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“Es denkt in mir” 

 (Algo pensa em mim) 

– Friedrich Nietzsche 
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RESUMO 

ESTUDO DE DERIVADOS METÁLICOS DA 1,10-FENANTROLINA-5,6-

DIONA COMO POTENCIAIS ANTIFÚNGICOS CONTRA Cryptococcus 

neoformans 

Orientador: André Luis Souza dos Santos  

Coorientadora: Lucieri Olegario Pereira Souza 

Cryptococcus neoformans é um fungo leveduriforme revestido por uma cápsula 

polissacarídica, seu principal fator de virulência. Em 2016, esse fungo foi responsável 

por 6832 casos de meningite criptocócica no Brasil. Por esse fator, buscamos avaliar a 

atividade antifúngica dos metalocompostos derivados da 1,10-fenantrolina-5,6-diona 

(fendiona), [Ag(phendione).2]ClO4 (Ag-fendiona) e [Cu(phendione).3](ClO4).2.4H2O 

(Cu-fendiona), contra três cepas de C. neoformans que expressam fenótipos capsulares 

distintos: Cap67 (acapsular) T1444 (hipercapsulada) HEC3393 (capsula intermediaria). 

Seguindo o protocolo padrão do CLSI, demonstramos que os compostos foram capazes 

de inibir a proliferação das três cepas, sendo a concentração mínima inibitória (CMI) da 

fendiona de 100 µM para Cap67 e 50 µM para HEC3393 e T1444; 50 µM da Cu-

fendiona para a HEC3393 e 100 µM para Cap67 e a T1444; ou 12,5 µM da Ag-fendiona 

para a Cap67 e HEC3393 e 25 µM para a T1444; os controles AgNO3 apresentou os 

mesmos valores que a Ag-fendiona e o CuSO4 não teve efeito nas concentrações 

testadas (>400 µM). Entretanto, apenas Cu-fendiona e Ag-fendiona demonstraram 

atividade fungicida, sendo 100 µM a concentração mínima fungicida (CMF) dos dois 

compostos ao desafiar qualquer uma das 3 cepas, exceto a HEC3393 que, ao ser 

desafiada por Cu-fendiona, precisou de 200 µM. Através de microscopia de campo 

claro, foi possível visualizar que o tratamento com os metalocompostos foi capaz de 

reduzir a expressão capsular, e que a cepa HEC3393 também apresentava aumento no 

tamanho do corpo celular. Utilizando marcação por iodeto de propídeo, avaliamos a 

ação dos compostos na integridade da membrana plasmática dos fungos através de 

citometria de fluxo. Os tratamentos só afetaram significativamente a integridade da 

membrana plasmática das cepas HEC3393 e T1444. Por isso também buscamos avaliar 

a ação antibiofilme dos compostos testes. Verificamos a capacidade das células em 
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formar biofilme após serem pré-tratadas com ½×CMI; pudemos observar que nenhum 

tratamento reduziu a viabilidade celular, mas a Cu-fendiona foi capaz de inibir formação 

de biomassa de todas as cepas. Seguindo por essa linha, testamos o potencial dos 

compostos em desarticular um biofilme maduro de C. neoformans. A Ag-fendiona foi 

o composto mais efetivo contra a Cap67; todos os tratamentos desarticularam o biofilme 

da T1444, sendo a fendiona e a Cu-fendiona os mais significativos. Com esses 

resultados nós pudemos então concluir que os metalocompostos de prata e de cobre são 

promissores no desenvolvimento de novas estratégias antifúngicas contra Cryptococcus 

neoformans, necessitando realizar mais estudos a fim de elucidar os mecanismos de 

ação e as melhores formas de aplicação desses compostos no tratamento in vivo. 

 

Palavras-chaves: Cryptococcus; metalocompostos; cápsula polissacarídica; biofilme; fendiona. 
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ABSTRACT  

STUDY OF 1,10-PHENANTROLINE-5,6-DIONE-METAL DERIVATIVES 

AS POTENTIAL ANTIFUNGALS AGAINST Cryptococcus neoformans 

Supervisor: André Luis Souza dos Santos  

Co-Supervisor: Lucieri Olegario Pereira Souza 

 

Cryptococcus neoformans is a yeast-like fungus coated with a 

polysaccharide capsule, its main virulence factor. In 2016, this fungus was 

responsible for 6832 cases of cryptococcal meningitis in Brazil. By this factor, 

we sought to evaluate the antifungal activity of metallocompounds derived from 

1,10-phenanthroline-5,6-dione (phendione), [Ag(phendione).2]ClO4 (Ag-

phendione) and [Cu(phendione).3](ClO4).2.4H2O (Cu-Phendione), against three 

strains of C. neoformans that express distinct capsular phenotypes: Cap67  

(acapsular) T1444 (hypercapsulated) HEC3393 (intermediate capsula). 

Following the standard CLSI protocol, we demonstrated that the compounds 

were able to inhibit the proliferation of the three strains, with the minimum 

inhibitory concentration (MIC) of fendione being 100 µM for Cap67  and 50 µM 

for HEC3393 and T1444; 50 µM Cu-fendione for one HEC3393 and 100 µM 

for Cap67 and one T1444; or 12.5 µM of Ag-fendione for a Cap67 and HEC3393 

and 25 µM for a T1444; AgNO3 controls have the same values as Ag-fendione 

and CuSO4 had no effect on those tested (> 400 µM). However, only Cu-

fendione and Ag-fendione showed fungicidal activity, with 100 µM being the 

minimum fungicidal concentration (MFC) of the two compounds when 

challenging any of the 3 strains, except for HEC3393 which, when challenged 

by Cu-fendione, required 200 µM. Through brightfield microscopy, it was 

possible to visualize that the treatment with metallocompounds was able to 

reduce capsular expression, and that the HEC3393 strain also showed an increase 

in cell body size. Using propidium iodide labeling, we evaluated the action of 

the compounds on the integrity of the fungal plasma membrane through flow 

cytometry. The treatments only affected plasma membrane compliant HEC3393 
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and T1444 strains. Therefore, we also sought to evaluate the antibiofilm action 

of the test compounds. We verified the ability of cells to form biofilm after being 

pretreated with ½ × CMI; we could observe that no treatment reduced the 

metabolic rate, but Cu-fendione was able to reduce the biomass formation of all 

strains. Following this line, we tested the potential of the compounds to 

disarticulate a mature C. neoformans biofilm. Ag-fendione was the most 

effective compound against a Cap67; all treatments disarticulated the T1444 

biofilm, with fendione and Cu-fendione being the most complete. With these 

results, we were able to fulfill that silver and copper metallocompounds are 

promising in the development of new antifungal strategies against Cryptococcus 

neoformans, requiring further studies in order to elucidate the mechanisms of 

action and the best ways to apply these compounds in the treatment of alive. 

Keywords: Cryptococcus; metal compounds; polysaccharide capsule; biofilm; fendione.  
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RESUMO PARA LEIGOS 

ESTUDO DE DERIVADOS METÁLICOS DA 1,10-FENANTROLINA-5,6-

DIONA COMO POTENCIAIS ANTIFÚNGICOS CONTRA Cryptococcus 

neoformans 

Orientador: André Luis Souza dos Santos  

Coorientadora: Lucieri Olegario Pereira Souza 

Cryptococcus neoformans é um fungo revestido por uma cápsula protetora. Ele 

é altamente presente no solo, nas plantas e pode ser carregado pelas aves. Devido a sua 

alta presença nas cidades, o pombo se torna o principal portador e pode contaminar o ar 

com esse fungo. Ao respirarmos esse ar contaminado esse fungo pode causar infecção 

nos pulmões. Entretanto, com auxílio da cápsula o Cryptococcus é capaz de resistir as 

defesas do sistema imunológico e continuar se multiplicando, podendo causar 

meningite. Atualmente os remédios disponíveis capazes de ajudar a combater essas 

infecções são anfotericina B e fluconazol, entretanto esses antifúngicos podem causar 

problemas no fígado e nos rins do paciente, o que pode piorar ainda mais a situação de 

pacientes já enfraquecidos por outros problemas como serem portadores do HIV, terem 

leucemia ou terem passado por um transplante recentemente, que são os principais 

infectados por esse fungo. Por estas razões é de grande importância que realizemos 

pesquisas testando novos compostos que possam compor um futuro novo remédio para 

tratar estas infecções ou tornar os remédios atuais mais fortes com uma menor 

quantidade, reduzindo assim os efeitos negativos nos pacientes. Neste projeto testamos 

dois compostos, Prata-fendiona e Cobre-fendiona, que foram capazes de matar vários 

outros agentes infecciosos, impedi-los de causar doenças ou enfraquecê-los, 

possibilitando que nosso corpo se cure mais fácil e rapidamente. Como a cápsula é muito 

importante para o sucesso da infecção por Cryptococcus, estes compostos foram 

testados contra três tipos deste fungo: sem cápsula, muita cápsula e com uma cápsula 

mediana. Assim pudemos avaliar a interferência da cápsula no tratamento por estes 

compostos.  
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I INTRODUÇÃO 

1.1. Infecções fúngicas 

Nas últimas décadas vem ocorrendo um crescente aumento do número de infecções 

oportunistas causadas por fungos. Estima-se haver dois milhões de pessoas acometidas por 

infecções fúngicas anualmente; estas infecções podem variar desde de lesões cutâneas a 

infecções pulmonares agudas, desencadeando inflamações graves nos tecidos (Brown et al., 

2012). Algumas mudanças na sociedade como o aumento da longevidade populacional e 

também o aumento no número de pacientes imunocomprometidos por terapias 

imunossupressoras, doenças crônicas, doenças autoimunes e acometidos por HIV do inglês 

human immunodeficiency virus) proporcionaram as condições ideais para o sucesso na infecção 

por esses patógenos. E na contramão do aumento de casos, essas doenças continuam sendo 

negligenciadas pelos agentes de saúde pública (Perlroth, Chois & Spellberg, 2007; Saijo et al., 

2014; Silva et al., 2019). 

As infecções fúngicas também podem ocorrer no ambiente hospitalar, sendo 

denominadas infecções nosocomiais. Esse tipo de infecção evidencia a necessidade de novas 

estratégias para controlar a disseminação de fungos patogênicos e oportunistas pelo ambiente 

hospitalar, e a necessidade de aplicar corretamente as técnicas sanitárias já existentes (Lai et 

al., 2008). O fungo Cryptococcus neoformans também acomete diversos pacientes 

imunologicamente competentes, embora, a maior parte dos pacientes acometidos são 

imunocomprometidos (Murphy et al., 2020; Zhang et al., 2020). Por conta disso, trabalhos 

recentes ressaltam a importância de prevenir e tratar infecções fúngicas invasivas em pacientes 

com qualquer tipo de imunossupressão (Parahym, 2012; Kuster et al., 2018). Sendo a 

criptococose, em 2014, a principal infecção sistêmica fúngica no Brasil em passscientes com 

SIDA, como demonstrado pela figura 1, apresentando uma taxa de mortalidade de 34%, seguida 

por candidíase invasiva e histoplasmose; sendo estimados 6832 casos totais de meningite 

criptocócica no Brasil em 2016 (De Oliveira et al., 2014; Giacomazzi et al., 2016). E, diferente 

das cepas ambientais, as células isoladas em hospedeiros acometidos por criptococose são mais 

virulentas, apresentando uma cápsula polissacarídica mais espessa (Love, Boy & Greer, 1985; 

D’Souza et al, 2001), conferindo assim maior resistência à eliminação pelo processo de 

fagocitose (Feldmesser et al., 2000; Coelho et al., 2012). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Feldmesser%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858240
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Figura 1: Incidência de infecções fúngicas no ano de 2011 em pacientes com HIV ou SIDA (Adaptado de De 

Oliveira et al., 2014). 

 

Tabela 1: Epidemiologia das principais infecções fúngicas invasivas (Adaptado de Brown et al., 2012). 
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1.2. Criptococose 

Otto Busse, em 1894, foi o primeiro pesquisador a descrever uma infecção causada pelo 

fungo C. neoformans, recuperado a partir de uma lesão na tíbia de uma paciente. Na época, este 

fungo ainda era classificado como Saccharomycosis hominis (Barnett, 2010; Busse, 1894) e, 

em 1901, foi reclassificado para o gênero Cryptococcus (Vuillemin, 1901); e 13 anos depois, 

foi conhecida a alta capacidade de neurotropismo desse fungo (Versé, 1914). 

 Emmons, ao analisar uma coleta de solo na região da Virginia (Estados Unidos da 

América) por volta da década de 1950, identificou a presença dessa levedura em amostras 

coletadas de diversos ambientes, e pôde-se constatar que sua presença era ainda mais abundante 

em fezes e em ninhos de pombos (Emmons 1951, 1955). Em 1950, Evans identificava e 

confirmava a heterogeneidade dos antígenos de Cryptococcus (antígenos A, B e C) e, em 1968, 

o sorotipo D era confirmado por Wilson et al. (1968). 

