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RESUMO 

Cryptococcus neoformans é uma levedura encapsulada da classe basidiomiceto 

com distribuição mundial, considerado um patógeno intracelular facultativo provido 

de uma estratégia patogênica diferenciada. Esta levedura possui a característica 

distintiva entre outros fungos patogênicos humanos de ter uma cápsula de 

polissacarídeo, que é essencial para a sua virulência. Outros fatores de virulência 

incluem a produção de melanina pela enzima lacase, a produção de urease e 

fosfolipases, a habilidade de crescimento a 37ºC e do parasitismo de macrófagos. 

Sabe-se que o fenômeno de QS, um mecanismo de comunicação microbiana em 

resposta a densidade populacional, pode interferir na expressão de fatores de 

virulência em bactérias e fungos patogênicos. Resultados preliminares sugerem que 

o gene OPI3 estaria envolvido em um fenótipo de baixa resposta à atividade de QS 

do tipo selvagem em C. neoformans. O objetivo do presente trabalho foi caracterizar 

fenotipicamente o mutante OPI3 a fim de começarmos a estabelecer o seu possível 

papel no QS e na regulação da expressão de fatores de virulência em C. 

neoformans. Para a avaliação da função gênica de OPI3 por meio da deleção gênica 

no modelo C. neoformans foram preparados mutantes através da deleção do gene 

OPI3 e inserção do gene de resistência à higromicina utilizando o método de PCR 

Dupla-Junta e transformação biobalística. Realizaram-se vários testes para 

caracterização fenotípica desse mutante, que incluem testes de crescimento em 

meios estressores, em meios para a produção de melanina, fosfolipase, crescimento 

em meio condicionado e teste de curva de crescimento. Nesse trabalho é 

apresentada uma caracterização preliminar desse mutante em comparação com 

uma linhagem selvagem desse fungo e abre portas para a sua melhor 

caracterização e para o estabelecimento da sua função no quórum sensing de C. 

neoformans. 

Palavras-chave: Cryptococcus neoformans, quórum sensing, gene OPI3, 

caracterização. 

 

 

 

 

 

 

 

 



9 
 

ABSTRACT 

Cryptococcus neoformans is a basidiomycete-encapsulated yeast of worldwide 

distribution, considered a facultative intracellular pathogen provided with a unique 

pathogenic strategy. This yeast has a polysaccharide capsule, which is a distinctive 

feature among other human pathogenic fungi and essential for its virulence. Other 

virulence factors includes melanin production by laccase enzyme, production of 

urease and phospholipases, the growth ability at 37 °C and the macrophage 

parasitism. It was already know, that the quorum sensing regulation, a mechanism of 

microbial communication in response to cell density, could control different virulence 

factors in C. neoformans as in other pathogenic bacteria and fungal species. 

Preliminary results suggested that the OPI3 gene could be involved in a low 

response to QS activity of wild-type C. neoformans cells. The objective of this study 

was to characterize the OPI3mutant phenotype,and evaluated its possible role in C. 

neoformans QS and in the regulation of the expression of virulence factors in this 

fungus. The evaluation of OPI3 gene function involved the construction of knockout 

mutant strain of C. neoformans were the OPI3 gene was replaced by a hygromycin 

resistance gene using the method of Double-joint PCR and biolistic transformation. 

After that, we conducted the phenotypic characterization of this mutation growing the 

cells on various growth media stressors, means for melanin production, 

phospholipase, growing in conditioned medium and growth curve test. The different 

responses between wild type and mutant strain were compared, however more 

research will be required to have a satisfactory knowledge of OPI3 of gene role in C. 

neoformans QS phenomenon. 

Keywords: Cryptococcus neoformans, quórum sensing, OPI3 gene, phenotypic 

characterization. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. FUNGOS: ASPECTOS GERAIS 

Os fungos e as leveduras relacionam-se com os seres humanos desde a 

antiguidade coexistindo na natureza nos mais diversos tipos de ambientes. Estes 

organismos multicelulares e unicelulares podem desencadear uma série de 

benefícios e malefícios para a sociedade, desde inovações tecnológicas em 

indústrias envolvendo produtos químicos, farmacêuticos, comestíveis, laticínios e 

bebidas alcoólicas como na medicina humana e veterinária acometendo as 

populações com enfermidades. Neste sentido, a micologia médica, um ramo da 

microbiologia que está inter-relacionada com todas as especialidades da medicina, 

caracteriza-se pelo estudo das doenças causadas pelos fungos e dos fungos que 

produzem as doenças (GOW, BROWN & ODDS, 2002; CHEN & SEVIOUR, 2007; 

ARENAS, 2008; GUIMARÃES, MOMESSO & PUPO, 2010; MEYER et al., 2011; 

OLIVEIRA, 2014). 

A estrutura celular fúngica possui características comumente observadas em 

células eucarióticas, integrando a existência de um núcleo com um nucléolo, 

membrana nuclear e cromossomos lineares. O citoplasma possui um citoesqueleto 

com microfilamentos de actina e microtúbulos de tubulina, além de organelas, tais 

como ribossomos, mitocôndrias, retículo endoplasmático e aparelho de Golgi. As 

células fúngicas têm uma parede celular externa rígida, bem diferente das 

observadas em plantas e bactérias, devido à presença de quitina, um polímero 

insolúvel de N-acetilglicosamina, um derivado de glicose que se apresenta disposta 

como feixes microfibrilares. A parede celular é composta em cerca de 80-90% de 

polissacarídeos com proteínas, lipídeos, polifosfatos e íons inorgânicos formando a 

matriz de cimentação da parede. Observa-se também a presença de ergosterol em 

sua membrana citoplasmática, enquanto nos mamíferos têm-se a dominante 

presença de colesterol (COCHRANE, 1958; PARKS, SMITH & CROWLEY, 1995; 

BOWMAN & FREE, 2006; MADIGAN, 2010; RYAN & RAY, 2010; CARRIS, LITTLE & 

STILES, 2012). 

Para manter a eficiência na sua adaptação, os fungos desenvolveram formas 

morfológicas complexas, que, entretantofacilitam a sua capacidade de reprodução. 

Os fungos podem se reproduzir tanto por processos assexuados (anamórfico) 

quanto sexuados (teleomórfico) e alguns são capazes de se reproduzir por ambas 
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as formas, e são chamados holomórficos. A reprodução assexuada é caracterizada 

pela divisão mitótica do núcleo haplóide concomitante com a produção de conídios 

em forma de esporos por gemulação ou separação de elementos das hifas. Na 

reprodução sexuada, os núcleos haplóides de fundem formando um núcleo diplóide 

que, então se divide por meiose (LILLY & BARNETT, 1951; MOORE-LANDECKER, 

1972; TAYLOR, JACOBSON & FISHER, 1999; ARENAS, 2008; RYAN & RAY, 

2010).  

Com grande diversidade metabólica, os fungos são heterotróficos, deste 

modo degradam substratos orgânicos exógenos para obter carbono, produzindo 

metabólitos primários como o ácido cítrico, o etanol e o glicerol; e também 

secundários, por exemplo, antibióticos como a penicilina. Os fungos podem se 

comportar de duas formas para obter nutrientes: como saprófitos, quando adquirem 

seus nutrientes de matérias orgânicas mortas ou em decomposição e como 

parasitas, quando consomem os nutrientes a partir de matéria viva. A maioria dos 

fungos são aéróbicos, contudo existem alguns que são anaeróbicos facultativos, isto 

é, fermentativos, enquanto outros são estritamente aeróbicos (YU & KELLER, 2005; 

MURRAY, ROSENTHAL & PFALLER, 2009; RYAN & RAY, 2010; CARRIS, LITTLE 

& STILES, 2012; BONIFAZ, 2012).  

É notável a habilidade que os fungos têm de sobreviver nos mais diferentes 

substratos presentes na natureza, sendo encontrados no: solo seco, pântanos, 

troncos apodrecidos ou nas frutas, leite, água e poeira. Neste sentido, são 

denominados geofílicos, aqueles que têm preferência para o solo; zoofílicos, os que 

têm propensão para animais e antropofílicos - os que só têm sido isolados do 

homem. (BUTINAR et al., 2005; SHEARERet al., 2006; OLIVEIRA, 2014). Os fungos 

encontram-se divididos em cinco importantes filos: Zigomiceto, Euascomiceto, 

Basiomiceto, Arquiascomiceto e Hemiascomiceto (MURRAY, ROSENTHAL & 

PFALLER, 2009).  

Estas classes abrigam cerca de 100.000 espécies, porém existem ainda 

milhares de espécies que não foram descobertas ou classificadas, no entanto, 

apenas cerca 200 espécies podem serconsideradas como patógenos humanos, 

embora este número esteja crescendo lentamente, principalmente devido ao 

potencial de alguns de se tornarem patógenos do tipo oportunista (MURRAY, 

ROSENTHAL & PFALLER, 2009; BONIFAZ, 2012; BADIEE, 2013; BEN-AMI et al, 
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2013;) e isso vem refletindo, também no aumento da incidência de micoses 

oportunistas invasivas, devido ao crescimento da população de pacientes 

imunodeprimidos (MODY & WARREN, 1999; NUCCI et al., 2010). 

 

1.2. INFECÇÕES FÚNGICAS 

 

Os fungos não tiveram grande significado clínico durante muito tempo, devido 

a escassez de infecções fúngicas, mas recentemente tem observado um crescente 

aumento da incidência de infecções fúngicas invasivas (BADIEE, 2013; BEN-AMI et 

al, 2013; LEROUX & ULLMANN, 2013). Essas infecções fúngicas representam um 

problema crescente nos cuidados de saúde, devido à expansão de populações de 

risco e uso de tratamentos que permitem maior sobrevida destes pacientes.  

A medicina moderna tem avançado com o objetivo de prolongar a vida não 

apenas dos pacientes gravemente doentes como àqueles infectados pelo HIV, com 

câncer, os transplantados, os pacientes cirúrgicos e em UTI, mas também recém-

nascidos e idosos (MODY & WARREN, 1999; DUIN et al.,2004; PIERCE et al, 2008; 

NUCCI et al., 2010; GUARNER & BRANDT, 2011; LANTERNIER et al., 2013). Com 

essa expansão, foi notável a mudança relacionada às micoses encontradas no 

ambiente de cuidados de saúde (GUARNER & BRANDT, 2011). 

Milhares de pessoas são infectadas todos os anos por fungos saprófitas e 

comensais. As infecções fúngicas sistêmicas mais prevalentes no século passado 

incluíram as infecções por Candida spp., já as infecções pulmonares invasivas 

incluíram principalmente micoses endêmicas e causadas por Aspergillus spp. 

(GUARNER & BRANDT, 2011). Recentemente, os clínicos têm dado maior 

relevância para as espécies de Candida spp., Aspergillus spp., Pneumocystis carinii, 

fungos dimórficos como o Coccidioides, Paracoccidioides e Histoplasmosma spp., 

fungos dermatófitos, por exemplo, Trichophyton spp. e a levedura encapsulada 

Cryptococcus spp. (LANTERNIER et al., 2013). 

As portas de entrada para as infecções podem variar de acordo com o agente 

infeccioso podendo ocorrer através da inalação de esporos (aspergilose, 

criptococose, histoplasmose), da inoculação percutânea e cutânea em infecções 

subcutâneas (dermatofitose), da penetração na mucosa por organismos comensais, 

como a Candida albicans, e pela ingestão de uma toxina obtida através de alimentos 
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contaminados ou bebidas (doença gastrointestinal) (BADIEE & HASHEMIZADEH, 

2014). 

 Atualmente a terapia medicamentosa convencional é realizada com 

antifúngicos de eficácia limitada, dessa forma novos tratamentos são necessários, 

incluindo a imunoterapia que pode potencializar a terapia antifúngica convencional 

(MODY & WARREN, 1999). Apesar dos avanços no tratamento, as taxas de 

mortalidade para as infecções fúngicas invasivas permanecem elevadas, em 30 a 

50%. Doenças fúngicas superficiais, embora menos graves, também podem levar a 

significativa morbidade e mortalidade (LANTERNIER et al., 2013). 

