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RESUMO 
 
 

A criptococose é uma doença infecciosa fúngica potencialmente fatal, cosmopolita, 
que acomete mamíferos domésticos, animais silvestres e o homem; os sintomas 
clínicos podem variar de infecção pulmonar assintomática à doença disseminada e 
meningite. A criptococose é causada por leveduras do gênero Cryptococcus, 
pertencentes aos complexos C. gattii sensu lato (s.l.) e C. neoformans sensu lato 
(s.l.). Esta enfermidade constitui-se em uma das principais causas de morbidade e 
mortalidade de indivíduos imunocomprometidos, principalmente aqueles portadores 
de HIV/AIDS. Entretanto, esses patógenos também são agentes oportunistas 
importantes em pacientes com câncer e naqueles que se submetem às terapias 
imunossupressoras, procedimentos médicos invasivos ou utilizam antibióticos de 
amplo espectro. Além disso, relatos de criptococoses em indivíduos 
imunocompetentes têm emergido mundialmente. Embora não seja um fator de 
virulência clássico, a capacidade de formar biofilme tem contribuído 
consideravelmente na virulência de muitas espécies de fungos, sendo relacionado 
com a persistência de infecções e diminuição da sensibilidade aos agentes 
antimicrobianos. Apesar da importância de C. gattii s.l na perspectiva clínica, o 
conhecimento sobre os mecanismos envolvidos na formação de biofilme por este 
complexo é escasso. Diante disso, este trabalho teve como objetivo determinar a 
capacidade de formação de biofilme por C. gattii s.l., a caracterização fenotípica e a 
identificação de possíveis genes envolvidos no seu desenvolvimento. A capacidade 
de formação do biofilme foi avaliada em superfície de poliestireno a 37 ºC por 48 
horas em isolados clínicos e ambientais de C. gattii s.l., e a biomassa foi 
determinada por coloração com cristal violeta. A cinética do desenvolvimento do 
biofilme foi determinada em superfície de poliestireno e vidro nos tempos de 6, 12, 
48, 72 e 96 horas por C. gattii ATCC 24065, determinada pela quantificação da 
biomassa e da atividade metabólica, por cristal violeta e redução do XTT, 
respectivamente. A estrutura do biofilme foi determinada por microscopia eletrônica 
de varredura (MEV) e microscopia de varredura confocal a laser (MVCL). Para a 
identificação de genes envolvidos na formação do biofilme, C. gattii ATCC 24065 foi 
incubado a 37 ºC por 48 horas, e utilizado para obtenção do RNA para determinar o 
perfil transcricional durante o desenvolvimento do biofilme por sequenciamento de 
RNA (RNA-seq). Nossos resultados mostraram que C. gattii s.l apresenta a 
capacidade de formar biofilme em diferentes superfícies; além disso, a cinética da 
formação apresentou um aumento exponencial da biomassa entre os tempos de 
incubação de 24 e 96 horas, enquanto que a atividade metabólica teve o seu 
aumento entre 24 e 72 horas. Os resultados de MEV mostraram que entre 0 e 12 
horas as células leveduriformes encontraram-se aderidas à superfície, com aumento 
gradativo de densidade celular; em 24 horas houve o início da formação de matriz 
exopolissacarídica (EPS); e em 96 horas o biofilme apresentou-se como agregado 
celular embebidos na EPS. Imagens de MCLV, em 72 horas de incubação, 
mostraram o biofilme como uma monocamada de 8 micrômetros de espessura, 
composto por células metabolicamente ativas envoltas pela EPS. A avaliação do 



 

 

perfil transcricional, após o tratamento estatístico, mostrou um total de 321 genes 
diferencialmente expressos durante a formação do biofilme. Destes, 98 genes 
apresentaram-se como hiperexpressos, enquanto 223 estavam subexpresso. Dos 98 
genes, com expressão aumentada, após análise das possíveis funções, 38 
corresponderam a proteínas não caracterizadas, 35 corresponderam a proteínas 
ribossomais e proteínas componentes da estrutura do ribossomo e 25 
corresponderam a proteínas caracterizadas. Sendo assim, nossos resultados 
mostraram que, além da capacidade de formar biofilme, o complexo C. gattii s.l. 
apresenta um aparato de regulação consistente, indicando centenas de genes 
envolvidos no desenvolvimento desta estrutura. 
 
Palavras-chave: Cryptococcus gattii s.l. Formação de biofilme. Estrutura. Genes 

diferencialmente expressos. 
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ABSTRACT 
 
 

Cryptococcosis is a fungal disease, potentially fatal, that affect domestic mammals, 
wild animals and humans. Clinical symptoms diverge from asymptomatic infection to 
disseminated lung disease, and meningitis. Cryptococcosis is caused by 
encapsulated yeast of Cryptococcus genus, belonging to complex C. gattii sensu lato 
(s.l.) and C. neoformans sensu lato (s.l.). This disease is one of the main causes of 
morbidity and mortality in immunocompromised individuals, particularly those with 
HIV / AIDS. However, these pathogens are also important opportunistic agents in 
cancer patients and those submitted to immunosuppressant therapies, invasive 
medical procedures or use broad-spectrum antibiotics. In addition, reports of 
cryptococcosis in immunocompetent individuals have emerged worldwide. The ability 
to form biofilm has contributed considerably to virulence in many species of fungi, 
associated with persistent infections, and sensitivity reduction of antimicrobial agents. 
Despite the clinical importance of C. gattii s.l., knowledge about the mechanisms 
involved in biofilm formation by this complex is scarce. Thus, this study aimed to 
determine the ability of C. gattii s.l. to form biofilm, phenotypic characterization and 
identification of involved genes in its development. The ability of biofilm formation by 
environmental and clinical isolates of C. gattii s.l. was evaluated in polystyrene 
surface at 37 ° C for 48 hours, and biomass was determined by Crystal Violet 
staining. The kinetics of biofilm development was determined in polystyrene and 
glass surfaces at times of 6, 12, 48, 72 and 96 hours by C. gattii ATCC 24065, 
determined by biomass quantification and metabolic activity, by crystal violet staining 
and XTT reduction, respectively. The biofilm structure was determined by scanning 
electron microscopy (SEM) and confocal laser scanning microscopy (CLSM). To 
identify genes involved in biofilm formation, C. gattii ATCC 24065 was incubated at 
37 ° C for 48 hours and used to obtain the RNA to determine the transcriptional 
profile during biofilm development by RNA sequencing (RNA-seq). Our results 
showed that C. gattii s.l. has the ability to form biofilms on different surfaces. In 
addition, the kinetics of biofilm formation showed an exponential biomass between 24 
and 96 hours of incubation, whereas the metabolic activity had its increase between 
24 and 72 hours. SEM results showed that between 0 and 12 hours, the yeast cells 
were found adhered to the surface with a gradual increase in cell density; 24 hours t 
was observed the beginning of exopolysaccharide (EPS) matrix formation; and within 
96 hours the biofilm presented itself as a cell aggregated embedded in EPS. CLSM 
images, in 72 hours of incubation, showed biofilm as a monolayer of 8 micrometers 
thick, composed of metabolically active cells surrounded by EPS. The evaluation of 
transcriptional profile, after statistical analysis, showed a total of 321 differentially 
gene expressed during biofilm formation. Of these, 98 genes were presented as 
overexpressed, while 223 were underexpressed. Of the 98 genes with increased 
expression, after possible functions analysis, 38 corresponded to uncharacterized 
proteins, 35 corresponded to ribosomal proteins and structural components of the 
ribosome and 25 corresponded to characterized proteins. Thus, our results showed 
that, in addition to ability to form biofilms, the C. gattii s.l. complex presents a 



 

 

consistent control apparatus, indicating hundreds of genes involved in the structural 
developing of biofilm. 
 
Key-words: Cryptococcus gattii s.l. Biofilm development. Structure. Differential gene 

expression. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

A criptococose é uma doença cosmopolita (HONSHO et al., 2003; 

REOLON; PEREZ; MEZZARI, 2004), potencialmente fatal (MALIK et al., 1997; 

SPIES et al., 2015), que acomete mamíferos domésticos, principalmente o gato e o 

cão (HEADLEY et al., 2015; LARSSON et al., 2003; MALIK et al., 1997), animais 

silvestres e o homem (DEL POETA; CASADEVALL, 2012; HONSHO et al., 2003). 

Esta enfermidade constitue-se em uma das principais causas de morbidade e 

mortalidade de indivíduos imunocomprometidos, principalmente aqueles portadores 

de HIV/AIDS (human immunodeficiency virus/acquired immunodeficiency syndrome) 

(DEL POETA; CASADEVALL, 2012; GULLO et al., 2013; LEAL et al., 2008). 

Entretanto, esses patógenos também são agentes oportunistas importantes em 

pacientes com câncer e naqueles que se submetem às terapias imunossupressoras, 

procedimentos médicos invasivos ou utilizam antibióticos de amplo espectro 

(FERNANDES et al., 2000; SPIES et al., 2015). Além disso, relatos de criptococoses 

em indivíduos imunocompetentes têm emergido mundialmente (CHEN; MEYER; 

SORRELL, 2014; MARTINS et al., 2011; PINTO JUNIOR et al., 2010). 

Algumas espécies do gênero Cryptococcus têm sido descritas como 

agentes etiológicos de infecções em humanos, porém a maioria dos casos de 

criptococose reportados é causada por um dos dois principais complexos: 

Cryptococcus gattii sensu lato (s.l.) e Cryptococcus neoformans sensu lato (s.l.) 

(GULLO et al., 2013; HAGEN et al., 2015; MEYER et al., 2003; SLOAN; PARRIS, 

2014). Estudos de caracterização genotípica e fenotípica permitiram a 
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reclassificação dos complexos em espécies distintas: C. gattii s.l. foi classificado em 

C. gattii (genótipo AFLP4/VGI), C. bacillisporus (genótipo AFLP5/VGIII), C. 

deuterogattii (genótipo AFLP6/VGII), C. tetragattii (genótipo AFLP7/VGIV) e C. 

decagattii (genótipo AFLP10/VGIV); C. neoformans s.l. em C. neoformans (genótipo 

AFLP1/VNI, AFLP1A/VNB/VNII and AFLP1B/VNII) and C. deneoformans (genótipo 

AFLP2/VNIV) (HAGEN et al., 2015; MEYER et al., 2003). 

No Brasil, a criptococose não é uma doença de notificação 

compulsória, o que dificulta o estabelecimento da taxa de ocorrência real desta 

enfermidade. Entretanto, isolados ambientais e clínicos (tanto do homem como de 

animais) de C. neoformans e C. gattii têm sido reportado no país (ANZAI et al., 2014; 

BRITO-SANTOS et al., 2015; COGLIATI, 2013; COSTA et al., 2009; FAVALESSA et 

al., 2014; HEADLEY et al., 2015; LEAL et al., 2008; MARTINS et al., 2011; MATOS 

et al., 2012; PINTO JUNIOR et al., 2010; SANTOS et al., 2008; TAKAHARA et al., 

2013; TRILLES et al., 2008). 

A infecção por Cryptococcus spp. inicia-se no trato respiratório 

causando um quadro de doenças que varia desde infecções assintomáticas à 

doença grave, incluindo pneumonia e infecção disseminada em vários sítios, como 

sistema nervoso central, olhos e pele (GOLDMAN; VOLLMER; LUKS, 2010). As 

infecções causadas por C. gattii são mais agressivas, quando comparadas àquelas 

causadas por C. neoformans. Em infecções por C. gattii observa-se uma maior 

frequência de hidrocefalias e lesões cerebrais focais (SORRELL, 2001), maior 

predominância de criptococomas no pulmão e no cérebro, resposta mais lenta a 

terapia com os antifúngicos, ocorrência de um maior número de sequelas, bem 

como a necessidade de intervenções cirúrgicas (BARTLETT et al., 2012; SORRELL, 

2001). 
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Em geral, Cryptococcus spp. apresenta uma cápsula rica em 

polissacarídeo, principal fator de virulência, que contribui para adesão a diferentes 

superfícies (MARTINEZ; CASADEVALL, 2007) e evasão da resposta imune do 

hospedeiro (ZARAGOZA et al., 2009). Outros fatores associados à virulência dessas 

espécies são: enzima fenoloxidase que participa da síntese da melanina e outros 

pigmentos a partir de precursores fenólicos, a enzima urease que é responsável pela 

hidrólise da uréia e a termotolerância à 37º C (FEDER et al., 2015; TAYLOR-SMITH; 

MAY, 2016). 

Embora não seja um fator de virulência clássico, a capacidade de 

formar biofilme tem contribuído consideravelmente na virulência de muitas espécies 

de fungos (BONHOMME; D‘ENFERT, 2013; RAMAGE et al., 2012; SARDI et al., 

2014). Em muitos casos a persistência da infecção microbiana está relacionada com 

a capacidade de alguns fungos em formar biofilme em superfície biótica, bem como 

em vários dispositivos médicos implantados, sendo considerado um importante 

problema clínico e econômico (MARTINEZ; FRIES, 2010). 

O conhecimento sobre os mecanismos envolvidos na formação de 

estruturas complexas como o biofilme por C. gattii é limitado. Portanto, o 

entendimento da estrutura e dos padrões genéticos e moleculares envolvidos na 

formação de biofilme por C. gattii s.l. pode contribuir para o estudo e 

desenvolvimento de alternativas terapêuticas para o tratamento de infecções 

causadas por esta levedura. 

Sequenciamento de próxima geração (Next-Generation sequencing) de 

DNAs complementares (DNAc) provenientes de amostras de RNA pode contribuir 

não só para o entendimento dos mecanismos envolvidos na expressão de genes, 

bem como elucidar as estruturas e relações entre centenas de genes (LINDE et al., 
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2015; MUTZ et al., 2013). Estudos de transcriptoma envolvendo RNA-seq têm 

evoluído como uma potente ferramenta para determinar a abundância de RNAs 

transcritos. Além disso, a técnica pode ser aplicada em estudos de expressão gênica 

diferencial entre duas populações em situações distintas. Assim, os estudos 

genéticos sobre a formação de biofilme pode fornecer ferramentas úteis para 

manipulação genética, seleção e desenvolvimento de vacinas e substâncias 

antibiofilme, que podem impactar positivamente no controle de infecções associadas 

a essa comunidade. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 CRIPTOCOCOSE E Cryptococcus spp. 

2.1.1 Criptococose 

 

A criptococose é uma doença cosmopolita (HONSHO et al., 2003; 

REOLON; PEREZ; MEZZARI, 2004), potencialmente fatal, que acomete mamíferos 

domésticos, principalmente o gato e o cão (MALIK et al., 1997), animais silvestres e 

o homem (GULLO et al., 2013). Esta doença, também conhecida como torulose ou 

blastomicose europeia, é causada pelos fungos encapsulados pertencentes aos 

complexos Cryptococcus gatti sensu lato (C. gattii s.l.) e Cryptococcus neoformans 

sensu lato (C. neoformans s.l.). A infecção por Cryptococcus spp. inicia-se no trato 

respiratório causando um quadro de doenças que varia desde infecções 

assintomáticas à doença grave, incluindo pneumonia e infecção disseminada em 

vários sítios, como sistema nervoso central, olhos e pele (GOLDMAN; VOLLMER; 

LUKS, 2010; MAZIARZ; PERFECT, 2016) 

Cryptococcus spp. é uma das principais causas de infecções 

oportunistas em pacientes imunodeprimidos. Estes patógenos são responsáveis por 

cerca de 1 milhão de casos de meningite por ano em pacientes com AIDS. O Centro 

para Controle de Doenças dos Estados Unidos estima mais de um milhão de novos 

casos por ano em todo o mundo, causando cerca de 937.800 óbitos de pacientes 

portadores de HIV (CDC, 2015; DEL POETA; CASADEVALL, 2012; MAZIARZ; 

PERFECT, 2016).  

A maior prevalência de criptococose no mundo ocorre na África Sub-

Saariana (Figura 1), com aproximadamente 720.000 novos casos com mortes por 
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ano (Figura 2). Esse fato correlaciona com os números referente à incidência de 

infecções por HIV, que também ocorre no mesmo local. Nesta região, a criptococose 

representa a quarta causa de morte entre pacientes portadores de HIV (Figura 3) No 

continente Americano, estima-se que ocorram 70.000 mortes ao ano, em 

decorrência da criptococose (Figura 2) (CDC, 2015) 

 

 

Figura 1: Distribuição mundial da prevalência de criptococose. Adaptado de MAY et al., 2015 

 

 

Figura 2: Estimativa global de números de casos de meningite causada por Cryptococcus spp. Adaptado de 

CDC, 2015 
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Figura 3: Número e causa de óbitos na África Subsaariana; notar que a criptococose é a quarta causa de morte, 

em pacientes com HIV, nessa região. Adaptado de CDC, 2015 

 

 

No Brasil, o aumento do número de pacientes portadores de HIV, foi 

acompanhado por um aumento no número de infecções oportunistas causadas por 

Cryptococcus spp.. Segundo o Ministério da Saúde – Coordenação Nacional de 

DST/AIDS, no período entre 1980 e 1997, a incidência dessas infecções, associadas 

a pacientes com HIV, foi 4,3% (Revisto por CASALI et al., 2001). E entre 1996 a 

2006, a criptococose foi responsável por 50,9% das mortes ocorridas em pacientes 

HIV positivos no nosso país (PRADO et al., 2009). Entretanto, esses patógenos 

também são agentes oportunistas importantes em pacientes com câncer e naqueles 

que se submetem às terapias imunossupressoras, procedimentos médicos 

invasivos, ou utilizam antibióticos de amplo espectro (FERNANDES et al., 2000). 
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2.1.2 Cryptococcus spp.  