As estirpes de C. neoformans foram inicialmente agrupadas em duas variedades: C. 

neoformans var. neoformans e C. neoformans var. gattii. Antigenicamente, C. neoformans var. 

neoformans eram os sorotipos A e D, enquanto C. neoformans var. gattii eram os sorotipos B e 

C. Ambos são patogênicos para seres humanos e causam doenças semelhantes, sendo o C. 

neoformans o principal patógeno fúngico em pacientes imunocomprometidos, e o C. gatti 

acometendo mais a pacientes imunocompetentes. A principal característica clínica é a 

meningoencefalite disseminada grave associada a uma taxa de mortalidade de pelo menos 20% 

nos países ocidentais, mesmo com as terapias antifúngicas adequadas (Vecchiarelli, 2005 apud 

Mitchell, & Perfect, 1995). Em 2006, foi proposta a separação dos sorotipos B e C formando 

uma nova espécie, denominada Cryptococcus gattii, devido a uma significativa diferença 

metabólica, genética e fenotípica quando comparados com os sorotipos A e D (Meyer et al., 

2003; Kwon-Chung, & Varma, 2006). 

Hoje existem dois “complexos de espécies” (Kwon-Chung et al, 2017). O complexo C. 

neoformans, divido em duas variedades: C. neoformans var. grubii (C. neoformans) (sorotipo 

A) de três tipos moleculares: VNI, VNII e VNB; e C. neoformans var. neoformans (C. 

deneoformans) (sorotipo D) de tipo molecular VNIV; e há também um híbrido entre C. 

neoformans var. neoformans e C. neoformans var. grubii (sorotipo AD) de tipo molecular 

VNIII. E por fim o complexo C. gattii (sorotipos B e C) que inclui quatro tipos moleculares: 

VGI, VGII, VGIII e VGIV (Meyer et al., 2009; Lucas et al., 2010; Mc Taggart et al., 2011; 

Feng et al., 2013; Hagen et al., 2015; Kwon-Chung et al., 2017; Montagna et al., 2018). 
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Muitas características podem ser utilizadas na distinção clínica do gênero Cryptococcus 

para os demais fungos patogênicos, sendo a principal característica evidenciada na morfologia 

do fungo pela presença de uma cápsula polissacarídica envolvendo a levedura e a detecção de 

seus antígenos ou até a detecção de anticorpos (Seeliger, 1956; Staib, 1962; Consenso em 

Criptococose, 2008). Além dos testes antigênicos, o meio agar CGB (canavanina-glicina-azul 

de bromotimol) é capaz de distinguir as cepas da espécie C. neoformans da espécie C. gattii. 

As cepas de C. gattii apresentarão um bom crescimento e tornarão o meio azulado (azul 

cobalto), indicando a alteração de pH devido à degradação de creatina em amônia; enquanto a 

espécie C. neoformans terá o crescimento reduzido e o meio apresentará coloração de amarelo 

para verde (Consenso em Criptococose, 2008; Laborclin, 2018). 

Ao analisar o padrão de infecção, podemos observar uma prevalência em pacientes de 

idade avançada, portadores de doenças que causam deficiência na resposta imunológica como 

SIDA (síndrome da imunodeficiência adquirida) e pacientes que passaram por cirurgias ou 

transplantes (Levitz, S. M., 1991; Perlroth, Chois & Spellberg, 2007; Silva et al., 2019; 

Parahym, 2012; Kuster et al., 2018). Entretanto, ao analisar pacientes com criptococose na 

China, entre os anos de 1980 e 2006, pode-se observar que, embora a maioria fosse portadora 

de alguma imunodeficiência, havia também pacientes aparentemente saudáveis acometidos 

pela doença. Ainda assim, o aumento da população contaminada apresenta relação com o 

aumento de pacientes HIV+ (Chen et al., 2008), sendo a criptococose responsável por 15% das 

mortes de pacientes portadores da SIDA (Rajasingham et al., 2017). 

Há também muitos portadores assintomáticos, infectados pela levedura sem 

expressarem qualquer sintoma da doença ou que expressem apenas sintomas gerais como tosse 

e febre. Essa tese foi confirmada ao analisar estudos sorológicos e verificar que a maioria dos 

indivíduos analisados possuíam anticorpos presentes no soro, sem que nunca houvessem 

apresentado sintomas para criptococose anteriormente (Littman, 1959; Feldmesser et al., 2000 

apud Chen et al., 1999; Kitkungvan et al., 2008; Li & Mody, 2010). 

As cepas isoladas de pacientes sintomáticos também apresentam resistência às terapias 

antifúngicas clássicas, além de muitos antifúngicos causarem uma elevada toxicidade aos 

pacientes já debilitados. A dificuldade em tratar os pacientes bem como reduzir a presença de 

patógenos oportunistas no meio hospitalar corroboram para a disseminação desses 

microrganismos dentro e fora dos hospitais, além de elevarem os custos dos tratamentos (Lai et 

al., 2008; Yang et al., 2020). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Feldmesser%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858240
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As aves demonstram ser os principais vetores do fungo Cryptococcus, carreando o fungo 

na forma de basidiósporos, presente nas plantas e no solo, do meio rural para o meio urbano, 

possibilitando assim a dispersão dos esporos fungicos pelo ar que poderá ser inalado e iniciar 

assim o ciclo de infecção ilustrado na figura 2. A forma de basidiósporos possui um diâmetro 

consideravelmente menor, permitindo assim que as células fúngicas dispersas em aerossóis 

sejam facilmente inaladas e cheguem até aos alvéolos pulmonares (Ellis & Pfeiffer, 1990; 

Levitz, 1991; Bocca, & Casadevall, 2014; Coelho & Farrer, 2020; Futatsuya et al., 2020). Os 

pombos são os principais agentes vetoriais devido a sua alta presença no meio urbano. As fezes 

das aves podem carrear até 46.000 propágulos viáveis por grama de material seco (Filiú et al., 

2002; Ghaderi, Eidi & Razmyar, 2019). 

 

Figura 2: Rota da infecção pelo fungo do gênero Cryptococcus mostra que os esporos fúngicos, dispersos na 

natureza, são inalados, ganhando as vias aéreas e se proliferando no pulmão do hospedeiro; nessa etapa os fungos 

ficam metabolicamente mais ativos e ganham acesso a corrente sanguínea do paciente, podendo então atravessar 

a barreira hematoencefálica e gerar infecção do sistema nervoso central (Adaptado de Kwon-Chung et al., 2014. 

Cold Spring HarbPerspectMed). 

 

 1.3. Atributos de virulência 

Existem diversos fatores de virulência já descritos em C. neoformans, como a presença 

de melanina, atividade de urease e fosfolipase, além da capacidade de sobreviver e replicar à 

temperatura fisiológica humana. Esses fatores serão acionados após os basidiósporos serem 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bocca%20AL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24050625
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Casadevall%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24050625
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kwon-Chung%20KJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24985132
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4066639/
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ativados, podendo causar quadros de pneumonia crônica e até meningite, levando o hospedeiro 

à morte quando não tratado devidamente (Perfect, 2006; Maxson et al., 2007 apud, Casadevall 

& Perfect, 1998; Kwon-Chung et al., 2014). 

A via de entrada do fungo C. neoformans ocorre comumente pela aspiração dos 

basidiósporos fúngicos presentes no ar contaminado (Levitz, 1991; Ellis, & Pfeiffer, 1990; 

Sabiiti & May, 2012; Springer et al., 2013; Coelho & Farrer, 2020; Futatsuya et al., 2020). 

Devido a seu diâmetro reduzido, os basidiósporos conseguem se alojar nos alvéolos 

pulmonares, onde serão fagocitados pelos macrófagos pulmonares (Feldmesser et al., 2000; 

Coelho, Bocca, & Casadevall, 2014); entretanto, este fungo desenvolveu uma estrutura que o 

ajuda a sobreviver ao ambiente, a competição contra outros microrganismos e a obter sucesso 

no processo de infecção intracelular: uma cápsula de polissacarídeos, que confere ao fungo 

proteção contra condições ambientais como baixa umidade. Além disso, a cápsula é o fator de 

virulência chave no desenvolvimento patológico, pois confere resistência ao fagolisossoma e 

também regula negativamente células do sistema imunológico do hospedeiro, induzindo-as a 

entrar em processo de apoptose (Monari et al., 2005; Monari, Bistoni & Vecchiarelli, 2006; 

García-Rodas & Zaragoza, 2011; Coelho et al., 2012; Coelho, Bocca & Casadevall, 2014; 

Hansakon et al., 2018). 

A cápsula polissacarídica envolve todo o corpo celular, sendo ancorada à parede celular 

fúngica, como demonstrado pela figura 3. Devido à alta presença e alta capacidade imunogênica 

desses antígenos capsulares, o diagnóstico laboratorial utiliza da procura de anticorpos contra 

os antígenos capsulares (Aksenov, Babyeva, & Golubev, 1973; Kabanda et al, 2013). 

Ambientes ricos em glicose aumentam a virulência de C. neoformans, regulando 

positivamente a multiplicação celular, elevando a expressão dos fatores de virulência e tornando 

a cápsula mais espessa (Choi, Vogl & Kronstad. 2012; Caza & Kronstad, 2019). Há diversos 

outros fatores que também podem proporcionar essas alterações como: pH mais alcalino, alta 

pressão osmótica, alta taxa de CO2, baixo teor de íons ferro e outras condições que também são 

encontradas nos hospedeiros e estão presentes no soro de mamíferos (Zaragoza, Fries & 

Casadevall, 2003; Zaragoza & Casadevall, 2004; Jacobson, Tingler, & Quynn, 2009; Frases et 

al., 2009; O’Meara & Alspaugh, 2012; Reis et al., 2019). 

 Uma cápsula polissacarídica mais espessa é capaz de inibir fagocitose e, 

consequentemente, a eliminação do fungo. Para contornar essa adaptação faz-se necessário a 

presença de soro contendo opsoninas como anticorpos e moléculas do sistema complemento 

(Diamond, Root, & Bennett, 1972; Cross & Bancroft, 1995; Levitz et al., 1999; Feldmesser et 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kwon-Chung%20KJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24985132
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Feldmesser%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858240
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Coelho%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24050625
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bocca%20AL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24050625
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Casadevall%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24050625
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Feldmesser%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858240
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al., 2000). Todavia, a fagocitose não garante a eliminação deste fungo, pois a cápsula também 

confere alta resistência à degradação das enzimas lisossômicas, garantindo assim a 

sobrevivência do fungo após ser fagocitado pelas células do sistema imune (Sakaguchi  et al., 

1993; Coelho et al., 2012; Coelho, Bocca, & Casadevall, 2014). 

 

 

 

Figura 3: Imagens da cápsula polissacarídica do fungo C. neoformans obtidas através de microscopia ótica com 

contraste de tinta nanquim (A) e microscopia eletrônica de varredura (B) (Adaptado de Zaragoza et al., 2009). 

 

Para obter informações do tamanho da cápsula polissacarídica utiliza-se a técnica de 

visualização de microscopia de campo claro com auxílio da tinta nanquim. A cápsula não é 

corada pela tinta devido a sua característica altamente hidrofílica, criando um contraste ao ser 

iluminada e formando um halo branco ao redor do corpo celular. Esse halo pode ser então 

medido manualmente ou com auxílio de aplicativos (software) como o ImageJ ou Item (Maxson 

et al., 2007 apud Anna, 1979; Dragotakes & Casadevall, 2018). 

A cápsula de C. neoformans é composta majoritariamente por dois principais 

polissacarídeos: glucuronoxilomanano (GXM) (1,7-7.106 KDa) 90-95% e galactoxilomanano 

5-8% (GalXM) (1.105 KDa), e uma proporção muito menor de manoproteína, ácido hialurônico 

e ácido siálico (Cherniak & Sundstrom, 1994; McFadden, De Jesus & Casadevall, 2006;  

Gilbert, Lodge & Specht, 2011); entretanto, cerca de 90% do peso e do volume da cápsula de 

C. neoformans vem das moléculas de água que são facilmente retidas devido ao alto teor de 

ácido glucurônico, componente que confere acidez a cápsula (Maxson et al., 2007). 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Coelho%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24050625
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bocca%20AL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24050625
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Casadevall%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24050625
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Figura 4: Estrutura dos principais polissacarídeos presentes na cápsula de C. neoformans: GXM (A) e GalXM 

(B). Onde azul representa manose; verde - galactose; vermelho - xilose e cinza - ácido glucurônico (Adaptado de 

Bose et al., 2003). 

