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RESUMO 

JULIA FERRAREZI FAVORATO MORIEL GARCIA 

EFEITO BIOLÓGICOS DAS VESÍCULAS EXTRACELULARES DE 

CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS PRODUZIDAS POR TITAN CELLS 

Orientador: LEONARDO NIMRICHTER 

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para 

obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e 

aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

A levedura encapsulada Cryptococcus neoformans é um dos principais agentes causadores da 

criptococose, uma micose invasiva que afeta, principalmente, pessoas imunossuprimidas, sendo 

responsável por 181.100 mortes anuais registradas globalmente. A via mais comum de infecção 

por esse fungo é a respiratória, onde o indivíduo inala os esporos ou leveduras dessecadas. 

Atingindo o pulmão, as leveduras podem permanecer em latência até conseguir se replicar, 

processo frequentemente relacionado com queda na imunidade do hospedeiro. A partir do 

pulmão, o fungo pode escapar do sistema imune e se disseminar pela circulação sanguínea, 

chegando ao sistema nervoso central, no qual pode provocar um quadro de meningite 

criptococócica altamente letal. O principal fator de virulência de C. neoformans é sua cápsula 

polissacarídica, constituída, principalmente, por glucuronoxilomanana (GXM), 

galactoxilomanana (GalXM) e manoproteínas. Nosso grupo demonstrou que ao menos parte da 

GXM é transportado para o espaço extracelular, juntamente com outras estruturas, através de 

vesículas extracelulares (VEs). As VEs produzidas por leveduras se mostraram capazes de 

ativar macrófagos, aumentando suas atividades microbicidas e promovendo a produção de 

citocinas. Além da cápsula polissacarídica, a capacidade de um subconjunto de células 

criptocócicas de se diferenciar em células gigantes denominadas de “Titan Cells" (TC), com 

tamanho médio entre 50 e 100 μm de diâmetro, vem sendo associada a sobrevivência desse 

fungo no hospedeiro. Essas células são altamente resistentes ao estresse oxidativo e são capazes 

de inibir o processo de fagocitose por células de defesa, sendo aparentemente fundamentais na 

progressão da doença. Neste trabalho aplicamos um protocolo recente, desenvolvido para obter 

Titan cells in vitro com o intuito de padronizar essa técnica no laboratório, isolar VEs desse 

tipo celular e caracterizá-las. Inicialmente, conseguimos obter essa morfologia em laboratório 

e comparamos os diâmetros das células controle com as células TC, como também a quantidade 

dessas células em cultura quando comparamos às células em tamanho normal. Foi observado 

que as células presentes em culturas TC possuem de fato, um tamanho aumentado quando 

comparadas as células controle de C. neoformans H99 concluindo que esses estresses levam à 

mudança morfológica da célula. Suas VEs também foram isoladas corretamente, e realizamos 

a comparação de esterol e proteína presentes nessa estrutura. As VEs obtidas de TCs, apesar do 

resultado não ter tanta diferença significativa, apresentam uma tendência de ter maior 

quantidade de esterol do que as VEs obtidas das células controle enquanto não há uma diferença 

na quantidade de esterol, embora também o desvio padrão seja maior nesse caso. Por ter uma 

grande importância na patogênese, foi também investigado a participação das VEs produzidas 

por leveduras e por TC durante o processo infeccioso de C. neoformans em larvas do inseto 

Galleria mellonella. Após a infecção das larvas com o fungo, foi administrado VEs de TC e 

células controle e foi observado durante a infecção, que não houve diferenças entre células 

controles de C. neoformans H99 e de cultura TC, portanto seria necessárias maiores 

investigações quanto ao papel das VEs dessas células em experimentos posteriores. 

Palavras-chave: Cryptococcus neoformans, Vesículas extracelulares, Macrófagos, Titan Cells. 
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ABSTRACT 

JULIA FERRAREZI FAVORATO MORIEL GARCIA 

BIOLOGICAL EFFECTS OF EXTRACELLULAR VESICLES OF CRYPTOCOCCUS 

NEOFORMANS PRODUCED BY TITAN CELLS 

Orientador: LEONARDO NIMRICHTER 

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para 

obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e 

aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

The encapsulated yeast Cryptococcus neoformans is one of the main causative agents of 

cryptococcosis, an invasive mycosis that mainly affects immunosuppressed people, being 

responsible for 181,100 annual deaths recorded globally. The most common route of infection 

by this fungus is respiratory, where the individual inhales the spores or desiccated yeasts. After 

reaching the lung, the yeasts can remain in a latent state until they are able to replicate, a process 

often related to a drop in the host's immunity. From the lung, the fungus can escape the immune 

system and spread through the bloodstream, reaching the central nervous system, where it can 

cause highly lethal cryptococcal meningitis. The main virulence factor of C. neoformans is its 

polysaccharide capsule, consisting mainly of glucuronoxylomannan (GXM), 

galactoxylomannan (GalXM) and mannoproteins. Our group demonstrated that at least part of 

the GXM is transported to the extracellular space, along with other structures, through 

extracellular vesicles (EVs). The EVs produced by yeasts were able to activate macrophages, 

increasing their microbicidal activities and promoting the production of cytokines. In addition 

to the polysaccharide capsule, the ability of a subset of cryptococcal cells to differentiate into 

giant cells called "Titan Cells" (TC), with an average size between 50 and 100 μm in diameter, 

has been associated with the survival of this fungus in the host. These cells are highly resistant 

to oxidative stress and are able to inhibit the process of phagocytosis by defense cells, 

apparently being fundamental in the progression of the disease. In this work we apply a recent 

protocol developed to obtain Titan cells in vitro with the aim of standardizing this technique in 

the laboratory, isolating EVs of this cell type and characterizing them. Initially, we were able 

to obtain this morphology in the laboratory and compared the diameters of control cells with 

TC cells, as well as the number of these cells in culture when compared to normal-sized cells. 

It was observed that the cells present in TC cultures have, in fact, an increased size when 

compared to the control cells of C. neoformans H99, concluding that these stresses lead to the 

morphological change of the cell. Their EVs were also correctly isolated, and we compared the 

sterol and protein present in this structure. The EVs obtained from TCs, despite the result not 

having much significant difference, show a tendency to have a greater amount of sterol than the 

VEs obtained from control cells while there is no difference in the amount of sterol, although 

the standard deviation is also greater in this case. Due to its great importance in pathogenesis, 

the participation of EVs produced by yeasts and TC during the infectious process of C. 

neoformans in larvae of the insect Galleria mellonella was also investigated. After infection of 

the larvae with the fungus, EVs of TC and control cells were administered and it was observed 

during infection that there were no differences between control cells of C. neoformans H99 and 

TC culture, therefore, further investigations would be necessary regarding the role of these cells. 

EVs from these cells in later experiments. 

Keywords: Cryptococcus neoformans, Extracellular vesicles, Macrophages, Titan Cells. 
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Resumo para Pessoas Leigas 

O fungo chamado Cryptococcus neoformans é uma das principais causas de uma doença 

denominada criptococose. Essa doença afeta pessoas imunossuprimidas, ou seja, pessoas que 

possuem uma imunidade baixa, como por exemplo diabéticos, pessoas que fizeram transplantes 

de órgãos ou pessoas portadoras de HIV com AIDS. É responsável por 181.100 mortes por ano 

registradas no mundo todo. A doença ocorre quando uma pessoa aspira o fungo, ele vai para o 

pulmão e fica escondido para conseguir se multiplicar quando o indivíduo apresentar uma queda 

em sua imunidade. Quando o fungo chega no pulmão, ele pode ir para a circulação do sangue 

chegando até o cérebro (sistema nervoso central) causando uma infecção chamada meningite 

criptococócica que pode levar a morte. O fungo possui uma estratégia para não ser eliminado 

pelo nosso organismo, ele consegue formar um escudo protetor ao redor da célula, que é 

chamado de cápsula. Existe também as vesículas extracelulares (VEs), que são como sacos que 

possuem diversas moléculas que auxiliam a sobrevivência dessas células do fungo no nosso 

corpo. Essas vesículas são formadas dentro da célula e, depois, enviadas para fora para fazer 

contato com o ambiente de fora e não deixar que o fungo seja destruído. Porém, esse fungo no 

pulmão, consegue se tornar um fungo com o tamanho maior que o normal, essas células são 

chamadas de “Titan Cells" (TC). Por essas células serem gigantes, elas não vão ser eliminadas 

pelas nossas células de defesa porque as nossas são bem menores. Para acontecer a eliminação, 

seria necessário que as nossas células elvolvessem as células invasoras, mas isso não ocorre. 

