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Menezes RT. Efeito do cloridrato de duloxetina frente a Cryptococcus neoformans: 
abordagem in vitro e in vivo [dissertação]. São José dos Campos (SP): Universidade 
Estadual Paulista (UNESP), Instituto de Ciência e Tecnologia; 2020. 
 
 

RESUMO 
 
 
A criptococose se destaca pela alta incidência principalmente em pacientes 
imunocomprometidos, sendo responsável por um terço de todas as mortes em 
pacientes HIV positivos. Cryptococcus neoformans é o agente etiológico dessas 
infecções e possui uma cápsula composta, principalmente, por glucuronoxilomanana 
(GXM) e galactoxilomanana (GalXM) e é o maior fator de virulência dessa levedura. 
Devido ao limitado número de antifúngicos disponíveis, a toxicidade e a resistência a 
esses fármacos, o reposicionamento de medicamentos, ou seja, o uso de fármacos 
convencionalmente utilizados para outras finalidades no tratamento de uma nova 
doença, bem como a combinação entre os mesmos, podem ser opções importantes 
para o tratamento da criptococose. Os animais invertebrados têm sido amplamente 
utilizados na avaliação de eficácia e toxicidade de compostos. Assim, o objetivo deste 
estudo foi avaliar a atividade antifúngica do composto cloridrato de duloxetina (CD) 
isolado e em combinação com o antifúngico fluconazol (FLZ) utilizando técnicas in 
vitro e in vivo. Para determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) e a 
Concentração Fungicida Mínima (CFM) foi realizada a técnica de microdiluição de 
acordo com a European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). 
Em seguida, foi realizada a avaliação da atividade sinérgica de CD em combinação 
com FLZ. Além disso, foram avaliados os efeitos isolados de CD bem como as 
combinações sinérgicas com FLZ em cápsula induzida desta levedura e também na 
liberação de GXM. Em relação aos ensaios in vivo, o efeito tóxico de CD foi avaliado 
nos modelos de Caenorhabditis elegans e em Galleria mellonella. Além disso, a 
eficácia de CD por análise de curva de sobrevivência e o efeito na concentração de 
hemócitos também foram avaliados em G. mellonella. O fármaco CD apresentou o 
valor de CIM e CFM de 18,5 µg/mL e quando em combinação com FLZ resultaram em 
12 concentrações sinérgicas reduzindo o valor de CIM em 4 a 16 vezes para CD e 4 
vezes para FLZ. A análise do efeito de CD e combinações com FLZ mostrou 
diminuição de 12,5% a 67% no tamanho da cápsula quando avaliadas em 
concentração sub-inibitória, e em combinação com o FLZ. CD foi capaz de induzir a 
liberação de GXM em concentração dose-dependente. Em C. elegans e G. mellonella, 
CD não apresentou efeito tóxico. A dose 18,5 µg/larva de CD em G. mellonella 
diminuiu 35 vezes a concentração de hemócitos em relação ao grupo PBS. O 
tratamento isolado e em combinação com FLZ não aumentou o porcentual de 
sobrevivência de G. mellonella em relação ao grupo controle, fato que pode estar 
relacionado à alta lipossolubilidade do composto mantendo ligado ao corpo de gordura 
e impedindo assim seu efeito. Portanto, esse estudo mostrou que CD é ativo frente a 
C. neoformans in vitro, quando isolado e em combinação com fluconazol, sendo ainda 
capaz de agir na cápsula desta levedura e liberação de GXM. 
 
 
Palavras-chave: Cryptococcus neoformans. Fluconazol. Galleria mellonella. 
Caenorhabditis elegans 
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Cryptococcus neoformans: in vitro and in vivo approach [dissertation]. São José dos 
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ABSTRACT 
 
 

Cryptococcosis stands out for its high incidence, mainly in immunocompromised 
patients, being responsible for one third of all deaths in HIV positive patients. 
Cryptococcus neoformans is the etiological agent of these infections and has a capsule 
composed mainly of glucuronoxylomannan (GXM) and galactoxylomannan (GalXM), 
being considered the major virulence factor of this yeast. Due to the limited number of 
antifungals available, the toxicity and resistance to these drugs, the repositioning of 
drugs, that is, the use of drugs conventionally used for other purposes in the treatment 
of a new disease, as well as the combination between them, may be important options 
for the treatment of cryptococcosis. Invertebrate animals have been widely used to 
evaluate the efficacy and toxicity of compounds. Thus, the objective of this study was 
to evaluate the antifungal activity of the compound duloxetine hydrochloride (DH) 
isolated and in combination with the antifungal fluconazole (FLZ) using in vitro and in 
vivo techniques. To determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and the 
Minimum Fungicidal Concentration (MFC), the microdilution technique was performed 
according to the European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing 
(EUCAST). Then, the evaluation of the synergistic activity of DC in combination with 
FLZ was performed. In addition, the effects of DH as well as synergistic combinations 
with FLZ in capsule induced from this yeast and also in the release of 
glucuroxylomannan (GXM) were evaluated. In relation to in vivo tests, the toxic effect 
of DH was evaluated in the models of Caenorhabditis elegans and in Galleria 
mellonella. In addition, DH efficacy by survival curve analysis and also the effect on 
hemocyte concentration were also evaluated in G. mellonella. The drug DH showed a 
MIC and MFC value of 18.5 µg/mL and when in combination with FLZ resulted in 12 
synergistic concentrations, reducing the MIC value by 4 to 16 times for DH and 4 times 
for FLZ. The analysis of the effect of DH and combinations with FLZ showed a 
decrease of 12.5% to 67% in the size of the capsule when evaluated in sub-inhibitory 
concentration, and in combination with FLZ. DH was able to induce the release of GXM 
in dose-dependent concentration. In C. elegans and G. mellonella, DH had no toxic 
effect. When the treatment effect was evaluated with 18.5 µg / larva in G. mellonella, 
DH showed a 35-fold reduction compared to the PBS group. However, treatment alone 
and in combination with FLZ did not increase the percentage of G. mellonella survival 
in relation to the control group, a fact that may be related to the high liposolubility of 
the compound keeping it bound to the body of fat and thus preventing its effect. Thus, 
this study showed that DH is active against C. neoformans in vitro, when isolated and 
in combination with fluconazole, being able to act in the capsule of this yeast and 
release GXM. 

 
 
Keywords: Cryptococcus neoformans. Fluconazole. Galleria mellonella. 
Caenorhabditis elegans
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

 As infecções fúngicas têm aumentado nos últimos anos, sendo responsáveis 

por grande número de mortes em todo mundo (Brown et al., 2012; Smith et al., 2015; 

Aguiar et al., 2017; Lin et al., 2018; Noguera et al., 2019; Santolaya et al., 2019). Entre 

os agentes etiológicos mais comuns dessas infecções estão as leveduras do gênero 

Cryptococcus, cuja incidência atinge milhões de pacientes por ano. Os pacientes mais 

suscetíveis são aqueles com o sistema imunológico acometido como os HIV positivos, 

transplantados ou em uso de agentes quimioterápicos (Elsegeiny et al., 2018; 

Damasceno-Escoura et al., 2019; Brilhante et al., 2020). 

 A criptococose é caracterizada como uma infecção que ocorre por inalação 

de leveduras ou esporos causando infecção pulmonar e podendo atingir o sistema 

nervoso central (Squizani et al., 2018; Dubot-Pérès et al., 2019). Apesar da existência 

de aproximadamente 40 espécies de Cryptococcus, apenas duas espécies são 

responsáveis pela infecção em humanos: Cryptococcus neoformans e Cryptococcus 

Gattii (Nascimento et al., 2017). 