 

A estrutura capsular se organiza em uma camada de microfibrilas polimerizadas 

justamente associadas à camada mais externa da parede celular da levedura. Há também na 

parede celular uma camada onde ocorre o acúmulo de partículas precursoras que sintetizam os 

polissacarídeos capsulares. Essas partículas precursoras são acumuladas em diversas vesículas 

que carreiam e sintetizam mais partículas precursoras. Quando, em condições in vivo, há o 

aumento no número dessas vesículas, também ocorre concomitantemente o espessamento da 

cápsula polissacarídica em torno da levedura (Sakaguchi et al., 1993; Bose et al., 2003). 
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Figura 5: Imagem de microscopia eletrônica de Cryptococcus neoformans feita em células fixadas onde: CW 

indica a parede celular; P indica a camada de acumulação de partículas e C indica a Cápsula. (Adaptado de 

Sakaguchi et al, 1993). 

 

O aumento progressivo da parede celular durante a infecção também está relacionado à 

deposição de melanina. O acréscimo da melanina na parede celular é um importante fator 

protetor contra substâncias antimicrobianas produzidas pelo hospedeiro. As condições 

encontradas no tecido pulmonar estimulam à formação das chamadas células gigantes ou 

células titãs de C. neoformans 2 h após a infecção. As células titãs apresentam aumento na 

resistência a medicamentos e alteração nos padrões moleculares mais expostos. Embora seja 

quantitativamente significativa, nem todas as células apresentam essas alterações morfológicas, 

sendo assim o sistema imunológico do hospedeiro tem de enfrentar fenótipos heterogêneos 

durante a infecção, dificultando ainda mais a eliminação do agente patogênico (Feldmesser, 

Kress & Casadevall, 2001; Garcia-Rodas et al., 2018; Mukaremera et al., 2018; Caza & 

Kronstad, 2019). Após 2 a 24 h, a levedura responsiva deixará de parasitar a célula hospedeira 

por um processo de exocitose não lítico, ou ainda realizando a lise da célula hospedeira. Em 

geral, a exocitose não lítica é um processo é menos danoso, evitando iniciar uma inflamação. 

Entretanto, quando ocorre no tecido pulmonar, a saída de Cryptococcus induz uma inflamação 

granulomatosa (Feldmesser et al., 2000; Alvarez & Casadevall 2006; Nicola et al., 2011). 

Um dos quadros patológicos mais característicos é a meningite criptocócica devido ao 

alto neurotropismo do fungo, sendo relatados aproximadamente 220.000 casos mundiais de 

desenvolvimento de meningoencefalite causada por Cryptococcus spp. por ano, o que 

corresponde a 180.000 mortes anuais globais (Rajasingham et al., 2017). As células de 

https://www.microbiologyresearch.org/search?value1=Marta+Feldmesser&option1=author&noRedirect=true
https://www.microbiologyresearch.org/search?value1=Yvonne+Kress&option1=author&noRedirect=true
https://www.microbiologyresearch.org/search?value1=Arturo+Casadevall&option1=author&noRedirect=true
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Feldmesser%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858240
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Cryptococcus possuem mecanismos que as permitem atravessar passivamente a barreira 

hematoencefálica sem gerar ativação de processos inflamatórios no hospedeiro; para isso, a 

levedura deve ser internalizada por células do endotélio ou fagócitos e então serem liberadas 

no líquor, causando a meningoencefalite. Embora característico, acredita-se que poucas células 

consigam atravessar essa barreira imunológica, porém uma vez superada, a levedura poderá 

replicar-se livremente sem o antagonismo do sistema imunológico do hospedeiro (Rajasingham 

et al., 2017). 

 Uma forma de se estudar os efeitos da cápsula polissacarídica é comparar resultados 

obtidos ao desafiar cepas que expressem diferentes fenótipos capsulares. A cepa mutante 

acapsulada Cap67 é comumente utilizada como controle (Maxon et al., 2007; Albuquerque et 

al., 2014). Apesar de a cepa Cap67 demonstrar ainda ser capaz de produzir os epítopos 

precursores da GXM (Feldmesser, Kress & Casadevall, 2001), a mesma não costuma apresentar 

virulência em um hospedeiro imunologicamente responsivo (Chang & Kwon-Chung, 1994; 

Fromtling, Shadomy & Jacobson, 1982; Maxon et al., 2007). Existem ainda isolados hiper 

capsulados como T1444 utilizados para avaliar perfil de cepas hipervirulentas e HEC3393, que 

é uma cepa que expressa pouca cápsula (Barbosa et al., 2006; Fonseca et al., 2010). Esses fatos 

evidenciam que a cápsula do fungo C. neoformans é um possível alvo terapêutico devido sua 

importância no desenvolvimento do processo patogênico. 

 

1.4. Biofilme 

 Biofilme é uma comunidade de microrganismos recoberta por uma matriz extracelular 

polimérica própria. Essa matriz forma uma complexa estrutura tridimensional composta por 

(glico)proteínas, (glico)lipídios, mono e polissacarídeos, DNA extracelular, sais minerais e 

água. Esse “estilo de vida” fornece aos integrantes dessa comunidade maior adesão, 

comunicação (quorum sensing) proteção e resistência/tolerância a antimicrobianos, a resposta 

imunológica do hospedeiro e a condições de estresses ambientais; além de favorecer o processo 

evolutivo dos microrganismos “adeptos” e aumento da virulência (Santos et al., 2018; Ramos 

et al., 2020). 

 O biofilme se inicia pela interação e adesão celular a uma superfície, podendo ser uma 

bancada, cateteres, utensílios de uso médico ou a camada epitelial do hospedeiro, onde irão 

iniciar a proliferação e formação de pequenas colônias. As células começarão então a produzir 

e secretar matriz polimérica extracelular. A matriz do biofilme formará uma espessa camada 

tridimensional junto às leveduras, formando uma espécie de rede, com capacidade de reter 

https://www.microbiologyresearch.org/search?value1=Marta+Feldmesser&option1=author&noRedirect=true
https://www.microbiologyresearch.org/search?value1=Yvonne+Kress&option1=author&noRedirect=true
https://www.microbiologyresearch.org/search?value1=Arturo+Casadevall&option1=author&noRedirect=true
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moléculas como antimicrobianos, reduzindo o alcance desses compostos aos microrganismos 

que compõe este biofilme. Essa estrutura também apresentará canais de água, para hidratar e 

carrear pequenas moléculas secretadas pelos componentes desse biofilme. Após a maturação 

completa o biofilme inicia a fase de dispersão, onde partículas do biofilme contendo células 

filhas se destacarão e se dispersarão no meio possibilitando, em caso de infecção, alcançar a 

corrente sanguínea e colonizar outros tecidos do hospedeiro (Cuéllar-Cruz et al., 2012; Fanning 

& Mitchell, 2012; Solano, Echeverz, & Lasa, 2014; Martinez & Casadevall, 2015; Hirota et al., 

2016; Santos et al., 2018; Tavares et al., 2019; Dominguez et al., 2019; Ramos et al., 2020). 

 A associação em biofilme proporciona as leveduras diferentes mecanismos de 

resistência a ações imunológicas e antifúngicas. Além da própria arquitetura e do revestimento 

de matriz extracelular, as células presentes no biofilme também aumentam a expressão de 

bombas de efluxo e apresentam uma maior plasticidade metabólica (Fanning & Mitchell, 2012; 

Sardi et al, 2014; Santos et al., 2015; Mello et al., 2017; Santos et al., 2018; Dominguez et al., 

2019). 

 Por todas as razões expostas acima, o biofilme é considerado um importante fator de 

virulência para os microrganismos e um grande alvo a ser explorado na criação de novos 

fármacos antimicrobianos. Nessa via, as pesquisas atuais buscam fármacos antibiofilme 

capazes de inibir a formação do biofilme e desarticular o biofilme maduro (Taraszkiewicz et 

al., 2013; Santos et al., 2015; Silva et al., 2018). 

 

1.5. Tratamento clássico 

Embora tenhamos testemunhado diversos avanços nas últimas décadas, as terapias 

antifúngicas ainda demonstram defasagens no tratamento da criptococose. Na tentativa de 

contornar esse problema, vem sendo experimentado diversos esquemas terapêuticos. 

Entretanto, as atuais pesquisas estão focadas no desenvolvimento de antifúngicos voltados 

principalmente para os gêneros Candida e Aspergillus negligenciando importantes patógenos 

como Cryptococcus (Mendes, 2009; Santos-Gandelman, Rodrigues & Machado, 2018). 

Ao analisar isolados clínicos de Cryptococcus, observou-se sensibilidade para a maioria 

dos antifúngicos tradicionais como anfotericina B, fluconazol, voriconazol e itraconazol; 

entretanto, observou-se também uma alta taxa já previamente resistente a 5-fluorocitosina 

(Bonogomin et al., 2018; Yang et al., 2020); e intrinsecamente resistente à classe das 

equinocandinas (Feldmesser et al., 2000; Denning, 2002; Maligie & Selitrennikoff, 2005). Os 

dados indicam que o estresse com compostos azólicos (como fluconazol) e a 5-fluorocitosina 
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podem estimular a expressão de genes de resistência em C. neoformans (Sionov et al., 2010) e 

que cada vez mais os isolados já apresentam essa resistência antes mesmo de se iniciar o 

tratamento (Bonogomin et al., 2018). Devido à retirada da 5-fluorocitosina de mercado 

brasileiro, administra-se fluconazol como substituto em território nacional (Brasil, 2012). 

Ao analisar o desempenho de diversos antifúngicos clássicos na eliminação do patógeno 

C. neoformans e a consequente recuperação de pacientes hospitalizados e imunocompetentes, 

pode-se concluir que o tratamento de maior eficácia contra infecção por Cryptococcus é a 

administração combinada de anfotericina B com 5-fluorocitosina, sendo esta combinação ainda 

mais efetiva em casos de infecção pulmonar. Esse mesmo tratamento pode ser administrado 

também em casos de meningite criptocócica; tornando-se mais eficiente quando o tratamento 

se inicia o mais precocemente possível (Diamond, 1974; Bennett et al., 1979; Consenso em 

Criptococose, 2008; Temfack et al., 2018; Li et al., 2020; Yang et al., 2020). Entretanto, embora 

mais eficiente este tratamento acarreta em grande toxicidade ao paciente podendo causar outras 

complicações, como nefrotoxicidade e hepatotoxicidade causadas pela administração da 

anfotericina B e 5-fluorocitosina, respectivamente; e essas complicações poderiam agravar 

ainda mais o quadro dos pacientes já debilitados (Zuger, 1986; Falci, Rosa & Pasqualotto 2015; 

Krysan, 2015). Nesses casos mais delicados existe a alternativa de se administrar as novas 

variantes lipídicas, no intuito de reduzir a toxidade para o paciente (Mendes, 2009; Falci, Rosa 

& Pasqualotto 2015); entretanto, essas variantes lipídicas ainda apresentam um custo muito 

alto, fora da realidade de diversos pacientes ou sistemas públicos de saúde pelo mundo 

(Ostermann et al., 2014). 

A criptococose é uma doença que depende do sistema imunológico do hospedeiro para 

alcançar a cura. Em casos de pacientes imunocomprometidos ou com imunossupressão 

induzida e pacientes tratados com corticoides, há perda na resposta imunológica natural do 

paciente, acarretando também na perda da eficácia do tratamento. Portanto, para pacientes que 

apresentem quadros de imunossupressão deve ser mantido o tratamento com anfotericina B até 

6 meses após sanar a infecção, evitando-se uma possível recaída (Zuger 1986; Alspaugh & 

Granger 1991; Consenso em Criptococose, 2008; Loyse et al., 2018). Porém, embora sigam 

adequadamente a terapia antifúngica, muitos pacientes relatam persistência da criptococose, 

ocorrendo à continuidade da infecção ou a reincidência mesmo após o término do tratamento 

(Feldmesser et al., 2000; Frases et al., 2008, Medzhitov, Schneider, & Soares, 2012). Isso pode 

sinalizar para a necessidade de novos fármacos que possam atuar tanto sozinhos como em 

conjunto com outras drogas a fim de aumentar a taxa de sobrevida ou buscar a cura desses 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Feldmesser%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10858240
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pacientes, bem como a redução da citotoxicidade dos tratamentos clássicos (Sarosi et al, 1969; 

Diamond, 1974; Zuger, 1986; Krysan, 2015; Santos-Gandelman, Rodrigues, & Machado, 

2018). 

1.6. 1,10-fenantrolina-5,6-diona (fendiona) e seus complexos metálicos 

Embora haja um crescente aumento em sua incidência, as infecções fúngicas continuam 

sendo negligenciadas. Apesar do gênero Cryptococcus ser o maior causador de infecções e 

mortes por meningite fúngica no mundo, essa não recebe a devida importância no 

desenvolvimento de novos antifúngicos; sendo os existentes altamente tóxicos e prejudiciais 

para os pacientes, além de não serem eficazes em diversos casos, causando persistência ou 

reincidência da infecção, o que gera ainda mais prejuízo ao paciente, ao sistema médico e a 

sociedade (Falci, Rosa & Pasqualotto, 2015; Krysan, 2015; Santos-Gandelman, Rodrigues & 

Machado, 2018). 