Neste contexto, é fundamental iniciar o tratamento precocemente fazendo uso 

de drogas altamente eficazes e de baixa toxicidade. Entretanto observa-se que 

alguns organismos já são resistentes ao tratamento e que os agentes antifúngicos 

disponíveis têm vários efeitos adversos (BADIEE & HASHEMIZADEH, 2014). Esta 

situação apresenta-se como um desafio importante para o aprimoramento do uso de 

agentes antifúngicos, a seleção de fungos resistentes aos medicamentos, a 

necessidade do monitoramento fármaco-terapêutico, vigilância de eventos adversos, 

interações medicamentosas e os custos associados aos medicamentos, sendo 

fundamental a parceria da equipe multidisciplinar com um farmacologista clínico 

(BEN-AMI et al, 2013). 

 

1.3. CRIPTOCOCOSE 

 

A criptococose é uma infecção causada pelo Cryptococcus spp. 

principalmente pelas espécies Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii. É um 

fungo patógeno predominantemente oportunista que possui importância mundial. 

Essa doença tem maior prevalência em pacientes com a imunidade comprometida 

pelo vírus HIV (ALANIO, DESNOS-OLLIVIER & DROMERA, 2011).  

Dessa forma, a AIDS é o principal fator de risco compreendendo 95% dos 

casos em países de média e baixa renda e 80% nos países de alta renda. Os 

pacientes que fazem uso de medicamentos imunossupressores compreendem a 

maior parte do número de casos restantes, entretanto observou-se que há indivíduos 

imunocompetentes que podem desenvolver a doença (SLOAN & PARRIS, 2014), 

com destaque para a espécie C. gattii que recentemente causou uma epidemia 
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localizada de criptococose em humanos e animais aparentemente 

imunocompetentes na ilha de Vancouver, no Canadá (SEVERO, GAZZONI & 

SEVERO, 2009), e continua se espalhando chagando no noroeste do Pacífico dos 

Estados Unidos, causando a doença quase que exclusivamente em pessoas 

imunocompetentes (DEL POETA & CASADEVALL, 2012). 

Na maioria dos casos, a infecção pelo Cryptococcus spp. é auto-limitada com 

raros sintomas. A disseminação do patógeno ocorre quando há alterações no 

sistema imunológico do hospedeiro principalmente em doenças imunológicas ou 

debilitantes como neoplasias hematológicas, linfomas, leucemias, lúpus eritematoso 

sistêmico, diabetes mellitus, pacientes em tratamento com corticóides e 

especialmente em pacientes com AIDS (TSUJI, BARBABOSA & RIVERA, 2005). 

Este fungo pode ser observado nos tecidos do hospedeiro como levedura 

encapsulada (forma assexual), fato que o diferencia entre os fungos patogênicos. E 

também pode ser encontrado com ou sem brotamento, além de sua forma 

multibrotante, pobremente encapsulado, sem cápsula ou como pseudo-hifa 

(SEVERO, GAZZONI & SEVERO, 2009).  

Segundo estudo feito por Neilson et al em 1978, foi visto que estirpes de C. 

neoformans recolhidas do meio ambiente na forma de pseudo-hifas não 

apresentaram virulência em modelo murino de infecção, enquanto que células de 

levedura derivadas da mesma estirpe foram patogênicas. Dessa forma, verifica-se 

que a formação de hifas em C. neoformans durante a infecção é rara e não 

vantajosa para patogenicidade (NEILSON, IVEY& BULMER, 1978; SKOZUBOWSKI 

& HEITMAN, 2012). 

As formas mais comuns de apresentação da criptococose em humanos são: 

meningite e meningoencefalite criptocócica, criptococose pulmonar, criptococose 

visceral, criptococose óssea, criptococose cutânea e mucocutânea (BABU, 

GOPALAKRISHNAN, & SUNDARARAJAN, 2013).  

A infecção primária é adquirida por meio da inalação de células dessecadas 

e/ou basidiósporos de nichos ambientais contaminados com fezes de pombos ou 

excrementos de outras aves, geralmente para C. neoformans ou pela decomposição 

de madeira e outros materiais vegetais, principalmente C. gattii (DEL POETA & 

CASADEVALL, 2012). A transmissão entre humanos é incomum, mas pode ocorrer 

através de transplantes de órgãos, sendo a criptococose a terceira mais freqüente 
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infecção fúngica entre pacientes transplantados (BADDLEY et al.,2011). Também 

não se tem relatos de transmissão direta entre os animais e o homem (TSUJI, 

BARBABOSA & RIVERA, 2005). 

 A criptococose pulmonar é causada pela inalação de partículas criptocócicas 

para os pulmões. Em indivíduos imunocompetentes a criptococose pulmonar, 

geralmente permanece assintomática, porém é possível a ocorrência de sintomas 

devido a infecção na área subpleural dos pulmões, dessa forma a infecção pode ser 

erradicada ou, ainda, o Cryptococcus spp. pode permanecer dentro de um 

granuloma em estado latente colonizando a árvore traqueobrônquica (MITCHELL & 

PERFECT, 1995; BABU, GOPALAKRISHNAN, & SUNDARARAJAN, 2013).  

Entretanto, em indivíduos com algum comprometimento do sistema imune o 

fungo tende a produzir uma infecção sistêmica espalhando-se através da corrente 

sanguínea para a pele e órgãos internos, tendo maior afinidade pelo sistema 

nervoso central (SNC) (VÁZQUEZ-GONZÁLEZ et al.,2013). 

Esse tropismo pelo SNC dar-se à associação de nutrientes que se encontram 

no liquor em concentração adequada para a absorção pelo fungo. Essa associação 

é composta principalmente por tiamina, ácido glutâmico, glutamina, dopamina, 

carboidratos e minerais. A afinidade do Cryptococcus spp pelo SNC também é 

atribuída a ausência da ação do sistema complemento no líquor e a fraca atividade 

de resposta inflamatória no tecido cerebral (SEVERO, GAZZONI & SEVERO, 2009). 

 Isolados de Cryptococcus neoformans, a partir de doentes com AIDS não 

apresentaram mudanças significativas no genótipo, apontando que a criptococose 

persistente é causada pela recidiva da infecção e, não por uma nova infecção 

(BRANDT et al., 1996; IGREJA et al., 2004). Outra evidencia associada com a 

infecção a partir de C. neoformans em estado de latência origina-se de um estudo 

realizado na França com pacientes que adquiriram o fungo originalmente na África, 

onde viviam por volta de 10 anos antes de se mudarem para a Europa. Todas as 

cepas isoladas desses pacientes tinham um padrão depolimorfismo no comprimento 

defragmentos de Restrição de DNA (análise de RFLP) diferentes daqueles dos 

isolados de pacientes europeus, americanos ou asiáticos. A infecção aguda também 

pode ocorrer quando indivíduos imunodeprimidos são sujeitos a um grande número 

de células de C. neoformans (LIN & HEITMAN, 2006). 
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1.4. MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS E SINTOMAS 

 

Alguns fatores podem influenciar na apresentação da criptococose, esses 

fatores incluem as variáveis epidemiológicas, a origem dos fatores de risco que 

causam imunossupressão e as espécies de agentes patogênicos. Dessa forma, 

infecções por C. neoformans e C. gattii causam manifestações clínicas diferentes 

(DEL POETA& CASADEVALL, 2012; ASLOAN& PARRIS, 2014). 

No entanto, mesmo com algumas diferenças clínicas entre as doenças 

causadas por C. neoformans e C. gattii, ambas as espécies podem afetar qualquer 

órgão.  Isso irá depender do conceito fundamental da patogênese da criptococose, 

que tem como base o conhecimento sobre a integridade das defesas do hospedeiro. 

Este conceito é apoiado pela hipótese de que, devido à ubiquidade de Cryptococcus 

spp. na natureza e a prevalência relativamente baixa de infecção sintomática, 

mesmo com a doença em estágio avançado, a incidência de exposição é muito mais 

elevada do que a incidência da doença. 

Com isso, pode-se aferir que a maior parte da população é, provavelmente, 

resistente, e apenas indivíduos com comprometimento do sistema imunológico são 

propensos a desenvolver criptococose. No entanto, esta conclusão não leva em 

conta a ocorrência de doença em indivíduos aparentemente saudáveis (MITCHELL 

& PERFECT, 1995). 

A apresentação clínica de infecções causadas por C. gattii incluem 

significativas massas inflamatórias (criptococomas) que geralmente produzem 

sequelas neurológicas requerendo cirurgias e terapias antifúngicas prolongadas 

(SEVERO, GAZZONI & SEVERO, 2009).  

Já o C. neoformans prolifera dentro das células fagocíticas do hospedeiro, 

podendo garantir vantagens em termos de disseminação e proteção imunológica 

(SRIKANTA, SANTIAGO-TIRADO & DOERING, 2014). Esta espécie acomete 

principalmente pacientes imunodeprimidos, causando pequenas lesões radiológicas 

pulmonares associadas à meningite e, devido a sua atividade proteolítica, apresenta 

criptococcemia e criptococúria, manifestações raramente encontradas em infecções 

por C. gattii (SEVERO, GAZZONI & SEVERO, 2009).  

A meningite criptocócica é a apresentação líder global mais presente em 

indivíduos com AIDS, já outras manifestações são proporcionalmente mais 
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freqüentes em indivíduos que não são infectados pelo HIV (SLOAN & PARRIS, 

2014). Neste sentido o agente infeccioso não está limitado apenas ao sistema 

respiratório e SNC, mas também pode disseminar-se para outros órgãos como, pele, 

linfonodos, ossos/articulações, olhos, coração, fígado, baço, rins, tireóide, supra-

renais e a próstata, a qual pode ser considerada como um reservatório para a 

recidiva da doença (BIVANCO, MACHADO, & MARTINS, 2006). 

 As características mais comuns da meningite criptocócica são dor de cabeça 

subaguda e confusão. A pressão intracraniana, pode se encontrar aumentada 

causando paralisia do nervo craniano ou convulsões. E outros sintomas clássicos de 

meningites como rigidez de nuca (LACAZ, ASSIS & BITTENCOURT, 1947; SLOAN 

& PARRIS, 2014). 

Na criptococose pulmonar a sintomatologia vai desde manifestações de 

infecção aguda como tosse, febre, dor torácica, pneumonia, insuficiência respiratória 

grave, principalmente em indivíduos com AIDS; até infecções crônicas com presença 

de nódulos pulmonares solitários ou múltiplos, derrame pleural em pacientes 

imunocompetentes, entretanto com raros casos de comprometimento dos linfonodos 

e linfadenopatia mediastinal maciça. Já em radiografia de hospedeiros 

imunocomprometidos observa-se a manifestação de linfadenopatia e infiltrados 

pulmonares (BIVANCO, MACHADO, & MARTINS, 2006; OKACHI et al., 2015). 

 

1.5. TRATAMENTO 

 

 Pode-se classificar um antifúngico de acordo com seus diferentes alvos de 

ação, sendo assim, o mecanismo de ação do fármaco está relacionado com sua 

estrutura química, que irá determinar o espectro de ação e a via de administração. 

Nos últimos anos, têm sido sintetizados novos antifúngicos, entretanto estes novos 

medicamentos não demonstraram características que representassem um 

verdadeiro avanço terapêutico (CARRILLO-MUÑOZ et al., 2015). 

A escolha do antifúngico depende do sítio de infecção e da imunidade do 

paciente, dessa forma o tratamento para a meningite e outras formas de doença 

invasiva criptocócica é dividido em uma fase de indução de duas semanas, seguido 

por uma fase de consolidação de 8 semanas, e, em seguida, uma fase de 
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manutenção prolongada(SEVERO, GAZZONI & SEVERO, 2009; WARKENTIEN 

&CRUM-CIANFLONE, 2010). 

Os principais antifúngicos utilizados no tratamento de criptococose são 

anfotericina B (0,5-1,0 mg/kg/dia) e seus derivados lipídicos, fluconazol (400 mg/dia) 

e 5-flucitosina (100 mg/kg/dia, em combinação com anfotericina B, devido ao 

aumento da freqüência de resistência em monoterapia).Apesar de ser um 

medicamento barato, nota-se que a 5-flucitosina ainda não se encontra disponível no 

Brasil, bem como em outros países em desenvolvimento (SUBRAMANIAN&MATHAI, 

2005; BIVANCO, MACHADO & MARTINS, 2006; SEVERO, GAZZONI & SEVERO, 

2009; PERFECT et al., 2010). 