 Cryptococcus spp. são leveduras pertencentes ao filo Basidiomycota e à 

família Tremellaceae. Além da capacidade de sintetizar melanina e secreção de várias 

proteínas (urease, fosfolipase, lacase e metaloprotease), Cryptococcus spp. 

apresenta cápsula polissacarídica, sendo um fator de virulência muito característico 

desse gênero (Zaragoza, Casadevall, 2004; Alspaugh, 2015; Oliveira et al., 2020). A 

cápsula é formada principalmente por dois polissacarídeos, glucuronoxilomanana 

(GXM) e galactoxilomanana (GalXM), que estão localizadas em torno do corpo celular 

da levedura (Zaragoza, 2019; Silva et al., 2020).  Essa estrutura de Cryptococcus spp. 

fornece resistência contra as defesas imunológicas do hospedeiro e também pode 

estar relacionada à resistência aos antifúngicos, uma vez que pode prejudicar na 

atividade dos fármacos e dificultando o tratamento (Vitale et al., 2012). Cryptococcus 

neoformans prolifera dentro das células fagocíticas do hospedeiro, o que pode conferir 

vantagens em termos de disseminação e proteção imunológica (McFadden et al., 

2006). Outra característica importante de Cryptococcus spp. é sua capacidade em 

produzir biofilmes (Martinez, Casadevall, 2015). Essas estruturas são responsáveis 

pela proteção das leveduras do sistema imune além de serem consideradas como 
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forma de resistência a antifúngicos (Benaducci et al., 2016; Alim et al., 2018; Brilhante 

et al., 2020). 

 A terapia disponível para o tratamento da criptococose tem sido alvo de 

estudos devido à existência de apenas três de antifúngicos para esse fim (Azevedo et 

al., 2016; Elsegeiny et al., 2018). Podemos citar anfotericina B, pertencente à classe 

dos polienos, cujo mecanismo de ação mais conhecido é a ligação ao ergosterol, 

presente na membrana celular dos fungos, que forma poros e consequentemente 

desequilíbrio osmótico (Pathak et al., 1998). Além disso, também tem sido descrito 

como mecanismo de ação da anfotericina B a formação de radicais livres (Sangalli-

Leite et al., 2011; Mesa-Arango et al., 2012; Mesa-Arango et al., 2014). Outro 

antifúngico usado no tratamento de criptococose é o fluconazol, utilizado como terapia 

de manutenção ou em casos mais leves, pertencente à classe dos azóis, cuja ação 

está relacionada à inibição da biossíntese do ergosterol, o principal esterol da 

membrana plasmática da maioria dos fungos (Georpapadokou, Walsh, 1994). A 

flucitosina, um fármaco derivado da pirimidina, também é muito utilizado, pois esse 

composto possui ação na inibição da síntese de ácidos nucléicos (Bongomin et al., 

2018). 

 Além do limitado arsenal de antifúngicos outros fatores também dificultam o 

tratamento dessa infecção, como, por exemplo, o desenvolvimento de resistência aos 

agentes antifúngicos disponíveis, o alto custo desses medicamentos e a demora no 

desenvolvimento de novos fármacos (Mount et al., 2018; Revie et al., 2018; Butts et 

al., 2019). Outro obstáculo encontrado se refere à toxicidade desses compostos, a 

qual está relacionada à grande similaridade entre as células fúngicas com as células 

humanas, restringindo alvos de farmacológicos específicos. Entre os efeitos tóxicos 

podemos citar nefrotoxicidade e a hepatoxicidade que requerem correção de doses e 

de intervalos da administração e eventualmente obrigam a uma suspensão da terapia 

(Tverdek et al., 2016). 

 Diante desses desafios, novas estratégias terapêuticas vêm sendo estudadas 

visando melhorar o tratamento das micoses (Spitzer et al., 2017). Compostos 

utilizados para finalidades não antifúngicas têm sido estudadas e mostraram-se ativos 

contra diferentes fungos. O reposicionamento de fármacos surgiu como uma 

abordagem viável, pois permite o reaproveitamento de moléculas para identificação 

econômica e rápida de novos efeitos farmacológicos. Essa estratégia também tem 
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sido empregada na terapia de doenças parasitárias e em vários tipos de câncer 

(Santos-Gandelman et al., 2018; Truong et al., 2018). 

 Além disso, estudos recentes abordam o reposicionamento de fármacos para 

a identificação de compostos que possam atuar sinergicamente com os antifúngicos 

tradicionais gerando, dessa forma, uma potente alternativa terapêutica contra diversos 

fungos (Yu et al., 2013; Oliveira et al., 2018).  

 Na literatura existem relatos em relação à atividade antifúngica sinérgica dos 

inibidores seletivos da recaptação da serotonina (ISRS) com antifúngicos (Lass-Flörl 

et al., 2001; Lass-Flörl et al., 2003; Costa Silva et al., 2017). Em 2001, Lass-Flörl et al. 

relataram a eficácia da atividade antifúngica sinérgica dos ISRS (fluoxetina, seroxato, 

sertralina, paroxetina e reboxetina) em combinação com fluconazol contra Aspergillus 

spp. e Candida parapsilosis. Quanto a Cryptococcus spp. existem estudos que 

apontam a atividade antifúngica da sertralina in vitro e in vivo frente a esse composto, 

sozinho e em combinação com anfotericina B (Treviño-Rangel et al., 2016). Gowri et 

al. (2020) demonstraram que a sertralina é ativa contra Candida auris sendo capaz de 

impedir a formação de hifas de C. auris e formação de biofilme, com 68% de inibição 

após o tratamento. 

 O cloridrato de duloxetina é um antidepressivo da classe dos inibidores 

seletivos da recaptação de serotonina e noradrenalina (ISRSN) que também é 

utilizado no tratamento do transtorno de ansiedade generalizada, e alivia a dor da 

neuropatia periférica e fibromialgia (Lunn et al., 2014; Ferroni et al., 2019). Apesar da 

descrição da atividade antifúngica de outros membros dessa classe de fármacos, não 

existem estudos sobre o efeito do cloridrato de duloxetina, sendo, dessa forma futuros 

estudos são importantes para poder proporcionar novas descobertas contra esses 

patógenos. 

 O estudo in vivo envolvendo mamíferos apresenta vários desafios, entre eles 

o elevado número de animais necessários, a longa duração do ciclo reprodutivo dos 

mamíferos e questões éticas (Benaducci et al., 2016; Rojas et al., 2017). Sendo assim, 

os modelos de infecção alternativos, como Caenorhabditis elegans, Drosophila 

melanogaster, Galleria mellonella e zebra fish (Danio rerio), estão sendo utilizados 

como alternativas na avaliação das interações patógeno-hospedeiro (Scorzoni et al., 

2013; Ames et al., 2017; Pereira et al., 2018; Segal, Frenkel, 2018). O sistema 

imunológico dos insetos e a resposta imune inata dos mamíferos compartilham muitas 
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semelhanças e, como resultado, os insetos podem ser usados para avaliar a virulência 

de patógenos fúngicos e fornecer resultados semelhantes aos dos mamíferos. 

