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RESUMO 

 A criptococose é uma micose sistêmica e oportunista que apresenta alta mortalidade, 

principalmente em pacientes HIV positivos. É causada pelas leveduras Cryptococcus 

neoformans e Cryptococcus gattii. O número de antifúngicos disponíveis no mercado é 

limitado e muitos são ineficientes e altamente tóxicos, principalmente na terapêutica desta 

micose. Este fato, associado à emergência de cepas resistentes aos fármacos disponíveis, torna 

clara a necessidade de se descobrir novas moléculas antifúngicas. Dentre os principais 

mecanismos de resistência antifúngica aos azólicos está a superexpressão de genes 

codificadores de bombas de efluxo. Desta forma, este trabalho teve como finalidade analisar o 

nível de expressão dos genes Mdr1 e Afr1, codificadores de bombas de efluxo, através de 

PCR em tempo real, em três isolados clínicos sequenciais de Cryptococcus neoformans 

(sensível, intermediário e resistente) e dois isolados de aves de Cryptococcus gattii (um 

sensível e outro resistente) classificados quanto à suscetibilidade ao fluconazol (in vitro) e 

pesquisar substâncias inibidoras destas bombas. Para tanto foram selecionadas moléculas 

derivadas do ácido gálico, modificadas por reações de esterificação diferenciando-se pelo 

tamanho da cadeia carbônica, que foram testadas quanto à atividade antifúngica (anti-

Crytococcus sp) e uma delas foi selecionada para verificação da atividade inibitória das 

bombas de efluxo relacionadas aos genes escolhidos. Foi observado que o gene Afr1 estava 

mais expresso no isolado clínico resistente (Cn30) em comparação com isolado sensível 

(Cn26) de C. neoformans, proveniente do mesmo paciente, e em relação aos outros isolados, 

este gene não apresentou diferença na expressão. Quanto ao gene Mdr1 não houve diferença 

na expressão das bombas em nenhum dos isolados sugerindo não estar associado à resistência 

ao fluconazol. Entretanto, quando foi testada a atividade inibitória do galato selecionado, G16 

(galato de n-dodecila), sobre a expressão dos dois genes, Mdr1 e Afr1, houve inibição 

significativa da expressão independentemente do diferencial de expressão destes genes, 

sugerindo que a ação desta molécula é independente deste fármaco, atividade que poderia 

evitar heteroresistência aos diversos fármacos antifúngicos. Resultados adicionais foram 

obtidos pela realização de testes de sensibilidade, onde os galatos de G11 a G17 (7 até 14 

carbonos) foram classificados como potentes moléculas antifúngicas, principalmente G14, 

G16 e G17, que além de ótima atividade antifúngica, não se mostraram citotóxicos sobre as 

células epiteliais de pulmão A549 e MRC-5, mostrando a possível utilização destas 

substâncias como alternativas terapêuticas no tratamento da criptococose, principalmente nos 

casos de resistência aos azóis. 
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1 INTRODUÇÃO 

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).  

A criptococose é uma doença grave que ocorre em indivíduos imunocompetentes e 

principalmente em pacientes imunocomprometidos. É uma 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, 2008). 

C. neoformans inicialmente foi dividido em três variedades e cinco sorotipos, de acordo 

com os antígenos polissacarídicos, sendo o sorotipo A pertencente à variedade grubii, o 

sorotipo D à variedade neoformans, e B e C à variedade gattii (FRANZOT et al., 1999; 

SORRELL, 2001). Entretanto 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 (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; MORETTI et al., 2008; MA & 

MAY, 2009). 

          A terapia para a criptococose permanece subótima porque a infecção é difícil de 

erradicar com antifúngicos, e a resistência principalmente para alguns fármacos como 

fluconazol e voriconazol já foi documentada (LEE et al., 2010). O número limitado de  

antifúngicos no mercado associado aos crescentes casos de resistência (CANNON et al., 
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2009; GAUSTAD, 2008; GOMEZ-LOPEZ et al., 2008; LEE et al., 2010; NORDOY e SILVA 

et al., 2008) tem chamado a atenção da comunidade científica quanto à necessidade de se 

caracterizar novos alvos e de se descobrir novos fármacos mais específicos e com menos 

efeitos colaterais (FOWLER, et al., 2011; GRIMALDI et al., 2010).  

          Os mecanismos de resistência aos azólicos mais comuns descritos em fungos, incluem 

o aumento da produção de transportadores de múltiplas drogas ou alterações na enzima alvo 

dos azóis, a lanosterol 14C desmetilase, devido a mutações no gene ERG11 e/ou a super 

expressão deste gene. (COWEN, et al. 2002; FAVRE, et al. 1999; MARICHAL, et al. 1999). 

Em Cryptococcus sp. pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares responsáveis pela 

resistência aos azólicos. Trabalhos recentes demonstraram que a resistência aos azóis nesta 

espécie de levedura, também pode ser devido à heteroresistência, que é uma habilidade inata 

para produzir pequenas subpopulações clonais que podem, transitoriamente, adaptar-se a altas 

concentrações de fluconazol (VARMA e KWON-CHUNG, 2010; SIONOV et al., 2009, 

2012).  

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

compostos são conhecidas em fungos, os transportadores da família ABC (ATP-Binding 

Cassette) e os transportadores MSF (Major Superfamily Facilitator). Em Candida, o primeiro 

mecanismo associado com a resistência aos fármacos azólicos é a indução de bombas de 

efluxo que levam a diminuição da concentração do fármaco dentro da célula fúngica. A 

superexpressão de bombas de efluxo codificadas por genes, seja MDR ou CDR tem sido 

associada com a resistência aos azóis em C. albicans (MDR1, CDR1, CDR2), C. glabrata 

(CgCDR1, CgCDR2), ou C. dubliniensis (CdMDR1, CdCDR1). A indução de CDR, genes 

codificadores de bomba de efluxo, tende a afetar todos os fármacos azólicos, enquanto as 

bombas de efluxo codificadas por genes MDR são geralmente seletivas para fluconazol 

(PFALLER, 2012). Em Cryptococcus neoformans, dois transportadores ABC tem sido 
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caracterizados até o momento. A superexpressão de Mdr1 e Afr1 parece estar envolvida nos 

mecanismos de resistência ao fluconazol nesta espécie. (Morschhäuser, 2010). Baseado nisto, 

despertou-se em nosso grupo o interesse em avaliar o nível de expressão destes genes em 

isolados de Cryptococcus sp sensíveis e resistentes ao fluconazol e assim determinar se este 

seria ou não um dos mecanismos de resistência utilizados por estes isolados. 

          A caracterização de novos alvos nos fungos e a modelagem de novos fármacos pode 

oferecer além de viabilidade socioeconômica, 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 moléculas (AGARWAL et al., 2008; MARTINEZ-ROSSI et al., NASCIMENTO, et al., 

2000). Esta alternativa pode beneficiar grande parte da população que utiliza as plantas como 

primeira opção de tratamento (SCORZONI et al., 2007). 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), principalmente para estabelecimento de 

tratamento eficiente em infecções por cepas resistentes.  