Neste trabalho aplicamos uma nova maneira que já foi estudada recentemente para obter Titan 

cells com o intuito de padronizar essa técnica no laboratório, obter VEs desse tipo celular e 

caracterizá-las. Inicialmente, conseguimos obter essa morfologia em laboratório e comparamos 

os diâmetros das células controle com as células TC, como também a quantidade dessas células 

em cultura quando comparamos às células em tamanho normal. Foi observado que as células 

presentes em culturas TC possuem de fato, um tamanho aumentado quando comparadas as 

células controle de C. neoformans H99, concluindo que diversos fatores levam à mudança das 

características da célula. Suas VEs também foram obtidas corretamente, e realizamos a 

comparação de moléculas chamadas de esterol e proteína presentes nessa estrutura. As VEs 

obtidas de TCs apresentam uma tendência de ter maior quantidade de esterol do que as VEs 

obtidas das células controle enquanto não há uma diferença na quantidade de esterol. 

Investigamos também a participação das VEs produzidas por esse fungo e por TC durante a 

infecção de C. neoformans em larvas do inseto Galleria mellonella. Após a infecção das larvas 

com o fungo, foi adicionado VEs de TC e células controle e foi observado durante a infecção, 

que não houve diferenças entre células controles de C. neoformans H99 e de cultura TC, 

portanto seria necessárias maiores investigações quanto ao papel das VEs dessas células em 

experimentos posteriores. 
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1. Introdução  

  

1.1 Cryptococcus spp.  

Os fungos são amplamente conhecidos pela capacidade de decompor a matéria orgânica, 

mas também, algumas espécies, são capazes de provocar infecções, tanto em plantas quanto em 

animais (Mitchell e Perfect, 1995). As infecções fúngicas normalmente não costumam evoluir 

para quadros mais graves, tendo suas manifestações clínicas mais brandas (GarciaRodas et al., 

2019; Mitchell e Perfect, 1995). Porém, quando se trata de indivíduos que possuem sua 

imunidade comprometida, como indivíduos com a Síndrome da Imunodeficiência Adquirida 

(AIDS) que desenvolvem o quadro imunossupressivo, diabéticos, transplantados e entre outros, 

as infecções fúngicas provocam manifestações mais severas podendo levar até mesmo ao óbito 

(Mitchell e Perfect, 1995). Os causadores das doenças mais graves em humanos são organismos 

do gênero Cryptococcus, Candida, Aspergillus e Pneumocystis. (Brown et al, 2012).  

Cryptococcus neoformans é uma levedura encapsulada que pode sobreviver tanto em 

plantas como em animais (Mitchell e Perfect, 1995). As células de C. neoformans medem entre 

2 a 4 µm de diâmetro, possuem estrutura leveduriforme que se apresentam de forma globosa ou 

ovalada e dispõem de uma cápsula polissacarídica em seu redor, a qual é um dos fatores de 

virulência que possibilita resistência à dessecação, que possibilita a vida intracelular e 

mecanismo de evasão à resposta imune celular (Coelho, Bocca e Casadevall, 2014; Doering, 

2000). 

Cryptococcus é classificado no filo Basidiomycota que é composto por mais de setenta 

espécies, porém somente duas delas são caracterizadas por causar doença, C. neoformans e C. 

gattii (Kwon-Chung et al., 2014; Maziarz, e Perfect, 2016). A criptococose, doença causada 

por essas espécies, até o início dos anos 80, era considerada de rara ocorrência; no entanto, com 

o surgimento da AIDS ela passou a ser mais frequente e se tornou epidêmica, sendo uma doença 

de grande importância clínica, ocupando o quarto lugar entre as doenças infecciosas na época 

(Nishikawa et al, 2003).  

A criptococose é considerada uma micose sistêmica em que o fungo é oportunista e acaba 

gerando, dependendo do caso, sintomas leves ou então sintomas mais graves como a meningite 

criptococócita que pode ser letal para o indivíduo (Morettibranchini e Telles, 2004; Kon et al., 

2008). Atualmente, é estimado que a meningite criptocócica é responsável por 181.100 mortes 

anuais, sendo que é associada a 15% das mortes relacionadas à AIDS globalmente 
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(Rajasingham et al., 2017). Outras comorbidades também aumentam a probabilidade do 

paciente contrair a criptococose, como por exemplo leucemia, linfoma, lúpus eritematoso 

sistêmico, além do uso de terapias imunossupressoras e dos pacientes transplantados 

(Nishikawa et al, 2003). 

 

1.1.2 Histórico e Taxonomia  

No ano de 1894, uma mulher de 31 anos de idade se queixou de uma lesão na perna e 

após diagnóstico clínico-patológico foi considerado o primeiro caso de criptococose humana, 

descrito por Otto Busse e Abraham (Knoke e Schwesinger, 1994). Através do diagnóstico, 

isolamento deste microrganismo e comparação com os demais já existentes, a levedura 

encontrada foi denominada Saccharomyces hominis (Knoke e Schwesinger, 1994; Heitman et 

al., 2010). Nesse mesmo ano foi isolado por Sanfelice leveduras em um suco de pêssego que 

sofreu fermentação, as quais possuíam uma cápsula característica em sua estrutura. Após um 

ano de estudos com essa descoberta, provou a patogenicidade em animais de laboratório e 

nominou a espécie como Saccharomyces neoformans (Casadevall e Perfect, 1998; Barnett, 

2010).  

Em 1901, um estudo guiado por Vuillemin isolou amostras de lesões pulmonares de 

suínos e de leite bovino e constatou a presença de leveduras esféricas encapsuladas as quais 

eram do mesmo gênero que as leveduras isoladas anteriormente pelos demais pesquisadores. O 

organismo, antes chamado de Saccharomyces neoformans, foi então renomeado para 

Cryptococcus. Algumas diferenças foram observadas na presença de estruturas que 

classificassem este novo gênero em C. hominis e C. neoformans, que se baseava na 

incapacidade de fermentação de carboidratos e de produzir ascósporos, o que diferencia 

Cryptococcus de Saccharomyces (Heitman et al., 2011).  

Através da dedicação em suas pesquisas no ano de 1951, Emmons evidenciou a relação 

entre o fungo e as fontes ambientais como excretas de pombos da espécie Columbia livia e 

madeira em decomposição (Barnett, 2010). Em 1962, Staib descreveu aspectos fisiológicos do 

gênero Cryptococcus, percebendo que o fungo quando cultivado em meio de cultura contendo 

fezes de pombos ou sementes de níger (Guizotia abyssinica) apresentavam pigmento escuro, 

tornando possível a diferenciação de Cryptococcus entre os outros fungos cultivados. Somente 

em 1972, em um estudo de Shaw e Kapica, revelou a identidade do pigmento como sendo 

melanina (Barnett, 2010).  
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Em um caso de meningoencefalite relatado por Gattii e Eckels no ano de 1970, foi isolado 

um organismo semelhante a C. neoformans, porém, sua morfologia era diferente do que já 

relatado. Este possuía um formato alongado, sendo considerado uma nova variedade e foi 

denominada de C. neoformans variedade gattii (Kwon-Chung e Bennett, 1978; Heitman et al., 

2011). Em 1970, Shadomy observou fíbulas no isolamento deste fungo, insinuando que o 

mesmo pertencia ao grupo dos basidiomicetos devido a condição dicariótica no 

desenvolvimento (Shadomy e Lurie, 1970; Casadevall e Perfect, 1998).  

No ano de 1990, Ellis e Pfeiffer isolaram na Austrália, uma variedade gattii de um tronco 

de eucalipto em decomposição. Com base nesse estudo, o fungo foi isolado de outras espécies 

de árvores e madeiras em decomposição além de excretas de pombos e outras aves, inclusive 

no Brasil (Lázera, Wanke e Nishikawa, 1993; Lázera et al., 2000; Chee e Lee, 2005; Kobayashi 

et al., 2005; Pedroso, Ferreira e Candido, 2009). Em 2002 foi aceito que essa variedade era 

diferente da variedade neoformans, e através de um estudo filogenético e avaliação de 

características ecológicas e bioquímicas, a variedade gattii passou a ser considerada uma nova 

espécie de Cryptococcus (Heitman et al., 2011).   

