Calbicans        FTPINFVFPNLPLPHYWRRDAAQKKISATYMKEIKSRRERGDIDPNRDLIDSLLIHSTYK 287 
Scerevisiae      FTPINFVFPNLPLEHYRKRDHAQKAISGTYMSLIKERRKNNDIQ-DRDLIDSLMKNSTYK 294 
Afumigatus       FTPINFMLPWAPLPHNKKRDAAHARMRSIYVDIINQRRLDGDKDSQKSDMIWNLMNCTYK 273 
Seq30            FTPLNFMFPNLPLPSYKRRDEAQKAMSDFYLKIMENRRK-GESDHEHDMIEN-LQSCKYR 297 
Cneoformans      FTPLNFMFPNLPLPSYKRRDEAQKAMSDFYLKIMENRRK-GESDHEHDMIEN-LQSCKYR 297 
                 ***:**::*  **    :** *:  :   *:. ::.**  .: : ::. :   :  ..*: 

Calbicans        DGVKMTDQEIANLLIGILMGGQHTSASTSAWFLLHLGEKPHLQDVIYQEVVELLKEKG-- 345 
Scerevisiae      DGVKMTDQEIANLLIGVLMGGQHTSAATSAWILLHLAERPDVQQELYEEQMRVLD----- 349 
Afumigatus       NGQQVPDKEIAHMMITLLMAGQHSSSSISAWIMLRLASQPKVLEELYQEQLANLGPAGPD 333 
Seq30            NGVPLSDRDIAHIMIALLMAGQHTSSATSSWTLLHLADRPDVVEALYQEQKQKLGNPD-- 355 
Cneoformans      NGVPLSDRDIAHIMIALLMAGQHTSSATSSWTLLHLADRPDVVEALYQEQKQKLGNPD-- 355 
                 :*  :.*::**:::* :**.***:*:: *:* :*:*..:*.: : :*:*    *       

Calbicans        GDLNDLTYEDLQKLPSVNNTIKETLRMHMPLHSIFRKVTNPLRIP--------ETNYIVP 397 
Scerevisiae      GGKKELTYDLLQEMPLLNQTIKETLRMHHPLHSLFRKVMKDMHVP--------NTSYVIP 401 
Afumigatus       GSLPPLQYKDLDKLPFHQHVIRETLRIHSSIHSIMRKVKSPLPVP--------GTPYMIP 385 
Seq30            GTFRDYKYEDLKELPIMDSIIRETLRMHAPIHSIYRKVLSDIPVPPSLSAPSENGQYIIP 415 
Cneoformans      GTFRDYKYEDLKELPIMDSIIRETLRMHAPIHSIYRKVLSDIPVPPSLSAPSENGQYIIP 415 
                 *      *. *.::*  :  *:****:* .:**: *** . : :*           *::* 

Calbicans        KGHYVLVSPGYAHTSERYFDNPEDFDPTRWDTAA--AKANSVSFNSSDEVDYGFGKVSKG 455 
Scerevisiae      AGYHVLVSPGYTHLRDEYFPNAHQFNIHRWN------KDSASSYSVGEEVDYGFGAISKG 455 
Afumigatus       PGRVLLASPGVTALSDEHFPNAGCWDPHRWEN------QATKEQENDEVVDYGYGAVSKG 439 
Seq30            KGHYIMAAPGVSQMDPRIWQDAKVWNPARWHDEKGFAAAAMAQYSKAEQVDYGFGSVSKG 475 
Cneoformans      KGHYIMAAPGVSQMDPRIWQDAKVWNPARWHDEKGFAAAAMAQYSKAEQVDYGFGSVSKG 475 
                  *  ::.:** :    . : :.  ::  **.           . .  : ****:* :*** 

Calbicans        VSSPYLPFGGGRHRCIGEQFAYVQLGTILTTFVYNLRWTI-DGYK-VPDPDYSSMVVLPT 513 
Scerevisiae      VSSPYLPFGGGRHRCIGEHFAYCQLGVLMSIFIRTLKWHYPEGKT-VPPPDFTSMVTLPT 514 
afumigatus       TSSPYLPFGAGRHRCIGEKFAYVNLGVILATIVRHLRLFNVDGKKGVPETDYSSLFSGPM 499 
seq30            TESLYQPFGAGRHRCVGEQFAYTQLSTIFTYVVRNFTLKLAVPKF--PETNYRTMIVQPN 533 
Cneoformans      TESPYQPFGAGRHRCVGEQFAYTQLSTIFTYVVRNFTLKLAVPKF--PETNYRTMIVQPN 533 
                 ..* * ***.*****:**:*** :*..::: .:  :           * .:: ::.  *  

Calbicans        EPAEIIWEKRETCMF- 528 
Scerevisiae      GPAKIIWEKRNPEQKI 530 
afumigatus       KPSIIGWEKRSKNTS- 514 
seq30            NP-LVTFTLRNAEVK- 547 
Cneoformans      NP-LVTFTLRNAEVK- 547 
                  *  : :  *.      

FIGURA 9. Alinhamento das sequências da proteína ERG11 lanosterol 14C 

desmetilase de Candida albicans (GenBank acesso CAA31658.1), 
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Saccharomyces cerevisiae (BROAD acesso SCRG_04712),  Aspergillus 

fumigatus (GenBank acesso AAK73659.1), a sequência de C. neoformans

(GenBank acesso AY265353) com o isolado 30 (resistente) para verificação 

das regiões conservadas. Baseado no modelo descrito por Sheng et al., 2009,  

tem-se em destaque na cor rosa as �-helix, e em azul  as �-sheet. O destaque 

amarelo refere-se à região onde o grupamento heme da proteína se liga, 

mostrado por Revankar et al., 2004. Aminoácidos na cor amarela referem-se 

aos sítios de interação com fluconazol, também baseado no modelo desrito por 

Sheng et al., 2009. 

