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RESUMO 

A criptococose é uma doença fúngica sistêmica caracterizada clinicamente por acometer 

indivíduos imunocomprometidos (principalmente C. neoformans) e imunocompetentes 

(principalmente C. gattii), afetando o trato respiratório inferior e em muitos casos o sistema 

nervoso central. A resistência aos antifúngicos dificulta o tratamento dessas infecções. Dentre 

os mecanismos de resistência dos fungos destacam-se a expressão de bombas de efluxo, 

mutações na enzima-alvo de azóis, a formação de biofilmes e a presença de células persisters. 

O objetivo foi avaliar a expressão de genes de bomba de efluxo e seus efeitos nos biofilmes e 

células persisters de C. neoformans e C. gattii, para o delineamento de novos alvos específicos. 

Foram realizadas: microscopias; caracterização dos biofilmes na cinética de formação, 

comparando as duas espécies; o tratamento dos biofilmes; a recuperação, a indução e a 

avaliação da concentração inibitória mínima e fungicida das células persisters; a quantificação 

relativa dos genes-alvo (genes de bomba de efluxo – AFR1, AFR2, AFR3 e MDR1) nas 

condições planctônica, biofilme e persister. Os compostos selecionados para os tratamentos 

foram: anfotericina B; fluconazol; o inibidor de calcineurina e bombas de efluxo FK506; um 

derivado do ácido protocatecuico, octila. Os biofilmes das duas espécies formaram estruturas 

complexas, robustas e bem estabelecidas, mostrando níveis crescentes dos componentes da 

biomassa e da heterogênea e densa matriz extracelular, mediados pela superexpressão de 

bombas de efluxo. Os tratamentos destacaram a eficácia das combinações de fluconazol com 

FK506 e octila, danificando os biofilmes. Esses resultados implicaram numa notável relação 

das bombas de efluxo com o auxílio no transporte dos principais componentes extracelulares. 

Nossos resultados e a literatura nos mostraram que as bombas de efluxo possuem papéis 

multifacetados e variados, não somente participando ativamente da resistência, mas também no 

desenvolvimento estrutural e fisiologia dos biofilmes. As células persisters de ambas as 

espécies de Cryptococcus apresentaram baixa atividade metabólica durante o isolamento pelo 

tratamento com 100 μg/mL de anfotericina B nos biofilmes e cresceram posteriormente de 

maneira lenta e gradual. As combinações de fluconazol com FK506 e principalmente octila 

reduziram significativamente a concentração inibitória mínima das células persisters. A 

proliferação dessas células, os tratamentos com fluconazol e a quantificação dos genes-alvo 

indicaram a reativação das bombas de efluxo. Nossos resultados ajudaram a identificar 

mecanismos de resistência de biofilmes, a existência de células persisters das espécies de C. 

neoformans e C. gattii e novas alternativas terapêuticas no contexto da criptococose. 

Palavras-chave: Cryptococcus; resistência; bombas de efluxo; biofilmes; células persisters. 



ABSTRACT 

Cryptococcosis is a systemic fungal disease clinically characterized by affecting 

immunocompromised individuals (mainly C. neoformans) and immunocompetent individuals 

(mainly C. gattii), involving the lower respiratory tract and, in many cases, the central nervous 

system. Antifungal resistance complicates the treatment of these infections. Among the fungal 

resistance mechanisms, notable features include the expression of efflux pumps, mutations in 

the azole-target enzyme, biofilm formation, and the presence of persister cells. The aim was to 

evaluate the expression of efflux pump genes and their effects on biofilms and persister cells of 

C. neoformans and C. gattii to outline new specific targets. The following were conducted: 

microscopy analyses; biofilm characterization in the kinetics of formation, comparing both 

species; biofilm treatments; recovery, induction, and evaluation of the minimum inhibitory and 

fungicidal concentrations of persister cells; and relative quantification of target genes (efflux 

pump genes – AFR1, AFR2, AFR3, and MDR1) in planktonic, biofilm, and persister conditions. 

The selected compounds for the treatments included amphotericin B, fluconazole, the 

calcineurin and efflux pump inhibitor FK506, and an octyl derivative of protocatechuic acid. 

The biofilms of both species formed complex, robust, and well-established structures, 

exhibiting increasing levels of biomass components and a heterogeneous, dense extracellular 

matrix, mediated by the overexpression of efflux pumps. The treatments highlighted the 

effectiveness of fluconazole combined with FK506 and octyl, which damaged the biofilms. 

These results indicated a notable relationship between efflux pumps and their role in 

transporting major extracellular components. Our results and the literature showed that efflux 

pumps have multifaceted and diverse roles, actively participating not only in resistance but also 

in the structural development and physiology of biofilms. Persister cells of both Cryptococcus 

species exhibited low metabolic activity during isolation via treatment with 100 μg/mL 

amphotericin B in biofilms and later grew slowly and gradually. The combinations of 

fluconazole with FK506, and especially octyl, significantly reduced the minimum inhibitory 

concentration of persister cells. The proliferation of these cells, treatments with fluconazole, 

and quantification of target genes indicated the reactivation of efflux pumps. Our findings 

helped identify biofilm resistance mechanisms, the existence of persister cells in C. neoformans 

and C. gattii species, and new therapeutic alternatives in the context of cryptococcosis. 