O desenvolvimento de novos fármacos com ação quelante pode ser uma alternativa 

viável no tratamento anti-Cryptococcus. Essa nova linha de pesquisa vem se mostrando 

extremamente promissora sendo capaz de alterar o metabolismo do patógeno e interferir na 

expressão dos fatores de virulência, possibilitando uma maior eficiência na eliminação do 

patógeno pelo sistema imunológico do hospedeiro. Além disso, essa abordagem não exerce 

tanta pressão seletiva sobre o patógeno, dificultando a seleção de microrganismos resistentes 

(Santos et al., 2012; Allen et al., 2014; Dickey et al., 2017; Galdino et al., 2019). 

Recentemente, compostos a base de metais vem sendo estudados como alternativas 

farmacológicas e são considerados extremamente promissores (Warra et al., 2011; Viganor et 

al., 2015B; Galdino et al., 2017). A molécula 1,10-fenantrolina (fen) e seu derivado 1,10-

fenantrolina-5,6-diona (fendiona) já demonstraram ter grande atividade biológica tanto in vitro 

(culturas celulares) como in vivo (em modelos de Galleria mellonella e camundongos) 

(McCann et al., 2012). Comparada à fen, as ligações carbonil presentes na fendiona podem 

interagir com biomoléculas fúngicas. Além disso, a molécula de fendiona também parece 

participar de reações redoxes no meio intracelular e possuem atividade antitumoral (McCann, 

et al., 2004; Deegan et al., 2006) 

Em busca de maior eficiência antimicrobiana e menor toxicidade, nossos colaboradores, 

o professor McCann e sua equipe, sintetizaram compostos à base de fendiona complexados com 

metais de transição, como cobre (Cu2+) e prata (Ag+), tendo como moléculas resultantes: 

Ag(phendione)2]ClO4 = [Ag(phendione)2]
+ ou (Ag-fendiona) e Cu(phendione)3](ClO4)2.4H2O 
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= [Cu(phendione)3]
2+ ou (Cu-fendiona) (McCann et al., 2004). Os níveis de toxicidade destes 

complexos metálicos foram testados in vivo inoculando-se, inicialmente, em larvas de Galleria 

mellonella 10 µg de cada composto, obtendo-se nesse ensaio uma sobrevivência de 100% das 

larvas tratadas para ambos os compostos. Devido ao excelente resultado, os autores decidiram 

testar diferentes concentrações de cada composto em camundongos, obtendo-se 100% de 

tolerância até 45 mg/Kg e 150 mg/Kg dos complexos de cobre e prata, respectivamente 

(McCann et al., 2012; Gandra et al., 2020). 

 

Figura 6: 1,10-Fenantrolina e seus derivados. (Adaptado de Viganor et al., 2015). 

 

Fendiona e seus derivados já demonstraram ação como inibidores proteolíticos de 

importantes fatores de virulência produzidos por microrganismos, como Pseudomonas 

aeruginosa (Galdino et al., 2017; Galdino et al., 2019 B), impedindo assim a ação das proteases, 

enzimas capazes de hidrolisar ligações peptídicas formando peptídeos menores ou aminoácidos 

(Lopez-Otín & Overrall, 2002). As proteases são um perfeito alvo para o desenvolvimento de 

novas terapias antivirulência (Drag & Salvesen, 2010; Lopez et al., 2019) devido a sua grande 

importância em processos metabólicos celulares, na obtenção e no processamento de nutrientes 

e seu protagonismo no desenvolvimento da fisiopatologia de diversos microrganismos (Turk et 

al., 2012). Os compostos também demonstraram a capacidade de reduzir a virulência a partir 

da regulação da expressão dos fatores de virulência em nível genético (Galdino et al., 2017; 

2019 B). 

Quando usados como inibidor de fatores de virulência, é recomendado que 

[Cu(phendione)3]
2+ e [Ag(phendione)2]

+ sejam aplicados de forma conjunta com outros 
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fármacos clássicos, garantindo e potencializando a eliminação completa dos agentes 

patogênicos (Kellett et al., 2013; Granato et al., 2017). 

Os compostos também demonstraram atividade antimicrobiana não só contra células 

planctônicas, mas também contra células associadas ao biofilme bacteriano. Em alguns casos 

mostraram uma capacidade inibitória maior do que a dos antibióticos convencionais (Viganor 

et al., 2015B; Gandra et al., 2017). A capacidade de desarticulação de biofilmes pelos derivados 

da fendiona mostrou-se ser dose-dependente, abrindo a possibilidade de ser utilizado também 

como um pré-tratamento de cateteres ou ainda como uma solução de limpeza de utensílios 

hospitalares (Viganor et al., 2015A). 

Os derivados da fendiona também demonstraram atividade contra o fungo filamentoso 

Phialophora verrucosa inibindo sua transição morfológica e reduzindo a produção de esteróis 

(Granato et al., 2017). A mudança morfológica é uma etapa chave na estratégia de infecção de 

fungos filamentosos (Cortez et al., 2008), sendo assim, o bloqueio dessa alteração é uma 

estratégia para impedir o processo infeccioso (Mello et al., 2016). 

Em linhas gerais, o complexo [Cu(phendione)3]
2+ é mais ativo do que o 

[Ag(phendione)2]
+. Apenas com C. albicans, foi visto maior efetividade no derivado da prata 

(McCann et al., 2004). 

Existem indícios do uso do cobre na medicina de 4000 anos, sendo usado principalmente 

como antisséptico local em feridas (Grass et al., 2011). Hoje o uso medicinal do cobre foi 

ampliado, ele está presente em adstringentes, antissépticos, antifúngicos, no tratamento de 

feridas e em dispositivos anticoncepcionais intrauterinos (Borkow & Gabbay, 2009; Vincent et 

al., 2018; Armendariz et al., 2019). Além disso, seu uso se estende também a agricultura como 

antimicrobianos, algicidas, pesticidas, antifúngicos e até como aditivos à ração animal (Russell 

et al., 2005; Grass et al., 2011; Barrett et al., 2019). Já os íons de prata são conhecidos por suas 

propriedades antimicrobianas, estando comumente presentes em produtos de uso tópico e na 

produção de novos fármacos. Também já foi demonstrada sua habilidade de desarticular 

biofilme bacteriano. Existem três mecanismos prováveis para explicar essa atividade dos íons 

de prata que são: uma possível interferência no carreamento de elétrons, ligação ao DNA e 

interação com as membranas celulares (Tilton & Rosenberg, 1978; Ratte, 1999; Bjarnsholtet 

al., 2007; Gonzales-Fernandez et al., 2020; Luo et al., 2020). Compostos baseados em íons de 

cobre vêm sendo utilizados recentemente a fim de aprimorar terapias antitumorais, criar 

materiais com atividade bactericida, podendo ser mais eficaz e mais barato que o custo da prata. 

(Lu et al., 2020; Matsushima, Shibata & Ohara, 2020). Trabalhos mais recentes também 
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estudam a criação de materiais utilizando ambos os íons de cobre e de prata, a fim de criar 

superfícies com amplo efeito antimicrobiano e que seja esteticamente atrativo; podendo ser 

utilizado amplamente em ambiente hospitalar (Videira-Quintela et al., 2020). Além disso, o 

cobre e a prata também estão presentes no estudo de nanopartículas, sendo relatadas diversas 

alterações celulares culminando na fragmentação do material genético bacteriano (Li et al., 

2010; Grass et al., 2011; Lee et al., 2014). 
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II JUSTIFICATIVA 

O crescente aumento no número de indivíduos imunossuprimidos ao redor do mundo 

permite o aumento de infecções por patógenos oportunistas (Perlroth, Chois & Spellberg, 

2007). O fungo C. neoformans destaca-se como um dos principais responsáveis pelas mortes 

por infecções fúngicas no Brasil (De Oliveira et al., 2014), sendo seu principal fator de 

virulência a presença de uma cápsula polissacarídica. Durante o processo de infecção, a capsula 

pode atuar de diferentes formas (Sakaguchi et al., 1993; Monari, Bistoni, & Vecchiarelli, 2006) 

e a diferença de expressão capsular é relevante em qualquer teste a ser realizado. Para se estudar 

esses fatores é comum que sejam realizados ensaios utilizando cepas que não expressam ou 

superexpressam as cápsulas, permitindo assim que se possa comparar esses resultados e 

determinar se a expressão capsular é capaz de afetá-los (Maxon et al., 2007). 

Há uma defasagem de fármacos antifúngicos e estes apresentam alta toxicidade aos 

pacientes, sendo por vezes necessário recorrer a composições mais caras a fim de se reduzir a 

toxicidade (Mendes, 2009). Além disto, tem sido isolado em todo mundo cada vez mais cepas 

que demonstram terem adquiridos novos genes de resistência aos mais diversos tipos de 

antimicrobianos utilizados. Sendo assim, na busca por novas alternativas, nosso grupo 

demonstrou a alta eficiência de compostos metálicos derivados da fendiona na inibição dos 

principais fatores de virulência de protozoários, bactérias e fungos. Além disso, as 

concentrações utilizadas nos tratamentos não exibiram toxicidade. Esses ensaios demonstram 

que esses compostos podem atuar de diversas formas, possibilitando o desenvolvimento de 

novas terapias (McCann et al., 2012; Viganor et al., 2015A; Galdino et al., 2017).  
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III OBJETIVOS 

1. Objetivo geral 

 O objetivo deste trabalho consiste em caracterizar a ação antifúngica dos derivados da 

fendiona em três isolados de Cryptococcus neoformans, que expressam quantidades distintas 

do seu principal fator de virulência, a cápsula polissacarídica. 

 

2. Objetivos específicos 

 Definir a concentração mínima inibitória e a concentração mínima fungicida dos 

compostos testes, derivados da fendiona, para as três cepas de C. neoformans: Cap67 

(acapsular), HEC3393 (cápsula intermediária) e T1444 (hipercapsulada). 

 Examinar, possíveis alterações na estrutura da cápsula polissacarídica causado pelo 

tratamento com os compostos. 

 Estimar os danos celulares, devido ao tratamento com os compostos, verificando a 

integridade da membrana plasmática. 

 Analisar a capacidade do pré-tratamento com os compostos testes em afetar a formação 

de biofilme das três cepas. 

 Avaliar a capacidade dos compostos testes na desarticulação do biofilme maduro das 

três cepas fúngicas. 
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VI MATERIAIS E MÉTODOS 

1. IDENTIFICAÇÃO DAS CEPAS 

1.1. Microrganismos 

As amostras de C. neoformans foram cedidas gentilmente pelo professor Leonardo 

Nimrichter, Laboratório de Glicobiologia de Eucariotos, Instituto de Microbiologia Paulo de 

Góes (IMPG). Foram utilizadas três cepas de C. neoformans que diferem na sua expressão 

capsular: T1444 (sorotipo A), cepa que pode expressar uma cápsula polissacarídica mais 

espessa; Cap67, mutante acapsular e HEC3393 (sorotipo A), que apresenta uma expressão 

capsular intermediária entre as outras duas amostras (Valle, 2011; Barbosa et al., 2006). 

1.2. Estocagem das cepas 

As cepas foram estocadas em criotubos contendo 70% de meio de infusão de cérebro e 

coração (BHI, BD, França) e 30% de glicerol (ISOFAR) e acondicionou-se a -20 ºC. Além 

disso, também se cultivou as células em placas de Petri contendo meio ágar Sabouraud 

dextrosado, crescido por 48 h a 37 ºC. 

1.3. Cultivo celular 

Antes de cada experimento repicou-se uma alíquota para o meio RPMI ou Sabouraud 

líquido, mantido a 37 ºC por 48 h, a fim de promover multiplicação celular, estimular a ativação 

metabólica. O meio RPMI 1640 (Sigma Aldrich, EUA) tamponado com 0,165 M de MOPS 

(Sigma Aldrich, EUA) foi utilizado para promover um maior desenvolvimento capsular 

(O’Meara & Alspaugh, 2012; Reis et al., 2019). O meio Sabouraud é composto por 20 g de 

glicose (ISOFAR), 10 g de peptona (NEOGEN, ACUMEDIA LAB), 7,5 g de extrato de 

levedura (ISOFAR MICRO MED) para cada 1 L. Para preparar Sabouraud sólido adiciona-se 

Bactor ágar (BD) na mesma quantidade de glicose. 

 

2. COMPOSTOS 

1,10-Fenantrolina-5,6-diona (fendiona), Ag[(phendione)2]ClO4 (Ag-fendiona) e 

Cu[(phendione)3](ClO4).2.4H2O (Cu-fendiona) foram sintetizados de acordo com os métodos 

descritos anteriormente na literatura (McCann et al., 2004). Os compostos foram dissolvidos 

em dimetilsulfóxido (DMSO, SIGMA) a 10 mM e armazenados à temperatura ambiente no 

escuro. 
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3. TESTE DE SUSCETIBILIDADE E VIABILIDADE 

3.1. Concentração mínima inibitória (CMI) e concentração mínima fungicida 

(CMF). 