5.5. Comparação das sequências nucleotídicas do gene ERG11 de C. 

gattii.
A análise da sequência nucleotídica do isolado de psitacídeo de C. 

gattii foi realizada através do alinhamento com a sequência do gene de 

referência ERG11 depositado no BROAD Institute (acesso número CNBG 

0513.2) pelo programa Clustalw2. O alinhamento da sequência de referência 

de C. gattii e do isolado de psitacídeo não revelou pontos de mutação. 

Mostrando que para esse isolado, possivelmente, a resistência ao fluconazol é 

devido a outro mecanismo de resistência e não às mutações pontuais no gene 

ERG11. (Figura 10). 

Cg ref          ATGTCGGCAATCATCCCCCAAGTCCAGCAATTGCTGGGACAAGTGGCCCAATACATCCCA 60 
Cgattii         ATGTCGGCAATCATCCCCCAAGTCCAGCAATTGCTGGGACAAGTGGCCCAATACATCCCA 60 
                ************************************************************ 

Cg ref          CATTGGTTTACTGCCCTCCCTACCTCCTTGAAGATCGTGATCGCTGTCATTGGCATCCCT 120 
Cgattii         CATTGGTTTACTGCCCTCCCTACCTCCTTGAAGATCGTGATCGCTGTCATTGGCATCCCT 120 
                ************************************************************ 

Cg ref          GCTTTTATCATTGGCTTGAACGTTTTTCACCAGCTTTGCCTTCCCCGTAGAAGAGATCTT 180 
Cgattii         GCTTTTATCATTGGCTTGAACGTTTTTCACCAGCTTTGCCTTCCCCGTAGAAGAGATCTT 180 
                ************************************************************ 

Cg ref          CCTCCTGTTGTCTTCCACTATATTCCCTGGTTTGGCTCAGCTGCTTACTATGGTGAAGAT 240 
Cgattii         CCTCCTGTTGTCTTCCACTATATTCCCTGGTTTGGCTCAGCTGCTTACTATGGTGAAGAT 240 
                ************************************************************ 

Cg ref          CCCTACAAATTCTTGTTCGAGTGCCGTGACAAGTATGGAGACTTATTTACTTTCATCCTT 300 
Cgattii         CCCTACAAATTCTTGTTCGAGTGCCGTGACAAGTATGGAGACTTATTTACTTTCATCCTT 300 
                ************************************************************ 

Cg ref          ATGGGTCGACGCATTACTGTCGCGCTCGGACCCAAGGGTAACAACCTTTCTTTGGGTGGA 360 
Cgattii         ATGGGTCGACGCATTACTGTCGCGCTCGGACCCAAGGGTAACAACCTTTCTTTGGGTGGA 360 
                ************************************************************ 

Cg ref          AAGATTTCTCAAGTCTCTGCCGAGGAAGCTTACACTCACTTGACTACTCCCGTCTTTGGC 420 
Cgattii         AAGATTTCTCAAGTCTCTGCCGAGGAAGCTTACACTCACTTGACTACTCCCGTCTTTGGC 420 
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                ************************************************************ 

Cg ref          AAGGGTGTTGTTTATGATTGCCCTAACGAGATGCTCATGCAGCAGAAGAAGTTTATCAAG 480 
Cgattii         AAGGGTGTTGTTTATGATTGCCCTAACGAGATGCTCATGCAGCAGAAGAAGTTTATCAAG 480 
                ************************************************************ 

Cg ref          TCCGGTCTTACAACTGAGTCCCTTCAATCTTATCCTCCCATGATCACTAGCGAATGCGAA 540 
Cgattii         TCCGGTCTTACAACTGAGTCCCTTCAATCTTATCCTCCCATGATCACTAGCGAATGCGAA 540 
                ************************************************************ 

Cg ref          GATTTCTTCACCAAAGAAGTCGGAATTTCTTCCCAGAAGCCTTCTATCACTCTCGACCTC 600 
Cgattii         GATTTCTTCACCAAAGAAGTCGGAATTTCTTCCCAGAAGCCTTCTATCACTCTCGACCTC 600 
                ************************************************************ 

Cg ref          CTCAAGTCCATGTCCGAGCTCATCATTCTTACTGCGTCTCGTACTCTTCAAGGAAAGGAA 660 
Cgattii         CTCAAGTCCATGTCCGAGCTCATCATTCTTACTGCGTCTCGTACTCTTCAAGGAAAGGAA 660 
                ************************************************************ 

Cg ref          GTTCGCGAATCTCTTAACGGTCAGTTTGCCAAGTACTACGAGGACCTCGACGGCGGTTTC 720 
Cgattii         GTTCGCGAATCTCTTAACGGTCAGTTTGCCAAGTACTACGAGGACCTCGACGGCGGTTTC 720 
                ************************************************************ 

Cg ref          ACTCCTCTCAACTTTATGTTCCCCAACTTGCCCCTTCCCAGTTACAGGAGACGAGATGAG 780 
Cgattii         ACTCCTCTCAACTTTATGTTCCCCAACTTGCCCCTTCCCAGTTACAGGAGACGAGATGAG 780 
                ************************************************************ 

Cg ref          GCTCAGAAGGCTATGAGCGACTTTTACTTGAAGATCATGGAGAACAGGAGAAAGGGTGAA 840 
Cgattii         GCTCAGAAGGCTATGAGCGACTTTTACTTGAAGATCATGGAGAACAGGAGAAAGGGTGAA 840 
                ************************************************************ 

Cg ref          AGCGACCACGAGCATGACATGATTGAAAACCTCCAGGGCTGCAAGTACCGAAACGGTGTC 900 
Cgattii         AGCGACCACGAGCATGACATGATTGAAAACCTCCAGGGCTGCAAGTACCGAAACGGTGTC 900 
                ************************************************************ 