 Para a criptococose propriamente dita, tratamentos alternativos como o uso de 

produtos naturais e seus derivados são considerados uma excelente opção, considerando que o 

Brasil é o país com a maior diversidade vegetal do mundo e conta com mais de 55.000 

espécies vegetais catalogadas de um total estimado entre 350.000 e 550.000 (SIMÕES et al, 

2003). Assim sendo, dados sobre a atividade antimicrobiana de extratos vegetais, avaliada 

frente a Cryptococcus sp e outros microrganismos sensíveis e resistentes, bem como avaliar o 

possível efeito sinérgico da associação entre antimicrobianos e extratos vegetais, são 

relevantes, permitindo concluir que são necessários estudos mais detalhados sobre o uso 

terapêutico das plantas (GULLO et al., 2012). 
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Entre as substâncias naturais nas quais vem se pesquisando a atividade antimicrobiana, 

tem se destacado o ácido gálico (e seus derivados semissintéticos), uma vez que apresenta 

diversas atividades biológicas como antiinflamatório, antioxidante, antimutagênico, 

anticarcinogênico, antibacteriano, antiviral e analgésico (LOPES et al., 2011). O ácido gálico 

é um metabólito especial de ocorrência ampla no reino vegetal, ocorrendo em muitas plantas, 

como por exemplo, raízes de Paeonia rockii (PICERNO et al., 2011), frutos de Syzygium 

cumini (TOBAL et al., 2012), folhas, caules e raízes de variedades diferentes de Labisa 

pumila Benth (KARIMI, et al., 2011), Alchornea glandulosa (CALVO, et al., 2007), entre 

muitos outros. Alternativamente, o ácido gálico pode ser produzido por hidrólise microbiana 

de ácidos tânicos pela tanase (tannin-acylhydrolase), uma enzima induzível, secretada por 

microrganismos (INOUE, et al., 1995; PINTO, 2002; PINTO et al., 2001; POURRAT, et al., 

1987) ou ainda através da hidrólise ácida de taninos, porém deve-se ter em mente que este 

método tem como desvantagens, o alto custo da produção e a baixa pureza (LOPES et al., 

2011). 

Vários estudos vem sendo desenvolvidos para verificar a atividade antimicrobiana do 

ácido gálico e seus derivados semissintéticos obtidos por síntese parcial sobre vários 

microrganismos. Em 2001, Kubo et al. (2001) testaram a atividade antimicrobiana dos galatos 

de propila, octila e dodecila contra 16 microrganismos. No geral, bactérias Gram-positivas e 

os fungos foram sensíveis, enquanto que as bactérias Gram-negativas foram mais resistentes 

aos galatos. Dentre estes galatos testados, o galato de octila exibiu atividade antifúngica 

contra Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces bailii, Candida albicans, e Aspergillus 

niger.  

Do mesmo modo, estudos mais recentes, mostraram a atividade antifúngica de uma 

série de 15 galatos atuando contra um painel representativo de fungos patogênicos 

oportunistas, os quais foram estudados no intuito de analisar a importância de considerar o 
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microrganismo testado, as hidroxilas fenólicas, a influência do comprimento da cadeia 

alifática e a hidrofobicidade destas substâncias (LEAL et al., 2009).  Apesar destes estudos, 

pouco se sabe sobre sua ação em isolados de Cryptococcus sp. Baseado neste fato, este 

trabalho se propôs a avaliar a atividade antifúngica do ácido gálico e seus derivados sobre 

isolados sensíveis e resistentes de Cryptococcus sp.  

 Derivados do ácido gálico também vem sendo descritos como moléculas com 

atividade inibitória de bombas de efluxo, como por exemplo a proteína Pdr5p, envolvida na 

resistência de células tumorais aos fármacos anticâncer e em leveduras, na resistência a 

compostos antifúngicos (RANGEL et al., 2010). Entretanto, não existem estudos que 

analisam esse efeito inibitório a nível de expressão dos genes que codificam as proteínas com 

atividade de bombas de efluxo. Assim sendo, adicionalmente à verificação da atividade 

antifúngica destas moléculas, este trabalho também teve como objetivo avaliar a atividade 

inibitória das bombas de efluxo codificadas pelos genes Mdr1 e Afr1 em isolados de 

Cryptococcus sp à nível de expressão, pela molécula derivada do ácido gálico selecionada, o 

galato de n-dodecila (G16). 

          Diante deste quadro, o aumento no surgimento de cepas de Cryptococcus sp resistentes 

ao fluconazol é potencialmente problemático, pois existem poucas alternativas para o 

tratamento dessa micose sistêmica além da anfotericina B. Portanto, a investigação da 

resistência ao nível genético e molecular é fundamental para compreender os mecanismos de 

resistência envolvidos e assim pensar em novas estratégias terapêuticas mais eficientes, alvo 

de estudo deste trabalho. 
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2 OBJETIVOS 

- Analisar a atividade antifúngica dos derivados do ácido gálico classificados de G1 a G17, 

frente a isolados clínicos e ambientais sensíveis e resistentes de C. neoformans e C. gattii, 

bem como determinar se apresentam ou não atividade citotóxica sobre linhagens de células 

epiteliais de pulmão; 

- Avaliar o nível de expressão dos genes Mdr1 e Afr1, codificadores de bombas de efluxo, 

através de quantificação relativa por PCR (polimerase chain reaction) em tempo real nos 

isolados clínicos e ambientais sensíveis e resistentes de C. neoformans e C. gattii, e 

prospectar moléculas de fontes naturais e sintéticas com atividade inibitória destas bombas. 
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3 METODOLOGIA 

3.1 Microrganismo  

Para a realização dos testes foram empregados 3 isolados clínicos de C. neoformans var. 

grubii, sendo um resistente (Cn30) ao fluconazol (in vitro), um com sensibilidade 

intermediária (Cn27) e outro sensível (Cn 26) ao fármaco, os quais foram recuperados de  

paciente HIV positivo com histórico de recidivas por falha terapêutica; e dois isolados de C. 

gattii  recuperados de psitacídeos, onde um possui sensibilidade reduzida ao fluconazol (Cg 

118) e outro sensível (CL) ao mesmo fármaco, in vitro. Como cepas padrões foram utilizadas 

a ATCC (The American Type Culture Collection) de C. neoformans 90012 e a cepa de C. 

gattii 56990, pertencentes à micoteca do Laboratório de Micologia Clínica do Departamento 

de Análises Clínicas da Faculdade de Ciências Farmacêuticas, UNESP, Araraquara e Instituto 

Adolfo Lutz, cedidos em colaboração.   

 

3.2 Teste de sensibilidade 

 Os testes de sensibilidade foram realizados de acordo com o documento M27-A3 

(2008) - Método de Referência para Testes de Diluição em Caldo para Determinação da 

Sensibilidade de Leveduras à Terapia Antifúngica: Norma aprovada - do CLSI (Clinical and 

Laboratory Standards Institute) e com as alterações propostas por Rodríguez-Tudela (1996).  