Keywords: Cryptococcus; resistance; efflux pumps; biofilms; persister cells. 
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1. INTRODUÇÃO  

1.1. Contexto global atual 

Em meio às ameaças globais à saúde, as doenças fúngicas invasivas estão aumentando 

cada vez mais, em especial nas populações imunocomprometidas. O diagnóstico e o tratamento 

dessas doenças são dificultados pelo acesso limitado a acompanhamentos de qualidade e pela 

resistência clínica e laboratorial aos antifúngicos. A OMS (Organização Mundial da Saúde), a 

partir de um estudo multicêntrico, desenvolveu uma lista atualizada de 20 patógenos fúngicos 

de maior importância na saúde pública global, na qual consta que C. neoformans está no grupo 

crítico em primeiro lugar entre as infecções fúngicas humanas e C. gattii no grupo de prioridade 

média. A priorização se concentrou em fungos que podem causar infecções sistêmicas agudas 

e subagudas invasivas para as quais existem resistência a medicamentos ou outros desafios no 

manejo (WHO, 2022). Rajasingham e colaboradores, 2022, relataram que houve 152.000 

mortes por meningite criptocóccica no mundo em 2020, sendo na América Latina 23% do total 

global. Ademais, com o advento da COVID-19, consequências como debilidade pulmonar, 

deficiência relativa na imunidade celular, terapias imunomoduladoras e uso de corticoides 

aumentaram os riscos de criptococose (Chan et al., 2022).   

 

1.2. Um breve histórico 

O agente causador da criptococose, uma levedura encapsulada do gênero Cryptococcus, 

classe Blastomycetes e da família Cryptococcaceae, possui uma cápsula polissacaridíca 

composta por glucuronoxilomanana (GXM) (90%), galactoxilomanana (GalXM) (7%) e 

manoproteínas (Mp) (3%), como característica principal. A palavra Cryptococcus origina-se da 

palavra grega Kryptos que significa secreto, escondido. Esta nomenclatura foi criada por 

Kutzing, em 1833. Em 1861, Zenker descreveu pela primeira vez a criptococose, mas, sua 

validação foi questionada por não haver evidências suficientes do cultivo deste fungo (Heitman 

et al., 2011). O gênero Cryptococcus foi descoberto no final do século XIX. O primeiro relato 

científico de uma infecção por Cryptococcus foi feito por Otto Busse, um patologista alemão, 

em 1894. Ele descreveu um caso de uma mulher com uma infecção grave que resultou na 

formação de nódulos em diversos órgãos, incluindo os ossos e pulmões (Busse, 1894). Quatro 

anos depois, em 1895, o dermatologista italiano Francesco Sanfelice isolou um organismo 

semelhante ao descrito por Busse a partir de sucos de frutas, identificando-o como um fungo 

encapsulado e esférico, que ele chamou de Saccharomyces neoformans (Sanfelice, 1894). 
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Inicialmente, o papel do Cryptococcus como patógeno humano não foi amplamente 

reconhecido. Somente no século XX, com o avanço das técnicas microbiológicas, os cientistas 

começaram a compreender a relevância clínica deste fungo. Em 1950, o nome do fungo foi 

oficialmente alterado para Cryptococcus neoformans, refletindo sua natureza distinta de outros 

organismos similares (Mitchell; Perfect, 1995). Cryptococcus gattii, inicialmente considerada 

uma variedade de C. neoformans, foi posteriormente reconhecida como uma espécie distinta 

devido às suas diferenças genéticas e epidemiológicas. (Kwon-Chung e Bennett,1992). 

 

1.3. Classificação 

A classificação do complexo das espécies é feita pela diferenciação dos antígenos 

capsulares, assim as 2 espécies consideradas patogênicas foram classificadas em: C. 

neoformans, subdividido em 2 variedades e 3 sorotipos, sendo eles C. neoformans variedade 

(var.) grubii (sorotipo A), C. neoformans var. neoformans (sorotipo D) e o híbrido AD; a 

espécie C. gattii foi subdivida em 2 sorotipos, B e C (Kwon-Chung; Polacheck; Bennett, 1982; 

Hagen et al., 2017). No entanto, baseado na análise molecular, as 2 espécies foram divididas 

em 10 tipos moleculares: C. neoformans VNI, VNII, VNIII, VNIV e VNB, e C. gattii VGI, 

VGII, VGIII, VGIV, VGIV/VGIIIc, embora não haja pleno consenso na comunidade científica 

a respeito das nomenclaturas (Firacative; Meyer; Castañeda, 2021). O tipo molecular VGII 

possui os subtipos VGIIa, VGIIb e VGIIc, segundo diferenças polimórficas e na sensibilidade 

à antifúngicos (Barcellos et al., 2018). 

 

1.4. Reprodução 

Estes microrganismos apresentam mecanismos reprodutivos complexos que incluem 

reprodução assexuada (mitótica) e sexuada (meiótica). A reprodução assexuada em 

Cryptococcus ocorre por brotamento, onde uma célula-mãe forma uma célula-filha. Durante 

este processo, uma protrusão (ou broto) se desenvolve na célula-mãe, cresce e eventualmente 

se separa para formar uma nova célula. Esta forma de reprodução permite uma rápida 

multiplicação em ambientes favoráveis, contribuindo para a colonização e patogênese. 