Um modelo que é muito utilizado para o estudo alternativo de patógenos é G. 

mellonella que são larvas da traça da cera de abelha, cujo ciclo evolutivo é tornar-se 

mariposa (Pereira et al., 2018; Bismuth et al., 2019). As larvas apresentam vantagens 

técnicas, são fáceis de usar, baratas, não possuem restrições legais e éticas como as 

associadas ao uso de mamíferos e são relativamente grandes em relação aos outros 

modelos de infecção (últimas larvas antes do estágio final apresentam cerca de 2 cm 

de comprimento e 250 mg), permitindo assim a injeção de doses definidas de 

microrganismos, podem ser mantidas em várias temperaturas (20°C a 30°C) e 

estudos de infecção podem ser realizada entre 15°C e acima de 37°C (Scorzoni et al., 

2013; Wagley et al., 2018; Cruz et al., 2018). São também utilizadas para avaliar a 

toxicidade e a eficácia in vivo de antifúngicos (Rossi et al., 2016; Kavanagh, Sheehan, 

2018; Pereira et al., 2018). 

Há também outro modelo alternativo, Caenorhabditis elegans, que é um 

nematoide, da família Rhabditidae, organismo multicelular transparente de vida curta 

livre e possui cerca de 1 mm de comprimento. Tem sido objeto de estudo há mais de 

quatro décadas devido à facilidade de manipulação e apresenta várias ferramentas 

de genética molecular no laboratório. É um dos principais modelos utilizados para 

estudar o envelhecimento, e recentemente tornou-se um organismo modelo para os 

rastreios de ação de fármacos devido ao seu pequeno tamanho e possibilidade de 

uso de grande número de animais (Ewbank, Zugasti, 2011; Davies et al., 2015; Lee, 

Kang, 2017). Além disso, C. elegans é sensível a infecções causadas por diferentes 

espécies de bactérias e fungos (Kurz, Ewbank, 2000; Mylonakis et al., 2002; Huang 

et al., 2014), permitindo, investigar a eficácia de compostos (Ewbank, Zugasti, 2011; 

Coleman et al., 2016;). 

Assim, acredita-se que a utilização do cloridrato de duloxetina, sozinho e 

combinado com fluconazol, poderia ser uma opção a ser estudada no tratamento da 

criptococose. 
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2 PROPOSIÇÃO 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 

Avaliar a atividade antifúngica do composto cloridrato de duloxetina sozinho e 

combinação com fluconazol frente a Cryptococcus neoformans in vitro e in vivo. 

 

 

2.1.1 Objetivos específicos 

 

 

a) avaliar a atividade do cloridrato de duloxetina frente a C. neoformans ATCC 

90112 através da determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e 

Concentração Fungicida Mínima (CFM). 

b) avaliar a atividade sinérgica do cloridrato de duloxetina em combinação 

com o antifúngico tradicional (fluconazol) in vitro. 

c) analisar o efeito do cloridrato de duloxetina isolado em concentração sub-

inibitória e em combinações sinérgicas com fluconazol sobre a cápsula de 

Cryptococcus neoformans H99 bem como na liberação de seu principal 

componente, a glucuroxilomanana (GXM). 

d) avaliar in vivo a toxicidade do cloridrato de duloxetina nos modelos de 

infecção alternativos Galleria mellonella e Caenorhabditis elegans. 

e) avaliar o efeito do cloridrato duloxetina na densidade de hemócitos de G. 

mellonella. 

f) avaliar a eficácia do cloridrato de duloxetina em concentrações isoladas e 

em combinação com fluconazol no modelo Galleria mellonella. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Microrganismos e condições de cultivo 

 

 

As cepas Cryptococcus neoformans ATCC 90112, Cryptococcus neoformans 

H99 (ATCC 208821) foram utilizadas para os experimentos. Essas leveduras foram 

mantidas em ágar Sabouraud dextrose (Figura 1) e incubadas a 30 ºC. Para a 

realização dos ensaios, as leveduras foram cultivadas em caldo Saboraud, 150 rpm 

por 48 horas. Candida krusei ATCC 6258 foi utilizada como controle no ensaio de 

microdiluição em caldo, também cultivada em caldo Sabouraud por 24 horas a 37 ºC. 

Todas as cepas pertencem ao Laboratório de Microbiologia e Imunologia do Instituto 

de Ciência e Tecnologia da Universidade Estadual Paulista (ICT/UNESP) de São José 

dos Campos – SP. 

 

 

Figura 1 – Placa de ágar Sabouraud dextrose com colônias de C. neoformans isoladas 

por técnica de esgotamento 

 

 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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3.2 Fármaco não antifúngico e antifúngico tradicional 

 

 

Cloridrato de duloxetina (Galena, Campinas, Brasil), pertencente à classe de 

inibidor seletivo da recaptação de serotonina e noradrenalina e o antifúngico 

fluconazol (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) foram utilizados para a avaliação da 

susceptibilidade e dos efeitos sinérgicos em Cryptococcus neoformans. 

 

 

3.3 Avaliação da atividade antifúngica e determinação da concentração inibitória 

mínima (CIM) do cloridrato de duloxetina 

 

 

Para a determinação da susceptibilidade do cloridrato de duloxetina foi 

realizada a técnica de microdiluição de acordo com European Committee for 

Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST, 2017). O meio de cultura utilizado para 

a realização do teste de sensibilidade e diluição dos compostos foi o RPMI-1640 

(Roswell Park Memorial Institute) com L-glutamina, ph 7,0, sem bicarbonato de sódio 

e acrescido de 2% de glicose tamponado com MOPS 0,165 M. O fluconazol foi 

utilizado como controle do teste. Cloridrato de duloxetina foi diluído em dimetilsulfóxido 

(DMSO) e posteriormente diluído em RPMI na concentração de 1.000 µM. Foram 

realizadas diluições seriadas de 100 µL do composto em placa de 96 poços (faixa de 

concentração: 148,5 µg/mL, 74,25 µg/mL, 37,12 µg/mL, 18,56 µg/mL, 9,28 µg/mL, 

4,64 µg/mL, 2,32 µg/mL, 1,16 µg/mL, 0,58µg/mL e 0,29 µg/mL). A concentração da 

suspensão fúngica foi de 2,5x10⁵  células/mL. Os resultados foram analisados por 

leitura espectrométrica a 530 nm após 48 h de incubação. A Concentração Inibitória 

Mínima (CIM) foi considerada a menor concentração em que se não observou 

turvação do meio de cultura indicando inibição do crescimento, considerando 90% - 

100% de inibição. 
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3.4 Determinação da concentração fungicida mínima (CFM) do cloridrato de 

duloxetina 

 

 

Passado o tempo de incubação necessário para o teste de sensibilidade por 

microdiluição, uma alíquota de cada um dos 96 poços da placa de microdiluição foi 

retirada com auxílio de um palito de madeira estéril e colocada cuidadosamente em 

ágar Sabouraud. Após 48 horas de incubação a 37°C, foi verificado o crescimento ou 

não de colônias e as respectivas concentrações. A Concentração Fungicida Mínima 

(CFM) foi determinada como a menor concentração onde não se observa o 

crescimento da levedura. 