Cg ref          CCTCTCTCTGACCGTGATGTTGCCCATATCATGATTGCTCTTCTTATGGCTGGCCAACAC 960 
Cgattii         CCTCTCTCTGACCGTGATGTTGCCCATATCATGATTGCTCTTCTTATGGCTGGCCAACAC 960 
                ************************************************************ 

Cg ref          ACTTCATCTGCTACTTCATCTTGGACTCTTCTCCATCTTGCCGACCGACCCGACGTTGTC 1020 
Cgattii         ACTTCATCTGCTACTTCATCTTGGACTCTTCTCCATCTTGCCGACCGACCCGACGTTGTC 1020 
                ************************************************************ 

Cg ref          GAGGCTCTTTACCAGGAGCAAAAAGAGAAGCTCGGTAACCCTGACGGTACTTTCCGAGAC 1080 
Cgattii         GAGGCTCTTTACCAGGAGCAAAAAGAGAAGCTCGGTAACCCTGACGGTACTTTCCGAGAC 1080 
                ************************************************************ 

Cg ref          TACAATAGCTCTATTTACCGAAAAGTCCTTTCCGACATCCCCGTCCCACCCAGTCTTGCC 1140 
Cgattii         TACAATAGCTCTATTTACCGAAAAGTCCTTTCCGACATCCCCGTCCCACCCAGTCTTGCC 1140 
                ************************************************************ 

Cg ref          GCCCCTTCCGAGAACGGCCAATACATTATCCCCAAGGGTCACTACATCATGGCCGCCCCT 1200 
Cgattii         GCCCCTTCCGAGAACGGCCAATACATTATCCCCAAGGGTCACTACATCATGGCCGCCCCT 1200 
                ************************************************************ 

Cg ref          GGCGTCTCTCAAATGGACCCTCGAATCTGGCAAGATGCCAAGGTCTGGAATCCTGCCCGA 1260 
Cgattii         GGCGTCTCTCAAATGGACCCTCGAATCTGGCAAGATGCCAAGGTCTGGAATCCTGCCCGA 1260 
                ************************************************************ 

Cg ref          TGGCACGACGAAAAGGGATTTGCCGCCGCTGCCATGGCCCAGTACACCAAAGCCGAGCAA 1320 
Cgattii         TGGCACGACGAAAAGGGATTTGCCGCCGCTGCCATGGCCCAGTACACCAAAGCCGAGCAA 1320 
                ************************************************************ 

Cg ref          GTCGACTATGGTTTCGGTTCTGTCAGCAAGGGTACCGAGTCTCCTTACCAGCCTTTCGGT 1380 
Cgattii         GTCGACTATGGTTTCGGTTCTGTCAGCAAGGGTACCGAGTCTCCTTACCAGCCTTTCGGT 1380 
                ************************************************************ 

Cg ref          GCTGGCAGGCACAGGTGTGTCGGTGAACAGTTTGCGTACACTCAGCTTTCGACCATCTTC 1440 
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Cgattii         GCTGGCAGGCACAGGTGTGTCGGTGAACAGTTTGCGTACACTCAGCTTTCGACCATCTTC 1440 
                ************************************************************ 

Cg ref          ACCTATGTTGTGAGGAATTTCACTTTAAAGCTTGCCGTTCCCAAGTTCCCCGAAACCAAT 1500 
Cgattii         ACCTATGTTGTGAGGAATTTCACTTTAAAGCTTGCCGTTCCCAAGTTCCCCGAAACCAAT 1500 
                ************************************************************ 

Cg ref          TACCGTACCATGATTGTCCAACCCAACAACCCCTTGGTTACTTTCACCCTTCGAAATGCT 1560 
Cgattii         TACCGTACCATGATTGTCCAACCCAACAACCCCTTGGTTACTTTCACCCTTCGAAATGCT 1560 
                ************************************************************ 

Cg ref          GAGGTCAAGCAGGAGGTGTAA 1581 
Cgattii         GAGGTCAAGCAGGAGGTGTAA 1581 
                ********************* 

FIGURA 10. Alinhamento das sequências nucleotídicas do isolado de 

psitacídeo de C. gattii com a sequência de referência do gene ERG11 de 

Cryptococcus gattii (CNBG 0512.2) obtida no banco de dados.  

5.6. Avaliação da atividade antifúngica e fungicida
 A atividade antifúngica dessas substâncias naturais analisadas contra a 

cepa ATCC 90012, isolado de psitacídeo de C. gattii e três isolados 

sequenciais de C. neoformans var. grubii (26, 27 e 30), foi considerada forte. 

Demonstramos também que as mesmas substâncias puras obtiveram atividade 

fungicida contra os isolados selecionados, sendo os valores de CFM os 

mesmos encontrados para as CIMs. Na tabela 3 observamos que a substância 

MJ2 obteve a melhor atividade antifúngica e fungicida, especialmente para os 

isolados 30 (resistente) de C. neoformans e C. gattii, isolados esses que já 

demonstraram suscetibilidade reduzida ao fluconazol. Todos os ensaios foram 

realizados utilizando as drogas sintéticas, fluconazol e anfotericina B, como 

controle do teste. (Tabela 1 e tabela 2)  

TABELA 2. Valores de CIM e CFM em µg/mL para as substâncias Maitenina 

(MJ2) e Pristimerina (MF 2.5) contra a cepa ATCC 90012, isolado ambiental C. 

gattii e os isolados sequenciais de C. neoformans (26, 27 e 30).    