Cryptococcus pode formar estruturas chamadas "blastoconídios", que são esporos formados por 

brotamento. Cryptococcus pertence ao filo Basidiomycota, o que significa que pode se 

reproduzir sexualmente formando basidiósporos. Este processo é mais complexo e envolve 

várias etapas (Perfect, 2006). Ademais, a reprodução heterotálica (um tipo de reprodução 

sexuada) envolve a fusão de dois tipos de células compatíveis de diferentes tipos de 
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acasalamento (tipos α e a). Os dois tipos de acasalamento são regulados por genes no lócus 

MAT (mating type locus). A fusão celular leva à formação de um filamento dicariótico, no qual 

dois núcleos coexistem (Heitman et al., 2011). Curiosamente, algumas linhagens de 

Cryptococcus podem se reproduzir sexualmente sem a necessidade de uma outra célula, em um 

processo conhecido como homotalismo. Este processo envolve a formação de filamentos 

monocarióticos que podem se autodiferenciar em basídios, onde ocorre meiose e formação de 

basidiósporos (Idnurm; Lin, 2015).   

 

1.5. Nicho ecológico e epidemiologia 

O nicho ecológico de C. neoformans prevalece em solo enriquecido com excrementos, 

principalmente de pombos. Esse fungo é capaz de crescer em ambientes ricos em nitrogênio (a 

enzima urease contribui para esta capacidade), como as fezes de aves, que proporcionam um 

pH alcalino favorável e nutrientes suficientes para sua proliferação. C. neoformans é encontrado 

em todo o mundo, sendo mais comum em regiões temperadas e tropicais. No Brasil, estudos 

têm mostrado que esta espécie está amplamente presente em várias regiões, principalmente as 

regiões do centro-oeste, sudeste e o nordeste do país, e essencialmente em áreas urbanizadas. 

A variedade C. neoformans var. grubii (sorotipo A, genótipos VNI e VNII) é a mais encontrada. 

Já C. gattii é originalmente encontrado em regiões tropicais e subtropicais, como Austrália, 

Papua Nova Guiné, partes da África e Índia. Nos últimos anos, houve relatos de surtos em 

regiões temperadas, como a costa noroeste do Pacífico da América do Norte. No Brasil, C. 

gattii é encontrado mais nas regiões Norte e Nordeste. O nicho de C. gattii está relacionado 

principalmente às árvores (a enzima lacase, que degrada a lignina da madeira, auxilia neste 

nicho) como eucaliptos, por exemplo, mas também às outras árvores como, Acacia visco, 

Cassia grandis, Fícus, Moquilea tomentosa, e Grevillea robusta (Trilles et al., 2008; Ferreira-

Paim et al., 2017; Firacative; Meyer; Castañeda, 2021; Serna-Espinosa et al., 2021; De Holanda 

Fonseca et al., 2024). Estudos já demonstraram que C. gattii está associado também ao guano 

de pombos e morcegos (assim como C. neoformans) (Dongmo et al., 2016), e em fezes frescas 

de insetos da família Oecophoridae (Kidd et al., 2003). A principal variedade molecular de C. 

gattii encontrada no Brasil é VGII. A linhagem VGII, particularmente o subtipo VGIIa, é 

frequentemente associada às infecções humanas e foi identificada em surtos na região 

amazônica (De Holanda Fonseca et al., 2024). 

A criptococose se destaca clinicamente por acometer indivíduos imunocomprometidos 

(C. neoformans) e saudáveis (C. gattii) (Kwon-Chung et al., 2014). A gravidade dos casos dessa 
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doença relaciona-se à AIDS, ao uso de quimioterápicos e de imunossupressores em pacientes 

transplantados, além de problemas de toxicidade e resistência. Dados recentes mostraram que 

cerca de 147.000 mortes por meningite criptocócica são registradas anualmente, de um total de 

194.000 casos. A mortalidade global da criptococose permanece alta, com taxas variando entre 

75,8% e 80% dependendo da região e do acesso ao tratamento (Rajasingham et al., 2022; 

Denning, 2024). Infecções por C. gattii é menos comum, mas é responsável por acometer 

pacientes imunocompetentes, principalmente em áreas como a região Amazônica e o Norte do 

Brasil. A mortalidade associada à criptococose no Brasil é em torno de 45-60%, refletindo 

desafios no diagnóstico precoce e tratamento adequado (Soares et al., 2019; De Holanda 

Fonseca et al., 2024).  

