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RESUMO 
 
 
 

MELO, T.R. Investigação da toxicidade, atividade antifúngica e antibiofilme 2- bromo-
N-fenilacetamida. 119p. Tese (Doutorado em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos- 
Área de Concentração: Farmacologia)-CCS/Universidade Federal da Paraíba, João 
Pessoa, 2021. 

 
A criptococose é um infecção fúngica causada principalmente pelas leveduras 
encapsuladas C. neoformans e C. gattii, podem afetar Sistema Nervoso Central com 
evolução grave e fatal. Com aumento do número de indivíduos imunossuprimidos, 
causado pelo HIV e por tratamento de imunossupressores, a casuística da 
criptococose por C. neoformans tem aumentado. Além disso, a terapia convencional 
com os antifúngicos apresenta dificuldades no que se refere à toxicidade e ao 
surgimento de linhagens resistentes. Diante desse contexto, a busca por novas 
substâncias antifúngicas têm sido uma alternativa promissora. As acetamidas são 
moléculas que possuem diversas atividades biológicas. No entanto, não há relatos 
sobre a atividade de 2-bromo-N-fenilacetamida (A1Br).Assim, o presente estudo teve 
como objetivo  avaliar a atividade antifúngica  e antibiofilme da molécula A1Br e  seus 
efeitos tóxicos. O A1Br foi sintetizado e sua estrutura caracterizada por infravermelho 
e ressonância magnética nuclear de Hidrogênio(1H) e Carbono (13C). Foram utilizados 
os softwares Pass online, Molinspiration, Osiris e Docking Molecular para análise in 
silico. Na análise in vitro, avaliação de atividade antifúngica pela técnica de 
microdiluição em caldo e método de checkerboard. a inibição da formação de biofilme 
pelo ensaio de cristal violeta. A citocitoxidade foi testada contra os eritrócitos do 
sistema ABO. A molécula A1Br, por meio da análise in silico, apresenta 410 atividades 
biológicas e boa biodisponibilidade oral e risco em efeitos mutagênico, tumorigênico e  
reprodutivo. No docking molecular, apresenta energia de ligação e interações 
favoráveis para a ancoragem adequada nas enzimas 6ISJ e 6TZ8, sendo um possível 
local de ação do A1Br. O composto A1Br promoveu efeito antifúngico com 
concentração inibitória mínima (CIM), a CIM50 foi de  0,25 - 1 μg/mL com ação 
fungicida. Na investigação do mecanismo de ação, a CIM na presença de sorbitol 
permaneceu inalterado. Em contraste, CIM  do A1Br  aumentou na presença de 
ergosterol, mostrando um possível mecanismo de ação na membrana plasmática. 
Além disso, apresenta boa atividade antibiofilme CIMx4,com crescimento de inibição 
≥80%. As combinações de A1Br-anfotericina B e A1Br-voriconazol foram 
antagonistas. A análise de citotoxicidade mostra-se com baixa toxicidade. Na análise 
fragilidade osmótica mostrou um moderado potencial de estabilidade e proteção a 
hemólise Estes resultados sugerem que o A1Br representa uma promissora atividade 
antifúngica e antibiofilme contra Cryptococcus neoformans, por um mecanismo 
envolvendo a complexação com ergosterol, além de apresentar baixa citotoxicidade. 
 
 
Palavras-chave: 2-bromo-N-fenilacetamida; Cryptococcus neoformans; Atividade 
Antifúngica; Biofilme; Citotoxicidade. 

 
 

 
 



 
 

ABSTRACT 
 
 
 

MELO, T.R. Investigation of toxicity, antifungal and antibiofilm activity 2-bromo-N-
phenylacetamide. 1p. Thesis (PhD in Natural and Bioactive Synthetic Products - 
Concentration Area: Pharmacology) - CCS/Federal University of Paraíba, João 
Pessoa, 2021.  
 
Cryptococcosis is a fungal infection caused mainly by the encapsulated yeasts C. 
neoformans and C. gattii, which can affect the Central Nervous System with severe 
and fatal evolution. With an increase in the number of immunosuppressed individuals, 
caused by HIV and by treatment of immunosuppressants, the number of 
cryptococcosis by C. neoformans has increased. In addition, conventional therapy with 
antifungals presents difficulties with regard to toxicity and the emergence of resistant 
strains. In this context, the search for new antifungal substances has been a promising 
alternative. Acetamides are molecules that have several biological activities. However, 
there are no reports on the activity of 2-bromo-N-phenylacetamide (A1Br). Thus, the 
present study aimed to evaluate the antifungal and antibiofilm activity of the A1Br 
molecule and its toxic effects. A1Br was synthesized and its structure is characterized 
by infrared and nuclear magnetic resonance of Hydrogen (1H) and Carbon (13C). The 
software Pass online, Molinspiration, Osiris and Molecular Docking were used for in 
silico analysis. In in vitro analysis, evaluation of antifungal activity using broth 
microdilution technique and checkerboard method. the inhibition of biofilm formation 
by the violet crystal assay. Cytocytoxity was tested against the ABO system 
erythrocytes. The A1Br molecule, through in silico analysis, has 410 biological 
activities and good oral bioavailability and risk in mutagenic, tumorigenic and 
reproductive effects. In molecular docking, it presents binding energy and favorable 
interactions for adequate anchoring in 6ISJ and 6TZ8 enzymes, being a possible A1Br 
action site. The A1Br compound promoted antifungal effect with minimal inhibitory 
concentration (MIC), the MIC50 was 0.25 - 1 μg / mL with fungicidal action. In 
investigating the mechanism of action, MIC in the presence of sorbitol remained 
unchanged. In contrast, A1Br MIC increased in the presence of ergosterol, showing a 
possible mechanism of action on the plasma membrane. In addition, it has good MICx4 
antibiofilm activity, with inhibition growth ≥80%. The combinations of A1Br-
amphotericin B and A1Br-voriconazole were antagonists. Cytotoxicity analysis shows 
low toxicity. In the osmotic fragility analysis, it showed a moderate potential for stability 
and protection against hemolysis. These results suggest that A1Br represents a 
promising antifungal and antibiofilm activity against Cryptococcus neoformans, due to 
a mechanism involving the complexation with ergosterol, in addition to presenting low 
cytotoxicity. 
 
 
Keywords: 2-bromo-N-phenylacetamide; Cryptococcus neoformans; Antifungal 
activity; Biofilm; Cytotoxicity. 
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1 INTRODUÇÃO  
 

As infecções fúngicas invasivas têm aumentado significativamente nas últimas décadas 

como resultado do crescente número de indivíduos imunodeficientes. Esses indivíduos são 

particularmente mais propensos a infecções causadas por patógenos fúngicos de natureza 

oportunista, embora indivíduos imunocompetentes também possam ser acometidos, em 

alguns casos (BUTTS; PALMER; ROGERS, 2017).  

A prevalência dessas infecções é preocupante devido as elevadas taxas de morbidade 

e mortalidade estão associadas mesmo com a intervenção terapêutica, relacionadas aos 

agentes Candida albicans, Aspergillus fumigatus e Cryptococcus neoformans (ZARAGOZA, 

2019).  

A criptococose é uma das infecções fúngicas cosmopolita negligenciada e oportunista, 

que vem assumindo papel de destaque devido à sua grande incidência em pacientes com 

Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (AIDS). Na África Subsaariana, a criptococose 

meníngea é o tipo mais comum de meningite em adultos infectados pelo HIV. De um total de 

223.100 casos de criptococose meníngea que foram estimados como tendo ocorrido 

globalmente em pessoas vivendo com HIV em 2014. O terceiro maior número de casos no 

mundo foi da América Latina, com uma incidência estimada de 5.300 casos por ano. Destes, 

Brasil e Colômbia foram os países com maior incidência, entre 1.001 a 2.500 casos, seguidos 

pela Argentina e México, com uma incidência de 501 a 1.000 casos (RAJASINGHAM et al. 

2017). 

O gênero Cryptococcus compreende mais de 100 espécies, sendo Cryptococcus 

neorformans e Cryptococcus gattii os principais agentes etiológicos da criptococose. Porém, 

outras espécies de Cryptococcus, as quais são classicamente consideradas não patogênicas, 

como Cryptococcus albidus, Cryptococcus laurentii, entre outras, estão emergindo como 

patógenos oportunistas ao longo dos anos (CLEVELAND; GELFAND; RAO, 2013; MAY et al., 

2016).  

A infecção, causada pelas leveduras C. neoformans e C. gattii, ocorre pela   após a 

inalação de esporos ou leveduras dessecadas, encontradas em fontes ambientais, causando 

infecção pulmonar e podendo atingir o Sistema Nervoso Central (SNC) (KWON-CHUNG et al., 

2014; SQUIZANI et al., 2018). 

A capacidade desse patógeno de infectar o hospedeiro humano e causar a doença está 

relacionada a sua capacidade de produzir e secretar fatores de virulência que garantam sua 

sobrevivência no hospedeiro, através da modulação do sistema imune e de alterações 
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morfofisiológicas no fungo, destacam-se a cápsula polissacarídica que circunda a parede 

celular, a síntese de melanina, a secreção de exoenzimas como urease, protease e 

fosfolipase,  capacidade de crescimento a 37 °C  e biofilme (BIELSKA et al., 2018; 

ZARAGOZA, 2019). 

O tratamento da criptococose está relacionado à utilização de medicamentos 

padronizados pelo NIAID (National Institute of Allergy and Infectious Diseases), através do 

Mycose Study Groups, Infections Disease Society of America. Dentre os agentes antifúngicos, 

é mais comum o uso da anfotericina B (AmB), 5- fluocitosina (5-FC) e azólicos como fluconazol 

(FLZ), administrados em associação ou de forma individualizada. No início do tratamento 

geralmente é usado a Anfotericina B associado 5- fluorocitosina, onde para os tratamentos 

mais prolongados é recomendado o uso de fluconazol (PERFECT et al, 2010; PERFECT; 

BICANIC, 2015). 

O uso prolongado do fluconazol durante a terapia da criptococose, principalmente em 

pacientes com AIDS, pode ocasionar a resistência do Cryptococcus spp. Desta forma, utiliza-

se outros derivados dos compostos dos azólicos, incluindo itraconazol, voriconazol e 

posaconazol, também tem sido utilizado na terapia da criptococose devido a resistência in 

vitro entre os isolados de Cryptococcus spp. ao fluconazol (MAZIARZ; PERFECT, 2016; DE 

AZAMBUJA et al., 2018). 

O desenvolvimento de linhagens resistentes aos fármacos antifúngicos utilizados no 

tratamento da criptococose, bem como a toxicidade, os elevados custos dos medicamentos, 

interações medicamentosas, biodisponibilidade insuficiente tem motivado a busca de 

alternativas para caracterização de novos alvos. A modelagem de novos fármacos pode 

oferecer além de viabilidade socioeconômica, tecnológica e industrial, tratamento apropriado 

e eficiente baseado na melhor especificidade da atividade de novas moléculas, principalmente 

nos casos de linhagens resistentes (NEGRI et al., 2014). 

Nesta perspectiva, várias medidas tecnológicas são sugeridas para resolver o problema 

da resistência dos micro-organismos, sendo uma delas a procura de novos antimicrobianos a 

partir de espécies vegetais (NEWMAN; CRAGG, 2016). Compostos isolados de fontes 

vegetais fornecem moldes estruturais para a obtenção de substâncias sintéticas. Portanto, a 

pesquisa para novas alternativas terapêuticas baratas, potentes e seguras é necessário e tem 

sido perseguido por vários grupos (BIRHAN, BEKHIT, HYMETE, 2014; COIMBRA et al., 2013; 

GÓMEZ- PÉREZ et al., 2014; BONANO et al., 2014; GELLIS et al., 2012; MACHADO et al., 

2012). 
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Neste contexto, a amida é um grupo tem sido encontrado em abundância na natureza 

como produtos naturais (KUNG et al. 2010) proteínas e em polímeros biológicos e sintéticos 

(GLOMB; PFAHLER, 2001). Já foram descritas como atividade anti-inflamatória, analgésica, 

antitumoral (KENNEDY, 2001), antiparasitária (BRASIL et al., 2017; ÁLVAREZ et al., 2015) e 

antimicrobiana (GEORGIEV et al., 2012; KHATKAR et al., 2014). Consequentemente, uma 

das famílias das amidas sintéticas tem sido descrita é acetanilida. 

A acetanilida é amida secundária, desempenha importantes papéis fisiológicos e 

biológicos no Reino Animal. Os derivados de acetanilida foram investigados por suas 

atividades biológicas, incluindo anti-inflamatório (SRIKAMTH et al.,2013), analgésica (VERMA 

et al., 2014), antipirético (KUMAR et al., 2013), antifúngico (PATTAN et al., 2006), 

antibacteriano (PATTAN et al., 2006; KONDA et al., 2014), hipoglicemiante (ROY et al., 2013), 

antioxidante (KARATA et al., 2005) e anti-malárico (MASHERLKAR et al., 2012). 

Desempenham um papel vital no campo da química medicinal, regulando várias reações 

farmacológicas e também uma enorme variedade de moléculas sintéticas, incluindo diversos 

medicamentos como por exemplo: diclofenaco de sódio, acetaminofeno, indometacina, 

fenacetina, fenilbutazona, procainamida, lidocaína  e sulfatiazol (SINGH; KUMAR; MISHRA, 

2018).    

No estudo de Pattan et al (2006) sintetizou uma série de novos derivados de acetanilida 

foram selecionados para avaliar atividade antibacteriano in vitro pelo método da placa discal 

contra Escherichia coli e Staphylococcus. aureus e atividade antifúngica contra Aspergillus 

niger e Candida albicans. Os compostos sintetizados mostraram atividade potente inibindo 

quando a comparação foi feita com o antibacteriano e antifúngico padrão. A zona de inibição 

de todos os compostos sintetizados estava na faixa de 8-32 mm. Já, Konda et al (2014) 

sintetizou vários derivados de sulfonamida tendo núcleo acetanilida. Os compostos foram 

avaliados por sua atividade antibacteriana por ensaios de difusão contra Staphylococcus 

aureus e Escherichia coli usando estreptomicina como o padrão de referência. Apenas 

composto derivado apresentou a atividade antibacteriana. 

Nesse contexto, os derivados de acetanilida têm sido alvo de estudos, devido às suas 

atividades antimicrobianas promissoras.  Até o presente momento, na literatura não há 

estudos no que diz respeito à atividade antifúngica do 2-bromo-N- fenilcetamida. Porém, há 

estudos com derivados de cloroacetamidas, no qual Katke et al., (2011) avaliou a atividade 

antifúngica e antibacteriana destes derivados e consideraram uma forte atividade 

antimicrobiana. 
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Diante da importância clínica e alta incidência da criptococose, aumento do número de 

indivíduos imunocomprometidos, surgimento de linhagens resistentes e toxicidade dos 

antifúngicos existentes, a busca por novos agentes antifúngicos e alternativas terapêuticas se 

faz necessário, sendo 2-bromo-N-fenilacetamida candidato para esse propósito.  Assim, o 

objetivo desse estudo foi investigar a atividade antifúngica e antibiofilme desse composto 

contra linhagens de Cryptococcus neoformans, com o intuito de contribuir com a descoberta 

de substância antifúngica mais eficaz no combate a este gênero fúngico. Ainda, é importante 

avaliar a toxicidade in vitro objetivando determinar sua segurança, bem como determinar 

parâmetros farmacocinéticos e toxicológicos teóricos, através de ferramentas de previsão, 

com o propósito de determinar sua possível aplicabilidade terapêutica. 
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 2.1 Aspectos gerais do Cryptococcus spp. 
 

A criptococose é uma infecção causada pela inalação de propágulos infectantes do 

fungo pertencente ao Filo Basidiomycota, classe dos Tremellomycetes e ao gênero 

Cryptococcus, sendo as leveduras mais patogênicas: as espécies do complexo C. neoformans 

e as espécies do complexo C. gattii que conduzem a primoinfecção pulmonar, podendo 

disseminar-se hematogenicamente, com especial afinidade pelo SNC, as quais diferem em 

aspectos bioquímicos, biológicos, ecológicos, antigênicos e genéticos (KWONG-CHUNG et 

al., 2017).  

As leveduras do gênero Cryptococcus compreende mais de 100 espécies e estão 

amplamente distribuídas na natureza, podendo ser encontradas em solo, excretas de aves, 

poeira, folhas e madeira em decomposição (NYAZIKA et al., 2018; ZARAGOZA, 2019; 

ZAVALA; BADDLEY, 2020). Além disso, esse fungo pode infectar diferentes espécies de 

mamíferos como gatos, cachorro, coelho, ratos e eventualmente sendo também capaz de infectar 

seres humanos, onde pode causar a criptococose (LIN; HEITMAN, 2006). 