Antes da epidemia da AIDS, o tratamento padrão para a meningite 

criptocócica era Anfotericina B (0,3 mg/kg/dia) e flucitosina (150 mg/kg/dia) durante 

quatro ou seis semanas, entretanto houve dúvidas sobre, a utilização de flucitosina 

em pacientes com AIDS, pois poderia levar a associação de uma alta toxicidade sem 

dispor de vantagens terapêuticas sobre a anfotericina sozinha (HORST et al., 1997).  

No entanto, estudos recentes têm recomendado um rápido manejo fungicida 

para o tratamento inicial de meningite criptocócica em pacientes com HIV 

consistindo em doses de anfotericina B (0,7 a 1 mg/kg/dia) mais flucitosina (100 

mg/kg/dia). Resultados destes estudos apontaram que essa combinação pode ser 

mais eficaz e ter menor risco de falha micológica em duas semanas do que a 

anfotericina B sozinha ou em combinação com fluconazol (WARKENTIEN &CRUM-

CIANFLONE, 2010) 

É evidente o sucesso terapêutico na administração de desoxicolato de 

anfotericina B em casos de meningite criptocócica. Esse medicamento possui a 

vantagem de apresentar rápida depuração do Cryptococcus spp., mas, por outro 

lado, tem a desvantagem de ocasionar nefrotoxicidade. Deste modo, o uso de 

anfotericina B lipossomal irá reduzir essa desvantagem, sendo também utilizada no 

tratamento de receptores de transplante de órgãos sólidos, pois além de ter baixa 

nefrotoxicidade também pode melhorar a sobrevida destes pacientes (SAAG et al., 

2000; SEVERO, GAZZONI & SEVERO, 2009; DESALERMOS, KOURKOUMPETIS 

&  MYLONAKIS, 2012). 

 Atualmente, devido a terapia anti-retroviral altamente ativa (TARV), o manejo 

da criptococose tornou-se uma combinação já estabelecida de procedimentos para a 
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terapia antifúngica juntamente com o tratamento agressivo da doença subjacente.  O 

gerenciamento de medicamentos antifúngicos para o tratamento da criptococose é 

um dos mais bem definidos dentre as infecções fúngicas invasivas. Entretanto, há 

questões e fatores que geram algumas dúvidas, devido à falta de estudos na área, 

principalmente envolvendo o hospedeiro (PERFECT et al., 2010). 

Uma importante distinção é feita nas orientações para diferenciar o tratamento 

do SNC daqueles que não engloba o SNC, portanto, uma punção lombar deve ser 

realizada entre pacientes imunocomprometidos com doença criptocócica para 

descartar meningite (WARKENTIEN &CRUM-CIANFLONE, 2010). 

A avaliação específica de resultados entre pacientes HIV-negativos 

portadores de doença pulmonar ou doenças que não tenham o envolvimento do 

SNC, ainda são insuficientes para se estabelecer um manejo terapêutico mais 

adequado. Devido isso, o tratamento específico de escolha e a duração ótima do 

tratamento não foram completamente elucidados para estes pacientes (SAAG et al., 

2000). Contudo, para formas clinicamente graves recomenda-se o tratamento com 

Anfotericina B (0,7-1,0 mg / kg por dia por via intravenosa - IV) mais flucitosina (100 

mg / kg por dia por via oral em doses divididas) durante pelo menos 4 semanas para 

a terapia de indução. Tratamento muito parecido com o da meningite criptocócica 

(PERFECT et al., 2010).  

Já em pacientes imunocompetentes que se apresentam com sintomas leves a 

moderados devem ser tratados com fluconazol (200-400 mg / dia) por 6-12 meses. 

Nos casos em que o fluconazol não é uma opção, um tratamento alternativo 

aceitável é itraconazol (200-400 mg / dia), por 6-12 meses. A toxicidade da 

anfotericina B limita a sua utilidade como um agente desejado para o tratamento da 

doença pulmonar leve-moderada entre hospedeiros imunocompetentes 

(SUBRAMANIAN & MATHAI, 2005; SEVERO, GAZZONI & SEVERO, 2009). 

Já nos pacientes imunodeprimidos com criptococose pulmonar sem 

envolvimento do SNC e doença extra-pulmonar o tratamento deve ser realizado da 

mesma forma daqueles pacientes com doença instalada no SNC (SAAG et al., 

2000). Diante disso, uso apropriado dos agentes antifúngicos diminui a mortalidade 

significativamente, mas requer terapia continuada e prolongada para prevenir 

recidivas (SEVERO, GAZZONI & SEVERO, 2009).  
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1.6. EPIDEMIOLOGIA 

 

Vários estudos sobre a ecologia do C. neoformans e C. gattii revelam que não 

há um nicho específico para estas espécies; elas podem ser encontradas em 

diversos nichos ambientais e substratos (SLOAN & PARRIS, 2014). Neste sentido, o 

impacto da doença causada por esses agentes é um assunto importante e deve ser 

discutido pelos funcionários de saúde pública com o objetivo de planejar e priorizar 

de forma correta os recursos fundamentais para a prevenção e controle da doença 

(PARK et al., 2009).  

Antes da epidemia da AIDS, na década de 1950, obtiveram-se relatos de 

menos de 500 pacientes com infecção criptocócica em todo o mundo. Já em 1976, 

somente nos Estados Unidos da América (EUA), foram observados 338 casos 

confirmados (PYRGOS et al., 2013). 

Entre os anos de 1990 e 2000 cerca de 5% a 10% das pessoas com AIDS 

nos Estados Unidos e na Europa desenvolveram a criptococose, sendo esta doença 

associada com alta mortalidade (MIRZA et al., 2003). A frequência mundial de casos 

de criptococose relacionados com a AIDS pode chegar a aproximadamente 1 milhão 

por ano com mais de 600.000 mortes associadas, principalmente nos países em 

desenvolvimento onde a terapia anti-retroviral é menos disponível (PYRGOS et al., 

2013). 

O curso natural da infecção causada pelo HIV tem mudado tragicamente na 

era da TARV. Nas regiões do mundo que são capazes de sustentar essas terapias a 

incidência de infecções oportunistas associadas ao HIV tem diminuído, assim como 

internações, custos de internação e mortes associadas à AIDS (KAPLAN et al., 

2000). Entretanto as taxas de mortalidade elevadas ainda se apresentam elevadas 

com 30-60% de casos relatados, sendo que a maioria ocorre em países onde o 

acesso a TARV é limitado (MORA et al., 2012). 

Essa queda na incidência de infecções fúngicas oportunistas associadas a 

pacientes infectados pelo HIV, provavelmente teve início em 1997, devido a ampla 

disponibilidade de medicamentos TARV, além do impacto da profilaxia antifúngica. 

Porém, observou-se que as hospitalizações em pacientes não infectados pelo HIV 

foram mais persistentes, evidenciando o aumento de pacientes não infectados pelo 
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HIV entre as internações de meningite criptocócica ao longo do tempo (PYRGOS et 

al., 2013). 

De acordo com pesquisa feita por Park et al. (2009), foi estimado que cerca 

de 957.900 casos de meningite criptocócica ocorreram em 2006. O maior número de 

casos estimados foi na África Subsaariana com 720.000 casos, seguido pelo sul e 

sudeste da Ásia (120.000 casos). Enquanto, as regiões que tiveram menores 

estimativos foram Oceania, Europa Ocidental e Central, Norte da África e Oriente 

Médio seguidos pela América do Norte (PARK et al., 2009).  

Em um estudo realizado nos EUA constatou-se que o uso da TARV mudou 

drasticamente a epidemiologia da criptococose no país e em outros países 

desenvolvidos, e que tem provado ser a estratégia mais eficaz para prevenir todas 

as infecções fúngicas oportunistas (MIRZA et al., 2003). A maioria dos casos de 

meningite criptocócica em pacientes com AIDS é causada por Cryptococcus 

neoformans var. grubii, sendo este responsável por  82% da doença em todo o 

mundo (SLOAN & PARRIS, 2014).   No entanto, C. gattii tem se demonstrado como 

agente infeccioso em países subsaarianos com uma prevalência de 30%. 

Na América Latina observa-se que a meningoencefalite é a forma clínica mais 

comum da criptococose, com 85% dos casos causadas por C. neoformans; 80% 

estão associados com a infecção por HIV. Nesta região, entre os anos de 1980 e 

2002 houve mais de 215.000 pacientes com AIDS e criptococose, e em 60% dos 

casos o diagnostico dessas infecções foram feitas concomitantemente. No México a 

prevalência de meningite tem sido em torno de 7% a 11% em pacientes com HIV, 

com uma tendência decrescente nos últimos anos. 

A incidência de meningite criptocócica pode variar de acordo com a 

população em estudo. No Rio de Janeiro, a incidência foi de 0,3 / 100.000 habitantes 

em 2002, aumentando para 0,68 em 2003. Na Colômbia, esta taxa foi determinada 

como sendo de 0,24 / 100.000 habitantes na população geral, mas 3 / 1.000 em 

pacientes com HIV (SIFUENTES-OSORNIO, PONCE-DE-LEÓN & CORZO-LEÓN, 

2012). Apesar da TARV e drogas antifúngicas que se encontram à disposição de 

forma gratuita nos serviços de saúde pública no Brasil, a meningite criptocócica 

ainda representa a terceira ou quarta mais comum doença definidora de AIDS e a 

segunda infecção mais prevalente do SNC nestes pacientes (MORA et al., 2012). 



29 
 

Segundo dados do Sistema de Internação Hospitalar do Sistema Único de 

Saúde–SIH-SUS, a criptococose apresentou o maior número de internações entre 

as micoses sistêmicas no período de 2000 a 2007. 

A criptococose associada a AIDS tem maior freqüência nas regiões Sul e 

Sudeste do Brasil, particularmente em homens, causada pela espécie C. 

neoformans, com uma mortalidade de 35 a 40%. Já os casos envolvendo C. gattii 

ocorrem esporadicamente também nas regiões Sul e Sudeste. 

No Brasil, pacientes com a AIDS, desenvolvem a criptococose como primeira 

manifestação de infecção oportunista em cerca de 4,4 % dos casos e estima-se a 

prevalência da criptococose associada a AIDS entre 8 e 12% em centros de 

referência da região sudeste. (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2012). 

 

 

1.7. CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS: BREVE HISTÓRICO 

 

Em 1894, na Alemanha, o Cryptoccocus neoformans foi identificado pela 

primeira vez como um agente patogênico humano, pelo patologista Otto Busse e 

pelo cirurgião Abrham Buschke. Eles isolaram o agente infeccioso de uma mulher de 

31 anos de idade. No entanto Busse isolou o agente de lesões da tíbia, enquanto 

Buschke de lesões cutâneas. O microrganismo foi cultivado de forma independente 

para estudos comparativos e, então denominado de Saccharomyces hominis, por 

Busse e descrito como um coccídeo por Buschke (KNOKE & SCHWESINGER, 

1994; MITCHELL & PERFECT, 1995; COELHO, BOCCA & CASADEVALL, 2014). 

Neste mesmo ano, na Itália, Francesco Sanfelice isolou o Cryptoccocus 

neoformans, a partir de suco de pêssego fermentado, que a princípio foi denominado 

de Saccharomyces neoformans, devido à singular forma de suas colônias.Foram 

realizadas experiências em animais comeste microrganismo, e estes animais 

apresentaram lesões tumorais, as quais foram chamadas de blastomas. Dando 

início a uma teoria micótica dos tumores (DEFENDORF, 1897; MITCHELL & 

PERFECT, 1995; KUMAR et al, 2011; SLOAN & PARRIS, 2014).  

Na França, em 1895 novas observações em lesões cutâneas, foram feitas por 

Curtis, e foi possível isolar novas leveduras que foram denominadas de 

Saccharomyces subcutaneous tumefaciens ou Megalococcus myxoides. (BIVANCO, 
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MACHADO & MARTINS, 2006). Em 1901, Jean-Paul Vuillemin classificou as 

leveduras isoladas como sendo do gênero Cryptococcus para substituir o 

Saccharomyces, pois as amostras isoladas e analisadas, não apresentavam 

ascósporos, característica definidora para o gênero (KWON-CHUNG, 1976; KNOKE 

& SCHWESINGER, 1994; BIVANCO, MACHADO & MARTINS, 2006; SRIKANTA, 

SANTIAGO-TIRADO & DOERING, 2014).  