 O teste foi realizado com o ácido gálico e seus derivados semissintéticos, gerados por 

síntese parcial (ésteres n-alquil), denominados da seguinte forma: G1= ácido gálico, G2= 

galato de metila, G3= galato de etila, G4= galato de n-propila, G5= galato de i-propila, G6= 

galato de n-butila, G7= galato de n-pentila, G8= galato do ácido 3,4,5-triacetoxibenzóico, 

G9= galato de i-butila, G10= galato de n-hexila, G11= galato de n-heptila, G12= galato de n-

octila, G14= galato de n-decila, G15= galato de n-undecila, G16= galato de n-dodecila e 

G17= galato de n-tetradecila. Os galatos foram cedidos gentilmente por Luis Octávio 
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Regasini, Maicon S. Petrônio, Dulce Helena S. Silva e Vanderlan S. Bolzani do Instituto de 

Química da Unesp Araraquara. A partir das concentrações iniciais de cada galato 

(reconstituídos em DMSO) calculou-se qual o volume deveria ser pego de cada um para se 

obter na placa de 96 poços a concentração final de 500 g/mL (no segundo poço de cada 

linha), diluídos em RPMI-1640 com L-glutamina sem bicarbonato de sódio e acrescido de 2% 

de glicose, tamponado com MOPS 0,165M, pH 7,0. A partir do primeiro poço realizaram-se 

diluições seriadas dos galatos, obtendo-se concentrações finais (após a adição de 100 L de 

inoculo em 100 L de galato em RPMI) que variaram de 250 g/mL a 0,49 g/mL sendo no 

total 10 diluições com a concentração sempre caindo pela metade entre um poço e outro. Para 

controle também se realizou o teste de sensibilidade com os fármacos antifúngicos sintéticos 

fluconazol (FLU) e anfotericina B (ANF-B), uma vez que os valores de CIM para estas 

moléculas já haviam sido determinados previamente. Para estes fármacos foram preparadas 

uma série de 10 diluições estoque (solução mãe) sendo que tais diluições apresentam a metade 

da concentração da anterior e a primeira 100 vezes a concentração final na placa de 

microdulição (a ANF-B foi diluída em DMSO e o FLU em água). A partir destas soluções 

mãe foram preparadas soluções de trabalho através de diluições 1:100 em meio RPMI. A 

concentração final na placa (após a adição do inoculo) para FLU foi de 64 g/mL a 0,125 

g/mL e para ANF-B foi de 8 g/mL a 0,015 g/mL.  

Para a preparação dos inóculos os isolados com perfil sensível e ATCC foram 

cultivados em ágar Sabouraud e incubados a temperatura ambiente durante 48 horas, enquanto 

que o isolado clínico intermediário (Cn 27), o resistente (Cn 30) e o isolado de C. gattii 

resistente (Cg118) foram cultivados em ágar Sabouraud acrescido de fluconazol em 

concentração de 16 µg/mL e 64 µg/mL, respectivamente, e incubados em temperatura 

ambiente por 48 horas. A partir destes repiques preparou-se inóculos em tampão PBS 

ajustados para uma concentração de 2,5 a 5 x 10
6
 células/mL. Na sequência a concentração 
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dos inóculos em RPMI foi ajustada para uma concentração final na placa de 5,0x10
3
 à 

2,5x10
3
. Após 48 horas de incubação em agitação (150 rpm) e 35ºC, foram realizadas leituras 

visuais, onde o ponto de leitura foi aquele em que ocorreu inibição total do crescimento, 

sendo o valor de CIM (Concentração Inibitória Mínima) a menor concentração que alcança 

esse valor.  

 

3.3 Concentração Fungicida Mínima  

Após a leitura dos valores de CIM realizada no teste descrito anteriormente (item 3.2.), 

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

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

35
o
C,  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 em 

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

mínima).   

 

3.4 Escolha do derivado do ácido gálico para a realização do teste de sinergismo e para a 

verificação da ação na expressão dos genes Mdr1 e Afr1 

 O galato de n-dodecila (G16) foi o derivado do ácido gálico selecionado para a 

avaliação da atividade sinérgica com o fluconazol e para a verificação da sua ação na 

expressão dos genes Mdr1 e Afr1, por ter sido um dos derivados com melhor atividade 

antifúngica (verificada através do teste de sensibilidade) e por haver relatos na literatura sobre 

sua atividade inibitória em bombas de efluxo. (RANGEL et al., 2010). A expressão dos genes 

Mdr1 e Afr1 também foi verificada após o contato com o fármaco sintético Tacrolimus 

(FK506), uma vez que esta também tem ação inibitória sobre a atividade das bombas de 

efluxo. 
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3.5 Avaliação da atividade sinérgica entre G16 e fluconazol 

 O teste do “tabuleiro de xadrez” foi baseado no procedimento estabelecido pelo CLSI 

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

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

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

Na coluna 1, de A à D, foi adicionado 200 L de RMPI como controle negativo, enquanto 

que, ainda na mesma coluna, de E à H, foi colocado 100 L de RPMI juntamente com 100 L 

de inoculo na concentração de 10
6
 células/mL, como controle positivo. Na coluna 12, foi 

acrescentado G16 em diluição seriada, de A à H, o mesmo ocorrendo na linha H, de 2 à 11, 

com o fluconazol. As duas substâncias, para iniciar a combinação de ambas na placa, tinham 

concentrações de 4 vezes a valor da concentração final. Nas linhas de A à G, colunas de 2 à 

11, acrescentou-se 50 L do G16, em diluições seriadas (cada linha com uma diluição). Nas 

colunas 2 à 11, de A à G, foi adicionado 50 L de fluconazol, também realizando diluições 

seriadas (cada coluna com uma diluição). Desse modo, em cada placa foi avaliado o isolado 

frente aos dois compostos isoladamente e em associação (LEITE, 2010). A disposição dos 

compostos e as respectivas concentrações finais na placa podem ser observadas no Quadro 1 . 

Em cada poço (exceto no controle negativo) foi adicionado 100 L de suspensão fúngica, 

preparada em RPMI, tendo a concentração final de 5,0 . 10
2
 – 2,5 .10

3
 UFC/mL. As placas 

foram incubadas à 35ºC e 150 rpm e lidas visualmente após 48 horas. O resultado do teste 

confirmatório é a menor concentração de cada molécula, que inibiu completamente o 

crescimento da amostra. 