2.1.2.1 HISTÓRIO E NOMENCLATURA DE Cryptococcus spp. 

 

Cryptococcus spp. refere-se a um grupo de leveduras encapsuladas 

responsáveis por causar vários tipos de manifestações clínicas em mamíferos. A 

maioria dos casos de criptococose reportados são causados por um dos dois 

principais complexos: C. gattii s.l. e C. neoformans s.l. (GULLO et al., 2013; HAGEN 

et al., 2015; MEYER et al., 2003; SLOAN; PARRIS, 2014).  

Cryptococcus spp. pertencem ao Domínio ou Superreino Eukarya, 

Reino Fungi, Sub-reino Dikarya, Filo Basidiomycota, subfilo Agaricomycotina, Classe 

Tremellomycetes, Ordem Filobasidiales, Família Filobasidiaceae e Gênero 

Cryptococcus (FINDLEY et al., 2009). 

A primeira descrição de Cryptococcus spp. data no século XIX. Entre 

os anos de 1894 e 1895, um professor de patologia alemão chamado Otto Busse 

descreveu um organismo extremamente virulento, isolado da tíbia de uma mulher, 

com morfologia semelhante a Saccharomyces sp.; por essa razão, ele nomeou a 

doença como ―Saccharomycosis hominis”. A mesma levedura foi observada e 

descrita pelo cirurgião Abraham Buschke, colega de Busse, na mesma infecção; 

porém nenhum dos dois profissionais propuseram um nome para a referida levedura 

(Revisto por BARNETT, 2010). 

Na década anterior (1884 e 1885), na Universidade de Cagliari, Itália, 

Francesco Sanfelice isolou uma levedura semelhante, de um suco fermentado de 

pêssego. Este pesquisador observou que a levedura isolada do suco apresentava 

morfologia celular similar a Saccharomyces cerevisae, porém diferia deste último em 
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relação à morfologia das colônias, levando-o a propor o nome Saccharomyces 

neoformans (nova forma) (Revisto por BARNETT, 2010). 

Já em 1901, na Universidade de Nanci, na França, Jean-Paul Vuillemin 

descreveu que tanto a ―levedura de Busse‖ quanto a ―levedura de Sanfelice‖, não 

produziam ascósporos, não sendo possível nomeá-las como Saccharomyces; este 

fato, levou a renomeação das leveduras em Cryptococcus hominis e Cryptococcus 

neoformans, respectivamente (Revisto por BARNETT, 2010). 

Com o passar do tempo, várias outras leveduras semelhantes foram 

isoladas e descritas de diferentes fontes, onde cada autor propunha um nome. 

Nessa época, a doença causada por este fungo ficou conhecida como torulose, em 

consequência do nome proposto por Joseph Weis, Torula neoformans, em 1902 e 

Torula histolytica, em 1916 (LODDER; KREGER-VAN RIJ, 1953). 

Entre 1934 e 1935, Rhoda Benham, nos Estados Unidos da América, e 

Jacomina Lodder, na Holanda, observaram que as diversas leveduras identificadas 

anteriormente com diferentes nomes pertenciam à mesma espécie. Entretanto, 

Benham classificou-as como C. neoformans e Lodder como Torulopsis neoformans. 

No entanto, em 1952, Lodder adotou a nomenclatura proposta por Benham, C. 

neoformans (LODDER; KREGER-VAN RIJ, 1953). 

Em 1970, (GATTI; EECKELS, 1970), Vanbreuseghem e Takashio 

(VANBREUSEGHEM; TAKASHIO, 1970) e de Vroey e Gatti (DE VROEY; GATTI, 

1989), estudando uma linhagem de C. neoformans, obtida de um paciente portador 

de leucemia, observaram que as células dessa linhagem apresentavam-se 

alongadas, o que levou a descrição dessa cepa como C. neoformans variedade 

gattii. Em 2002. June Kyong Kwon-Chung e colaboradores, baseados em 

características filogenéticas, observaram que C. neoformans var. gattii não era 
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apenas uma variedade, mas sim uma espécie distinta, estabelecendo, assim, a nova 

espécie Cryptococcus gattii (KWON-CHUNG et al., 2002). 

Em 2015, estudos relacionados com características genotípicas e 

fenotípicas permitiram a classificação dos complexos Cryptococcus em espécies 

distintas: C. gattii s.l. foi classificado em C. gattii (genótipo AFLP4/VGI), C. 

bacillisporus (genótipo AFLP5/VGIII), C. deuterogattii (genótipo AFLP6/VGII), C. 

tetragattii (genótipo AFLP7/VGIV) e C. decagattii (genótipo AFLP10/VGIV); C. 

neoformans s.l. em C. neoformans (genótipo AFLP1/VNI, AFLP1A/VNB/VNII e 

AFLP1B/VNII) e C. deneoformans (genótipo AFLP2/VNIV) (HAGEN et al., 2015; 

MEYER et al., 2003). 

A Tabela 1 mostra a evolução da identificação, nomenclatura e 

descrição dos complexos C gattii s.l. e C. neoformans s.l. ao longo do tempo, desde 

a sua descoberta, até os dias atuais.  

 

Tabela 1 Nomenclatura, sinônimos e classificação propostos por diferentes autores ao longo do tempo, desde a 

descoberta de Cryptococcus sp. até os dias atuais. Adaptado de BARNETT (2010) 

Ano Nome/Sinônimo Isolamento/Características Autor 

1885 Saccharomyces 
neoformans 

Isolado de suco de fruta, forma semelhante à 
Saccharomyces, porém uma nova forma de 
colônia (‗neoformans‘). Leveduras 
encapsuladas. 

Sanfelice  

1885 Saccharomyces 
litogenes 

Isolado do sistema linfático de Bos taurus (Boi) Sanfelice 

1885 Megelococcus 
myxoides 

Isolado de paciente morto por meningite. Curtis 

1886 Saccharomyces 
subcutaneous 

Tumefaciens 

Isolado de um tumor da região lombar. 
Registro, em desenho, da cápsula. 

Curtis 

1901 Cryptococcus hominis Levedura de Busse, nomeada e ilustrada. Vuillemin 
1901 Cryptococcus 

lithogenes 
Renomeado a partir de Saccharomyces 
litogenes, isolado por Sanfelice. 

Vuillemin 

1901 Cryptococcus 
neoformans 

Renomeado a partir de Saccharomyces 
neoformans, isolado por Sanfelice, já que este 

Vuillemin 
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a espécie não forma ascósporos, uma 
característica do gênero Saccharomyces.  

1901 Saccharomyces 
hominis 

Isolado de pele. Costantin 

1901 Saccharomyces 
plimmeri 

Isolado de paciente portador de câncer.  Costantin 

1902 Torula klein, Torula 
neoformans, Torula 
plimmeri 

Características observadas na aparência das 
colônias e das células. 

Weis 

1904 Cryptococcus kleinii Descrição morfológica e registro em desenho 
da amostra; a mesma já havia sido descrita e 
ilustrada por Erich Cohn, porém não havia sido 
publicada. 

Guéguen 

1908 Cryptococcus 
plimmeri 

 Neveu-Lemaire 

1909 Atelosaccharomyces 
busse-buschki 

Presença de todas as características de 
Saccharomyces, exceto o asco. 

de Beurmann and 
Gougerot 

1910 Saccharomyces 
blanchardii 

Isolado de tumor, uma massa com aparência 
gelatinosa, rodeadas por algumas leveduras. 

Guiart 

1912 Cryptococcus gotti Isolado de nariz de cavalo, anteriormente, em 
1897; havia sido descrito, porem não nomeado. 

Neveu-Lemaire 

1912 Cryptococcus 
guilliermondii 

Isolado de escarro humano. Beauverie and 
Lesieur 

1913 Atelosaccharomyces 
breweri 

Isolado de abscesso de coluna vertebral. Verdun 

1913 Atelosaccharomyces 
Hominis 

Sinônimo de Cryptococcus hominis, sem 
informação adicional. 

Verdun 

1916 Torula histolytica Células leveduriformes, responsável por 
infecção sistêmica e destruição tecidual, 
descritas e ilustradas, com menção da 
presença de cápsula.  

Stoddard and 
Cutler 

1918 Cryptococcus 
costantini 

Nome proposto para evitar confusão entre 
Atelosaccaromyces hominis proposto por 
Vuillemin e Saccharomyces hominis, por Klein 
et Gordon  

Klein et Gordon 

1919 Cryptococcus breweri Sinônimo do nome Cryptococcus breweri, 
proposto por Verdun; sem informações 
adicionais. 

 

Castellani and 
Chalmers 

1921 Saccharomyces 
breweri 

Sinônimo do nome de Atelosaccaromyces 
breweri, proposto por Verdun; sem informações 
adicionais. 

Neveu-Lemaire 

1922 Blastomyces 
lithogenes 

Breve descrição citológica e ilustração das 
células.  

Sasakawa 
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1927 Cryptococcus 
histolyticus 

Substituição do nome Torula histolytica 
proposto por Stoddard and Cutler 

Castellani 

1928 Torula nasalis Isolado de tumor nasal de cavalo (Equus 
caballus). Breve descrição do isolado. 

Harrison 

1930 Criptococcus 
psicrofilicus 

Descrição e ilustração da levedura e seus 
efeitos clínicos. 

Llambías, Niño, 
Parodi and 
Speroni  

1931 Cryptococcus 
cerebriloculosis 

Agente etiológico de meningite; descrição da 
histologia e ilustração das leveduras. 

Freeman 

1931 Torulopsis hominis Sinônimo de Cryptococcus hominis, proposto 
por Vuillemin; sem informações adicionais.  

Redaelli 

1933 Torulopsis breweri 
Torulopsis costantini 
Torulopsis lithogenes 
Torulopsis plimmeri 

Sinônimo dos nomes propostos por Verdun, 
Vuillemin, Sanfelice e Costantin, 
respectivamente; substituição do epíteto 
genérico e manutenção do epíteto específico. 
Sem informações adicionais.  

de Almeida 

1933 Cryptococcus 
hondurianus 

Breve descrição informativa da levedura.  Castellani 

1933 Torulopsis histolytica Sinônimo de Torula hstolytica, proposta por 
Stoddard e Cutler; sem informações adicionais.  

Castellani and 
Jacono 

1934 Blastomyces 
neoformans 
Torulopsis 
neoformans 

Desenho ilustrativo das células e informações 
nutricionais adicionais. Considerada idênticas à 
Cryptococcus hominis e Saccharomyces 
neoformans. 

Lodder 

1935 Cryptococcus 
meningitidis 

Sinônimo de Torula hstolytica, proposta por 
Stoddard e Cutler. Breve descrição da 
morfologia da colônia e informações 
nutricionais.  

Dodge 

1935 Cryptococcus nasalis Sinônimo de Torula nasalis, proposta por 
Harrison. Breve descrição da morfologia da 
colônia e informações nutricionais. 

Dodge 

1936 Debaryomyces 
hominis 

Leveduras isoladas de fluido espinhal. Suposta 
formação de ascósporos ilustrada com 
microfotografias.  

Herrmann e Todd 

1937 Debaryomyces 
neoformans 

 

Exame nutricional e morfológico; formação de 
ascósporos reportada, porém não ilustrada. 

  

Ciferri, Giordano 
e Redaelli 

1954 Rhodotorula 
histolytica 

Sinônimo de Torula histolytica, proposta por 
Stoddard e Cutler. Poucas informações 
adicionais agradadas. 

Kursanov et al. 

1954 Torulopsis nasalis Sinônimo de Torula nasalis, proposta por 
Harrison. Poucas informações adicionais 
agregadas. 

Kursanov et al.  

1960 Lipomyces Consideração que a levedura produziria Ciferri 
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neoformans ascósporos.  

 
1970 Cryptococcus 

neoformans var. gattii 
Um isolado de Cryptococcus neoformans, onde 
as células apresentam-se alongadas.  

Gatti e Eeckels; 
Vanbreuseghem 
e Takashio; De 
Vroey and Gatti 

1975 Filobasidiella 
neoformans 

Descrição da reprodução sexuada encontrada 
em Cryptococcus neoformans.  

Kwon-Chung 

1976 Filobasidiella 
bacillispora 

Estado sexuado dos sorotipos B e C, de 
Cryptococcus neoformans, onde os 
basidiósporos apresentam-se em formato de 
haste (‗Bacillispora‘) 

Kwon-Chung 

1978 Cryptococcus 
bacillisporus 

Estado assexuado dos sorotipos B e C. Kwon-Chung et 
al. 

1982 Filobasidiella 
neoformans var. 
bacillispora 

Baixo crescimento a 37 ºC e não infectante em 
ratos. 

Kwon-Chung et 
al. 

1999 Cryptococcus 
neoformans var. grubii 

Nome dado ao sorotipo A, em homenagem à 
David Gruby (1810-1898), considerado 
fundador da microbiologia médica.  

Franzot et al. 

1999 Cryptococcus 
neoformans var. 
neoformans 

Nome dado ao sorotipo A, de C. neoformans. Franzot et al.  

2002 Crytpococcus gattii Nome dado aos sorotipos B e C.  Kwon-Chung et 
al. 

2015 Cryptococcus 
neoformans 

Nome proposto para Cryptococcus neoformans 
var. grubii, nomeado por Franzot et al.  

Hagen et al. 

2015 Cryptococcus 
deneoformans 

Nome proposto para Cryptococcus neoformans 
var. neoformans nomeado por Franzot et al. 

Hagen et al. 

2015 Cryptococcus gattii Nome proposto para C. gattii (Kwon-Chung et 
al., 2002) sorotipo B, Genótipo VGI 

Hagen et al. 

2015 Cryptococcus 
deuterogattii 

Nome proposto para C. gattii (Kwon-Chung et 
al., 2002) sorotipo B, Genótipo VGII. 

Hagen et al. 

2015 Cryptococcus 
bacillisporus 

Nome proposto para C. gattii (Kwon-Chung et 
al., 2002) sorotipo C, Genótipo VGIII. 

Hagen et al. 

2015 Cryptococcus 
tetragattii 

Nome proposto para C. gattii (Kwon-Chung et 
al., 2002) sorotipo C, Genótipo VGIV. 

Hagen et al. 

 
2015 

 
Cryptococcus 
decagattii 

 
Nome proposto para C. gattii (Kwon-Chung et 
al., 2002), Genótipo AFLP 10. 

 
Hagen et al. 
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2.1.2.2 Cryptococcus spp.: BIOLOGIA E ECOLOGIA 

 

Cryptococcus spp. são encontrados no ambiente, principalmente como 

leveduras saprofíticas em diferentes nichos ecológicos, como solos ricos em matéria 

orgânica em decomposição, composta predominantemente por material vegetal 

morto (serrapilheira) e excretas de aves (CHOWDHARY et al., 2012; MAY et al., 

2015). 

Alguns pesquisadores observaram que C. gattii s.l. preferencialmente 

coloniza árvores que apresentam cobertura cuticular rica em cera, enquanto C. 

neoformans s.l. colonizam regiões ricas em produtos nitrogenados, como solo rico 

em excretas aviárias. Por essa particularidade conferida a C. neoformans, espécies 

desse complexo têm sido associadas como maior fonte de infecção em regiões onde 

há alta densidade populacional de seres humanos e aves coexistindo, 

principalmente pombos (CHOWDHARY et al., 2012). Recentemente, Spina-Tensini e 

colaboradores (SPINA-TENSINI et al., 2016) reportaram uma associação entre os 

casos de meningite por C. neoformans e a presença de pombos na região de 

Curitiba, Paraná, Brasil. 

Em geral, a distribuição de C. neoformans é de ordem mundial, 

enquanto C. gattii apresenta distribuição em locais com climas quente ou temperado, 

em regiões tropicais e subtropicais. Entretanto, nas últimas décadas têm-se 

observado a sobrevivência de espécies do complexo C. gattii s.l. em regiões com 

climas mais frios, como identificado nos Estados Unidos, Canadá e norte europeu 

(SPRINGER et al., 2014; UEJIO et al., 2015). 

Característica interessante observada nessas leveduras reside no fato 

de as mesmas infectarem hospedeiros alternativos na natureza, tais como amebas 
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de vida livre e nematelmintos encontrados no solo. Segundo a evolução da 

patogenia das duas espécies essas relações interespecíficas foram cruciais para o 

desenvolvimento de diversos fatores envolvidos na virulência de Cryptococcus spp. 

e da patogenia da criptococose. Fatores de virulência, como produção de urease, 

melanina e síntese da cápsula estão diretamente relacionadas com a interação do 

fungo com o ambiente, como sobrevivência às pressões ambientais protegendo-o 

contra a dessecação e radiação ultravioleta (MAY et al., 2015). 

Além disso, a evolução paralela entre a levedura e protozoários 

ambientais permitiram que a primeira resistisse às enzimas digestivas encontradas 

no vacúolo fagocítico dos protozoários, dando origem aos mecanismos de 

resistência ao sistema imunológico de hospedeiros mamíferos. Isso se deve ao fato 

de os mecanismos de digestão de amebas serem semelhantes aos processos de 

eliminação de patógeno por células fagocitárias do sistema imunológico, onde há 

produção de espécies reativas de oxigênio e secreção de peptídeos antimicrobianos, 

em ambos os casos (HILL et al., 2015; MAY et al., 2015; STEENBERGEN; 

SHUMAN; CASADEVALL, 2001).  

Acredita-se que ambos os complexos, C. gattii s.l. e C. neoformans s.l. 

tenham surgido há cerca de 30 e 40 milhões de anos atrás, de um ancestral 

saprofítico comum. Porém, o evento de cladogênese específico, que deu origem aos 

dois complexos, data cerca de aproximadamente 30 e 40 mil anos atrás 

(LITVINTSEVA et al., 2007; LITVINTSEVA; MITCHELL, 2012; MAY et al., 2015). 