CIM µg/mL
Isolados MJ2 MF 2.5

 CIM CFM CIM CFM 

ATCC 90012 0,48 0,48 1,95 1,95 

C. neoformans 26 0,48 0,48 1,95 1,95 

C. neoformans 27 0,48 0,48 3,9 3,9 
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C. neoformans 30 3,9 3,9 3,9 3,9 

C. gattii 3,9 3,9 3,9 3,9 

5.7. Ensaio de citotoxicidade pelo método MTT 
 Na figura 11, podemos observar que em todas as concentrações 

avaliadas para a substância Maitenina, as células A549 mostraram valor > 50% 

de viabilidade. Na faixa de concentração 125 a 3,9 µg/mL a viabilidade celular 

mateve-se estável e para os isolados 30 (resistente) e de psitacídeo de C. 

gattii, com CIM de 3,9 µg/mL a média percentual de células viáveis após o 

ensaio foi cerca de 50%.  

FIGURA 11. Gráfico representativo do efeito citotóxico da substância pura, 

Maitenina (MJ2), avaliado pelo método MTT com faixa de concentração de 125 

a 0,24 µg/mL. (*) p<0,05 = Cp (10 µg/mL). 

Quanto à Pristimerina (MF2.5), observamos na figura 12 que na 

concentração 3,9 µg/mL, a CIM obtida para os isolados clínicos de C. 

neoformans intermediário (27), resistente (30) e o isolado de C. gattii, a média 

percentual de células viáveis foi de 60%. Entretanto, para concentrações acima 

de 3,9 µg/mL a viabilidade celular para esta substância foi menos estável 

quando comparado com a Maitenina. A CIM mais baixa identificada para essa 



68 

substância pura foi 1,95 µg/mL para a cepa ATCC 90012 e para o isolado 

sensível (26) de C. neoformans, e para essa concentração o valor médio de 

células viáveis ficou acima de 70% obtendo-se diferença significativa quando 

comparadas ao controle positivo. Estes dados mostram que Maitenina foi 

melhor que Pristimerina em altas concentrações. 

FIGURA 12. Gráfico representativo do efeito citotóxico da substância pura, 

Pristimerina (MF 2.5), avaliado pelo método MTT com faixa de concentração de 

125 a 0,24 µg/mL. (*) p<0,05 = Cp (10 µg/mL). 

Quanto à citotoxicidade, quando comparamos os resultados das duas 

substâncias puras selecionadas, observamos que nas concentrações maiores 

que 3,9 µg/mL, a Maitenina obteve melhores resultados frente à Pristimerina. 

Diferença estatística significativa foi observada em concentrações abaixo de 

1,95 µg/mL para a substância Pristimerina, mostrando que para isolados 

sensíveis esta substância foi menos citotóxica. 
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FIGURA 13. Representação da comparação do efeito citotóxico das 

substâncias puras, Pristimerina (MF 2.5) e Maitenina (MF 2.5), avaliado pelo 

método MTT com faixa de concentração de 125 a 0,24 µg/mL. 
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6. Discussão 
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii são patógenos 

pertencentes ao Phylum Basidiomiceto de interesse médico por causar a 

criptococose em indivíduos imunocomprometidos, principalmente pacientes 

com AIDS, e em indivíduos imunocompetentes. Mesmo na atualidade, com a 

disponibilidade da terapêutica antirretroviral efetiva (TARV) para pacientes 

infectados pelo HIV, casos de criptococose são frequentes e apresentam alto 

índice de letalidade. (CHUCK et al. 1989; LINDENBERG et al. 2008; 

MCCARTHY et al. 2008). Embora a terapêutica das micoses tenha evoluído, 

melhorando não só sua eficácia e espectro de ação, mas também sua 

tolerabilidade, manejo e tempo de tratamento, o desenvolvimento de cepas 

menos sensíveis aos antifúngicos tem sido um importante fator de complicação 

no tratamento das infecções fúngicas, sobretudo em pacientes 

imunocomprometidos. (LUMBRERAS; LIZASOAIN; AGUADO, 2003; 

CHAPMAN; SULLIVAN; CLEARY; 2008).  Os triazóis são a maior classe de 

drogas antifúngicas em uso nas últimas duas décadas. A utilização de FLC por 

longos períodos para o tratamento de manutenção da criptococose em 

pacientes com AIDS levou ao surgimento de cepas heteroresistentes 

(PAUGAM, et al., 1994; ARMENGOU, et al., 1996; VENKATESWARLU, et al., 

1997; BERG, et al., 1998; FRIESE, et al., 2001; SIONOV et al. 2009). 

 Em nosso estudo, os valores de CIM para os isolados de C. neoformans

26, 27 e 30 foram 2,0, 16,0 e >64,00 µg/mL, respectivamente para FLC, 

demonstrando a evolução de resistência desses isolados com perfil genético 

idêntico, determinados por RAPD, possivelmente durante o tratamento. Para o 

isolado C. gattii também foi encontrado valor de CIM >64,00 µg/mL para FCL. 

Salientando que este último provavelmente refere-se à resistência natural. Para 

as drogas itraconazol e voriconal, também observamos valores aumentados de 

CIM para os isolados caracterizados como resistente a FLC, mostrando que 

estamos diante de isolados com resistência cruzada aos azóis. 

 Atualmente, a maioria dos estudos relacionados aos mecanismos de 

resistência às drogas azólicas estão focados em espécies de Candida

(SANGLARD, et al. 1995; BENNET, et al, 2004; BRUN, et al. 2004; 

HELMERHORST, et al. 2006) e, em menor número para Aspergillus fumigatus 

(DIAZ-GUERRA, et al. 2003; DA SILVA, et al. 2004). Os mecanismos de 
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resistência aos azólicos mais comuns descritos nesses patógenos, incluem o 

aumento da produção de transportadores de múltiplas drogas ou alterações na 

enzima alvo dos azóis, a lanosterol 14C desmetilase, devido às mutações no 

gene ERG11 e/ou a super expressão desse gene. (COWEN, et al. 2002, 

SELMECKI, et al. 2008).   