A célula de Cryptococcus spp. possui uma forma esférica ou globular, com diâmetro 

aproximado de 5 a 10 micrômetros, formado por brotamento único ou múltiplo e apresenta em 

sua grande maioria uma cápsula constituída por mucopolissacarídeos, sendo 90% 

glucoronoxilomanana (GXM), galactoxilomanana (GalXM), ácido glucurônico, xilose e 

manose, visualizada por microscopia ótica utilizando a coloração de tinta nanquim ou 

microscopia de contraste de fase. Na macroscopia, as colônias têm coloração branca a creme, 

brilhante, com textura mucoide, margem lisa e inteira, com crescimento em 72 horas de 

incubação em temperatura 37 ºC, utilizando-se para isso os meios como Agar Sabourad 

dextrose (ASD) sob condições aeróbias, conforme a Figura 1 (NEGRONI, 2012; GODINHO et 

al., 2017). 

A parede celular é estruturada em duas camadas interna e externa. A camada interna 

é composta por β-glucanas, quitina, assim como manoproteinas e melanina que são mais 

abundantes, apesar de estarem distribuídas por toda a parede celular. A camada externa é 

composta majoritariamente por α e β-glucanas (AGUSTINHO et al., 2018). Dentre as 

glucanas, a 1,3-β-glucana tem a função de estruturação da parede celular, ocorrendo em um 

polímero longo. Este polímero é ramificado em pequenas cadeias de 1,6-β-glucanas, que 

auxiliam no crosslink entre os polímeros de glucana, assim como com quitinas e glicoproteínas 
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(GOW; LATGE; MUNRO, 2017). As quitinas contribuem com a manutenção da integridade e 

flexibilidade da parede celular (BANKS et al., 2005), conforme a Figura 2. 

 

Figura 1. Características morfológicas Cryptocccus spp. 

         

A: Macromorfologia, colônias após 72 horas de crescimento em ASD a 37º C, apresentando coloração 
branca a creme, com textura brilhante.  
B: Micromorfologia:  presença de leveduras encapsuladas com brotamento único pela coloração tinta 
nanquim. 

FONTE: (GODINHO et al., 2017). 
 
 

Figura 2. Componentes da cápsula e parede celular Cryptocccus neoformans. 

Fonte: Adaptado de (GOW; LATGE; MUNRO, 2017). 
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Dentro do gênero Cryptococcus, foi descrito o complexo C. neoformans/C. gatti, mas, 

atualmente, diferenças consideráveis foram documentadas entre o complexo de C. 

neoformans e o complexo C. gattii (HAGEN et al., 2015). Com base na diversidade fenotípica 

e genotípica entre C. gattii/C. neoformans, o complexo foi dividido em sete genótipos haploides 

e quatro híbridos. Dessa forma, o Cryptococcus gattii lato sensu foi separado em cinco 

espécies; C. gattii stricto sensu (sorotipo B, genótipo AFLP/VGI), C. bacillisporus (sorotipo C, 

genótipo AFLP5/VGIII), C. deuterogattii (sorotipo B, genótipo AFLP6/VGII), C. tetragattii 

(sorotipo C, genótipo AFLP7/VGIV) e C. decagattii (sorotipo B, genótipo AFLP10). 

Cryptococcus neoformans lato sensu, por sua vez, atualmente compreende as espécies C. 

neoformans stricto sensu (antiga var. grubii; AFLP1/VNI, AFLP1A/VNB/VNII) e C. 

deneoformans (antiga var. neoformans; AFLP2/VNIV) (KWON-CHUNG et al., 2017). 

A reprodução ocorre de forma assexuada, por brotamento único ou múltiplo. Grande 

parte dos isolados clínicos e ambientais apresentam-se na forma anamórfica haplóide, mas 

também pode se reproduzir sexuadamente na forma teleomórfica (KWON-CHUNG; VARMA, 

2006). 

A reprodução sexuada possui um sistema “Mating Type” (MAT) que apresenta dois 

tipos celulares, a e α. O locus de MAT codifica genes para a produção e detecção de 

feromônio. A célula MATa produz feromômio MFa que é detectado pela célula MATα, esta 

responde ao estímulo produzindo um tubo de conjugação, e MATα produz o feromônio MFα 

que é detectado pela célula MATa que responde ao estímulo aumentado o volume celular e 

favorecendo a esporulação onde os núcleos MATa e MATα se fundem e ocorrem repetidas 

meioses. Os esporos são dispersos no ambiente e germinam em células de leveduras 

haplóides (BOVERS et al., 2008; CHUN; MADHANI, 2010). Quando há ausência de células 

MATa-α a reprodução pode ocorrer entre células de um mesmo tipo, por meio da auto 

filamentação (LIN, 2009). 

2.2 Epidemiologia da criptococcose 
 

A criptococose é uma micose sistêmica causada por alguns fungos do gênero 

Cryptococcus, incluindo os complexos C. neoformans e C. gattii. É uma doença amplamente 

distribuída pelo mundo e pode ter diversas apresentações clínicas, sendo a principal a 

meningoencefalite criptocócica (MAZIARZ; PERFECT, 2016).  

A espécie C. neoformans apresenta distribuição global e é encontrada geralmente 

associada a excretas de aves, sendo considerada a principal espécie patogênica do gênero   
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( MAY et al., 2016; ZAVALA; BADDLEY, 2020). C. gattii já foi reconhecida como uma espécie 

endêmica de regiões tropicais e subtropicais, sendo facilmente encontrada em associação 

com o solo, cascas de eucaliptos ou árvores nativas de regiões endêmicas (KIDD et al., 2007; 

LOCKHART et al., 2013; MAY et al., 2016). 

As estimativas é que ocorram cerca de 223.100 casos de meningite por Cryptococcus 

spp. no mundo, sendo 73% desses casos na África sub-saariana. Também foi estimada a 

morte anual por essa doença, sendo 181.100 casos no mundo e com 135.000 ocorrendo na 

África sub-saariana. Estima-se que 15% das mortes de portadores da AIDS são causadas por 

meningite criptocócica (RAJASINGHAM et al., 2017). 

A meningite criptocócica é a segunda infecção oportunista associada ao HIV com risco 

de vida mais comum depois da tuberculose. A prevalência da infecção por Cryptococcus 

neoformans entre os pacientes infectados pelo HIV é de até 40% na maior parte do mundo, 

particularmente na África Subsaariana e no Sudeste Asiático, que são considerados os 

epicentros de HIV / AIDS (LOYSE et al., 2013; ODEGBEMI et al., 2019). 

De acordo com o relatório do Programa das Nações Unidas sobre AIDS (UNAIDS) de 

2019, cerca de 37,9 milhões de pessoas em todo o mundo viviam com HIV em 2018. No 

mesmo ano, cerca de 1,7 milhões de pessoas foram infectadas e 700.000 pessoas morreram 

de doenças relacionadas à AIDS em todo o mundo. Apesar da crescente disponibilidade de 

tratamento anti-retroviral, a doença criptocócica continua a ser uma das principais causas de 

morte entre pacientes infectados pelo HIV nos países em desenvolvimento (UNAIDS, 2019).  

Na América Latina ocorrem mais de 5 mil casos de meningite criptocócica por ano, 

causando a morte de aproximadamente 2.400 pessoas, sendo C. neoformans a espécie mais 

prevalente (FIRACATIVE et al., 2018). Os índices ainda permanecem altos nos países como 

Brasil, Colômbia, México e Argentina figuram como os países de maior incidência da meningite 

criptocócica na América Latina (RAJASINGHAM et al., 2017; DE AZAMBUJA et al., 2018; 

FIRACATIVE et al., 2018;). Entretanto, no Brasil, não havia notificação compulsória, dessa 

maneira, dificultava o conhecimento da real magnitude da morbidade e da mortalidade da 

doença no país. O conhecimento existente era obtido principalmente a partir de estudos de 

séries de caso (MORA et al., 2012). Porém, o Ministério da Saúde na portaria nº 264, de 17 

de fevereiro de 2020, inclui a criptococose na lista nacional de notificação compulsória. 
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2.3 Interação do Cryptococcus neoformans com o sistema imune do hospedeiro 
 

A infecção ocorre através da inalação das formas infectantes da levedura, os 

basidiósporos, os quais são encontrados no meio ambiente, normalmente no solo 

contaminado com excremento de aves e vegetais em decomposição. Em decorrência desta, 

as manifestações geralmente ocorrem na forma pulmonar e cerebral, muitas vezes causando 

o estado mais severo da doença, meningocefalite (NEGRONI, 2012; OLIVEIRA et al., 2020). 

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

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

subaguda ou crônica (STIE; FOX, 2012). Nos tecidos pulmonares, a doença pode permanecer 

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

variáveis, desde forma assintomática ou até desenvolver pneumonia grave e insuficiência 

respiratória (BRIZENDINE, BADDLEY; PAPPAS, 2011; MAY et al., 2016).  

A interação do fungo com as células do sistema imune do hospedeiro envolve tanto a 

resposta inata quanto a adaptativa. Assim que o fungo chega ao trato respiratório inferior 

encontra com macrófagos alveolares, que já residem no tecido. Para que ocorra o 

reconhecimento ou e/ou internalização do C. neoformans, sabe-se que as células imunes 

podem se utilizarem de proteínas do complemento, anticorpos ou dos receptores de 

reconhecimento padrão (PRR). Destes os principais PRR são receptores do tipo toll (TLR), os 

receptores de lectina do tipo C (CLRs), receptores do tipo NOD (NLR), entre outros (HEUNG, 

2017).  

A indução de uma resposta específica do sistema imune inato contra a criptococcose 

ocorre através da secreção de quimiocinas, citocinas, indução da ativação co-estimulatória de 

células fagocíticas e apresentação de antígenos, realizado pelas células dendríticas (ERWIG; 

GOW, 2016). 

As células dendríticas realizam a fagocitose para o processamento de antígenos do 

fungo, para assim apresenta-los para as células T auxiliadoras nos órgãos linfoides. Após o 

processo de diferenciação, podendo se tornar do perfil Th1, caracterizadas pela indução 

citocinas pró-inflamatórias como  IL-6, INF-γ, TNF-alfa pode induzir a formação de granulomas 

pulmonares tendo um papel importante na contenção da disseminação da doença para outros 

órgãos; perfil Th17, produzindo principalmente IL-17; e perfil Th2, com a produção de IL-4, IL-

5 e IL-13; sendo esse perfil associado à disseminação na resposta a C. neoformans 

(ELSEGEINY et al., 2018; CAMPUZANO; WORMLEY, 2018). 
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A disseminação do fungo pode ocorrer por via hematogênica ou linfática (Figura 3), 

podendo afetar diversos órgãos e tecidos. No entanto, é sabido que esse fungo possui 

tropismo pelo SNC, sendo esse um ponto-chave na patogênese. Atualmente existem 3 

hipóteses principais de como C. neoformans   atravessam a barreira hematoencefálica (BHE) 

para chegar ao SNC. A primeira é através do mecanismo denominado “cavalo de tróia”, na 

qual fagócitos mononucleares transportam o patógeno em seu interior até o destino final onde 

são liberados por exocitose lítica ou não lítica. O segundo mecanismo compreende a 

capacidade do fungo em infectar outras células a partir da célula hospedeira sem serem 

expostos ao meio extracelular, sendo esse processo denominado transferência lateral 

(paracitose), que envolve a protease fúngica Mpr1 e a enzima urease. Já o terceiro mecanismo 

é a transcitose endotelial corresponde um processo na qual as leveduras atravessam as 

células endoteliais dos vasos sanguíneos de forma direta, em um processo que é mediado 

pelo ácido hialurônico na cápsula do fungo e pelo receptor CD44 do hospedeiro (MA; MAY, 

2009; MAY et al., 2016). 

 

Figura 3. Possíveis rotas de penetração do Cryptococcus spp. pela barreira hematoencefálica: 

(1) Mecanismo de Tróia; (2) Transferência lateral; (3) Transcelular 

 

Fonte: (MA; MAY, 2009). 
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Assim, uma resposta imune "bem-sucedida" à infecção criptocócica parece ser uma 

mistura complexa de respostas Th1, Th2 e Th17, que devem ser contra-reguladas para 

prevenir o crescimento descontrolado de fungos ou níveis prejudiciais de inflamação, como 

também auxilia para que não ocorra a disseminação do Cryptococcus neoformans (MAY et 

al., 2016). 

Entretanto, o impacto em pacientes com imunossuprimidos ocorre devido ao 

mecanismo imune para o controle e eliminação desse fungo envolve os fagócitos, como 

macrófagos, e células T auxiliadoras (MILLER; MITCHELL, 1991). Por esta razão, pacientes 

com AIDS são um dos principais grupos de risco para o desenvolvimento da criptococcose, 

uma vez que estes têm uma redução progressiva de suas células T devido a infecção pelo 

HIV (DEEKS et al., 2015). Entre outros grupos de risco encontram-se transplantados, 

pacientes sob uso prolongado de corticoides ou doença crônica renais (BRIZENDINE et al., 

2013).   

2.4 Fatores de virulência do Cryptococcus spp. 
 

Os fatores de virulência são características presentes em um microrganismo capazes 

de gerar dano ao hospedeiro e podem incluir mecanismos e estruturas que possam auxiliar a 

sobrevivência desse patógeno (PIROFSKI; CASADEVALL, 2015).  

De modo geral, os principais fatores de virulência apresentados por esse fungo são a 

termotolerância, a cápsula, a melanina, a produção de enzimas e biofilme (AZEVEDO et al., 

2016). 

2.4.1 Termotolerância 
 

A termotolerância é a capacidade do patógeno de sobreviver e proliferar em 

temperaturas acima da temperatura ambiente. A resistência a mudança de temperatura está 

diretamente relacionada com vias de sinalização através da expressão de genes, que 

desempenham importante papel na adaptação às altas temperaturas e na transição da forma 

de micélio para levedura (BRUNKE et al., 2016). 

A rede complexa de vias de sinalização C.neoformans que  contribui para a adaptação 

à temperatura do hospedeiro (AZEVEDO et al., 2016) corresponde as vias que controlam o 

retículo endoplasmático a resposta ao estresse, reprogramação pós-transcricional, parede 

celular, membrana, inclui a via dependente de Ras1, Pkc1, dependente de Mpk1, vias de 
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sinalização MAPK e a via de resposta ao estresse mediada pela calcineurina (ODOM et al. 

1997;  KOZUBOWSKI et al. 2009; MAENG et al. 2010; BAHN;JUNG 2013; 

GLAZIER;PANEPINTO 2014).  

A calcineurina de C. neoformans é uma proteína conservada específica de serina / 

treonina fosfatase que consiste em uma subunidade A catalítica (Cna1) e uma subunidade B 

reguladora (Cnb1) (FOX;HEITMAN 2002). A atividade da calcineurina é inibida pelas drogas 

imunossupressoras ciclosporina A (CsA) e tacrolimus (FK506) via ligação a ciclofilinas, 

ciclofilina A (codificada por dois genes ligados, CPA1 e CPA2) e FKBP12, respectivamente 

(ODOM et al., 1997; WANG et al., 2001). A subunidade regulatória Cnb1 não é apenas 

necessária para a atividade da calcineurina, mas também medeia a ligação de ambos os 

ciclofilina A-CsA e FKBP12-FK506 para calcineurina (FOX et al., 2001). A ativação de Cna1 

envolve a ligação de Cnb1 e mudanças conformacionais em Cna1 desencadeadas por 

calmodulina (ODOM et al., 1997). Após a liberação de cálcio ativada pelo estresse, a 

calcineurina desfosforila a transcrição ativador Crz1, que promove a translocação de Crz1 

para o núcleo e diferencial expressão de vários genes envolvidos na adaptação ao estresse 

(LEV et al., 2012; CHOW et al., 2017).  

2.4.2 Cápsula 
 

A cápsula é a estrutura  complexa composta principalmente por dois tipos de 

polissacarídeos: GXM e GalXM. Existem outros componentes menores, que são 

manoproteínas e estruturas semelhantes à quitina. A estrutura da varia de acordo com as 

condições ambientais (HEISS et al., 2009; ZARAGOZA et al, 2019). 

Sendo considerada, o maior fator de virulência para C. neoformans, uma vez que 

confere ao fungo propriedades anti-fagocíticas e modulação da resposta imune (ZARAGOZA 

et al, 2019). Estudos apontam que infecções causadas por cepas acapsulares ou pobremente 

capsuladas são menos virulentas; ou ainda linhagens altamente encapsuladas são menos 

fagocitadas por macrófagos, o que diminui a proliferação de células T e apresentação de 

antígenos pelos macrófagos, assim como também reduz a disseminação sistêmica 

(VECCHIARELLI et al., 2013; ZARAGOZA et al., 2019).  

A síntese da cápsula polissacarídica envolve dezenas de genes como o CAP10, 

CAP59, CAP60 e CAP64 considerados essenciais para a biossíntese de GXM (Bose et al., 

2003; Janbon, 2004) e a especificidade antigênica dos sorotipos em A, B, C, D e AD é 

determinada pelo principal polissacarídeo capsular, a GXM sendo baseado pelas diferenças 
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estruturais no número de resíduos de xilose e o grau de O-acetilação de grupos hidroxilas da 

GXM (ZARAGOZA et al., 2019). 