Ambos os complexos contêm um sistema de Mating bipolar, apresentando linhagens 

com Mating Type a (MATa) e Mating Type α (MATα). Esse sistema bipolar pode ser 

compreendido como um sistema genético determinado por um par de alelos onde 

indivíduos de uma mesma espécie pode conter, em seu genoma, um desses alelos, 
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gerando, efetivamente, espécie com dois tipos sexuais. Sendo assim, MATa ou 

MATα confere a identidade sexual do fungo, o que influenciará diretamente no tipo 

de ciclo reprodutivo apresentado por essas leveduras (IDNURM et al., 2005; MAY et 

al., 2015). 

Em um ciclo reprodutivo clássico, leveduras a e α fundem-se, 

estimuladas por sinalizadores secretados por elas mesmas, gerando células 

diploides. A partir de então, a nova linhagem será formada por segregação alélica 

mendeliana normalmente, gerando novas células haploides. Esse evento apresenta 

importância elevada, do ponto de vista adaptativo, pois permite a troca de material 

genético, gerando maior variabilidade e diversidade genética (IDNURM et al., 2005). 

A figura 4 ilustra o ciclo de vida sexual proposto para C. neoformans. 

 

 

Figura 4: Modelo de um ciclo de vida de C. neoformans; ciclo reprodutivo sexuado entre células com MAT- 

diferentes. Adaptado de IDNURM et al., 2005 

 

 

Em alguns casos, dependendo do estímulo ambiental, linhagens de um 

mesmo Mating Type podem diferenciar-se e entrar em um ciclo de vida conhecido 

como ciclo monocariótico. Apesar de ocorrer entre células de um mesmo Type, o 
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ciclo é conhecido como um ciclo sexuado, pois ocorre divisão meiótica, 

recombinação ou permuta gênica, gerando uma linhagem-filha diferente das células 

parentais. Quando esse tipo de reprodução é comparado com a reprodução do tipo 

Mating, observa-se grande semelhança na morfologia e fisiologia celular entre 

ambos. O diferencial reside no fato de a fusão nuclear (Cariogamia), ocorrer no 

início da filamentação. A figura 5 ilustra o ciclo monocariótico descrito para C. 

neoformans (IDNURM et al., 2005). 

Apesar de ter sido descrito a capacidade de formação de hifas por 

Cryptococcus spp., uma vez colonizando ou infectando determinado hospedeiro, 

este muda para, ou mantém a forma de levedura. As células, quando cultivadas em 

laboratório, apresentam um diâmetro variando entre 5 e 7 micrômetros. Entretanto, 

este tamanho é extremamente variável, quando parasitando determinado hospedeiro 

(MAY et al., 2015). 

 

 

Figura 5: Modelo de um ciclo de vida de C. neoformans; ciclo reprodutivo sexuado monocariótico. Adaptado de 
IDNURM et al., 2005. 
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O tipo celular melhor descrito é uma célula de tamanho aumentado, 

com diâmetro maior que 12 micrômetros, excluído a cápsula, conhecidas como 

células titãs. Essa célula apresenta-se como poliploide e com uma parede mais 

espessa, com grande quantidade de quitina. Interessantemente, a quitina é 

hidrolisada por quitinases produzidas pelo hospedeiro, fato que leva a uma 

diminuição da resposta imune adaptativa. Além disso, a poliploidia promove a 

formação de progênie haploide e aneuploide, um mecanismo adaptativo frente ao 

estresse promovido pelo sistema imune do hospedeiro (OKAGAKI et al., 2010; 

ZARAGOZA et al., 2010; ZARAGOZA; NIELSEN, 2013). 

Outra mudança morfológica menos frequente, é a diminuição do 

diâmetro celular, que neste estado, passa a ter medidas da ordem de 2 e 4 

micrômetros. Assim como as células titãs, estas células também apresentam parede 

celular espessa. Pouco se conhece sobre a biologia e fisiologia desse tipo celular, 

porém sabe-se que esta célula confere a capacidade de sobrevivência dentro de 

macrófagos. Além do mais, acredita-se que esta célula desempenha um importante 

papel em casos de criptococose latente, já que ela passa por períodos 

metabolicamente inativas (ALANIO et al., 2015; FELDMESSER; KRESS; 

CASADEVALL, 2001).  

As leveduras do gênero Cryptococcus apresentam características 

celulares excepcionais, o que permitiu adaptação aos diferentes nichos ecológicos 

colonizados, desde o ambiente, até o corpo de um hospedeiro (MAZIARZ; 

PERFECT, 2016). Apesar de os complexos Cryptococcus apresentarem 

características biológicas semelhantes, existem diferenças significativamente 

relevantes, quanto à distribuição geográfica e manifestações clínicas. 
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Em geral, Cryptococcus spp. apresenta uma cápsula rica em 

polissacarídeo, sendo considerada uma característica distintiva entre as demais 

leveduras de importância médica (SEVERO; GAZZONI; SEVERO, 2009). Outros 

fatores associados à virulência dessas espécies são: enzima fenoloxidase que 

participa da síntese da melanina e outros pigmentos a partir de precursores 

fenólicos; a enzima urease que é responsável pela hidrólise da ureia; a capacidade 

de crescimento à 37º C e formação de biofilme (CASALI et al., 2001; 

JOHANNSSON; CALLAGHAN, 2009; MARTINEZ; CASADEVALL, 2007; RAVI et al., 

2009). 
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2.1.2.3 CÁPSULA POLISSACARÍDICA EM Cryptococcus spp. 

 

A sobrevivência dos microrganismos aos mais diferentes nichos 

ecológicos está relacionada com a aquisição de vários atributos adaptativos, que 

resultam em modificações nos padrões de expressão gênica e na atividade 

metabólica. É comum observar mudanças morfológicas celulares, bem como o 

desenvolvimento de estruturas especializadas que promovem a sobrevivência do 

microrganismo, além de benefícios ao longo do seu ciclo de vida. 

Dentro do gênero Cryptococcus, algumas estruturas foram 

selecionadas ao longo do tempo, o que permitiu a existência desses fungos em 

diferentes ambientes. A estrutura celular mais conhecida é a cápsula, composta por 

polissacarídeo, que as define como as únicas leveduras de interesse médico 

encapsuladas. A cápsula formada por Cryptococus spp. é composta, principalmente 

pelos carboidratos Glucoronoxilomanana (GXM) e Galactoxilomanana (GalXM). 

GXM compreende cerca de 90% e 95% de massa seca do total de polissacarídeos 

capsulares. GalXM representa cerca de 5% a 8%; além de manoproteínas em 

pequenas quantidades (menor que 1%) (O‘MEARA; ANDREW, 2012; ZARAGOZA et 

al., 2009). 

Um fato importante observado foi a reação entre a cápsula e soro 

policlonal de coelho. Pesquisadores constataram que havia variação nessa 

interação, dependendo da linhagem e ao longo do curso da infecção. Esses 

resultados permitiram a classificação tradicional do antigo complexo C. neoformans 

em cinco sorotipos diferentes: A, B, C, D e AD. Vale ressaltar que, ao longo do 

tempo, foram observadas diferenças além do sorotipo, principalmente diferenças 



34 
 

genéticas, o que permitiu a divisão do complexo em sete novas espécies (HAGEN et 

al., 2015). 

Estruturalmente, GXM é um polímero linear, formado por uma cadeia 

principal de mananas ligadas entre si por ligações do tipo α-(1,3). Ainda compondo o 

esqueleto central, em cada primeiro resíduo de manose ligam-se resíduos de ácido 

glucorônico com ligações do tipo β-(1,2). Esse padrão é encontrado em quaisquer 

sorotipos, porém, dependendo do sorotipo, resíduos de manose sofrem acetilação e 

são substituídas por xilose, em ligações do tipo β-(1,2) ou β-(1,4) (Revisto por 

ZARAGOZA et al., 2009). 

GalXM é formada por um esqueleto de α-(1,6)-galactana, de onde 

partem quatro diferentes ramificações formadas por cadeias pequenas de 

carboidratos. As ramificações são compostas de α-(1,3) e α-(1,4)-mananas, um 

trissacarídeo de β-galactose e pequenas quantidades de β-(1,2) e β-(1,3)-xilose 

(ZARAGOZA et al., 2009). 

Uma das principais características da cápsula é a sua alta 

hidrofilicidade, devido ao seu caráter polar, conferido por cargas negativas, em 

virtude de resíduos de ácido glucorônico. Por ser hidrofílica, a visualização da 

cápsula torna-se impossível em microscopia convencional padrão, devido às altas 

quantidades de água. Paradoxalmente, do ponto de vista evolutivo, a cápsula 

confere proteção contra dessecação em ambientes com baixo teor de água 

(MAXSON et al., 2007; O‘MEARA; ANDREW, 2012; ZARAGOZA et al., 2009).  

Estudos em modelo de C. neoformans, mostraram que a cápsula é 

uma estrutura modificável em resposta aos sinais do ambiente no qual a levedura 

está colonizando. Sinais como baixas concentrações de ferro, alterações nos níveis 

de CO2 no hospedeiro, pH, baixas concentrações de glicose, nitrogênio e oxigênio 
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são fundamentais como estímulos para produção e alteração capsular. A 

plasticidade capsular reflete diretamente na adaptação do microrganismo frente às 

defesas produzidas por determinado hospedeiro, durante a infecção ou colonização 

(O‘MEARA; ANDREW, 2012).  

Sob a perspectiva clínica, a cápsula é considerada como um dos 

principais fatores de virulência em Cryptococcus spp. A ela é conferida a capacidade 

de resistência à fagocitose, por modificar os padrões celulares do hospedeiro, 

alterando a movimentação intracelular do fagossoma e, consequentemente, o 

escape da célula hospedeira (MAY et al., 2015). Além disso, a cápsula tem sido 

utilizada como um padrão de diagnóstico dessas leveduras, pois a presença de 

células encapsuladas em líquor e escarro é indicativo de criptococose (O‘MEARA; 

ANDREW, 2012). 
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2.1.2.4 MELANINA 

 

Outra característica marcante em Cryptococcus spp. é a presença de 

melanina, como uma proteção contra radiações de alta energia, como raios 

ultravioletas (UV) e moléculas reativas de oxigênio. Por ser primariamente um 

microrganismo ambiental, este fenótipo desempenha papel importante na 

sobrevivência do fungo no ambiente (CASADEVALL; ROSAS; NOSANCHUK, 2000; 

MAY et al., 2015). 

A melanina é um pigmento insolúvel em solventes orgânicos ou 

inorgânicos, de alto peso molecular, produzida a partir de compostos indólicos e 

fenólicos. Usualmente é um composto de cor preta ou marrom, mas pode 

apresentar-se em outras colorações (CASADEVALL; ROSAS; NOSANCHUK, 2000). 

A descoberta da produção de melanina por Cryptococcus spp. foi 

descrita por Staib em 1962, onde foi observado que C. neoformans, quando crescido 

em meio ágar alpiste (Phalaris canariensis), produziam colônias de cor marrom. A 

catálise da síntese de melanina é realizada pela enzima lacase; esta usa substratos 

exógenos e converte-os no pigmento (CASADEVALL; ROSAS; NOSANCHUK, 2000; 

POLACHECK, 1991). 

A utilização de substratos exógenos explica o neurotropismo observado 

em Cryptococcus spp. já que o sistema nervoso apresenta altas concentrações de 

catecolaminas difenólicas. Aliado a este fato, a melanina ainda protege a levedura 

frente ao estresse oxidativo do hospedeiro, o que explica a alta incidência de 

neuroinfecções, quadro clínico padrão, principalmente em espécies do complexo C. 

gattii s.l. (CASADEVALL; ROSAS; NOSANCHUK, 2000). 
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2.1.2.5 BIOFILME 

 

Embora não seja um fator de virulência clássico, a capacidade de 

formar biofilme tem contribuído consideravelmente na virulência de muitas espécies 

de fungos (Revisto por RAMAGE et al., 2012). Em muitos casos a persistência da 

infecção microbiana está relacionada com a capacidade de alguns fungos em formar 

biofilme em superfície biótica, bem como em dispositivos médicos implantados, 

sendo considerado um importante problema clínico e econômico (MARTINEZ; 

FRIES, 2010). C. neoformans pode formar biofilme em diferentes superfícies, tais 

como vidro, poliestireno e materiais médicos (JOHANNSSON; CALLAGHAN, 2009; 

MARTINEZ; CASADEVALL, 2007; RAVI et al., 2009). Além do mais, estudos 

experimentais têm mostrado que o biofilme formado por Cryptococcus sp. possui 

uma menor sensibilidade aos antifúngicos e a moléculas antimicrobianas produzidas 

pelo sistema imunológico (RAVI et al., 2009). 

Este tema será abordado com mais detalhes no capítulo Biofilme, 

descrito mais adiante. 
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2.1.2.6 COMPLEXO Cryptococcus gatii senso latu (s.l.) 

 

O complexo C. gattii s.l. é composto por leveduras encapsuladas 

capazes de infectar tanto indivíduos imunocomprometidos quanto saudáveis 

(BIELSKA; MAY, 2015; CHEN; MEYER; SORRELL, 2014). 

Historicamente, a primeira descrição de infecção em seres humanos 

por C. gattii, data por volta de 1896. Porém, nessa época a levedura foi nomeada 

como Saccharomyces subcutaneus tumefaciens. Em 1970, um estudo com um 

isolado de um paciente africano portador de leucemia mostrou células em formatos 

diferentes daquela descrita por Sanfelice; esta apresentava formato elíptico. Por 

isso, a levedura foi reconhecida como sendo C. nerformans var. gattii 

(CHATURVEDI; CHATURVEDI, 2011; DE VROEY; GATTI, 1989; HAGEN et al., 

2015; VANBREUSEGHEM, R; TAKASHIO, 1970). 

Como mencionado anteriormente, a partir da distinção entre as duas 

variedades de C. neoformans, vários estudos mostraram diferenças significativas 

entre elas, tais como características fenotípicas, nicho ecológico, epidemiologia, 

manifestações clínicas e resposta aos antifúngicos (CHATURVEDI; CHATURVEDI, 

2011). 

Em 2002, a descrição do ciclo sexuado, juntamente com diferenças 

existentes entre as duas variedades, C. neoformans var. gattii foi reconhecida como 

uma espécie separada de C. neoformans, sendo renomeada como C. gattii. Em 

experimentos conduzidos por Kuon-Chung e colaboradores, foi observada a 

produção de basidiósporos a partir de cruzamento de linhagens de diferentes MAT; 

esses esporos apresentavam parede lisa e formato de bastão. Baseado nessas 

características, linhagens provenientes do ciclo sexuado foram reconhecidas como 
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Filobasidiella bacillispora (CHEN; MEYER; SORRELL, 2014; KWON-CHUNG et al., 

2002). 

A distribuição mundial de C. gattii s.l. ocorre, principalmente em regiões 

de clima tropical e subtropical, como no sudoeste da Califórnia, Havaí, Brasil, 

Austrália, Sudeste Asiático e África Central. Porém, outros estudos mostraram a 

presença da levedura em climas temperados, como Vancouver e regiões do 

Nordeste pacífico dos Estados Unidos e parte do continente Europeu. Esses 

achados indicam uma mudança no nicho ecológico da espécie, além de apontar 

para mudanças climáticas do globo terrestre (BYRNES III et al., 2009; HARRIS et al., 

2013; KIDD et al., 2004; MAY et al., 2015). 

Dentro do complexo, C. gattii tem sido considerada como a espécie 

mais comum, sendo encontrada em diferentes partes do globo. Isolados da espécie 

foram encontrados em países da Europa (Áustria, Bélgica, Alemanha, Grécia, Itália, 

Suíça, Reino Unido, Portugal, Espanha e Holanda), Ásia (China, Índia, Japão, 

Malásia, Papua Nova Guiné, Sudeste Asiático, Taiwan, Tailândia e Vietnã), Oceania 

(Austrália e Nova Zelândia), África (Congo e Sul da África), América do Norte 

(Canadá e Estados Unidos) e América do Sul (Brasil, Argentina, Peru, Colômbia, 

Cuba, Equador, Venezuela, Honduras, México e Paraguai) (COGLIATI, 2013; 

COGLIATI et al., 2016; HAGEN et al., 2015). 

C. bacillisporus compreende cerca de 9% dos isolados de C. gattii s.l.; 

a espécie é frequentemente isolada de pacientes portadores de HIV. Relatos 

apontaram para isolamento da espécie em diferentes países, como Bélgica, Papua 

Nova Guiné, Índia, Coreia do Norte, África do Sul, Austrália, Nova Zelândia, 

Botsuana, Tanzânia, Malaui, Canadá, Estados Unidos, Argentina, Brasil, Colômbia, 

Guatemala, México e Venezuela (HAGEN et al., 2015). 
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C. deuterogattii é um dos principais patógenos emergentes causadores 

da criptococose, principalmente em indivíduos imunocompetentes. É a espécie 

responsável por causar surtos de infeções, como as que ocorreram em Vancouver e 

Nordeste do Pacífico. Diversos estudos, ainda, relataram a presença da espécie 

colonizando diferentes espécies de plantas, e infectando diferentes espécies e 

mamíferos (BARTLETT et al., 2012; BYRNES III et al., 2009; HAGEN et al., 2015). 