Atualmente, o gênero Cryptococcus apresenta 70 espécies, sendo apenas duas 

consideradas patogênicas, C. neoformans e C. gattii, e as demais consideradas emergentes em 

pacientes imunodeprimidos: Cryptococcus laurentii, Cryptococcus albidus, Cryptococcus 

humicola e Cryptococcus curvatus (Kurtzman et al., 2011). Com base em análises 

epidemiológicas, ecológicas, fisiológicas, fenotípicas e através de uma reação de aglutinação 

utilizando antissoros produzidos contra componentes da cápsula polissacarídica do fungo, as 

espécies foram classificadas em cinco sorotipos diferentes (A, B, C, D e AD), sendo 

denominados C. neoformans var. grubii (sorotipo A), C. neoformans var. neoformans (sorotipo 

D) e C. gattii (sorotipos B e C). O sorotipo AD foi classificado como sendo um híbrido diplóide 

(Ikeda et al., 1982; Nishikawa et al., 2003; D’souza et al., 2004). Estudos filogenéticos sugerem 

que os sorotipos B e C se diferenciaram das outras espécies em cerca de 37 milhões de anos, e 

que o sorotipo A e D divergem em cerca de 19 milhões de anos (Xu, Vilgalys e Mitchell, 2000; 

Marra et al., 2004). A possibilidade de sequenciar os genomas dos microrganismos a partir da 

evolução das técnicas de biologia molecular, e a realização do sequenciamento das cepas JEC21 

e H99 de C. neoformans, e WM276 e R265 de C. gattii, foi possível classificar estas espécies 

em nove genótipos diferentes VNI, VNII, VNIII, VNIV, VNB, VGI, VGII, VGIII e VGIV 

(Figura 1), (Heitman et al., 2011). No Brasil, Lacaz identificou o primeiro isolado do fungo em 
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humanos no ano de 1941. Em seguida, em 1944, Almeida conseguiu o mesmo feito (Reis-Filho 

et al., 1985; Pappalardo e Melhem, 2004).  

 

 

Figura 1: Evolução e classificação das espécies patogênicas do gênero Cryptococcus: sorotipos e subtipos 

moleculares. As espécies patogênicas C. neoformans e C. gattii originaram-se de um ancestral comum. Elas são 

subdivididas em cinco sorotipos e nove genótipos. (Adaptado de Lin e Heitman, 2006). 

  

1.2 Infecção  

 1.2.1 Via de infecção  

A via mais comum de infecção por esse fungo é a respiratória, onde o indivíduo inala os 

esporos ou leveduras dessecadas de origem ambiental (Levitz, 1991) (Figura 2). Como descrito 

anteriormente, estudos demonstraram sua presença em excretas de animais como pombos e 

morcegos, também, em troncos e galhos de árvores, sendo esse último contaminado pelos 

animais, o que acarreta numa dispersão mais rápida do fungo uma vez que está presente em 

vários nichos no ambiente (Emmons, 1955; Maziarz e Perfect, 2016).   

Atingindo o pulmão, as leveduras do C. neoformans podem ser eliminadas ou permanecer 

em latência até conseguir se replicar intracelularmente, quando o hospedeiro apresenta uma 

queda na imunidade. As formas clínicas relacionadas com a criptococose são: pulmonar 

regressiva em que geralmente é assintomática ou apresenta sintomas de infecção respiratória 
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simples; pulmonar progressiva que há uma infecção primária ou a reativação da latência; e a 

disseminada que ocorre uma propagação da infecção pulmonar por via hematogênica 

(Morettibranchini e Telles, 2004). Sendo assim, essa infecção pode se disseminar e acometer o 

sistema nervoso central causando meningoencefalite, a qual é caracterizada pela presença do 

fungo no cérebro e meninges. Esse é considerado o quadro mais agressivo e que geralmente 

leva à morte do paciente (Morettibranchini e Telles, 2004; Kon et al., 2008). Existem ao menos 

três teorias que podem explicar a ocorrência do neurotropismo pelo Cryptococcus, sendo elas: 

(i) a levedura possui atração por substratos específicos presentes no SNC; ou (ii) o SNC serve 

como refúgio para escapar do sistema imune do hospedeiro infectado; ou (iii) pela presença de 

receptores específicos para esses fungos nas células neuronais (Lin e Heitman, 2006). 

Além das manifestações clínicas que são mais comuns de ocorrerem nos pulmões, elas 

podem variar de acordo com o local onde a infecção se instala. Existem os casos assintomáticos, 

e os sintomáticos que normalmente apresentam febre, tosse, escarro com muco e/ou sangue. 

Existem dados também que relatam casos de criptococose ocular, óssea ou osteoarticular e 

prostite criptocócica (Chang et al., 2008; Moretti et al., 2008; Chai e Teoh, 2012). 

 

Figura 2 – Esquema de infecção do sistema nervoso central pelo Cryptococcus através do mecanismo de 

Cavalo de Tróia. Esse mecanismo é um mecanismo de infecção onde o fungo sobrevive dentro dos macrófagos 

e através da circulação sanguínea ele consegue ultrapassar a barreira hematoencefálica ainda no interior da célula, 

chegando ao SNC (Lin e Heitman, 2006; Kronstad et. al., 2011). 
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1.2.2 Resposta imune à criptococose  

Durante a infecção por C. neoformans, os macrófagos alveolares são as principais células 

de defesa a entrar em contato com o fungo e, através da fagocitose e da liberação de altos níveis 

de espécies reativas de oxigênio, intermediários reativos de nitrogênio, superóxido e óxido 

nítrico, que danificam o DNA e uma série de frações químicas, tentam eliminar o patógeno 

(Bolanos e Mitchell, 1989). Porém, C. neoformans apresenta diversos mecanismos de evasão 

do sistema imune. Possuem o mecanismo de inibição da fagocitose pela presença da cápsula 

polissacarídica e, se forem eventualmente fagocitados, possuem a capacidade de sobrevivência 

intracelularmente em nessas células (Kozel et al., 1988; Bolanos e Mitchell, 1989; Levitz e 

DiBenedetto 1989; Zaragoza et al., 2003). Após a entrada no pulmão, as células fúngicas 

conseguem entrar e sair de dentro de macrófagos de acordo com sua necessidade através do 

mecanismo de vomocitose que não causa danos nessas células. Com isso, as células conseguem 

utilizar essas células do sistema imune para chegar até o sítio do sistema nervoso central o qual 

possui neurotropismo (Buchanan e Murphy, 1998). Essas passagens pelas células e tecidos do 

organismo ocorre através da paracitose, em que há a utilização das proteases para migração 

transendotelial, como também a transcitose que é uma combinação de exocitose e endocitose a 

qual o ácido hialurônico do fungo se liga a CD44 do endotélio, ocorre diversos remodelamentos 

para a célula ser englobada e conseguir realizar a passagem pelo endotélio. Nesse contexto, 

destaca-se o mecanismo conhecido como cavalo de Tróia, onde o fungo sobrevive dentro dos 

macrófagos e através da circulação sanguínea ele consegue ultrapassar a barreira 

hematoencefálica ainda no interior da célula, chegando ao SNC (Buchanan e Murphy, 1998; 

Kon et al., 2008; Gullo et al., 2013; Nelson, Hawkins, e Wozniak, 2020). 

As células dendríticas atuam também na linha de defesa do hospedeiro e agem no 

reconhecimento deste patógeno, através do mecanismo de fagocitose (Kozel et al., 1988; 

Bolanos e Mitchell 1989; Levitz e DiBenedetto 1989; Zaragoza et al., 2003). Uma vez no 

interior das células dendríticas, a fusão fagolisossomal leva a degradação de componentes 

fúngicos seguido da apresentação de antígenos para outras células de defesa (Zaragoza et al., 

2003).  

Como descrito anteriormente, C. neoformans possui diversas proteínas, incluindo 

componentes enzimáticos, que servem como fatores para a sobrevivência frente a resposta 

imune inata, além de estruturas não proteicas, como melanina e a cápsula polissacarídica 
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(Rodrigues et al., 2008). Portanto, em uma resposta inata, a qual é uma resposta inicial frente a 

uma infecção, ela pode agir de modo não tão efetor, controlando parcialmente a infecção, de 

acordo com os diversos fatores de escape do sistema imune que o fungo possui. A partir disso, 

de acordo com os reconhecimentos por células da imunidade, é necessário modular uma 

resposta imunidade adaptativa para gerar uma resposta mais específica aos estímulos que foram 

apresentados pelo patógeno e assim, reestabelecer o equilíbrio e eliminar o agente invasor 

(Kozel et al. 1988; Bolanos e Mitchell 1989; Levitz e DiBenedetto 1989; Zaragoza et al., 2003). 

Para uma resposta apropriada, os linfócitos T CD4+ são os mais importantes, e entre os 

subtipos que se diferenciam estão em: T helper Th1 que é responsável pela resposta pró-

inflamatória caracterizada pelas interleucinas IL-2, IL-12, IL-18, Interferon-γ (IFN-γ) e TNF- 

α, e Th2 que é responsável pela resposta inflamatória, de resolução da inflamação caracterizada 

pelas interleucinas IL-4, IL-5, IL-13 e IL-10 (Amsen et al., 2004; Romani, 2004). Foi descrito 

que o contato das células de defesa com C. neoformans, dentre elas, célula natural killer (NK), 

linfócitos T CD4 e T CD8, e também macrófagos, revelam uma defesa do tipo Th1 com uma 

alta produção de TNF- α, IFN-γ e interleucinas (Kon et al., 2008; Gullo et al., 2013).   