Além disso, a  formação da cápsula responde a uma variedade de sinais do hospedeiro, 

como os níveis de glicose, ferro e CO2, que são detectados em parte por meio do receptor 

acoplado à proteína G, Gpr4, e do AMP cíclico / proteína quinase A (cAMP/Via PKA). Esta via 

coordena a produção de cápsulas por múltiplos mecanismos, incluindo a regulação da 

atividade de fatores de transcrição, como Rim101 e Nrg1. Estudos indicam que a via cAMP/ 

PKA também impacta o sistema proteassoma da ubiquitina e o proteassoma para influenciar 

a biossíntese da cápsula (MAYER; KRONSTAD, 2020).  

2.4.3 Melanina 
 

A melanina é um pigmento geralmente castanho, carregado negativamente, 

hidrofóbico, de alto peso molecular, que é formado pela polimerização oxidativa de compostos 

fenólicos ou indólicos, geralmente complexados com proteínas ou carboidratos 

(NOSANCHUK; STARK; CASADEVALL, 2015). Este pigmento também aumenta a resistência 

à anfotericina B e afeta a suscetibilidade ao fluconazol. Em espécies patogênicas do gênero 

Cryptococcus, a produção de melanina é dependente da ação enzimática da lacase sobre os 

compostos bifenólicos e para síntese é necessário que a enzima lacase oxide um precursor 

de catecolamina, como o L-DOPA. Cepas que possuem alguma deficiência na produção de 

lacases, e consequentemente de melanina, tem virulência reduzida (GROSSMAN; 

CASADEVALL, 2017). 

 Notavelmente, o neurotropismo de C. neoformans é parcialmente atribuível à sua 

capacidade de converter neurotransmissores catecolaminas, incluindo dopamina, 

norepinefrina e epinefrina, em melanina (CAMACHO et al., 2019). Além disso, a melanina 

confere proteção ao fungo contra danos oxidativos causados estresse ambiental, radiação 

ultravioleta (UV), dissecação, temperaturas extremas (AGUSTINHO et al., 2018).   

A rede de sinalização para melanização de C.neoformans consiste em quatro núcleos 

fatores de transcrição (Hob1, Bzp4, Usv101 e Mbs1) por meio da expressão de LAC1 em 

condições de baixo teor de nutrientes e a presença de um precursor da melanina (por exemplo, 

3,4-dihidroxifenilalanina [DOPA]). Esses fatores de transcrição estão envolvido em interações 

epistáticas complexas na melanização, desde a detecção do estresse nutricional até a síntese 

de melanina, transporte e  deposição da melanina dentro da parede celular. Cada um dos 
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fatores de transcrição induz a expressão de LAC1 e modula as interações epistáticas entre  

as vias de sinalização o cAMP, RAM e HOG (LEE et al., 2019; CORDERO et al., 2020).  

2.4.4 Produção de enzimas 
 

As enzimas produzidas por C. neoformans que são consideradas de maior importância 

para a virulência são as fosfolipases, proteases e a urease. Estas enzimas desempenham 

papel fundamental no metabolismo fúngico, além de estarem envolvido na patogênese da 

infecção de forma a causar dano tecidual ao hospedeiro e fornecer nutrientes necessários a 

manutenção do micro-organismo (BRUNKE et al., 2016).  

As fosfolipases tem a função de quebrar de fosfolipídios componentes da membrana 

celular, ocasionando a lise das células do hospedeiro infectado, a principal é fosfolipase B, 

que permite ao fungo degradar as membranas dos fagócitos, podendo ajudar o acesso de 

nutrientes dentro do fagolisossomo, ou até mesmo no processo de exocitose não-lítica 

(COELHO et al., 2014). Além disso, essa enzima auxilia na sobrevivência e disseminação 

intracelular da levedura para no pulmão e no cérebro (KWON-CHUNG et al., 2014).  

As proteases são enzimas que degradam proteínas, como colágeno, elastina e 

fibrinogênio, e favorecem a quebra de imunoglobulinas e fatores do complemento, levando ao 

comprometimento dos mecanismos de defesa do hospedeiro. A degradação destas proteínas 

causa danos teciduais ou vasodilatação, fazendo com que ocorra a invasão e disseminação 

dos fungos nos tecidos do hospedeiro. Além disso, a produção de serino protease que facilita 

a permeabilidade da BHE (MA; MAY, 2009; CASADEVALL et al., 2018).  

As ureases são metaloenzimas dependentes de Ni2+, codificadas pelo gene URE1 e 

tem a propriedade de catalisar a hidrólise da ureia em amônia e carbamato, em condições 

fisiológicas, promovendo alteração do pH. Essa enzima ajuda a neutralizar o pH dentro do 

fagolisossomo e facilita para a invasão do SNC (MAY et al., 2016). 

2.4.5 Biofilme 
 

A formação de biofilme constitui um importante fator de virulência para Cryptococcus 

spp., pois confere um aumento da resistência à terapia antifúngica por limitar a penetração 

dos agentes antifúngicos através da matriz extracelular, além de uma proteção às células 

fúngicas da resposta imune do hospedeiro e do estresse ambiental (SANTOS et al., 2015; DE 

MELLO et al., 2017).   
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O biofilme é definido como uma comunidade microbiana organizada envolta em uma 

complexa matriz extracelular composta por 10-25% de células e 75-90% de substâncias 

poliméricas extracelulares (EPS). A EPS geralmente contém polissacarídeos (em torno de 

40%), proteínas, lipídios, ácidos nucleicos e outras substâncias poliméricas, além de outras 

moléculas que podem interagir entre si e com a superfície celular fúngica, formando uma rede 

robusta e protetora, hidratadas a 85-95% de água (COSTA-ORLANDI et al., 2017).  

A formação  é um processo complexo (Figura 4) ocorrendo como uma sequência de 

eventos moleculares e fisiológicos envolvendo mudanças físicas, químicas e biológicas que 

pode ser descrita em cinco etapas: (1) adesão das células à superfície biótica ou abiótica, (2) 

divisão celular e proliferação, (3) secreção de substância polimérica extracelular que aprisiona 

as células e facilita a adesão célula-célula e célula-superfície, tendo como consequência a 

formação de microcolônias, (4) maturação da estrutura tridimensional, provendo um suporte 

estrutural para a arquitetura do biofilme e (5) dispersão das células em torno do substrato (DE 

MELLO et al., 2017).  

 

Figura   4. Etapas de formação do biofilme. 

 

 
FONTE: (LOPES et al., 2017). 

 

Durante a formação de biofilme, ocorre um mecanismo de comunicação entre 

microrganismos, dependente da densidade celular, conhecido como quorum sensing que é 

caraterizado pela liberação de moléculas de sinalização que afetam o metabolismo microbiano 

e a expressão gênica de forma sincronizada, alteram a suscetibilidade antifúngica e 

consequentemente a resistência (PADDER et al., 2018).Dentre as moléculas de sinalização 

quorum secretado para virulência Cryptococcus neoformans, Qsp1 é um peptídeo regula três 

fatores de transcrição para controlar a integridade da parede celular e reprodução (SUMMERS 

et al., 2020).  
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A formação de biofilme é influenciada por diversas variáveis relacionadas ao 

hospedeiro, à espécie e a fatores ambientais. O meio circundante e condições nutricionais, 

pH, temperatura, disponibilidade de oxigênio, sistema imunológico do hospedeiro, alteram a 

formação e arquitetura do biofilme e, a suscetibilidade antifúngica e consequentemente a 

resistência (RAMAGE et al., 2012; COSTA-ORLANDI et al., 2017).  

Os mecanismos moleculares que conferem resistência aos fármacos antifúngicos em 

biofilmes não foram completamente elucidados. Todavia, os principais mecanismos 

envolvidos são: aumento da densidade celular; estado fisiológico em que as células se 

encontram; a presença de células persistentes; a matriz exopolimérica; aumento da expressão 

de genes relacionados aos alvos das drogas e a resistência mediada por bomba de efluxo 

(RAMAGE et al., 2012; CAMACHO; CASADEVALL, 2018). 

2.5 Terapia antifúngica para Criptococcose  
 

A escolha do tratamento da criptococose depende do local da infecção, do estado 

imunológico do hospedeiro, da possível doença de base e da toxicidade dos medicamentos 

(PERFECT et al., 2010). Normalmente os antifúngicos preconizados são anfotericina, 

flucitosina e fluconazol, podendo ser utilizados isoladamente ou de forma combinada 

(PERFECT; BICANIC, 2015).  

Na meningoencefalite criptocócica, o tratamento é dividido em três fases: indução, 

consolidação e manutenção. A fase de indução, etapa inicial do tratamento, está relacionada 

a redução da carga fúngica. A etapa de consolidação é instituída após a fase de indução, 

quando o paciente apresenta melhora clínica e parâmetros laboratoriais normais. A fase 

manutenção ocorre logo após o tratamento efetivo e com a finalidade de evitar recaídas, 

principalmente em hospedeiros imunodeficientes (CONSENSO EM CRIPTOCOCOSE, 2008; 

PERFECT et al., 2010, LOYSE et al., 2013; PERFECT; BICANIC, 2015; SPADARI et al., 

2020). 

O tratamento da criptococose inicia-se com uma terapia de ataque, por um período de 

duas a quatro semanas é recomendado tanto pela Organização Mundial da Saúde (OMS) 

quanto pela Sociedade Americana de Doenças Infecciosas (IDSA). Esta terapia, também 

conhecida como “padrão ouro” composta pela associação de anfotericina B (0,7 - 1,0 

mg/Kg/dia) e 5-fluocitosina (100 mg/Kg/dia). Entretanto, no Brasil, não há comercialização da 

fluocitosina (PERFECT et al., 2010; GULLO et al., 2013; LOYSE et al., 2013; TSENG et al., 

2015).  
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A AmB é um fármaco antifúngico pertencente à classe dos polienos, com efeito 

fungicida. O mecanismo de ação consiste na ligação ao ergosterol da membrana celular 

fúngica gerando poros e, assim, interrompendo a integridade celular e induzindo estresse 

oxidativo no ambiente citoplasmático, consequentemente morte celular. Apesar da AmB ligar-

se com maior avidez em membranas fúngicas, porém existe uma grande semelhança entre o 

ergosterol da membrana fúngica e o colesterol da membrana de mamíferos o que causa 

graves quadros de hepatotoxicidade e nefrotoxicidade quando administrado por longo período. 

Assim, formulações lipídicas (complexo lipídico/ABLC e lipossomal/L-AmB) são bem mais 

toleradas e apresentam menor toxicidade e efeitos adversos nos pacientes, principalmente 

aquele com predisposição e com disfunção renal (ANDERSON et al., 2014; MESA-ARANGO 

et al., 2014). Na forma lipossomal, é menos tóxica para os pacientes, mas apresenta custo 

que pode atingir 500.000 reais por paciente no Brasil e apenas a formulação convencional é 

disponibilizada pelo sistema público de saúde (BORBA et al., 2018). 

A 5-FC é um análogo da pirimidina fluorada com atividade fungistática, que interfere 

com o metabolismo da pirimidina, RNA/DNA e síntese proteica. O mecanismo de ação do 5-

FC é a desaminação pela enzima fúngica citosina desaminase em 5-fluorouracil (5-FU), que 

então atua por duas vias: 5-FU pode ser convertido por enzimas celulares de processamento 

de pirimidina em monofosfato de 5-fluorodeoxiuridina , que inibe a timidilato sintetase e 

bloqueia a síntese de DNA; ou pode ser convertido em trifosfato de 5-fluorouridina, que é 

incorporado ao RNA, interrompendo assim a síntese de proteínas e levando à parada do 

crescimento (CAMPOY; ADRIO, 2017). 

Após o tratamento de ataque, a terapia segue com a administração de fármacos da 

classe dos azóis, sendo o uso do fluconazol (400- 800 mg/Kg/dia) o fármaco de escolha, por 

um período de oito semanas. Em seguida, inicia-se a terapia de manutenção com FLZ em 

doses menores (200 – 400 mg/Kg/dia) por seis a doze meses (PERFECT et al., 2010; GULLO 

et al., 2013; LOYSE et al., 2013; TSENG et al., 2015).  

Em casos de tratamento de meningite, a alternativa de substituição para o fluconazol, 

em, é a administração de voriconazol, que apresenta eficiência no combate a proliferação 

fúngica e atinge o nível terapêutico adequado no líquido cefalorraquidiano (PERFECT et al., 

2010; GULLO et al., 2013). O mecanismo de ação dos azóis consiste na inibição da enzima 

do citocromo P450, a lanosterol 14-α desmetilase. Esta enzima é responsável pela conversão 

de lanosterol em ergosterol na membrana fúngica e uma vez inibida, compromete a 

biossíntese de ergosterol, levando ao acúmulo de componentes esteróides tóxicos e 

consequentemente a inibição crescimento fúngico (GULLO et al., 2013; CHANG et al., 2017). 
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Azólicos de amplo espectro (posaconazol e voriconazol) podem ser úteis em casos de 

recaída, enquanto que as equinocandinas (anidulafungina, caspofungina e micafungina) não 

apresentam atividade in vivo contra isolados de Cryptococcus (PERFECT et al., 2010).  

2.6 Resistência Cryptococcus spp. aos antifúngicos 
 

A resistência aos antimicrobianos é uma crescente problema em doenças infecciosas, 

e a criptococose não é exceção. Embora a resistência ambiental seja rara, resistência 

adquirida foi observada com todos os três classes de antifúngicos em uso contra Cryptococcus 

spp. (MAY et al., 2016; BONGOMIN et al.,2018; SPADARI et al., 2020). 

Nos antifúngicos poliênicos, a resistência ainda é bastante rara na clínica. O  

mecanismo de resistência AmB em isolado de C. neoformans resulta de mutações no ERG2, 

esterol Δ8-7 isomerase, uma enzima localizada na biossíntese de ergosterol, correlacionada 

com redução de ergosterol  e consequentemente a  resistência (KELLY et al., 1994). No 

entanto, AmB sem alterações significativas na biossíntese de ergosterol foram relatados em 

C. neoformans, sugerindo que mecanismos independentes de esterol (JOSEPH-HORNE et 

al., 1996). 

Entretanto, mecanismos de resistência  a AmB em outros genêros são bem relatados  

Candida spp. e Saccharomyces spp., que comumente sugerem mutações genéticas na 

biossíntese de ergosterol para causar diminuição do teor de ergosterol e induzir a substituição 

por precursores biossintéticos, incluindo lichesterol, lansosterol e fecosterol (SANGLARD et 

al., 2003; BHATTACHARYA et al., 2018).  

Os azóis são uma classe antifúngica amplamente utilizada na clínica, com a vasta 

atividade contra a as espécies, perfil de segurança e disponibilidade em formulações orais, 

intravenosas e tópicas. Consequentemente, a resistência a esses fármacos, vem sendo cada 

vez mais relatada (BONGOMIN et al.,2018). Os mecanismos de resistência aos azóis incluem 

mutações em ERG11, resultando em superexpressão ou síntese reduzida de ergosterol e / ou 

superexpressão das bombas de efluxo PDR11, AFR1, AFR2 e / ou MDR1 (BONGOMIN et al., 

2018, BASTOS et al., 2018, CHANG et al., 2018). 

Dentre a resistência aos azóis, estudos sugerem que a resistência ao fluconazol é 

relativamente comum em recidivas de meningite criptocócica (BONGOMIN et al.,2018). O 

fenótipo FLZ-resistente foi associado a duas mutações pontuais no gene ERG11 que são 

responsáveis pelas substituições de aminoácidos G470R (GAGO et al., 2017) e G484S 

(RODERO et al., 2003)   em cepas de C. neoformans. Essa mutação pontual identificada no 
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gene ERG11 de C. neoformans também está associada a resistência ao voriconazol (SIONOV 

et al., 2011). Outros estudos demonstraram o papel das bombas de efluxo pela 

superexpressão dos dois transportadores de cassete de ligação de ATP (ABC) AFR1 e MDR1 

(BASTOS et al., 2017; SANGUINETTI  et al., 2006; POSTERARO et al., 2003).  

Além disso, também já foi descrito que há um padrão de resposta celular diferente aos 

azólicos, denominado heteroresistência. Este fenômeno é caracterizado pelo surgimento de 

subpopulações resistentes a FLZ, a partir de uma linhagem sensível. Essas subpopulações 

se adaptam a concentrações superiores a concentração inibitória mínima e são capazes de 

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

A heteroresistência em C. neoformans pode estar relacionada à duplicação cromossômica, 

relatados nos sorotipos, A e D, apresentaram duplicação cromossômica em resposta a 

pressão de FLZ (SIONOV et al., 2013).  