 Resistência mediada por alterações no gene Erg11 tem sido 

amplamente documentado em C. albicans envolvendo tanto mutações pontuais 

quanto a super expressão do gene. Utilizando diferentes abordagens, as 

mutações F72L, F145L, G464S, Y132F, R467K e S405, na sequência da 

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

(SANGLARD, et al, 1998; ASAI et al,1999; FAVRE, et al, 1999;. KELLY, et al, 

1999a, b;. CORDEIRO, et al. 2000, KUDO, et al, 2005).  

Em A. fumigatus, mutações nas posições L98 e G138 na Cyp51A 

acarretaram à resistência cruzada a todos os azóis em A. fumigatus. (GARCIA-

EFFRON et al., 2008 a, b, c). Mellado et al em 2007 relatou que a mutação na 

Cyp51A na posição L98H era consistentemente, combinada com a super 

expressão do gene, conseguindo demonstrar  que essas alterações levaram a 

resistência cruzada a todos os azóis. Curiosamente, a substituição L98H e os 

mecanismos de alta regulação do gene cyp51A também foram encontrados em 

isolados de A. fumigatus de origem ambiental, aumentando assim a questão de 

como resistência aos azólicos foi adquirida no meio ambiente (SNELDERS et 

al., 2008). 

 Em C. neoformans, a análise da proteína ERG11 de um isolado clínico 

resistente a FCL mostrou que uma mutação pontual, G484S na enzima alvo 

pode estar ligada ao desenvolvimento da resistência. Essa substituição não foi 

observada nos isolados sensíveis ao FLC. (RODERO, et al. 2003). O G484 é 

um resíduo que faz parte do grupamento heme e é conservada em todo o 

citocromo P450 de leveduras e fungos filamentosos. Essa substituição de 

aminoácido encontrada (G484S) corresponde à posição G464S em C. albicans, 

onde vários estudos demonstraram que essa mutação pode conferir a uma 

mudança na orientação do grupamento heme, levando a diminuição da 

sensibilidade do fungo ao FLC (SANGLARD, et al, 1998; KELLY, et al.1999). 

 O aumento no surgimento de cepas resistentes de Cryptococcus sp. a 

FLC é potencialmente problemático, pois existem poucas alternativas para o 
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tratamento dessa micose sistêmica além da anfotericina B, especialmente no 

Brasil. Portanto, a investigação da resistência ao nível genético e molecular é 

fundamental para compreender os mecanismos de resistência envolvidos. 

Cryptococcus sp. são modelos importantes para estudar as bases moleculares 

da resistência aos antifúngicos, uma vez que são taxonomicamente distintos 

dos ascomicetos (Candida sp e S. cerevisiae), fungos esses que tem fornecido 

diversas informações genéticas e moleculares sobre resistência antifúngica. 

(REVANKAR, et al., 2004). 

 Em nosso estudo, sequenciamos e analisamos o gene ERG11 de três 

isolados com perfil de RAPD idênticos de C. neoformans var. grubii (26, 27 e 

30) que evoluíram para resistência ao FLC devido à falha terapêutica e um 

isolado de C. gattii recuperado de psitacídio também caracterizado como 

resistente ao FLC (CIM >64,00 µg/mL). Quando alinhamos a sequência do 

gene ERG11 do isolado 30R com o isolado 26S de C. neoformans var. grubii, a 

cepa ATCC e a sequência de referência de C. neoformans var. grubii

(AY265353), encontramos um ponto de mutação significativo (C1436T) na 

sequência nucleitídica do gene no isolado 30 (CIM>64,00 µg/mL para FLC). 

Essa mutação foi responsável pela troca do aminoácido prolina na posição 479 

por leucina (P479L) na sequência da proteína ERG11. O resíduo P479 é 

conservado no citocromo P450 em leveduras e fungos filamentosos e essa 

mutação ocorreu três aminoácidos antes do domínio de ligação do grupamento 

Heme. A mutação encontrada no isolado 30 de C. neoformans var. grubii, 

quando alinhada às sequências de C. albicans (CaERG11) e A. fumigatus

(AfCyp51A) corresponde às mutações  nas posições P459L e P443L, 

respectivamente, ainda não descritas nestes fungos. Pela primeira vez nós 

relatamos alteração nesta posição da proteína ERG11 em um isolado clínico de 

C. neoformans var. grubii. 

 Como relatado anteriormente, em estudo realizado por Sheng et al, 

2009 a proteína alvo dos azóis, a lanosterol 14C desmetilase de Cryptococcus 

neoformans var. grubii, foi analisada quanto à estrutura tridimensional e a  

localização dos domínios de interação com as moléculas das drogas azólicas 

(fluconazol, posaconazol, itraconazol, ravuroconazol, voriconazol e 

albaconazol). As regiões funcionais importantes para modelar novos encaixes 

estratégicos de drogas, contendo as quatro porções de interação foram 
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identificadas e a localização dos aminoácidos que interagem com as porções 

ativas das drogas azólicas foram primeiramente descritas. Através deste 

estudo foi possível discutir a partir dos nossos resultados se a resistência do 

isolado 30 é decorrente de alterações significativas na estrutura conformacional 

da proteína devido à mutação encontrada (P479L). Adicionalmente com estes 

dados novas modelagens de drogas poderão ser desenvolvidas incluindo nas 

moléculas azólicas a partir de alterações que podem evoluir para a resistência 

aos azóis. Através da localização da estrutura secundaria realizada por Sheng, 

et al. em 2009, foi possível localizar nossa mutação (P479L), mostrando que a 

mesma ocorreu próxima a uma �-helice. 

 Cada tipo de proteína possui uma única sequência de aminoácidos e 

essa sequência deve desempenhar um papel fundamental na determinação da 

estrutura tridimensional, e finalmente, a sua função. Muitas doenças genéticas 

humanas foram relacionadas à produção de proteínas defeituosas, uma vez 

que diversas proteínas, muitas vezes são modificadas devido a uma única 

alteração em sua sequência de aminoácidos, portanto, se a estrutura primária 

for alterada, a função da proteína também poderá ser mudada. Mas alguma 

flexibilidade é possível. Muitas dessas variações na sequência possuem pouco 

ou nenhum efeito na função da proteína. Embora a sequência de aminoácidos 

em algumas regiões da estrutura primária possa variar consideravelmente sem 

afetar a função biológica, a maior parte das proteínas contém regiões cruciais 

que são essenciais para a sua função e cuja sequência é, portanto, 

conservada. 