A relação das atividades dos subtipos Th1 ou Th2 vai depender do reconhecimento inicial 

da imunidade inata através de seus receptores de reconhecimento padrão (PRRs) reconhecendo 

os padrões moleculares associados a patógenos ou a dano (PAMPs e DAMPs), e em seguida, 

vai ocorrer a ativação das células do sistema imune adaptativo (Cunha, Romani e Carvalho, 

2010). As duas famílias principais que estão envolvidas neste reconhecimento são as dos 

receptores Toll-like (TLRs) e dos receptores do tipo C-lectina (CLRs). Alguns TLRs já foram 

descritos na infecção por C. neoformans como sendo capazes de reconhecer PAMPs, sendo eles 

os TLRs 2, 4 e 9, sendo que o 2 e o 4 estão presentes no reconhecimento de polissacarídeos da 

cápsula fúngica, enquanto o TLR9 se apresenta importante no reconhecimento do DNA fúngico 

(Cunha, Romani e Carvalho, 2010).  

  

1.3 Fatores de virulência  

  

Cada patógeno expressa seus fatores de virulência com o objetivo de sobreviver e 

conseguir escapar das respostas imunes do hospedeiro. O que pode ocorrer nesses organismos, 

são adaptações ao ambiente em que ele se encontra, promovendo alterações morfológicas e a 

obtenção de alguns fatores que auxiliam nessa sobrevivência em diversos nichos ecológicos 

específicos. Essas adaptações incluem vias de transdução de sinal que otimizam o metabolismo 
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para responder ao ambiente nutricional, condições de estresse e interação com outros sistemas 

biológicos, como diversos outros patógenos e hospedeiros simbióticos (Zaragoza et al., 2009; 

Coelho et al., 2014).  

Além da cápsula polissacarídica, que será discutida mais adiante, C. neoformans 

apresenta outros fatores importantes para sua virulência (Rodrigues et al., 2008; Zaragoza et 

al., 2009). Dentre eles podemos incluir a termotolerância, o qual permite a sobrevivência na 

temperatura do hospedeiro; além da secreção de enzimas, como urease e fosfolipase, que atuam 

auxiliando na migração e permeabilização do fagossomo (Rodrigues et al., 2008; Zaragoza et 

al., 2009). Esse fungo é também capaz de produzir melanina, que protege o patógeno contra 

radicais livres produzidos pelo hospedeiro e radiação eletromagnética no ambiente (Wang e 

Casadevall, 1994; Olszewski et al., 2004; Dadachova et al., 2008). Mais recentemente foi 

descrita a produção e liberação de vesículas extracelulares (VEs), compartimentos envolvidos 

com a transferência de inúmeros componentes, incluindo fatores de virulência, para o meio 

extracelular (Figura 3) (Perfect, 2006; Coelho, Bocca e Casadevall, 2014).  

 

 
Figura 3 – Fatores de virulência associados à célula de Cryptococcus. A capacidade do fungo influenciar o 

ambiente intracelular de macrófagos durante a proliferação e transferência entre as células provavelmente depende 

dos diversos fatores fúngicos que são exportados. A secreção desses fatores é necessária para a distribuição de 

fatores de virulência conhecidos, como a cápsula polissacarídica, lacase (que sintetiza a melanina) e enzima 
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fosfolipase B e urease. Muitos desses fatores são entregues em vesículas extracelulares ligadas à membrana que 

foram observadas atravessando a parede celular (Adaptado de Kronstad et. al., 2011). 

  

1.3.1 Cápsula polissacarídica 

Dentre os patógenos fúngicos, o gênero Cryptococcus parece ser o único que apresenta 

cápsula, a qual confere uma maior proteção quando o patógeno entra em contato com diversos 

estímulos ambientais, sendo esse um de seus principais fatores de virulência. (Doering, 2009; 

Janbon e Doering, 2011). As cepas de Cryptococcus sem essa estrutura são normalmente 

avirulentas (Chang e Kwon-Chung, 1994). A cápsula se demonstrou importante na inibição da 

fagocitose de leveduras e outras respostas imunológicas do hospedeiro (Diamond et al., 1974; 

Doering, 2009; Janbon e Doering, 2011). Sua função na natureza é proteger a levedura da 

dessecação e evitar sua ingestão por amebas presentes no solo (McFadden, Zaragoza e 

Casadevall, 2006). Essa estrutura é dinâmica, podendo atingir várias vezes o diâmetro da célula 

em espessura e sua visualização é possível a partir de uma suspensão celular preparada com 

tinta nanquim, na qual é visualizado um halo ao redor da célula devido ao fato da cápsula não 

ser permeável ao corante. 

 

 

Figura 4 – Imagens da cápsula de C. neoformans. Linha superior da esquerda para a direita: marcação negativa 

com tinta nanquim; microscopia eletrônica, através do congelamento rápido e fratura de uma porção da parede 

celular com fibras da cápsula estendendo-se para a esquerda; micrografia eletrônica de seção delgada de três 

células. Linha inferior: micrografia imunoeletrônica de uma porção de uma célula (fibras da cápsula estendendose 

para cima) reconhecida com anticorpo anti-GXM conjugado com ouro; micrografia de contraste de interferência 

diferencial de uma célula em brotamento; micrografia de imunofluorescência confocal com a cápsula corada em 

azul e a parede celular corada de verde (Srikanta, Santiago-Tirado e Doering, 2014).  
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Dentre os componentes desta cápsula polissacarídica, o principal é a 

glucuronoxilomanana (GXM), apresentando um tamanho molecular médio de 

aproximadamente 1,5x106 daltons (Gates, Thorkildson e Kozel, 2004). Sua composição é 

baseada em um esqueleto central contendo manose α1-3 ligada, contendo substituições de 

xilosil β1,2 e β1,4, bem como unidades de ácido glucurônico ligados β1,2, e sua função está 

relacionada à proteção contra a fagocitose (Cherniak, Neill e Sheng, 1998, Doering, 2000). 

Outro componente é a galactoxilomanana (GalXM) consiste em um esqueleto α- (1 → 6) - 

galactana com cadeias laterais de galactomanana que são substituídas por números variáveis de 

unidades de xilose e ácido glucurônico e já foi descrito por ser uma molécula 

imunomodulatória, induzindo a produção de TNF-α por células mononucleadas (LaRocque-de-

Freitas et al., 2018). E, por fim, as manoproteínas estão presentes na camada mais externa da 

parede celular dos fungos, e são responsáveis por induzir respostas pró-inflamatórias contra C. 

neoformans, como também possuem papel na regulação da expressão de algumas citocinas 

(Doering, 2000; Jesus et al., 2010). 

A síntese dos componentes polissacarídicos da cápsula ocorre no complexo de Golgi, 

através da atividade de glicosiltransferases (Yoneda e Doering, 2006). Após a síntese, eles são 

direcionados para o meio extracelular e em seguida reincorporados na superfície fúngica, 

promovendo o crescimento da cápsula. O transporte desses polissacarídeos para o meio 

extracelular ocorre ao menos em parte através das VEs que também carreiam outros fatores de 

virulência (Rodrigues et al., 2007; Rodrigues et al., 2008).  

A cápsula de Cryptococcus spp. pode ser dividida em três partes ou camadas, sendo a 

camada interna (zona I), mais próxima à parede celular; a cápsula média (zona II) que apresenta 

certa densidade e é capaz de excluir a tinta nanquim e a borda externa (zona III) com menor 

densidade que é incapaz de excluir a tinta nanquim (Figura 5) (Gates et al., 2004; Frases et al., 

2009; Zaragoza et al., 2009). Sua atividade antifagocítica está associada com o bloqueio do 

acesso aos PAMPs, ao aumento do tamanho da levedura bem como aumento da sua carga 

negativa (Diamond et al., 1974; Kozel, 1993; Coelho, Bocca e Casadevall, 2014). GalXM e 

GXM induzem grupos de citocinas TNF-α, TGF-β, IL-6, IL-8, IL-10 e NO, como também 

ativam o sistema complemento do hospedeiro (Villena et al., 2008; Jesus et al., 2010; 

LaRocque-de-Freitas et al., 2018). A GalXM induz a apoptose de macrófagos através da ligação 

Fas/FasL, inclusive mais efetivamente que o GXM (Villena et al., 2008).  