Von Hansemann, em 1905 observou um paciente que morreu de meningite 

criptocócica e, em 1914 a doença foi reconhecida in vivo, por Verse (BALLOU, 

ALSPAUGH & NICHOLS, 2011). Dois anos depois, nos EUA, Stoddard e Cutler, 

passou a chamar esta levedura de Torula histolytica e Torula neoformans e a 

doença passou-se a ser chamada de torulose (BIVANCO, MACHADO & MARTINS, 

2006).  

Em 1940, já haviam sido descritos cerca de 80 casos de criptococose, 

principalmente de sistema nervoso central. No Brasil, os primeiros relatos da doença 

ocorreram entre os anos de 1941 e 1944, descritos pelos professores, Dr. Carlos da 

Silva Lacaz e Dr. Floriano de Almeida (LACAZ, ASSIS & BITTENCOURT, 1947; 

PAPPALARDO & MELHEM, 2003), desde então, vários estudos epidemiológicos 

foram e estão sendo realizados no país (FRANZOT et al.,1997; IGREJA et al, 2004, 

LINDENBERGet al, 2008; OLIVEIRA et al, 2014). O número de casos manteve-se 

crescente, eem 1948, foi possível esclarecer aspectos epidemiológicos, etiológicos e 

patogênicos da criptococose; havendo relatos de infecção em animais, 

principalmente nos pulmões, e em granulomas nasais de cavalos (KWON-

CHUNG &  BENNETT, 1992). 

Os estudos de sorotipagem iniciaram-se no final da década de 40 e eram 

baseados na reação imunológica com anti-soro produzido contra diferentes epítopos 

do polissacarídeo capsular, Evans (1949) identificou os sorotipos A, B e C e mais 

tarde em 1966, Vogel descreveu o sorotipo D. (IKEDA et at, 1982; KWON-

CHUNG &  BENNETT, 1992). Até 1950 muitos relatos de casos foram publicados 

sobre infecções clínicas com C. neoformans, bem como experimentos utilizando os 

microrganismos isolados, a partir desses pacientes, em animais. Foram relatados 

também infecções no cérebro, pulmões, rins e em muitos outros órgãos. (SPEED & 

DUNT, 1995) 
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Por volta de 1951, Emmons fez o primeiro isolamento de C. neoformans a 

partir de fontes ambientais, principalmente deexcrementos de aves, em particular 

fezes secas de pombos, justificando o conceito de que a infecção é adquirida a partir 

de ambiente contaminado(EMMONS, 1951; HENRICKSON, 1972).  Então, em 1952 

a espécie foi classificada como Cryptococcus neoformans por Lodder et Kreger-Van 

Rij; tornando-se, um conceito amplamente aceito (BAKER et al., 1971). 

Em 1954, através dos estudos feitos por Baker e Haugen foi possível elucidar 

grande parte da patologia e das características da criptococose pulmonar primária 

(MITCHELL & PERFECT, 1995). Neste mesmo ano, Zimmerman e Rappaport 

observaram a associação frequente de criptococose com doenças debilitantes, 

especialmente perturbações malignas do sistema linfático (BAKER et al., 1971).  

Staib, em 1964 fez uso de extrato de fezes de aves em meios de cultura, e, 

assim observou que o C. neoformans produzia colônias de coloração marrom com 

produção de melanina que, provavelmente, ocorria devido à presença das sementes 

de Guizotia abyssinica que estes pássaros utilizavam em sua alimentação (SILVA et 

al., 2015).  

A partir dos anos 80, devido ao surgimento da AIDS e de novos fármacos 

imunossupressores, foi possível observar um significante aumento na incidência da 

criptococose, sendo essa, atualmente, uma das principais infecções fúngicas que 

acomete pacientes portadores de AIDS (MITCHELL & PERFECT, 1995; DUIN et 

al.,2004; NUCCI et al., 2010; CORDEIRO et al, 2013). 

 

1.8. ASPECTOS MORFOLÓGICOS E BIOQUÍMICOS 

 

Cryptococcus neoformans é uma levedura encapsulada da classe 

basidiomiceto com distribuição mundial (JUNIOR et al., 2013), podendo apresentar 

em seu ciclo de vida tanto uma reprodução assexuada por brotamento quanto 

sexuada com a produção de basidiósporos (SORREL, 2001). Além de ser 

considerado um patógeno intracelular facultativo provido de uma estratégia 

patogênica única (CHRISMAN, ALVAREZ & CASADEVALL, 2010) este fungo 

revela-se com diversas formas morfológicas, integrando levedura, clamidósporos, 

pseudo-hifas e hifas. Está normalmente presente na forma de levedura durante as 

infecções, ao contrário, sua forma filamentosa é raramente encontrada nos tecidos 
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infectados, implicando em menor potencial de virulência (LIN, 2009). As leveduras 

se apresentam como células redondas de 5-6 µm de diâmetro que crescem 

rapidamente em cultura líquida e formam colônias brilhantes, mucóides, suaves em 

meios sólidos (BENHAM, 1935; SRIKANTA, SANTIAGO-TIRADO & DOERING, 

2014). A temperatura de crescimento, restrição de nitrogênio e luz, substratos 

desidratados, a presença de feromônios de acasalamento, concentrações elevadas 

de dióxido de carbono e o tipo de meio de cultura podem interferir no ciclo celular 

deste fungo estimulando o crescimento de outros tipos morfológicos.  

O C. neoformans, historicamente foi categorizado em duas variedades e cinco 

sorotipos, Cryptococcus neoformans var. neoformans (sorotipos A, D e AD) e, 

Cryptococcus neoformans var. gattii (sorotipos B e C). Entretanto, diante evidências 

moleculares, este complexo de espécies passou a usar a nomenclatura revisada e 

atualizada por Kwon-Chunget al. (2002), sendo reclassificado como espécies 

distintas; os sorotipos A e D foram separados em duas variedades diferentes: C. 

neoformans var. grubii (sorotipo A), C. neoformans var. neoformans (sorotipo D) e C. 

gattii sorotipos B e C. Essas espécies se diferem quanto a epidemiologia, 

apresentação clínica e terapêutica (KWON-CHUNG et al., 1992; FRANZOT,  

SALKIN & CASADEVALL, 1999; KWON-CHUNG et al., 2002; LIN & HEITMAN, 

2006; LIN, 2009;) 

Observa-se que o C. neoformans tem a capacidade de produzir uma cápsula 

de polissacarídeo, tanto quando em sua forma saprófita quanto em sua forma 

parasita. Conjectura-se que esta cápsula tem a função de proteger o fungo de 

dessecação ambiental e/ ou predadores naturais, como nematódeos ou amebas. Já 

no hospedeiro, a cápsula protege o fungo reduzindo a ação do sistema imunológico 

(LITTMAN & TSUBURA, 1959; O‘MEARA & ALSPAUGH, 2012). A cápsula celular 

de C. neoformans é composta por cerca de 88% de glicuronoxilomanana(GXM), 

integrando polímeros de manose, xilose, ácido glucurônico, e grupamentos laterais 

de O-acetil. Os demais constituintes da cápsula englobam os hidratos de carbono 

menores, isto é, a galactoxilomanana(GalXM) e manoproteínas (MP). (LITTMAN & 

TSUBURA, 1959; CHERNIAK & SUNDSTROM, 1994; BOSE et al., 2003). 

A cápsula que envolve o agente,normalmente apresenta-se com um formato 

espesso e viscoso e pode variar de 2,5 a 14 µm de diâmetro, entretanto algumas 

cepas podem produzir uma cápsula de até 80 µm. Existem indícios que os diferentes 
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tamanhos da cápsula são devido a fatores genéticos e da ação exercida pelo 

ambiente sobre o fungo. Neste sentido, uma mesma cepa, pode ―in vivo‖ apresentar 

tamanhos maiores do que em meios de cultivo ―in vitro‖ (CRUISCKSHANK et al., 

1975). 

 

1.9. FATORES DE VIRULÊNCIA 

 

Fatores de virulência são características de um microrganismo que o torna 

capaz de causar dano a um hospedeiro suscetível (CASADEVALL AND PIROFSKI, 

2009). C. neoformansapresenta vários fatores de virulência que se encontram bem 

definidos. Geralmente, a virulência de uma cepa não pode ser atribuída a um 

elemento único, mas sim ao conjunto de elementos que se completam para causar a 

doença (BUCHANAN & MURPHY, 1998) 

As espécies de Cryptococcus spp. possuem a característica distintiva entre 

outros fungos patogênicos humanos de ter uma cápsula de polissacarídeo, que é 

essencial para a sua virulência (FONSECA et al., 2009; SRIKANTA et al., 2014), 

outros fatores de virulência dessa espécie incluem a produção de melanina pela 

enzima lacase, a produção de urease, de fosfolipases e a habilidade de crescimento 

a 37ºC (McCLELLAND et al., 2005), além do parasitismo de macrófagos. Estes 

fatores permitem que o agente patogênico escape e sobrecarregue o sistema imune 

do hospedeiro (SABIITI et al., 2014). 

 Entretanto, como já foi dito, estes elementos não são suficientes para 

elucidar totalmente a capacidade que C. neoformans possui de causar doença. 

Dessa forma, a base para o neurotropismo, ainda não se encontra completamente 

esclarecida, mas pode estar ligada a evasão seletiva de defesas do hospedeiro ou a 

presença de substâncias nutritivas nos tecidos alvos (VU et al., 2014; ZHAI et al., 

2013; CASADEVALL, 2010) 

 

1.9.1. Cápsula 

 

Cryptococcus spp. é único patógeno eucariótico humano que possui uma  

cápsula de polissacarídeo (CPS), que é o seu principal determinante de virulência 

(LITTMAN & TSUBURA, 1959; ZARAGOZA et al., 2009)  e no meio ambiente tem a 
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função de proteger o microrganismo de algumas condições de stress, como a 

desidratação, pois as células de Cryptococcus spp. podem chegar a uma umidade 

residual de 30% mesmo em baixa umidade relativa (AKSENOV, BABYEVA & 

GOLUBEV, 1973), além de ser essencial para a formação de biofilmes 

(MCFADDEN, ZARAGOZA& CASADEVALL, 2006). 

A espessura da cápsula de C. neoformans é modulada em resposta às 

condições ambientais. A cápsula pode ser facilmente visualizada com o auxílio de 

um microscópio, por coloração negativa com tinta da China, muito utilizado em 

exames diretos. Em condições in vitro a cápsula exibe um padrão de 1-2 µm de 

espessura. Já in vivo, o tamanho da cápsula se apresenta com uma espessura bem 

maior, cerca de 30 µm. Na década de 1980, observou-se que a regulação do 

tamanho da cápsula por dióxido de carbono estava diretamente relacionada à 

virulência. Algum tempo depois, descobriu-se que a limitação de ferro também 

poderia induzir o crescimento da cápsula (ZARAGOZA, FRIES & CASADEVALL, 

2003; JANBON, 2004; KUMAR et al., 2011). 

Atualmente, têm se descrito outras condições que induzem o crescimento de 

cápsula, tais como soro ou meio com pouco nutriente, além de várias cascatas de 

transdução incluindo o AMPc e vias de sinalização mediadas porproteínas-quinase 

ativadas por mitógenos. Por outro lado, pressão osmótica elevada, alto teor de 

glicose ou meio de crescimento rico em nutrientes estão associados ao crescimento 

de células com cápsula menores (DYKSTRA, FRIEDMAN & MURPHY MCFADDEN, 

1977; JACOBSON, TINGLE & QUYNN, 1989; GATES, THORKILDSON & KOZEL, 

2004; ZARAGOZA & CASADEVALL, 2006). 

Mutantes na via AMPc que não podem ampliar a cápsula mostram uma 

menor virulência, ao passo que os mutantes que tem uma maior produção de 

cápsula são hipervirulentos. Embora estes mutantes possuam fenótipos 

pleiotrópicos, as suas características de virulência são coerentes com o crescimento 

da cápsula (MCFADDEN, ZARAGOZA & CASADEVALL, 2006).  