Para avaliar o perfil de susceptibilidade utilizou-se o método de microdiluição em meio 

RPMI 1640 (Sigma Aldrich, EUA) tamponado com 0,165 M de MOPS (Sigma Aldrich, EUA), 

conforme descrito no protocolo M27-A3 do Instituto de Padrões Clínicos e Laboratoriais 

(CLSI, 2008). Nas placas de cultivo celular de 96 poços (BIOFIL, EUA) adicionou-se RPMI 

contendo os compostos testes (fendiona, Cu-fendiona e Ag-fendiona) em diferentes 

concentrações, variando de 3,75 a 400 µM, bem como os sais de prata e os sais de cobre (AgNO3 

e CuSO4). A partir do crescimento fúngico (48 h) em meio Sabouraud, as colônias foram 

suspensas com PBS 1X estéril e ajustadas para 104 células/mL. Adicionou-se 10 µL desta 

suspensão final a cada poço da placa contendo 190 µL de meio mais composto de teste. A 

solução PBS 10X é composta por 82 g de NaCl + 10,5 g de Na2HPO4 +3,55 g de NaH2PO4, 

diluídos em 1 L de água destilada e pH ajustado para 7,2, para se obter PBS 1X deve-se diluir 

100 mL dessa solução (10X) para 900 mL de H2O, obtendo-se assim o PBS 1X. Incubou-se a 

placa por 48 horas a 37 °C. Considerou-se CMI a menor concentração de cada composto capaz 

de inibir o crescimento fúngico, conforme determinado pela ausência de turbidez visível em 

cada poço. Utilizou-se  como controle os sistemas contendo RPMI mais suspensão fúngica, e 

apenas RPMI. 

Para determinar a CMF, transferiu-se para placas de Petri contendo meio ágar 

Sabouraud dextrosado uma alíquota de 10 µL dos poços que não exibiram turbidez. Incubou-

se as placas por 48 h a 37 ºC. Considerou-se a CMF a menor concentração de cada composto 

que não apresentou formação de colônia. 

 

4. INTEGRIDADE DA MEMBRANA PLASMÁTICA 

A partir do crescimento em meio Sabouraud, centrifugou-se a 12000 RPM (5,000 x g) 

por 3 min, descartou-se o sobrenadante e ajustou-se a concentração celular para 106 células/mL 

em eppendorfs com PBS 1X. Avaliou-se a integridade da membrana plasmática a partir da 

marcação por iodeto de propídio (PI), que se torna permeável quando a integridade da 

membrana está, por algum motivo, comprometida. Realizou-se o experimento com os seguintes 

grupos: células controles vivas (marcadas ou não com PI), células autoclavadas e marcadas PI 

e células tratadas (fendiona; Cu-fendiona ou Ag-fendiona), nas concentrações de ½×CMI; CMI 
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e 2×CMI e marcadas com PI. Após o tratamento, incubou-se as células por 24 h a 37 ºC na 

ausência de luz. Após esse período lavou-se o sistema com PBS, ressuspendeu-se as células em 

PBS estéril e incubou-se com PI na concentração de 10 μg/mL por 10 min na ausência luz. Por 

fim, lavou-se as leveduras com PBS 1X e observou-se em citômetro de fluxo, FACScan 

(Becton-Dickinson- Mountain View, CA, USA), utilizando-se o software Cell Quest versão 3.3 

(Becton-Dickinson-Mountain View, CA, USA) para aquisição e analisou-se a 620 nm 

(Benaducci et al., 2015; Keogan et al., 2018; Silva et al., 2020). Utilizando os parâmetros FSC 

e SSC, também avaliamos o tamanho celular e a granulosidade celular, respectivamente, a partir 

dos dados obtidos pela análise no citometro de fluxo. 

 

5. AVALIAÇÃO DO TAMANHO CAPSULAR E CORPO CELULAR 

A partir do crescimento em meio RPMI 1640, tamponado com 0,165 M de MOPS, 

centrifugou-se a 12000 RPM (5,000 x g) por 3 min, descartou-se o sobrenadante e ajustou-se a 

concentração celular para 104 células em 300 µL de meio, sendo preparado uma duplicata para 

cada condição: controle (célula + RPMI); fendiona; Cu-fendiona ou Ag-fendiona. Para cada 

condição testou-se as diferentes concentrações ½×CMI; CMI e 2×CMI. Incubou-se os 

eppendorfs por 24 h a 37 ºC na ausência de luz. Recuperou-se as células a partir da centrifugação 

a 12000 rpm, a 4 ºC por 5 min (Eppendorf, Centrifuge 5424 R). Lavou-se as células duas vezes 

com água destilada e resuspendeu-se o pellet em PBS. Após isso, realizou-se a determinação 

do tamanho capsular em lâmina (Taxon), depositando-se uma alíquota de 2 µL de cada amostra 

de Cryptococcus e adicionou-se 3 µL de tinta Nanquim (Acrilex); por fim, levou-se para 

observação em Microscópio de campo claro (Nikon, eclipse E200). Utilizou-se o hardware 

AxioCamMRc da ZEISS para a obtenção das imagens e o software AnalySIS (Soft Image 

System) para análise das imagens, na Unidade de Microscopia Multiusuário do Instituto de 

Microbiologia Paulo de Góes, coordenado pela professora Fernanda de Ávila Abreu do IMPG. 

A análise foi realizada pelo Mestrando do Laboratório de Biologia Celular e Magnetotaxia, Igor 

Taveira, que utilizou a técnica de Microscopia óptica de Contraste de Interferência Diferencial 

(CID). A determinação do tamanho capsular foi definida pela distância entre a parede celular e 

a borda externa da cápsula, conforme demonstrado pela figura 7 (Barbosa et al., 2006; Maxson 

et al., 2007 apud Anna, 1979; Dragotakes & Casadevall, 2018). Medimos 10 células de cada 



22 

 

 

 

grupo para obtermos a média do diâmetro capsular e do diâmetro celular utilizando o software 

“Item”, da Olympus. 

 

Figura 7: Ilustração demonstrando como foram realizadas as medidas e o cálculo do tamanho capsular. D 

representado pelo diâmetro total (comprimento celular + comprimento capsular) obtido a partir da borda halo 

capsular, d representado o diâmetro celular, e por fim, X representando o comprimento capsular. 

 

6. BIOFILME 

6.1. Teste de inibição da formação do biofilme 

A partir do crescimento em meio RPMI/MOPS, retirou-se uma alíquota de 1 mL, 

centrifugou-se a 12000 RPM (5,000 x g), descartou-se o sobrenadante e ajustou-se a 

concentração celular para 106 células em 300 µL de meio RPMI/MOPS em eppendorfs, que 

foram incubados por 24 h a 37 °C na ausência ou na presença da fendiona ou seus derivados na 

concentração de ½× MIC. Em seguida centrifugou-se os eppendorfs a 12000 RPM, descartou-

se o sobrenadante, resuspendeu-se as células com 200 µL de RPMI/MOPS e distribuíu-se cada 

suspenção em uma placa de poliestireno de 96 poços (BIOFIL) e incubou-se por 48 h a 37°C. 

Em seguida, os sobrenadantes foram descartados e os poços lavados duas vezes com 200 μL de 

PBS 1X. No final do período de incubação, a revelação foi realizada com cristal violeta 

(evidencia a biomassa total) e XTT (evidencia a viabilidade celular) conforme descrito abaixo 

(itens 6.3 e 6.4) (Peeters et al., 2008; Silva et al,. 2014; Viganor et al., 2015A; Ventura et al., 

2020).  

6.2. Teste de desarticulação do biofilme maduro 

As cepas foram inoculadas em RPMI/MOPS (Sigma Aldrich, EUA) e incubadas por 48 

h a 37 °C. Em seguida, centrifugou-se a 12000 RPM (5000 x g), descartou-se o sobrenadante e 

ajustou-se para 108 células/mL. Posteriormente, distribuiu-se 10 μL da suspensão em placas de 

poliestireno de 96 poços contendo 190 μL de meio RPMI/MOPS (BIOFIL). Após a formação 
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do biofilme (48 h a 37 °C), retirou-se o sobrenadante e adicionou-se os compostos aos poços 

em diferentes concentrações (25–800 μM) diluidos em meio RPMI/MOPS. Incubou-se então 

os sistemas por mais 48 h a 37 °C. No final do período de incubação, a revelação foi realizada 

com cristal violeta e XTT (Peeters et al., 2008; Silva et al., 2014; Viganor et al., 2015A; Ventura 

et al., 2020). 

6.3. Mensuração da biomassa do biofilme por cristal violeta 

Os sobrenadantes foram descartados e os poços foram lavados duas vezes com 200 µL 

de PBS 1X e aplicou-se 200 µL de metanol 99% por 15 minutos, a fim de fixar o biofilme. 

Após esse periodo, extraiu-se o sobrenadante, aguardou-se a secagem natural da placa e 

adicionou-se 100 µL de solução de cristal violeta (0,3% p / v) a todos os poços. Após 15 min, 

o excesso de cristal violeta foi enxaguado duas vezes com 200 µL de água destilada. 

Finalmente, após a secagem natural das placas, o cristal violeta ligado foi liberado pela adição 

de 100 µL de etanol 70% com álcool isopropílico 10%. A absorvância foi medida 

espectrofotometricamente usando um leitor de microplaca (SpectraMax M3; Molecular 

Devices) a 590 nm (Peeters et al., 2008; Silva et al,. 2014; Mello et al., 2018).  

6.4. Atividade metabólica do biofilme por XTT 

Mensurou-se a atividade metabólica do biofilme a partir de métodos de investigação 

colorimétricos pela redução do 2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-[(fenilamino) 

carbonil]-2H-hidróxido de tetrazólio (XTT; Sigma-Aldrich) a formazan. Para isto retirou-se o 

sobrenadante e lavou-se duas vezes as células com 200 µL de PBS 1X; após a secagem natural, 

adicionou-se 100 µL de XTT [4 mg de XTT dissolvidos em 10 mL de PBS pré-aquecido e 

suplementado com 100 µL de menadiona em solução estoque (55 mg de menadiona para cada 

100 µL de acetona) ] aos poços e incubou-se no escuro a 37ºC por 4 horas. Após a incubação, 

transferiu-se para outra microplaca de 96 poços e leu-se a absorbância num leitor de 

microplacas (SpectraMax M3; Molecular Devices) a 492 nm para mensurar a alteração 

colorimétrica (Peeters et al., 2008; Silva et al,. 2014; Mello et al., 2018). 

 

7. ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

Todos os experimentos foram realizados em duplicata ou em triplicata e foram repetidos 

três vezes em conjuntos experimentais independentes. Todas as análises e gráficos construídos 



24 

 

 

 

foram realizados e produzidos utilizando o programa Graphpad Prism v8.0.1. Em todas as 

análises, o p-valor de 0,05 ou inferior foi considerado estatisticamente significante. 
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V RESULTADOS 

1. Teste de susceptibilidade e viabilidade 

Para avaliar o perfil de susceptibilidade utilizou-se o método de microdiluição em meio 

RPMI 1640, conforme descrito no protocolo M27-A3 do Instituto de Padrões Clínicos e 

Laboratoriais (CLSI, 2008). Nas placas de cultivo celular de 96 poços adicionou-se RPMI 

contendo de 3,75 a 400 µM dos compostos a serem testados (fendiona, Cu-fendiona e Ag-

fendiona) bem como os sais de prata e cobre (AgNO3 e CuSO4). Os poços que não apresentavam 

turbidez visível ao meio, se assemelhando aos poços controle contendo meio puro, foram 

considerados como as concentrações capazes de inibir o crescimento celular. Os resultados 

obtidos demonstraram boa capacidade inibitória de todos os compostos, não apresentando 

variação mediante ao fenótipo capsular das cepas de C. neoformans. O composto derivado de 

prata (Ag-fendiona) apresentou os melhores resultados, sendo a concentração de 12,5 µM capaz 

de inibir o crescimento das cepas Cap67 e HEC3393 e 25 µM da cepa T1444. Entretanto, o 

controle com AgNO3 mostrou o mesmo resultado, sendo possível inferir que a inibição 

metabólica desses dois compostos é ocasionada pela presença dos átomos de prata (Ag) (Tilton 

& Rosenberg, 1978; Gonzales-Fernandez et al., 2020; Luo et al., 2020). Os tratamentos com 

fendiona e Cu-fendiona também apresentaram bons resultados, sendo 100 µM a maior 

concentração necessária para obter efeito inibitório. Já o controle com CuSO3 não apresentou 

capacidade inibitória em nenhuma das concentrações testadas para nenhuma das cepas. 

 

Tabela 2: CIM dos compostos testes sobre diferentes cepas de C. neoformans. 