 

1.6. Patogênese e infecção 

A infecção por Cryptococcus se inicia pela inalação de leveduras ou por esporos 

(basidiósporos de Filobasidiella neoformans - a forma teleomórfica de Cryptococcus 

neoformans – ou de Filobasidiella bacillispora - a forma teleomórfica de Cryptococcus gattii) 

(Kwon-Chung; Bennett, 1992). Após a inalação, estes fungos aderem ao epitélio pulmonar, 

especificamente nas regiões alveolares, e todos os esporos assumem a forma de levedura. A 

infecção pode desencadear uma resposta inflamatória local. Macrófagos e neutrófilos alveolares 

fagocitam as leveduras, tentando eliminar o patógeno. No entanto, Cryptococcus têm várias 

estratégias para evadir a resposta imune, incluindo a produção da cápsula polissacarídica, a 

melanina e enzimas antioxidantes (Zaragoza, 2019). No ambiente pulmonar, as células 

criptocócicas podem multiplicar-se dentro das células do sistema imunológico ou no espaço 

extracelular (Zaragoza; Nielsen, 2013). Após sobreviverem e se replicarem dentro dessas 

células, estas leveduras podem disseminar-se pelo hospedeiro humano atingindo a corrente 

sanguínea, principalmente por enzimas como ureases, fosfolipases B e proteases que degradam 

componentes da barreira alveolar e endotélio pulmonar. Após entrar na corrente sanguínea, 

Cryptococcus comumente se direciona ao sistema nervoso central (SNC) e atravessa a barreira 

hematoencefálica (BHE), disseminando-se através do líquido cefalorraquidiano, podendo 

causar meningite, encefalite ou meningoencefalite (Yang et al., 2022). Os mecanismos de 

invasão pela BHE são: 1) Interação com células endoteliais: Cryptococcus pode aderir às 

células endoteliais que compõem a BHE. Essa interação é mediada por moléculas de adesão e 

fatores de virulência expressos pelo fungo; 2) Transmigração paracelular: o fungo pode 

atravessar a BHE entre as células endoteliais (via paracelular) ou através das células endoteliais 
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(via transcelular) (Jong et al., 2018); 3) Uso de macrófagos como vetores (mecanismo “Cavalo 

de Tróia”): macrófagos fagocitam o fungo e, posteriormente, transmigram através da BHE, 

levando as células fúngicas para o SNC (Santiago-Tirado; Doering, 2017). 4) Degradação 

enzimática da BHE: As leveduras criptocócicas secretam enzimas como ureases, fosfolipases e 

proteases que podem degradar componentes da BHE, facilitando a passagem destas células 

fúngicas (Vu; Casadevall, 2018). 

Quanto à cinética da infecção, a fase aguda da criptococose pode ser assintomática ou 

causar sintomas respiratórios inespecíficos, como tosse e febre. Em indivíduos 

imunocompetentes, a infecção pode ser contida pelos mecanismos de defesa do hospedeiro. Já 

nos indivíduos imunocomprometidos, a disseminação hematogênica pode ocorrer rapidamente, 

levando à infecção sistêmica. Quanto à fase subaguda e crônica, a meningite é a manifestação 

mais grave e comum, especialmente em pacientes com HIV/AIDS, apresentando sintomas 

como cefaleia, febre, náuseas, vômitos, rigidez de nuca, alterações mentais e sinais internos 

como criptococomas (granulomas contendo leveduras viáveis, podendo levar a uma infecção 

latente). Pacientes imunocomprometidos são suscetíveis a recorrências mesmo após o 

tratamento inicial (Serna-Espinosa et al., 2021; Rajasingham et al., 2022). 

Existem outros tipos de manifestações clínicas da criptococose. São elas: criptococose 

cutânea - geralmente ocorre como resultado da disseminação hematogênica em pacientes 

imunocomprometidos, especialmente aqueles com AIDS (Perfect; Bicanic, 2015); endocardite 

- a endocardite por Cryptococcus é rara, mas foi relatada em pacientes imunocomprometidos 

(Colombo; Nucci, 2018); comprometimento dos gânglios linfáticos - o envolvimento dos 

gânglios linfáticos pode ocorrer como parte da disseminação hematogênica da criptococose 

(Bhuyan et al., 2013); acometimento de mucosas - a criptococose pode afetar várias mucosas, 

especialmente em pacientes imunocomprometidos (Kwon- Chung; Polacheck; Bennet, 1982); 

infecções nos ossos e articulações - A criptococose osteoarticular é rara, mas pode ocorrer 

através de disseminação hematogênica (Perfect; Bicanic, 2015); Infecções na próstata - a 

próstata pode ser acometida em casos disseminados de criptococose, especialmente em 

pacientes imunocomprometidos (Abassi; Boulware; Rhein, 2015); lesões oculares – a infecção 

ocular por Cryptococcus pode levar a uveíte, endoftalmite e outras manifestações oculares 

graves (Chai; Teoh, 2012). 

1.7. Virulência: fatores 

Diversos fatores de virulência estão envolvidos na complexa e agressiva patogenicidade 

de C. neoformans e C. gattii, bem como na capacidade de disseminação para diferentes tecidos. 
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Entre eles estão: a cápsula polissacarídica (inibe a fagocitose e outras respostas imunológicas 

como a produção de citocinas para recrutamento de outras células de defesa), as células titãs 

(não podem ser fagocitadas, são mais resistentes a fatores de estresse, induzem alterações na 

resposta imune do hospedeiro e originam células filhas de tamanho regular que podem se 

disseminar para outro órgão), a melanina (confere resistência a múltiplos fatores como radicais 

livres, radiação ionizante, atividade antifúngica e fagocitose), a fosfolipase B1 (regula a 

integridade da parede celular da fungo; hidrolisam ligações éster em glicerofosfolipídios e deste 

modo, desestabilizam membranas, promovendo a lise celular), a urease (permite evasão das 

células hospedeiras e a difusão para o SNC), a lacase (media a formação de melanina); a 

protease (inicia a invasão criptocócica nos tecidos do hospedeiro e a degradação das proteínas 

imunológicas), o crescimento à temperatura corporal de mamíferos (37 °C) (através de 

múltiplos rearranjos metabólicos e ativação de vias de sinalização), a dormência (latência e 

baixa atividade metabólica - inativa as fases G1 e G2 do ciclo celular; causa infecção fatal no 

SNC após reativação quando há declínio da resposta imune)  e os biofilmes (barreira contra 

agentes químicos e físicos, contra fagocitose e antifúngicos; protege genes e funções 

metabólicas) (Zaragoza, 2019; Yang et al., 2022).   