Outro fármaco, utilizado na terapia é a flucitosina tem um espectro estreito de atividade, 

é restrita a leveduras patogênicas como Candida spp. e Cryptococcus neoformans (SILVA et 

al., 2012; KATHIRAVAN et al., 2012). A resistência é comumente relatada, vários mecanismos 

de resistência são descritos devido aos múltiplos passos enzimáticos intracelulares requeridos 

para a sua ação, como alterações nas enzimas alvo, UMP pirofosforilase, citosina permease 

e citosina desaminase, ou aumento da produção de pirimidinas (FUENTEFRIA et al., 2018; 

CAMPOY; ADRIO, 2017). 

Com o aumento da criptococose e uso de medicamentos antifúngicas, o número de 

relatos de resistência aos também aumentou, o que evidencia ainda mais a necessidade no 

desenvolvimento de novas terapias antifúngicos. 

2.7 Derivados de acetanilidas 
 
 

 A identificação de substâncias inovadoras com atividade antimicrobiana é extrema 

relevância, devido aumento de morbimortalidade, ao uso indiscriminado de antimicrobianos, e 

consequentemente o número de micro-organismos resistentes e/ou multirresistentes ao 

tratamento e as propriedades farmacocinéticas dos fármacos (DE AZAMBUJA et al., 2018; 

MAZIARZ;PERFECT, 2016).  

A busca por novos alvos e terapias anti-criptocócicas vêm sendo objeto de estudo de 

diversas pesquisas ao longo dos últimos anos, os produtos naturais e seus derivados, têm 

sido utilizados devido à grande diversidade de substâncias com atividade biológica 

(NASCIMENTO JÚNIOR et al., 2016). Entretanto, o uso de produtos sintéticos tem crescido 
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consideravelmente nos últimos anos em decorrência da agilidade no processamento e da 

capacidade de modelagem molecular, tornando-se uma ferramenta de grande importância 

para o desenvolvimento de fármacos com propriedades farmacológicas mais seguras e 

eficientes (SAMPAIO et al., 2014).  

O grupo amida é amplamente encontrado em compostos criados pelo homem e 

presentes na natureza e apresenta propriedades biológicas importantes (RUIDER; MAULIDE, 

2015). De acordo, com Aschale(2012), o interesse  em fazer substituições nos derivados de 

acetanilida devido a este grupo estar presente em várias drogas sintéticas relacionadas a uma 

ampla gama de atividades biológicas. Estudos demonstram que estes derivados possuem 

ação antifúngica (BARDIOT et al., 2015), antibacteriana (ADDLA et al., 2014), antiviral, anti-

helmíntica, analgésica e anti-inflamatório (ASCHALE, 2012), inseticida (WAN et al., 2011) e 

anticonvulsivante (ALI et al., 2015).  

Entre os derivados de acetanilida halogenados, destaca-se as cloroacetamidas que 

estão entre os herbicidas mais utilizados no mundo (KATKE et al., 2011; KARIER et al., 2017). 

Sua ação ocorre na membrana plasmática dos vegetais através da inibição de enzimas 

responsáveis pela biossíntese de ácidos graxos de cadeia muito longa (ECKERMANN et al., 

2003).  Além disso, estudos demonstram que esses compostos e seus derivados apresentam 

ação biológica comprovada, como ação antibacteriana (KATKE et al., 2011; ASCHALE, 2012), 

antileishmania (LAVORATO et al., 2017) e entre outras atividades. 

A ação antifúngica das cloroacetamidas também foram reportadas por Katke et al. 

(2011) e Aschale (2012), através do perfil de suscetibilidade de cepas de Candida spp., A. 

niger e F. oxysporum com o método de disco difusão em ágar. Além disso, Machado et al. 

(2019) avaliaram a ação antifúngica de derivados de cloroacetamidas frente a cepas 

dermatofíticas, Fusarium spp. e verificaram ação fungicida e fungiostática para Candida spp. 

A prospecção por novas entidades químicas eficazes no combate à resistência fúngica 

e seguras ao paciente são os principais objetivos no rastreamento de novas entidades com 

potencial antifúngico. A escolha por uma classe de compostos sintéticos para o rastreamento 

de atividade biológica pode ser baseada em relatos da literatura que comprovam que 

compostos derivados de determinada classe apresentam eficácia sobre algum microrganismo. 

Neste contexto, pela falta de estudos envolvendo o potencial ação antifúngica de outros 

derivados halogenados como bromoacetamidas, demonstra o interesse de promover 

pesquisas, a fim de elucidar sua provável ação antifúngica em cepas Cryptococcus 

neoformans e ampliar os conhecimentos biológicos.  
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 
 

Avaliar a atividade antifúngica e antibiofilme do 2-bromo-N-fenilacetamida sobre 

linhagens de Cryptococcus neoformans, como também o estudo toxicidade in silico e in vitro.  

3.2 Objetivos Específicos 
 

 Determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) e a Concentração Fungicida Mínima 

(CFM) do 2-bromo-N-fenilacetamida e antifúngicos padrões; 

 Analisar a ação do 2-bromo-N-fenilacetamida sobre a parede celular fúngica; 

 Verificar a ação do 2-bromo-N-fenilacetamida sobre a membrana celular fúngica, a 

partir da sua capacidade de interagir com o ergosterol presentes na membrana celular 

das linhagens Cryptococcus neoformans em estudo; 

 Estudar a interação do-bromo-N-fenilacetamida em enzimas alvos para fármacos 

antifúngicos, através do estudo de docking molecular;  

 Verificar a influência do 2-bromo-N-fenilacetamida e antifúngicos padrões no biofilme;  

 Avaliar a interferência do 2-bromo-N-fenilacetamida sobre efeitos dos antifúngicos 

padrões e estudo de associação;  

 Determinar os parâmetros farmacocinéticos e toxicológicos do 2-bromo-N-

fenilacetamida in silico;   

 Estudar o efeito do 2-bromo-N-fenilacetamida em eritrócitos humanos, por meio da 

avaliação do potencial hemolítico e da fragilidade osmótica. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Local da pesquisa 
 

Os ensaios de atividade antifúngica foram realizados no Laboratório de Pesquisas de 

Atividade Antibacteriana e Antifúngica de Produtos Naturais e/ou Sintéticos Bioativos do 

Departamento de Ciências Farmacêuticas, localizado no Centro de Ciências da Saúde (CCS) 

da Universidade Federal da Paraíba (UFPB). Os ensaios toxicológicos foram realizados no 

Laboratório de Bioquímica da Unidade Acadêmica de Ciências Biológicas, localizado no 

Centro de Saúde e Tecnologia Rural (CSTR) da Universidade Federal de Campina Grande 

(UFCG) / Patos PB, sob coordenação do Prof. Dr. Abrahão Alves de Oliveira Filho. 

4.2 Substância - teste 
 

Para a avaliação da atividade antifúngica foi utilizada como produto-teste a amida 

sintética 2-bromo-N-fenilcetamida (Figura 5), que será referida nos tópicos subsequentes 

como A1Br, cuja síntese foi realizada no Laboratório de Pesquisa em Bioenergia e Síntese 

Orgânica, do Centro de Ciências Exatas e da Natureza (CCEN) da Universidade Federal da 

Paraíba, pelo Dr. Helivaldo Diógenes da Silva Souza, sob a supervisão do Professor Dr. 

Petrônio Filgueiras de Athayde Filho. A solução A1Br foi preparada no momento de execução 

dos testes, sendo devidamente solubilizados em dimetil-sulfóxido (DMSO) numa proporção 

de até 10 % e tween 80 a 2%. Em seguida, foi completado com água destilada esterilizada 

(q.s.p. 3mL) para obter uma emulsão na concentração inicial de 1024 µg/mL (CLEELAND; 

SQUIRES, 1991).  

 

      Figura 5. Estrutura química da amida sintética 2-bromo-N-fenilacetamida. 
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4.2.1 Preparação 2-bromo-N-fenilacetamida  
 

Num balão de 50 mL contendo anilina (1,86 g; 0,020 mols) e K2CO3 (3,31 g; 0,024 mols) 

solubilizado em 20 mL de CHCl3 a uma temperatura de 0°C, foi adicionado lentamente o bromo 

de 2-bromoacetila (4,84 g; 0,024 mols). O banho de gelo foi retirado e a reação fica sobre 

agitação por 20 horas em temperatura ambiente. A mistura reacional foi  acompanhada por 

TLC (hexano/acetato de etila 1:1). Ao término da reação, a mistura reacional foi submetida a 

uma extração. A fase orgânica foi lavada com água (3 x 25 mL), seca no sulfato de sódio 

anidro e depois concentrada à uma pressão reduzida, fornecendo o um precipitado que foi 

recristalizado numa mistura etanol/água fornecendo 80% de rendimento. 

Figura 6. Representação da preparação 2-bromo-N-fenilacetamida. 

 

2-bromo-N-fenilacetamida (A1Br): Rendimento: 80%, p.f. 130-132 °C (Lit. 129-131°). RMN 

1H (400 MHz – CDCl3): δ 4.02 (s, 2H, CH2), 7.17 (ddd, J = 8.6, 2.2, 1.1 Hz, 1H, CHAr), 7.39 – 

7.32 (m, 2H, CHAr), 7.53 (dd, J = 8.6, 1.0 Hz, 2H, CHAr), 8.13 (s, 1H, NH). IV (ATR): /cm-1 

3294 (NH), 3145, 3037 (CHAr.), 1654 (C = O), 1606, 1498, 1444 (C=CAr.), 1111 (C – Br), 758 

(CHAr).  

O composto foi caraterizado e os dados corroborando com Xie et al. (2014).  

4.2.2 Análise de identificação estrutural e pureza 
 

Todos os reagentes e solventes utilizados foram adquiridos de fontes comerciais com 

grau P.A. Os que não apresentavam a qualidade adequada, quando necessário, foram 

purificados.  

A purificação do composto foi realizada pela técnica de recristalização em etanol/água 

e confirmada a partir da determinação da faixa de fusão obtido em placa de aquecimento da 

marca MQAPF-301 (Microquímica) e a identificação estrutural foi evidenciada por análises 

espectrométricas de absorção do Infravermelho, Ressonância Magnética Nuclear de 

Hidrogênio¹ e Carbono 13. 
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4.2.2.1 Infravermelho 

O espectro na região de Infravermelho (IV) (Anexo A) foi obtido no espectrômetro FTIR 

modelo IRPrestige-21, do fabricante Shimadzu, com acessório de reflectância total atenuada 

(do inglês, ATR) acoplado, com as seguintes condições de análise: Região 4000-600 cm-1; 

Resolução: 4 cm-1; Nº acumulações: 20; Modo: transmitância.  

4.2.2.2 Ressonância Magnética Nuclear – Hidrogênio1 e Carbono 13  

O espectro de RMN 1H e RMN 13C (Anexo A) foram obtidos no aparelho da Marca 

Bruker, operando respectivamente, a 400 MHz e 101 MHz. Tetrametilsilano (TMS) foi usado 

como padrão interno e clorofórmio deuterado (CDCl3) como solvente. Os deslocamentos 

químicos (δ) foram medidos em unidades de parte por milhão (ppm). As multiplicidades das 

bandas foram indicadas segundo as convenções: s – singleto, d – dubleto, dd – duplo dupleto, 

duplo duplo dupleto – ddd e m – multipleto.  

4.3 Produtos - controle 
 

Os produtos utilizados como controles na execução das metodologias, foram os 

seguintes antifúngicos sintéticos: anfotericina B e voriconazol, fármacos utilizados para o 

tratamento de infecções por Cryptococcus neoformans, adquiridos da Sigma-Aldrich® e 

disponíveis no Laboratório de Pesquisas de Atividade Antibacteriana e Antifúngica de 

Produtos Naturais e/ou Sintéticos Bioativos do Departamento de Ciências Farmacêuticas no 

Centro de Ciências da Saúde na Universidade Federal da Paraíba. As soluções também foram 

preparadas no momento de execução dos testes.  

4.4 Linhagens fúngicas 
 

Para os ensaios de atividade antifúngica foram selecionadas um total de 18 linhagens 

de origem clínica de Cryptococcus neoformans (LM-22, LM-49, LM-108, LM-120, LM-230, LM-

258, LM-260, LM-287, LM-300, LM-309; LM-525, LM-528, LM-820, LM-1147, LM-1401, LM-

1801, LM-1907, LM-2601) obtidas da coleção do Laboratório de Micologia Departamento de 

Ciências Farmacêuticas, Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal da Paraíba. 

A linhagem padrão INCQS 40221 foi adquirida da Coleção de Micro-organismos de Referência 

em Vigilância Sanitária (CMRVS) do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saúde 

(INCQS), Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). 
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Todas as linhagens fúngicas foram mantidas em tubo de ensaio contendo Ágar 

Sabouraud Dextrose (DIFCO Laboratories Ltda.), a uma temperatura de 4 °C. Foram utilizados 

para os ensaios repiques de 24 horas em Ágar Sabouraud Dextrose incubados a 35 °C.  

4.5 Meios de cultura 
 

Para manutenção das linhagens fúngicas selecionadas e realização dos ensaios de 

atividade antifúngica foram utilizados Ágar Sabouraud Dextrose e meio líquido RPMI 1640-L-

glutamina (Roswell Park Memorial Institute) ambos adquiridos da DIFCO (DIFCO Laboratories 

Ltda, USA), os quais foram preparados conforme instruções do fabricante. Antes de sua 

utilização, os meios foram solubilizados em água destilada e esterilizados em autoclave a 

121ºC por 15 minutos. 

4.6 Inóculo  
 

 A preparação do inóculo foi realizada a partir de culturas recentes de cada uma das 18 

linhagens selecionadas de C. neoformans, previamente cultivadas em tubos estéreis contendo 

ASD inclinado e incubados a 35ºC por 24- 72 horas para atingirem crescimento satisfatório.  

Para o preparo da suspensão das linhagens, as colônias fúngicas recentes foram cobertas 

com 5 mL de solução salina estéril (NaCl 0,85 % p/v) e, por meio de suaves agitações e 

raspagens com auxílio de uma alça de platina em “L”, as suspensões foram obtidas. Em 

seguida, essas suspensões foram agitadas por 2 minutos com auxílio do aparelho Vortex 

(FANEM), comparando-se e ajustando-se, posteriormente, sua turbidez com uma suspensão 

de sulfato de bário do tubo nº 0,5 da escala Mc Farland, a qual corresponde a um inóculo de 

aproximadamente 106 unidades formadoras de colônias/mL (UFC/mL). Por fim, foi realizada a 

contagem celular em câmara de Neubauer e as suspensões serão ajustadas no 

espectrofotômetro (Leitz-Fhotometer 340-800), para conter aproximadamente 1x106 UFC/mL 

(CLEELAND; SQUIRES,1991;  HADACECK; GREEGER, 2000;ABERKUME et al., 2002;  

ANTUNES et al., 2006; CLSI, 2008;  FREIRE et al., 2014, CLSI, 2015). 

4.7 Avaliação da atividade antifúngica in vitro 
 

Os ensaios de atividade antifúngica foram realizados conforme os protocolos 

estabelecidos por Cleeland e Squires (1991), Hadacek e Greger (2000) e CLSI (2008). 
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4.7.1 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 
 

A determinação da concentração inibitória mínima foi realizada utilizando-se A1Br. Os 

ensaios foram realizados por meio da técnica de microdiluição em caldo, utilizando placas de 

96 orifícios estéreis e com tampa (CLEELAND; SQUIRES, 1991; HADACEK;GREGER, 2000). 

Em cada orifício da placa, foram adicionados 100 μL do meio líquido RPMI 1640 duplamente 

concentrado. Em seguida, 100 μL da solução do produto-teste na concentração inicial de 1024 

μg/mL (também duplamente concentrados), foram dispensados nas cavidades da primeira 

linha da placa. E por meio de uma diluição seriada em razão de dois, foram obtidas as 

concentrações de 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0,5, 0,25, 0,125, 0062, 0,031, 0,0015 e 

0,007 μg/mL, de modo que na primeira linha da placa encontre-se a maior concentração e, na 

última, a menor concentração. Por fim, foram adicionados nas cavidades 10 μL do inóculo, de 

aproximadamente 1-5 x 106 UFC/mL, das linhagens fúngicas, correspondendo cada coluna 

da placa a uma linhagem. 

Para verificar a ausência de interferência dos solventes DMSO e Tween 80, a serem 

utilizados na preparação da solução do A1Br, sobre os resultados, foi realizado um controle 

no qual foram colocados nas cavidades 100 μL do RPMI1640 duplamente concentrado, DMSO 

(até 10%), Tween 80 (2%) e 10 μL da suspensão fúngica. Além disso, um controle de 

microrganismo foi realizado colocando-se nas cavidades 100 μL do RPMI 1640 duplamente 

concentrado, 100 μL de água destilada estéril e 10 μL do inóculo de cada linhagem. Também 

foi realizado um controle de esterilidade do meio, no qual foram colocados 200 μL do RPMI 

1640 em um orifício, na ausência da suspensão dos fungos. 