As estruturas dos polissacarídeos da cápsula de C. neoformans são 

complexas, e necessitam de vários produtos gênicos para a sua biossíntese. Dessa 

forma, é indispensável à aplicação de técnicas genéticas e bioquímicas para a 

compreensão das etapas desta via. Chang et al, sequenciaram quatro genes 

essenciais para a produção de GXM: CAP10, CAP59, CAP60, CAP64. 
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Estes genes foram identificados como imprescindíveis para a virulência do 

fungo em modelos murinos, enfatizando a importância da cápsula como um fator de 

virulência (CHANG, WICKES & KWON-CHUNG, 1995; CHANG, PENOYER & 

KWON-CHUNG, 1996; CHANG & KWON-CHUNG, 1998; CHANG & KWON-

CHUNG, 1999; BOSE et al., 2003; OKABAYASHI, HASEGAWA & WATANABE, 

2007). Além dos genes da CAP, observaram-se também outros genes envolvidos na 

biossíntese da cápsula como MAN1, CAS (CAS1-CAS6) que têm a função de 

sintetizar polissacarídeos e o gene UXS1 (BOSE et al., 2003; DOERING, 2009). 

A cápsula é composta por dois principais polissacarídeos, galactoxilomanana 

(GalXM) e glucuronoxilomanana (GXM), além de uma menor proporção de 

manoproteínas (MP) (FRASES et al., 2009). Esses polissacarídeos complexos são 

sintetizados dentro do citoplasma da célula e secretados em forma de vesículas para 

o meio extracelular através do transporte mediado pela parede celular, logo após 

fazem ligações não covalentes à superfície da célula, onde montam longos 

polímeros. Assim, a síntese da cápsula parece estar associada com o acúmulo de 

vesículas na parede celular (DUIN et al., 2004; RODRIGUES et al., 2008; DOERING, 

2009; O‘MEARA & ALSPAUGH, 2012)  

 Os estudos sobre a composição da cápsula do fungo se concentram na 

GXM, por se apresentar em mais de 90% da massa capsular. Entretanto, a GalXM, 

também possui importância, devido a suas propriedades imunológicas  no aumento 

de TNF-α, indução de IL-6 em monócitos, envolvimento na expressão de citocinas. 

Esses polissacarídeos possuem uma estrutura molecular muito complexa e ainda 

são necessários estudos para se ter resultados mais esclarecedores (ZARAGOZA et 

al., 2009; SRIKANTA, SANTIAGO-TIRADO & DOERING, 2014). 

Durante a infecção a GXM também é secretada e inibidas por GXM, que atua 

impedindo a migração de leucócitos e neutrófilos para o local da inflamação, além de 

interferir na apresentação de antígenos às células T o que conduz para a redução de 

citocinas pro-inflamatórias como, fator de necrose tumoral α (TNFα), interleucina 1 e 

6 (IL-1 e 6) pelos macrófagos e monócitos. Além disso, os componentes capsulares 

esgotam a cascata do complemento, ajudando assim na sobrevivência do 

Cryptococcus neoformans nos tecidos do hospedeiro (ELLERBROEK et al., 2004; 

MCFADDEN, ZARAGOZA & CASADEVALL, 2006).  
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Adicionalmente, a cápsula é antifagocítica, ou seja, gera a inibição do 

processo de ingestão e destruição de partículas sólidas, impedindo a maturação e 

ativação das células dendríticas, e do processo de captura e transporte dos 

antígenos,  dificultando a internalizaçãodeste microrganismo pelo sistema imune e 

com isso, o hospedeiro fica desprotegido contra possíveis infecções. A cápsula 

também induz a apoptose de macrófagos. Apesar destes mecanismos de evasão do 

sistema imunológico, as manoproteínas, que estão presentes na cápsula do C. 

neoformans, são os principais antígenos de células T que desencadeiam a 

imunidade do hospedeiro (LI & MODY, 2010). 

 

1.9.2. Crescimento a 37°C 

 

Para causar doenças em seres humanos, os fungos patogênicos possuem 

uma característica em comum que é sobreviver a 37 ° C, e também crescer neste 

ambiente (SRIKANTA, SANTIAGO-TIRADO & DOERING, 2014). Além disso, 

algumas cepas de C. neoformans podem sobreviver e amplificar bem em condições 

ambientais de hipóxia (1% de O2 e 5% de CO2 em 37◦C e pH entre 7,3 e 7,4), 

condições estas, semelhantes às do cérebro e decisiva para causar infecção (BAHN 

et al., 2005; LIN & HEITMAN, 2006; LIN, 2009).  

Em estudo realizado por Odom et al. descobriu-se que o crescimento de 

Cryptococcus neoformans é sensível a ciclosporina A (CsA) e FK506, a 37 °C mas 

não a 24 ° C, sugerindo que a esses imunossupressores, CsA e FK506 além de 

inibirem os processos de transdução de sinal necessários para a ativação de células 

T, também podem inibir uma proteína necessária para o crescimento de C. 

neoformans a temperatura elevada.  Evidências genéticas apontam para um modelo 

em que os complexos de fármaco-imunofilina inibem a calcineurina para prevenir o 

crescimento a 37°C, dessa forma o gene (CNA1) que codifica a calcineurina, está 

envolvido na resposta a diversos estímulos ambientais para adaptação do fungo a 

diferentes tipos de estresses, também está relacionado diretamente com a 

capacidade de sobrevivência desse microrganismo a 37ºC (ODOM et al., 1997). 

Em estudos com coelhos e teste de suscetibilidade in vitro a uma temperatura 

de 30°C, não foi possível observar efeitos de CsA. No entanto, nos estudos com 

modelo murino e com testes de susceptibilidade in vitro a 35°C observaram-se uma 
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potente inibição do crescimento de C. neoformans. Com isto, surgiu a hipótese de 

que a via da calcineurina poderia ser essencial para o crescimento de C. 

neoformans sob pressão de alta temperatura, e pode, portanto, ser um alvo 

potencial para o desenvolvimento de drogas anti-criptocócicas (STEINBACH et al. 

2007). 

 

1.9.3. Melanina 

 

Melanina é um polímero pigmentado que protege a célula do fungo contra o 

estresse oxidativo, a fagocitose, e antifúngicos, além de modificar a resposta imune 

do hospedeiro, influenciando nos processos patológicos da criptococose (DUIN, 

CASADEVALL & NOSANCHUK, 2002; IKEDA et al., 2003; LIN & HEITMAN, 2006). 

Estes pigmentos são hidrofóbicos, de peso molecular elevado, e carregados 

negativamente. Sua síntese ocorre através da polimerização oxidativa de compostos 

fenólicos e / ou compostos indólicos e possui na maioria das vezes cor preta ou 

marrom, embora melaninas de outras cores também existam (BUTLER et al., 2001; 

LANGFELDER et al., 2003). 

As melaninas se apresentam insolúveis em solventes aquosos e orgânicos e, 

consequentemente, são difíceis de estudar por técnicas bioquímicas e biofísicas 

convencionais. Dessa forma, ainda há controvérsias sobre a definição de melanina. 

Os compostos são classificados como melaninas provisoriamente sobre a base da 

sua cor escura, fraca solubilidade, pelos espectros de ressonância magnética 

nuclear, em relação à resistência à degradação por ácidos e soluções alcalinas 

quentes, e de branqueamento por agentes oxidantes. (CASADEVALL, ROSAS & 

NOSANCHUK, 2000). 

Em 1960, Staib descobriu a produção de melanina por C. neoformans em 

meio contento extrato aquoso de Guizotia abyssinica. Observou-se que as colônias 

apresentaram uma cor marrom. Estudos realizados no início da década de 80 

mostraram uma correlação entre a capacidade de produzir melanina e a virulência 

em C. neoformans. Usando uma abordagem bioquímica, verificou-se que C. 

neoformans possui um sistema que utiliza eficientemente catecolaminas na 

produção desses polímeros (KWON-CHUNG, POLACHECK & POPKIN, 1982; 

KWON-CHUNG &. RHODES, 1986; SALAS et al., 1996).  
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A síntese de melanina envolve uma rede de transporte ligado à membrana, 

específico da enzima fenol-oxidase, que tem uma elevada afinidade para as 

catecolaminas como substratos. Isto resulta na produção de melanina a partir destes 

compostos por meio de uma série de rápidas reações de óxido-redução catalizadas 

pela enzima lacase. Assim, a melanina permanece aderida à parede celular do 

fungo (POLACHECK, 1991; CASADEVALL, STEENBERGEN & NOSANCHUK, 

2003). A via de síntese de melanina usa neurotransmissores, tais como a dopamina 

e a epinefrina, que podem ser encontrados no SNC e são substratos preferidos dos 

fungos.   Vários fungos neurotrópicos, incluindo C. neoformans, produzem melanina, 

o que tem sido associada à sua virulência. Essa predileção pelas catecolaminas 

pode fornecer uma explicação para o neurotropismo (LIN & HEITMAN, 2006). 

O C. neoformans sintetiza melanina apenas na presença de substratos 

exógenos como o L-DOPA. Os genes que codificam a lacase são LAC1 e LAC2, 

com LAC1 sendo o principal produtor de melanina. O papel exato do gene LAC2 

ainda não foi determinado. Sabe-se,no entanto,que existem diferenças na 

localização celular das duas lacases. A lacase codificada por LAC1 é localizada 

junta a parede celular. Em contraste, estudos de citolocalização mostraram que uma 

construção de LAC2-GFP, uma proteína de fusão, é encontrada principalmente no 

citoplasma celular do fungo. (MISSALL et al., 2005; EISENMAN & CASADEVALL, 

2012). 

Estudos envolvendo a clonagem e deleção do gene LAC1, tem confirmado a 

associação pigmento-virulência em cepas knock-out (SALAS et al., 1996; 

WILLIAMSON, 1997). Um mecanismo possível de virulência do fungo através da 

produção de melanina é baseado na eficácia que este pigmento tem de eliminar 

radicais livres, sendo assim, atribuídas às propriedades antioxidantes da melanina. A 

melanina também tem a função de proteger o C. neoformans contra a fagocitose 

(DIAMOND, ROOT. & BENNETT, 1972). 

Estudos genéticos demonstraram que a produção de melanina por cepas do 

tipo selvagem de C. neoformans possuem mais virulência do que seus respectivos 

mutantes albinos. Uma cepa de C. neoformans que produz grandes quantidades de 

melanina in vitro foi associada com a redução de TNF-α e produção e proliferação 

de linfócitos em modelos murinos (CASADEVALL, ROSAS & NOSANCHUK, 2000). 
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Observa-se que no meio ambiente a melanização é um importante protetor e 

que auxilia na sobrevivência do fungo, nas mais diversas condições, como 

temperaturas extremas, radiação ultravioleta, predação por microrganismos e ação 

de metais pesados (URÁN & CANO 2008). 

Nosanchuk e Casadevall demonstraram que a melanina contribui para a 

carga negativa de C. neoformans. In vitro, a ressonância paramagnética eletrônica 

demonstrou que a população de radicais livres no interior de C. neoformans, contem 

pigmentos semelhantes aos encontrados na eumelanina em mamíferos 

(NOSANCHUK & CASADEVALL, 1997). Forças eletrostáticas estão envolvidas na 

adesão celular e pode também ser relevante para a interação entre as células 

fagocitárias e as células criptocócicas. (RODRIGUES, ALVIANOA & TRAVASSOS, 

1999). 

 

1.9.4. Mating types 

 

 C. neoformans tem dois tipos sexuais de acasalamento, MATα e MATa, que 

são determinados por um sistema de um lócus com dois alelos. C. neoformans tem 

um ciclo de vida bem definido, no qual o acasalamento ocorre geralmente apenas 

entre os tipos sexuais opostos. O papel genético dos genes codificados no lócus 

MAT no controle da célula está relacionado com a sinalização célula-célula, 

diferenciação levedura-hifas e manutenção do estado filamentoso (MOORE & 

EDMAN, 1993). 

O alelo do tipo sexual α (MATα) foi definido como um fator de virulência de 

isolados de Cryptococcus spp., pois esse tipo está presentes tanto em isolados 

clínicos como em isolados ambientais em uma proporção bem maior do que o MATa 

(KWON-CHUNG & BENNETT, 1978; BUCHANAN & MURPHY, 1998). Observou-se 

que MATα presentes em alguns isolados de Cryptococcus neoformans var. 

neoformans são mais virulentos em modelo animal de cepas congênitas, ao passo 

que, MATα isolados de C. neoformans var. grubii são mais suscetíveis de penetrar 

no SNC em estudos de co-infecção de cepas congênitas (LIN & HEITMAN, 2006). 