 

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

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

xadrez”. C-, controle negativo; C+, controle positivo. 
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 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A C- 64 

4 

32 

4 

16 

4 

8 

4 

4 

4 

2 

4 

1 

4 

0,5 

4 

0,25 

4 

0,125 

4 

4 

B C- 64 

2 

32 

2 

16 

2 

8 

2 

4 

2 

2 

2 

1 

2 

0,5 

2 

0,25 

2 

0,125 

2 

2 

C C- 64 

1 

32 

1 

16 

1 

8 

1 

4 

1 

2 

1 

1 

1 

0,5 

1 

0,25 

1 

0,125 

1 

1 

D C- 64 

0,5 

32 

0,5 

16 

0,5 

8 

0,5 

4 

0,5 

2 

0,5 

1 

0,5 

0,5 

0,5 

0,25 

0,5 

0,125 

0,5 

0,5 

E C+ 64 

0,25 

32 

0,25 

16 

0,25 

8 

0,25 

4 

0,25 

2 

0,25 

1 

0,25 

0,5 

0,25 

0,25 

0,25 

0,125 

0,25 

0,25 

F C+ 64 

0,125 

32 

0,125 

16 

0,125 

8 

0,125 

4 

0,125 

2 

0,125 

1 

0,125 

0,5 

0,125 

0,25 

0,125 

0,125 

0,125 

0,125 

G C+ 64 

0,063 

32 

0,063 

16 

0,063 

8 

0,063 

4 

0,063 

2 

0,063 

1 

0,063 

0,5 

0,063 

0,25 

0,063 

0,125 

0,063 

0,063 

H C+ 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,031 

 

 Para verificar o efeito combinatório dos compostos, adotou-se o índice de 

concentração inibitória fracionada (ICIF). O ICIF é calculado através da soma da 

concentração inibitória fracionada (CIF) da fração 1 mais a CIF da fração 2. A CIF da fração 

1 é obtida através da soma da CIM quando ela é usada em combinação com a fração 2 

dividida pela CIM da fração 1 quando ela é usada isoladamente. 

 Composto 1c / CIM 1 + Composto 2c / CIM 2 = CIF Composto 1 + CIF Composto 2 = 

ICIF 

 Composto 1c = CIM do composto 1 em combinação 

 CIM 1 = CIM do composto 1 isoladamente 

 Composto 2c = CIM do composto 2 em combinação 

 CIM 2 = CIM do composto 2 isoladamente (LEITE, 2010). 
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 A combinação é definida como sinérgica quando o ICIF é menor ou igual a 0,5; 

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

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

(CLANCY et al., 1997; JOHNSON et al., 2004; RODRIGUEZ-TUDELA et al., 2003).  

 

3.6  Avaliação da atividade citotóxica dos galatos de alquila.  

 Para o teste de citotoxicidade foram empregadas duas linhagens de células epiteliais de 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

vivas (DENIZOT e LANG, 1986; FERRARI, FORNASIERO et al., 1990; GERLIER e 

THOMASSET, 1986). O precipitado de formazana apresenta coloração azul e com adição de 

um solvente orgânico é possível sua solubilização (DENIZOT e LANG, 1986).  

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

trabalho foram preparadas a partir de soluções estoque e diluídas em meio específico para 

cada linhagem celular nas placas previamente preparadas com as células. Além disso, foi feito 

um controle negativo com células não tratadas, contendo apenas o meio de cultura; e um 

controle positivo, tratando as células com peróxido de hidrogênio. Inicialmente o meio de 

cultura foi retirado e foram adicionados 100 L de cada diluição de cada galato por poço. As 
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placas foram incubadas a 37ºC, 5% de CO2 ao abrigo de luz por 24 horas.  Na sequência as 

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

incubadas novamente a 37ºC por 4 horas, conforme descrito por Denizot et al., (1986) e 

Ferrari et al., (1990). Decorrido o tempo de incubação a solução de MTT foi retirada e foram 

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

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

amarelo para violeta.  

 As leituras espectrofotométricas foram realizadas em leitor de microplacas ELISA 

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

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

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

G17 (descritos no item 3.2) em 3 experimentos independentes. Foi considerada a leitura 

obtida no controle negativo como um total de 100% de células vivas. A análise estatística foi 

realizada através do método ANOVA e complementada pelo teste de Bonferroni. 

  

3.7 Extração de RNA total na ausência de galato 

 Para a extração de RNA total utilizou-se o método do Trizol. Inicialmente os 

microrganismos em fase log de crescimento foram colocados em meio YEPD e incubados a 

37ºC em agitação por 24 horas. Decorrido esse período, as células foram lavadas 3 vezes com 

PBS para a remoção do meio de cultura, sendo então transferidos cerca de 1,5 g de 

microrganismos para um tubo (tipo Falcon) contendo 3,5mL de Trizol e pérolas de vidro. A 

amostra foi agitada vigorosamente em vórtex por 15 minutos e após, repousadas em 

temperatura ambiente por 10 minutos e centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos. A fase 

aquosa foi transferida para um novo tubo, adicionado de 0,2 mL de clorofórmio para cada 

0,75mL de trizol recuperado, foi agitado vigorosamente e deixado em repouso por 10 
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minutos. Após o repouso, a amostra foi centrifugada a 3000 rpm por 15 minutos e a fase 

aquosa, transferida para um novo tubo. Adicionou-se o volume recuperado na etapa anterior 

de uma mistura de fenol: clorofórmio: álcool isoamílico (25: 24: 1), agitou-se gentilmente, 

repousou-se em temperatura ambiente por 10 minutos e realizou-se a centrifugação dos tubos 

a 3000 rpm por 15 minutos. A fase aquosa foi novamente transferida para um novo tubo e 

foram acrescentados 0,25 mL de isopropanol e 0,25mL de solução de citrato de sódio 0,4M e 

cloreto de sódio 0,8M para cada 0,75mL de trizol recuperado inicialmente, agitou-se 

gentilmente e foram deixadas em repouso por 10 minutos a temperatura ambiente. A amostra 

foi centrifugada a 3000 rpm por 30 minutos, o sobrenadante foi descartado e o precipitado, 

lavado com etanol a 75%. Nova centrifugação foi realizada a 3000 rpm por 5 minutos e o 

sobrenadante desprezado. O precipitado secou a temperatura ambiente e foi ressuspendido em 

água DEPC (Dietil Pirocarbonato) 0.01% e armazenado a -70 °C. Todas as amostras extraídas 

foram quantificadas em espectrofotômetro. 

 

3.8 Tratamento dos isolados com galato de n-dodecila (G16) e Tacrolimus (FK506) e 

extração de RNA total. 

 Primeiramente os isolados foram crescidos em meio YEPD à 37ºC e 150 rpm até a 

fase log de crescimento. Na sequência, as células foram lavadas 3 vezes com PBS estéril e 1,5 

gramas de células foram transferidas para um tubo do tipo Falcon. Cada isolado foi submetido 

a 3 tratamentos diferentes, sendo eles: G16, FK506 e DMSO como controle. A concentração 

escolhida para o G16 foi de cerca de 500 vezes o CIM, baseado no fato de que a quantidade 

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

teste de sensibilidade. A concentração usada de FK506 foi de 10 M, baseado em trabalhos 

que mostram que esta concentração tem atividade inibidora de bombas de efluxo. (RANGEL 

et al., 2010). Todas as concentrações foram calculadas para esta concentração num volume 
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final de 5 mL em PBS. Como controle, foi utilizado DMSO em um volume final de 5 mL em 

PBS na mesma quantidade adicionada da solução mãe de G16 no teste, uma vez que tanto o 

G16, quanto o FK506 são solubilizados em DMSO, e desta forma se eliminaria a interferência 

deste solvente nos resultados. Os falcons contendo cada uma das situações para cada isolado 

foram colocados sob agitação (150 rpm), à 35ºC, overnight. O tratamento feito com as 

substâncias seguiu a metodologia utilizada por Kelly, J. e Kavanagh, K., 2010, com 

modificações.  