Compostos Cap67 HEC3393 T1444 

Fendiona 100 µM 50 µM 50 µM 

Cu-fendiona 100 µM 50 µM 100 µM 

Ag-fendiona 12,5 µM 12,5 µM 25 µM 

CuSO4 >400 µM >400 µM >400 µM 

AgNO3 12,5 µM 12,5 µM 25 µM 

 

Esses dados foram utilizados então para determinar também a concentração mínima 

fungicida (CMF). Para isso transferimos uma alíquota de 10 µL dos poços que não exibiram 

turbidez para placas de Petri contendo meio ágar Sabouraud dextrosado e incubamos por 48 h 
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a 37 ºC. Dessa forma, caso não houvesse crescimento fúngico na placa, significava que a 

concentração molar foi suficiente para exercer ação fungicida. Consideramos a CMF a menor 

concentração de cada composto que não apresentou formação de colônia. Os derivados 

metálicos (Cu-fendiona e Ag-fendiona) apresentaram uma boa atividade fungicida. O derivado 

da prata exerceu ação fungicida na concentração de 100 µM contra as três cepas fúngicas 

testadas; enquanto Cu-fendiona necessitou de 200 µM para a HEC3393 e 100 µM para as 

demais cepas para exercer a ação fungicida. Além disso, os compostos fendiona e o controle 

com AgNO3 apresentaram crescimento de colônia para todas as concentrações testadas, não 

exibindo efeito fungicida. Esse resultado evidencia que embora a presença do átomo de prata 

seja suficiente para que haja inibição do metabolismo fúngico, sem estar complexado a fendiona 

não é capaz de exercer ação fungicida. 

 

Tabela 3: CMF dos compostos testes sobre diferentes cepas de C. neoformans. 

Compostos Cap67 HEC3393 T1444 

Fendiona >400 µM >400 µM >400 µM 

Cu-fendiona 100 µM 200 µM 100 µM 

Ag-fendiona 100 µM 100 µM 100 µM 

AgNO3 >400 µM >400 µM >400 µM 

 

2. Análise da morfologia celular (cápsula e corpo celular) 

Como já descrevemos, a cápsula polissacarídica é um importante alvo terapêutico. 

Portanto, buscamos observar, por microscopia de campo claro, alterações na expressão 

fenotípica do principal fator de virulência do fungo C. neoformans. Esse experimento inicial 

consiste na visualização e comparação da espessura capsular a partir da diferença em seu 

diâmetro conforme descrito anteriormente na metodologia. 

Ao analisar os resultados expressos pela figura 8 foi possível confirmar pelas imagens 

obtidas que a cepa Cap67 não apresentava revestimento capsular, apesar de seu volume total se 

assemelhar ao apresentado pela cepa HEC3393. Embora apresente um revestimento por uma 

cápsula polissacarídica, a HEC3393 possuí um comprimento celular diminuto (descontando o 

volume capsular) se comparado com as outras duas cepas. Também foi possível confirmar que 

a cepa T1444 apresenta um revestimento capsular médio 3 vezes maior que o expresso pela 
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cepa HEC3393; e observamos que seu comprimento celular (descontando o comprimento 

capsular) é similar ao da cepa Cap67. 

 

Figura 8: Comprimento celular (descontando o comprimento capsular) à esquerda, e o comprimento capsular à 
direita, das cepas - Cap67, HEC3393 e T1444. (****) indica p-valor < 0,0001 (one-way ANOVA, Sidak’s multiple 

comparation test) e determina a significância da diferença do comprimento celular e comprimento capsular. O 

resultado é demonstrado pela média +/- desvio padrão de 30 células distintas. 

 

Ao submeter às células ao tratamento com os compostos, pôde-se observar que a cepa 

Cap67 (figura 9 A) apresentou uma pequena redução no comprimento celular no tratamento 

com ½×CMI de Ag-fendiona, não apresentando qualquer alteração significativa no 

comprimento para os outros grupos. 

Comparando com seu controle, a cepa HEC3393 dobrou o tamanho celular nos grupos 

tratados (figura 9 B), não apresentando alterações significativas entre os tratamentos. 

Entretanto, analisando a figura 10 A observamos que enquanto o tratamento com ½x CMI de 

fendiona estimulou a expressão capsular, os grupos tratados com os Cu-fendiona e Ag-fendiona 

apresentaram redução na expressão capsular. A redução capsular mais significativa foi vista 

nos tratamentos com Cu-fendiona, na CMI, e com Ag-fendiona a 2x CMI. 

O comprimento celular da cepa T1444 (figura 9 C) não apresentou qualquer variação 

significativa. Entretanto, o comprimento capsular (figura 10 B) foi significativamente reduzido 

para quase todos os tratamentos que esta cepa foi submetida. Ao tratarmos fendiona, a ½x CMI, 

reduzimos cerca de metade da expressão capsular; entretanto, embora ainda tenha permanecido 

menor que do grupo controle, o comprimento capsular foi gradualmente elevado nas 

concentrações seguintes (CMI e 2x CMI da fendiona). O tratamento com Ag-fendiona 

demonstrou grande efetividade na redução capsular, entretanto, os grupos tratados com ½x CMI 

e 2x CMI apresentaram maior efetividade que o tratamento a CMI, que não apresentou redução 
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capsular significativa. Os grupos tratados com CMI e 2x a CMI de Cu-fendiona também 

apresentaram uma inibição significativa na expressão capsular. 
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Figura 9: Alteração do comprimento celular (descontando o comprimento capsular) das cepas Cap67, HEC3393 

e T1444 frente ao tratamento com os compostos fendiona, Cu-fendiona e Ag-fendiona em diferentes 

concentrações. (*) indica p-valor entre 0,05-0,009 e (****) indica p-valor < 0,0001 e (one-way ANOVA, Dunnett’s 

multiple comparation test) e determina a significância da diferença do comprimento celular. O resultado é 

demonstrado pela média +/- desvio padrão de 30 células distintas.  
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Figura 10: Alteração do comprimento capsular das cepas HEC3393 e T1444 frente ao tratamento com os 

compostos fendiona, Cu-fendiona e Ag-fendiona em diferentes concentrações. (*) indica p-valor entre 0,05-0,009; 

(**) entre 0,009-0,0009; (***) entre 0,0009-0,0001 e (****) < 0,0001 (one-way ANOVA, Dunnett’s multiple 
comparation test) e determina a significância da diferença do comprimento capsular. O resultado é demonstrado 

pela média +/- desvio padrão de 30 células distintas. 

 

3. Integridade da membrana plasmática 

Um possível dano celular que os compostos podem causar é o comprometimento da 

integridade da membrana plasmática. Para avaliar o dano à membrana plasmática utilizamos a 

técnica de incorporação passiva do PI (iodeto de propídeo). Células que apresentem dano na 

membrana plasmática tornam-se permeáveis a passagem desse marcador que poderá ser 

visualizado posteriormente em um citômetro de fluxo a 636 nm. 

Ao analisar os resultados obtidos podemos observar que a cepa Cap67 não apresentou 

perda da integridade da membrana plasmática ao ser submetida aos tratamentos, apresentando 

a mesma porcentagem de células marcadas por PI no grupo tratado com 10 µL de DMSO e nos 

demais tratamentos, sem alteração significativa. 

Para HEC3393, nós observamos que, ao comparar com o grupo tratado com DMSO, há 

um aumento geral na porcentagem de células marcadas nos grupos tratados com todos os 
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compostos, com exceção do AgNO3 que não apresentou aumento significativo. Entretanto, na 

contramão do que esperávamos, podemos observar que o número de células marcadas diminui 

nas CMI dos compostos Cu-fendiona e Ag-fendiona, e torna a aumentar ao tratarmos com 2x a 

CMI. 

Ao tratarmos a T1444, todos os grupos demonstraram um aumento muito significativo 

na porcentagem de células marcadas com PI, comparando com as células tratadas apenas com 

10 µM DMSO, incluindo o tratamento com nitrato de prata. Permitindo-nos concluir que esta 

cepa foi mais susceptível a perda da integridade da membrana plasmática. 
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Figura 11: Porcentagem de células marcadas por PI das células tratadas ou não por fendiona, Ag-fendiona, Cu-

fendiona ou AgNO3 em diferentes concentrações. (*) indica p-valor entre 0,05-0,009; (**) entre 0,009-0,0009; 

(***) entre 0,0009-0,0001 e (****) < 0,0001 (one-way ANOVA, Dunnett’s multiple comparation test) e determina 

a significância da diferença da porcentagem de células marcadas por PI do grupo controle tratado com DMSO para 
os outros tratamentos. O resultado é demonstrado pela média +/- desvio padrão de 3 análises distintas. 

 

 Comparamos também os dados de tamanho e granulosidade celular, indicados pelo 

citômetro, do grupo tratado apenas com DMSO com os demais tratamentos. Pudemos perceber 

que o tamanho da cepa Cap67 (909,7 UAF) reduz drasticamente ao tratar com o valor da CMI 

de fendiona (664,5 UAF), enquanto todos os outros tratamentos não foram capazes de alterar 

significativamente seu tamanho celular. O mesmo foi observado com a granulosidade da Cap67, 

onde apenas o tratamento com fendiona foi capaz de causar alteração significativa (de 81 para 
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61,7 UAF). Já a cepa HEC393 mostrou-se ter o menor tamanho celular das três cepas. Esse 

tamanho aumentou consideravelmente ao ser tratada com Ag-fendiona, sendo a responsável 

pelo maior aumento celular (de 85 para 216 UAF). Além disso, também pudemos observar um 

pequeno aumento significativo nos tratamentos por fendiona (171 UAF) e Cu-fendiona (189 

UAF). Observamos que o tratamento por todos os compostos aumentou a granulosidade celular 

desta cepa, sendo o tratamento por ½ CMI de fendiona o responsável pelo maior aumento dessa 

característica (6,1 para 31,2 UAF). Enquanto isso, a cepa T1444 mostrou uma drástica redução 

de tamanho ao ser desafiada por qualquer composto, sendo o nitrato de prata a 2×CMI o 

responsável pela maior redução celular (194,2 para 125,1 UAF). Já a granulosidade não 

demonstrou variação significativa em nenhum dos tratamentos realizados. 

Tabela 4: Tabela comparando o tamanho celular das cepas Cap67, HEC3393 e T1444 tradadas com DMSO com 

os demais tratamentos. A unidade de medida dos números é dada em unidades arbitrárias de fluorescência (UAF). 

(*) indica p-valor entre 0,05-0,009; (**) entre 0,009-0,0009; (***) entre 0,0009-0,0001 e (****) < 0,0001 (one-

way ANOVA, Dunnett’s multiple comparation test) e determina a significância da diferença do tamanho celular. 

O resultado é demonstrado pela média +/- desvio padrão da triplicata de 105 células distintas.  

          Tamanho (FSC)     

    Cap67 HEC3393 T1444 

Controle  909,7 95,9 194,2 

Fendiona 

½×CMI 934,8 ± 19 167,9 ± 5,8* 163,6 ± 1 

CMI 859,1 ± 7,1**** 171,0 ± 17* 178,5 ± 11,5 

2×CMI 664,5 ± 26,4*** 154,1 ± 13 146,9 ± 2,3** 

Cu-fendiona 

½×CMI 930,2 ± 3,1 189,4 ± 8,2* 161,4 ± 5* 

CMI 937,6 ± 10 105 ± 8 199,1 ± 5,1 

2×CMI 936,1 ± 8,6 108,8 ± 12 184,3 ± 6,5 

Ag-fendiona 

½×CMI 945,3 ± 12,2 216,7 ± 41*** 155,2 ± 18* 

CMI 915,7 ± 0,08 200,6 ± 13,5** 160,2 ± 4* 

2×CMI 912,6 ± 26,5 166,3 ± 11,8* 152,7 ± 2,8* 

AgNO3 

½×CMI 945,6 ± 2,6 107,1 ± 0,3 136,3 ± 2,4*** 

CMI 910,2 ± 13 154,5 ± 17 152,3 ± 12,2** 

2×CMI 884,4 ± 6,5 107 ± 4 125,1 ± 9**** 
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Tabela 5: Tabela comparando a granulosidade celular das cepas Cap67, HEC3393 e T1444 tradadas com DMSO 

com os demais tratamentos. A unidade de medida dos números é dada em unidades arbitrárias de fluorescência 

(UAF). (*) indica p-valor entre 0,05-0,009; (**) entre 0,009-0,0009; (***) entre 0,0009-0,0001 e (****) < 0,0001 

(one-way ANOVA, Dunnett’s multiple comparation test) e determina a significância da diferença da granulosidade 

celular. O resultado é demonstrado pela média +/- desvio padrão da triplicata de 105 células distintas. 