26 

  

 

 

Figura 5 - Modelo proposto para a montagem da cápsula do Cryptococcus neoformans. As fibras de GXM 

estão unidas à parede celular pelas glucanas por meio de interações não covalentes. Para mostrar que a cápsula 

polissacarídica diminui a densidade em função do crescimento distal, foi utilizado tinta nanquim como um 

marcador do comprimento da cápsula, onde também demonstra que a fibras não se ligam uniformemente. A 

interação das fibras de GXM são mediadas através da formação de pontes de cátions divalentes.  Uma pequena 

população de fibras, de maior comprimento servem para aumentar o diâmetro efetivo da cápsula passado pela zona 

de exclusão de tinta nanquim.  Embora o diagrama mostra as interações GXM-GXM limitado apenas à camada 

interna, supõe-se que esta interação pode ocorrer em todo o diâmetro da cápsula com a ressalva de que elas são 

mais frequentes nas camadas internas da cápsula, onde representam a maior densidade dessas regiões (Adaptado 

de Frases et al., 2008).   

  

1.3.2 Vesículas extracelulares  

Conforme mencionado anteriormente, C. neoformans possui também a capacidade de 

produzir VEs. VEs são compartimentos formados por uma bicamada lipídica e que carreiam 

uma diversidade de componentes, incluindo proteínas, polissacarídeos, glicanas, material 

nuclear e pigmentos (Rodrigues et al., 2007; van Niel et al., 2018; Zamith-Miranda et al., 2018; 

Rizzo et al., 2019). As VEs foram isoladas pela primeira vez no ano de 2007 a partir do 

sobrenadante de cultura do fungo C. neoformans e seu tamanho varia de 30 a 1000 nm, estão 

relacionados com essa origem. (Rodrigues et al., 2007; Meldolesi, 2018; van Niel et al., 2018). 

A capacidade de produzir e liberar vesículas foi também confirmada em diversas espécies, tais 

como: Histoplasma capsulatum, Saccharomyces cerevisiae, Sporothrix shenckii, Candida 
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albicans, Candida parapsilosis, Paracoccidioides brasiliensis, Malasezzia sympodialis, dentre 

outros (Albuquerque et al., 2008; Gehrmann et al., 2011; Vallejo et al., 2011). 

Existem três propostas para biogênese de VEs por fungos, que incluem: através da 

formação de corpos multivesiculares e a fusão desses à membrana plasmática, liberando os 

exossomos; através do brotamento de microvesículas a partir da membrana plasmática gerando 

VEs maiores; e originando-se a partir de subtração citoplasmática através da invaginação da 

membrana plasmática (Figura 6) (Takeo et al., 1973; Rodrigues et al., 2000; Oliveira et al., 

2010b; Deatherage e Cookson, 2012; Rodrigues et al., 2013). Uma vez que elas são liberadas, 

pouco se sabe sobre sua estabilidade in vivo. 

 

   

Figura 6 - Biogêneses de vesículas extracelulares produzidas por fungos. As VEs produzidas por fungos 

apresentam três diferentes origens: (A) exossomos originados a partir de corpos multivesiculares (MVBs) que se 

fundem com a membrana plasmática, (B) brotamento de VEs a partir da membrana celular e (C) mecanismo de 

subtração citoplasmática, no qual as vesículas são formadas a partir de invaginações da membrana plasmática, 

sequestrando porções citoplasmáticas. A e B adaptado de (Deatherage e Cookson, 2012) e C (Rodrigues et al, 

2013).  
  

Um outro fato importante é a saída dessas vesículas para o meio extracelular com a sua 

passagem pela parede celular do fungo. Existem várias proteínas que são conservadas em VEs 

de diferentes espécies, como por exemplo enzimas de via glicolítica e enzimas envolvidas no 

remodelamento da parede celular (Vallejo et al., 2012b). Porém, a atividade hidrolítica dessas 
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enzimas têm sido pouco estudadas. Quitinases, glucanases, manosidases e proteases podem 

estar envolvidas com a capacidade dessas vesículas atravessarem a parede celular funcionando 

como um mecanismo de “tesoura” abrindo o caminho para o meio extracelular (Albuquerque 

et al., 2008; Vallejo et al., 2012b; Vargas et al., 2015). Existem outros mecanismos propostos 

para explicar essa passagem além do remodelamento da parede celular, como a presença de 

canais na parede do fungo e a pressão de turgor, que pode impulsionar a passagem das VEs pela 

parede (Anderson et al., 1990; Wolf et al., 2014; Brown, L., et al., 2015). Esses mecanismos 

podem acontecer ao mesmo tempo, permitindo então a liberação dessas vesículas e sua atuação 

no ambiente extracelular.  

VEs apresentam um papel essencial na patogênese de diversos fungos e bactérias, 

carreando fatores e reguladores de virulência, e por esse motivo foram inicialmente descritos 

como “virulence bags” (Rodrigues et al., 2008; Brown et al., 2015). Essas vesículas, 

participam nas interações patógeno-hospedeiro levando informações e moléculas fúngicas para 

o meio extracelular em uma infecção (Xu et al., 2018; Shopova et al., 2020). Conforme já 

mencionado anteriormente, nosso grupo demonstrou que no fungo C. neoformans, ao menos 

parte da GXM é transportada para o espaço extracelular, juntamente com outras moléculas 

como pigmentos, proteínas e lipídeos, através de VEs (Rodrigues et al., 2008; Reis et al., 2019).  

Os mecanismos moleculares envolvidos nessas trocas de informações, tais como a 

regulação desse meio e a liberação das VEs, ainda permanecem indefinidos. As VEs produzidas 

por leveduras de C. neoformans se mostraram capazes de ativar macrófagos, aumentando suas 

atividades microbicidas e promovendo a produção de citocinas e óxido nítrico pelas células 

hospedeiras (Oliveira et al., 2010; Huang et al., 2012). Mais recentemente, Rizzo e 

colaboradores demonstraram que as VEs de C. neoformans apresentam atividade protetora em 

modelo murino de criptococose (Rodrigues et al., 2007; Zamith-Miranda et al., 2018; Colombo 

et al., 2019; Rizzo et al., 2019). 

  

1.4 Titan Cells  

C. neoformans não apresenta formação de hifas durante a infecção, sendo bem raro o 

desenvolvimento de pseudohifas (Zaragoza, et al., 2010). Contudo, um subconjunto de células 

criptocócicas é capaz de se diferenciar em células gigantes denominadas de Titan Cells (TC), 

com tamanho médio entre 50 e 100 μm de diâmetro (Figura 7 e 8) e representando 
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aproximadamente 20% das células criptocócicas no pulmão (Garcia-Rodas et al., 2019; 

Okagaki et al., 2010). Esse tipo celular foi descrito principalmente no pulmão parece ser 

induzido pelas condições de pH, CO2 e temperatura deste órgão. Um protocolo recentemente 

descrito, tenta mimetizar, in vitro, o tecido pulmonar e obter esse tipo celular para o seu estudo 

(Trevijano-Contador et al., 2018). A presença de células com cerca de 10 μm já é considerada 

como TC (Garcia-Rodas et al., 2019; Okagaki et al., 2010). 

Esse processo de crescimento de tamanho celular pode ocorrer aumentando o tamanho da 

cápsula sem modificar o tamanho do corpo celular ou aumentando o diâmetro do corpo celular, 

o que normalmente também é acompanhado por um aumento da cápsula (Trevijano-Contador 

et al., 2018). São observados também, além do aumento da cápsula, um aumento do seu 

conteúdo de DNA e uma parede celular mais espessa (Okagaki et al., 2010; Zaragoza et al., 

2010). 

 

 
Figura 7 - Diferentes populações de células encontradas nos pulmões de camundongos infectados com C. 

neoformans. Leveduras com diferentes tamanhos de cápsulas, microformas, células de tamanho regular e Titan 

Cells, que são maiores que os fagócitos, estão presentes durante a infecção pulmonar em camundongos. (Adaptado 

de Hernández-Chávez et al., 2017).  
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Figura 8 - Cryptococcus neoformans cresce como uma população heterogênea de leveduras e Titan 

Cells. a Levedura induzida in vitro e Titan Cells contracoradas com nanquim para revelar a cápsula. b Células de 

levedura induzidas in vitro (setas pretas) e TC (setas brancas) co-cultivadas com células semelhantes a macrófagos 

J77.4. c Um esquema mostrando os ciclos celulares da fase de levedura e TC no ambiente e no pulmão do 

hospedeiro. d Uma Titan Cell em desenvolvimento com divisão assimétrica de DNA (azul = calcofluor branco, 

quitina; vermelho = Cse4-mCherry, cromossomos). (Zhou e Ballou, 2018). 