 

1.8. Terapêutica 

É preocupante o aumento de micoses invasivas e o desenvolvimento de resistência de 

algumas espécies de fungos à terapêutica. O tratamento antifúngico é agressivo, tóxico e pode 

ser ineficiente. A resistência aos antifúngicos dificulta o tratamento dessas infecções, o que é 

agravado pelo longo uso desses fármacos, principalmente em imunocomprometidos 

(Firacative; Trilles; Meyer, 2021). O aumento no número de casos de criptococose é associado 

não só à alta exposição de indivíduos imunossuprimidos às fontes de contaminação, mas 

também pela precariedade do diagnóstico e prognóstico da doença. Ademais, muitas vezes a 

sintomatologia é confundida com outras infecções, como por exemplo, meningite bacteriana e 

outras infecções pulmonares. O tratamento da criptococose se dá por terapia de ataque com a 

associação de anfotericina B (AMB) e 5-fluorocitosina, seguido da terapia de manutenção e 

consolidação com fluconazol (FLC) (Ministério Da Saúde, 2021; WHO, 2022). Os polienos 

têm como alvo o ergosterol lipídico da membrana fúngica, causando abertura de poros e 

consequentemente um desequilíbrio iônico e morte celular. Apesar de a AMB ligar-se com 

maior avidez em membranas fúngicas do que a de mamíferos, há algumas semelhanças entre o 

ergosterol da membrana fúngica e o colesterol da membrana de mamíferos o que causa graves 
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quadros de hepatotoxicidade e nefrotoxicidade quando administrado por longo período (Mesa-

Arango et al., 2014). Enquanto os azóis bloqueiam diretamente a função da lanosterol 14-α-

desmetilase (sendo esta enzima responsável pela conversão de lanosterol em lanosterol em 4,4-

dimetilcolesta-8,14,24-trien-3β-ol - intermediário do ergosterol - na membrana fúngica e uma 

vez inibida), torna-se comprometida a biossíntese de ergosterol, o que compromete o 

crescimento fúngico. Como alternativa ao fluconazol, em casos de meningite, é administrado o 

voriconazol (VCZ), que apresenta eficiência no combate a proliferação fúngica e atinge o nível 

terapêutico adequado no líquido cefalorraquidiano (De Almeida Campos et al., 2023; Gullo et 

al., 2013). Finalmente, o análogo de pirimidina flucitosina (também conhecido como 5-

fluorocitosina ou 5-FC) funciona como um antimetabólito que bloqueia a síntese de DNA, mas 

o desenvolvimento frequente de resistência e hepatotoxicidade impede o uso como 

monoterapia. Infelizmente, o uso generalizado de antifúngicos sustenta o rápido surgimento de 

resistência dessas classes de agentes antifúngicos. Portanto, entende-se que há limitações para 

o tratamento com esses antifúngicos, visto que AMB causa nefrotoxicidade, 5-FC causa 

hepatotoxicidade, enquanto tem-se observado isolados clínicos resistentes ao uso de FLC, 

contribuindo para falhas terapêuticas. Mediante este contexto, a busca por novos antifúngicos 

tem se destacado (Perfect et al., 2010; De Alcântara Corrêa, 2019; Sah et al., 2022).  

 

1.9. Resistência 

A resistência é definida como a capacidade de um fungo sobreviver e se proliferar na 

presença de um agente antifúngico em concentrações que normalmente seriam inibitórias ou 

fungicidas (White; Marr; Bowden, 1998). Dentre os mecanismos de resistência dos fungos, 

destaca-se as alterações na permeabilidade da membrana (Martinez; Casadevall, 2006), a 

implementação de vias metabólicas alternativas (Robbins et al., 2015), as modificações 

estruturais e genéticas no alvo da droga, as bombas de efluxo e os biofilmes (Sanglard et al., 

2009; Lee; Robbins; Cowen, 2023).  

1.9.1. Alterações na permeabilidade da membrana 

 As alterações na permeabilidade da membrana são um dos principais mecanismos de 

resistência aos antifúngicos. A membrana celular do fungo é a barreira inicial contra agentes 

antifúngicos, como os polienos e os azóis. Modificações na composição de lipídios e proteínas 

da membrana podem dificultar a entrada desses medicamentos. Alterações específicas incluem 

a redução na quantidade de ergosterol, o principal esterol da membrana, que é o alvo de muitos 

antifúngicos (Martel et al., 2010; Oliveira et al., 2020). A alteração da fluidez da membrana e 
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a reorganização de microdomínios lipídicos também contribuem para essa resistência. Essas 

mudanças na membrana não apenas impedem a entrada de drogas, mas também podem ativar 

mecanismos de efluxo e outras respostas adaptativas celulares (Cowen et al., 2015; Oliveira et 

al., 2020). 