Estudo realizado com cepas de C. neoformans do tipo MATα comparados a 

cepas com outro tipo sexual se demonstraram claramente mais virulentas. Além do 

mais, camundongos infectados com cepas do tipo α tenderam a ter uma menor 
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sobrevida do que aqueles infectados com outras cepas. Estes dados sugerem 

fortemente a associação genética de virulência com o tipo sexual do locus MAT 

neste fungo patogênico humano (KWON-CHUNG, EDMAN & WICKES, 1992). 

No entanto, tem sido difícil entender a contribuição para a virulência de genes 

individuais dentro do locus MAT, em parte devido à complexidade do locus e 

possivelmente também devido às diversas funções pleiotrópicas dos seus produtos 

codificados. Estudos recentes revelam outras associações potenciais entre 

fertilidade e virulência. Por exemplo, as cepas de C. gattii responsáveis pelo surto na 

Ilha de Vancouver, que são exclusivamente do tipo sexual α, e produzem 

basidiósporos. A fertilidade destas cepas constitui uma exceção, pois cepas de C. 

gattii de diversas fontes são predominantemente estéreis. Curiosamente, as cepas 

férteis de C. gattii deste surto são altamente virulentas em comparação com outras 

cepas de C. gattii (LIN & HEITMAN, 2006). 

 

1.9.5. Manitol 

 

Várias evidências apontam que a produção do hexitol D-manitol pode 

contribuir para a sobrevivência de C. neoformans no hospedeiro (WONG, B. et al. 

1990). Resultados de um estudo feito por Chaturvedi et al. sugeriram que a 

capacidade de C. neoformans de produzir e acumular o manitol pode influenciar a 

sua tolerância ao calor, tensões osmóticas e sua patogenicidade em modelo murino 

(CHATURVEDI et al., 1996). 

Há duas hipóteses de como o manitol poderia desempenhar um papel na 

patogênese de Cryptococcus neoformans. Primeiramente, concentrações elevadas 

de manitol no sistema nervoso central poderiam contribuir para o edema cerebral. 

Em segundo lugar, o manitol pode proteger C. neoformans de morte oxidativa pelos 

fagócitos, por eliminação de radicais livres de hidroxila (RODRIGUES, ALVIANOA & 

TRAVASSOS, 1999). 

 

1.9.6. Fosfolipases 

 

 Chen et al detectaram atividade de fosfolipase em várias estirpes de C. 

neoformans. Essas estirpes foram cultivadas em ágar de gema de ovo, sendo que 
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49 de 50 cepas testadas apresentaram atividade de fosfolipase. Esta atividade 

enzimática correlacionou-se com a virulência e a patogenicidade da criptococose em 

um modelo murino. Neste sentido, os autores sugeriram que a atividade da 

fosfolipase extracelular produzida por C. neoformans poderia romper as membranas 

celulares de mamíferos e permitir que as células de levedura penetrassem os 

tecidos do hospedeiro. Entretanto os mecanismos envolvidos nesse processo ainda 

não foram totalmente elucidados (CHEN et al., 1997). 

 Estudo realizado por Cox et al. Através da clonagem de um gene que codifica 

a fosfolipase B (PLB1) de C. neoformans e de mutante de plb1 que foi construído 

usando a técnica de ruptura do gene alvo, demonstraram atividade enzimática 

reduzida em comparação com a estirpe selvagem. Os mutantes plb1 não 

demonstraram quaisquer defeitos na produção de outros fenótipos de virulência, 

como, crescimento a 37° C, formação de cápsula, atividade de lacase e atividade de 

urease. As estirpes plb1 foram reconstituídas usando o lócus de tipo selvagem e isto 

resultou no restabelecimento de todas as atividades de PLB extracelulares. Já em 

ensaios in vivo, as cepas plb1 demonstraram uma redução significativa da virulência 

do que as estirpes de controle, tanto no modelo murino através de infecção 

respiratória, quanto em modelo de meningite utilizando coelhos. Assim, pode-se 

dizer que a fosfolipase também é um fator de virulência de C. neoformans (COX et 

al., 2001). 

 De acordo com Santangelo et al. a atividade de PLB é essencial para 

desencadear uma infecção pulmonar intersticial e para a difusão da infecção através 

dos vasos linfáticos e do sangue, sendo também os fagócitos mononucleares um 

veículo para a difusão criptocócica. Entretanto observa-se que PLB não é um fator 

primordial para o estabelecimento de infecções neurológicas (SANTANGELO et al., 

2004). 

 

1.9.7. Superóxido-dismutase 

 

 Jacobson et al. demonstraram a atividade de superóxido-dismutase (SOD) em 

C. neoformans, que poderia está envolvida na neutralização de radicais livres, de 

forma semelhante a melanina e manitol (JACOBSON, JENKINS, & TODD, 1994; 

RODRIGUES, ALVIANOA & TRAVASSOS, 1999).  Estudos in vitro, demonstram que 
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a superóxido-dismutase contribui para a virulência, de C. neoformans, mas não é 

necessária para a patogenicidade (COX et al., 2003). 

 Mutantes de SOD1 demonstraram defeitos no crescimento, na síntese da 

cápsula, no acasalamento, na esporulação e na sobrevivência na fase estacionária. 

A virulência destes mutantes foi analisada in vivo em um modelo murino e também 

in vitro e nos dois casos, os mutantes se mostraram mais suscetíveis a morte por 

neutrófilos humanos. A supressão de SOD1 também resultou em defeitos na 

expressão de fatores de virulência, como lacase, urease e fosfolipase. Com isso, 

sugere-se que a função antioxidante de SOD é importante para a patogênese do 

fungo, entretanto é dispensável para sua sobrevivência no meio ambiente 

(NARASIPURA et al., 2003). 

 

1.9.8. Protease 

 

 Muller e Sethi relataram que células de C. neoformans crescidas em cultura 

produzem uma protease que poderia digerir proteínas do plasma humano (MULLER 

& SETHI, 1972). Brueske relatou que os sobrenadantes de cultura de C. neoformans 

havia uma protease capaz de digerir a caseína. No entanto, estes estudos não 

tinham o objetivo de determinar se as proteases poderiam ser produzidas in vivo 

(BRUESKE et al., 1986). 

Neste sentido, em outros estudos in vivo, foi possível observar que as 

proteinases estão relacionadas com a virulência de C. neoformans devido à 

degradação de proteínas como colágeno, elastina e fibrinogênio, e outras proteínas 

imunologicamente importantes, como imunoglobulinas e fatores do complemento, 

levando ao comprometimento dos mecanismos de defesa do hospedeiro. Essa 

degradação pode causar danos teciduais ou vasodilatação, fazendo com que ocorra 

a invasão e disseminação dos fungos nos tecidos do hospedeiro (CHEN, BLANK & 

CASADEVALL, 1996; SANTAGELO et al. 2004). 

 

1.9.9. Urease 

 

 A urease catalisa a hidrólise de uréia em amônia e carbamato e foi observada 

como um fator importante de algumas bactérias patogênicas. Em Cryptococcus 
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neoformans a urease é produzida em grandes quantidades e está relacionada com a 

virulência deste fungo (COX et al., 2000). Observou-se que a urease criptocócica 

contribui para a invasão do sistema nervoso central, pelo aumento do depósito de 

leveduras dentro de microcapilares durante a propagação hematogênica, facilitando 

desse modo a disseminação para o cérebro (OLSZEWSKI et al., 2004). 

 Em um estudo realizado por Osterholzer et al., foi analisada a resposta imune 

em camundongos em frente a cepas de C. neoformans produtoras de urease. Dessa 

forma, a urease criptocócica foi associada às células Th2 altamente polarizadas, 

evidenciadas por um aumento dos eosinófilos pulmonares, dos níveis de IgE no 

soro, de citocinasT2 e macrófagos ativados. Evidenciando que este fator contribui 

para imunopatologia associada à doença fúngica invasiva (OSTERHOLZER et al., 

2009). 

 Shi et al. usaram uma cepa de knock-out de C. neoformans em um modelo 

murino, para demonstrar que a migração das células fúngicas para o cérebro é 

urease dependente. Neste sentido, foi utilizado um potente inibidor de urease, o 

flurofamide e assim, foi possível observar uma melhora na infecção do cérebro de 

camundongos através da redução da migração. Os resultados deste estudo 

apontaram para um aprisionamento mecânico nos capilares cerebrais, 

desfavorecendo a farmacoterapia, entretanto, a migração ativa para o parênquima 

cerebral está relacionada com a urease, sugerindo uma estratégia terapêutica 

relacionada com a inibição desta enzima com o objetivo de prevenir a meningite e a 

encefalite criptocócica (SHI et al., 2010). 

 

1.10. INTERAÇÕES PATÓGENO-HOSPEDEIRO 

 

Uma variedade de fatores inatos pode interferir no estabelecimento da 

infecção criptocócica. Além de barreiras físicas, tais como a pele e a mucosa nasal, 

a atividade anti-criptocócica do soro e da saliva de humanos tem sido estudada. No 

entanto, observa-se que os principais componentes do sistema imune do hospedeiro 

contra C. neoformans está relacionado com o sistema complemento e células 

fagocíticas (VOELZ & MAY, 2010). 

Na infecção primária as células de Criptococcus spp. que não foram expulsas 

pelo epitélio respiratório podem se disseminar até os alvéolos, onde são inicialmente 
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confrontadas pelos macrófagos alveolares. O seguimento da infecção irá depender 

das defesas do hospedeiro, bem como o número e a virulência das células 

criptocócicas. Normalmente esta resposta inicial do hospedeiro é bem sucedida 

(MITCHELL & PERFECT, 1995). 

C. neoformans prolifera dentro das células fagocíticas do hospedeiro, 

conferindo, assim, vantagens na sua proliferação, além de proteção imunológica. As 

interações iniciais da levedura com células hospedeiras podem ser mediadas por 

uma adesina e pode envolver o reconhecimento de componentes da cápsula 

criptocócica (DEL POETA, 2004; MANSOUR & LEVITZ, 2002). O C. neoformans tem 

a alternativa de continuar se replicando dentro da célula hospedeira ou sair, quer por 

um processo de lise letal para a célula hospedeira, ou por um processo não-lítico 

que deixa as duas células intactas (SRIKANTA, SANTIAGO-TIRADO & DOERING, 

2014). 

No processo infeccioso causado por C. neoformans, é principalmente 

desencadeada a resposta de três tipos celulares do sistema imune, sendo que essas 

células possuem funções diferentes. As células dendríticas funcionam como uma 

das primeiras linhas de defesa e estão localizadas no pulmão do hospedeiro, são 

células de apresentação de antígeno e atuam como sentinelas nos tecidos 

periféricos. Essas células vão atuar reconhecendo e internalizando o agente 

infeccioso. Na criptococose elas são responsáveis pela comunicação entre a 

resposta imune inata e adaptativa, apresentando antígenos estranhos às células T 

nos tecidos linfóides(WOZNIAK, VYAS & LEVITZ, 2006; VOELZ & MAY, 2010). 

Os neutrófilos são fagócitos e causam a lise das células de C. neoformans in 

vitro, além de modular a resposta imune pela produção de citocinas pró-

inflamatórias. Estudos realizados com animais apontaram uma associação entre 

neutrófilos e as respostas que conferem proteção contra a infecção pulmonar 

causada por C. neoformans (WOZNIAK, VYAS & LEVITZ, 2006),apesar dessas 

células se encontrarem em pequenas concentrações no tecido pulmonar e não 

serem consideras essenciais na ação contra o fungo. No entanto, os neutrófilos 

podem atacar diretamente o fungo, produzindo espécies reativas de oxigênio e 

peptídeos antimicrobianos (VOELZ & MAY, 2010). 

 Os macrófagos, células que se apresentam também, como células fagocíticas 

primárias em todos os momentos da infecção. Dessa forma, os macrófagos 
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alveolares rapidamente internalizam as células de leveduras após a infecção intra-

traqueal (FELDMESSER et al., 2000). Estas células vêm sendo consideradas o tipo 

celular mais importante na infecção causada por C. neoformans, devido às 

interações patógeno–hospedeiro e foi através destes estudos que foi possível o 

conhecimento da atuação de C. neoformans como um patógeno intracelular 

facultativo (FELDMESSER, TUCKER & CASADEVALL, 2001). 