C. tetragattii e C. decagattii têm sido consideradas como espécies raras 

dentro do complexo. Além disso, a distinção entre as duas espécies é bastante 

laboriosa, o que dificulta os estudos epidemiológicos. Estas espécies acometem 

principalmente indivíduos imunocomprometidos (COGLIATI et al., 2016). De modo 

geral, a criptococose causada por C. gattii s.l. tem sido relacionada com indivíduos 

imunologicamente saudáveis. Entretanto, algumas características têm sido 

apontadas como fatores de risco, principalmente estados de supressão imunológica 

subclínica (KWON-CHUNG; SAIJO, 2015). 

As infecções causadas por C. gattii são mais agressivas, quando 

comparadas àquelas causadas por C. neoformans. De acordo com a literatura, as 

manifestações clínicas podem variar em diferentes regiões geográficas, por exemplo 

na Austrália e Nova Zelândia. Assim, em infecções por C. gattii observa-se uma 

maior frequência de hidrocefalias e lesões cerebrais focais (CHEN; MEYER; 

SORRELL, 2014; SEVERO; GAZZONI; SEVERO, 2009; SORRELL, 2001), maior 

predominância de criptococomas no pulmão e no cérebro, resposta mais lenta a 

terapia com os antifúngicos, ocorrência de um maior número de sequelas, bem 

como a necessidade de intervenções cirúrgicas (revisto por BARTLETT et al., 2012; 

revisto por CHEN; MEYER; SORRELL, 2014; SORRELL, 2001). 
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Estudos utilizando modelo murino têm mostrado diferenças nos perfis 

de respostas do hospedeiro contra as infecções por C. gattii quando comparado a C. 

neoformans. Cheng e colaboradores (CHENG; SHAM; KRONSTAD, 2009) 

mostraram que a virulência depende da cepa de C. gattii analisada, sendo um 

isolado ambiental (VGI) menos virulento, quando comparado tanto com C. 

neoformans quanto com isolados humano de C. gattii (VGIIa e VGIIb), in vitro. 

Entretanto, nas infecções por C. gattii em camundongos C57BL/6 ocorre menor 

migração de neutrófilos para o sítio, bem como menor produção de citocinas, 

induzindo uma menor resposta inflamatória protetora. A deacetilação de resíduos de 

manose da estrutura de GXM da cápsula permite a evasão de C. gattii do sistema 

imune, prevenindo dessa forma a sua eliminação (URAI et al., 2016). Outra 

diferença notável, evidenciada por estudos em animais, entre estas duas espécies é 

que C. gattii mostra menor propensão para a disseminação ao sistema nervoso 

central (SNC) em comparação com C. neoformans, quando a infecção se inicia pela 

corrente sanguínea, indicando não ser alvo primário do mesmo 

(NGAMSKULRUNGROJ et al., 2012). 

C. gattii apresenta um arsenal de virulência semelhante a C. 

neoformans, que incluem cápsula polissacarídica que contribui para a evasão do 

sistema imune; habilidade para crescer a 37 oC; expressão de lacase (enzima 

responsável pela produção de melanina), superóxido dismutase e trealose que 

protegem o fungo contra espécies reativas de oxigênio; expressão de fosfolipase e 

urease que auxiliam na invasão tecidual (revisto por MA; MAY, 2009). Embora os 

dois complexos possam compartilhar fatores de virulência em comum, vários 

importantes processos celulares, tais como atividade antioxidante da superóxido 

dismutase, via biossintética da trealose e via de regulação de mating-type 
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influenciam a expressão desses fatores somente em C. gattii (revisto por BARTLETT 

et al., 2012). Além disso, em contraste a C. neoformans, o conhecimento sobre os 

mecanismos empregados por C. gattii na patogênese da infecção, bem como 

aqueles envolvidos na formação de estruturas complexas, como biofilme é limitado. 
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2.2 BIOFILME 

 

A microbiologia, ciência que estuda os seres vivos microscópicos, 

iniciou há cerca de 400 anos atrás, quando o mercador e cientista holandês Anton 

Van Leeuwenhoek, com a ajuda do primeiro microscópio, observou os primeiros 

microrganismos, o qual chamou de ―animaculos‖ (TORTORA; FUNKE; CASE, 2010). 

Apesar de os microrganismos terem sido primariamente descritos como células 

livres, baseadas em seus padrões de crescimento e exigências nutricionais, 

Leeuwenhoek já havia observado que estes estavam aderidos em um pedaço do 

seu próprio dente, o que lhe conferiu o crédito de descobridor do biofilme microbiano 

(DONLAN, 2002; DONLAN; COSTERTON, 2002). 

Cerca de 95% dos microrganismos encontrados na natureza 

apresentam-se aderidos, formando biofilme (SARDI et al., 2014). A definição de 

biofilme evoluiu em paralelo com o avanço do conhecimento da microbiologia, 

ecologia e tecnologias aplicadas às ciências (VILA; ROZENTAL, 2016). De maneira 

simplista, biofilme pode ser definido como uma comunidade de células microbianas 

(células sésseis) crescendo aderidas sobre uma superfície, e embebidas em uma 

matriz polimérica extracelular (COSTERTON; GEESEY; CHENG, 1978). Quando 

comparadas com células de vida livre (células planctônicas), o biofilme apresenta 

uma maior tolerância às intempéries do ambiente, tais como radiação solar, 

predação, resistência a agentes antimicrobianos e resposta imunológica do 

hospedeiro (BURMØLLE et al., 2010). 

Apesar das observações comprovadas de adesão bacteriana em 

superfícies sólidas datarem da década de 40 (HEUKELEKIAN; HELLER, 1940; 

ZOBELL, 1943), apenas em 1969 foi possível observar a estrutura do biofilme. Com 
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o surgimento da microscopia eletrônica, Jones e colaboradores (JONES HC., ROTH 

IL., 1969) analisaram o biofilme formado em uma estação de tratamento de águas 

residuais, mostrando que estes eram compostos por uma variedade de 

microrganismos. Além do mais, utilizando-se o corante vermelho de rutênio, 

combinado com a fixação em tetróxido de ósmio, esses autores foram capazes de 

mostrar que o material no qual as células estavam embebidas era composto por 

carboidratos. 

Characklis (CHARACKLIS, 1973) mostrou que além da resistência à 

fricção, o biofilme apresentou-se resistente aos agentes antimicrobianos, como o 

cloro. Cinco anos após, Costerton e colaboradores (COSTERTON; GEESEY; 

CHENG, 1978) apresentaram a teoria de que em todo sistema aquático com 

concentrações adequadas de nutrientes todas as bactérias crescem aderidas a uma 

superfície e embebidas em um glicocálice. Além disso, o crescimento em modo de 

biofilme sempre constitui a população fisiologicamente dominante em qualquer 

ecossistema. 

Inicialmente, os estudos sobre biofilme eram baseados na detecção de 

microrganismos capazes de formar essa comunidade em diversas superfícies, e em 

presença de diferentes condições físico-químicas. Atualmente, os estudos têm sido 

focados na elucidação de fatores envolvidos neste fenótipo, nas mais diferentes 

áreas, tais como ecologia, indústria e saúde pública. Devido ao surgimento das 

diferentes técnicas de microscopia, como a microscopia eletrônica de varredura e a 

microscopia de varredura confocal a laser, estas foram utilizadas para a descrição 

da organização do biofilme, tendo grande impacto no entendimento da sua estrutura 

(LAWRENCE et al., 2003). Além do mais, as técnicas de biologia molecular têm 
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servido como grande aliada para o entendimento dos padrões genéticos envolvidos 

na formação e manutenção deste fenótipo. 
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2.2.1 Estrutura do biofilme 

 

Como mencionado anteriormente, o biofilme é composto basicamente 

por células aderidas a uma superfície e embebidas em uma matriz exopolimérica 

constituída, em sua maioria, principalmente por polissacarídeos. A matriz pode ser 

considerada como o componente encontrado em maior quantidade em um biofilme 

maduro, variando entre 50 e 90% do total de carbono orgânico (DONLAN, 2002; 

MAZZA, 2016). 

A matriz dos biofilmes microbianos pode variar tanto na sua 

composição quanto nas suas propriedades físico-químicas. Alguns tipos de 

exopolissacarídeos (EPS) apresentam características neutras, porém a maioria é 

polianiônica, devido a presença de ácidos urônicos (acido D-glucurônico, D-

galacturônico e D-manurônico), ácido pirúvico, além de resíduos inorgânicos, como 

fosfato e sulfato (SUTHERLAND, 2001). Ainda, algumas EPSs podem apresentar 

propriedades policatiônicas como aquelas obtidas de linhagens de Staphylococcus 

epidermidis (MACK et al., 1996). Determinadas EPS podem estar associadas com 

diferentes moléculas, tais como proteínas, DNA, lipídeos e outras substâncias 

húmicas (Figura 6) (DONLAN, 2002; RABIN et al., 2015; SENA-VÉLEZ et al., 2016). 

Os polissacarídeos apresentam um papel importante no 

estabelecimento do biofilme, já que são responsáveis pela adesão, coesão, 

estabilidade estrutural, hidratação, estoque de nutrientes, reserva enzimática, 

proteção contra íons tóxicos e antimicrobianos e estoque de excesso de carbono 

(FLEMMING; NEU; WOZNIAK, 2007; FLEMMING; WINGENDER, 2010; MAZZA, 

2016). 
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As proteínas encontradas na matriz apresentam diversas funções: 

compor um sistema de digestão extracelular atuando na quebra de biopolímeros em 

unidades menores que podem ser utilizadas pelas células; algumas proteínas com 

atividade enzimática podem atuar na degradação da matriz ou conferir proteção 

contra agentes oxidantes; as proteínas não enzimáticas apresentam um papel 

importante na manutenção da integridade do biofilme, promovendo a interação entre 

a superfície celular e os polissacarídeos da matriz (FLEMMING; NEU; WOZNIAK, 

2007; FLEMMING; WINGENDER, 2010; MAZZA, 2016).  

O DNA extracelular encontrado como componente da matriz atua 

principalmente na formação e manutenção da estrutura do biofilme. Além disso, o 

DNA pode atuar como adesina devido à sua carga negativa, e conferir resistência 

antimicrobiana devido a sua capacidade de sequestrar e ligar-se a íons catiônicos, e, 

assim, promover alterações físicas na membrana celular (DAS; SEHAR; 

MANEFIELD, 2013; MAZZA, 2016; MONTANARO et al., 2011; VILAIN et al., 2009). 

A presença de lipídios na matriz interfere na hidrofobicidade, alterando 

os padrões de adesão celular. Além disso, pode ser uma vantagem contra a 

interação com outras células, como, por exemplo, evasão de células fagocitárias e 

promoção de antibiose (MAZZA, 2016; RIVARDO et al., 2009; SRIRAM et al., 2011). 

De modo geral, a conformação primária do biofilme é determinada pela 

composição e estrutura dos polissacarídeos, que se apresentam como cadeias 

longas e finas, formando uma rede complexa ao redor das células. As ligações 

glicosídicas podem ser do tipo β-1,3 ou β-1,4, conferindo uma maior rigidez para a 

matriz, além de se apresentar menos solúvel em água (DONLAN, 2002). Em outros 

casos, uma estrutura mais flexível pode ser observada quando os monossacarídeos 
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são ligados entre si através de ligações do tipo α-1,4 ou α-1,6. (RABIN et al., 2015; 

SUTHERLAND, 2001). 

 

 

Figura 6: Representação esquemática dos componentes de um biofilme (Adaptado de RABIN et al., 2015) 

 

A ―super estrutura‖ formada pela rede de polissacarídeos apresenta-se 

permeada por ―canais de água‖, o que permite a circulação da água, nutrientes e 

oxigênio. Essa característica confere uma hidratação elevada, prevenindo a 

dessecação do biofilme, fato extremamente importante, principalmente em biofilmes 

formados em ambientes naturais (DONLAN, 2002). 

Apesar de todas as espécies apresentarem propriedades únicas 

quanto ao seu biofilme, alguns atributos permanecem como padrões, sendo 

considerados como características universais (TOLKER-NIELSEN; MOLIN, 2000). 

Alguns pesquisadores consideram o termo biofilme como impróprio, já que este não 

se apresenta como uma camada uniforme depositada em determinada superfície 

sólida. Longe disso, a sua arquitetura pode ser descrita como altamente 

heterogênea, contendo microcolônias embebidas em EPS e separadas entre si 

pelos canais de água (DAVEY; O‘TOOLE, 2000; DONLAN, 2002). 

Assim como qualquer comunidade biológica, o desenvolvimento do 

biofilme ocorre de maneira gradual em relação ao tempo, podendo ser divididos em 

Célula 

 

Enzimas 

 

Exopolissacarídeo 

 

DNA 

 

Proteínas 

 

Canais de Água 
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três fases. A primeira é conhecida como associação e aderência; nesta fase as 

células em suspensão (planctônicas) aderem à superfície e sua ativação, 

geralmente, está associada com mudanças ambientais, tais como disponibilidade de 

nutrientes, mudança da temperatura, concentrações de oxigênio, osmolaridade e 

mudança de pH (APARNA; YADAV, 2008; MORENO-GARCÍA et al., 2016; 

TOYOFUKU et al., 2015; VILA; ROZENTAL, 2016). Os minutos iniciais são cruciais 

para o desenvolvimento do biofilme, e em muitos casos, essa etapa é reversível, 

onde é observado o desprendimento de algumas células; estas assumem o estado 

planctônico novamente (GUPTA et al., 2016; VILA; ROZENTAL, 2016). 

A segunda etapa consiste na formação do biofilme, e é marcada pela 

multiplicação celular, síntese e secreção de EPS. Após a adesão, a comunicação 

celular é iniciada; esses sinais químicos são essenciais para a ativação de genes 

que regulam a produção de polissacarídeos que compões a matriz (APARNA; 

YADAV, 2008; GUPTA et al., 2016; VILA; ROZENTAL, 2016). Nesta fase, a 

motilidade celular é diminuída drasticamente, e a agregação celular é visível, e 

progressivamente aumentada. Em muitos biofilmes o agregado celular se dispõe em 

camadas, tornando-se estratificado, enquanto outros apresentam apenas uma única 

camada de células. Em todos os casos, a estrutura assume uma arquitetura 

tridimensional (APARNA; YADAV, 2008; GUPTA et al., 2016). 

A última etapa, denominada maturação e dispersão, é marcada pelo 

desenvolvimento completo da matriz e a movimentação de células superficiais do 

biofilme que deixam este, para colonizar outras superfícies ao redor (GUPTA et al., 

2016; VILA; ROZENTAL, 2016). 
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2.2.2 Mecanismo de controle do biofilme: quorum sensing 

 

Quorum sensing (QS) é definido como o processo de comunicação 

entre células, principalmente quando crescidas sob a forma séssil. As células são 

capazes de produzir, secretar e interpretar sinalizadores, mediados por pequenas 

moléculas, conhecidas, também, como autoindutoras. Esses sinais permitem às 

células monitorar as condições ambientais para o seu crescimento, modificando os 

padrões de expressão gênica pertinentes à adaptação ao meio. Esse fato confere 

vantagens adaptativas importantes para a sobrevivência em ambientes onde há 

inúmeras espécies coexistindo (ALBUQUERQUE; CASADEVALL, 2012; BASSLER, 

2016; EVEN-TOV et al., 2016; LAZAR, 2011). 

A comunicação intercelular pode ser dividida em duas categorias: a 

primeira compreende a comunicação entre células de uma mesma espécie, 

sobrevivendo em um mesmo nicho. Essa sinalização é crucial para a expressão do 

fenótipo adequado para determinada condição ambiental. A segunda compreende a 

comunicação entre células de diferentes espécies, como ocorre nos biofilmes 

encontrados na natureza. Neste caso, a comunicação é de extrema importância, 

permitindo a coexistência de diferentes espécies, incluindo procariontes e 

eucariontes, em um mesmo habitat (JAYARAMAN; WOOD, 2008; LAZAR, 2011). 

A secreção de autoindutores é diretamente proporcional à densidade 

celular; assim, a sua concentração pode ser indicativa do número de células 

colonizando determinado local. Além disso, o controle da expressão gênica depende 

da quantidade de moléculas sinalizadoras secretadas. Sendo assim, um limiar deve 

ser atingido para o desencadeamento da indução ou supressão da expressão de 
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determinado gene (ALBUQUERQUE; CASADEVALL, 2012; EVEN-TOV et al., 2016; 

LAZAR, 2011).  

Durante um processo infeccioso, o QS desempenha papel importante, 

pois, a secreção ordenada de moléculas sinais confere a capacidade de resistir à 

resposta de defesa do hospedeiro, pois permite a coordenação da expressão de 

genes codificantes de fatores de virulência (ALBUQUERQUE; CASADEVALL, 2012; 

LAZAR, 2011). 

QS foi inicialmente descrito em espécies bacterianas na década de 70, 

especificamente em Streptococcus pneumoniae e espécies marinhas do gênero 

Vibrio. Após essa data, diferentes espécies foram descritas como capazes de 

produzir moléculas sinalizadoras, regulando diversos processos fisiológicos, tais 

como produção de fatores de virulência, motilidade, resistência ao sistema 

imunológico de hospedeiros infectados, produção de biofilme e esporulação 

(ALBUQUERQUE; CASADEVALL, 2012; HOLBAN; GESTAL; GRUMEZESCU, 

2016).  