 

 

3.5 Avaliação da atividade sinérgica entre cloridrato de duloxetina e fluconazol 

 

 

A atividade sinérgica do fluconazol foi avaliada pela técnica do “tabuleiro de 

xadrez” (Figura 2). Essa técnica é baseada no ensaio de microdiluição em caldo, 

preconizada pelo EUCAST (EUCAST, 2017). Os compostos foram adicionados às 

placas em concentração quatro vezes maior e foram realizadas diluições seriadas com 

os compostos a serem combinados. A concentração da suspensão fúngica foi de 2,5 

x 10⁵  células/mL. As placas foram incubadas a 37 ºC e a leitura foi realizada após 48 

horas a 530 nm através do espectrofotômetro. Para o cálculo da atividade sinérgica 

foi utilizado o Índice de Concentração Inibitória Fracionária (ICIF) usando a equação: 

ΣCIF = CIFA + CIFB, onde o CIF é a razão da CIM do fármaco em combinação com 

a CIM sozinha (Odds, 2003; White, Burgess, Manduru, Bosso, 1996). Uma 

combinação foi considerada sinergética a uma ICIF ≤ 0,5, indiferente a ICIF> 1 e ≤ 4 

e antagonista em ICIF> 4,0.  
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Figura 2 – Esquema de “tabuleiro de xadrez” em uma placa de 96 poços para a técnica 

de sinergismo 

 

 

Legenda: C-: Controle negativo, apenas com meio RPMI; C+: Controle positivo, RPMI + C. neoformans 
2,5x10⁵  células/mL; CD: Cloridrato de duloxetina; FLZ: Fluconazol.  
Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 

3.6 Avaliação do efeito de cloridrato de duloxetina em concentração sub-

inibitória e em combinações sinérgicas com fluconazol sobre o tamanho da 

cápsula de Cryptococcus neoformans 

 

 

Cryptococcus neoformans passou pelo processo de indução da cápsula de 

acordo com o protocolo descrito por (Zaragoza, Casadevall, 2004). Para isso, C. 

neoformans foi cultivado em 10 mL de caldo Sabouraud (150 rpm) por 48 horas a 

30°C. Após a incubação, as células foram coletadas por centrifugação por 5 minutos 

a 5000 rpm, lavadas três vezes com PBS e padronizadas 5x106 células/mL. Após a 

padronização, as células foram incubadas em tubos de 1,5 mL contendo 1000 µL de 

meio de indução de cápsulas (Sabouraud diluído 1/10 em 50 mM MOPS, pH 7,3) por 

24 horas a 37 °C. Posteriormente, as células com cápsulas induzidas, passaram por 

tratamento com concentração sub-inibitória (Sub-CIM) relacionada ao cloridrato de 

duloxetina (CD) isolado (9,28 µg/mL) e com concentrações sinérgicas (CD 4,64 μg/mL 
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e FLZ 1 μg/mL; CD 2,32 μg/mL e FLZ 1 μg/mL; CD  1,16 μg/mL e   FLZ 1 μg/mL) 

selecionadas. Como controle, foi utilizado células com cápsulas induzidas não 

tratadas e células sem indução de cápsula. O tratamento foi realizado por 24 horas a 

37 °C. Para a análise, as células foram coradascom tinta da China e analisadas com 

o auxílio do microscópio óptico (Zeiss, Alemanha) com um aumento de 400 vezes. O 

tamanho da cápsula foi calculado usando o Software ImageJ. Para o cálculo o valor 

do corpo celular foi subtraído do valor do corpo da célula mais cápsula, resultando 

assim, no valor do tamanho da cápsula (Figura 3). 

 

 

Figura 3 – Comparação da cápsula de Cryptococcus neoformans H99 induzida e não 

induzida 

 

 

Legenda: A) Célula de C. neoformans sem indução de cápsula; B) Célula de C. neoformans com 
indução de cápsula. 
Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 

 

 

 

 



22 
 

 

3.7 Avaliação da viabilidade celular de C. neoformans com cápsula induzida 

após tratamento  

 

Após tratamento em células de C. neoformans com cápsula induzida, foram 

realizadas diluições seriadas das suspensões utilizando PBS e as amostras diluídas 

foram plaqueadas em Sabouraud Dextrose Agar (HiMedia, Mumbai, Índia). As placas 

foram incubadas a 37 °C por 24 h e as colônias foram contadas como unidades 

formadoras de colônias por mililitro (UFC / mL). 

 

 

3.8 Avaliação da liberação de glucuroxilomanana (GXM) após tratamento com 

cloridrato de duloxetina e combinações sinérgicas com fluconazol 

 

 

A quantificação de GXM foi realizada utilizando o anticorpo anti-GXM 18B7 e 

quantificado pela técnica de ELISA (Casadevall et al., 1992). Após indução da cápsula 

de C. neoformans e tratamento conforme descrito no item 3.6, os sobrenadantes de 

C. neoformans foram coletados e, depois de diluídos 1:50 em PBS, 50 µL foram 

utilizados para sensibilizar placas de poliestireno de 96 poços a 37 ºC por 1 hora. A 

seguir as placas foram lavadas 3 vezes com PBS e bloqueadas com 200 µL de soro 

albumina bovina 1% em PBS (PBS-BSA) por 1 hora a 37 ºC. Após o bloqueio, a placa 

foi incubada com 50 µL do anticorpo anti-GXM 18B7 a uma concentração de 1 µg/ml 

em PBS-BSA, seguido de incubação por 1 hora a 37 ºC. As placas foram então 

lavadas 3 vezes com PBS e então 50 µL do anticorpo secundário anti IgG-mouse 

conjugado a fosfatase alcalina no título de 1:1500 em 1% BSA em PBS e incubada 

por 1 h a 37 ºC. Os poços foram novamente lavados 3 vezes com PBS e então, para 

a revelação da reação, a cada poço foram adicionados 50 µL do substrato 

paranitrofenilfosfato para fosfatase alcalina (pNPP) na concentração de 1mg/mL em 

tampão para fosfatase alcalina pH 9,5. A leitura da absorbância foi realizada em leitor 

de ELISA no comprimento de onda de 405 nm. Como controle, uma curva padrão 

utilizando GXM purificada foi feita com faixa de concentrações de 5 a 0.006 µg/mL. 
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3.9 Análise do cloridrato de duloxetina in vivo  

 

 

3.9.1 Condições de manipulação e incubação de larvas de Galleria mellonella 

 

 

As larvas de Galleria mellonella utilizadas nesse estudo foram mantidas e 

incubadas no Laboratório de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Ciência e 

Tecnologia - UNESP São José dos Campos-SP, assim como descrito por Jorjão et al. 

(2017). As larvas de G. mellonella em seus últimos estágios larvais foram 

selecionadas com peso entre 250 a 300 mg, agrupadas em placas de Petri (grupos 

de 10 larvas) e incubadas a 37 ºC, sem alimento, antes da realização dos 

experimentos. Larvas com alterações de cor foram excluídas. Antes da infecção, foi 

realizada a assepsia das prolegs com etanol a 70%. A suspensão da levedura e os 

antifúngicos foram injetados nas larvas com auxílio de seringas Hamilton (Hamilton, 

EUA) de 10 µL. Para cada condição, um total de 10 larvas foi utilizado em cada 

experimento e foi repetido pelo menos duas vezes. 

 

 

3.9.2 Ensaio de sobrevivência 

 

 

Para as curvas de sobrevivência foram utilizados inóculos de 106 células/larva 

de C. neoformans de acordo com Sangalli et al. (2016) (Figura 5). As suspensões 

fúngicas foram preparadas em PBS e infectadas através da proleg esquerda, 

incubadas a 37 ºC e monitoradas durante sete dias. A morte das larvas foi avaliada 

por falta de movimento após tocá-las com uma pinça. Como controle, as larvas 

receberam apenas PBS. 
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Figura 5 – Inoculação na proleg da larva utilizando a seringa Hamilton Inc., EUA 

 

 

Legenda: a) Inoculação na última proleg esquerda da larva de G. mellonella; b) Seringa Hamilton Inc., 
EUA. 
Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 

3.9.3 Avaliação da toxicidade de cloridrato de duloxetina em Galleria mellonella 

 

 

Antes de iniciar os experimentos de eficácia dos tratamentos, foi realizado o 

ensaio de toxicidade. As larvas foram tratadas com as concentrações 18,5 µg/larva, 

37 µg/larva e 74,2 µg/larva de cloridrato de duloxetina (1 vez o valor de CIM, 2 vezes 

o valor de CIM e 3 vezes o valor de CIM, convertidos em dose considerando o peso 

da larva), incubadas a 37 ºC e monitoradas durante sete dias. Como controle, foi 

utilizado um grupo de larvas injetadas com PBS.  