Paralelamente, o mesmo procedimento foi realizado para os antifúngicos padrões 

Anfotericina B e Voriconazol. As placas foram assepticamente fechadas e incubadas a 35ºC 

por 72 horas (SAHIN et al., 2004), para realização da leitura. As CIM’s para A1Br e os 

antifúngicos foram definidas como a menor concentração capaz de inibir visualmente o 

crescimento fúngico verificado nos orifícios, quando comparado com o crescimento controle. 

Os experimentos foram realizados em triplicata e o resultado expresso pela média aritmética 

das CIM’s obtidas nos dois ensaios (SANTOS; HAMDAN, 2005). Os resultados foram 

expressos em CIM50 e CIM90, correspondentes às concentrações em que cada produto inibiu 

50% e 90% das linhagens ensaiadas, respectivamente. 

A atividade biológica do produto foi interpretada, através de sua CIM, conforme os 

seguintes critérios: 50-100 μg/mL = atividade excelente/ótima; 100-500 μg/mL = atividade 
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moderada; 500-1000 μg/mL = baixa atividade; maior que 1000 μg/mL = produto inativo 

(HOLETZ et al., 2002; SARTORATTO et al., 2004; HOUGHTON et al., 2007). 

4.7.2 Determinação da Concentração Fungicida Mínima (CFM) 
 

A Concentração Fungicida Mínima foi determinada para as 18 linhagens de 

Cryptococcus neoformans. Após a leitura da CIM, alíquotas de 10 μL da menor concentração 

com capacidade de inibir o crescimento dos fungos, além das três concentrações 

imediatamente superiores, foram retiradas das cavidades da placa de microdiluição para 

serem semeadas em placas de Petri (90 x 15 mm) contendo Ágar Sabouraud Dextrose. O 

sistema foi incubado a 35ºC por 72 horas. A CFM foi definida como a menor concentração de 

A1Br testado, semeada em ASD, na qual não haja crescimento ou o crescimento seja inferior 

a 3 UFCs (ALBERKUME et al., 2002; PEREIRA et al., 2011). Paralelamente, o mesmo 

procedimento foi realizado para anfotericina B e voriconazol. 

4.7.3 Ação do A1Br na parede celular fúngica: Ensaio com sorbitol  
 

O sorbitol é um protetor osmótico usado para estabilizar os protoplastos de fungos. Este 

ensaio foi utilizado para verificar se o A1Br apresenta ação antifúngica por atuar na parede 

celular fúngica.  

Para este experimento foram selecionadas aleatoriamente as cepas Cryptococcus 

neoformans INCQS-40221 e LM 22, e determinada a CIM da substância, na presença do 

sorbitol, de acordo com o protocolo descrito no item 4.7.1. Neste caso, foi utilizado meio de 

cultura previamente adicionado de sorbitol (PM = 182,17) a 0,8 M. Os valores de CIM de A1Br 

foram então comparados na ausência e presença de sorbitol. Os ensaios foram realizados em 

triplicata e resultado expresso pela média aritmética (FROST et al., 1995; ESCALANTE et al., 

2008). 

 

4.7.4 Ação do A1Br na membrana celular: Interação com ergosterol 
 

A determinação da CIM do A1Br, contra as linhagens de fúngicas Cryptococcus 

neoformans INCQS-40221 e LM 22 foi realizada por microdiluição, utilizando placas de 

microtitulação contendo 96 cavidades, com fundo em forma de “U”, de forma semelhante 

protocolo exposto na determinação da CIM, item 4.7.1. Neste caso, especificamente, foi 
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utilizado meio de cultura previamente adicionado de 400 μg/mL de ergosterol. Os valores de 

CIM dos produtos foram então comparados na ausência e presença de ergosterol exógeno. 

Foi realizado o mesmo procedimento com a anfotericina B, cujo mecanismo de ação envolve 

a interação com ergosterol da membrana, para servir como controle positivo dos resultados. 

As placas foram seladas e incubadas a 37°C por 72 horas para realização da leitura. Os 

ensaios foram realizados em triplicata e o resultado expresso pela média aritmética 

(ESCALANTE et al., 2008). 

4.7.5 Potencial de inibição do A1Br na formação do biofilme 
 

Para o ensaio de inibição de formação de biofilme, 10 μL de cada suspensão de células 

fúngicas Cryptococcus neoformans (INCQS-40221, LM 22 e LM 525)  foram dispensados em 

placas de microtitulação com 100 μL de meio RPMI contendo diferentes concentrações de 

A1Br (¼ MIC, ½ MIC, MIC x 2, MIC x 4) em cada poço. Após 48 h de incubação a 35 ± 2ºC, o 

conteúdo dos poços foi descartado e lavado com água destilada estéril para remoção do 

crescimento planctônico. Após secagem à temperatura ambiente, 140 µL de solução de cristal 

violeta a 1% (NEWPROV®) foram adicionados ao longo de 40 min. O corante foi descartado 

e seu excesso nas paredes do tubo foi removido por lavagem com água destilada. Após a 

secagem, foram incubados com 140µL de etanol absoluto (RIOQUÍMICA®) por 15 minutos, 

medido em leitor de microplacas Multiskan GO a 595 nm. O controle negativo foi realizado 

contendo apenas meio de cultura e inóculo. As análises foram realizadas em triplicata. Esse 

teste foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Balasubramanian et al. (2012), 

com modificações. 

4.8 Análise da associação de A1Br sobre o efeito dos antifúngicos padrões 
 

A substância-teste e os antifúngicos foram solubilizados, sendo preparadas diluições 

em concentrações dobradas (2048 e 1024 μg/mL, respectivamente), em relação à 

concentração inicial definida, e volumes de 100 μL serão diluídos seriadamente 1:2 em RPMI. 

Em cada cavidade com 100 μL do meio de cultura terá 10 % da suspensão fúngica que foi 

previamente preparada como descrito no item 4.6. Cada microplaca estéril foi preenchida no 

sentido vertical e horizontal com a substância-teste e um antifúngico por vez para a obtenção 

do índice de Concentração Inibitória Fracionada (índice CIF). As placas preenchidas foram 

incubadas a 35 oC por 72 horas. 
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O índice CIF foi calculado através da soma do CIFA + CIFB, onde A representa o 

antifúngico e B o composto em teste. O CIFA, por sua vez, foi calculado pela relação CIMA 

combinado/ CIMA sozinho, enquanto que o CIFB = CIMB combinado/ CIMB sozinho. Este 

índice foi interpretado da seguinte maneira: sinergismo (< 0,5), aditividade (0,5 – 1,0), 

indiferença (>1,0) ou antagonismo (>4,0) (ELIOPOULOS; MOELLERING, 1991). 

4.9 Ensaios in silico 

4.9.1 Pass online 
 

O potencial biológico do A1Br como agente antimicrobiano foi avaliado pelo software 

PASS online (www.way2drug.com/passonline) (KHURANA et al., 2011; FERREIRA et al., 

2018; MONTEIRO-NETO et al., 2020). Este programa assume as atividades biológicas de 

moléculas orgânicas, utilizando a relação estrutura-atividade. As atividades biológicas 

encontradas estão relacionadas às interações de compostos com entidades biológicas. A 

previsão é analisada obtendo os índices Pa e Pi e categorizando se uma substância tem 

probabilidade de ser ativa ou inativa, respectivamente (KHURANA et al., 2011; MONTEIRO-

NETO et al., 2020). 

4.9.2  Molinspiration 
 

O software Molinspiration Molecule Viewer (www.molinspiration.com) permite a 

percepção de moléculas usando estatísticas Bayesianas sofisticadas, que combinam as 

estruturas e propriedades do composto ativo representativo no alvo específico com as 

estruturas de moléculas inativas, para reconhecer características da típica subestrutura da 

molécula ativa (ERTL; ROHDE; SELZER, 2000; GUPTA; ANIYERY; PATHAK, 2017). 

A previsão do software é capaz de reportar parâmetros físico-químicos importantes na 

previsão da biodisponibilidade oral teórica. Além disso, para verificar se o composto pode ser 

planejado para administração oral, foi utilizada a "Regra dos Cinco", conforme descrito por 

Lipinski (2004). Nessa regra, se a molécula possui pontuação de pelo menos 3 parâmetros 

que atendam aos requisitos: área de superfície polar total -TPSA <140 Å2; peso molecular - 

MW <500 daltons; um certo número de doadores de hidrogênio -nDLH ≤ 5; coeficiente de 

partição (água / óleo) - cLogP ≤ 5, número de aceitadores de hidrogênio - nALH ≤ 10), o 

composto teoricamente terá boa biodisponibilidade oral (URSU; OPREA, 2010; URSU et al., 

2011). 
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4.9.3 Osiris 
 

Para a análise dos parâmetros teóricos farmacocinéticos e toxicológicos do A1Br, essa 

ferramenta online  (www.organic-chemistry.org/prog/peo/drugScore.html)  foi usada para 

predição por meio da comparação da estrutura química com fragmentos moleculares 

encontrados em um banco de dados (ABREU et al., 2013). 

Após análise, o software forneceu o potencial de semelhança e escore de drogas 

relacionados aos descritores topológicos, além de uma análise teórica dos efeitos 

mutagênicos, tumorigênicos, irritantes e reprodutivos. Nesta análise, os resultados foram 

classificados como toxicidade ausente, toxicidade moderada e toxicidade grave (URSU; 

OPREA, 2010; URSU et al., 2011; FERREIRA et al., 2018). 

4.9.4 Docking Molecular 
 

As enzimas foram obtidas do Protein Data Bank (PDB) (https://www.rcsb.org/) 

juntamente com seus inibidores co-cristalizados, sob PDB ID: 3SFY (2.1 Å), 6ISJ (2.3 Å) e 

6TZ8 (3.3 Å). A geometria da molécula foi otimizada utilizando o programa Hyperchem v. 8.0.3, 

através do método da mecânica molecular (MM+) e o método semi-empírico AM1 (Austin 

Modelo 1) (DEWAR; AMI, 1985). Para a realização das análises do docking molecular foi 

utilizado o software Molegro Virtual Docker (MVD) (v 6.0.1, Molegro ApS, Aarhus, Denmark) e 

utilizados os parâmetros padrões do software, retiradas as moléculas de água e gerado 

template no ligante PDB cristalizado na enzima. 

4.10 Avaliação do efeito do A1Br em eritrócitos humanos 
 

As  amostras de sangue foram coletadas de adultos jovens saudáveis do tipo (A, B e 

O) de acordo com o Código de Ética da Associação Médica Mundial e após aprovação do 

comitê de ética (Parecer Número: 3.621.284) (Anexo B). 

4.10.1 Potencial hemolítico  
 

As amostras de eritrócitos de doadores de sangue humano foram diluídas em NaCl 

0,9% na proporção de 1:30 e centrifugadas a 2500 rpm por 5 minutos para obtenção da 

suspensão sem leucócitos e plaquetas 0,5%. Posteriormente, a substância A1Br foi 

adicionada às suspensões de hemácias, nas concentrações de 50, 100, 500 e 1000 µg/mL. 
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Para os controles, foi realizada uma suspensão de eritrócitos sem tratamento que corresponde 

a 0% de hemólise como controle negativo e uma suspensão de eritrócitos tratada com Triton 

X-100 1% correspondendo a uma hemólise de 100% como controle positivo. 

As amostras foram incubadas por 1 hora a 22 ± 2 ºC com agitação lenta e constante a 

100 rpm. Após a incubação, as amostras foram centrifugadas a 2500 rpm por 5 min e a 

hemólise foi quantificada por espectrofotometria no comprimento de onda de 540 nm 

(RANGEL et al., 1997). Os testes foram realizados em triplicata e os resultados expressos em 

porcentagem que representa a média aritmética. 

4.10.2 Fragilidade osmótica  
 

O ensaio de fragilidade osmótica eritrocitária foi realizado utilizando suspensões de 

hemácias a 0,5%. As concentrações (50, 100, 500 e 1000 µg/mL) da substância A1Br foram 

utilizadas para o tratamento de suspensões de hemácias a 0,5% por 1 h a 22 ± 2 ° C. Após 

esse tempo, as amostras foram centrifugadas a 2500 rpm por 5 min e o sobrenadante foi 

descartado. Os eritrócitos foram ressuspensos em solução hipotônica de cloreto de sódio 

0,24% por uma hora a 22 ± 2 ° C. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 2500 rpm 

por 5 min e a hemólise do sobrenadante foi quantificada por espectrofotometria a 540 nm 

(DACIE; LEWIS 2001).Para os controles foi realizada suspensão de eritrócitos sem 

tratamento, que corresponde a 0% de hemólise como controle negativo e solução hipotônica 

de 0,24% de cloreto de sódio, correspondendo a 100% de hemólise como controle positivo. 

Os testes foram realizados em triplicata e os resultados expressos em porcentagem que 

representa a média aritmética. 

4.11 Análise de dados 
 

 Todos os ensaios foram realizados em triplicata e para determinar as diferenças 

significativas entre os grupos tratados e não tratados foi utilizada a análise de variância 

unidirecional (ANOVA), seguida pelo pós-teste de Bonferroni. Os resultados foram plotados 

usando GraphPad Prism versão 6.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA). A diferença 

estatística foi estabelecida em valores de p <0,05, representados por asteriscos nas figuras. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

5.1 Antifungal and Antibiofilm activity of 2-bromo-N-phenylacetamide against 
Cryptococcus neoformans 
      Artigo aceito para publicação Asian Journal of Pharmaceutical and Clinical Research 
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ABSTRACT 

Objective: The aim of this study was to evaluate the antifungal and antibiofilm of 2-bromo-N-

phenylcetamide (A1Br) against C. neoformans in vitro.   

 

Methods: The compound was characterized by infrared (IR) and 1H 13C- nuclear magnetic 

resonance spectrometry data. Minimum inhibitory concentration (MIC) was determined using 

the plate-dilution method and biofilm formation inhibition the crystal violet  assay. 

 

Results: A1Br inhibited the growth of C. neoformans with MIC of 0.25 and 0.5 μg/ml, and has 

good antibiofilm activity MIC x4, with ≥80% inhibition growth. 

 

Conclusion: Thus, A1Br shows potential antifungal and anti-biofilm agents for the treatment 

of infections caused by C. neoformans, as well as the eradication of cryptococcal colonization 

of medical prosthetic devices. 

 

 

Keywords: Antifungal; biofilm; 2-bromo-N-phenylcetamide, Cryptococcus neoformans, in 

vitro. 
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INTRODUCTION 

Cryptococcosis is a predominantly opportunistic fungal infection caused by yeasts of the 

Cryptococcus genus, belonging to the C. gattii and C. neoformans complexes. This disease is 

associated with one of the main causes of mortality in immunocompromised individuals, 

predominantly HIV/AIDS [1,2,3]. 

Infection occurs through inhalation of the yeast's infectious forms, the basidiospores, 

usually in soil contaminated with decomposing bird and vegetable excrement. As a result, the 

manifestations usually occur in the pulmonary and cerebral form, often causing the most 

severe state of the disease, meningocephalitis [4]. 

The pathogenicity of species of the genus Cryptococcus is facilitated by the expression 

of several virulence factors that play a important role in the colonization, adhesion, invasion, 

dissemination and evasion of the fungus from the defense mechanisms of the host's immune 

system [5]. Among these factors are the ability to adhere to host cells and/or medical devices, 

production of exoenzymes and biofilm formation [5, 6,7,8]. 

Biofilms are defined as communities of highly organized microorganisms involved in a 

matrix polymeric, which are composed mainly of DNA, proteins and polysaccharides [9]. 

 Biofilm formation is an important virulence factor and is associated with increased 

antifungal resistance as it makes it harder for antifungal agents to penetrate the extracellular 

matrix, in addition to protecting the fungal cells from the host's immune response and 

environmental stress [10,11]. The eradication of biofilms in vivo generally requires 

concentrations of antimicrobials that are generally toxic to the host. In Cryptococcus 

neoformans, biofilms are more resistive than planktonic cells in relation to amphotericin B, in 

addition to being generally resistant to fluconazole and voriconazole [12]. In order to reverse 

this scenario, several studies have been carried out to screen for new compounds that have 

antifungal activity. 

The amide group is widely found in natural and synthetic products and important 

biological properties are described. Among the amides, some studies verified the efficacy of 

acetanilide derivatives, related to a wide range of biological activities, such as anti-

inflammatory [13,14], analgesic [13,15], antibacterial [13,16,17], antiparasitic [13,18,19] and 

antifungal [13,16].  