1.9.2. Implementação de vias metabólicas alternativas 

A implementação de vias metabólicas alternativas é um mecanismo crucial de resistência 

às drogas antifúngicas. O fungo pode ajustar seu metabolismo para contornar os pontos de 

ataque dos medicamentos. Por exemplo, pode ocorrer a ativação da via do glioxilato, que 

permite ao fungo derivar energia de fontes de carbono diferentes das usadas normalmente, 

podendo gerar produtos como trealose e glicogênio. Além disso, o fungo pode modificar seu 

ciclo de ácido tricarboxílico (CAT) para aumentar a produção de nicotinamida adenina 

dinucleotídeo (NADH) e adenosina trifosfato (ATP) por fosforilação em nível de substrato, 

compensando a inibição da cadeia de transporte de elétrons pela droga. Essas adaptações 

permitem ao fungo manter suas funções vitais mesmo sob estresse antifúngico (Chang et al 

2020; Lee; Robbins; Cowen, 2023). 

1.9.3. Mudanças na estrutura e na genética dos alvos 

Os mecanismos de resistência de Cryptococcus aos antifúngicos são variados e envolvem 

mudanças complexas tanto na estrutura quanto na genética dos alvos das drogas. Os azóis, uma 

classe importante de antifúngicos, atuam inibindo a enzima lanosterol 14α-desmetilase, 

codificada pelo gene ERG11. Esta enzima é crucial para a síntese de ergosterol, o principal 

componente da membrana celular fúngica. Mutações no gene ERG11 podem alterar a estrutura 

da enzima, diminuindo sua afinidade pelos azóis e, assim, conferindo resistência à droga. Além 

disso, uma aneuploidia pode resultar na duplicação de genes envolvidos na biossíntese de 

esteróis, incluindo ERG11, podendo favorecer a superexpressão desse gene (Francesconi et al., 

2021). Modificações na sequência de aminoácidos da lanosterol 14α-desmetilase podem 

impactar a interação da enzima com os azóis. Estas inserções/deleções podem ocorrer 

naturalmente ou serem selecionadas sob pressão de tratamento antifúngico, resultando em uma 

enzima funcionalmente ativa, mas menos suscetível à inibição pelos azóis (Lee; Robbins; 

Cowen, 2023). 

1.9.4. Bombas de efluxo 

As bombas de efluxo são proteínas de transporte transmembrana que expelem substâncias 

nocivas para fora das células, contribuindo para a resistência aos antifúngicos e à sobrevivência 

em ambientes hostis. Existem 2 famílias de proteínas envolvidas no efluxo de substâncias nos 
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fungos: os transportadores da família ABC (ATP- Binding Cassette) e os transportadores MFS 

(Major Facilitator Superfamily) (Tavares et al., 2019). Transportadores ABC: Estes utilizam a 

energia derivada da hidrólise de ATP para transportar substratos através da membrana 

plasmática. Eles são altamente específicos e têm um papel crucial na resistência a 

medicamentos antifúngicos, como os azóis. Exemplos incluem os transportadores Cdr1p e 

Cdr2p em Candida albicans. Transportadores MFS: Estes utilizam o gradiente eletroquímico 

de íons para mover substratos através da membrana. São menos específicos que os 

transportadores ABC e incluem exemplos como Mdr1p em Cryptococcus neoformans e 

Candida albicans. Os transportadores ABC e MFS são encontrados universalmente em todas 

as células de todos os organismos e são capazes de expulsar uma ampla gama de substâncias, 

incluindo drogas antifúngicas, toxinas metabólicas e até quimioterápicos (MDR/Pg-p nas 

células humanas em tratamento contra neoplasias) (Prasad; Rawal, 2014; Lowrence et al., 

2019). Esses transportadores são importantes para a excreção de diferentes substratos, incluindo 

medicamentos e nutrientes (Reddy et al., 2012). C. neoformans e C. gattii não possui um 

número definido de transportadores ABC e MFS encontrados em seus genomas. Estes números 

podem variar de acordo com a cepa do fungo e o ambiente em questão (Santi et al, 2014; Farrer 

et al, 2015). 

A superexpressão dos genes CDR1 e CDR2, homólogos aos transportadores ABC de 

Cryptococcus em C. albicans, são responsáveis pela resistência em alguns isolados clínicos, 

recuperados de pacientes submetidos a longas terapias (Sanglard et al., 2009). Isolados clínicos 

de C. albicans se mostram resistentes ao fluconazol quando há uma superexpressão do gene 

MDR1 (Lohberger; Coste; Sanglard, 2014). Winski et al. (2022), descobriram que o 

transportador ABC PDR6 (AFR3), em estudos fenotípicos de uma cepa com este gene deletado, 

revelaram um perfil alterado de suscetibilidade antifúngica, incluindo hipersensibilidade ao 

fluconazol, diminuição de ergosterol, redução no material capsular do polissacarídeo secretado. 