 

 

3.9.4 Avaliação da toxicidade de cloridrato de duloxetina em Caenorhabditis 

elegans 

 

 

Também foi feito ensaio de toxicidade em C. elegans e para isso foi utilizada 

a cepa N2 (cepa padrão) (Figura 4). As larvas foram mantidas em meio NGM 

(Nematode Growth Media) contendo cultura de E. coli OP50, a qual é utilizada como 

alimento para C. elegans (Stiernagle, 2019). Para a realização dos experimentos foi 
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necessária a sincronização das larvas, para isso, as larvas contendo ovos em seu 

interior foram submetidas a um tratamento com água sanitária (4 mL de 1M NaOH; 

2,6 mL de hipoclorito de sódio 10-13%; 8 mL de água). Nessa etapa, o objetivo foi 

matar todas as larvas para que apenas fiquem vivos os ovos, obtendo, dessa forma, 

após 2-3 dias de incubação a 25°C as larvas no estágio L4-adulto, prontas para serem 

utilizadas nos ensaios. 

 

 

Figura 4 – C. elegans observado em microscópio óptico 

 

 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 

Para o ensaio de toxicidade foi feito primeiramente uma lavagem das larvas de 

C. elegans com NaCl 50 mM. Depois foi preparada a placa de 24 poços com 

concentrações diversas de cloridrato de duloxetina (18,56 µg/mL, 37,12 µg/mL e 74,25 

µg/mL), as quais foram diluídas em BHI com 2% de glicose + NaCl 50mM, acrescido 

de 10 μg/mL de colesterol, 200 μg/mL ampicilina e 200 μg/mL streptomicina. Como 

controle, foram utilizados nematóides sem tratamento (Tampakakis et al., 2008). 

Quinze a vinte nematóides foram separados por poço para avaliação, a placa foi 
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incubada a 25°C e a morte das larvas foi avaliada após 2 h e 24 h com auxílio de lupa.  

 

 

3.9.5 Avaliação do efeito do cloridrato de duloxetina na densidade de hemócitos 

 

 

As larvas foram tratadas com cloridrato de duloxetina em diferentes 

concentrações (1 vez o valor de CIM (18,52 µg/mL), 2 vezes o valor de CIM (37,12 

µg/mL) e 3 vezes o valor de CIM (74,25 µg/mL) após a incubação de 3 horas à 37 ºC, 

a hemolinfa foi coletada. Para isso, as larvas foram cortadas com bisturi na parte 

ventral no sentido céfalo-caudal e pressionadas para a retirada da hemolinfa que foi 

coletada em microtubos de 1,5 mL. A seguir, 10 µL de cada hemolinfa coletada foram 

diluídos em 990 µL de IPS (tampão anticoagulante estéril – 150 nM de cloreto de 

sódio, 5 nM de cloreto de potássio, 10 nM de tris-HCL PH 6,9, 10 nM de EDTA e 30 

nM de citrato de sódio) em microtubos. Como controle foram usadas larvas tratadas 

com PBS. 

Para a contagem dos hemócitos foi utilizado hemocitômetro. Neste ensaio 

analisamos se houve alterações nas quantidades de hemóctos em G. mellonella 

ocasionados pelos tratamentos com fármacos. 

 

 

3.9.6 Determinação da concentração de fluconazol a ser utilizada como controle 

em G. mellonella 

 

 

Antes do início dos ensaios de eficácia, foi realizado o tratamento com 

diferentes concentrações de fluconazol para determinar a concentração eficaz desse 

fármaco a ser utilizada como controle. As larvas foram infectadas com 106 

células/larva de C. neoformans através da proleg direita e tratados com fluconazol (10 

mg/Kg, 20 mg/Kg e 30 mg/Kg). Posteriormente, as larvas foram incubadas a 37°C e a 

sobrevivência monitorada diariamente durante 7 dias consecutivos. 
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3.9.7 Avaliação da eficácia do tratamento com cloridrato duloxetina isolado e em 

combinação com fluconazol em larvas infectadas com C. neoformans 

 

 

Para a avaliação da eficácia do cloridrato de duloxetina isolado, as larvas de G. 

mellonella foram infectadas com 106 células/larva de C. neoformans através da proleg 

direita. Após uma hora de infecção as larvas foram tratadas com várias concentrações 

do cloridrato de duloxetina (1 vez o valor de CIM (18,56 µg/mL), 2 vezes o valor de 

CIM (37,12 µg/mL) e 3 vezes o valor de CIM (74,25 µg/mL)). Também foi realizado o 

mesmo ensaio com a combinação sinérgica entre o cloridrato de duloxetina (4,64 

µg/mL) e fluconazol (1 µg/mL).  Como controle, foi selecionado um grupo com larvas 

que receberam somente PBS, um grupo que recebeu a suspensão fúngica sem 

tratamento e por fim outro grupo tratado apenas com fluconazol na concentração já 

determinada. Após isso, as larvas foram incubadas a 37°C e a sobrevivência foi 

monitorada durante 7 dias consecutivos. Para cada experimento, foram utilizados 

grupos contendo 10 larvas. Todos os ensaios foram realizados em duplicata. 

 

 

3.9.8 Análise estatística 

 

 

Todas as análises estatísticas foram realizadas utilizando o software GraphPad 

Prism (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA). Os resultados obtidos pelo efeito do 

fármaco isolado e das combinações sinérgicas no tamanho da cápsula e de liberação 

de GXM, assim como a análise da contagem de hemócitos, foram analisados pelo 

One-way ANOVA (Tukey) e teste t (teste de Mann-Whitney) com nível de significância 

de p ≤ 0,05. Para comparar as curvas de sobrevivência em Galleria mellonella e 

Caenorhabditis elegans foram utilizados o teste de Log-rank (Mantel-Cox).  
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4 RESULTADO 

 

 

4.1 Avaliação da susceptibilidade de C. neoformans ao cloridrato de duloxetina 

e às combinações sinérgicas com fluconazol 

 

 

O cloridrato de duloxetina foi avaliado frente a Cryptococcus neoformans ATCC 

90112 e este composto foi ativo com Concentração Inibitória Mínima e Concentração 

Fungicida Mínima de 18,5 µg/mL. Candida krusei ATCC 6258, que foi usada como 

controle no ensaio de microdiluição, apresentou CIM e CFM de 37,12 µg/mL para 

cloridrato de duloxetina. A concentração inibitória mínima de C. krusei ATCC 6258 

para fluconazol é 32 mg/L, de acordo com EUCAST (2017). 