 Após o período de incubação, as células foram lavadas 3 vezes com PBS estéril e 

realizou-se a extração do RNA total pelo método do Trizol, como descrito no item 3.7.  

 

3.9 Síntese de cDNA fita simples 

 A síntese da primeira fita de cDNA foi realizada em uma reação contendo 1g de 

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

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

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

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

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

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

reversa (200U/mL) (RT Superscript II - Invitrogen) e 4L de tampão 5X (Tris-HCl 250mM 

pH 8,3; KCl 375mM; MgCl2 15mM). Esta reação foi incubada a 42°C durante 1 hora e trinta 

minutos. Após este período foi adicionado 80L de TE (Tris-HCl 10mM; EDTA 1mM pH 

8,0) e aquecida por mais 7 minutos a 72°C. 

 A síntese de cDNA fita simples foi realizada para todos os isolados citados conforme 

protocolo acima para quantificação de expressão de genes codificadores de bombas de efluxo 

em PCR Tempo Real.  
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3.10 PCR em Tempo Real (Real Time PCR) 

 Foram utilizados iniciadores específicos para os genes Mdr1 de Cryptococcus 

neoformans (sense) – CGGTCGATTAACCACGTCTT, (antisense) – 

GCAGACGTCTCGGGAGTAAG; Mdr1 de Cryptococcus gattii (sense) – 

TAACTCCCGAAACTGCTGCT, (antisense) – AAGCCAAGTCGCTAGGAACA; e Afr1 de 

Cryptococcus sp (sense) – GAACAGCAGGACACTCACGA, (antisense) – 

GTTTCGGAACGTGTTGAGGT.  As reações foram realizadas utilizando-se as quantidades 

necessárias de cDNA e de SYBR green ROX mixture (Applied Biosystems), e quantidades 

suficientes de cada primer de forma a se obter a concentração de 0,5M ou 0,7M de acordo 

com a concentração de primer determinada para cada cepa como sendo a menor concentração 

que gera máxima amplificação (realizou-se teste para a otimização dos primers para 

determinar-se essas concentrações – dados não mostrados), e adicionou-se à reação água 

DEPC estéril até atingir o volume de 20 μL. As reações foram realizadas com temperatura 

inicial de 50ºC por 2 minutos, seguido por 10 minutos a 95ºC. Depois, 40 ciclos de 95ºC a 15 

segundos, seguidos de anelamento e síntese a 60°C por um minuto. Em seguida, a análise da 

curva de meltting foi realizada a partir de emissão de sinal correspondente a um único 

produto. As reações foram realizadas com o aparelho Applied Biosystems 7500 cycler. Todos 

os dados foram analisados por 2-ΔCT. O gene Gapdh (C. neoformans: (sense) - 

5’TTTCCCGCGACTTTTTGG, (antisense) - TAGCATCTGAGCCGACGCT; C. gattii 

(sense) - GGACCTCGTGCGCTTTATTC, (antisense) – TTCACGGCTGAGGATGGCG) foi 

utilizado como gene de referência.  

A análise estatística foi realizada através da comparação dos dados pelo método 

ANOVA, complementado pelo teste de Tukey. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Teste de sensibilidade 

 O teste foi realizado com todos os galatos de alquila descritos no item 3.2, no entanto, 

os que apresentaram os melhores resultados foram G11, G12, G14, G15, G16 e G17. Os 

valores de CIM e CFM encontrados para estes galatos, bem como os obtidos para fluconazol e 

anfotericina B são mostrados nos quadros 2 e 3.  

 

Quadro 2: Valores de CIM e MFC em µg/mL para as moléculas de galato de alquila frente às 

cepas ATCCs 90012 de C. neoformans e 56990 de C. gattii, e os isolados sequenciais de C. 

neoformans (26, 27 e 30) e dois isolados de psitacídeo de C. gattii (Cg118 e CL).  

 
Isolados 

 

G11 G12 G14 G15 G16 G17 

CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM 

Cryptococcus 

neoformans 

ATCC 90012 

1,95 15,63 1,95 7,81 0,98 3,91 0,98 3,91 0,98 3,91 0,98 15,63 

Cryptococcus 

neoformans 26 

(sensível) 

1,95 15,63 1,95 7,81 0,98 3,91 0,98 3,91 0,98 3,91 0,98 7,81 

Cryptococcus 

neoformans 27 

(intermediário)  

1,95 15,63 1,95 7,81 0,98 3,91 1,95 3,91 0,98 3,91 1,95 7,81 

Cryptococcus 

neoformans 30 

(resistente in 

vitro) 

0,49 0,49 0,49 1,95 0,49 0,49 0,49 0,49 0,49 1,95 0,49 0,98 

Cryptococcus 

gattii ATCC 

56990 

0,98 15,63 0,98 7,81 0,98 1,95 0,49 3,91 0,98 3,91 0,49 3,91 

Cryptococcus 
gattii 118 

(resistente in 

vitro) 

0,98 15,63 1,95 7,81 0,98 3,91 0,98 7,81 0,49 3,91 0,98 3,91 

Cryptococcus 

gattii (CL-

isolado de 

psitacídeo) 

0,98 15,63 0,98 15,63 0,49 3,91 0,49 3,91 0,49 3,91 0,49 7,81 

 

 

Quadro 3: Valores de CIM em µg/mL para os fármacos sintéticos fluconazol e anfotericina 

B, frente as cepas ATCCs 90012 de C. neoformans e 56990 de C. gattii, e os isolados 
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sequenciais de C. neoformans (26, 27 e 30) e dois isolados ambientais de C. gattii (Cg118 e 

CL).   

Isolados 

 

FLU ANF-B 

CIM CFM CIM CFM 

Cryptococcus neoformans ATCC 90012 

 
4,0 4,0 0,25 0,25 

Cryptococcus neoformans 26 (sensível) 

 
4,0 4,0 0,25 0,25 

Cryptococcus neoformans 27 

(intermediário)  
16,0 16,0 0,25 0,25 

Cryptococcus neoformans 30 (resistente 
in vitro) 

64,0 64,0 0,25 0,25 

Cryptococcus gattii ATCC 56990 

 
4,0 4,0 0,50 0,50 

Cryptococcus gattii 118 (resistente in 

vitro) 
64,0 64,0 0,25 0,25 

Cryptococcus gattii (CL-isolado de 

psitacídeo) 
4,0 4,0 0,25 0,25 

 

 Os valores de CIM e CFM encontrados para os demais galatos testados encontram-se 

no anexo A.   

Os resultados mostram que os galatos de alquila denominados de G11 a G17 

apresentaram alta atividade antifúngica (os CIMs variaram entre 0,49 e 1,95 g/mL) contra 

todas as cepas testadas, inclusive para aquelas que apresentam resistência in vitro para o 

fluconazol. Além disso, os valores de CIM encontrados para os galatos foram bem inferiores 

aos valores de CIM observados para fluconazol, o que indica maior atividade antifúngica 

destas moléculas. Estes resultados são promissores e mostram uma possível utilização destes 

galatos como uma alternativa terapêutica aos medicamentos sintéticos utilizados atualmente 

na terapia da Criptococose, principalmente nos casos de falha terapêutica devido ao 

desenvolvimento de resistência aos azóis. 