Hornby e colaboradores (HORNBY et al., 2001) foram os primeiros a 

descrever uma molécula mediadora de QS em células eucarióticas, o sesquiterpeno 

farnesol acíclico denominado farnesol. A produção desta molécula ocorre 

continuamente durante o crescimento de Candida albicans em diferentes meios de 

cultura, em temperatura entre 23 a 43 oC, e em quantidade proporcional a densidade 

celular. Além disso, esses autores mostraram que a presença desta molécula no 

meio de crescimento inibia a transição da forma leveduriforme para a forma micelial, 

quando a população atingia alta densidade celular. Ramage e colaboradores 

(RAMAGE et al., 2002) mostraram que o farnesol interfere na formação de biofilme 

de C. albicans de maneira dependente de concentração e estágio de 
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desenvolvimento desta comunidade. A adição deste mediador na fase inicial da 

adesão, em concentração de 300 µM foi capaz de inibir completamente a formação 

do biofilme. Em adição, o sobrenadante do biofilme maduro foi capaz de inibir a 

transição levedura/hifa de células planctônicas, indicando que o farnesol era 

produzido também durante esse modo de crescimento. 

Após a descrição em C. albicans, a descoberta dos efeitos de QS foi 

descrita para outras espécies de fungos como Histoplasma capsulatum, Aspergillus 

nidulans, Aspergillus fumigatus, Candida dubliniensis, Candida parapsilosis, 

Paracoccidioides brasiliensis e Cryptococcus neoformans (ALBUQUERQUE; 

CASADEVALL, 2012). 

O conhecimento acerca dos processos envolvidos na formação de 

biofilme, tal como QS, pode ser a chave para estudo e desenvolvimento de medidas 

de controle da sua formação. 
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2.2.3 Técnicas e métodos para estudo e quantificação de biofilme 

 

A estimativa do número de células em um biofilme tem sido 

considerada um grande desafio para os microbiologistas. Diante deste fato, várias 

tecnologias têm sido desenvolvidas para esse fim. 

O primeiro método para quantificação de biofilme foi descrito por 

Christensen e colaboradores (CHRISTENSEN et al., 1985) e modificado por 

Stepanovic e colaboradores (STEPANOVIĆ et al., 2000). Este método quantitativo 

baseia-se na detecção indireta da biomassa do biofilme após a coloração das 

células fixadas com metanol com cristal violeta. O corante, cujo cromóforo é 

carregado positivamente, tem afinidade pela célula e matriz exopolissacarídica 

devido às suas cargas negativas. Após a coloração, o corante ligado é eluído em 

etanol absoluto ou em ácido acético, e quantificado espectrofotometricamente 

(BIZERRA et al., 2008; CHANDRA et al., 2001). 

A principal limitação do método consiste no fato de este não discriminar 

entre células vivas ou mortas. Por esse motivo, esta técnica não é apropriada para 

determinar atividade de substâncias anti-biofilme, sendo necessária a utilização de 

técnicas complementares, como determinação de unidades formadoras de colônia 

(UFC) (COENYE; NELIS, 2010; PANTANELLA et al., 2013; PEETERS; NELIS; 

COENYE, 2008). 

Com o intuito de obter a discriminação entre células vivas e não vivas, 

foram desenvolvidos compostos a base de sais de tetrazólio, tais como o CDT (5-

cyano-2,3-ditolyl tetrazolium chloride), XTT (2,3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-

sulfophenyl)-5-[(phenylamino)carbonyl]-2H-tetrazolium hydroxide) e o MTT (3-[4,5-

dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (GABRIELSON et al., 2002)). 
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Estes compostos, originalmente incolores, são convertidos em 

formazana, por ação de desidrogenases de células metabolicamente ativas. Por ser 

um produto colorido, a formazana pode ser detectada espectrofotometricamente. O 

teste é utilizado, principalmente, em ensaios de citotoxicidade e determinação de 

atividade de compostos anti-biofilme  (BIZERRA et al., 2008; GABRIELSON et al., 

2002; HONRAET; GOETGHEBEUR; NELIS, 2005; PANTANELLA et al., 2013; 

PEETERS; NELIS; COENYE, 2008; ROEHM et al., 1991). 

Pelo mesmo princípio, o composto incolor fluoresceína diacetato (3‘,6‘-

diacetil-fluoresceína) é hidrolisado por enzimas intracelulares ou ligas à membrana 

celular de células metabolicamente ativa, liberando o produto colorido fluoresceína 

(GUILBAULT; KRAMER, 1964). Este composto tem sido utilizado para quantificação 

de viabilidade celular para diversos microrganismos, como aqueles presentes solo e 

lixo, e quantificação de biomassa de biofilme, como em C. albicans  (ADAM; 

DUNCAN, 2001; HONRAET; GOETGHEBEUR; NELIS, 2005; PANTANELLA et al., 

2013; PEETERS; NELIS; COENYE, 2008; PRIETO; SILVA; LANTES, 2004). 

Ensaios genéticos baseados em reação em cadeia pela polimerase 

(PCR) têm sido amplamente utilizados para a detecção de genes envolvidos na 

produção do biofilme e seus padrões de regulação. A análise da expressão gênica 

quantitativa por PCR acoplada à transcrição reversa (RT-qPCR) em tempo real tem 

sido a técnica mais utilizada para a análise de genes envolvidos na formação de 

biofilmes em diferentes espécies de microrganismos (BIZERRA et al., 2008; 

PANTANELLA et al., 2011, 2013; TSANG; BANDARA; FONG, 2012; XIE et al., 

2011). A técnica vale-se de sondas fluorescentes para monitoramento dos produtos 

amplificados em cada ciclo de reação. Sendo assim, o resultado obtido determina 

não só a identificação dos genes envolvidos na formação do biofilme, mas também 



55 
 

quantifica a sua expressão (ADIL et al., 2014; BUSTIN et al., 2005; PANTANELLA et 

al., 2013; WONG; MEDRANO, 2005). A grande limitação da técnica reside no fato 

de o trabalho com RNA ser laborioso, pois o material genético alvo deve ser livre de 

contaminantes. Além do mais, a técnica apresenta-se com alto custo, exigindo 

equipamentos caros e um corpo técnico pessoal altamente treinado. 

Durante um estudo de biofilme formado por qualquer que seja o 

microrganismo, a documentação visual dessa comunidade permite detectar seus 

componentes, bem como sua organização estrutural. A arquitetura apresentada em 

diferentes biofilmes, bem como a composição química da matriz fornecem dados 

que podem contribuir para um melhor entendimento deste fenótipo. 

Os estudos sobre a matriz exopolimérica é de suma importância, visto 

que a característica está relacionada com o aumento da resistência diante de 

diversos antimicrobianos. A sonda intercalante Azul 1,9- dimetil-metileno (DMMB – 

Dimethyl Methylene Blue), originalmente utilizada para a quantificação de 

glicosaminoglicanas sulfatadas em culturas de condrócitos, foi utilizada para a 

quantificação de matriz de biofilme formado por Staphylococcus aureus. O princípio 

da técnica é baseado na complexação do DMMB com a matriz, seguido da 

descomplexação e quantificação por espectrofotometria (FARNDALE; BUTTLE; 

BARRETT, 1986; PANTANELLA et al., 2013; PEETERS; NELIS; COENYE, 2008; 

TOTÉ et al., 2008). 

A espectrometria de massa (MS – Mass Spectrometry) é uma 

metodologia utilizada para quantificação e estudo de propriedades químicas de 

diferentes moléculas. O princípio da técnica baseia-se em medições de índices de 

massa e cargas iônicas formadas durante a ionização de determinada amostra e sua 

abundância relativa. Os resultados obtidos fornecem dados de espectros de massas 
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típicos para determinadas moléculas relacionando-os com sua estrutura química 

(PANTANELLA et al., 2013). 

Devido às condições de processamento da amostra durante a análise 

de espectros de massa, algumas propriedades são perdidas, principalmente em 

decorrência de ambiente a vácuo e solventes orgânicos fortes. Por essa razão, uma 

variação dessa técnica, conhecida como DESI (Desorption Electro Spray Ionization), 

foi padronizada para que a amostra seja submetida a condições ambientais normais, 

durante a análise, o que permite a conservação das suas características originais. 

Esta metodologia permite a análise minuciosa das características químicas do 

biofilme, possibilitando comparações em diferentes condições e estados de 

crescimento (FIGUEROA et al., 2014; PANTANELLA et al., 2013; TAKÁTS et al., 

2004; VERTES; HITCHINS; PHILLIPS, 2012; WATROUS; DORRESTEIN, 2011). A 

limitação da técnica reside no fato de esta apresentar alto custo, exigir 

equipamentos caros, bem como pessoal técnico altamente capacitado. 

A microscopia confocal de varredura a laser (CLSM – Confocal laser 

Scanning Microscopy) foi uma técnica desenvolvida por Houpt e Draaijer (HOUPT, 

PIETER M; DRAAIJER, 1989) envolvendo a microscopia óptica acoplada a uma 

fonte de laser (Light Amplification by Stimulated Emission Radiation). A técnica 

permite a varredura de amostras biológicas nos eixos X, Y e Z, resultando em 

resolução e contraste suficiente para obtenção de informações visuais do objeto em 

três dimensões (3D) (HOUPT; DRAAIJER, 1989; PADDOCK, 1999). Esta técnica é a 

mais utilizada em estudos de arquitetura de biofilmes microbianos (PANTANELLA et 

al., 2013; YANG et al., 2016). 

A microscopia eletrônica permite a obtenção de imagens de alta 

resolução, em virtude da utilização de um feixe de elétrons de pequenos 
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comprimentos de onda e alta radiatividade. A microscopia eletrônica de transmissão 

permite a análise ultraestrutural, enquanto que a microscopia eletrônica de varredura 

é uma ferramenta de grande valia para a descrição de superfícies das células, das 

microcolônias e do biofilme. Ambas as técnica apresentam limitações referentes ao 

preparo das amostras, em decorrência dos processos de desidratação e submissão 

a um sistema de vácuo. Porém, esse processo tem sido substituído por 

congelamento, o que caracteriza a técnica como sendo crio-eletrônica. Esta se 

baseia no método de congelamento das amostras em temperaturas criogênicas, 

permitindo a manutenção da estrutura celular, a constatação do papel da água na 

dinâmica celular sem a necessidade de fixação da amostra e utilização de sondas 

(BAI; MCMULLAN; SCHERES, 2015; DUBOCHET et al., 1988; PANTANELLA et al., 

2013). 
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2.2.4 Biofilmes formados por fungos 

 

Os fungos, assim como as bactérias, também exibem a capacidade de 

se organizar e diferenciar em comunidades multicelulares, como os biofilmes 

(BIZERRA et al., 2008; PALKOVÁ; VÁCHOVÁ, 2016; SARDI et al., 2014). A 

capacidade de formar biofilmes pelos fungos, assim como os demais 

microrganismos, está diretamente relacionada com a persistência de infecções no 

ambiente hospitalar (DESAI; MITCHELL; ANDES, 2014; SHEPPARD; HOWELL, 

2016; ZARNOWSKI et al., 2014). 

Várias espécies de fungos têm sido descritas como hábeis para a 

formação de biofilme, tais como C. albicans (CHANDRA et al., 2001), C. tropicalis 

(BIZERRA et al., 2008), C. neoformans (MARTINEZ; CASADEVALL, 2005), A. 

fumigatus (MOWAT et al., 2007) P. brasiliensis (HANNA; MONTEIRO DA SILVA; 

GIANNINI, 2000), H. caspulatum, dentre outras (SARDI et al., 2014).  

Como observado na literatura, biofilmes bacterianos são 

extensivamente estudados, quando comparado com estudos envolvendo fungos, 

apesar de várias espécies terem sido descritas como formadoras de biofilmes. 

Espécies do gênero Candida têm sido o principal fungo utilizado como modelo para 

o estudo de diferentes características observadas em biofilmes e suas implicações, 

tanto para o microrganismo, quanto para o hospedeiro, ou até mesmo nas relações 

entre diferentes espécies na natureza. 

Seguindo a mesma definição mencionada anteriormente, biofilmes 

formados por fungos também compreendem células aderidas a um substrato envolto 

em uma matriz exopolimérica (SHEPPARD; HOWELL, 2016; ZARNOWSKI et al., 

2014). Embora a composição básica da matriz apresente como componentes 
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polissacarídeos, proteínas, alguns íons e moléculas de ácidos nucleicos, a estrutura 

do biofilme é variável entre as diferentes espécies de fungos (ZARNOWSKI et al., 

2014). A tabela 2 apresenta dados referentes ao biofilme formado por diferentes 

espécies de fungos, evidenciando as principais diferenças encontradas quanto a sua 

estrutura. 

Estudos da matriz de biofilme formado por C. albicans têm revelado 

uma cooperação funcional entre ligações beta 1-3 glucana e manana-glucana para o 

desenvolvimento e manutenção de sua estrutura. Embora o padrão de ligação entre 

os monômeros de carboidratos sejam encontrados, também, na parede celular, a 

síntese da matriz é regulada por diferentes genes, e independe daqueles envolvidos 

na síntese da parede celular. Vale ressaltar que, em C. albicans, beta 1-3 glucanos, 

dentro da matriz apresenta uma importante propriedade sequestrante de agentes 

antifúngicos, além de conferir resistência quanto ao reconhecimento por parte de 

neutrófilos (MITCHELL et al., 2015; ZARNOWSKI et al., 2014). 

 

Tabela 2: Características do Biofilme formado por fungos de importância médica (Adaptado de DESAI; 

MITCHELL; ANDES, 2014) 

Espécie Características do biofilme 

Componentes de Matriz Morfologia do Biofilme 

   
 
Candida albicans 

 
Glicose, DNA, hexosamina em 
pequenas quantidades, proteínas em 
baixa concentração, fósforo e ácido 
urônico.  
 

 
Comunidade contendo blastosporos 
e hifas, embebidas em matriz 
extracelular. 
 

 
Candida 
parapsilosis 

 
Carboidratos, com pouca proteína.  

 
A morfologia do biofilme é 
dependente da amostra estudada; 
Blastosporos agrupados embebidos 
em matriz extracelular.  

 
Candida glabrata 

 
Maiores concentrações de 
carboidratos, quando comparado com 
biofilme formado por C. parapsilosis. 

 
Camadas agrupadas de 
blastosporos, embebidas em matriz 
extracelular. 

 
Candida 
dubliniensis 

 
 

- 

 
Morfologia complexa, com 
blastosporos, pseudo-hifas e hifas, 
embebidos em matriz extracelular. 
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Candida tropicalis Hexosamina, pequenas quantidades 
de proteínas, fósforo, e maiores 
quantidades de ácido urônico, 
comparado com C. albicans. 

Blastosporos e hifas embebidos em 
matriz extracelular. 

 
Cryptococcus  
neoformans 

 
Glucoronoxilomanana, xilose, manose, 
glicose e galactoxilomanana.  

 
Leveduras embebidas em matriz 
extracelular. 

 
Trichosporon 
asahii 

 
- 

 
Leveduras e hifas embebidas em 
matriz extracelular. 

 
Aspergillus 
fumigatus 

 
Galactomanana, α-1,3-glucanas, 
monossacarídeos, polissacarídeos, 
poliois, proteínas e DNA.  

 
Hifas embebidas em matriz 
extracelular. 

 

Em contrapartida, o biofilme formado por A. fumigatus apresenta 

dependência da síntese de Galactosaminogalactano (GAG), visto que este 

heteropolímero confere a capacidade de adesão em diferentes superfícies, além de 

conferir resistência ao sistema imune do hospedeiro (GRAVELAT et al., 2013; LEE 

et al., 2015; LOUSSERT et al., 2010). Isolados deficientes na síntese deste 

polissacarídeo não foram capazes de aderir tanto em superfícies abióticas quanto 

bióticas (LOUSSERT et al., 2010). 

Polissacarídeos que apresentam ligações do tipo alfa são encontrados 

em abundância em matriz de biofilmes fúngicos, porém a sua importância para a 

formação e manutenção do biofilme ainda não foi elucidada (DESAI; MITCHELL; 

ANDES, 2014; MITCHELL et al., 2015). 

Diversos eventos fisiológicos são alterados enquanto o microrganismo 

está crescendo sob a condição aderida. Sendo assim, pode-se afirmar que a 

heterogeneidade físico-química da matriz, bem como a estrutura da comunidade 

refletem os padrões de expressão gênica, que pode variar mesmo em microrregiões 

de um mesmo biofilme (revisto por STEWART; FRANKLIN, 2008). Como será 

discutido posteriormente no artigo, uma análise comparativa entre células livres 

(planctônicas) e aderidas (sésseis) dentro de uma mesma espécie, evidencia uma 

significante reprogramação da expressão gênica durante a formação do biofilme. 
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Este evento permite o estabelecimento de diferentes fenótipos entre essas duas 

populações celulares, que também difere das células que se desprendem do 

biofilme e colonizam outras superfícies (GUILHEN et al., 2016; IRAOLA et al., 2016). 

Os estudos genéticos sobre a formação de biofilme pode fornecer ferramentas úteis 

para manipulação genética, seleção e desenvolvimento de vacinas e substâncias 

antibiofilme, que podem impactar positivamente no controle de infecções associadas 

a essa comunidade. 
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3. JUSTIFICATIVA 

 

Algumas espécies do gênero Cryptococcus têm sido descritas como 

agentes etiológicos de infecções em humanos, porém a maioria dos casos de 

criptococose reportados é causada por um dos dois principais complexos: 

Cryptococcus gattii sensu lato (s.l.) e Cryptococcus neoformans sensu lato (s.l.). No 

Brasil, a criptococose não é uma doença de notificação compulsória, o que dificulta o 

estabelecimento da taxa de ocorrência real desta enfermidade. Entretanto, isolados 

ambientais e clínicos (tanto do homem como de animais) de C. neoformans e C. 

gattii têm sido reportado no Brasil. 