Além disso, foram encontradas 12 combinações sinérgicas as quais foram 

capazes de diminuir o valor da CIM e de CFM de 4 a 16 vezes para CD e de 4 a 32 

vezes para FLZ. Os valores do ICFI foram considerados promissores, mostrando um 

efeito sinérgico. A atividade antifúngica pode ser observada no Quadro 1. 
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Quadro 1 - Valores de Concentração Inibitória Mínima (CIM) do cloridrato de 

duloxetina e Índice de Concentração Inibitória Fracionária (ICIF) do cloridrato de 

duloxetina e fluconazol em combinação contra C. neoformans ATCC 90112 

 

Valores de CIM  

(µg / mL) 

Concentrações 

sinérgicas 

encontradas (µg / mL) 

Valores 

de ICIF  

Redução da 

concentração em 

comparação com a 

CIM 

CD FLZ CD FLZ  CD FLZ 

18,5 4 4,6 1 0,49 4x 4x 

18,5 4 2,3 1 0,37 8x 4x 

18,5 4 1,1 1 0,31 16x 4x 

18,5 4 4,6 0,5 0,37 4x 8x 

18,5 4 2,3 0,5 0,24 8x 8x 

18,5 4 1,1 0,5 0,18 16x 8x 

18,5 4 4,6 0,25 0,31 4x 16x 

18,5 4 2,3 0,25 0,18 8x 16x 

18,5 4 1,1 0,25 0,12 16x 16x 

18,5 4 4,6 0,125 0, 28 4x 32x 

18,5 4 2,3 0,125 0,15 8x 32x 

18,5 4 1,1 0,125 0,09 16x 32x 

Legenda: CD: cloridrato de duloxetina; FLZ: fluconazol; CIM: Concentração Inibitória Mínima; ICFI: 
índice de concentração fracionária inibitória. 
Fonte: Elaborado pela autora. 
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4.2 Avaliação do efeito do tratamento do cloridrato de duloxetina na 

concentração sub-inibitória e em combinações sinérgicas no tamanho da 

cápsula de C. neoformans 

 
 

Depois que as células foram cultivadas em meio de indução de cápsula, elas 

receberam os tratamentos com cloridrato de duloxetina (CD) isolado equivalente a 

concentração sub-inibitória (9.28 μg/mL) e em combinações sinérgicas com o 

fluconazol (FLZ) (CD 4,64 μg/mL e FLZ 1 μg/mL; CD 2,32 μg/mL e FLZ 1 μg/mL; CD  

1,16 μg/mL e FLZ 1 μg/mL) por 24 h. Os efeitos das concentrações isoladas de CD 

(4,64 μg/mL, 2,32 μg/mL e 1,16 μg/mL) e de fluconazol (1 μg/mL), também foram 

avaliados. O fármaco CD na concentração sub-inibitória (9.28 μg/mL) reduziu 67% do 

tamanho da cápsula de C. neoformans (p<0,0001) em comparação com o controle 

não tratado (Figura 6).  

 

Figura 6- Avaliação do tamanho da cápsula de C. neoformans após tratamento com 

cloridrato de duloxetina em concentração sub-inibitória mínima (Sub-CIM) 

 

Legenda: Sub-CIM: concentração sub-inibitória mínima; CD: cloridrato de duloxetina; Controle: C. 
neoformans H99 5x106 células/mL; *: apresentou diferença significativa em relação ao grupo controle. 
Fonte: Elaborado pela autora. 
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Em relação aos tratamentos sinérgicos realizados, a concentração sinérgica de 

CD 1,16 μg/mL e FLZ 1 μg/mL foi responsável por reduzir a cápsula de C. 

neoformansem 16% (p=0,0019) em relação ao controle. Além disso, o tratamento 

isolado com CD 1,16 µg/mL reduziu 23% (p<0.0001) em relação ao controle e FLZ 1 

μg/mL foi responsável por reduzir 3% do tamanho da cápsula (p=0,2931). Ao 

comparar o tratamento isolado de CD 1,16 μg/mL com a combinação de CD 1,16 

μg/mL e FLZ 1 μg/mL, apresentou diferença significativa (p= 0,0312). Entretanto, o 

FLZ1 μg/mL isolado não apresentou diferença estatística em relação à combinação 

de CD 1,16 μg/mL e FLZ 1 μg/mL (Figura 7A). 

A concentração sinérgica de CD 2,32 μg/mL e FLZ 1 μg/mL foi responsável por 

reduzir a cápsula em 17% (p=0,0006) em relação ao controle. Os compostos isolados 

apresentaram 13% (p=0,0051) de redução quando tratado com CD 2,32 μg/mL e 3% 

quando tratado apenas com FLZ 1 μg/mL (p=0,2931) em relação ao controle. 

Considerando a comparação de CD 2,32 μg/mL e a combinação sinérgica CD 2,32 

μg/mL e FLZ 1 μg/mL, não foi observada diferença estatística (p=0,1067), porém o 

FLZ isolado apresentou diferença estatística em relação à combinação (p=0,0037) 

(Figura 7B). 

A combinação CD 4,64 μg/mL e FLZ 1 μg/mL reduziu o tamanho da cápsula 

em 23% (p=0,0016) em relação ao controle. Os tratamentos com concentrações 

isoladas apresentaram 11% (p=0,5836) de redução quando tratado com CD 4,64 

μg/mL e 3% quando tratado apenas com FLZ 1 μg/mL (p=0,2931) quando comparados 

ao controle. Além disso, a comparação do tratamento de CD 4,64 μg/mL e a 

combinação sinérgica CD + FLZ apresentou diferença estatística (p=0,0022). FLZ 1 

μg/mL isolado também apresentou diferença significativa em relação à combinação 

sinérgica (p=0,0016) (Figura 7C). 
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Figura 7- Avaliação do tamanho da cápsula de C. neoformans após tratamento com 

cloridrato de duloxetina em concentrações equivalentes ao valor sinérgico  

 

 
 

Legenda: CD: cloridrato de duloxetina; FLZ: fluconazol; Controle: C. neoformans H99 5x106 células/mL; 
*: apresentou diferença significativa em relação ao grupo controle. 
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

4.3 Avaliação da viabilidade celular de C. neoformans com cápsula induzida 

após tratamento 

 

A análise da contagem de UFC/mL de C. neoformans com cápsula induzida 

tratados com concetrações sub-inibitórias de CD, bem como combinações com FLZ 

mostrou que as concentrações avaliadas não foram capazes de causar a morte de C. 

neoformans após os tratamentos (Figura 8). 
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Figura 8- Avaliação do efeito tratamento com cloridrato de duloxetina em 

concentrações equivalentes ao valor sinérgico sozinha e combinada com FLZ em C. 

neoformans com cápsula induzida 

 

 

Legenda: CD: cloridrato de duloxetina; FLZ: fluconazol; Controle: C. neoformans H99 5x106 células/mL; 
Fonte: Elaborado pela autora. 

 
 

4.4 Quantificação da liberação glucuronoxilomanana (GXM) de C. neoformans 

após tratamento com concentrações sinérgicas 

 

 

O ensaio de liberação de GXM de C. neoformans mostrou que, existe uma 

relação de liberação de GXM dose-dependente em relação ao tratamento utilizado, 

ou seja, quanto maior a concentração de cloridrato de duloxetina usado, maior é a 

liberação de GXM (Figura 9). Apesar de não existir diferenças estatísticas entre os 

grupos o ensaio de ELISA é bastante específico, além disso, a utilização do anticorpo 

monoclonal nesse teste o torma ainda mais confiável. 
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Figura 9- Liberação de glucuronoxilomanana (GXM) após tratamento com 

concentrações sinérgicas 

 

 

Legenda: CD: cloridrato de duloxetina; FLZ: fluconazol; GXM: glucuronoxilomanana. 
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

4.5 Análise do cloridrato de duloxetina in vivo  

 

 

4.5.1 Análise da toxicidade do cloridrato de duloxetina utilizando o modelo de 

infecção invertebrado Galleria mellonella 

 

 

Antes de iniciar os tratamentos das larvas de G. mellonella, foi realizado o 

ensaio de toxicidade do cloridrato de duloxetina. Após 7 dias de acompanhamento, 

todos os grupos de larvas tratadas (18,5 µg/larva, 37,12 µg/larva e 74,25 µg/larva), 

obtiveram 100% de sobrevivência.  
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4.5.2 Análise da toxicidade do cloridrato de duloxetina utilizando o nematódeo 

Caenorhabditis elegans 

 

 

Também foi realizado o ensaio de toxicidade do cloridrato de duloxetina em C 

elegans. Os nematódes foram acompanhados após 2 horas e após 24 horas. Todos 

os grupos de larvas tratadas (148,5 µg/mL, 74,25 µg/mL, 37,12 µg/mL, 18,56 µg/mL e 

9,28 µg/mL), obtiveram 100% de sobrevivência. 