 

As TC são altamente resistentes e, desde sua descoberta, há evidências crescentes de que 

essas células contribuem, não apenas para a persistência a longo prazo no hospedeiro, mas 

também podem participar ativamente no desenvolvimento da doença (Feldmesser et al, 2000; 

Garcia-Rodas e Zaragoza, 2012; DeLeon-Rodriguez e Casadevall, 2016). Essas células com 

tamanho aumentado, são capazes de escapar do sistema imune e evitar sua eliminação por 

macrófagos devido ao seu tamanho e resistência (Feldmesser et al, 2000; Garcia-Rodas e 

Zaragoza, 2012). Podem, também, gerar células filhas mais adaptadas morfologicamente nos 

tecidos infectados. Atualmente, alguns estudos vêm analisando a possível transformação de TC 

em células de tamanho normal durante a infecção (Feldmesser et al, 2000; Garcia-Rodas e 

Zaragoza, 2012; DeLeon-Rodriguez e Casadevall, 2016; Garcia-Rodas et al., 2019).  
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A presença de TC vem sendo correlacionada a uma resposta Th2, que é observada durante 

a infecção por patógenos extracelulares, que leva ao recrutamento de eosinófilos para os 

pulmões. Porém, quando analisamos a resposta imunológica durante infecções fúngicas, a 

resposta Th2 vem sendo associada a uma baixa atividade de proteção (García-Barbazán et al, 

2015). Além disso, as TC produzem células filhas com uma taxa relativamente mais rápida (60 

min/broto) do que as células de leveduras em tamanho normal. Com isso, fazem com que a 

proporção de células menores que consigam ser fagocitadas e se disseminarem aumente mais 

em relação às cepas que não apresentam TC (Trevijano-Contador et al., 2018; Okagaki et al., 

2010; Zaragoza et al, 2010). 

Essa mudança morfológica, que ocorre no tecido pulmonar, é acompanhada de um 

remodelamento na parede celular e na alteração da composição capsular. Em um estudo, foi 

analisado que durante a infecção, TC apresentaram um aumento no percentual de quitina na 

parede celular, o que está diretamente associado à resposta imune anti-inflamatória. Além disso 

foi também observado um baixo nível de galactosamina em células estudadas nos modelos in 

vivo e in vitro (Wiesner et al., 2015; Mukaremera et al., 2018). Níveis baixos de galactosamina, 

implicam em um menor reconhecimento da célula fúngicas pelas nossas células de defesa, já 

que a estrutura da galactosamina é considerada um PAMP (García-Carnero et al., 2020). Foi 

visto que células típicas continham menor conteúdo de glucosamina, glucose, manose e xilose 

em sua parede celular, confirmando seu remodelamento (Zaragoza et al., 2010). Ao comparar 

as cápsulas, foi detectado que o teor de manose e xilose era maior em TC, já glucose e galactose 

foram descritas em menor quantidade nessas células, o que comprova as diferenças entre as TC 

e células típicas (Mukaremera et al., 2018). 

 

1.5 Modelo experimental de Galleria mellonella 

A G. mellonella é uma espécie de insetos lepidópteros que foi referenciada por Carlos 

Lineu. São mais conhecidos como traça-da-cera ou traça-da-colméia. Os ovos desses insetos 

quando eclodem, geram larvas com coloração alvadia, medindo entre 1 e 3 mm de 

comprimento. Em uma fase larval, existem os sete instares larvais e seu crescimento ocorre no 

ultimo instar, e esta chega a obter cerca de 20 mm de comprimento com um corpo de cor 

acinzentada com uma parte castanha no protórax (Ménard, 2021). Esses insetos podem ser 

utilizados para diversas áreas na pesquisa, como por exemplo infecções por diversos 

microrganismos principalmente bactérias e fungos, como também já foram descritas em estudos 
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na degradação de polietileno que é amplamente utilizado em embalagens plásticas (Ramarao, 

Nielsen-Leroux e Lereclus, 2012; Harding et al., 2013; Bombelli e Bertocchini, 2017). 

O modelo in vivo de G. mellonella é utilizado por ser simples e confiável para investigar 

a virulência fúngica (Brennan et al., 2002; Pereira et al., 2018). Nos últimos anos, nosso 

laboratório vem utilizando essas larvas para investigar o efeito VEs fúngicas em estudos de 

proteção e virulência (Vargas et al., 2015; Pereira et al., 2018; Colombo et al., 2019). Em 

experimentos realizados pelo nosso grupo a co-injeção leveduras de C. albicans e VEs dessa 

espécie fúngica acelera expressivamente a morte das larvas (Piffer, 2021). Além de ser um 

experimento mais simples de manuseio e mais barato, vale ressaltar que o sistema imune 

apresentado nesse modelo é relativamente similar ao sistema imune inato dos mamíferos 

(Browne et al., 2013; Vargas et al., 2015; Pereira et al., 2018; Colombo et al., 2019; Brauer et 

al., 2020; Vargas et al., 2020; Reis et al., 2021). 

 

2.      Justificativa  

C. neoformans é um patógeno oportunista, que possui grande importância clínica por se 

tratar de um causador de meningite criptococóccica em indivíduos que possuem fatores de risco. 

Por conseguir causar uma doença que pode se apresentar em sintomas graves, quebrando as 

barreiras do sistema imune e conseguindo chegar até o SNC, é crucial elucidar o papel dos 

diversos mecanismos de virulência do fungo (Buchanan e Murphy, 1998; Nelson, Hawkins, e 

Wozniak, 2020).  

A descrição de um protocolo de obtenção de TC permitiu o avanço nas investigações 

desse modelo celular fúngico. Resultados recentes publicados pelo grupo do Dr. Marcio 

Rodrigues, mostram que é possível obter VEs em culturas de TC, facilitando então a melhor 

compreensão desse fator de virulência que possui grande importância na infecção (Reis et al., 

2021). Conclusões que indicam que a produção de VEs é diretamente impactada pelo seu meio 

de cultura e tempo de crescimento específicos também foram relatados (Trevijano-Contador et 

al., 2018; GarciaRodas et al., 2019; Reis et al., 2021).  

Dados do nosso grupo mostram que as VEs de leveduras de C. neoformans têm efeito 

modulatório em macrófagos. Além disso, em colaboração com outros grupos demonstramos 

que as VEs de leveduras de C. albicans podem ser utilizadas como formulações vacinais em 

modelos de insetos e murinos (Honorato et al., 2021). No entanto, a atividade 

imunomodulatória das VEs produzidas pelas TC não foi investigada, esse fato justificou o 
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interesse pela pesquisa. O modelo de larvas do inseto G. mellonella vem sendo cada vez mais 

utilizado para diversas pesquisas e sua facilidade de manipulação é um fator de interesse em 

casos de estudos sobre infecções fúngicas. Diante da descoberta das TC e por conta da sua 

relevância clínica, diversos pesquisadores tiveram e, ainda, têm como objetivo investigar 

maiores detalhes sobre os mecanismos de patogênese dessa levedura. 

 

3. Objetivos  

  

3.1 Objetivo geral  

Avaliar o papel das VEs produzidas por leveduras e TC durante o processo infeccioso em 

larvas de Galleria mellonella.  

  

3.2 Objetivos específicos  

● Padronizar a metodologia de obtenção de TC e isolamento de VEs dessa 

morfologia celular.  

● Investigar o efeito das VEs produzidas por leveduras e por TC durante o 

processo infeccioso de C. neoformans em larvas do inseto Galleria mellonella.  

  

4. Materiais e Métodos  

  

4.1 Obtenção de TC   

A cepa de C. neoformans H99 foi mantida em meio Sabouraud sólido durante uso e o 

estoque em freezer -80 ºC. Para a obtenção de C. neoformans TC, uma colônia do fungo foi 

incubada em meio Sabouraud acrescido de 15 µM de Azida sódica por 24 horas a 30 ºC. Após 

o tempo de cultivo, as células foram lavadas 1 vez com PBS estéril e plaqueadas na 

concentração de 1,5x107 céls/placa em meio TCM ágar (Titan Cell Medium – 45 mM de MOPS 

pH 7,3, 2% ágar, 5% de Sabouraud, 5% de soro fetal bovino e 15 µM de azida sódica) 

(Trevijano-Contador et al., 2018). As placas foram incubadas a 37 °C com 5% CO2 por 18-

24hrs. Para a obtenção de células com tamanho normal (células controle), uma colônia de fungo 

foi incubada em caldo Sabouraud por 24 horas a 30 ºC. Depois, a mesma quantidade de células 

(1,5x 107 céls/placa) foi plaqueada em Sabouraud ágar. Essa metodologia e as posteriores 
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foram realizadas três vezes para comparar os resultados, sendo separados então em três 

experimentos iguais em datas diferentes. 

 

4.2 Análise e medição das células típicas e TC 

Para obter a porcentagem de TC pelo número de células totais, células de C. neoformans, 

após o tempo de incubação em meio sólido, foram recuperadas, lavadas com PBS, fixadas e 

coradas com nanquim para medição de tamanho celular utilizando microscopia de campo 

escuro.  Através do programa ImageJ foram avaliadas 200 células por condição e foi obtido o 

tamanho total da célula, cápsula mais corpo, e também somente do corpo celular. 