Em geral, Cryptococcus spp. apresenta uma cápsula rica em 

polissacarídeo, sendo considerada uma característica distintiva entre as demais 

leveduras de importância médica. Outros fatores associados à virulência dessas 

espécies são: enzima fenoloxidase que participa da síntese da melanina e outros 

pigmentos a partir de precursores fenólicos, a enzima urease que é responsável pela 

hidrólise da uréia e a termotolerância à 37º C. 

Em muitos casos a persistência da infecção microbiana está 

relacionada com a capacidade de alguns fungos em formar biofilme em superfície 

biótica, bem como em vários dispositivos médicos implantados, sendo considerado 

um importante problema clínico e econômico. Embora não seja um fator de 

virulência clássico, a capacidade de formar biofilme tem contribuído 

consideravelmente na virulência de muitas espécies de fungos. A maioria do 

conhecimento sobre biofilmes fúngicos vem de estudos com Candida albicans. 

Alguns estudos mostram a capacidade de Cryptococcus neoformans em formar 
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biofilme em diferentes superfícies, tais como vidro, poliestireno, polivinil e cateteres, 

além de outros dispositivos médicos. Porem, estudos acerca de biofilme formado por 

C. gattii s.l. é extremamente escasso. 

A compreensão de mecanismos moleculares envolvidos na formação 

do biofilme microbiano é crucial para o seu controle. Assim, a caracterização de 

genes que possam estar envolvidos no processo de formação do biofilme de C. gattii 

s.l. podem contribuir para o desenvolvimento de estratégias para o seu controle. 
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4. OBJETIVOS 

4.1 OBJETIVO GERAL 

 

Considerando a importância clínica de C. gattii e o conhecimento 

escasso sobre sua virulência, principalmente em relação à capacidade de formar 

biofilme o objetivo principal desse trabalho foi iniciar um estudo de caracterização do 

biofilme desta espécie, utilizando abordagens fenotípicas e moleculares. formação.  

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Os objetivos específicos do trabalho foram: 

1. Caracterização fenotípica do biofilme de C. gattii 

- Analisar a capacidade de formação de biofilme, em superfície 

abiótica, de amostras de C. gattii s.l. isoladas do ambiente e de mamíferos; 

- Realizar a cinética de formação do biofilme; 

- Analisar a estrutura do biofilme utilizando a microscopia eletrônica de 

varredura e microscopia de varredura confocal a laser. 

 

2. Caracterização de genes diferencialmente expressos durante a 

formação de biofilme de C. gattii ATCC 24056, por RNA-seq. 

- Isolar RNA de células planctônicas e sésseis de C. gattii ATCC 

24065; 

-Submeter o RNA ao sequenciamento utilizando a plataforma MiSeq 

Illumina.  
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5. ARTIGO 
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INTRODUÇÃO 

 

A incidência de infecções humanas invasivas por fungos tem 

aumentado paralelamente com o aumento das populações em risco (PILMIS et al., 

2016). A criptococose, uma doença cosmopolita potencialmente fatal (SPIES et al., 

2015) constitui-se em uma das principais causas de morbidade e mortalidade de 

indivíduos imunossuprimidos, principalmente aqueles portadores de HIV/AIDS 

(Human Immunodeficiency Virus/Acquired Immunodeficiency Syndrome) (DEL 

POETA; CASADEVALL, 2012; GULLO et al., 2013; LEAL et al., 2008; PILMIS et al., 

2016). Espécies dos complexos Cryptococcus gattii sensu lato (s.l.) e Cryptococcus 

neoformans s.l. são consideradas os principais agentes etiológicos de criptococose, 

sendo responsáveis por cerca de um milhão de casos de meningite por ano em 

pacientes com AIDS. O Centro para Controle de Doenças dos Estados Unidos 

(CDC) estima que mais de um milhão de novos casos por ano sejam relatados em 

todo o mundo, causando cerca de 650.000 óbitos entre os pacientes portadores de 

HIV (CDC, 2015). 

Embora C. neoformans s.l. seja responsável pela maioria dos casos de 

criptococose nessa população em risco, C. gattii s.l. tem emergido como importante 

agente etiológico de criptococose também em hospedeiros imunocompetentes, 

resultando em alta taxa de mortalidade dos indivíduos acometidos (CHEN et al., 

2012; CHEN; MEYER; SORRELL, 2014; LIZARAZO et al., 2014a, 2014b; 

MCCULLOH et al., 2011; NASCIMENTO et al., 2014; SAIJO et al., 2014; TRILLES et 

al., 2008). De acordo com características genéticas, recentemente espécies de C. 

gattii s.l. foram reclassificadas como C. gattii (genótipo AFLP4/VGI), C. bacillisporus 

(genótipo AFLP5/VGIII), C. deuterogattii (genótipo AFLP6/VGII), C. tetragattii 
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(genótipo AFLP7/VGIV) e C. decagattii (genótipo AFLP10/VGIV) (HAGEN et al., 

2015). 

C. gattii apresenta um arsenal de virulência semelhante a C. 

neoformans, possibilitando a evasão do sistema imune (cápsula polissacarídica); a 

habilidade para crescer a 37 ºC; a proteção contra espécies reativas de oxigênio 

(produção de melanina, expressão de superóxido dismutase e trealose); a invasão 

tecidual (expressão de fosfolipase e urease) (TAYLOR-SMITH; MAY, 2016). Embora 

não seja um fator de virulência clássico, a formação de biofilme contribui 

significativamente para persistência do microrganismo nos tecidos do hospedeiro 

(DONLAN; COSTERTON, 2002; RAMAGE; MARTÍNEZ; LÓPEZ-RIBOT, 2006; 

SARDI et al., 2014). Biofilmes microbianos são comunidades altamente estruturadas 

de microrganismos aderidos à uma superfície (células sésseis) e embebidos em uma 

matriz polimérica extracelular e exibem fenótipos distintos em comparação com as 

células planctônicas (DONLAN, 2002; DONLAN; COSTERTON, 2002). Clinicamente 

importante, células sésseis exibem sensibilidade reduzida aos antimicrobianos e 

mecanismos de defesa do hospedeiro (AJESH; SREEJITH, 2012; BIZERRA et al., 

2008; DONLAN; COSTERTON, 2002; MARTINEZ; CASADEVALL, 2006a, 2006b), 

dificultando o manejo das infecções, e constituindo-se em um fator de risco de 

mortalidade dos pacientes (RAJENDRAN et al., 2016). 

 Uma grande variedade de espécies microbianas são capazes de 

colonizar e formar biofilme em diferentes superfícies bióticas e abióticas (AJESH; 

SREEJITH, 2012; BIZERRA et al., 2008; DONLAN; COSTERTON, 2002; SARDI et 

al., 2014). No entanto a maioria do conhecimento sobre biofilmes de fungos vem de 

estudos com Candida albicans (BONHOMME; D‘ENFERT, 2013; RAMAGE; 

ROBERTSON; WILLIAMS, 2014) e, mais recentemente Cryptococcus neoformans 
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(MARTINEZ; CASADEVALL, 2015). Este último, têm sido associado a infecções de 

implantes médicos, sendo capaz de formar biofilmes na superfície de cateteres de 

derivação ventrículo-atrial (WALSH et al., 1986) ou venoso central (TUON et al., 

2009), próteses de válvula cardíaca (BANERJEE; GUPTA; VENUGOPAL, 1997), de 

quadril (JOHANNSSON; CALLAGHAN, 2009) ou de articulação (SHAH; SHOHAM; 

NAYAK, 2015). Além disso, estas leveduras podem formar biofilme in vitro sobre a 

superfície do vidro, poliestireno, polivinil e policarbonato (MARTINEZ; 

CASADEVALL, 2007; RAVI et al., 2009). 

O conhecimento sobre os mecanismos empregados por C. gattii na 

formação de estruturas complexas como o biofilme é limitado. Portanto, o objetivo 

deste estudo foi investigar as características do biofilme de C. gattii em relação a 

cinética de formação, morfologia, e expressão gênica diferencial comparada ao 

crescimento planctônico. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Microrganismos e condições de cultivo 

C. gattii sorotipo B ATCC 24065 (gentilmente doado pelo Instituto 

Nacional de Controle de Qualidade (INCQS) da Fundação Oswaldo Cruz – Rio de 

Janeiro, Brasil), quatro isolados de C. gattii provenientes do ambiente e quatro 

isolados clínicos, de infecções em seres humanos, provenientes da coleção de 

microrganismos pertencente ao Laboratório de Biologia Molecular de 

Microrganismos – NIP5, foram cultivadas em ágar Sabouraud a 37 ºC e 

armazenadas a 4 ºC para posterior processamento. Os isolados clínicos e 

ambientais foram previamente identificados por reação em cadeia pela polimerase 
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(PCR) utilizando iniciadores específicos complementares à região do espaço 

intergênico 2 (IGS2) do DNA ribossomal (TAVARES et al., 2016). Para obtenção de 

células planctônicas, 1,5 x 107 leveduras foram incubadas a 37 ºC por 48 h em meio 

Sabouraud dextrose caldo sob agitação de 200 rotações por minuto (rpm). Após 

esse período, a cultura foi centrifugada e as células obtidas foram utilizadas para a 

purificação de RNA total. 

 

Formação de biofilme 

A formação de biofilme foi realizada segundo a metodologia proposta 

por Martinez e Casadevall (MARTINEZ; CASADEVALL, 2006a). O biofilme foi 

formado em meio líquido Sabouraud dextrose (SD), em placas de microtitulação de 

poliestireno (96 poços) a partir de um inóculo de 1,5 x 107 leveduras. As placas 

foram incubadas a 37 ºC por 72 horas sem agitação. Após a formação do biofilme, 

as células não aderidas foram removidas pela lavagem com tampão fosfato salina 

0,15 M pH 7,2 (PBS), e o biofilme foi seco. Para determinar a biomassa dos 

biofilmes formados, estes foram corados com cristal violeta 0,4 % durante 45 

minutos à temperatura ambiente. Após esse período, os biofilmes foram lavados 

com água destilada esterilizada, descorados com metanol 95% por 45 minutos à 

temperatura ambiente, e 100 µL das soluções descorantes foram transferidos para 

uma nova placa onde foi feita a leitura da densidade óptica (DO) em 

espectrofotômetro (Universal Microplate Reader modelo ELx 800, Bio-Tek 

Instruments INC) em comprimento de onda de 595 nm. Poços sem a adição de 

leveduras foram usados como controle. As diferenças entre os valores médios de 

DO obtidos dos biofilmes formados pelos diferentes isolados e cepa de referência de 

C. gattii foram analisados utilizando-se ANOVA one-way seguido do teste de 
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comparação múltipla de Dunnett. A análise estatística foi realizada utilizando o 

software GraphPad Prism versão 6.0 (GraphPad Software, San Diego, CA) e valores 

de P < 0,05 foram considerados significativos. 

 

Caracterização do biofilme formado por C. gattii sorotipo B ATCC 24065 

Cinética da formação do biofilme  

A formação de biofilme foi realizada na superfície de poliestireno e 

vidro como descrito anteriormente, exceto que as placas foram incubadas por 6, 12, 

48, 72 e 96 horas sem agitação. Após a formação do biofilme, as células não 

aderidas foram removidas pela lavagem com tampão fosfato salina 0,15 M pH 7,2 

(PBS), e o biofilme foi seco. A biomassa dos biofilmes foi determinada após 

coloração com cristal violeta, como descrito anteriormente. A viabilidade do biofilme 

formado em poliestireno foi determinada pela medida da atividade metabólica celular 

utilizando o ensaio de redução do XTT (2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-

[(phenylamino)carbonyl]-2H-tetrazolium hydroxide), segundo a metodologia proposta 

por Martinez e Casadevall (MARTINEZ; CASADEVALL, 2006a). Assim, em cada 

poço da placa de microtitulação foram adicionados 50 µL de solução de 

XTT/menadiona (1 mg/mL em PBS e 1 µM menadiona) e a placa foi incubada a 37 

ºC por 5 horas. A DO foi medida em espectrofotômetro (Universal Microplate Reader 

modelo ELx 800, Bio-Tek Instruments INC) em comprimento de onda de 492 nm. Em 

ambos os sistemas, poços sem a adição de leveduras foram usados como controle. 

 

Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

Lamínulas de vidro de 5 mm foram esterilizadas e depositas em placas 

de 24 poços contendo meio Sabouraud dextrose caldo. Um inóculo de 1 x 107 
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leveduras, obtido de um cultivo de 48 horas a 37 ºC, foi adicionado ao sistema para 

a formação do biofilme. O sistema foi incubado a 37 ºC em tempos de 12, 24, 48, 72 

e 96 horas, sem agitação. Após cada tempo de incubação, as lamínulas foram 

retiradas e lavadas com PBS. Após a lavagem, o biofilme foi fixado com 2,5% (v/v) 

de glutaraldeído e 0,1 M de tampão cacodilato de sódio. Em seguida, o material foi 

desidratado em uma série de lavagens em etanol em diferentes concentrações 

(15%, 30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 95% e 100%), submetido ao ponto crítico de CO2, 

recoberto com ouro e examinado com microscópio eletrônico de varredura FEI 

Quanta 200. 

 

Microscopia de varredura confocal a laser 

O biofilme de C. gattii foi formado em placa de cultivo celular com fundo 

de vidro de 35 mm em diferentes tempos a 37 °C como descrito acima. Após o 

crescimento, os biofilmes foram lavados, uma vez, com PBS e corados por 2 horas, 

a temperatura ambiente em 4 mL PBS contendo os marcadores fluorescentes FUN-

1 (10 mM) (Invitrogen) e Conjugado Concanavalina-A-Alexa Fluor 488 (ConA; 25 

mg/mL) (Invitrogen). Os biofilmes foram visualizados em Microscópio Confocal a 

Laser (Leica) onde, para o corante FUN-1, o comprimento de onda de excitação foi 

573 nm e emissão a 592 nm com filtro long-pass, e para ConA, 498 nm de excitação 

e 528 nm de emissão com filtro long-pass. A intensidade utilizada para ConA foi de 

17,9 e FUN-1 de 14; o ganho foi de 722 e 714 para ConA e FUN-1, respectivamente. 

O corante FUN-1 foi convertido para laranja avermelhado, pela atividade metabólica 

de estruturas intracelulares, enquanto ConA liga-se em resíduos de glicose e 

manose da parede celular e matriz exopolimérica. 
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Obtenção de RNA total 

O RNA total de células planctônicas e biofilme formado em poliestireno 

foi isolado utilizando o kit Illustra RNAspin (Ge Healthcare, Reino Unido), segundo as 

recomendações do fabricante. A integridade do RNA foi determinada em gel de 

agarose 1,5% em condições desnaturantes como descrito por Lehrach et al, 

(LEHRACH et al., 1977). O RNA foi quantificado em espectrofotômetro (Universal 

Microplate Reader modelo ELx 800, Bio-Tek Instruments INC). Os dois modos de 

crescimento (planctônico e biofilme) foram realizados em triplicata biológica: três 

amostras para cada situação de crescimento, correspondendo a cada um dos três 

experimentos, separados espacial e temporalmente. 

 

Construção da biblioteca e sequenciamento do RNA 

A construção da biblioteca foi realizada no Laboratório de Biotecnologia 

e Marcadores Moleculares (ICBUFMG), Universidade Federal de Minas Gerais, 

Campus Belo Horizonte, Minas Gerais. Para a síntese do DNA complementar 

(DNAc) a partir dos RNAs totais obtidos, foi utilizado o TruSeq® RNA Sample 

Preparation Kit v.2 (Illumina, USA), segundo recomendações do fabricante. O 

agrupamento das bibliotecas em clusters e paired-ends foi realizada com TruSeq® 

PE Cluster Kit v.2 (Illumina, USA) e quantificação, obtida por PCR em tempo-real 

utilizando o KAPA Library Quantification kit Illumina® platforms (KAPA Biosystems). 

Em seguida as bibliotecas foram normalizadas para a concentração de 4 nM e 

unidas para a realização do sequenciamento, em plataforma MiSeq (Illumina) com o 

kit MiSeq Reagent v3 (600 ciclos) em estratégia paired-end 2x300. 

 

Qualidade e mapeamento das reads 
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A qualidade das reads foi avaliada pela ferramenta FastQC (Fast 

Quality Control) para determinar o Phred Quality Scores (Q). O mapeamento das 

reads foi realizado a partir do genoma de referência anotado de C. gattii WM276 

(NCBI Reference Sequence: GCA_000185945.1), utilizando os parâmetros padrões 

da plataforma computacional CLC Genomics Workbench versão 8.5.1 (CLC bio, 

Denmark). 

 

Medida dos níveis de expressão e análise da expressão diferencial 

Os dados gerados foram analisados pela plataforma CLC Genomics 

Workbench versão 8.5.1 (CLC bio, Denmark) para a quantificação da expressão por 

valores de RPKM (Reads per Kilobase per Million of Mapped Reads). Basicamente a 

plataforma realiza a normalização dos dados mapeados obtidos para comparar as 

amostras com maior acurácia, calculando os níveis de expressão e, finalmente, 

realizando os testes estatísticos para verificar as diferenças de expressão. Para 

determinar os genes que apresentavam diferenças nos níveis de expressão entre as 

duas situações de crescimento, foi utilizada a ferramenta Empirical Analysis of 

DGE27 hospedada na plataforma CLC. Na mesma plataforma, os genes 

diferencialmente expressos com significância estatística foram identificados a partir 

de uma filtragem aplicando-se a correção Fold Change (usada para a comparação 

do nível de expressão de RNAm de um gene entre duas condições distintas) maior 

que 1,5 e valor de P menor que 0,001. A lista de genes com expressões 

significantes obtidas foi transformada, normalizada e utilizada para confecção dos 

gráficos de análise de dispersão.  
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Anotação funcional dos genes diferencialmente expressos 

Os transcritos mais expressos foram submetidos aos programas de 

anotação BLAST (Basic Local Alignament Search Tool) e UNIPROT (Universal 

Protein Resource) e individualmente para possível classificação manual em 

categorias funcionais de acordo com a descrição da sequência baseada em maior 

similaridade. 