 Sabendo que o C. neoformans é um patógeno intracelular facultativo, foi 

possível observar interações importantes entre fungo fagocitado e o macrófago, 

Destas interações pode-se destacar a ocorrência da fusão do fagossomo com o 

lisossomo e de sua acidificação; a capacidade de permanência e proliferação do 

fungo no fagolisossomo ativado; a expulsão do interior do macrófago sem a lise do 

mesmo, pelo processo de exocitose não-lítica; a transferência do fungo do interior de 

um macrófago para o interior de outro e a disseminação sistêmica a partir da 

permanência do fungo no interior do macrófago (LEVITZ, 1993; ALVAREZ & 

CASADEVALL, 2006; VOELZ & MAY, 2010).  

Foi demonstrado que células natural killer(NK)melhoraram a função dos 

macrófagos anti-criptocócicos através da produção de interferon gama (IFN-γ) em 

resposta a citocinas de células T CD4 +, tais como a IL-12. É evidente que citocinas 

geradas por ambas as células TH1 e TH2 são necessárias para a proteção mediada 

pelo anticorpo contra criptococose. (MANSOUR & LEVITZ, 2002) 

 

1.11. QUORUM SENSING 

 

Um dos mecanismos de comunicação intercelular entre microrganismos é 

chamada de quorum sensing (QS). Através desse processo microrganismos 

adquirem a capacidade de expressar determinados comportamentos em resposta a 

sua densidade celular, devido a liberação de moléculas de sinalização que afetam o 

metabolismo microbiano e a expressão genética de uma forma sincronizada (LEE et 

al., 2007; ALBUQUERQUE et al., 2014).  Este fenômeno é bem descrito em diversas 

espécies de bactérias, e várias bactérias patogênicas regulam a expressão de 

seusfatores de virulência em reposta a densidade celular de suas populações. 

Embora inicialmente acreditava-se que o fenômeno de quórum sensing era 

restrito a populações bacterianas, observou-se através de várias evidências que o 
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QS também ocorre em fungos (HORNBY et al, 2001, CHEN et al. 2004), e pode 

afetar algumas funções biológicas importantes, tais como o crescimento, o 

desenvolvimento morfológico e formação de biofilmes. No C. neoformans pode 

interferir também na produção de cápsula, regulação do crescimento celular 

planctônico e a síntese de melanina, que são importantes fatores de virulência deste 

fungo. No entanto, os mecanismos moleculares de regulação do QS em fungos são 

bem menos conhecidos do que em bactérias (ALBUQURQUE et al., 2014), mas 

sabe-se que a regulação da expressão de genes de virulência é de extrema 

importância na patogênese e na adaptação do microrganismo aos tecidos do 

hospedeiro (ALBUQUERQUE & CASADEVALL, 2012). 

As moléculas que estão envolvidas no QS em fungos são os alcoóis farnesol 

e tirosol, produzidos em Candida albicans, um patógeno comensal; e em leveduras 

patogênicas oportunistas humanas, como o Cryptococcus neoformans observou-se 

a presença de um peptídeo (Qsp1) (MADHANI et al., 2011; ALBUQUERQUE & 

CASADEVALL, 2012). Nosso grupo,vem trabalhando há algum tempo na 

identificação de outras moléculas de quórum sensing em C. neoformans, bem como 

no esclarecimento dos genes e proteínas envolvidos nesse mecanismo de 

regulação. Observou-se que a adição de meio condicionado (CM) proveniente de 

sobrenadantes de culturas desse fungo crescidas até a fase estacionária, a novas 

culturas do fungo produziram os seguintes fenótipos: aceleração do crescimento do 

fungo, aceleração da sua melanização em meio suplementado com L-DOPA e um 

aumento transitório na secreção de polissacarídeos da cápsula. Análises de 

cromatografia associada a espectrometria de massa revelaram que a molécula 

deQS produzida por esse fungo e responsável por tais efeitos é provavelmente um 

derivado do ácido pantotênico. No intuito de elucidar as bases genéticas desses 

eventos nós fizemos a prospecção de uma biblioteca comercial de mutantes de C. 

neoformans contendo aproximadamente 1200 deleções gênicas para identificar 

mutantes que fossem defeituosos ou na síntese da molécula ativa ou na resposta a 

adição dessa molécula proveniente de CM de células do tipo selvagem. Entre os 

mutantes possivelmente envolvidos nesse processo, observou-se a presença de 

dois mutantes que tinham um fenótipo de baixa resposta à atividade QS do tipo 

selvagem. Os genes deletados nesses dois mutantes codificam metiltransferases 

(OPI3 e CHO2), que estão envolvidas na síntese de fosfatidil-colina a partir de 
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fosfatidiletanolamina (ALBUQUERQUE et al., 2014).O objetivo do presente projeto é 

caracterizar fenotipicamente o mutante OPI-3 a fim de começarmos a entender seu 

possível papel na regulação gênica por QS em C. neoformans. 

 

2. JUSTIFICATIVA 

 

Desde a sua descoberta em 1894, a levedura encapsulada C. neoformans, 

vem sendo estudada (MITCHELL & PERFECT, 1995; COELHO, BOCCA & 

CASADEVALL, 2014) e recentemente, após a epidemia da AIDS, tem sido 

observado um aumento da incidência da criptococose em todo mundo. Essa 

infecção possui a característica de ser oportunista invasiva com grande potencial de 

morte, e seu aumento é devido à expansão de populações de risco e pacientes em 

uso de tratamentos que permitem maior sobrevida, mas causam imunossupressão, 

representando assim, um problema crescente nos cuidados de saúde (BADIEE, 

2013; BEN-AMI et al, 2013; LEROUX & ULLMANN, 2013).  

A criptococose tem maior prevalência em pacientes com a imunidade 

comprometida pelo vírus HIV (ALANIO, DESNOS-OLLIVIER & DROMERA, 2011), 

dessa forma, a AIDS é o principal fator de risco (SLOAN & PARRIS, 2014). A 

infecção primária é adquirida por meio da inalação de células dessecadas e/ou 

basidiósporos de nichos ambientais contaminados com fezes de pombos ou 

excrementos de outras aves (DEL POETA & CASADEVALL, 2012), e geralmente 

permanece assintomática ou resulta em pneumonia em indivíduos 

imunocompetentes. Entretanto, em pacientes imunossuprimidos pode ocorrer a 

difusão para o sistema nervoso central, causando a meningite criptocócica, a qual é 

considerada uma das doenças mais importantes ocasionada como conseqüência da 

ação do HIV (MITCHELL & PERFECT, 1995; BABU, GOPALAKRISHNAN, & 

SUNDARARAJAN, 2013).  

Estima-se que cerca de 1 milhão de casos ocorrem em todo o mundo por ano, 

em pacientes com AIDS (CORDEIRO et al, 2013), e pode ser considerada a terceira 

doença neurológica mais freqüente nestes indivíduos (LIN & HEITMAN, 

2006).Diante disso, observa-se que vários fatores de virulência expressos no C. 

neoformans são essenciais para o aumento da patogênicidade deste microrganismo 

e permitem que este agente patogênico escape e sobrecarregue o sistema imune do 
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hospedeiro, a citar, a sua característica distintiva entre outros fungos patogênicos 

humanos de ter uma cápsula de polissacarídeo (ZARAGOZA, FRIES & 

CASADEVALL, 2003; JANBON, 2004; FONSECA et al., 2009; KUMAR et al., 2011; 

SRIKANTA et al., 2014), a produção de melanina (DUIN, CASADEVALL & 

NOSANCHUK, 2002; IKEDA et al., 2003; McCLELLAND et al., 2005; LIN & 

HEITMAN, 2006; EISENMAN & CASADEVALL, 2012), o crescimento a 37°C (BAHN 

et al., 2005; LIN & HEITMAN, 2006; LIN, 2009; SRIKANTA, SANTIAGO-TIRADO & 

DOERING, 2014), a produção de mating types (KWON-CHUNG & BENNETT, 1978; 

MOORE & EDMAN, 1993; BUCHANAN & MURPHY, 1998), a produção de manitol, 

urease, fosfolipase, protease e super-óxido dismutase (MULLER & SETHI, 1972; 

CHEN et al., 1997; RODRIGUES, ALVIANOA & TRAVASSOS, 1999; NARASIPURA 

et al., 2003;OLSZEWSKI et al., 2004), além do parasitismo de macrófagos (SABIITI 

et al., 2014). 

O fenômeno de quorum sensing pode está envolvido na regulação de fatores 

de virulência em C. neoformans, no entanto, os mecanismos moleculares dessa 

regulação não estão bem elucidados (LEE et al., 2007) e sua pesquisa se mostra 

como uma possível fonte de novos alvos terapêuticos para infecções bacterianas e 

fúngicas. Acreditamos que a caracterização fenotípica do mutante do gene OPI3 do 

fungo C. neoformans possa nos ajudar a entender melhor o seu papel no quorum 

sensing e na regulação da expressão de fatores de virulência desse fungo 

(ALBUQUERQUE & CASADEVALL, 2012; ALBUQUERQUE et al., 2014). Neste 

sentido, a pesquisa também poderá eventualmente auxiliar em novas abordagens de 

desenvolvimento de fármacos para o tratamento da criptococose, uma vez que os 

fármacos antifúngicos hoje disponíveis possuem alta toxicidade e alguns organismos 

apresentam resistência (BADIEE & HASHEMIZADEH, 2014). 

3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivos gerais 

O gene OPI3 foi identificado em uma prospecção gênica para possíveis genes 

envolvidos na resposta ou produção da molécula de quórum sensing desse fungo. 

Nesse projeto, o nosso objetivo é caracterizar fenotipicamente esse mutante quanto 

a expressão de fatores de virulência já bem estabelecidos nesse fungo patogênico. 

3.2. Objetivos específicos 
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 Construção do mutante OPI3 por deleção utilizando a técnica de PCR por 

Dupla-Junta (DJ-PCR) (KIM et al., 2009; KIM et al., 2012). 

 

 Caracterização da expressão de fatores de virulência de C. neoformans 

nesse mutante (crescimento a 37ºC, produção de cápsula, produção de 

melanina, fosfolipase, uréase, etc). 

 

 Caracterização da resposta desse mutante ao meio condicionado de 

linhagens selvagens de C. neoformans. 

 

 

4. METODOLOGIA 

4.1. Linhagens e meios de cultura utilizados  

4.1.1. Linhagem celular  

A linhagem celular de C. neoformans utilizadas na pesquisa foi a linhagem de 

C. neoformans variedade grubii H99 (sorotipo A). 

4.1.2. Meios de cultura 

Caldo Sabouraud Dextrose 

Sabouraud Dextrose (Comercial) 30% 

Água purificada – qsp 100% 

Para meio sólido acrescentou-se 15% de ágar. Autoclavagem a 121°C por 15 

minutos. 

Meio YPD (Yeast Peptone Dextrose) 

Extrato de Levedura 1% 

Peptona 2% 

D-Glicose 2% 
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O potencial hidrogeniônico (pH) utilizado foi 5,6 – Autoclavagem a 120 °C por 15 

minutos. 

Meio YPD (Yeast Peptone Dextrose) ágar 

Extrato de Levedura 1% 

Peptona 2% 

D-Glicose 

Ágar 

2% 

1,8% 

O potencial hidrogeniônico (pH) utilizado foi 5,6 – Autoclavagem a 120 °C por 15 

minutos. 

Meio Mínimo  

D-Glicose 3% 

KH2PO4 Anidro 4% 

MgSO4.7H2O 

Glicina 

Água purificada – qsp 

2,5% 

0,975% 

100% 

O potencial hidrogeniônico (pH) utilizado foi 5,5. Após a autoclavagem adicionou-se 

51µL de tiamina. 

Meios de cultura para testes fenotípicos 

Utilizou se o meio YPD ágar para a realização de meios contendo os 

reagentes Congo Red, Cloreto de sódio (NaCl), Sorbitol, Dodecil Sulfato de Sódio 

(SDS). Estes reagentes foram acrescidos ao meio sólido YPD para a realização dos 

testes fenotípicos nas seguintes concentrações 1% e 0,5% de Congo Red, 1,5 M de 

NaCl, 2 M de Sorbitol, 0,05% de SDS. 

Meio L-DOPA ágar 
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KH2PO4 Anidro 29,4 mM 

MgSO4.7H2O 10 mM 

Glicina 13 mM 

D-Glicose 15 mM 

Tiamina 3 µM 

L-DOPA 2 mM 

Ágar 1,5% 

O pH utilizado foi 5,5 (Ajustado com KOH e H3PO4). Adicionou-se ágar após a 

esterelização da solução por filtração em filtro 0,22 μm. 