 

4.3 Obtenção das vesículas de C. neoformans TC  

Células de C. neoformans foram incubadas em placas com meio TCM ágar (para isolar 

VEs de TC) e Sabouraud ágar (para isolar VEs de células controle), como descrito 

anteriormente. Após o período de 24 horas de incubação, foi realizada a raspagem da massa de 

células, a qual foi diluída em 15 ml de PBS estéril. A suspensão celular foi homogeneizada sob 

agitação em aparelho vórtex e, em seguida, centrifugada a 5000 xg por 15 minutos. Após esse 

processo, o sobrenadante foi coletado em um tubo falcon e centrifugado por 15 min/ 15000 xg 

/ 4 °C (Avanti J-E). O sobrenadante obtido dessa centrifugação passou por uma filtração 

utilizando um filtro com poros de 0.45 µM e, em seguida, submetido a ultracentrifugação por 

1h / 100000 xg / 4 °C para obter o pellet com VEs. O teste de esterilidade foi realizado em meio 

BHI ágar através de um estriamento de uma alíquota da fração enriquecidas nas VEs. A 

quantificação das VEs foi realizada através da dosagem de esterol e da dosagem proteína 

conforme descrito abaixo e o estoque armazenado no freezer -80 ºC. 

  

4.4 Dosagem de esterol 

Para quantificar as vesículas, foi utilizado dosagem química com o kit fluorimétrico 

Amplex Red Sterol Assay (Molecular Probes), baseado na presença de esterol nas membranas 

das vesículas. É um método fluorométrico sensível, rápido e simples para detectar 

concentrações muito baixas de colesterol usando um leitor de microplacas de fluorescência. 
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4.5 Dosagem de proteínas  

Realizado utilizando o kit Pierce™ BCA Protein Assay, baseado na presença de proteínas 

nas vesículas. É um ensaio de alta precisão e compatível com detergente para determinação da 

concentração de proteína. Os reagentes Pierce BCA fornecem uma determinação precisa da 

concentração de proteína com a maioria dos tipos de amostra encontrados na pesquisa de 

proteínas.  

 

4.6 Ensaio de sobrevivência com larvas do inseto Galleria mellonella  

Larvas de G. mellonella, no último instar larval, foram selecionadas de acordo com a 

similaridade de tamanho (1 cm) e peso (250~300 mg). Grupos de 10 animais por condição 

experimental foram inoculadas com 10 μL de volume final de PBS (controle negativo), fungo 

em PBS, fungo mais VEs de TC (feito a partir do experimento 3) ou VEs de células controle 

(100 μg/mL por inseto, valor estabelecido de acordo com outros estudos já analisados, baseado 

na concentração de proteína) utilizando seringa de insulina 30G na hemocele através da última 

pata como descrito previamente (Brennan et al., 2002). O inóculo utilizado foi de 106 

leveduras/larva. Todas as larvas foram mantidas em placas de Petri, no escuro e a 37 °C por 

sete dias após a infecção. A morte das larvas foi avaliada pela falta de movimentação em 

resposta à estimulação e a determinação das larvas vivas foi realizada diariamente.  

  

5. Resultados 

 

 5.1 Obtenção de TC 

 Com o objetivo de obter células de C. neoformans em seu tamanho aumentado, o fungo 

foi inoculado no meio Titan Cell Medium (TCM) ágar, com todos os estímulos neste meio de 

cultura e no período de incubação que são necessários para mimetizar o tecido do pulmão para 

que essas células consigam chegar ao tamanho esperado. As células em seu tamanho aumentado 

foram então confirmadas na cultura de TC e comparadas com as células controle quando 
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coradas com tinta nanquim observadas no microscópio como mostra a figura a seguir (Figura 

9). 

  

 
Figura 9 - Comparação das TC e células de C. neoformans controle. Na figura A, podemos observar a 

comparação em cultura de TC o tamanho das dessas células (como por exemplo a célula exemplificada com a seta 

em vermelho) com as células de Cryptococcus neoformans em seu tamanho normal na figura B, coradas com 

nanquim observadas no microscópio com escala de 10μm. 
 

 As células foram comparadas quanto a presença de TC através da medição pelo 

programa ImageJ. Foram avaliadas um total de 200 células por cada experimento, obtendo os 

seguintes resultados: No experimento 1, em cultura de TC cerca de 28% (56 TC) das células 

foram descritas como células gigantes, sem nenhuma TC descrita na cultura controle; no 

experimento 2, em cultura de TC cerca de 47% (94 TC) das células foram consideradas células 

gigantes, sem nenhuma presença na cultura controle; já no experimento 3, em cultura de TC 

cerca de 56.5% (113 TC) das células apresentaram o perfil de células gigantes e apenas duas 

TC foram encontradas na cultura controle (Tabela 1). 

 

Tabela 1 - Contagem de células da cultura de C. neoformans TC e cultura controle e a 

obtenção da porcentagem quanto a presença de TC 

 Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3 

Cultura de C. 

neoformans TC 

28% (56 TC) 47% (94 TC) 56.5% (113 TC) 

Cultura controle ND* ND* 1% (2 TC) 
*Não detectado 

 

Com esses resultados, foi realizada uma análise do tamanho do corpo celular de cada 

célula das três amostras e outra análise do corpo celular mais a cápsula de cada experimento 

A B 
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(Figura 10). Foi observada uma diferença relevante, indicando que as TC possuem um tamanho 

aumentado quando medimos a célula como um todo, o que já foi observado em estudos a 

presença do crescimento do corpo celular seguido de um crescimento da cápsula polissacarídica 

(Trevijano-Contador et al., 2018). 

 

 

Figura 10 - Análise do tamanho celular comparando comprimento do corpo celular e o corpo celular + 

cápsula. Os experimentos foram separados como Microscopia 1, 2 e 3 separadas em corpo celular e corpo celular 

+ cápsula em cada tipo celular, C. neoformans TC e células controle H99. As análises estatísticas foram realizadas 

usando teste t de Student não pareado. *** p<0,005 e **** p<0,0001. 

 

5.2 Isolamento e caracterização de VEs 

Após a obtenção da morfologia de TC, conseguimos isolar as VEs, através do protocolo 

descrito, para posteriores experimentos. O plaqueamento de alíquotas das frações vesiculares 

em meio de cultura não apresentou nenhum crescimento de microrganismos, indicando a 

presença de uma preparação estéril de VEs. 

 As diferenças nas concentrações de esterol e proteínas presentes nas VEs dos dois tipos 

celulares de C. neoformans foram investigadas. As células foram contadas após o plaqueamento 

quando foram recolhidas através de uma raspagem de sua massa. Foram observadas diferenças 

significativas no número de células dos experimentos iniciais. Para normalizar esses 

experimentos e obter resultados mais consistentes foram utilizadas suspensões contendo 106 
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células por ml na hora do plaqueamento. Foi então determinada a concentração de proteína 

(ug/mL), proteína/célula, esterol (uM) e esterol/célula. Como podemos observar na Tabela 2, a 

quantidade de proteínas nas VEs das culturas de C. neoformans H99 apresentaram valores mais 

altos quando comparadas a quantidade de proteína nas VEs produzidas por TC. Por outro lado, 

o valor de esterol está mais alto em VEs de TC do que quando comparados as VEs das células 

controle (Tabela 2). Esses dados sugerem diferenças na composição das VEs produzidas pelos 

dois tipos celulares de C. neoformans. 

Tabela 2 – Comparação dos resultados de dosagem de esterol e proteínas 

 Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3 

 TC H99 TC H99 TC H99 

Células 

recolhidas 

1,2 x 108 2,05 x 108 1,97 x 108 1,9 x 108 2,96 x 108 2,42 x 108 

Proteína-

VEs 

(ug/mL) 

157,67 245,94 127,68 583,57 221,94 368,48 

Proteína- 

VEs/célula 

1,31 x 10-6 1,19 x 10-6 6,68 x 10-7 3,07 x 10-6 7,49 x 10-7 1,52 x 10-6 

Esterol 

(uM) 

7,76 5,71 4,11 3,60 2,68 7,50 

Esterol- 

VEs/célula 

6,46 x 10-8 2,78 x 10-8 2,08 x 10-8 1,89 x 10-8 9,07 x 10-9 3,10 x 10-8 

 

 A partir da obtenção desses resultados, foi feito um gráfico comparando a relação de 

proteínas/célula e esterol/célula através da realização da média dos resultados da tabela 2. 