 

 

4.5.3 Contagem de hemócitos 

 

 

Para analisar o comportamento do sistema imune celular de G. mellonella 

após o tratamento com cloridrato de duloxetina foi determinada a concentração de 

hemócitos das larvas decorridas 3 horas de tratamento. O grupo que recebeu o 

tratamento de 1 vez o valor de CIM de CD apresentou redução significativa na 

concentração dos hemócitos em relação ao grupo controle (PBS) (p= 0,0101). Já os 

grupos que receberam o tratamento com 2 vezes e 3 vezes o valor da CIM de CD não 

apresentaram diferenças significativas (p> 0,05) em relação ao grupo controle 

apresentando p= 0,0883 e p= 0,7309, respectivamente (Figura 10). 
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Figura 10 - Análise da densidade hemocitária de G. mellonella 

 

 

Legenda: PBS: phosphate buffered saline; CD: cloridrato de duloxetina; *: apresentou diferença 
estatística em relação ao controle. 
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

4.5.4 Determinação da concentração de fluconazol a ser utilizada como controle 

em G. mellonella 

 

 

As larvas foram infectadas com 106 células/larva de C. neoformans através da 

proleg direita e tratados com fluconazol (10 mg/Kg, 20 mg/Kg e 30 mg/Kg). Todas as 

concentrações avaliadas foram eficazes aumentando a sobrevida das larvas, não 

havendo diferenças significativas entre elas. Para os ensaios posteriores, a 

concentração de 30 mg/Kg de FLZ foi selecionada (Figura 11). 
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Figura 11– Determinação da concentração de FLZ a ser utilizada como controle em 

G. mellonella 

 

 

Legenda: FLZ: fluconazol. 
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

4.5.5 Efeito do tratamento de cloridrato de duloxetina isolado e em combinação 

com fluconazol em G. mellonella após infecção por C. neoformans 

 

 

O tratamento realizado com CD com o valor correspondente a 1 vez a CIM 

(18,56 µg/larva), 2 vezes a CIM (37,12 µg/larva) e 3 vezes a CIM (74,25 µg/larva) não 

aumentaram o percentual de sobrevivência das larvas de G. mellonella em relação ao 

grupo controle, não sendo eficaz como tratamento (Figura 12). 
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Figura 12- Avaliação da eficácia do cloridrato de duloxetina 

 

 

Legenda: CD: cloridrato de duloxetina; FLZ: fluconazol; PBS: Phosphate-bufferid saline (Solução 
Tampão). 
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

No tratamento realizado com a combinação de cloridrato de duloxetina (4,64 

µg/mL) e fluconazol (1 µg/mL), também não foi observada aumento da sobrevida das 

larvas (Figura 13). 
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Figura 13- Avaliação da combinação entre cloridrato de duloxetina e fluconazol em 

Galleria mellonella 

 
Legenda: FLZ: fluconazol; PBS: Phosphate-bufferid saline (Solução Tampão); CD: cloridrato de 
duloxetina. 
Fonte: Elaborado pela autora. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

As infecções fúngicas são patologias muito relevantes nos dias atuais 

(Ostrosky-Zeichner, Sobel, 2016). O aumento da população de pacientes 

imunossuprimidos, e a maior longevidade resultante de inovações na tecnologia 

médica contribuíram com a sobrevida da população, entretanto os tornaram mais 

susceptíveis a essas infecções (Lockhart, Guarner, 2019; Salehi et al., 2019). 

Pacientes com infecção por HIV e contagem de células CD4 com menores que 

100 células/μL possuem maior risco de criptococose (Jarvis, Harrison, 2007).  

Na terapia anticriptocócica, é utilizada a anfotericina B, pertencente à classe 

dos polienos, fluconazol pertencente à classe dos azóis e o derivado piramidínico 

flucitosina (Zhao et al., 2018). Ainda que a anfotericina B seja o tratamento mais 

eficaz para criptococose, o fluconazol é mais amplamente utilizado devido ao baixo 

custo e menor toxicidade, porém há resistência clínica dos azóis associada à 

mutação no alvo do fármaco, alterações das vias de sinalização do estresse e 

superexpressão de genes da bomba de efluxo (Silva et al., 2020).  

As dificuldades na terapia para criptococose estão associadas aos antifúngicos 

que possuem algumas limitações, sendo elas: a resistência fúngica, a alta 

toxicidade e também o elevado custo (Rohilla et al., 2019). Portanto, seria benéfico 

se encontrassem tratamentos alternativos para determinada infecção e assim 

reduzir o uso de outros medicamentos, como a anfotericina B, por exemplo, devido 

ao seu alto custo e alta toxicidade (Grossman, Casadevall, 2017). 

O reposicionamento de fármacos, ou seja, reutilização de compostos já 

utilizados para novos fins terapêuticos, possui base histórica para cuidados à 

saúde e representam uma estratégia eficaz, muitas vezes, de baixo custo e sem 

riscos, principalmente para os países em desenvolvimento (Ashburn, Thor, 2004; 

Zhai et al., 2012; Gu et al., 2016; Xue et al., 2018). A sertralina, inibidor seletivo da 

recaptação de serotonina, mostrou in vitro atividade fungicida contra C. 

Neoformans (Treviño-Rangel et al., 2016). O efeito da sertralina em combinação 

com fluconazol foi sinérgico contra Cryptococcus de acordo com Spitzer et al. 

(2011). Além disso, foi demonstrado em alguns estudos que a concentração é de 
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20 a 40 vezes maior na região cerebrospinal validando o potencial uso terapêutico 

da sertralina na meningite criptocócica (Tremaine et al., 1989). 

No presente estudo, foi verificada a atividade antifúngica do inibidor seletivo de 

serotonina e noradrenalina, cloridrato de duloxetina, com valores de CIM 18,5 

µg/mL e CFM de igual valor. Após verificar a atividade antifúngica do fármaco 

isolado, foi verificado se esse composto possuía atividade sinérgica com o 

antifúngico fluconazol. Observou-se diminuição no valor da CIM de 4 a 16 vezes 

para CD e de 4 a 32 vezes para FLZ quando usados em combinação.  

Resultados semelhantes foram observados no estudo de Gu et al. (2016), onde 

foram avaliados os efeitos sinérgicos do inibidor seletivo da recaptação de 

serotonina, fluoxetina, combinada com azóis contra Candida albicans. 

Combinações resultaram em atividade sinérgica para C. albicans, porém efeito 

indiferente foi observado para Candida não-albicans. Fluoxetina combinada com 

azóis (fluconazol, itraconazol e voriconazol) foi responsável por diminuir em até 8 

vezes a CIM da fluoxetina e em até 128 vezes a CIM de fluconazol, itraconazol, e 

voriconazol quando testados em Candida albicans, Candida glabrata, Candida 

krusei e Candida tropicalis. Já Zhai et al. (2012) demonstraram que em isolados 

de Cryptococcus spp., os valores de CIM da sertralina variaram de 2 a 6 µg/mL e 

foram reduzidos de 1-3 vezes quando combinados com fluconazol. 