 

 

RESULTADOS 

 

Formação de biofilme por C. gattii s.l. em superfície de poliestireno 

Inicialmente, neste trabalho foi analisada a capacidade de isolados ambientais 

e clínicos do complexo C. gatttii s.l. e a cepa de referência C. gattii ATCC 24065 em 

formar biofilme sobre a superfície de poliestireno. A biomassa do biofilme fúngico 

formado sobre esta superfície foi monitorada pelo método do cristal violeta. Como 

mostra a figura 1, todos isolados e a cepa de referência foram capazes de formar 

biofilme nesta superfície. Entretanto, diferenças significativas (P < 0,05) foram 

observadas na biomassa produzida pelos diferentes C. gattii, incluindo entre 

isolados do mesmo genótipo. A cepa de referência apresentou a maior biomassa, 

enquanto os isolados ambientais 1A2 e 3A4 apresentaram os menores valores. 

Assim, a cepa de referência foi escolhida para as análises posteriores. 
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Figura 1: Formação de biofilme por Cryptococcus gattii sensu lato em superfície de poliestireno incubado em 
caldo Sabouraud durante 72 horas a 37 °C. A biomassa do biofilme foi determinada após coloração das células 
aderidas com cristal violeta. O corante ligado foi eluído com metanol e a densidade óptica determinada em 595 
nm. CG03, LCF-312, 840244 e 62452 representam isolados clínicos e 1A2, 3A1, 3A4 e 2B4, isolados ambientais. 
Os valores com letras iguais representam diferenças significativas entre os isolados (P<0,05). 

 

 

 

Características do biofilme de C. gattii ATCC 24065 em superfícies abióticas 

 

A cinética da formação de biofilme por C. gattii, em superfície de 

poliestireno foi mensurada pela determinação indireta da biomassa após coloração 

com cristal violeta e da atividade metabólica utilizando-se o ensaio de redução do 

XTT. Os resultados são mostrados na figura 1 e 2. Houve um aumento lento e 

gradual tanto na biomassa quanto na viabilidade do biofilme formado em poliestireno 

nas primeiras 24 horas de incubação em SD a 37 oC. A partir de 24 horas até 96 

horas observou-se um aumento significativo na biomassa do biofilme (Figura 2). 

Entretanto, embora o aumento da biomassa tenha ocorrido até 96 horas, a atividade 

metabólica das células sésseis, permaneceu constante após 72 horas de incubação 

atingindo uma fase estacionária (Figura 3). O cristal violeta tem afinidade tanto pela 
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célula quanto por moléculas carregadas negativamente presentes na EPS, indicando 

que a partir de 72 horas ocorre um aumento significativo na produção da matriz do 

biofilme. Isto pode explicar a diferença observada entre os resultados de biomassa e 

viabilidade do biofilme. 

 

 

Figura 2: Cinética da formação de biofilme de Cryptococcus gattii ATCC 24065 em poliestireno a 37 ºC, 

conforme determinado pelo método de cristal violeta. Os valores representam a média ± DP e são 
representativos de três experimentos independentes. 

 

 

 

Figura 3: Cinética da formação de biofilme de Cryptococcus gattii ATCC 24065 em poliestireno a 37 ºC, 

conforme determinado pelo método de redução do XTT. Os valores representam a média ± DP e são 
representativos de três experimentos independentes. 

 

 

Na superfície de vidro, também foi observado um aumento exponencial 

da biomassa do biofilme a partir de 24 horas de incubação (Figura 4). Entretanto, 
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diferentemente do biofilme formado em poliestireno, a biomassa permaneceu 

constante a partir de 72 horas de incubação. 

 

 

Figura 4: Cinética da formação de biofilme de Cryptococcus gattii ATCC 24065 em vidro a 37 ºC, conforme 

determinado pelo método de cristal violeta. Os valores representam a média ± DP e são representativos de três 
experimentos independentes. 

 

A morfologia e ultraestrutura do biofilme formado na superfície do vidro 

foi monitorada por MEV (Fig. 5 ). Entre 0 a 12 horas de incubação, as células 

leveduriformes encontram-se aderidas à superfície abiótica e a densidade celular 

aumenta gradativamente (Fig. 5A). Em 24 horas (Fig. 5B), pequenas ramificações de 

substância amorfa podem ser visualizadas entre as células leveduriformes, 

indicando o início de produção da EPS. Entre 48 e 72 horas (Fig. 5C-D), ocorre um 

aumento de ambos, densidade celular e quantidade de substância amorfa. Em 96 

(Fig. 5E) horas, o biofilme maduro consiste de agregados celulares completamente 

envoltos pela EPS. 
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Figura 5: Imagens representativas de microscopia eletrônica de varredura dos estágios de formação do biofilme 

de Cryptococcus gattii ATCC 24065 sobre a superfície de vidro ao longo de um período de tempo (12, 24, 48, 72 
e 96 h) a 37 ºC.  

A-12 h 

C - 48 h 

E - 96 h 

D - 72 h 

B - 24 h A – 12 h B – 24 h 

C – 48 h D – 72 h 

E – 96 h 
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Imagens individuais (Figura 6A) e reconstruídas em 3D (Figura 6B) do 

biofilme de C. gattii na superfície de vidro foram obtidas por microscopia de 

varredura confocal a laser utilizando a combinação de dois corantes fluorescentes, 

FUN-1 (marcador citoplasmático de viabilidade celular) e Con-A (corante que se liga 

seletivamente em resíduos de manose e glicose). A Figura 6A mostra uma intensa 

marcação verde-fluorescente ao redor de células marcadas em vermelho-

fluorescente. Assim, o biofilme formado durante 72 horas nesta superfície apresenta-

se como uma monocamada de células metabolicamente ativas embebidas em matriz 

polissacarídica. Além disso, é possível observar canais formados entre os 

agregados celulares. A visão lateral da imagem reconstruída mostra que o biofilme 

maduro apresenta cerca de 8 micrômetros (µm) de espessura (Figura 6B). 

 

 

Figura 6: Imagens representativas de microscopia de varredura confocal a laser do biofilme de Cryptococcus 
gattii ATCC 24065 a 37 ºC. 

 

 

A 

B 
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Análise diferencial do transcriptoma do biofilme maduro de C. gattii ATCC 

24065 formado na superfície de poliestireno em comparação com células 

planctônicas 

Qualidade e mapeamento das Reads 

 

O RNA total, obtido a partir do biofilme e de células planctônicas, foi 

analisado quanto a sua integridade, quantidade e pureza, utilizado para a síntese de 

DNAc e posteriormente para a construção e sequenciamento das bibliotecas de 

cada população. 

Os resultados obtidos mostraram uma quantidade de aproximadamente 

27 milhões de reads, com tamanho médio de 301 pares de bases (pb). Destas, 

14.140.606 foram correspondentes ao RNA obtido das células planctônicas, e 

12.795.000 reads, correspondentes ao RNA obtido do biofilme (Tabela 1). 

 

Tabela 1: Tamanho e número de reads e média de cobertura do genoma de referência. 

Assay Reads Length Number of Reads Coverage of Genome 

Planktonic Growth 301 14.140.606 231,7X 

Sessile Growth 301 12.795.000 209,6X 

 

 

As reads obtidas foram analisadas utilizando a ferramenta FastQC, 

onde foi observado para cada biblioteca que 95% das sequências obtidas 

apresentaram Phred Quality Scores (Q) maior ou igual a 30, representando uma 

precisão de 99,90% e indicando alta qualidade das sequências. Devido ao resultado 

obtido, não foi utilizado nenhuma ferramenta de filtragem, garantindo o máximo de 

informações possíveis a partir das sequências. 
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Após o agrupamento das reads obtidas das triplicatas nas condições 

de crescimentos planctônico e biofilme, estas foram mapeadas utilizando o genoma 

de referência anotado de C. gattii WM276 (NCBI Reference Sequence: 

GCA_000185945.1). Os resultados do mapeamento mostraram um total de 6580 

genes mapeados. Os dados referentes ao genoma de referência são apresentados 

na tabela 2; e referentes ao mapeamento, na tabela 3. A cobertura média sobre o 

genoma de referência que cada grupamento de reads referente às diferentes 

condições de tratamento foi superior a 200 x, indicando um número de reads 

adequado para análise de expressão (Tabela 1). 

 

Medida dos níveis de expressão e análise da expressão diferencial 

 

Os dados mapeados adquiridos entre as duas condições de 

crescimento foram utilizados para obtenção dos valores de RPKM (Reads per 

Kilobase per Million of Mapped Reads). Estes, por sua vez foram usados para 

determinar a quantificação, os níveis e as diferenças da expressão gênica, entre as 

duas condições. 

Após a identificação dos níveis e diferenças de expressão e o 

tratamento estatístico, 321 transcritos estavam diferencialmente expressos no 

biofilme. Destes, 98 transcritos apresentaram-se como hiperexpressos, enquanto 

223 estavam subexpressos (Figura 7). Dos 98 transcritos hiperexpressos, após 

análise das possíveis funções, 38 (38,78%) correspondiam a genes anotados que 

codificam proteínas de função desconhecida, e 60 (61,22%) apresentaram 

homologia com genes que codificam proteínas de funções conhecidas, entre elas 35 
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(35/60, 58,33%) codificam para proteínas ribossomais e componentes da estrutura 

do ribossomo, e 25 (25/60, 41,67%) proteínas não-ribossomais (Figura 8). 

 

 

Figura 7: Diferenças da expressão gênica, entre as duas condições de crescimento, planctônico e biofilme, 
determinada a partir de valores de RPKM (Reads per Kilobase per Million of Mapped Reads). 
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Figura 8: Ontologia dos 98 genes hiperexpressos anotados para os processos biológicos. 

 

Análise funcional dos genes identificados 

 

De acordo com a ontologia dos genes anotados para os processos 

biológicos, os transcritos identificados de C. gattii ATCC 24065 foram classificados 
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em 9 categorias. Dos 60 transcritos hiperexpressos identificados, 35 (58,33%) 

apresentaram homologia com genes que codificam proteínas estruturais e 

associadas às funções dos ribossomas. Metabolismo de proteínas (8,33%) e 

lipídeos (8,33%) consistem nas categorias mais abundantes, sendo representadas 

por cinco transcritos cada. Três transcritos em cada categoria de reguladores 

transcricionais (5%), transportadores intermembrana (5%), reparo/proteção do DNA 

(5%) e metabolismo oxidorredutivo (5%) também foram identificados neste estudo. 

Um transcrito (1,67%) apresentou homologia com proteína associada a adesão, e 

outro (1,67%) associado a proteção contra o estresse ambiental (tabela 2).  

 

Tabela 2: Categorias funcionais dos genes hiperexpressos no biofilme de C. gattii em 72 horas de incubação a 
37 ºC, estatisticamente significantes submetidos aos programas de anotação BLAST (Basic Local Alignament 
Search Tool) e UNIPROT (Universal Protein Resource)  

Category  Genes BLAST UNIPROT 

  Acession Definition Acession Definition 

Transcriptional 
regulator 

 CGB_A3660C ADV20032 RING zinc finger protein E6QXK9 RING zinc finger protein 

 CGB_A2300C ADV19517 MAP kinase phosphatase E6QZE5 MAP kinase phosphatase 

 CGB_I1100W ADV24258 Serine-threonine protein kinase 
IKS1p 

E6RBT8 Serine-threonine protein kinase 
IKS1 

Adhesion  CGB_C9420C ADV21398 Hmp1 protein E6R2F0 Hmp1 protein 

 

Proteins 
Metabolism 

 CGB_B5300W ADV20463 Hydrolase E6R0X7 D-tyrosyl-tRNA(Tyr) deacylase 

 CGB_C6460C ADV21181 aminomethyltransferase, 
mitochondrial precursor 

E6R1S3 Aminomethyltransferase 

 CGB_E6750W ADV22708 Cysteine-type peptidase E6R6A2 Cysteine-type peptidase 

 CGB_F0420C ADV22795 Allergen E6R7M3 Allergen 

 CGB_I1440W ADV24273 Translation initiation factor 5a (eIF-
5a) 

E6RBX1 Eukaryotic translation initiation 
factor 5A 

 

Lipids Metabolism 

 CGB_A9490W ADV24461 Phosphatidylserine decarboxylase E6QYT2 Phosphatidylserine decarboxylase 

 CGB_F1110C ADV22883 Phosphatidylserine decarboxylase E6R7Q0 Phosphatidylserine decarboxylase 

 CGB_I0350C ADV24237 squalene monooxygenase E6RBP8 Squalene monooxygenase 

 CGB_D1240C ADV21594 carnitine acetyltransferase E6R5G7 Carnitine acetyltransferase 

 

Transporters 

 CGB_J0030W ADV24539 High-affinity glucose transporter of 
the major facilitator superfamily 

E6RCH7 High-affinity glucose transporter of 
the major facilitator superfamily 

 CGB_F0090C ADV22816 Monocarboxylic acid transporter E6R7J0 Monocarboxylic acid transporter 

 CGB_D0310C ADV21505 ABC transporter E6R5A0 ABC transporter 

DNA 
repair/protection 

 CGB_A0280W ADV19312 exonuclease E6QYY1 Exonuclease 

 CGB_A3450C ADV19572 DNA repair protein Rad51 E6QXI8 DNA repair protein Rad51 

 CGB_M2010W ADV25506 dUTP diphosphatase E6RFA0 DUTP diphosphatase 

Oxyreductive  
metabolism 

 CGB_B1380C ADV20191 LSDR Protein E6R00 LSDR 

 CGB_I0500W ADV24217 oxidoreductase E6RBR3 Oxidoreductase 

 CGB_H2020C ADV23943 2,4-dichlorophenoxyacetate alpha-
ketoglutarate dioxygenase 

E6RAL4 2,4-dichlorophenoxyacetate alpha-
ketoglutarate dioxygenase 

Stress response  CGB_A9610C ADV19988 LEA domain protein  E6QYU4 LEA domain protein 

No described 
function 

 CGB_I0490C ADV24231 cytosine deaminase E6RBR2 Cytosine deaminase 

 CGB_M2040C ADV25556 E167 tumor protein-like protein E6RFA3 E167 tumor protein-like protein 



84 
 

DISCUSSÃO 

 

O crescimento na forma de biofilme confere várias vantagens para o 

microrganismo, uma vez que permite maior tolerância aos estresses físico-químicos 

ambientais (DONLAN; COSTERTON, 2002). Na natureza, os biofilmes constituem-

se em comunidades polimicrobianas altamente competitivas. Os membros destas 

comunidades podem exibir propriedades que permitem sua sobrevivência neste 

nicho, tais como antagonismo microbiano e produção de substâncias poliméricas 

extracelulares (DONLAN, 2002; OTTO, 2014; RENDUELES; GHIGO, 2015).  

No homem, o biofilme pode ser detectado tanto no processo de 

colonização (OTTO, 2014) como durante a infecção (DONLAN; COSTERTON, 2002; 

OTTO, 2014; RAJENDRAN et al., 2016; WILLIAMS; RAMAGE, 2015), ocasionando 

efeitos benéficos ou prejudiciais, respectivamente. De fato, um desequilíbrio da 

microbiota humana está associada com o desenvolvimento de várias doenças 

(MARTIN et al., 2014), e cerca de 75% das infecções humanas estão associadas 

com a formação de biofilmes nas superfícies bióticas ou de materiais médicos 

implantados (DONLAN; COSTERTON, 2002; GUPTA et al., 2016; WILLIAMS; 

RAMAGE, 2015). 

Neste estudo, todos isolados ambientais e clínicos, bem como a cepa 

de referência de C. gattii foram capazes de formar biofilme na superfície de 

poliestireno. Como para a maioria dos fungos, foi observado que a formação do 

biofilme de C. gattii ATCC 24065 em uma superfície abiótica exibe fases 

coordenadas como adesão à superfície, formação de microcolônias, produção de 

matriz polimérica extracelular e maturação (BIZERRA et al., 2008; CHANDRA et al., 

2001; DONLAN, 2002; MARTINEZ; CASADEVALL, 2007). Assim, o biofilme maduro 
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de C. gattii ATCC 24065 crescido sobre a superfície de vidro em meio Sabouraud 

durante 72 horas consistiu de uma rede de células leveduriformes metabolicamente 

ativas, aderidas e embebidas em uma densa matriz de substância polimérica 

extracelular. 

A adesão microbiana às superfícies envolve a participação de fatores 

ambientais (temperatura, pH, tempo de exposição, densidade celular, tratamento 

químico ou presença de antimicrobianos), e fatores relacionados ao microrganismo 

tanto inespecíficos (hidrofobicidade, forças de van der Waals e cargas 

eletrostáticas), como específicos associados às estruturas de superfície celular 

coletivamente denominadas de adesinas (DONLAN, 2002; MARTINEZ; 

CASADEVALL, 2007; O‘TOOLE; WONG, 2016; SILVA et al., 2011). 

Em um estudo utilizando um mutante acapsulado de C. neoformans 

com deleção para o gene cap59, Matinez e Casadevall (MARTINEZ; CASADEVALL, 

2005) mostraram que a cápsula desempenha um importante papel na formação do 

biofilme na superfície de poliestireno. Além disso, esses autores mostraram que o 

tipo de glucuronoxilomanana correlaciona com a habilidade de Cryptococcus formar 

biofilme, sendo os sorotipos D mais aderentes quando comparados com o sorotipo A 

e B. 