 

4.2 Teste de sinergismo 

 O teste do “tabuleiro em xadrez” foi realizado para verificar a atividade combinatória 

entre o galato de n-dodecila (G16) e fluconazol frente aos isolados testados. Para a maioria 

das cepas o efeito obtido para a combinação foi aditivo, exceto pra o isolado resistente Cn30, 
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cuja combinação entre as substâncias foi indiferente.  Os resultados do índice de concentração 

inibitória fracionada (ICIF), bem como o tipo de combinação para cada isolado, são 

mostrados no quadro 4.  

 

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

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

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

                      ISOLADO              ICIF        ATIVIDADE 

          Cryptococcus neoformans ATCC 90012             1,00            Aditiva 

          Cryptococcus neoformans 26 (sensível)             0,75            Aditiva 

     Cryptococcus neoformans 27 (intermediário)             0,75            Aditiva 

  Cryptococcus neoformans 30 (resistente in vitro)            1,002          Indiferente 

           Cryptococcus gattii ATCC 56990             1,00            Aditiva 

     Cryptococcus gattii 118 (resistente in vitro)            0,625            Aditiva 

  Cryptococcus gattii (CL-isolado de psitacídeo)             0,75            Aditiva 

 

 Exceto para Cn30, a atividade resultante da combinação entre G16 e fluconazol foi 

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

duas substâncias seria vantajoso principalmente frente a cepas resistentes, como o Cg118, 

uma vez que os valores de CIM para fluconazol nesta cepa foi diminuído em 2 vezes. Estes 

resultados vem a colaborar com os resultados obtidos no teste de sensibilidade para o G16, 

mostrando o grande potencial de utilização desta molécula como antifúngico, quando usado 

isoladamente ou em associação com moléculas sintéticas, como o fluconazol. 

 

4.3 Avaliação da atividade citotóxica dos galatos de alquila 
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Como citado no item 3.6, o teste de citotoxicidade foi realizado com duas linhagens de 

células epiteliais de pulmão, a A549 (linhagem tumoral) e a MRC-5 (linhagem normal). Os 

resultados obtidos são mostrados nas Figuras 1 e 2.  
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Figura 1: Taxa de viabilidade celular em células epiteliais das linhagens A549 e MRC-5 após 

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

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

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

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

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

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

viabilidade celular de células epiteliais da linhagem A549 após contato com galato de n-
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dodecila (G16) em ampla faixa de concentração. C- = controle negativo; Controle de morte = 

controle positivo. 

 

             

              

 

Figura 2: Valores de IC50 (mg/L) determinados para galatos de alquila classificados de G1 à 

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

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

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

linhagem de célula epitelial de pulmão A549. 
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 Na Figura 1, os gráficos A e B apresentam a porcentagem de células vivas das 

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

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

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

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

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

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

relação ao controle de morte.  

 Para a linhagem de células MRC-5, entretanto, os valores da taxa de viabilidade 

celular para todas as concentrações testadas apresentaram diferença estatística significante em 

relação ao controle de morte.  

 Os gráficos C e D na Figura 1 mostram isoladamente a taxa de viabilidade celular para 

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

 A Figura 2 apresenta os valores de IC50, em mg/L, determinada para os galatos de 

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

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

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

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

no teste com cada galato. Os gráficos A e B da figura 2, portanto, representam a as 

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

MRC-5 e A549, respectivamente. Através destes gráficos podemos perceber que para a 

linhagem MRC-5 os valores de IC50 para a maioria dos galatos variaram em torno de 50 mg/L. 

Para a linhagem A549, de G1 à G7 os valores de IC50 variaram em torno de 95 mg/L e de G9 

à G17, em torno de 70 mg/L. Para os galatos de G11 à G17, para os quais observou-se melhor 
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atividade antifúngica, os valores de IC50 para as duas linhagens encontram-se bem acima dos 

valores de CIM encontrados no teste de sensibilidade, o que dá indícios da segurança da 

utilização destas moléculas, entretanto, para se chegar à esta conclusão, é necessária a análise 

do índice de seletividade obtido para cada um destes galatos.  

 O índice de seletividade (IS), definido para cada substância em questão, é calculado a 

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

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

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

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

células testadas, garantindo, desta forma, a segurança e a eficácia da molécula. Os valores de 

IS encontrados para os galatos de G11 à G17 (os que apresentaram os resultados mais 

significativos) estão apresentados no Quadro 5. 

 

Quadro 5: Valores do Índice de Seletividade (IS) encontrados para os galatos de alquila de 

G11 à G17, frente às células epiteliais de pulmão das linhagens MRC-5 e A549 para isolados 

de Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii. 

Isolados 

G11 G12 G14 G15 G16 G17 

MRC-

5 

A54

9 

MRC-

5 

A54

9 

MRC-

5 

A54

9 

MRC-

5 

A54

9 

MRC-

5 

A54

9 

MRC-

5 

A54

9 

CnATCC 6 10 12 18 26 36 26 32 23 34 14 19 

Cn26 6 10 12 18 51 72 52 63 47 68 7 10 

Cn27 6 10 12 18 13 18 13 16 12 17 29 38 

Cn30 24 39 24 35 51 72 52 63 47 68 115 152 

CgATCC 3 5 6 9 51 72 26 32 23 34 7 7 

Cg118 12 19 12 18 103 145 104 127 93 136 115 152 

CL 6 10 24 35 26 36 26 32 23 34 29 38 

 

A partir da análise dos valores de IS encontrados, podemos verificar que, dentre ao 

galatos de alquila que apresentaram melhores valores de CIM no teste de sensibilidade, os 

galatos G14, G15 e G16 foram os que tiveram melhores valores de índice de seletividade 
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frente às linhagens de células MRC-5 e A549, mostrando a segurança e a eficácia dessas 

moléculas para o uso proposto neste trabalho. 

 

4.4 Expressão dos genes Mdr1 e Afr1 antes e após o contato com galato de n-dodecila e 

FK506. 

 A expressão dos genes Mdr1 e Afr1 foi analisadas a partir da extração de RNA total, 

síntese de cDNA e amplificação em PCR em Tempo Real (Real Time PCR) como descrito 

nos itens 3.7, 3.8, 3.9 e 3.10. A expressão relativa dos dois genes, obtida para os isolados 

testados antes do contato com G16 e FK506, está representada na figura 3. 

            

      

Figura 3: Quantificação relativa dos genes Mdr1 e Afr1 por PCR em tempo real. A) 

Expressão relativa do gene Afr1 em isolados de Cryptococcus neoformans; B) Expressão 
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relativa do gene Afr1 em isolados de Cryptococcus gattii; C) Expressão relativa do gene Mdr1 

em isolados de Cryptococcus neoformans; D) Expressão relativa do gene Mdr1 em isolados 

de Cryptococcus gattii.  Gadph foi utilizado como gene de referência. 