Estudos em camundongos mostraram que a função desse gene era necessária para a progressão 

normal da infecção. Os transportadores ABC de C. neoformans, AFR1 e AFR3 (PDR6), foram 

reportados em isolados resistentes. (Sanglard et al., 2009; AFR3 – Oliveira et al., 2022). A 

regulação positiva combinada dos genes AFR1, AFR2 e MDR1 pode contribuir para a 

heterorresistência ao fluconazol em C. gattii (Chang et al., 2018).    

 Estudos em isolados clínicos de C. albicans demonstraram que as bombas de efluxo 

participam ativamente na formação e na resistência de biofilme, pela regulação positiva 

acentuada de MDR1, CDR1 e CDR2 (Shi et al., 2019). Tavares e colaboradores, 2019, 

realizaram um transcriptoma do biofilme de C. gattii e verificaram que os transportadores 
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AFR1, AFR2 e MDR1 podem estar envolvidos também no metabolismo fúngico. Os 

transportadores ABC e MFS possuem diferentes substratos e funções fisiológicas que 

contribuem para a aquisição de nutrientes e enfrentamento de diversos estresses como: choque 

térmico, variação de pH, hipóxia, estresse osmótico, oxidativo e defesas do sistema 

imunológico. C. neoformans e C gattii são capazes de formarem biofilmes e desde então estes 

foram estudados e caracterizados (Martinez; Casadevall, 2015). 

1.9.5. Biofilmes e células persisters 

    Os biofilmes fúngicos, como os formados por Cryptococcus, representam um desafio 

significativo na medicina devido à sua resistência aumentada aos agentes antifúngicos e à sua 

capacidade de persistir em superfícies bióticas e abióticas. Biofilmes são uma comunidade 

séssil e organizada, aderida a uma superfície ou não e envolvida por uma matriz extracelular 

polimérica (MEP) autoproduzida contendo também outros componentes como proteínas, 

lipídeos, eDNA, eRNA, etc. Essas comunidades possuem fenótipo modificado em relação à 

expressão gênica e à taxa de crescimento. O crescimento em comunidades traz muitos 

benefícios para as células, como: aumento da concentração de nutrientes, proteção contra 

agressões ambientais, troca de material genético, estabelecimento de simbiose e capacidade de 

colonizar nichos diferentes. Desta forma, os microrganismos que crescem em biofilmes sofrem 

grandes modificações, diferindo das células planctônicas (Sardi et al., 2013).  Nos biofilmes, 

as bombas de efluxo são muito ativas, sendo alvos atraentes para o desenvolvimento de 

moléculas com atividade antibiofilme. Um certo número de inibidores de bomba de efluxo de 

bactérias são conhecidos para reduzir a formação de biofilmes e podem eventualmente levar ao 

desenvolvimento de melhores terapias. (Almatar et al., 2021).  Para inibidores de bombas em 

biofilmes de fungos, os dados da literatura mostram estudos relacionados principalmente à 

Candida albicans e Arpergillus fumigatus. (Morschhäuser et al., 2010; Prasad; Rawal, 2014).   

    A formação do biofilme possui fases coordenadas, como: adesão - leveduras ficam 

metabolicamente ativas e se aderem firmemente; iniciação - população fúngica aumenta 

significativamente, se espalhando uniformemente pela superfície (a proximidade das células 

dentro da microcolônia pode apresentar ambiente favorável para obtenção de gradientes de 

nutrientes, troca genética e detecção de quorum sensing); produção de MEP - lipídeos, 

polissacarídeos, proteínas, eDNA;  maturação - aumento da quantidade de material extracelular 

envolvendo as células e produzindo estruturas compactas, profundas e tenazes; dispersão de 

células fúngicas do biofilme que podem produzir as chamadas células persisters (células ultra 
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tolerantes), que se  apresentam com fenótipos altamente persistentes (Martinez; Casadevall, 

2015).   

     Vários fatores têm sido propostos para a resistência de biofilmes aos agentes antifúngicos, 

como: sequestro de fármacos por componentes da matriz, regulação positiva das bombas de 

efluxo de drogas e presença de células persisters. Células persisters são variantes fenotípicas 

de células do tipo selvagem e representam parte da população de biofilme que é capaz de 

sobreviver a altas doses de antifúngicos. As células persisters são avaliadas principalmente em 

Candida, onde exibem características de dormência (possuindo baixa atividade metabólica). 

Esse estado dormente ajuda contra drogas fungicidas, como a anfotericina B (AMB) (Wuyts; 

Van Dijck; Holtappels, 2018). Ainda não há dados na literatura de células persisters em 

biofilmes de Cryptococcus.  

 

1.10. Alternativas terapêuticas  

    A resistência de Cryptococcus aos antifúngicos atualmente disponíveis, junto com a 

diminuição da oferta de fungicidas sintéticos e as condições econômicas desfavoráveis da 

população, destaca a urgência de desenvolver novas opções terapêuticas (Perfect, 2017). 

Diversos estudos indicam novas alternativas terapêuticas para o tratamento da criptococose e 

para combater a formação de biofilmes, incluindo o uso de produtos naturais e seus derivados. 