    Granulosidade (SSC)     

    Cap67 HEC3393 T1444 

Controle  81 6,1 15,2 

Fendiona 

½×CMI 64,6 ± 2,1 31,2 ± 0,2**** 11,1 ± 1,8 

CMI 56,4 ± 1,3** 22,9 ± 2,4*** 11,8 ± 1,8 

2×CMI 61,7 ± 8* 23,3 ± 1,6** 9,6 ± 0,5 

Cu-fendiona 

½×CMI 74,4 ± 0,6 21,7 ± 0,7** 17,4 ± 2,2 

CMI 86,4 ± 6,7 10,1 ± 4,6 20,9  ± 0,4 

2×CMI 65,9 ± 5,3 10,7 ± 4,2 15,7 ± 2,1 

Ag-fendiona 

½×CMI 78,1 ± 5 23,3 ± 2,4** 10,4 ± 3,5 

CMI 78,7 ± 3,7 25,5 ± 2,6*** 10,8 ± 1,6 

2×CMI 79,4 ± 1 19,4 ± 3** 13,6 ± 0,7 

AgNO3 

½×CMI 83,2 ± 6,5 8,3 ± 0,2 11,4 ± 1,7 

CMI 89,1 ± 0,13 17,1 ± 6,1* 11,4 ± 0,3 

2×CMI 72,2 ± 7,5 8,1 ± 2,1 10,1 ± 0,2 

 

4. Biofilme 

Biofilme é um importante fator de virulência em diversos microrganismos, 

possibilitando aumento da resistência no tratamento antifúngico, maior proteção contra a 

resposta imune do hospedeiro, comunicação celular e troca de material genético (Santos et al., 

2018; Ramos et al., 2020). Essas razões mostram que o biofilme é um importante alvo 

terapêutico a ser explorado (Silva et al., 2018). Buscamos então verificar a ação antibiofilme 

dos nossos compostos e, para isso, existem duas principais vias de tratamentos a serem 

avaliadas: a capacidade dos compostos em inibir a formação de um biofilme após o pré-

tratamento das células planctônicas; e a capacidade de desarticular um biofilme maduro a partir 

do tratamento com os compostos metálicos. 

4.1. Inibição da formação de biofilme 

Podemos observar pela figura 12A que todas as cepas estavam igualmente 

metabolicamente ativas, e que a cepa Cap67 foi a maior formadora de biofilme no período de 

48 horas (figura 12B). A cepa HEC3393 e a T1444 não demonstraram diferenças significativas 

entre si na formação de biomassa nesse mesmo período (figura 12B). 
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Analisamos então a capacidade dos compostos de inibirem a formação de biofilme em 

células pré-tratadas com fendiona e seus derivados. Podemos observar que nenhum dos 

compostos foi capaz de reduzir significativamente a atividade metabólica de nenhuma das três 

cepas testadas (figura 12 C, E e G). Entretanto, o pré-tratamento com o composto Cu-fendiona 

foi capaz de inibir significativamente a formação de biomassa de todas as cepas (figura 12 D, 

F e H). A fendiona e a Ag-fendiona só mostraram atividade significativa contra a HEC3393 

(figura 12F), onde ambos os compostos apresentaram inibição significativa. 
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Figura 12: Mensuração da biomassa (direita) e de atividade metabólica (esquerda) onde: A e B comparamos os 

biofilmes não tratado das três cepas; C e D comparamos a inibição da formação de biofilme das cepas Cap 67; E 

e F da HEC3393 e na G e H da T1444. (*) indica p-valor entre 0,05-0,009 e (**) entre 0,009-0,0009 (one-way 

ANOVA, Dunnett’s multiple comparation test) e determina a significância da inibição metabólica ou da biomassa 
formada após as células serem pré-tratadas. O resultado é demonstrado pela média +/- desvio padrão de 3 

duplicatas distintas. 
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4.2. Teste de desarticulação do biofilme maduro 

Para analisar a capacidade dos compostos de desarticular um biofilme maduro, 

formamos um biofilme em RPMI sem tratamento por 48 horas e então substituímos os meios 

por meios contendo diferentes concentrações dos compostos de tratamento. 

Após analisarmos o resultado da figura 13, podemos observar que o biofilme da cepa 

T1444 foi o que desenvolveu maior a biomassa, acompanhado pela Cap67 e em seguida a cepa 

HEC3393. Embora a biomassa da Cap67 não tenha sido significativamente diferente da 

apresentada pela cepa T1444, a biomassa produzida pela T1444 foi mais significativa que da 

Cap67 se comparados com a biomasssa da cepa HEC3393. Os resultados demonstrados na 

figura 14 nos apontam que todos os compostos testados tiveram eficiência na desarticulação do 

biofilme da Cap67, onde as concentrações mais altas mostraram as inibições e o composto Ag-

fendiona teve a capacidade inibitória mais significativa se comparado com outros tratamentos 

nas mesmas concentrações. Ao desafiar o biofilme da HEC3393, apenas a fendiona, na maior 

concentração testada, apresentou inibição significativa. Já contra a cepa T1444, a maior 

formadora de biofilme, todos os compostos apresentaram grande redução da biomassa em todas 

as concentrações de tratamento; e dentro dos grupos de tratamentos, a concentração de 800 µM 

mostrou-se significativamente mais eficiente do que a de 25 µM. Os dados sugerem que a 

redução da biomassa pode estar ligada ao aumento da concentração testada.  
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Figura 13: Biomassa do biofilme maduro não tratado das três cepas de C. neoformans (Cap67, HEC3393 e 

T1444). (**) indica p-valor entre 0,009-0,0009 e (****) < 0,0001 (one-way ANOVA, Sidak’s multiple 

comparation test) e determina a significância da diferença da absorbância a 590 nm que avalia a biomassa formada. 

O resultado é demonstrado pela média +/- desvio padrão de 3 duplicatas distintas. 
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Figura 14: Mensuração da biomassa do biofilme maduro das cepas Cap 67 (primeiro gráfico), HEC3393 (gráfico 

do meio) e T1444 (último) tratados por fendiona, Cu-fendiona ou Ag-fendiona em diferentes concentrações. (*) 

indica p-valor entre 0,05-0,009; (**) entre 0,009-0,0009; (***) entre 0,0009-0,0001 e (****) < 0,0001 (one-way 

ANOVA, Dunnett’s multiple comparation test) da absorbância a 590 nm que avalia a biomassa formada. O 

resultado é demonstrado pela média +/- desvio padrão de 3 duplicatas distintas.  
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VI DISCUSSÃO  

Contabiliza-se cerca de 1 milhão de mortes por infecções fúngicas invasivas por ano e 

um crescente aumento no número dessas infecções nas últimas décadas, sendo, em 2014, a 

criptococose a principal infecção sistêmica em território brasileiro com taxa de mortalidade de 

34%. E enquanto o avanço da medicina proporciona o aumento da longevidade populacional, 

aumento no número de transplantes efetuados e maior sobrevida dos pacientes acometidos por 

SIDA ou outros imunocomprometimentos, as infecções fúngicas continuam sendo 

negligenciadas pelos agentes de saúde ao redor do mundo (Perlroth, Chois & Spellberg, 2007; 

Armstrong-James, Meintjes & Brown, 2014; De Oliveira et al., 2014; Saijo et al., 2014; Silva 

et al., 2019). Esse quadro proporciona as condições perfeitas para disseminação da 

criptococose, que além de ser intrinsecamente resistente a classe das equinocandinas 

(Feldmesser et al., 2000; Denning, 2002; Maligie & Selitrennikoff, 2005) e da alta toxicidade 

das drogas disponíveis (Falci, Rosa & Pasqualotto 2015; Krysan, 2015), vem sendo relatado 

isolados clínicos resistentes a terapia antifúngica clássica; o que eleva o custo dos tratamentos 

e pode não ser suficiente para sanar a infecção (Lai et al., 2008; Yang et al., 2020). O conjunto 

desses fatores evidencia a necessidade pela busca de novos fármacos que auxiliem o tratamento 

contra o fungo C. neoformans (Sarosi et al, 1969; Diamond, 1974; Zuger, 1986; Krysan, 2015). 

Na busca por compostos promissores, decidimos testar os derivados metálicos da 

fendiona, Cu-fendiona e Ag-fendiona. Ambos compostos de coordenação já haviam 

demonstrado forte ação bactericida e fungicida (Viganor et al., 2015A; Viganor et al., 2015B; 

Mello et al., 2016; Galdino et al., 2017; Gandra et al., 2017; Granato et al., 2017; Galdino et 

al., 2019 B; Lopez et al., 2019), além de possuírem uma baixa toxicidade nos modelos de 

Galleria mellonella (in vivo), células de mamíferos (in vitro) e camundongos (in vivo) (McCann 

et al., 2012; Gandra et al., 2020). 

Nesse sentido, buscamos avaliar pela primeira vez a ação inibitória e fungicida da Ag-

fendiona e do Cu-fendiona contra a espécie C. neoformans. Após 48 h, podemos observar que 

ambos os compostos demonstraram forte capacidade inibitória em concentração molar que não 

apresentaram toxicidade nos modelos de G. mellonella, células humanas e em camundongos 

(McCann et al., 2012; Gandra et al., 2020). Além disso, podemos observar que o composto Ag-

fendiona apresentou maior atividade em menor concentração se comparado com a Cu-fendiona 

(tabela 2); essa maior eficácia no composto derivado da prata, embora incomum, foi observada 

anteriormente também em ação antifúngica contra células planctônicas de Candida albicans, 
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Candida haemulonii e Pseudallescheria boydii (McCann et al., 2004; Gandra et al., 2017). O 

composto de prata também apresentou ação em menor concentração que outros compostos de 

coordenação já testados na literatura como alguns derivados de enxofre, ouro (I); mostrando 

assim ser mais promissor e menos tóxico do que outros compostos já descritos (Hanafy et al., 

2007; Dennis et al., 2019). 

Entretanto, ao analisar a atividade antifúngica dos compostos, podemos observar que a 

Cu-fendiona apresentou valores muito próximos aos de inibição metabólica. Vale ressaltar que, 

embora o sal de prata (AgNO3) tenha demonstrado capacidade de inibir o metabolismo das 

células de C. neoformans nas mesmas concentrações que a Ag-fendiona, este não demonstrou 

qualquer atividade fungicida dentro das concentrações testadas (>400 mM). Esse desempenho 

já havia sido relatado em testes anteriores contra o complexo Candida haemulonii onde o sal 

de prata demonstrou elevada CMI com valores semelhantes aos encontrados com a Ag-fendiona 

(Gandra et al., 2017). Esses dados ressaltam a elevada ação antifúngica da prata, sendo assim 

um excelente material para fabricar ou revestir utensílios de uso hospitalar. 

Diante destes resultados, buscamos avaliar se os compostos seriam capazes de causar 

danos às estruturas celulares, uma vez que estudos anteriores relataram essa ação pela 1,10-

fenantrolina contra C. albicans, P. verrucosa e epimastigotas de T. cruzi (Lane et al., 1998; 

McCann et al., 2012; Granato et al. 2016). Devido a importância da cápsula polissacarídica 

para a fisiopatologia deste fungo (Monari et al., 2005; Monari, Bistoni, & Vecchiarelli, 2006; 

Coelho et al., 2012), esta foi a primeira estrutura a ser analisada. Para isto, tratamos as cepas 

com metade da CMI, na CMI ou duas vezes a CMI por 24 h e analisamos então se houve 

alteração na espessura da cápsula polissacarídica apresentada pelos grupos controles (não 

tratados). Estas análises foram realizadas por técnicas de microscopia ótica e as imagens obtidas 

foram fotografadas e então medidas o diâmetro capsular (Maxson et al., 2007 apud Anna, 1979; 

Dragotakes & Casadevall, 2018). Ao comparar o comprimento capsular, pudemos observar que 

todos os tratamentos foram efetivos na redução da expressão capsular, com exceção da fendiona 

que aumentou a cápsula da cepa HEC3396; sendo a Ag-fendiona e a Cu-fendiona os compostos 

mais efetivos na redução do fator de virulência mais característico e importante desse patógeno. 

Além disso, pudemos avaliar que todos os tratamentos dobraram o comprimento celular da cepa 

HEC3393 (descontando o comprimento capsular), que apresentou o menor comprimento 

celular. Enquanto isso, as outras cepas não demonstraram alterações significativas no 

comprimento celular para nenhum dos tratamentos. 
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Foi demonstrado, em estudos anteriores, que células do fungo C. neoformans tratadas 

com 0,1 mM do agente quelante Phen (1,10-phenantrolina) também tinham sua expressão 

capsular inibida (Santos et al., 2012). Esse efeito foi atribuído a ação quelante do composto, 

que reduzia a disponibilidade de cátions divalentes, afetando a formação da cápsula 

polissacarídica, como visto por Nimrichter et al., em 2007 (Santos et al., 2012). Embora a 

quelação dos cátions divalentes presentes no meio justifique também a redução da expressão 

capsular das células tratadas por fendiona, o efeito quelante não justifica ainda a ação dos 

metalocompostos que apresentam boa estabilidade e, portanto, não teriam mais a capacidade 

quelante (McCann et al., 2004). 