 Considering, C. neoformans biofilm infections are increasingly recognized as a clinical 

problem. The discovery of new chemical entities effective in combating fungal resistance and 

with low toxicity is necessary and urgent. The aim of this work is to investigate antifungal activity 
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and the ability of 2-bromo-N-phenylacetamide (A1Br) to interfere in the inhibition of biofilm 

formation in Cryptococcus neoformans isolates. 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Test Substance and Antifungal Drugs  
 

 Aniline, bromoacetyl bromide, potassium carbonate (K2CO3), chloroform and ethanol 

were purchased from Sigma-Aldrich (São Paulo, Brazil). The substance A1Br was prepared in 

a 50 mL flask containing aniline (1.86 g; 0.020 moles) and K2CO3 (3.31 g; 0.024 moles) 

solubilized in 20 ml of CHCl3 at a temperature of 0 ° C, is 

2-bromoacetyl bromine (4.84 g; 0.024 moles) is added slowly. The bath 

ice is removed and the reaction is stirred for 20 hours at room temperature 

environment. The reaction mixture is accompanied by TLC (1: 1 hexane / ethyl acetate). 

 At the end of the reaction, the reaction mixture was subjected to extraction. The phase 

organic is washed with water (3 x 25 ml), dried over anhydrous sodium sulfate and then 

concentrated at a reduced pressure, providing the precipitate that was 

recrystallized in an ethanol /water (8:2) mixture providing 80 % yield. The A1Br compound was 

characterized by 1H-nuclear magnetic resonance spectrometry data and  infrared (IR) and the 

data corroborated with Xie et al. [20]. 

Voriconazole and amphotericin B (Sigma-Aldrich®, São Paulo, SP, Brazil) were 

dissolved  in 5% dimethylsulfoxide (DMSO) and 2% Tween 80 (Sigma-Aldrich®, São Paulo, 

Brazil), and using sterile distilled water. 

 

Culture, Microorganisms and Inoculum Preparation  

 

Strains of C. neoformans  clinical  (LM-22 and LM-525) and standard origin INCQS 

40221(National Institute of Quality Control in Health)  were used. 

The strains were kept on Sabouraud dextrose agar (SDA) at 4°C until the inoculum was 

prepared. The preparation of the inoculum was carried out in inclined sterile tubes containing 

SDA and incubated at 35° ± 2 ° C for 72 hours. After the incubation period, a fungal suspension 

was prepared and adjusted on the 0.5 Mc Farland scale. 

To test the inhibition of biofilm formation, the culture medium RPMI-1640-L-glutamine 

(without sodium bicarbonate) was used (Sigma-Aldrich®, São Paulo, SP, Brazil). 
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Determination of Minimum inhibitory concentration (MIC)  

 

MIC was performed using the broth microdilution technique [21, 22, 23]. Briefly, 100 µl 

of RPMI-1640 doubly concentrated were distributed to the microdilution plate wells. Then, 100 

µl of A1Br (also doubly concentrated) was dispensed in serial dilution in initial concentrations 

of 1024 µg/ml to 0.007 µg/ml. Then, 10 μl aliquots of the inoculum suspension of the strain 

were added to the wells. At the same time, sterility control and negative control were performed. 

The plates were incubated at 35 ± 2 ° C for 72 hours. The results were analyzed observing the 

turbidity of the medium that is indicative of the growth of the microorganism. MIC is defined as 

the lowest concentration that produces visible inhibition of yeast growth compared to controls. 

They were expressed as the arithmetic mean of the MIC obtained, performed in triplicate. 

A1Br antifungal activity was interpreted and considered active or inactive, according to 

the following criteria: strong activity: 50–500 µg/ml; moderate activity: 600–1500 µg/ml; weak 

or inactive activity:> above 1500 µg/ml [24]. 

 

Biofilm formation inhibition assay 

 

In the biofilm inhibition assay, 10 μl of Cryptococcus neoformans fungal cell suspension 

was dispensed on microtiter plates with 100 μl of RPMI medium containing different 

concentrations of A1Br (¼ MIC, ½ MIC, ½ MIC, MIC x 2, MIC x 4) on each item. After 72 h of 

incubation at 35 ± 2ºC, the contents were discarded from the wells and washed with sterile 

distilled water. At room temperature, drying occurred and 140 µl of 1% violet crystal solution 

(NEWPROV®) was added over 40 min. After discarding the dye and the excess is removed 

with distilled water. After drying, 140µL of absolute ethanol (RIOQUÍMICA®) was added for 15 

minutes, measured in a Multiskan GO microplate reader at 595 nm. The negative control was 

performed.The analyzes were performed in triplicate. This test was performed according to the 

methodology described by Balasubramanian et al. [25], with modifications. 

 

Statistical analysis   

 

Statistical analyzes were performed to determine significant differences between the 

treated and untreated groups by unidirectional analysis of variance (ANOVA), followed by the 

Bonferroni post-test. The results were plotted using GraphPad Prism version 6.0 (GraphPad 
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Software, La Jolla, CA, USA). The statistical difference was established at values of p <0.05, 

represented by asterisks in the figures. 

 

 

RESULTS AND DISCUSSION 

 

The results obtained for MICs of A1Br against C. neoformans were 0.25 and 0.5 μg/ml 

(Table 1). In view of this result, we can classify the substance as an optimal activity, since, 

according to Sartoratto et al. [24] the MIC results will be considered as: excellent activity if the 

value is 50-500 µg/ml; moderate: 600 - 1500 µg/ml; and weak or inactive activity when the 

value is above 1500 µg/ml. 

 

Table 1. Minimal inhibitory concentration  of the A1Br against of Cryptococcus 
neoformans. 
 

Strains   Minimal inhibitory 
concentration   

 
   Control* 

 
 

MIC A1Br 
(mg/ml) 

       

INCQS 40221 
  

0.5              + 

LM-22 
  

0.5           + 

LM-525      0.25                     +        

MIC: Minimum inhibitory concentration; *Control of microbial growth 
 

To date, this is the first study in the literature on the antifungal activity A1Br. However, 

there are studies with chloroacetamide derivatives, in which Katke et al. [26] evaluated the 

antimicrobial activity of these derivatives using the disk diffusion method and considered strong 

activity. Machado et al. [27] verified the antifungal activity of 11 chloroacetamide derivatives 

using MIC, only three were effective against dermatophytes (MIC: 3.12–50 μg/ml) and Candida 

species (MIC: 25–50 μg/ml). 

 The formation of biofilm represents a major problem in therapy, due to the 

concentration required to eliminate it, it may exceed permitted doses of the antimicrobial [28, 

29]. 

The ability of A1Br to inhibit the biofilm formation of C. neoformans in vitro was 

evaluated. The A1Br molecule showed inhibition capacity at all concentrations tested. In the 

treated and control groups, significant differences were observed (Figure 1a, 1b, 1c). It was 
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observed in the graph that A1Br presents good antibiofilm activity [30] MIC x4, corresponds to 

an ≥80% inhibition of biofilm growth in relation to the dose-dependent concentration, the higher 

the concentration the better inhibition capacity. 

 

 

 

Figure 1. The effect of inhibiting biofilm formation was examined A1Br, amphotericin 
and voriconazole in concentrations ranging from 1/4 to 4x MIC using the crystal violet 
stain assay. 

After 1/4 MIC, there was a reduction of more than 40% in the biofilm formation by 

C.neoformans. This study demonstrates sub-1/4 MIC of A1Br had better ability to inhibit biofilm 
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formation than voriconazole (p≤0.0001) (Figure 1a, 1b, 1c). However, this reduced action on 

the biofilm may be associated with protection of the exopolymeric matrix, composed mainly of 

glucuronoxylomannan in the biofilm cells, forming a physical barrier that makes it difficult for 

voriconazole to reach the cell [12,31]. In addition, other mechanisms such as increased gene 

expression and/or efflux pump activity in biofilm-forming cells, compared to planktonic 

antifungals, may be associated with this reduction 

Amphotericin B and A1Br inhibited over 80% of all biofilms of Cryptococcus neoformans 

strains at concentrations ≥ 0.5 and 1 μg/ml, respectively (Figure 2). In the study by Martinez 

and Casadevall [12] it was observed that the survival of biofilms was reduced by approximately 

50% after treatment with 4 μg/ml of amphotericin B and 80% of biofilm C. neoformans were 

inhibited after treatment with 8μg/ml of amphotericin B. Therefore, A1Br has shown very good 

antifungal and anti-biofilm activity against biofilm-forming Cryptococcus neoformans. 

 

 

Figure 2. The percentage of inhibition of the biofilm formation of the strains was 
examined at final concentrations of A1Br ranging from 1/4 to 4 x MIC. 
 

CONCLUSIONS 

 

The search for medicinal chemical that exhibit antifungal and antibiofilm activities has 

been of interest since the rise of antimicrobial resistance. In this study, the antifungal and 

antibiofilm action of compound 2-bromo-N-phenylcetamide, can make it a promising new 

antifungal agent in the treatment of cryptococcosis. Additional studies are needed to 

elucidation of antibiofilm activity in the capsule and adhesion mechanism. 
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Abstract 

Introduction: Cryptococcal meningitis is an infection caused by encapsulated yeasts of 

the genus Cryptococcus that mainly affects immunosuppressed patients. Also, 

antifungal therapy presents difficulties regarding toxicity and drug-resistant pathogens. 

Thus, the development of new antifungal substances agents has been a promising 

alternative.  

Objective:This paper aimed to investigate the antifungal activity of 2-bromo-N-

phenylacetamide (A1Br)  in silico,  in vitro against C. neoformans and in vitro toxicity. 

Method: A1Br was synthesized and their structure characterized. In silico analysis, the 

software Pass online, Molinspiration, and Molecular docking were used. The antifungal 

evaluation using the broth microdilution technique and checkerboard method. The 

citocitoxity A1Br tested against the erythrocytes of the ABO system. 

Results: The substance was 410 biological activities and good oral bioavailability in silico. 

These results show that A1Br presented binding energy and favorable interactions for 

adequate anchoring in enzymes 6ISJ and 6TZ8, being a possible place of action for 

A1Br. The A1Br compound promoted an antifungal effect with minimum inhibitory 

concentration (MIC) 0.25 - 1 μg mL-1 with fungicidal action. In investigating the 

mechanism of action, MIC was demonstrated in the presence of sorbitol that remained 

unchanged. In contrast, A1Br MIC increased in the presence of ergosterol, showing a 
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possible mechanism of action on the plasma membrane. The combinations of A1Br-

amphotericin B and A1Br-voriconazole were antagonists. The analysis of cytotoxicity 

shows favorable. 

Conclusion: Thus, A1Br shows promising antifungal activity through the interaction with 

fungal membrane ergosterol. However, more research must be conducted on its 

pharmacology and toxicity in vivo. 

 

Keywords: 2-bromo-N-phenylcetamide, in silico, antifungal activity, mechanism of action, 

association study, in vitro toxicity. 

 

1. INTRODUCTION 

 

 Cryptococcosis is a systemic fungal infection caused by encapsulated yeast through 

inhalation of basidiospores of pathogenic species of the genus Cryptococcus, with C. 

neoformans and C. gattii being the most frequent in the disease [1,2]. The growing number of 

immunocompromised individuals, cryptococcal meningitis, is the most worrying form of the 

disease resulting in 181,000 deaths in year [3]. 

The number of drugs for the therapy of cryptococcosis is reduced, with amphotericin B, 

5-fluorocytosine, and fluconazole being used. However, the pharmacological choice depends 

on the patient's underlying disease, immunity, the site of infection, and antifungal toxicity [4,5]. 

The limited arsenal of antifungal drugs, the expansion of fungal resistance and side 

effects encourage researchers to look for new molecules [6-9]. In this context, amides are a 

class that has been found in abundance in nature as natural products [10,11] proteins and in 

biological and synthetic polymers[12].They have already been described as an anti-

inflammatory, analgesic, antitumor[13], antiparasitic[14,15], and antimicrobial [16,17]. 

Consequently, one of the families of synthetic amides has been described is acetanilide. 

           The potential of acetanilide derivatives has demonstrated biological activities, including 

anti-inflammatory [18], analgesic [19], antipyretic [19], antifungal [20], antibacterial [20,21], 

herbicides [22], hypoglycemic [23], antioxidant [24] and antileishmanial [25]. 

Thus, acetanilide derivatives have been the target of studies, due to their promising 

antimicrobial activities. To date, there are no studies in the literature regarding the antifungal 

activity of 2-bromo-N-phenylcetamide (A1Br). However, in the study Katke et al. [26] and 
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Aschale[27] with chloroacetamide derivatives found antifungal and antibacterial action and 

considered a strong antimicrobial activity. 

In view of the increased incidence of cryptococcosis and the risk of toxicity of the 

antifungals used in clinical, it is necessary to look for new therapeutic alternatives with 

antifungal action, with A1Br being a candidate. Therefore, the objective of this study was to 

evaluate in silico and in vitro the antifungal activity of A1Br, as well as to investigate the 

mechanism of action, a study of association with antifungals and in vitro toxicity. 

 

2. MATERIALS AND METHOD  

 

2.1 Chemistry 

Aniline, potassium carbonate (K2CO3), bromoacetyl bromide, ethanol and chloroform 

and  were purchased (Sigma-Aldrich, São Paulo, Brazil). Nuclear magnetic resonance (NMR) 

spectra of hydrogen (1H) at 400 MHz using the deuterated chloroform (CDCl3) and carbon (13C) 

solvent were obtained at 101 MHz using CDCl3, both using the Bruker Avance device 400. The 

infrared spectrometer on the Shimadzu (IR) model IRPrestige-21 FT-IR with an attenuated total 

reflection accessory (Supplementary Material).For the purification of the compound, 

recrystallization technique was used and the purity was evaluated through the measurement 

of the melting point using the MQAPF-302 (Microchemistry) apparatus. 

 

2.2 Preparation of A1Br 

 In a 50 mL flask containing K2CO3 (3.31 g, 24 mmol) and aniline (1.86 g, 20 mmol) 

contained in CHCl3 (20 mL) at a temperature of 0°C, 2-bromoacetyl bromide (4.84 g, 24 mmol) 

was added dropwise. The reaction mixture was removed from the ice-cooling and was stirred 

at room temperature for 20 h. At the end of the reaction, the reaction mixture was filtered and 

the solvent was evaporated under reduced pressure, yielding a precipitate. After 20 h of 

reaction, the solid was filtered, washed with a little chloroform and the combined organic phase 

was removed under reduced pressure and generating a solid. The solid obtained was 

recrystallized from an ethanol/water mixture (8: 2). Yield: 80% M.P. 130-132 °C (Lit.:1 129-

131°). IR (ATR) /cm-1 3294 (NH), 3145, 3037 (CHAr.), 1654 (C = O), 1606 (N-H), 1554, 1498 

(C=CAr.), 1444 (CH2), 1111 (C – Br), 758 (CHAr).1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 8.13 (s, 1H), 7.53 

(dd, J 8.6, 1.0 Hz, 2H, CHAr), 7.39 – 7.32 (m, 2H, CHAr), 7.17 (ddd, J 8.6, 2.2, 1.1 Hz, 1H, CHAr), 

4.02 (s, 2H). 13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 164.53, 137.76, 128.25, 123.73, 119.36, 29.29. The 

A1Br compound was characterized and the data corroborated with Xie et al. [28]. 
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The solutions A1Br  and standard antifungals, Amphotericin B and Voriconazole (Sigma-

Aldrich, São Paulo, Brazil) were solubilized in 5% dimethylsulfoxide and 2% Tween 80 (Sigma-

Aldrich, São Paulo, Brazil), and using sterile distilled water. 

 

2.3 Culture Mediums 

The culture media RPMI-1640 L-glutamine and without sodium bicarbonate (Difco 

Laboratories Ltd., USA, France, and INLAB, São Paulo, Brazil) were used the antifungal 

evaluation test and Sabouraud dextrose agar (SDA) (Difco Laboratories Ltd., USA, France) to 

maintain the strains. These materials were prepared according to the specifications pre-

established in the manufacturer's protocol. 

 

2.4 Microorganisms and Inoculum Preparation  

Strains of C. neoformans o clinical and standard origin were used of the collection 

Mycology  Laboratory, Federal University of Paraíba. In this study, 18 strains of clinical origin 

(LM-22, LM-49, LM-108, LM-120, LM-230, LM-258, LM-260, LM-287, LM-300, LM-309, LM-

525, LM-528, LM-820, LM-1147, LM-1401, LM-1801, LM-1907, LM-2601) and the standard 

strain INCQS 40221.  

The strains were preserved in SDA  at 4°C.The inoculum was prepared in fresh 

cultures,a fungal suspension adjusted to a scale of 0.5 McFarland (1-5x106 CFUmL-1) and 

incubated at 35 ± 2°C for 72 hours.  

  

3.5 In silico Analysis 

 

3.5.1 PASS Online 

 The biological potential of A1Br as an antimicrobial agent was assessed by the PASS 

software online[29-31]  (http://www.way2drug.com/passonline).  The forecast is analyzed by 

obtaining the Pa and Pi indices and categorizing whether a substance is likely to be active or 

inactive, respectively according to the interactions of the structure-activity relationship with 

known biological entities [29, 31]. 