 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 �-helices, as folhas � e as dobras �. A �-helice é uma estrutura secundária 
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comum nas proteínas e a sequência de aminoacidos afeta a estabilidade da �-

helice. Nem todos os peptídicos podem formar uma estrutura dessa estável, e 

interações entre cadeias laterais de aminoacidos podem estabilizar ou 

desestabilizar uma �-helice. Uma das restrições para a formação de uma �-

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 �-

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 

�-hélice. As folhas � são conformações mais estendidas das cadeias 

polipeptídicas, organizadas em folhas. Nas conformações � o esqueleto da 

cadeia polipetídica é estendido em vez de estrutura helicoidal. Já as dobras �

são conformações de dobras ou alças onde a cadeia polipeptídica reverte sua 

direção. Esses elementos conectam corridas sucessivas de �-helice ou 

conformação �. Os resíduos de Prolina ocorrem frequentemente em dobras �, 

porque as ligações peptídicas envolvendo o nitrogenio da prolina facilmente 

assumem a configuração cis, forma que favorece uma dobra mais firme. 

(LEHNINGER, 2006). Dessa forma, acreditamos que a substituição ocorrida na 

sequência da proteína ERG11 do isolado 30 de C. neoformans, pode de 

alguma forma, desestabilizar a estrutura conformacional da proteína ou até 

mesmo deslocar a �-hélice próxima ao grupamento de ligação heme, fazendo 

com que haja inibição do encaixe das moléculas de FLC com os sítios ativos da 

proteína lanosterol 14C desmetilase. No entanto, não podemos afirmar que 

somente essa mutação pode causar a resistência ao FLC nesse isolado, uma 

vez que outros mecanismos moleculares de resistência podem estar evolvidos 

nesse processo, sendo necessários mais estudos para essa comprovação. 

 O alinhamento do isolado C. gattii não revelou nenhum tipo de mutação, 

demonstrando que o seu desenvolvimento para resistência ao FLC é devido a 

outros mecanismos e não a mutações pontuais na sequência da proteína 

ERG11. Não podemos descartar também a possibilidade deste isolado ser 

heteroresistente, pois o mesmo foi recuperado de um psitacídeo que nunca foi 

exposto a nenhum antifúngico e o mesmo apresentou resistência natural ao 

FLC com altos valores de CIM. Lembrando que neste caso as pessoas 

imunocompetentes que eventualmente forem expostas a esta cepa 
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naturalmente resistente a múltiplas drogas antifúngicas, poderiam adquirir uma 

infecção de difícil tratamento. 

 Varma & Kwon-Chung em 2010, em um estudo com 71 isolados clínicos 

e ambientais de C. gattii, demonstraram que todas as amostras recuperadas, 

até mesmo aquelas coletadas 10 anos antes da disponibilidade dos triazólicos 

como terapia antifúngica, apresentaram heteroresistência ao fluconazol, sendo 

ainda, mais virulentas em camundongos, e mais resistentes aos xenobióticos 

que não estão relacionados ao fluconazol, quando comparadas com isolados 

de C. neoformans.

 O aumento de infecções invasivas e a dificuldade no tratamento causada 

por fungos oportunistas e o surgimento de cepas menos sensíveis aos 

antifúngicos disponíveis, demonstram que é de extrema urgência a prospecção 

de novas moléculas ativas, principalmente aquelas advindas de substâncias 

naturais. O Brasil possui ampla extensão territorial e grande biodiversidade, se 

mostrando promissor na descoberta de substâncias bioativas que podem servir 

como protótipos para desenvolver agentes à base de plantas e produtos 

farmacêuticos.  

  Há relatos que extratos de plantas obtidos da família Celastraceae, têm 

sido usados por séculos como inseticida na agricultura tradicional, e também 

para o tratamento de várias complicações estomacais, febre, artrite reumatóide 

e câncer. (NÚÑEZ, et al., 2004). Nos últimos 30 anos, uma ampla variedade de 

metabólitos secundários biologicamente ativos tem sido identificada em 

membros desta família. Esta família tem como metabólitos secundários muitos 

terpenóides, incluindo os triterpenos do tipo friedelano; os triterpenos 

quinonametídeos (CORSINO, et al., 1998b; CHÁVEZ, et al., 1999; 

ALVARENGA, et al., 1999; NOSSACK, et al., 2004; CLOREN, et al., 2005), os 

triterpenos eno-quinonametídeos (JELLER, et al., 2004; CARVALHO, et al., 

2005) e tipo fenólicos (GONZÁLEZ, et al., 1996; FURBACHER & 

GUNATILAKA, 2001; lupano (OHSAKI, et al., 2004; SILVA, et al., 2005; 

OLIVEIRA, et al., 2006; PIMENTA, et al., 2006; oleanano (MUHAMMAD, et al., 

2000; BUFFA FILHO, et al., 2002), diversos triterpenos diméricos (SHIROTA, et 

al., 1997; SHIROTA, et al., 2004), além de diterpenos com esqueleto do tipo 

kaurano e abietano (TANAKA, et al., 2004) e sesquiterpenos (DESCOINS, et 

al., 2002; XIA, et al., 2002; CHANG, et al., 2003).
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 O gênero Maytenus é o maior da família Celastraceae. (JOFFILY; 