Durante a fase intermediária, as células multiplicam-se intensamente 

formando as microcolônias e canais de água, contribuindo para o estabelecimento 

de um gradiente de nutrientes e eliminação de metabólitos tóxicos 

Concomitantemente, nesta fase ocorre um aumento na produção de matriz 

polimérica extracelular (BIZERRA et al., 2008; CHANDRA et al., 2001; DONLAN, 

2002; MARTINEZ; CASADEVALL, 2007). 
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A organização estrutural dos biofilmes também propicia a intensa troca 

de material genético entre seus componentes. Neste contexto, alguns estudos têm 

mostrado evidências de que os biofilmes podem representar uma fonte de genes 

que codificam resistência aos antimicrobianos, contribuindo para a disseminação 

desse fenótipo (BALCÁZAR; SUBIRATS; BORREGO, 2015). 

A partir de estudos de biofilmes de diferentes espécies microbianas foi 

possível detectar que transição entre o modo de crescimento planctônico e biofilme 

é governado por uma reprogramação gênica. Em C. albicans, expressão gênica 

diferencial pode ser observada já na fase inicial de formação do biofilme (30 min até 

6 horas), principalmente de genes envolvidos na síntese de aminoácidos, proteínas 

e nucleotídeos; metabolismo de lípideos e carboidratos; transcrição; e controle da 

organização celular (CAO et al., 2005; GARCÍA-SÁNCHEZ et al., 2004; MURILLO et 

al., 2005; YEATER et al., 2007). Vários reguladores transcricionais foram 

identificados como moduladores diretos ou indiretos da formação do biofilme de C. 

albicans (FOX et al., 2015; GULATI; NOBILE, 2016; NOBILE; JOHNSON, 2015). 

Nove reguladores transcricionais (BCR1, BRG1, EFG1, NDT80, ROB1, TEC1 e 

FLO8) controlam positivamente a formação do biofilme desta levedura, afetando a 

expressão de aproximadamente 1000 genes envolvidos em diferentes processos 

celulares (FOX et al., 2015; NOBILE et al., 2012). Por outro lado, 6 reguladores 

transcricionais (UME6, NRG1, GAL4, RFX2, SFP1 e ZAP1) modulam negativamente 

este processo (FOX et al., 2015; FOX; NOBILE, 2012). 

Neste estudo, utilizando a metodologia de RNAseq foi analisado e 

comparado o trancriptoma obtido a partir de RNAs mensageiros purificados de 

células crescendo nos modos, planctônico e biofilme, durante 48 horas. Este tempo 

corresponde a fase intermediária de formação do biofilme, bem como fase de 
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crescimento exponencial das células planctônicas. Dos transcritos hiperexpressos 

durante a formação do biofilme, 35 apresentaram homologia com genes que 

codificam prováveis proteínas associadas com a estrutura e função dos ribossomas 

e 25 associadas com outras funções conhecidas. 

Somente um transcrito associado com função de adesão foi 

identificado como hiperexpresso no biofilme de C. gattii neste estudo. O gene 

CGB_C9420C (cromossomo C) codifica para a proteína Hmp1. Esta proteína 

apresenta similaridade de aminoácidos com α-cateninas, que em vertebrados 

parecem mediar a organização da actina próxima à membrana plasmática. As α-

cateninas interagem com as proteínas de membrana caderinas promovendo o 

contato destas com o citoesqueleto, ou promovendo a interação célula-célula 

(SHAPIRO; WEIS, 2009). Estudos em Listeria monocytogenes mostraram que as α- 

e β-cateninas são recrutadas para o local de entrada da bactéria, sendo necessários 

para os eventos que induzem os rearranjos do citoesqueleto e da membrana 

plasmática necessários para a internalização bacteriana (LECUIT et al., 2000). 

Hmp1 também foi detectada em vesículas extracelulares de C. neoformans, muitas 

das quais comportam moléculas associadas à virulência do fungo (RODRIGUES et 

al., 2008). 

Assim como para C. albicans, transcritos com homologia a reguladores 

transcricionais foram identificados como hiperexpressos no biofilme de C. gattii neste 

estudo. Um transcrito apresentou homologia com o gene CGB_A3660C que codifica 

para RING zinc finger protein, uma metaloproteína (zinco como cofator) que contém 

o motivo ―dedo de zinco‖ (zinc finger), presente em proteínas de ligação do DNA 

(DNA binding protein). Em leveduras, essas proteínas constituem-se como os 

principais reguladores da transcrição. Em S. cerevisae, essas proteínas foram 
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relacionadas como ativadoras e repressoras de genes que codificam 

transportadores de glicose; participam do metabolismo de açúcares e de 

aminoácidos, síntese de vitaminas, reguladoras da divisão celular, remodelagem da 

cromatina, formação de peroxissomos e resposta à situação de estresse 

(MACPHERSON; LAROCHELLE; TURCOTTE, 2006). Em C. albicans proteínas com 

motivo ―dedo de zinco‖ participam da regulação de genes envolvidos no processo de 

filamentação e metabolismo de sacarose. Além disso, esses fatores transcricionais 

ativam a expressão de genes que codificam para bombas de efluxo e participam da 

via biossintética do ergosterol (MACPHERSON; LAROCHELLE; TURCOTTE, 2006). 

Recentemente, Kakade e colaboradores (KAKADE et al., 2016) identificaram um 

fator transcricional com denominado ZCF32, uma proteína com motivo ―dedo de 

zinco‖ que modula negativamente a formação de biofilme por reprimir a expressão 

de adesinas e genes envolvidos com o processo de filamentação. Dois outros 

transcritos apresentaram homologia com reguladores transcricionais que 

desempenham papel fundamental no controle do metabolismo celular. O gene 

CGB_A2300C (cromossoma A) codifica para uma proteína pertencente à família 

MAP (Mitogen-activated kinases) quinase/fostatase que atua como segundo 

mensageiro mediando a comunicação entre os meios, externo e interno, e ativando 

fatores transcricionais relacionados com o ciclo e metabolismo celular (ARIÑO; 

CASAMAYOR; GONZÁLEZ, 2011; DICKMAN; YARDEN, 1999). O gene 

CGB_I1100W (Cromossomo I) codifica uma serina-treonina quinase denominada 

IKS1p, associada com a fosforilação de enzimas relacionadas com o ciclo celular e 

transcrição (DICKMAN; YARDEN, 1999). 

Cinco transcritos hiperexpressos no biofilme de C. gattii apresentaram 

homologia com genes cujos produtos estão associados ao metabolismo de 
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proteínas. O gene CGB_B5300W (cromossomo B) codifica para uma D-tirosil-

tRNA(Tyr) deacilase, uma enzima que impede a incorporação de D-aminoácidos em 

proteínas. Todas as células utilizam predominantemente L-aminoácidos. Diferentes 

D-aminoácidos são produzidos por bactérias e se acumulam durante a fase 

estacionária de crescimento. Estes D-aminoácidos diminuem o crescimento 

bacteriano, bem como desempenham um papel importante na remodelagem da 

parede celular nesta fase (LAM et al., 2009). Além disso, a incorporação de D-

aminoácidos (D-leucina, D-metionina, D-tirosina, and D-triptofano) ao meio de cultivo 

inibe a formação de biofilme de Bacillus subtilis (KOLODKIN-GAL et al., 2010) e S. 

aureus (HOCHBAUM et al., 2011) e esse efeito inibitório é resultado da incorporação 

de D-aminoácidos durante a síntese proteica (LEIMAN et al., 2013). O gene 

CGB_C6460C, (localizado no cromossomo C) codifica para uma 

aminometiltransferase, uma enzima que catalisa a oxidação reversível de glicina 

(MCNEIL et al., 1997). Dois genes codificam para proteínas com atividade de 

peptidase, cysteine-like peptidase e Allergen, pertencentes à família das cisteína-

peptidases (RAWLINGS; BARRETT, 1993). O papel dessas proteínas em biofilmes 

microbianos ainda não foi descrito. Entretanto, o nicho natural de C. gattii 

compreende ambientes ricos em matéria orgânica em decomposição, inclusive 

locais ricos em excretas nitrogenadas de aves. Sendo assim, o aumento de 

expressão de peptidases durante a formação de biofilme pode indicar uma 

alternativa de sobrevivência diante de estresse ambiental, visto que estas enzimas 

podem ser ―estocadas‖ na matriz polissacarídica extracelular, e podem ser utilizadas 

para a hidrólise do substrato (excretas nitrogenadas) para obtenção de carbono e 

nitrogênio (MAY et al., 2015; MAZZA, 2016). Finalmente, o gene CGB_I1440W 

(cromossomo I) que codifica para o fator de iniciação da tradução 5a (eIF-5a). Esta 
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proteína é altamente conservada entre os diferentes táxons e promove a formação 

da primeira ligação peptídica, durante a síntese proteica. 

Compatível com a intensa produção de matriz polimérica extracelular 

pelo biofolme, três transcritos com homologia a genes que codificam transportadores 

de moléculas também foram identificados neste estudo. Leveduras de modo geral 

têm a capacidade de utilizar diversas fontes de carbono para obtenção de energia. 

Em alguns casos, principalmente em situação de estresse, esses organismos podem 

utilizar fontes de carbono não usuais, como glicerol, aminoácidos e ácidos 

carboxílicos, por vias metabólicas alternativas. Neste trabalho, o gene CGB_J0030W 

(cromossomo J) apresentou-se hiperexpresso e codifica uma proteína pertencente a 

superfamília de facilitadores (High-affinity glucose transporter of the major facilitator 

superfamily), em particular, apresentando alta afinidade por glicose. Essa família de 

transportadores, presente desde bactérias até mamíferos facilita a passagem 

transmembrana de diferentes moléculas, incluindo os carboidratos. Exemplos 

desses transportadores incluem GalP em Escherichia coli, Glut1 em animais e 

HXT2, primeiramente identificado em S. cerevisae (KASAHARA; KASAHARA, 2003). 

O gene CGB_F0090C (cromossomo F) codifica uma proteína transportadora de 

ácidos monocarboxílicos. Estudos em S. cerevisae mostraram que essa levedura 

seria capaz de utilizar esse tipo de composto como fonte de biomassa e obtenção de 

energia (CASAL et al., 2008). O gene CGB_D0310C (cromossomo D) apresenta 

homologia com transportadores ABC (ATP-binding cassette), uma superfamília de 

proteínas com diversas funções celulares, entre elas o transporte de moléculas 

intermembranas (JUNGWIRTH; KUCHLER, 2006). 

Cinco genes identificados estão relacionados com o metabolismo de 

lipídeos: CGB_A9490W e CGB_F1110C (localizados nos cromossomos A e F, 
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respectivamente) codificam para duas fosfatidilserina descarboxilase; CGB_I0350C 

(Cromossomo I) codifica para uma squalene monooxigenase, uma enzima que 

participa da síntese de esteroides; e o gene CGB_D1240C (cromossomo D) codifica 

para uma carnitina acetiltransferase. Estudos em Saccharomyces cerevisae, 

mostraram que fosfatidilserinas são enzimas chaves para a biossíntese de 

fosfolipídeos e aminolipídeos (lipopeptídeos). Lipopeptídeos atuam como 

biosurfactantes, modificando a hidrofobicidade celular, além de diminuir a tensão 

superficial entre as leveduras e as superfícies. Além disso, os biosurfactantes atuam 

como inibidores de microrganismos invasivos durante a formação de biofilme, 

evitando competição entre os membros da comunidade (MAZZA, 2016; TROTTER et 

al., 1995). Carnitina acetiltransferases compreendem um grupo de enzimas que 

participam do transporte de acetil-coenzima A (AcetilCoA), produto do metabolismo 

de lipídeos, do citoplasma para a mitocôndria (HYNES et al, 2011; STRIJBIS; 

DISTEL, 2010). Estudos em C. albicans mostraram que esse mecanismo de 

transporte promoveu o crescimento da levedura e favoreceu a formação do biofilme 

(STRIJBIS et al, 2008).  

Três transcritos apresentaram homologia com genes cujas funções 

estão associadas ao reparo/proteção do DNA. Os genes CGB_A3450C e 

CGB_A0280W (localizados no cromossomo A) codificam para exonuclease e para 

proteína Rad51, respectivamente. Essas proteínas têm sido associadas à função de 

proteção de DNA dupla-fita durante a recombinação, tanto mitótica, quanto meiótica 

(FIORENTINI et al, 1997). A última fase do desenvolvimento de um biofilme é 

chamada maturação, caracterizada pela dispersão de novas células, capazes de 

colonizar outras superfícies (GUPTA et al., 2016; VILA; ROZENTAL, 2016). Šťovíček 

e colaboradores (ŠŤOVÍČEK et al., 2014), ao estudar mudanças nos padrões de 
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expressão em linhagens selvagens de S. cerevisae durante switching fenotípico 

também observaram um aumento na expressão de genes relacionados com o 

reparo do DNA. Tanto o switching quanto o biofilme são características relacionadas 

à adaptação em situações de estresse, permitindo a sobrevivência do 

microrganismo. O gene CGB_M2010W (cromossomo M) codifica para a proteína 

dUTP (desoxiuridina trifosfatada) difosfatase (dUTPase). Esta enzima catalisa 

reação de hidrólise de dUTP em dUMP e dois fósforos inorgânicos, prevenindo a 

incorporação da uracila ao DNA (GADSDEN et al., 1993). Em S. cerevisae o gene 

que codifica essa enzima é essencial, sendo primordial para prevenir lesões de 

origem endógena no DNA (GUILLET; VAN DER KEMP; BOITEUX, 2006). Além 

disso, esta enzima parece atuar como segundo mensageiro, reprimindo o evento de 

apoptose nesta levedura em resposta ao estresse provocado por peróxido de 

oxigênio e cádmio de origens endógena ou exógena (WILLIAMS et al., 2011). 

Três transcritos apresentando homologia com genes associados ao 

metabolismo oxidorredutivo foram identificados neste estudo. Dois genes codificam 

para oxidorredutases, CGB_B1380C e CGB_I0500W (cromossomo B e I, 

respectivamente). O gene CGB_B1380C codifica para um membro da família short 

chain dehydrogenases/reductases (SDR) denominada proteína LSDR. Proteínas 

SDR são oxidorredutases NADPH-dependentes e desempenham um papel 

importante no metabolismo de carboidratos, aminoácidos e lipídeos (KAVANAGH et 

al., 2008). O gene CGB_H2020C codifica para 2,4-diclorofenoxiacetato alfa-

cetoglutarato dioxigenase, uma proteína pertencente à família das dioxigenases, 

enzimas que utilizam 2-oxoglutarato como substrato e ferro como cofator (MANTRI 

et al., 2012). Em microrganismos, a maioria dessas enzimas catalisa uma ampla 

variedade de reações oxidativas envolvidas em diferentes processos celulares. Em 



93 
 

bactérias, esta enzima faz parte da via de catabolismo de derivados do ácido 2,4 

dicloro-fenoxi-acético, que compõem formulações de determinados herbicidas 

(SUWA et al., 1996). 

Finalmente, o gene CGB_A9610C, localizado no cromossomo A, 

codifica para a proteína LEA (Late embryogenesis abundant), encontrada em 

diversos táxons, onde a sua principal função está relacionada com a proteção contra 

a desidratação. Estudos realizados em S. cerevisae, mostraram que esta proteína é 

encontrada no citoplasma celular, e está relacionada a proteção contra mudanças 

nas temperaturas de crescimento, atuando como protetoras da integridade de 

membrana em casos de choques térmicos (SALES et al., 2000). 

Em conclusão, os resultados atestam para a capacidade de formação 

de biofilme por C. gattii s.l. em diferentes superfícies. Além disso, essa estrutura 

apresenta um mecanismo complexo de regulação e metabolismo, existindo dezenas 

de genes envolvidos na sua regulação. Devido à importância clínica de C. gattii s.l. e 

do biofilme, estes dados fornecem subsídios para uma melhor compreensão do 

fenótipo formado por essas espécies, além de identificação de possíveis alvos para 

o desenvolvimento de terapias para o tratamento de infecções causadas por esses 

microrganismos. 
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6. CONCLUSÃO 

 

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que C. 

gattii s.l., assim como a maioria das espécies de microrganismos, é capaz de crescer 

sob a forma de biofilme em diferentes superfícies. O tempo de desenvolvimento do 

biofilme pelo complexo varia entre 72 e 96 horas. Sobre a arquitetura do biofilme, 

destacaram-se as seguintes características: uma monocamada de células aderidas, 

embebidas em matriz exopolissacarídica de 8 micrometros de espessura, com 

canais de água permeando-a.   

Ainda, os resultados referentes aos mecanismos genéticos 

empregados no desenvolvimento do fenótipo, mostraram centenas de RNAs 

mensageiros diferencialmente expressos entre células planctônicas e sesseis, onde 

a maioria destes foi suprimida durante a formação do biofilme. Dentre os genes 

superexpressos, foram detectados genes envolvidos no metabolismo de 

carboidratos e lipídeos, no transporte celular, sinalizadores intracelulares e reparo do 

DNA. Entretanto, a maioria dos genes não apresentou função anotada nos bancos 

de dados, criando, assim um grande campo para estudos futuros. 

Os resultados obtidos geraram subsídios para compreensão do 

processo de formação do biofilme de C. gattii s.l., que poderão ser utilizados no 

desenvolvimento de estratégias para bloquear a sua formação. Além disso, poderão 

contribuir na identificação de alvos para o desenvolvimento de fármacos mais 

seguros e de baixo custo contra infecções por Cryptococcus spp.  
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