A combinação de novas substâncias antifúngicas com medicamentos convencionais tem 

mostrado um efeito sinérgico. Dados sobre a atividade antimicrobiana de extratos vegetais, 

tanto contra microrganismos sensíveis quanto resistentes, bem como o potencial efeito 

sinérgico entre antibióticos e extratos vegetais, são significativos. Esses achados sugerem que 

pesquisas mais detalhadas sobre o uso terapêutico de plantas devem ser ampliadas (De Souza 

Santos, 2016; Silva et al., 2021). Um exemplo disso é o ácido protocatecuico (ácido 3,4-

dihidroxibenzóico), um derivado do ácido benzóico encontrado em frutas, nozes e vegetais, 

como azeitonas e arroz. Os compostos fenólicos são amplamente estudados devido às suas 

diversas atividades farmacológicas, incluindo a inibição da proliferação fúngica e da oxidação 

lipídica. Os ácidos fenólicos são caracterizados por um anel benzênico, um grupo carboxílico e 

um ou mais grupos hidroxila e/ou metoxila em sua estrutura. Esses ácidos fazem parte do grupo 

dos compostos fenólicos. Estudos mostraram que o ácido protocatecuico possui propriedades 

anticarcinogênicas, antioxidantes e antifúngicas (Soares et al., 2011; Qiu et al., 2012; Soares et 

al., 2014). 
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     Semelhantemente, os inibidores de bomba de efluxo são compostos promissores em 

experimentos que atuam na reversão ou diminuição da resistência aos antifúngicos. Ao serem 

administrados em combinação com antifúngicos convencionais, estes inibidores aumentam a 

eficácia desses medicamentos ao restaurar a concentração intracelular dos antifúngicos para 

níveis terapêuticos (Hayama et al., 2012). Inibidores como FK506 (Tacrolimus), Verapemil e 

Ciclosporina A atuam contra a calcineurina, uma fosfatase serina/treonina dependente de cálcio 

e calmodulina, que é crucial para a sinalização celular, homeostase iônica e regulação da 

resposta ao estresse, como por exemplo a atividade de bombas de efluxo na detoxificação 

celular (Juvvadi; Lamoth; Steinbach, 2014; Holmes et al 2016). Estudos têm demonstrado a 

eficácia desses inibidores de bomba de efluxo contra determinados biofilmes fúngicos. 

Pesquisas em Candida sp. mostraram que combinações com antifúngicos como azólicos podem 

melhorar significativamente a resposta ao tratamento (Del Poeta et al., 2000; Uppuluri et al., 

2008). 

 

1.11. Hipótese  

    Diante de todo este contexto, o presente estudo teve como proposta a hipótese de que C. 

neoformans e C. gattii não somente utilizem as mesmas bombas de efluxo de drogas 

antifúngicas, mas também o transporte dos principais componentes de matriz extracelular do 

biofilme em sua formação. Além disso, suspeitamos que estes biofilmes produzam células 

persisters e estes mesmos genes possam estar superexpressos, conferindo resistência aos 

antifúngicos. Ademais, foi investigada a capacidade de FK506 (Tacrolimus) e um derivado de 

ácido protocatecuico em reduzir a expressão dessas bombas e aumentar a suscetibilidade do 

fungo ao fluconazol como potencial alternativa terapêutica. 
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6. CONCLUSÃO 

Os biofilmes formados por Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii 

demonstraram complexidade estrutural e heterogeneidade. A caracterização dos biofilmes 

revelou a presença de uma matriz rica em biomoléculas que desempenham papéis cruciais no 

desenvolvimento desses biofilmes. A análise da expressão gênica das bombas de efluxo revelou 

a importância desses transportadores durante toda a formação dos biofilmes. 

Os tratamentos realizados demonstraram diferenças marcantes na susceptibilidade entre 

células planctônicas e as células de biofilme. A combinação de fluconazol com FK506 e octila 

(principalmente) se destacou entre os tratamentos, sendo mais eficaz em prejudicar a formação 

e estruturação dos biofilmes. Os tratamentos ajudaram a destrinchar a importância das bombas 

de efluxo nos biofilmes. Os componentes dos biofilmes terem sido prejudicados implicou numa 

notável relação dessas bombas com o auxílio no transporte das principais moléculas 

extracelulares. Uma evidência dessa perspectiva foi a redução da expressão dos genes-alvo 

após os tratamentos realizados, mostrando que as bombas de efluxo possuem papéis 

multifacetados. 

As células persisters de C. neoformans e C. gattii mostraram capacidade de sobreviver 

em concentrações muito elevadas de antifúngicos. As células persisters representam uma 

subpopulação distinta, que pode alternar fases de dormência e condições ativas. As bombas de 

efluxo não estavam envolvidas e não foram importantes na sobrevivência das células persisters 

no período de exposição à AMB.  As células persisters reativaram a expressão dessas bombas 

após o período de exposição à AMB. Os testes de susceptibilidade mostraram o quão 

recalcitrantes são essas células. As combinações de fluconazol+FK506 e fluconazol+octila 

(principalmente) se mostraram significativamente mais eficazes.  

 Portanto, nossos resultados ajudaram a identificar mecanismos de resistência de 

biofilmes, a existência de células persisters das espécies de C. neoformans e C. gattii e novas 

alternativas terapêuticas no contexto da criptococose. 
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