Guess et al. (2018), em seus estudos, revelaram que o tamanho da cápsula de 

C. neoformans pode variar quando em condições estressantes ou com pouco 

nutrientes. Além disso, a cápsula de Cryptococcus ssp. é responsável por 

mascarar pathogen associated molecular patterns (PAMPs) como manana e 1-3 β 

glucana, evitando assim a fagocitose e o reconhecimento pelo sistema imune 

(Cross, Bancroft 1995). Dessa forma, a utilização de compostos com ação na 

cápsula poderia auxiliar o reconhecimento dessa levedura pelo sistema imune, e 

como consequência melhorar sua eliminação. Nesse estudo, a cápsula de C. 

neoformans foi induzida para ajudar a entender os efeitos de diferentes 

tratamentos nas leveduras. Os fármacos em questão quando avaliados em 

cápsulas induzidas, em concentrações sub-inibitórias e sinérgicas (isoladas e 

combinadas), diminuíram o tamanho capsular das leveduras entre 11 % a 67 %.  
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Um dos principais componentes da cápsula de Cryptococcus spp. é a 

glucuronoxilomana (GXM), e sua liberação para a formação da cápsula depende 

de suas vesículas extracelulares que são compostas por ergosterol (Casadevall, 

1992; Silva, 2020). Dados mostram que o tratamento com claritromicina (CAM) e 

azitromicina, ambos antibióticos,reduziram significativamente a espessura da 

cápsula em 20 vezes em relação ao controle, assim como a quantidade de 

polissacarídeo capsular, das leveduras Cryptococcus gattii e Cryptococcus 

neoformans (Nakamura et al., 2019). Joffe et al. (2017), demonstrou influência do 

mebendazol, um anti-helmintico, na liberação de GXM e também no tamanho da 

cápsula. Concentrações de mebendazol inferiores a 0,3125 µM não apresentaram 

efeitos em C. neoformans, porém a 0,3125 µM ou superior, foi observada atividade 

antifúngica significativa após 6 a12 h de exposição de C. neoformans à droga. 

Após 48 h, o mebendazol matou 100% das células fúngicas, na presença de 

concentração sub-inibitória (0,22 µM) do medicamento e também afetou o tamanho 

da cápsula e a morfologia fúngica, incluindo perda de forma esférica, alterações 

dos sulcos intracelulares e dimensões capsulares reduzidas (p<0,05). 

Sobrenadantes de células fúngicas cultivadas na presença de mebendazol foram 

utilizados para quantificação de GXM por ELISA e, foi observado aumento da 

concentração de GXM, principalmente na faixa da CIM. A hipótese para esse 

resultado é que o aumento da GXM seria resultado do vazamento induzido por 

danos na membrana. Em nosso estudo verificamos que o cloridrato de duloxetina 

influenciou na liberação de GXM, além disso,  quanto maior a concentração do 

fármaco (CD 1,16 μg/mL), maior é a liberação de GXM (GXM 0,9 μg/mL), 

consequentemente podendo influenciar na formação de cápsula. 

Os estudos in vitro são necessários, porém é importante avaliar os mesmos em 

organismos complexos, realizando os ensaios in vivo (Segal, Frenkel, 2018). 

Caenorhabditis elegans é um modelo alternativo adequado para determinar a 

toxicidade de compostos farmacêuticos antes de realizar testes em mamíferos, 

porém ainda estão sendo descritos na literatura (Muhammed et al., 2012). Por esse 

motivo, investigamos a toxicidade do cloridrato de duloxetina em C. elegans 

mostrando que cloridrato de duloxetina não foi tóxico nas concentrações avaliadas. 
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As larvas de Galleria mellonella podem ser usadas para avaliar a toxicidade in 

vivo de antifúngicos e estudo de virulência de micro-organismos, entre esses C. 

neoformans (Jemel, 2020). Em G. mellonella a levedura pode se proliferar na larva 

mesmo que ocorra a fagocitose (de Castro Spadari et al., 2019). Em nosso estudo, 

foi observada a redução de hémocitos após o tratamento com o cloridrato de 

duloxetina na concentração mais baixa do fármaco utilizada (1 x CIM = 18,56 

µg/mL), entretanto, em concentrações superiores esse efeito não foi observado. A 

diminuição do número de hemócitos está relacionada a efeitos tóxicos e 

imunodepressão, por outro lado o aumento no número de hemócitos está 

relacionada à estimulação do sistema imune (Ribeiro et al., 2017; Rossoni et al., 

2018). 

O tratamento com cloridrato de duloxetina isolado e em combinações 

sinérgicas, não aumentou a sobrevida das larvas infectadas com C. neoformans. 

Dados similares em relação à eficácia dos ISRS foram descritos por Pereira et al. 

(2019) onde foram avaliados os fármacos cloridrato de fluoxetina e cloridrato de 

paroxetina, que apesar de apresentarem atividade in vitro frente a C. neoformans, 

não foi possível detectar a eficácia desses compostos em G. mellonella. Pode-se 

explicar isso pela alta lipossolubilidade do cloridrato de duloxetina, assim como 

outros fármacos da classe dos inibidores seletivos de serotonina (cloridrato de 

fluoxetina e cloridrato de paroxetina) onde o tecido adiposo armazena esses 

compostos e elimina os mesmos lentamente (Sun et al., 2015). Palanco et al. 

(2017), demonstrou que o composto 3′-hidroxiquina apresentou atividade fungicida 

contra Cryptococcus gattii nas formas planctônicas e de biofilme, porém em G. 

mellonella, o composto não apresentou atividade antifúngica e sim toxicidade para 

as larvas. Sendo assim, pressupomos, portanto, que a baixa solubilidade do 

composto dificulta a sua distribuição no corpo do invertebrado, e o tecido adiposo 

das larvas pode armazenar os fármacos e eliminá-los lentamente na hemolinfa o 

qual não foi suficiente para matar as leveduras antes que as mesmas 

ocasionassem a morte das larvas. 

Assim, esse estudo demostra o cloridrato de duloxetiona apresenta atividade 

antifúngica frente a C. neoformans e também atividade antifúngica sinérgica com 

fluconazol. Além disso, foi verificado que o cloridrato de duoxetina e as 
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combinações desse fármaco com fluconazol possuem potente efeito na redução 

da cápsula de C. neofromans, bem como na liberação de GXM. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 

Diante dos resultados obtidos nesse estudo é possível concluir: 

 

  

a) o composto cloridrato de duloxetina foi ativo frente a Cryptococcus 

neofomans ATCC 90112 apresentando valor da CIM e CFM de 18,5 µg/mL; 

b) cloridrato de duloxetina apresentou atividade antifúngica sinérgica com 

fluconazol, resultando em 12 concentrações sinérgicas reduzindo o valor de 

CIM em 4 a 16 vezes para CD e 4 vezes para FLZ; 

c) cloridrato de duloxetina também foi capaz de causar diminuição na cápsula 

de Cryptococcus neoformans H99, de 12,5% a 67%, tanto no tratamento 

com concentração sub-inibitória, como nos tratamentos em combinação 

com o FLZ. Além disso, quanto maior a concentração de cloridrato de 

duloxetina utilizado no tratamento combinado, maior é a liberação de GXM; 

d) Em relação aos modelos in vivo, Galleria mellonella e Caenorhabditis 

elegans, o fármaco não apresentou toxicidade nas concentrações testadas, 

demonstrando sobrevivência de 100% 

e) o tratamento de G. mellonella na concentração mais baixa (CD 18,56 

µg/mL) avaliada causou diminuição na concentração de hemócitos quando 

comparada ao grupo controle, entretanto, em concentrações superiores não 

foram observados efeitos.  

f) o tratamento com CD não aumentou a sobrevida das larvas de G. 

mellonella, o que pode estar relacionado com a lipossolubilidade dos 

compostos. 
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