 

 Todos os isolados de Cryptococcus neoformans estão expressando tanto o gene Afr1 

quanto o gene Mdr1. Com relação ao gene Afr1, comparando-se os três isolados sequenciais 

de Cryptococcus neoformans, podemos observar que o isolado com resistência intermediária 

ao fluconazol (Cn27) e o isolado resistente ao mesmo fármaco (Cn30) apresentam uma maior 

expressão do gene do que o isolado sensível (Cn26), com uma diferença estatística 

significativa (p0,01) em ambos os casos, sendo que o Cn27 está expressando o gene Afr1 em 

cerca de 1,3 vezes mais que o Cn26 e o Cn30 cerca de 1,2 vezes mais. Estes resultados 

mostram que a expressão aumentada desse gene codificador de bomba de efluxo pode estar 

envolvida na resistência ao fluconazol nestes isolados testados. Para o gene Mdr1, entretanto, 

não se observou diferença na expressão quando comparamos o isolado resistente de 

Cryptococcus neoformans (Cn30) com os sensíveis (CnATCC e Cn26). Houve diferença 

apenas na expressão do isolado de sensibilidade intermediária ao fluconazol (Cn27), no 

entanto sua expressão foi menor do que a do sensível (Cn26). Estes dados indicam que a 

resistência desenvolvida no isolado Cn30 provavelmente não esteja relacionada com a 

expressão do gene Mdr1. 

 Para os isolados de Cryptococcus gattii os níveis de expressão dos dois genes foram 

bem inferiores aos níveis de expressão para Cryptococcus neoformans, entretanto, a expressão 

dos genes também está presente. Para os dois genes (Afr1 e Mdr1) a expressão foi bem maior 

nos isolados de psitacídeos do que na cepa padrão ATCC de Cryptococcus gattii. Com relação 

ao gene Afr1, o isolado resistente (Cg118) está expressando cerca de 60 vezes mais e o 

sensível (CL) cerca de 80 vezes mais que o CgATCC. Embora exista essa grande diferença da 



39 

 

expressão dos isolados ambientais quando comparados com a cepa ATCC, ao comparamos 

Cg118 com CL, podemos perceber que o isolado sensível está expressando o gene em cerca 

de 1,3 vezes mais que o resistente, o que nos dá indícios de que a resistência desenvolvida no 

Cg118 não esteja associada com a expressão deste gene. Com relação ao gene Mdr1, os 

isolados de psitacídeos (Cg118 e CL) estão expressando cerca de 1,5 vezes mais o gene do 

que a cepa padrão ATCC, porém, não houve diferença estatística entre a expressão do gene 

nos isolados Cg118 e CL, mostrando que a resistência desenvolvida em Cg118 também não 

está relacionada com a expressão de Mdr1. 

 Para o tratamento dos isolados com G16, FK506 e DMSO utilizou-se a metodologia 

descrita no item 3.8.  Como já dito anteriormente, o tratamento com DMSO foi usado como 

controle, uma vez que tanto o G16 quanto o FK506 tem suas soluções mães e de trabalho 

preparadas em DMSO. Sendo assim, ao tratar os isolados com DMSO na mesma quantidade 

adicionada para as duas outras substâncias, já se elimina a interferência deste solvente. Assim 

sendo, para a análise da alteração da expressão dos genes nos isolados, comparamos os 

tratados com G16 ou FK506 com os tratados apenas com DMSO. 

 Os gráficos representando a expressão relativa dos genes Mdr1 e Afr1 após o 

tratamento estão representados nas figuras 4 e 5. 
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Figura 4: Expressão relativa do gene Afr1 através de PCR em tempo real em isolados de 

Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii após tratamento com galato de n-dodecila 
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(G16), Tacrolimus (FK506) e com DMSO como controle. A) Expressão relativa do gene Afr1 

na cepa padrão de Cryptococcus neoformans ATCC 90012; B) Expressão relativa do gene 

Afr1 em isolado de Cryptococcus neoformans sensível ao fluconazol (Cn26); C) Expressão 

relativa do gene Afr1 em isolado de Cryptococcus neoformans com sensibilidade 

intermediária ao fluconazol (Cn27); D) Expressão relativa do gene Afr1 em isolado de 

Cryptococcus neoformans resistente ao fluconazol in vitro (Cn30); E) Expressão relativa do 

gene Afr1 em isolado de Cryptococcus gattii ATCC 56990; F) Expressão relativa do gene 

Afr1 em isolado de Cryptococcus gattii resistente ao fluconazol in vitro (Cg118); G) 

Expressão relativa do gene Afr1 em isolado de Cryptococcus gattii sensível ao fluconazol 

(CL). Gadph foi utilizado como gene de referência. G16 = isolado tratado com galato de n-

dodecila; FK506 = isolado tratado com Tacrolimus; DMSO = isolado tratado com DMSO; (*) 

= diferença estatística em relação ao tratado com DMSO de p  0,05; (**) = diferença 

estatística em relação ao tratado com DMSO de p  0,01. 

 

 Na maioria dos isolados testados houve a redução da expressão do gene Afr1 tanto 

naqueles tratados com G16 quanto nos tratados com FK506, quando comparados com os 

tratados somente com DMSO, com exceção do isolado Cn26, cuja redução na expressão do 

gene foi observada somente no tratado com G16, e no CgATCC, no qual a redução da 

expressão do gene foi observada somente no tratado com o fármaco sintético FK506, mas não 

no tratado com G16. O número de vezes em que foi reduzida a expressão de Afr1 nos isolados 

tratados está representado no quadro 6. 
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Figura 5: Expressão relativa do gene Mdr1 através de PCR em tempo real em isolados de 

Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii após tratamento com galato de n-dodecila 

(G16), Tacrolimus (FK506) e com DMSO como controle. A) Expressão relativa do gene 

Mdr1 na cepa padrão de Cryptococcus neoformans ATCC 90012; B) Expressão relativa do 

gene Mdr1 em isolado de Cryptococcus neoformans sensível ao fluconazol (Cn26); C) 

Expressão relativa do gene Mdr1 em isolado de Cryptococcus neoformans com sensibilidade 

intermediária ao fluconazol (Cn27); D) Expressão relativa do gene Mdr1 em isolado de 

Cryptococcus neoformans resistente ao fluconazol in vitro (Cn30); E) Expressão relativa do 

gene Mdr1em isolado de Cryptococcus gattii ATCC 56990; F) Expressão relativa do gene 

Mdr1 em isolado de Cryptococcus gattii resistente ao fluconazol in vitro (Cg118); G) 

Expressão relativa do gene Mdr1 em isolado de Cryptococcus gattii sensível ao fluconazol 

(CL). Gadph foi utilizado como gene de referência. G16 = isolado tratado com galato de n-

dodecila; FK506 = isolado tratado com Tacrolimus; DMSO = isolado tratado com DMSO; (*) 

= diferença estatística em relação ao tratado com DMSO de p  0,05; (**) = diferença 

estatística em relação ao tratado com DMSO de p  0,01. 

 

 Para o gene Mdr1 também houve redução da expressão tanto na presença de G16 

quanto na presença de FK506 na maioria dos isolados, exceto para Cn27, no qual a expressão 
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do gene foi diminuída apenas no tratado com G16, e no CgATCC, cuja redução somente foi 

observada quando tratado com a droga sintética FK506. O número de vezes em que foi 

reduzida a expressão de Mdr1 nos isolados tratados está representado no Quadro 6. 