VIEIRA, 2005; BRANDÃO, et al., 2006). Para esse gênero, diversas 

propriedades biológicas, como atividade antiulcerogênica e analgésica 

(GONZALEZ, et al., 2000; SILVA, et al., 2005.), atividade anti-inflamatória 

(JORGE, et al., 2004), antitumoral (GONZÁLEZ, et al., 2000; COSTA, et al., 

2008), antioxidante (VELLOSA, et al., 2006; MELO, et al., 2001), foram 

determinadas experimentalmente. Exibem diversos tipos de metabólitos 

secundários, incluindo flavonóides (CORSINO, et al., 2003a; VILEGAS, et al., 

1999, 2001), triterpenos quinonametídeos (BUFFA FILHO, et al., 2000, 2002, 

2004; CORSINO et al., 1998c), dímeros de triterpenos (ITOKAWA, et al., 1990; 

GONZÁLEZ, et al., 2000; SHIROTA, et al., 2004a), triterpenóides tetracíclicos 

(NÚÑEZ, et al., 2004a), alcalóides piridínicos sesquiterpênicos (CORSINO, et 

al., 1998a, 1998b; SHIROTA, et al., 2004b), glicosídeos fenólicos (VILEGAS, et 

al., 1999 e 2001), e maitansinóides (PULLEN, et al., 2003), com interessante 

espectro de atividades biológicas. 

 Utilizando extrato etanólico bruto da casca de Maytenus rígida Mart 

(Celastraceae), em modelos animais, Santos, et al. em 2007, demonstraram 

que doses de 250, 500 e 750 mg/Kg teve um significante efeito inibitório no 

edema de pata induzido por carragenina e exibiu propriedade protetora contra 

ulceração induzida por etanol em ratos. Também foi observada atividade 

antidiarreica e nenhum sinal de toxicicidade aguda nos animais tratados com 

doses elevadas do extrato (5000 mg/kg, v.o. ou 2000 mg/kg i.p.).  

 Para Maytenus ilicifolia, já foi determinada propriedades antimicrobianas 

(KLOUCEK al. al., 2007) e leishmanicida (PEREZ-VICTORIA et al., 1999). 

Suas propriedades farmacológicas têm sido amplamente analisadas na 

literatura (SANTOS-OLIVEIRA et al. 2009; LEITE, et al. 2001). Diversos 

metabólitos secundários, incluindo triterpenos quinonametídicos e alcalóides 

foram encontrados nessa espécie. (LEITE, et. al., 2001; Vilegas, et al. 1999; 

BUFFA-FILHO, et al. 2000, 2004). Os extratos das folhas e raízes M. ilicifolia, 

possuem efeito antimicrobiano para vários patógenos, dentre eles 

Staphylococcus aureus e Streptococcus sp. Estudos demonstram que os 

taninos gálicos, presentes nessa espécie, podem inibir o crescimento de 

bactérias pela modificação da permeabilidade da parede celular (ANNUK, et al. 

1999), e de acordo com SINGH & DUBEY em 2001, a friedelina e o friedelan-
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3�-ol possuem atividade atimicrobiana in vitro contra S. aureus, E. coli, e 

também contra o fungo Aspergillus niger. 

 Nesse estudo, duas substâncias puras, a Maitenina e a Pristimerina, 

obtidas da planta Maytenus ilicifólia (Celastraceae), foram testadas quanto à 

atividade antifúngica e fungicida frente aos nossos isolados clínicos de C. 

neoformans, e do isolado C. gattii. A atividade antifúngica dessas moléculas foi 

considerada forte e a atividade fungicida também foi confirmada, pois os 

valores de CFM obtidos foram os mesmos valores observados da concentração 

inibitória mínima frente os isolados selecionados. A avaliação da citotoxicidade 

mostrou que para as concentrações acima de 3,9 µg/mL (CIM encontrada para 

os isolados resistentes de C. neoformans e C. gattii) frente à Maitenina foi 

observada uma certa estabilidade na citotoxicidade, ou seja a citotoxicidade se 

manteve em torno de uma média de 50%, mesmo entre as faixas. Entretanto 

foi observada maior estabilidade na citotoxicidade para concentrações maiores 

que 3,9 µg/mL quando analisada a viabilidade celular frente à substância 

Maitenina. Para Pristimerina, foi observado que as concentrações de CIMs 

para a cepa ATCC de C. neoformans e para o isolado clínico 26 (1,95 µg/mL), 

a média percentual de células viáveis ultrapassou 70% e apresentou diferença 

estatística quando comparada ao controle positivo, mostrando que para 

isolados sensíveis Pristimerina apresenta menor citotoxicidade. 

 Maitenina e Pristimerina são compostos triterpenóides quinonametídieos 

que normalmente são isoladas das raízes de plantas das famílias Celastraceae 

e Hipocrateaceae. Pesquisas desenvolvidas pelo grupo da Profa. Dra. Maysa 

Furlan junto ao projeto Biota Fapesp do Instituto de Química da UNESP de 

Araraquara demonstraram que os triterpenos quinonametídeos são substâncias 

que apresentam como precursores biossintéticos os triterpenos friedelanos, os 

quais são biossintetizados nas folhas e posteriormente translocados para as 

raízes, onde são convertidos aos triterpenos quinonametídeos (CORSINO et 

al.; 2000). Devido ao amplo espectro de atividades biológicas demonstradas 

por estes metabólitos, inúmeros pesquisadores intensificaram os estudos 

químicos de diferentes espécies de Celastraceae. 

 Em um estudo realizado por dos Santos, 2010, demostrou que os 

triterpenos quinonametídeos, Maitenina e Pristimerina, apresentaram potente 

atividade leishimanicida. Nesse mesmo estudo, foi observado que a Maitenina 
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também apresentou uma potente e seletiva atividade antitumoral cerebral em 

células U343 quando comparada ao controle positivo (actinomicina D). 