 

3.5.2 Molinspiration 

The Molinspiration Molecule Viewer software[32] (http://www.molinspiration.com) 

allows, through physical-chemical parameters, the prediction of the theoretical oral 

bioavailability of the molecule, according to the "Rule of Five" described by Lipinski[31-34].In 
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this rule, if the molecule has scores of at least 3 parameters that meet the requirements: total 

polar surface area -TPSA<140 Å2; molecular weight- MW <500 daltons; a number of hydrogen 

donors -nDLH ≤ 5; partition coefficient (water/oil) - cLogP ≤ 5, number of hydrogen acceptors 

- nALH ≤ 10), the compound will theoretically have good oral bioavailability [30,34-36]. 

 

3.5.3 Molecular docking 

Molecular Virtual Docker (MVD) software (v 6.0.1, Molegro ApS, Aarhus, Denmark) was 

used to analyze the molecular docking of the studied enzymes. The enzymes were obtained 

from the Protein Data Bank (PDB) (https://www.rcsb.org/), together with their cocrystallized 

inhibitors, under the PDB ID: 3SFY (2.1 Å), 6ISJ (2.3 Å) and 6TZ8 (3.3 UMA). To optimize the 

geometry of the molecule, the molecular mechanics method and the Austin Model 1  semi-

empirical method[37,38] were used through the Hyperchem v program. 8.0.3. 

 

3.6 Antifungal Activity Assay 

 

3.6.1 Minimum inhibitory concentration (MIC) 

In a 96-well microplate, using the broth microdilution technique, MIC was 

determined[39-41].In all wells, 100 µl of RPMI-1640 doubly concentrated was placed. 

Subsequently, in the first line, 100 µl of the doubly concentrated A1Br substance was added to 

the 1024 μg mL-1 to 0.007 μg mL-1 cavity. After, 10 μl aliquots of inoculum suspension were 

added. In parallel, MIC determination was performed for a positive control with standard 

amphotericin B antifungals and voriconazole. Control of the sterility of the medium, growth of 

the strain, and emulsifying agents were also carried out. The test was incubated at 35 ± 2 °C 

for 72 hours. The results were analyzed to determine the MIC that corresponds to the lowest 

concentration capable of visibly inhibiting the growth of yeast in comparison with the controls.42   

The experiment was carried out in triplicate and the results were expressed as the arithmetic 

mean. 

To detect antifungal activity or inactivity of A1Br, MIC was interpreted: strong 

inhibitors/excellent activity, if the value is 50-500 µg mL-1 ; moderate: 600 - 1500 µg mL-1; and 

weak or inactive inhibitors when the value is above 1500 µg mL-1 [43].  

The protocols of CLSI document M27-A3 were used to assess the susceptibility of 

Cryptococcus neoformans to amphotericin B and voriconazole, considering MIC > 1µg mL-1 

resistance and MIC ≤ 1µg mL-1 susceptible strain [39]. 
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3.6.2 Minimum fungicidal concentration (MFC) 

After determining the MIC, 10 µl of the supernatant from the microplate well where total 

fungal growth inhibition (MIC, MIC x2, MIC x4) occurred was added to a plate containing 100 

µL of RPMI-1640 and incubated at 35 ± 2 ° C for 72 hours. The MFC corresponded to the 

lowest concentration capable of inhibiting the visible fungal growth[42, 44, 45].The test was 

performed in triplicate results were expressed as the arithmetic. 

 

3.6.3 Effect of the Sorbitol Assay 

The A1Br MIC was determined by the broth microdilution technique[40,41] in the 

absence and presence of 0.8 mol L-1 of sorbitol with two representative strains (LM -22 and 

INCQS 40221).  

In a microplate, 100 µL of RPMI-1640 with sorbitol (Vetec Química Fina Ltda, Rio de 

Janeiro, Brazil) was placed cavity doubly concentrated. After 100 µL of the A1Br emulsion also 

doubly concentrated were placed in the cavity and through a serial dilution in the proportion of 

two were obtained in a final concentration of 0.8 mol L-1. Subsequently, 10 µL of the 

Cryptococcus neoformans inoculum was placed to each well. 

The control of microorganisms was performed with 200 µL culture medium 

supplemented with sorbitol and 10 µL of the inoculum of the strain Cryptococcus neoformans. 

In parallel, sterility control was also carried out. The experiments were incubated at 35± 2 °C 

for 72 hours. The interpretation was given through the MIC values. If the A1Br MIC remains 

unchanged, the compound does not act on this mechanism. However, if MIC values increase 

in the sorbitol medium, it means that the cell wall is one of the possible mechanism targets for 

the substance [46]. The test was performed in triplicate results were expressed as the 

arithmetic. 

 

3.6.4 Interaction A1Br x Ergosterol assay  

The ergosterol assay was performed by the microdilution technique in the presence and 

absence of this reagent through the MICs of A1Br strains of Cryptococcus neoformans (INCQS 

40221 and LM-22). In one plate, RPMI-1640 was added with and without the addition of 

ergosterol to 400 g mL-1 (Sigma-Aldrich, São Paulo, Brazil).In parallel, similar to the one 

previously performed, species control was performed using 100 µL of the culture medium with 

or without ergosterol and 10 µL of each of the suspension. The tests were incubated at 35 ± 2 

°C for 72h and analyzed in triplicate[47]. 
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The MICs arithmetic mean was performed, and interpretation was given according to 

Escalante et al.[47]: If the A1Br MIC remains unchanged, it is suggested that the substance 

does not act by this mechanism. However, if A1Br activity on this target, will prevent the 

substance from attaching to the ergosterol membrane and, as a result, the A1Br MIC will 

increase over the control. 

 

3.6.5 Association study  

The Fraction Inhibitory Concentration Index (FICI) was determined using the 

checkerboard technique through the combined effect of A1Br-amphotericin B and A1Br-

voriconazole. Thus, 100μL of RPMI-1640 was added cavity. Then, dilutions of A1Br and 

antifungals tested between MIC/16 - MICx8 were performed. Subsequently, 50 μL each 

concentration was added vertically (amphotericin B or voriconazole) and 50 μL A1Br 

horizontally in the microplate. After, 20 μL of the Cryptococcus neoformans suspension 

[48].The test was incubated at 35 ± 2 ° C for 72 hours and performed in triplicate. 

To calculate the FICI the equation was used: FICI = FICX + FICY, where 'X' represents 

A1Br and 'Y' the standard antifungal (amphotericin B or voriconazole). The FICX =MICX Combined 

/MICX Alone ratio, while the FICY = MICY Combined / MICY Alone ratio. The interpretation of the index 

according to values obtained and classified as: synergism = FICI ≤0.5, additivity = 0.5 <FICI 

<1.0, indifference = 1.0 <FICI < 4.0 and antagonism = FICI ≥ 4.0[48,49]. 
 

3.7 Human erythrocytes 

The tests using blood samples from healthy young adults of type (A, B and O) were 

carried out according to the ethics committee (Opinion Number: 3.621.284). 

 

3.7.1 Hemolytic activity 

The human blood samples were diluted in 0.9% NaCl in the proportion of 1:30 and 

centrifuged at 2500 rpm for 5 minutes to obtain the suspension of erythrocytes at 0.5%. 

Subsequently, the substance A1Br in concentrations of 50, 100, 500 and 1000 µg / mL was 

added to the suspensions. For the controls, an erythrocyte suspension was performed without 

treatment that corresponds to 0% hemolysis as a negative control and an erythrocyte 

suspension treated with 1% Triton X-100 corresponding to a 100% hemolysis as a positive 

control. 

The samples were incubated for 1 hour at 22 ± 2 ºC with slow and constant shaking at 

100 rpm. After incubation the samples were centrifuged and hemolysis was quantified by 
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spectrophotometry at a wavelength of 540 nm [50]. The tests were performed in triplicate and 

the results expressed as a percentage that represents the arithmetic mean. 

 

3.7.2 Antihemolytic activity 

Red blood cell suspensions at 0.5% were treated with A1Br for 1 h at 22 ± 2 ° C at 

concentrations (50, 100, 500 and 1000 µg / mL). After that time, the samples were centrifuged 

at 2500 rpm for 5 min and the supernatant was discarded and the erythrocytes were 

resuspended in 0.24% hypotonic sodium chloride solution for one hour at 22 ± 2 ° C. Then, the 

samples were centrifuged at 2500 rpm for 5 min and the supernatant hemolysis was quantified 

by spectrophotometry at 540 nm [51]. 

For the negative control, erythrocyte suspension was performed without treatment (0% 

hemolysis) and a hypotonic solution of 0.24% sodium chloride (100% hemolysis) as a positive 

control. The tests were performed in triplicate and the results expressed as a percentage 

representing the arithmetic mean. 

 

3.8 Statistical analysis   

Statistical analyzes were performed to determine significant differences between the 

treated and untreated groups by unidirectional analysis of variance (ANOVA), followed by the 

Bonferroni post-test. The results were plotted using GraphPad Prism version 6.0 (GraphPad 

Software, La Jolla, CA, USA). The statistical difference was established at values of p <0.05, 

represented by asterisks in the figures. 

 

3. RESULTS AND DISCUSSION  

 

In silico Analysis 

The organic compounds explored in the drug research process require the use of rapid 

methods, capable of identifying, among others, their probable pharmacological activities. One 

of the main techniques used for this purpose are in silico techniques, computational methods 

that have the advantages of not using animals, costs and minors, a shorter analysis time in 

indicating factors that qualify a compound as a promising candidate for the development of 

drugs through the prediction of the spectrum of biological activity, oral bioavailability and 

toxicological risks [52].  

In the analysis of the potential possibilities of A1Br activities, obtained by the PASS 

online tool, it was revealed that the molecule showed similarity with 17 activity possibilities for 
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Pa> 70%, in addition to 410 properties with Pa> 30%, we highlight among the antimicrobial 

activities: antiviral for Picornavirus (Pa: 0.473 and Pi: 0.063), antiviral for Adenovirus (Pa: 0.337 

and Pi: 0.062) and anthelmintic (Pa: 0.380 and Pi: 0.051). Antibacterial activity has been 

reported with Pa <30% and no antifungal activity has been demonstrated. 

The pharmacokinetic parameters were verified in silico of A1Br based on the calculations of 

the physicochemical properties can be seen in Table 1. The TPSA correlates the passive 

transport of the molecule to predict intestinal absorption, the permeability of the Caco-2 

monolayers and the passage through blood brain barrier [53,54]. The parameter number of 

rotating bands (nROTB), is associated with the flexibility of the molecule for interaction with an 

enzyme that correlates the number of simple bonds, outside a ring, attached to a non-terminal 

atom. Therefore, the more simple bonds the molecule has, the greater the interaction with the 

enzyme facilitating the transposition of the barrier [55,56]. 

According to Ullah et al. [57] compounds with a TPSA less than or equal to 140Å2 and 

an nROTB less than or equal to 10 had a high probability of good oral bioavailability. Therefore, 

A1Br fits within this probability, since the TPSA was 29.10 Å2 and the nROTB was 2. In the 

analysis of antifungals, amphotericin B presents TPSA = 319.61 Å2, that is, above 140 Å2 and 

intravenous use is available in different injectable formulations: complex, liposomal and non-

lipid [58]. In voriconazole analysis, TPSA was less than 140 Å2 nROTB less than 10 is available 

for oral administration [31, 59].  

According to Lavorato et al. [60]  the MlogP (partition coefficient) is estimated by the 

value of the contributions of the molecular fragments to check the permeability of the 

substances across the plasma membranes, the higher the better transport across the 

membranes. Thus, A1Br had an MLogP of 1.85, higher than amphotericin and voriconazole, 

presenting a positive criterion for its bioavailability. In addition, the antifungal efficacy of this 

substance can be explained by the presence of halogenated substituent, since antifungals 

such as fluconazole and clotrimazole have halogens in their structure, which contributes to 

greater effectiveness [61, 62]. 
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Table 1. In silico analysis of A1Br compared to standard antifungals. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Physicochemical Propertiesa: MW=molecular weight; nROTB: rotation number ; nALH=number of hydrogen acceptors; TPSA= total polar 
surface area; nDLH= number of hydrogen donors; cLogP=partition coefficient water: oil; MlogP=octanol:water partition coefficient   
b“Pharmacokinetics”: GI: Gatrointestinal tract; BBB:Blood-brain barrier;  c“Drug-likeness”: GPCRL: GPCR ligand; ICM: ion channel modulator; 
KI: kinase inhibitor; NRL: nuclear receptor binder; PI: protease inhibitor; EI: enzymatic inhibitor. 
 
 

Then, the molecular properties of A1Br were calculated, based on descriptors using the 

rule of five by Lipinski [34]. This substance has a nALH equal to 2; nDLH equal to 1; MW 214.06 

Da; cLog P 1.72; TPSA 29.10Å2.Thus, A1Br presented a probability of good oral bioavailability. 

Parameters A1Br Amphotericin 
B 

Voriconazole 

Physicochemical Properties a 

Formula C8H8BrNO C47H73NO17 C16H14F3N5O 

MW 214.08 924.08 349.32 

nROTB 3 3 5 

nALH 2 12 6 

nDLH 1 18 1 

TPSA  29.10 319.61 76.73 

cLogP 1.72 0.32 1.49 

MlogP 1.85 -2.49 1.49 

Volume 150.12 865.48 265.11 

Pharmacokinetics b 

GI 
Absorption 

High Low High 

BBB 
Permanent 

Yes No Yes 

Druglikeness c 

GPCRL -0.81 -3.06 0.23 

ICM -0.68 -3.53 0.17 

KI -0.99 -3.59 0.14 

NRL -0.92 -3.45 -0.22 

PI      -1.25 -2.45         0.02 

EI -0.54 -2.95 0.19 
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Meanwhile, amphotericin violated 4 out of 5 rules, which is consistent with intravenous 

administration. 

In the analysis of potential as a drug candidate, A1Br presented the drug-score (DS) 

parameter 0.13 lower than voriconazole (DS: 0.84) and amphotericin B (DS: 0.27). DS values 

between 0.1 and 1.0 and indicate that the evaluated molecule contains frequent groups in 

commercial drugs. Thus, A1Br presented a minimum value, but it cannot be disregarded, since 

itraconazole (DS: 0.07) is a drug used, it presents this parameter in a lower value than A1Br. 

After analyzing the pharmacokinetic properties, the interaction of pharmacological 

targets [32] of A1Br was evaluated using the Molinspiration software. 

The analysis data of the enzyme inhibition software (EI) of voriconazole corroborate a 

mechanism of action already elucidated in the literature that corresponds to the inhibition of 

lanosterol 14-α-demethylase, an enzyme called ergosterol biosynthesis. On the other hand, 

the amphotericin EI score was - 2.59, well below voriconazole, corroborating the described 

mechanism of action [63]. Similar to amphotericin B, A1Br also showed all its negative 

parameters, which suggests that the compound's mechanism of action may be interaction with 

ergosterol. 

In the toxicological analysis, the software also estimated the risks of side effects through 

the pharmacological parameters: mutagenic, tumorigenic, irritating, and reproductive effects 

(Frame 1). 

The A1Br molecule is at high risk of developing tumorigenic and reproductive effects, 

moderate mutagenic and low risk of developing irritating effects. In the study Machado et al. 

[64] in an ex vivo model with chorioallantoic membrane and pig tissue found that one of the 

chloroacetamide derivatives did not show irritability and did not cause histopathological 

damage, inflammation or changes in the pig's skin tissues. However, when evaluating the 

toxicity of monohaloacetamides in the embryonic zebrafish model, Ding et al. [65] found 

significant toxic effects in reducing the reduced incubation rate, curved body axis and 

pericardium, edema of the yolk sac, increased mortality and changes in locomotor behavior. 

Another study, such as the one carried out by Moore et al. [66] in an acute and subchronic 

analysis in rats and mice with some acetamides verified a low cytotoxic, clastogenic, aneugenic 

or mutagenic potential. 
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Frame 1. Risk of toxicity of A1Br compared to standard antifungals 

 
Compound 

     Toxicity Risk a 

Mutagenic Tumorigenic Irritant Reproductive  
A1Br     

Voriconazole     

Amphotericin B     

Itraconazole     

a                 non toxic ;               moderately toxic;                 high toxic 

 

Molecular docking was performed to analyze A1Br anchorage in C. neoformans 

enzymes and suggest a possiblactive site for this molecule. All Root Mean Standard Deviation 

(RMSD) values for the tested enzymes were below the acceptable range, showing that the 

parameters used for molecular docking were accurate and valid [67]. A1Br showed better 

interaction energies for enzymes 6ISJ and 6TZ8, -50.2 kcal.mol-1 and -59.4 kcal.mol-1, 

respectively. For the 3SFY enzyme, the A1Br compound did not perform the interactions 

necessary for good anchoring, a fact that explains the high binding energy in this active site 

(Table 2). The good anchoring of A1Br in 6ISJ and 6TZ8 (Figure 1) can be explained by the 

interactions performed.  