Podemos avaliar, apesar do resultado não ser significativo, que as VEs de TC possuem 

quantidades menores de proteínas por células quando comparadas as células controle de C. 

neoformans H99. E, também, VEs de TC possuem mais de esterol por células quando 

comparados às células controle, podemos observar esses resultados nos gráficos da figura 11. 
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Figura 11 - Comparação da relação de proteínas/célula e esterol/célula nas culturas de C. neoformans TC e 

culturas controle. A figura mostra que VEs de TC possuem quantidades menores de proteínas por células quando 

comparadas ás células controle de C. neoformans H99; VEs de Titan Cells possuem mais de esterol por células 

quando comparados às células controle. 

 

 5.3 Atividade biológica das VEs  

Para determinar o possível efeito das VEs durante o processo infeccioso utilizamos o 

modelo de inseto G. mellonella. As larvas foram infectadas com concentrações letais de C. 

neoformans e, em seguida, suspensões de VEs (do experimento 3 devido à quantidade de cerca 

de 50% de TC nessa cultura) foram também administradas nas larvas. A curva de sobrevivência 

foi acompanhada (Figura 12).  Não foram observadas diferenças na letalidade em nenhuma das 

condições testadas. 

 

 

Figura 12 – Avaliação da sobrevivência dos diversos tipos celulares de C. neoformans + VEs. Na figura, pode-
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se observar a curva de sobrevivência de C. neoformans, C. neoformans mais VEs TC e C. neoformans mais VEs 

controle (segue a linha azul no gráfico). Foi observado que todas os tipos celulares apresentaram sua letalidade no 

quinto dia, devido ao inóculo alto do experimento. 

 

6. Discussão 

 As alterações morfológicas possuem uma grande importância durante as infecções por 

C. neoformans. Quando as leveduras dessecadas ou esporos de C. neoformans chegam nos 

alvéolos, há uma resposta imediata promovendo o crescimento da sua cápsula. Isso leva a um 

aumento considerável no seu tamanho e na sua carga negativa, reduzindo a resposta efetiva das 

células fagocíticas do hospedeiro (Garcia-Rodas et al., 2019; Okagaki et al., 2010). Além disso, 

ocorre a secreção da GXM, um polissacarídeo com alta atividade imunomodulatória, que 

auxilia no escape dos mecanismos de defesa (Feldmesser et al, 2000; Garcia-Rodas e Zaragoza, 

2012). Foi descrito que essas células recrutam eosinófilos nos pulmões, isso sugere a indução 

de uma resposta Th2, geralmente observada durante a infecção por patógenos extracelulares. 

No entanto, essa resposta em infecções fúngicas é considerada ineficaz, o que levaria a 

persistência da infeção (García-Barbazán et al, 2015). 

Além dessas respostas, C. neoformans possui outros fatores de virulência discutidos 

anteriormente, o que implica em uma infecção fúngica mais intensa contra o paciente e que, 

portanto, muita das vezes dificulta o organismo a eliminar este patógeno. A composição descrita 

para as VEs de C. neoformans sugere uma participação favorável ao desenvolvimento da 

doença pois incluem um conjunto de fatores e reguladores de virulência, incluindo 

polissacarídeos, pigmentos e proteínas (Rodrigues et al., 2008; Reis et al., 2019).  

Uma vez que as VEs apresentam componentes com a capacidade de impactar a 

patogenicidade fúngica, torna-se de grande importância clínica investigar a influência desses 

compartimentos nas infecções por essa espécie. Com a descrição de um protocolo eficiente para 

a obtenção das TC de C. neoformans tivemos como meta nesse estudo investigar maiores 

detalhes sobre a composição básica das VEs produzidas por essas células através da 

comparação com as VEs de leveduras controle. Além disso, avaliamos a participação desses 

compartimentos na virulência do C. neoformans em um modelo de criptococose em insetos.   

Avaliando os detalhes experimentais observamos que o número de células entre as 

culturas de TC e controle, apresentaram diferenças. Em nossos experimentos iniciais não 

padronizamos a quantidade de células da partida das culturas e isso teve uma influência direta 
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na quantidade de células finais, impactando os resultados. Por essa razão, visando a obtenção 

de dados mais consistentes, estabelecemos uma suspensão inicial de 106 células por ml para 

realização dos experimentos. Embora o protocolo utilizado tenha sido rigorosamente seguido, 

a cultura em meio sólido pode ter dificultado a manutenção do pH e da atmosfera de CO2, bem 

como a consistência nos nutrientes durante todo o cultivo. É possível que a manutenção das 

condições ideais em cultura seja mais difícil de atingir os modelos in vivo, como ocorre durante 

o processo infeccioso. Apesar das células não terem atingido o tamanho regular para TC, elas 

possuem um tamanho aumentado em corpo e cápsula quando comparadas as células normais 

de C. neoformans vistas no controle dos experimentos. Além disso, os dados que serão 

discutidos a seguir confirmam uma mudança composicional das VEs, fato que corrobora com 

alterações no tipo celular. 

Embora nossos resultados tenham sugerido um aumento na quantidade de esterol 

com a redução do conteúdo proteico em VEs produzidas por TC quando comparado com as 

VEs das leveduras controle, não foram observadas diferenças estatísticas significativas. Para 

um melhor direcionamento do nosso estudo, seria necessário aumentar o número de 

experimentos, além de ser importante realizar uma análise e determinação da composição 

proteica, o número e o tamanho das VEs da morfologia de TC e culturas controle. 

O modelo in vivo de G. mellonella foi utilizado por ser simples, barato e mais rápido para 

obter os resultados para a investigação da virulência fúngica. Após cinco dias de observação do 

experimento não foram observadas diferenças na letalidade das infecções, sendo elas C. 

neoformans + VEs de TC, C. neoformans + VEs controle e controle. Em experimentos 

realizados pelo nosso grupo a co-injeção leveduras de C. albicans e VEs dessa espécie fúngica 

acelera expressivamente a morte das larvas (Piffer, 2021). Nos resultados aqui apresentados, a 

morte dos animais foi similar, independente da origem das VEs e mesmo na ausência das VEs. 

No entanto, considerando que esse foi nosso primeiro experimento, é possível que o uso de 

suspensões menos concentradas dos fungos ou utilizando números reduzidos das partículas 

possa influenciar na patogênese. Dessa forma, ao menos duas condições experimentais devem 

ser consideradas em experimentos futuros. Além de utilizar um número menor de propágulos 

fúngicos na infeção, seria necessário variar a dose das VEs (dose-resposta) administradas.   

Essas análises são precisamente importantes visto que alguns estudos já foram relatados 

casos em que as VEs fúngicas são capazes de aumentar a patogênese. Um estudo foi feito a 

partir do isolamento de VEs de cepas capsulares (B3501) e não capsulares (ΔCap67) de C. 

neoformans (Marina et al., 2020). No experimento, as vesículas foram administradas por via 
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intranasal de camundongos que foram previamente infectados com C. neoformans cepa B3501. 

Inicialmente foi observado que a carga fúngica foi diminuída durante os 5 primeiros dias, mas 

após 2 semanas de administração de VEs, foi observado um aumento da carga fúngica. Portanto, 

essas análises levam o entendimento que as VEs podem auxiliar na patogenicidade da doença, 

aumentando a carga fúngica após um determinado tempo.  

Em outros estudos, foi observado que as VEs de C. neoformans produzidas in vitro e 

potencialmente durante a infecção animal, transportam componentes da cápsula (Rodrigues et 

al., 2007; Jesus et al., 2009; Huang et al., 2012). Huang e colaboradores demonstraram que a 

co-injeção de VEs e leveduras de C. neoformans aumentam a transcitose desse fungo in vitro, 

levando a um pensamento de que a interação dessas vesículas com as células alvo é de extrema 

importância para a patogênese (Huang et al., 2012). Esses autores sugerem que as VEs induzem 

a fusão de células hospedeiras, e esta atividade pode auxiliar na adesão e internalização de 

vesículas e/ou a internalização do fungo por células hospedeiras. Nesse mesmo estudo, foi 

observado que essas VEs se agregaram em torno de lesões císticas em cérebros infectados. 

Portanto é notório que as vesículas exercem papel fundamental em infecções, carreando 

diversos fatores de virulência nas células alvo, e que durante a criptococose pode promover 

uma exacerbação da infecção (Huang et al., 2012). 

 

7. Conclusões 

●  O protocolo estabelecido nos experimentos preliminares nos permitiu obter cerca de 

50% da população de TC em cultura. 

●  Nossos resultados sugerem que a composição das VEs produzidas por TC e leveduras 

controle apresentam diferenças que poderiam impactar a patogênese.  

●  Devido ao nosso experimento para a avaliação dos efeitos das VEs na infecção in vivo 

ter sido inconclusivo, é necessário realizar experimentos futuros para maior elucidação das 

diferenças dos efeitos de cada morfologia na infecção. 
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