Em 2011, Silva et al., também visualizou inibição da expressão capsular da cepa T1444 

ao ser desafiada por microplusina, um peptídeo antimicrobiano. A hipótese levantada foi que a 

capacidade do peptídeo de quelar íons de cobre pode ter interferido na ação de alguma enzima 

que utilize cobre como cofator, inibindo um ou mais processos metabólicos (Silva et al., 2011; 

Matsumoto et al., 2019). Nesse sentido, trabalhos anteriores demonstraram que a Cu-fendiona 

e a Ag-fendiona são fortes inibidores de metalopeptidases, assim como sua molécula de origem, 

a 1,10-phenantolina, e seus outros derivados metálicos (Galdino et al., 2017; McCarron et al., 

2018; Galdino 2019) 

Após observarmos a indução das alterações na expressão da cápsula polissacarídica, 

buscamos avaliar também a integridade da membrana plasmática, uma vez que já foi sugerido 

a ação da prata em comprometer a integridade do envoltório celular (Jung et al., 2008; Li et al., 

2010). Para isso tratamos as células com os compostos a concentração de ½ CMI, CMI e 2X a 

CMI. Após isso aplicamos PI para marcar as células cuja a integridade da membrana estivesse 

comprometida e mensuramos essa marcação por citometria de fluxo para avaliar porcentagem 

de células fluorescentes. 

Apesar de alguns resultados esperados indicando aumento na porcentagem de células 

marcadas para as cepas tratadas com maior concentração dos compostos (como foi observado 

nos tratamentos da cepa Cap67 com a fendiona e a Cu-fendiona), alguns grupos demonstraram 

o inverso, ou seja, queda na marcação por PI conforme o aumento da concentração de 

tratamento pelos compostos (como apresentado pela cepa HEC3393 ao ser tratada com Cu-

fendiona e com a CMI da Ag-fendiona). Na literatura existe a demonstração de que esse efeito 

se deve não à falta de permeabilidade na membrana, mas pela destruição do compartimento 

nuclear da célula. Esse efeito foi desctrito ao tratar a cepa H99 de Cryptococcus com 2 a 16 

mg/L de Anfotericina B por 24 horas, visualizando uma progressiva queda na porcentagem de 
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células marcadas por PI (Sangalli-Leite et al., 2011). Acreditamos, portanto, que esse efeito 

pode ter ocorrido ao tratar a HEC3393 com o metalocomposto de cobre, reduzindo sua 

marcação por PI conforme aumentamos a concentração.  

O ensaio com PI em citometria de fluxo aponta que a cepa é susceptível ao composto 

quando a porcentagem de células marcadas é superior a 60% do controle, como foi demonstrado 

com AMB em Cryptococcus sp. (Benaducci et al., 2015). Seguindo esses parâmetros, a cepa 

T1444 se mostrou altamente suceptível a todos os tratamentos; a HEC3393 apresentou 

suceptibilidade intermediária; e a porcentagem de células marcadas da Cap67 mostrou-se baixa 

em todos os tratamentos realizados. Essa análise aponta que, talvez, a ausência de expressão 

capsular confira maior resistência a manutenção da integridade da membrana frente ao 

tratamento com fendiona e seus derivados metálicos. O que dialoga com a tese de que parte dos 

danos pode estar sendo causados junto com a regulação negativa da expressão capsular, como 

discutimos anteriormente. 

A análise em citometria também nos forneceu dados em unidades arbitrárias de 

fluorescência sobre o tamanho e a granulosidade das células analisadas. Os dados fornecidos 

sobre o tamanho celular corroboram com o resultado obtido na microscopia, reforçando que as 

células da cepa HEC3393 são menores que as da cepa T1444. Entretanto, foi gerado um valor 

de quase 10 vezes maior para a cepa Cap67. Acreditamos que isso seja um erro e que uma nova 

repetição desse experimento possa corrigir este problema. 

Podemos observar que a cepa HEC3393 apresentou aumento na granulosidade em 

grande parte dos grupos de tratamento. Cruzando esses resultados com o de microscopia óptica, 

que nos indicou aumento no diâmetro celular pós-tratamento em todos os grupos, podemos 

cogitar que o aumento da granulosidade apresentado pode estar associado a uma resposta anti-

estresse, com o aumento da resposta anti-oxidativa intracelular. Esse tipo de resposta pode ser 

observado durante o processo de colonização do ambiente pulmonar, onde algumas células de 

Cryptococcus podem apresentar um aumento no tamanho celular como parte da adaptação ao 

estresse ambiental; além de maior resistência ao processo fagocítico, as células também se 

tornam mais resistentes ao estresse oxidativo/nitrosativo (Okagaki et al., 2010; Zaragoza et al, 

2010; Crabtree et al., 2012). Entretanto, devido uma grande diversidade, as correlações 

fenotípicas com C. neoformans ainda permanecem desconhecidas (Dal Pupo et al, 2019), 

tornando impreciso correlacionar diferentes caracteristicas fenotípicas. 

A capacidade de formar biofilme é descrita como um importante fator de virulência de 

diversos microrganismos; além de auxiliar na evasão do sistema imunológico, também aumenta 
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a resistência a diversos antifúngicos e favorece a aquisição horizontal de genes de resistência 

(Gandra et al., 2017; Mello et al., 2017; Santos et al., 2018; Dominguez et al., 2019; Ramos et 

al., 2020). Além disso, a formação de biofilme em dispositivos médicos, como cateteres, pode 

representar um reservatório de patógenos, liberando-os na corrente sanguínea do paciente e 

causando uma infecção sistêmica, agravando o quadro do paciente já debilitado (Ramos et al., 

2017; Santos et al., 2018; Dominguez et al., 2019; Ramos et al., 2020), sendo assim de extrema 

importância a busca por compostos capazes de impedir a formação de biofilme e/ou de 

desarticular um biofilme já formado sobre uma superfície. Nessa via, testamos também a 

capacidade dos derivados metálicos de inibirem a formação de biofilme por células pré-tratadas 

e de desarticularem um biofilme maduro. 

Embora o pré-tratamento não tenha sido capaz de induzir qualquer alteração metabólica 

significativa a nenhuma das cepas, o pré-tratamento com Cu-fendiona foi capaz de inibir 

significativamente a formação da biomassa de todas as cepas testadas, inibindo mais de 50% 

da biomassa formada pelos seus respectivos controles (não tratados). A fendiona e a Ag-

fendiona demonstraram atividade significativa apenas contra a cepa HEC3393, tendo valores 

próximos ao apresentado pelo grupo tratado com o derivado de cobre; entretanto, não inibiram 

a formação de biomassa de nenhuma das outras cepas. A forte ação da Cu-fendiona no pré-

tratamento provavelmente se deve a sua CMI (tabela 2) ser igual ou muito próxima da CMF 

(tabela 3) para todas as três cepas, eliminando assim as células mais susceptíveis, o que justifica 

a redução na biomassa sem afetar o metabolismo celular desses grupos. 

Avaliamos também o desempenho antibiofilme dos derivados metálicos frente ao 

biofilme maduro de Cryptococcus, ou seja, a capacidade dos compostos de desarticular um 

biofilme já formado. Ao compararmos o crescimento da biomassa dos grupos controles da 

figura 13 (biomassa em 48 horas) com a figura 14 (biomassa em 96 horas) podemos observar 

que ocorreu uma redução da biomassa apresentada por ambas as cepas no tempo de 48 horas. 

É descrito que a maturação do biofilme de Cryptococcus neoformans ocorre no período de 24-

48 horas (Martinez & Casadevall, 2015), o que nos permite levantar a hipótese de que os 

biofilmes não tratados estivessem na etapa de destacamento parcial durante a análise, realizada 

em 96 horas, justificando a redução na biomassa se comparar com os controles do experimento 

do pré-tratamento (analisado após 48 horas). 

Nossos compostos apresentaram atividade contra a cepa T1444 (hipercapsulada) e a 

Cap67  (acapsular), mas não foram capazes de desarticular o biofilme da cepa HEC3393, exceto 

pela fendiona na maior concentração testada (800 µM). Assim como ocorrido com a HEC3393, 
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outros compostos testados contra biofilme maduro de Cryptococcus spp. também só 

demonstraram atividade antibiofilme em concentrações muito mais elevadas que sua CMI 

(Camacho & Casadevall, 2018; Krummenauer et al. 2019). 

Ao serem testados anteriormente pela nossa equipe, os compostos 

Ag(phendione).2]ClO4 (Ag-fendiona) e Cu(phendione).3](ClO4).2.4H2O (Cu-fendiona) também 

não apresentaram atividade antibiofilme satisfatória contra biofilme fúngico de algumas cepas 

do complexo Candida haemulonii, tendo sua ação antibiofilme próxima a ação da fendiona e 

superada pela ação de outros derivados metálicos da fendiona (Gandra et al,. 2017). Em adição 

a esses resultados, nossos dados apresentaram baixa atividade contra o biofilme maduro de C. 

neoformans, sendo por vezes próxima a atividade da fendiona ou não demonstrando atividade 

significativa, com algumas exceções pontuais que variaram de acordo com a cepa desafiada. 

Além disso, o biofilme é um fator de virulência capaz de elevar a resistência antifúngica das 

células aderidas por barreiras físicas da matriz extracelular e pela elevada presença de bombas 

de efluxo (Martinez & Casadevall, 2015; Ramos et al., 2017; Camacho & Casadevall, 2018; 

Santos et al., 2018; Kim & Eom, 2020), podendo ser estas algumas das razões para a baixa 

atividade dos nossos compostos contra as células que se encontram nesse estilo de vida. 

Coletivamente, os dados apresentados evidenciam a forte atividade anti-Cryptococcus 

dos compostos Ag-fendiona e Cu-fendiona, sendo igualmente eficiente contra cepas mais 

virulentas, ou seja, hiper capsuladas. Os dados apontam para a capacidade dos compostos em 

inibir a virulência do fungo Cryptococcus neoformans por meio da redução da expressão de sua 

cápsula polissacarídica e pela inibição da formação de biofilme fúngico sobre a superfície de 

poliestireno, tornando assim esses compostos uma excelente alternativa para o desenvolvimento 

de novas estratégias terapêuticas antifúngicas, cada vez mais requisitadas (Krysan, 2015; 

Santos-Gandelman, Rodrigues, & Machado Silva, 2018; Silva et al., 2019). Nesse sentido, 

devido a forte atividade como inibidores de metaloproteases (Galdino et al., 2017; McCarron 

et al., 2018; Galdino 2019), seria interessante, futuramente, analisar a ação da fendiona e seus 

derivados quanto a inibição da Mpr1, uma metaloprotease altamente relevante no processo de 

infecção do sistema nervoso central do fungo Cryptococcus (Camacho & Casadevall, 2018). 

Sendo assim, novos estudos devem ser realizados, elucidando os mecanismos de ação desses 

compostos contra o fungo Cryptococcus neoformans, além de demostrar sua segurança para o 

uso in vivo e avaliar as estratégias terapêuticas mais eficientes no combate a criptococose. 
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VII CONCLUSÕES 

 De modo geral, a Ag-fendiona e Cu-fendiona são capazes de inibir o 

metabolismo, exercer ação fungicida contra células planctônicas do fungo 

Cryptococcus neoformans independente do fenótipo capsular expressado pelas 

cepas; 

 Os compostos de coordenação foram capazes de danificar a integridade da 

membrana plasmática apenas da HEC3393 e da T1444, sugerindo que essa ação 

possa estar associada a via de síntese da cápsula polissacarídica; 

 O tratamento com os metalocompostos não foi capaz de reduzir o comprimento 

celular (descontando o comprimento capsular), mas reduziu drasticamente o 

comprimento capsular, consequentemente, tornando as células tratadas menos 

virulentas e, possivelmente, menos resistentes aos mecanismos de defesa do 

sistema imunológico do hospedeiro; 

  Embora o pré-tratamento com nenhum dos compostos tenha apresentado 

redução metabólica significativa, a Cu-fendiona foi capaz de reduzir a formação 

da biomassa de todas as cepas fúngicas, indicando que inibiram assim a 

formação do biofilme; 

 Os compostos metálicos também apresentaram capacidade de desarticular o 

biofilme maduro das cepas Cap67 e T1444, mas não apresentaram atividades 

contra o biofilme da cepa HEC3393; 

 Foi possível observar alteração na característica morfológica de algumas células 

tratadas, bem como a identificação de restos celulares citoplasmáticos presentes 

na lâmina; 

 A cápsula polissacarídica parece não oferecer resistência ao tratamento com os 

compostos metálicos  e os resultados sugerem que sua produção pode ser um dos 

alvos da ação desses compostos, além disso, a Ag-fendiona demonstrou maior 

efetividade contra a cepa T1444, sugerindo que a maior expressão capsular pode 

favorecer a ação desse composto; 

 Os compostos Cu-fendiona e Ag-fendiona podem representar uma alternativa 

muito promissora no combate a infecções fúngicas e, em especial, uma excelente 

alternativa no tratamento da criptococose, sendo, claro, necessária a realização 
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de mais estudos a fim de elucidar os mecanismos de ação e as melhores formas 

de aplicação desses compostos no tratamento in vivo. 
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