As seen in figure 1, for the 6ISJ enzyme, A1Br performed interactions by hydrogen 

bonding with Val115 and hydrophobic bonds with Met162 and Asp174 residues. With the 6TZ8 

enzyme, it performed the hydrogen bonding interactions with Tyr83 and 27 and the 

hydrophobic interaction with Asp38. All of these interactions described are similar to those 

performed by co-crystallized inhibitors and are necessary interactions for good anchoring in 

these binding sites [68,69]. Thus, the results suggest that A1Br presented binding energy and 

favorable interactions for adequate anchorage in enzymes 6ISJ and 6TZ8, being a possible 

site of action of the substance. Since the enzyme 6ISJ is among the kinases associated with 

cell cycle and growth regulation [70], while 6TZ8 is part of the calcineurin pathway that is 

responsible for maintaining growth, responses to stress, resistance to drugs and virulence in 

Cryptococcus spp. [68]. Molecules that act on these targets can lead to changes in cell integrity 

and can consequently induce cell lysis, making A1Br a promising molecule. 

 
 
 
 

     [a] 
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Table 2. Enzymes obtained from the PDB, their RMSD and Moldock Score values. 

 

Enzyme RMSD (Å) Moldock Score 
(kcal.mol-1) 

3SFY 0.17 -40.6 
6ISJ 0.23 -98.4 
6TZ8 0.17 -268.7 

 
                                                 RMSD= Root Mean Standard Deviation ; PDB=Protein Data Ban 
 
 

 

Figure 1. Interactions of A1Br with enzymes 6ISJ and 6TZ8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6ISJ 

6TZ8 
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In vitro Analysis 

MIC and MFC of A1Br with standard antifungals on Cryptococcus neoformans 

The MICs of A1Br against strains of Cryptococcus neoformans varied from 0.25 to 1 μg 

mL-1 (Table 3), showing good antifungal activity in vitro. 

The MIC50% was 0.5 µg mL-1 which corresponds to the ability to inhibit the growth rate 

of Cryptococcus neoformans by 50%, while at the concentration of 1μg mL-1, it completely 

inhibited the growth of fungi. According to Sartoratto et al. [43] the MIC results will be 

considered as: strong inhibitors/excellent activity if the value is 50-500 µg mL-1 ; moderate: 600 

- 1500 µg mL-1; and weak or inactive inhibitors when the value is above 1500 µg mL-1.Based 

on this result, we can classify A1Br as a strong inhibitor against Cryptococcus neoformans 

strains. 

To assess the type of A1Br antifungal effect the MFC50%/MIC50% ratio was used when 

the ratio was equal to 1 the effect will be fungicidal and when the ratio is greater than 4 

fungistatic [44]. Thus, the activity A1Br played a fungicidal action. 

In the study by Bravo et al. [71] evaluated the antifungal activity derived from acetamide 

against Candida albicans and found that the halogenated derivatives had the highest bioactivity 

compared with methylated derivatives, thus favoring a better antimicrobial activity. In addition, 

a study by Machado et al. [64] found that 3 chloroacetamide derivatives were effective against 

Microsporum spp. and Trichophyton spp. and Candida species with MIC <50 μg mL-1. It is 

suggested that this good A1Br antifungal activity showed activity against C. neoformans due 

to the presence of bromine halogen. 

In this study, the positive controls standard antifungals were shown to be susceptible to 

all yeast strains tested, since no strain had a MIC resistance breakpoint for the drugs, following 

the CLSI M27-A3 [39] protocol. Also, the MIC values are in agreement with other reports in the 

national and international literature showing MICs ≤ 1 μg mL-1 against Cryptococcus 

neoformans regardless of the geographic origin [72-76]. 
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Table 3. MIC and MFC (µg mL-1) for A1Br and standard antifungal against Cryptococcus 
neoformans strains.* 

 
Strains A1Br Voriconazole Amphotericin 

B 
INCQS   
40221 

MIC MFC MIC MFC MIC MFC 
0.5 0.5 0.0625 0.0625 0.25 0.5 

LM 49 0.5 1.0 0.0625 0.0625 0.125 0.25 
LM108 0.5 0.5 0.0625 0.0625 0.125 0.25 
LM120 0.5 1.0 0.0625 0.125 0.125 0.25 
LM230 0.5 1.0 0.0625 0.125 0.25 0.5 
LM258 1.0 2.0 0.0625 0.0625 0.125 0.25 
LM260 1.0 2.0 0.0031 0.0625 0.125 0.25 
LM287 0.5 1.0 0.0625 0.125 0.125 0.25 
LM300 0.25 0.5 0.0031 0.0625 0.25 0.5 
LM309 0.25 0.5 0.0625 0.125 0.25 0.5 
LM528 1.0 2.0 0.0625 0.125 0.25 0.5 
LM820 1.0 2.0 0.0625 0.125 0.25 0.5 

LM1147 0.5 0.5 0.0625 0.125 0.25 0.5 
LM1401 0.5 0.5 0.0625 0.125 0.25 0.5 
LM1801 0.5 0.5 0.0625 0.0625 0.25 0.5 
LM1907 0.5 0.5 0.0625 0.125 0.25 0.5 
LM2601 0.5 1.0 0.0625 0.0625 0.25 0.5 

MIC: Minimum inhibitory concentration; MFC: Minimum fungicidal concentration *Control of microbial in the absence of the  A1Br or antifungal. 

 

Mechanism of action A1Br 

 

To investigate the mode of action, A1Br was tested in sorbitol assays. In Table 4, the 

MIC of A1Br remained unchanged, suggesting that its action may not occur by this mechanism 

in Cryptococcus neoformans strains. 

 

Table 4. MIC A1Br (µg mL-1) on the strains of Cryptococcus neoformans in the of sorbitol 
assay. 

 

 

MIC: Minimum inhibitory concentration. 

 

However, when exploring the interaction between A1Br ergosterol [47,77,78] (Table 5) 

for C. neoformans strains (INCQS 40221 and LM-22), MIC increased eight times. The 

considerable increase in MIC suggests that the compound can cause damage to the 

MIC A1Br 
Strains Absence of 

Sorbitol 
Presence of 

Sorbitol 
INCQS 40221 0.5 0.5 

LM 22 0.5 0.5 



79 
 

membrane, inducing changes in permeability and fluidity or promoting a barrier that prevents 

the interaction between A1Br and ergosterol. Besides, other pharmacological targets have not 

been tested, with the possibility that the compound acts by another mechanism. 

 

 

Table 5. MIC A1Br (µg mL-1) in Cryptococcus neoformans strains for ergosterol assay. 

 

MIC A1Br 
Strains Absence of 

Ergosterol 
Presence of 
Ergosterol 

INCQS 40221 0.5 4 
LM 22 0.5 4 

MIC: Minimum inhibitory concentration. 

           The mechanism involving A1Br in microorganisms has not been observed in the 

literature. Therefore, it is the first study to evaluate this possible mechanism for this substance.  

Despite, Machado et al [64] when evaluating the mechanism of chloroacetamide derivatives 

verified that they do not act by complexing with ergosterol, suggesting that it may act on other 

targets of the fungal cell membrane. However, in clinical therapy, the antifungal agents used 

contain halogens in their structure, such as fluorine and chlorine [61,62]. The antifungal action 

of A1Br probably due to its lipophilic characteristics due to the presence of halogenated 

bromine, must be evaluated through quantitative structure-activity studies. 

 

Interaction profile of A1Br with amphotericin B and voriconazole 

 

According to the interpretation of the FICI, the interaction between A1Br and 

amphotericin B (FICI = 16) and A1Br and voriconazole (FICI = 16) was of the antagonist type 

(Table 6). the first study to analyze the possible effect of A1Br when associated with standard 

antifungal agents against Cryptococcus neoformans. 

Some hypotheses can be raised to explain the A1Br antagonism. The interaction may 

have caused a change in pharmacological activity, promoting a decrease or inactivation of one 

or both substances through antagonistic pharmacodynamic interaction, losing antifungal 

activity, or they may have reacted and formed a new inactive product. Also, A1Br may be 

chemically incompatible with the antifungal agents used and this may result in the loss of the 

pharmacological activity of one or both substances of the combination, which would lead to the 

therapeutic failure of  possible treatment with the associations previously described. 
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Thus, despite the antagonistic association between the substances, the positive results 

previously presented for antifungal activity on Cryptococcus neoformans strains stimulate new 

research of the compound. 

 

 

Table 6. (a) Association of A1Br and Voriconazole (b) Association of A1Br and Amphotericin 
B  on strains of Cryptococcus neoformans. 

 

 (a) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(b)  

 

 

 

 

 

 

 

FICX: fractioned inhibitory concentration of “X” express A1Br; FICY: fractioned inhibitory concentration of “Y” express references antifungal 
drug. FICI: fractionated inhibitory concentration index. FICI ≥ 4.0 = antagonism; 1 <FICI < 4= indifference; 0.5<FICI <1.0 = additivity; FICI ≤ 
0.5 = synergism. 

 

The prospecting of new bioactive substances with antifungal potential aims at the 

development of safe compounds in human cells, acting specifically on fungal cells [79].  

Strains 
 

FICX 

A1Br 

FICY 

Voriconazole 

FICI Interation 
Type 

INCQS40221 8 8 16 Antagonism 

LM 22 8 8 16 Antagonism 

 

Strains 
 

FICX 

A1Br 

FICY 

Amphotericin 

FICI Interation 
Type 

INCQS40221 8 8 16 Antagonism 

LM 22 8 8 16 Antagonism 
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Thus, according to a study by Rangel et al. [80] established parameters to assess the 

toxicity of promising drugs in red blood cells considering the percentage of hemolysis as low 

when it is between 0 and 40%, moderate when it is between 40 and 80% and high when it is 

above 80%.In this perspective, the A1Br compound showed low levels of hemolysis in the 

tested concentrations (50, 100, 500 and 1000 µg mL-1), for blood types A, B and O compared 

to the negative control, as expressed in graphs 2a, 2b and 2c. 

In this analysis of the hemolytic potential, it was found that A1Br at the concentrations 

tested (50 to 500 µg mL-1) obtained a hemolysis considered to be moderate/ low around (3% 

to 43%); the concentrations 1000 µg mL-1 showed low hemolysis with an average ranging from 

(5% to 10%), there was variation according to the blood type and substance evaluated in the 

test. 

The results suggest that the A1Br molecule has less potential for hemolysis in type A 

blood, suggesting a better interaction of these molecules with N-acetylgalactosamine, 

responsible for the best activity in higher concentration of the molecule. Thus, it appears that 

the best interaction of A1Br with ABO system in the sequence A <O <B. Thus, the low hemolytic 

potential of A1Br corroborates with a study by Gentile and Calabrese [81] investigated the 

cytotoxicity derived from acetamide, a low level of toxicity against erythrocytes from rats, sheep 

and dogs. 

 

(a) 
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(b) 

 
 
 
 
 
 
(c) 

 
Figure 2. (a) Cytotoxic effect of A1Br against erythrocytes type A, (b) type B and (c) type O; 

(C) Negative control (erythrocytes 0.5%), (C +) Positive control (Triton X-100 at 1%). The 

statistical difference being considered p <0.05 (*), p <0.01 (**) and p <0.001 (***) statistically 

significant compared to the positive control. 

 

It is known that the integrity of the cell membrane depends on cell tone and the presence 

of substances that may interfere with its structural matrix [82]. Therefore, when a molecule is 

a candidate for a drug, it is considered of fundamental importance to evaluate the potential of 

resistance of the erythrocyte membrane to the possible damage caused by the tested 

substance. 

The anti-hemolytic evaluation of the A1Br molecule showed moderate hemolysis (> 40% 

and <80%) [80] for concentrations of 500 and 1000 µg mL-1  in blood types A, B, O as seen in 
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graphics 3a, 3b and 3c. Thus, it can be observed that the osmotic protection capacity of A1Br 

increases the concentration of the substance. 

The anti-hemolytic potential of A1Br showed moderate protection potential for the red 

cells of the ABO system at the concentrations tested (500 to 1000 µg mL-1). The percentage 

of lysis occurred in that order O <A <B. In the study Autore et al. [83] when evaluating the 

toxicity potential derived from acetamide in liver cell lines, found a low toxicity potential 

revealing that they may have antioxidant activity. 
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(c) 

 
Figure 3. (a)Anti-hemolytic effect of A1Br against erythrocytes type A, (b) type B  and  (c) type 
O; (C-) Negative control (erythrocytes 0.5%), (C +) Positive control (NaCl 0.24%). The 
statistical difference being considered p <0.05 (*), p <0.01 (**) and p <0.001 (***) statistically 
significant compared to the positive control. 

 

 

CONCLUSION 

 According to the results obtained, the A1Br study in silico verified a desirable 

profile of the molecule to be a candidate for a new drug and, in the in vitro investigation, 

potential antifungal activity, with fungicidal effect and possibly related mechanism of action to 

its binding to ergosterol. The results of the association demonstrated antagonistic effects on 

the tested fungi strains. Cytotoxicity analyzes show favorable results of the molecule. Thus, 

the data from this study showed promise, but more research is essential to understand the 

antifungal action of A1Br with other species and the in vivo toxicity in the prospective 

development of drug therapy for cryptococcosis. 

 

LIST OF ABBREVIATIONS 

A1Br 
IR  
NMR 
INCQS 
 
LM 
SDA 

2-bromo-N-phenylacetamide 
Infrared Spectrum  
Nuclear magnetic resonance 
National Institute for Quality Control in 
Health 
Mycology Laboratory 
Sabouraud dextrose agar 

RPMI 
CLSI  

Roswell Park Memorial Institute 
Clinical and Laboratory Standards 
Institute 

CFU Colony Forming Units 
DMSO Dimethyl Sulfoxide 
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MFC Minimum Fungicide Concentration 
MIC Minimum Inhibitory Concentration 
MVD Molegro Virtual Docker 
MW Molecular Weight 
NC Negative control 
FIC 
FICI 
 
Pa 
Pi 

Fraction Inhibitory Concentration 
Fraction Inhibitory Concentration 
Index 
Active probability 
Inactive probability 

nROTB 
nALH 
nDLH 

Rotation number 
Number of hydrogen acceptors 
Number of hydrogen donors 

TPSA Topological polar surface area 
 cLogP       Partition coefficient water:oil 
 MlogP       Octanol:water partition coefficient 
 GI             Gatrointestinal tract 
 BBB          Blood-brain barrier 
 GPCRL     GPCR ligand 
 ICM           Ion channel modulator 
 KI              Kinase inhibitor  
 NRL          Nuclear receptor binder 
 PI              Protease inhibitor 
 EI              Enzymatic inhibitor 
 PDB          Protein Data Bank 
 MVD         Molegro Virtual Docker 
  RDC   Red Blood Cell 
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SUPPORTIVE/SUPPLEMENTARY MATERIAL 

 Supplementary information is infrared and nuclear magnetic resonance spectroscopy of 

compound A1Br. 
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6 CONCLUSÕES 
 

 

 O composto 2-bromo-N-fenilacetamida apresenta uma ótima atividade antifúngica, 

contra as linhagens de Cryptococcus neoformans, sendo a natureza desse efeito 

produzido fungicida;  

 O A1Br não atua sobre a parede celular de C. neofrmans;  
 

  O mecanismo de ação antifúngica do A1Br contra C. neoformans envolve a 

interferência na disponibilidade do ergosterol, causando perturbação na membrana 

plasmática antifúngica; 

 O efeito antibiofilme forte  A1Br foi observado contra C. neoformans;  

 A associação 2-bromo-N-fenilacetamida-anfotericina B ou voriconazol foi antangonismo 

para todas as linhagens avaliadas, não sendo encontrados aditividade, sinergismo ou 

indiferente resultantes da associação dos dois produtos.  

 Esse composto apresenta parâmetros de biodisponibilidade condizentes com fármacos 

que podem ser administradas por via oral no estudo in silico.  

 O A1Br apresentou energia de ligação e interações favoráveis para a ancoragem 

adequada nas enzimas 6ISJ e 6TZ8, sendo um possível sítio de ação da substância. 

 O A1Br exibiu teórico risco toxicológico reprodutivo e tumorigênico na análise 

computacional.  

 O composto tem baixo potencial citotóxico nos eritrócitos do sistema ABO;  

 Na análise fragilidade osmótica A1Br mostrou um moderado potencial de estabilidade 

e proteção a hemólise. 
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                                                    ANEXO A 
Espectro Infravermelho e Ressonância Magnética Nuclear 
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Figura A1. Espectro de FTIR (ATR) da 2-bromo-N-fenilacetamida. 

 

 

 

 

Figura A2.  Espectro de RMN 1H (CDCl3, 400 MHz) da 2-bromo-N-fenilacetamida 
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Figura A3. Espectro de RMN 13C (CDCl3, 101 MHz) da 2-bromo-N-fenilacetamida. 
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                                                    ANEXO B           
Parecer Consubstanciado do CEP 
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