 A Pristimerina também tem se mostrado citotoxica em diversas 

linhagens de células tumorais (CHANG, et al., 2003). Células MDA-MB-231 

(câncer de mama) tratadas com Pristimerina (1 e 3 mmol / L) apresentaram 

rápida indução de apoptose, como indicado pela ativação de caspases, 

fragmentação de DNA e mudanças morfológicas. A Pristimerina também inibiu 

a viabilidade celular quando em contato com as linhagens A549, MCF-7,  

HepG2 e células Hep3B, com IC50 de 0,42-0,61mmol/L, após tratamento de 72 

horas. Porém, quando analisado os efeitos da Pristimerina em uma linhagem 

de células mamárias não tumarais (MCF-10A), essas células apresentaram 

maior resistência à Pristimerina quando comparadada com os efeitos na 

linhagem MDA-MB-231, especialmente nas primeiras 24 horas, sugerindo que 

a Pristimerina possui seletividade potencial para células tumorais. (WU, et al., 

2005). 

No presente estudo, verificamos que para a linhagem A549 modelo de 

estudo de nosso grupo, a citotoxicidade das substâncias puras, Maitenina e 

Pristimerina, corroboram com dados de outros trabalhos, demonstrando que 

para outras linhagens celulares não tumorais, os resultados podem ser 

favoráveis para o desenvolvimento de novas drogas antifúngicas a partir 

dessas moléculas, já que essa atividade foi considerada forte para os isolados 

clínicos de C. neoformans (S, I e R), para o isolado animal resistente ao 

fluconazol C. gattii e para a cepa ATCC de C. neoformans. Estudos realizados 

por nosso laboratório mostraram que essas moléculas purificadas também 

apresentam atividade antifúngica contra outros fungos, como espécies de 

Candida e até mesmo Histoplasma capsulatum (dados não publicados). 

 Quando comparamos os resultados obtidos pelos ensaios de 

sensibilidade de nossos isolados frente ao fluconazol e os ensaios de avaliação 

da atividade antifúngica das substâncias puras, Maitenina e Pristimerina, foi 

verificado que é necessário maior concentração das substâncias puras para 

inibir o crescimento do isolado de C. neoformans caracterizado como 

resistentes ao fluconazol. Ou seja, para o fluconazol inibir o crescimento dos 

isolados clínicos de C. neoformans 26S, 27I e o 30R, foi necessário o aumento 

da concentração da droga, respectivamente. Para a Maitenina e a Pristimerina, 
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o resultado foi semelhante, pois a concentração que inibiu o crescimento do 

fungo resistente também foi mais elevada do que as CIMs encontradas para o 

isolado sensível e o isolado intermediário a fluconazol.  

Lião et al, 2008, testou a atividade tripanocida da substância pura 

Maitenina frente as formas epimastigota (estágio de desenvolvimento do 

treatomíneo) de Trypanossoma cruzi, e observou que para essas formas do 

parasita a Maitenina se monstrou mais efetiva do que para formas 

tripomastigota (flagelo visível na parte posterior da célula), acrescentando que 

esse fato pode ser explicado devido a  diferença entre a composição da 

membrana plasmática das formas, pois a primeira  apresenta uma maior 

percentagem de esteróis em sua composição, principalmente ergosterol, que 

desempenha um papel importante no transporte das substâncias através da 

membrana plasmática do parasita (DA SILVEIRA, et al.,1979), transformando 

as formas epimastigotas mais suscetíveis à ação de substâncias exógenas. 

Portanto, os mecanismos de inibição do crescimento fúngico da Maitenina e da 

Pristimerina devem ser investigados para o detalhamento do mecanismo de 

ação dessas moléculas e o alvo nos fungos.  

 As moléculas estudadas são promissoras, como futuros antifúngicos, 

pois em se tratando de fármacos usuais na terapia padrão da criptococose, 

certa toxicidade é observada, principalmente na utilização de AMB. 

Modelagens estruturais na molécula de Maitenina e Pristimerina também 

poderiam reduzir a citotoxicidade, viabilizando no desenvolvimento de 

formulações incluindo as alternativas como microemulsão ou nas novas 

tecnologias nano aplicadas para fármacos. 

Nossos dados mostraram grandes avanços para continuarmos o estudo 

dos mecanismos de ação e identificação de novos alvos, uma vez que  a 

atividade das moléculas estudas foram também eficientes em isolados 

resistentes. A identificação pontual das moléculas alvos apontadas neste 

estudo é fundamental para elucidar seus mecanismos de ação e na obtenção 

de novos fármacos para o tratamento da criptococose. 
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7. Conclusões  

1. Foi possível amplificar e obter a sequência do gene ERG11 de C. gattii por 

meio da amplificação dos dois pares de primers desenhados S1-AS2 e S3-

AS4. 

2. A sequência nucleotídica do gene ERG11 do isolado clínico 30, resistente 

in vitro, apresentou um ponto de mutação significativo na posição 1436 

substituindo a base C por T (citosina por timina). 

3. A sequência de aminoácidos, quando traduzida apresentou somente uma 

mutação significativa na proteína ERG11 (lanosterol 14C desmetilase) 

ocorrendo troca do aminoácido P (prolina) por L (leucina) na posição 479 

(P479L), ainda não descrita em C. neoformans var grubii. 

4.  De acordo com a localização da mutação P479L sugere-se possível 

deslocamento da �-hélice que está próxima do grupamento Heme da 

proteína, pois esta substituição ocorreu três aminoácidos antes desta.  

5. Não ocorreram mutações pontuais na sequência nucleotídica do gene 

ERG11 do isolado de psitacídeo de C. gattii, demonstrando que sua 

resistência pode estar relacionada a outros mecanismos. 

6. A atividade antifúngica das substâncias vegetais purificadas Maitenina e 

Pristimerina foi classificada como forte. 

7. As substâncias vegetais foram parcialmente citotóxicas para a linhagem 

A549, porém Maitenina apresentou estabilidade citotóxica em altas 

concentrações. 
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