 

Quadro 6: Representação esquemática da quantidade de vezes em que foi diminuída a 

expressão dos genes Afr1 e Mdr1 em isolados de Cryptococcus neoformans e Cryptococcus 

gattii após tratamento com galato de n-dodecila (G16) e Tacrolimus (FK506), usando 

tratamento com DMSO como controle. Análise de expressão feita através de PCR em tempo 

real.  

 

 

       Isolados 

                             Afr1                            Mdr1 

Tratado com G16 Tratado com FK506 Tratado com G16 Tratado com FK506 

CnATCC 90012 Diminuição de 2,3  

vezes 

Diminuição de 2,3 

vezes 

Diminuição de 1,7  

vezes 

Diminuição de 2  

vezes 

        Cn26 Diminuição de 1,5 

vezes 

Não houve alteração Diminuição de 1,6  

vezes 

Diminuição de 1,1  

vezes 

        Cn27 Diminuição de 2 

vezes 

Diminuição de 1,7 

vezes 

Diminuição de 1,2  

vezes 

Não houve alteração 

        Cn30 Diminuição de 2,3 

vezes 

Diminuição de 1,6 

vezes 

Diminuição de 1,4  

vezes 

Diminuição de 1,3  

vezes 

CgATCC 56990 Não houve alteração Diminuição de 2 

vezes 

Não houve alteração Diminuição de 1,4 

vezes 

       Cg118  Diminuição de 1,7 

vezes 

Diminuição de 1,7 

vezes 

Diminuição de 1,4  

vezes 

Diminuição de 1,4  

vezes 

         CL Diminuição de 3 

vezes 

Diminuição de 3 

vezes 

Diminuição de 2,5 

vezes 

Diminuição de 2,5  

vezes 

 

 A partir da análise destes resultados, podemos inferir que a expressão dos genes 

codificadores destas bombas de efluxo, nestes isolados, aparentemente não está envolvida 

com a resistência ao fluconazol, exceto para o gene Afr1 em Cryptococcus neoformans, no 

qual houve diferença significativa na expressão do gene quando comparamos os isolados 

sensíveis e resistentes. Apesar disso, foi possível observar a inibição da expressão destes 
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genes codificadores de bombas de efluxo em presença do derivado do ácido gálico, galato de 

n-dodecila (G16), em nível próximo da inibição da expressão promovida pela droga sintética 

Tacrolimus (FK506), substância esta, já descrita como inibidora da atividade de bombas de 

efluxo.  
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5 CONCLUSÃO 

 Os galatos de alquila G11, G12, G14, G15, G16 e G17 apresentaram ótima atividade 

antifúngica contra as cepas testadas, em especial os galatos G14, G16 e G17, que além de 

ótima atividade antifúngica, e não se mostraram citotóxicos sobre as células epiteliais de 

pulmão A549 e MRC-5. Estes resultados são promissores, mostrando uma possível utilização 

destas substâncias como alternativas terapêuticas no tratamento da criptococose, 

principalmente nos casos de resistência aos azóis.  

O galato de n-dodecila (G16), selecionado para os demais testes, além da ótima 

atividade antifúngica e dos bons valores de índice de seletividade encontrados no teste de 

citotoxicidade, também apresentou atividade aditiva no teste de sinergismo, quando utilizado 

em associação com fluconazol, reduzindo os valores de CIM para o mesmo, o que mostra a 

possível utilização da molécula não só isolada, como também associada com este fármaco. 

Os resultados da PCR em tempo real mostraram que os isolados estão expressando 

genes codificadores de bombas de efluxo (Mdr1 e Afr1), embora estes pareçam não estarem 

envolvidos na resistência ao fluconazol nos isolados Cn30 e Cg118, exceto para o gene Afr1 

no qual houve diferença estatística significativa entre sua expressão na cepa sensível de 

Cryptococcus neoformans (Cn26) e na de sensibilidade intermediária (Cn27) e a resistente 

(Cn30). Adicionalmente, os resultados da PCR em tempo real também mostraram que o 

galato de n-dodecila, G16, foi capaz de inibir a expressão dos genes codificadores de bombas 

de efluxo, Mdr1 e Afr1, independentemente destes genes não estarem envolvidos na 

resistência ao fluconazol, o que torna essa molécula promissora também para a utilização com 

finalidade de inibição da atividade de bombas de efluxo em células que utilizam o aumento da 

expressão desses genes como mecanismo de resistência. 
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ANEXO A – Valores de CIM e MFC em µg/mL para as moléculas de galato de alquila (G1 à G10) frente às cepas ATCCs 90012 de C. 

neoformans e 56990 de C. gattii, e os isolados sequenciais de C. neoformans (26, 27 e 30) e dois isolados de psitacídeo de C. gattii (Cg118 eCL). 

                                                                                                                                

                                                                                                                                                                                                                

Cepas 

 

G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G9 G10 

CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM 

Cryptococcus 

neoformans 

ATCC 90012 

 

31,25 

    

250 

         

250 

    

250 

    

250 

    

250 

    

250 

    

250 

   

62,5 

    

250 

  

15,63 

    

250 

   

7,81 

   

125 

 

15,63 

    

250 

   

7,81 

  

31,25 

Cryptococcus 

neoformans 26 

(sensível) 

 

15,63 

    

250 

    

250 

    

250 

    

250 

    

250 

    

250 

    

250 

    

250 

    

250 

    

250 

    

250 

    

250 

   

250 

    

250 

    

250 

 

15,63 

 

31,25 

Cryptococcus 

neoformans 27 

(intermediário)  

    

250 

    

250 

    

250 

    

250 

     

250 

    

250 

    

250 

    

250 

    

250 

    

250 

    

250 

    

250 

    

250 

   

250 

    

250 

    

250 

  

15,63 

   

62,5 

Cryptococcus 

neoformans 30 

(resistente in 

vitro) 

  

15,63 

 

15,63 

    

250 

    

250 

    

250 

    

250 250 250 250 250 250 250 7,81 125 7,81 7,81 7,81 31,25 

Cryptococcus 

gattii ATCC 

56990 

 

31,25 

    

125 

 

15,63 

    

250 

   

15,63 

    

250 
  

15,63 

    

250 

 

15,63 

    

250 

   

7,81 

    

250 

    

3,91 

   

250 

   

3,91 

    

250 

   

1,95 

  

31,25 

Cryptococcus 

gattii 118 

(resistente in 

vitro) 

 

15,63 

 

15,63 

   

7,81 

 

31,25 

  

15,63 

 

31,25 15,63 31,25 15,63 31,25 7,81 31,25 15,63 125 31,25 62,5 7,81 31,25 

Cryptococcus 

gattii (CL-

isolado de 

psitacídeo) 

 

15,63 

 

31,25 

   

3,91 

 

31,25 

   

3,91 

 

31,25 7,81 15,63 7,81 31,25 1,95 31,25 1,95 62,5 7,81 250 3,91 31,25 
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