Meio emulsão gema de ovo – Meio para teste fosfolipase 

Peptona 1% 

D-Glicose 2% 

Cloreto de Sódio 1 M 

Cloreto de Cálcio 0,005 M 

Ágar 2% 

Autoclavagem a 120 °C por 15 minutos. Em seguida, resfriado a 55 °C para adição 

da emulsão gema de ovo (50 % gema de ovo, 50 % solução salina) 

 

4.2. Avaliação da função gênica de OPI3 através da deleção gênica no 
modelo C. neoformans 

4.2.1. Construção dos cassetes de deleção do gene OPI3 de C. neoformans 

Para a construção dos cassetes de deleção gênica e obtenção de mutantes 

Knock out utilizou-se a técnica de PCR Dupla-Junta, descrita por KIM et al., 2009. 
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Inicialmente, realizou-se a seleção do gene OPI3 através do banco de dados 

no Broad Institute, para assim, construir o cassete de deleção. Os códons de 

iniciação e de terminação do gene foram definidos para que fosse delimitada a 

região a ser deletada e com isso foram selecionados 1Kb acima e abaixo da ORF 

para o desenho de oligonucleotídeos a serem usados na deleção.  

Neste sentido, foram desenhados os oligonucleotídeos descritos na tabela 1 a 

partir da sequência do gene OPI3, a fim de isolar os fragmentos de interesse e 

construir o cassete de deleção pela técnica de PCR Dupla-Junta. O gene deletado 

foi substituído por um gene de resistência à Higromicina e depois realizou-se a 

transformação dos fragmentos do cassete de deleção por biobalística em leveduras 

de C. neoformans variedade grubii H99 (sorotipo A). 

 

Tabela 1: Oligonucleotídeos utilizados no estudo de OPI3 em C. neoformans. 

Primer Descrição Seqüência 
TM 

°C 
Uso 

1 5‘OPI3F ACTGAGCAGTGAGGATGGGA 59 

Amplificação do 

fragmento 5‘ do 

cassete de 

deleção 

2 
M13REC+ 

5‘OPI3R 
AGATAGGGTTGAAAGCGGTC 61 

Amplificação do 

fragmento 5‘ do 

cassete de 

deleção 

3 M13Re CAGGAAACAGCTATGACATGAT 62 

Amplificação da 

região 5‘ da marca 

de seleção de 

resistência a 

higromicina 

4 NSL_hph GCGGGAGATGCAATAGGTCAG 
68 

 

Amplificação da 

região 5‘ da marca 

de seleção de 

resistência a 

higromicina 
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5 NSR_hph AGCTCTCGGAGGGCGAAGAAT 66 

Amplificação da 

região 3‘ da marca 

de seleção de 

resistência a 

higromicina 

6 M14F GAGCTCGGATCCACTAGTAACG 60 

Amplificação da 

região 3‘ da marca 

de seleção de 

resistência a 

higromicina 

7 
M14FC + 

3‘opi3F 
AAACTGCCAGGAAGAGCGTT 57 

Amplificação do 

fragmento da 

região 3‘ do 

cassete de 

deleção 

8 3‘OPI3R TCCGACGGTCTTGGAATGAA 58 

Amplificação do 

fragmento da 

região 3‘ do 

cassete de 

deleção 

9 OPI3-9 GCTCGAGAAGGGAGGAAATC  61,7 

Confirmação de 

Deleção/Reconsti-

tuição do locus 

OPI3 

10 OPI3-10 CATGAAGAGGCATAGCTTGAATG 61,6 

Confirmação de 

Deleção/Reconsti-

tuição do locus 

OPI3 

11 OPI3-11 CCAAAAGGTAGCAGCCGATC 62,8 

Confirmação de 

Deleção/Reconsti-

tuição do locus 

OPI3 

12 OPI3-12 ATAGCCCCTTCACCGACAAG 63,6 Confirmação de 
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Deleção/Reconsti-

tuição do locus 

OPI3 

13 OPI3-13 GGCGCGGGTAACTTATATCC 62,1 

Confirmação de 

Deleção/Reconsti-

tuição do locus 

OPI3 

Fonte: Produzido pelo autor 

Para que a construção do cassete de deleção fosse possível, a reação foi 

realizada em duas etapas (Figura 4). Na primeira etapa a reação de amplificação foi 

realizadaa um volume de 50µL, utilizando 36,35 µL de H2OMiliQ; 10 µL de Tampão 

de Taq (OneTaq 5x); 0,4 µL de dNTPs (200 µM) – (estoque 25 mM); 1 µL de 

Template (DNA molde de C. neoformans H99 - sorotipo A); 1 µL de Primer F [10 

µM]0 [0,2 µM]1 do fragmento (1+2) que correspondem a região flanqueadora 5‘ do 

gene OPI3; 1 µL de Primer R [10 µM]0 [0,2 µM]1 do fragmento (7+8) que 

correspondem a região flanqueadora 3‘ de OPI3; 0,25 µL de Taq (0,25 µL – 1,25 u/ 

50 µL). 

O plasmídeo pPZPHYG foi utilizado para a amplificação do fragmento (3+4) 

que corresponde à região 5‘ do marcador seletivo HPH, controlado por promotor de 

actina de C. neoformans e do fragmento (5+6) que corresponde à região 3‘ de HPH 

(gene de resistência a Higromicina B), o qual possui terminador TrpC de 

C.neoformans.  

Para a reação de amplificação dos fragmentos (3+4) e (5+6), a partir de um 

mix contendo, 160,875 µL de H2OMiliQ; 45 µL de Tampão de Taq (OneTaq 5x para 

Cf 1x); 45 µL dNTPs (10mM para Cf 0,2mM); 1,125 µL de Taq (0,25 µL – 1,25 u/ 50 

µL).  

Utilizou-se 47 µL do mix para a amplificação do fragmento (3+4) e 1 µL de 

Template (DNA molde de C. neoformans H99 - sorotipo A); 1 µL de Primer F 

(M13Re) [10 µM]0 [0,2 µM]1; 1 µL de Primer R (NSL_hph4) [10 µM]0 [0,2 µM]1. 

Para a reação de amplificação do fragmento (5+6) foram utilizados 47 µL do 

mix; 1 µL de Template (DNA molde de C. neoformans H99 - sorotipo A); 1 µL de 

Primer F (NSR_hph) [10 µM]0 [0,2 µM]1; 1 µL de Primer R (MF14) [10 µM]0 [0,2 µM]1. 
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Nesta etapa, os oligonucleotídeos utilizados foram (5‘OPI3F e 

M13REC+5‘OPI3R) para o fragmento (1+2), que corresponde à região flanqueadora 

5‘; (M14FC +3‘opi3F e 3‘OPI3R) para o fragmento (7+8) correspondente a região 

flanqueadora 3‘ do OPI3; M13Re e NSL_hph para o fragmento 3‘ de HPH; NSR_hph 

e MF14 para o fragmento 3‘ de HPH. As reações foram realizadas no termociclador 

– Thermal Cycler – Simpli Ampby Life. Todos os oligonucleotídeos utilizados no 

presente estudo estão descritos na Tabela1 

O ciclo utilizado para a reação com os fragmentos (1+2) e (7+8) foi (Figura 1): 

 

 Figura 1: Condições da PCR para a reação com os fragmentos (1+2) e (7+8). 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 

 O ciclo utilizado para a reação com os fragmentos (3+4) e (5+6) foi (Figura 2): 
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 Figura 2: Condições da PCR para a reação com os fragmentos (3+4) e (5+6). 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Após as reações, os fragmentos foram submetidos à eletroforese em gel de 

agarose 1% a fim de checar se os fragmentos eram compatíveis com os tamanhos 

esperados. Em seguida, os fragmentos foram purificados com o kit GFX PCR DNA 

and Gel band purificarion Kit (GE Healthcare) e quantificados. Os tamanhos 

esperados foram: (1+2): 997pb; (7+8): 930 pb; (3+4) hph: 1235 pb; (5+6) hph: 1295 

pb. 

Para a segunda etapa, cujo objetivo foi fusionar os fragmentos (1+2) com 

(3+4) e (5+6) com (7+8) em duas reações de amplificação distintas, realizou-se uma 

PCR de sobreposição para obtenção dos fragmentos (1+4) (1+4 – equivalente a 

região flanqueadora 5‘ do OPI3fusionada à região 5‘ do marcador seletivo) e (5+8) 

(5+8 – equivalente à região flanqueadora 3‘ do OPI3fusionada à região 3‘ do 

marcador seletivo). Para o fragmento (1+4) fusionado com HPH, o tamanho 

esperado foi de 2212Kb. Para o fragmento (5+8) fusionado com HPH, o tamanho 

esperado foi de 2145Kb.  

Em seguida, os tamanhos dos amplicons foram confirmados por meio de 

eletroforese em gel de agarose 1%. Para amplificação dos fragmentos citados foram 

utilizados os oligonucleotídeos 5‘OPI3F e NSL_hph8 para amplificar o fragmento 

(1+4) cuja marca escolhida foi HPH; eNSR_hph e 3‘OPI3R para amplificar o 

fragmento (5+8) cuja marca escolhida foi HPH.  
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Para as reações da segunda etapa para a construção do cassete de deleção 

do gene OPI3 utilizou-se a técnica de PCR Dupla-Juntafoi escolhida a enzima 

OneTaq® DNA Polymerasee utilizados os seguintes componentes para cada 

reação: 1U OneTaq® DNA Polymerase, 0,2 μM de cada oligonucleotídeo, 0,2 mM de 

dNTP‘s, 15 ng de cada fragmento, 1X de tampão e H2O até o volume final de 50 μL. 

O ciclo utilizado para as reações foi (Figura 3): 

 

Figura 3: Condições da PCR para a reação de segunda etapa. 

 

 Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Em seguida, os fragmentos obtidos foram confirmados por eletroforese em gel 

de agarose 1% e purificados com kit GFX PCR DNA and Gel band purificarion Kit 

(GE Healthcare) e quantificados para posterior transformação por biobalística. 

 

Figura 4: Representação da técnica de PCR Dupla-Junta. (A) Os oligonucleotídeos 1 

e 2 tem como alvo a região 5‘ adjacente ao gene alvo enquanto o par 7 e 8 foi utilizado para 

amplificação da região 3´ do mesmo gene, tais amplicons foram obtidos a partir do DNA 

genômico de H99. As regiões 5´e 3´ de HPH foram amplificadas usando os pares 3 e 4 e 

como molde o plasmídio pPZPHYG para a marca de resistência à Higromicina. (B) Fusão 

dos fragmentos 5‘ do gene alvo com 5‘ de HPH com 3‘ de HPH, utilizando os primers 1 e 4 

para a região 5‘ e 3 e 8 para a região 3‘, os moldes utilizados foram os fragmentos 1+2; 3+4; 

5+6 e 7+8, os quais foram obtidos na etapa anterior. (C) Os fragmentos 1+4 e 5+8 foram co-

transformados em leveduras de C. neoformans. As células de H99receberam HPH como 

marca de seleção. Existe uma região de 200 pb de sobreposição entre os fragmentos 1 + 4 

e 5 + 8 que recombinarão in vivo após a transformação do fungo. 
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Fonte: Modificado de KIM et al., 2009. 

 

4.2.2. Transformação de C. neoformans por biobalística para obtenção do 

mutante OPI3 

 

Colônias isoladas das linhagens H99 de C. neoformans foram inoculadas em 

YPD líquido durante a 24h sob agitação a 30º C e no dia seguinte foram lavadas 

com solução salina para serem inoculadas em placas de YPD+ Sorbitol 1 M a serem 

transformadas. 

 Para preparação das partículas (tungstênio M10, diâmetro de 0,7 μm, Biorad), 

com DNA a ser transformado, realizou-se as seguintes etapas: 
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1. Esterilização das partículas:pesou-se 30 mg de partículas e adicionou se 1 

mL de etanol 70%. A mistura foi agitada em vortex por 20 minutos, velocidade 

máxima e centrifugada à velocidade máxima por 10 minutos. Em seguida o 

sobrenadante foi removido e adicionou-se 1 mL de água ultrapura estéril. O 

precipitado foi ressuspendido e centrifugado à velocidade máxima por 10 minutos. 

Descartou-se o sobrenadante e o processo de lavagem foi repetido outras duas 

vezes. Após a última lavagem, o sobrenadante foi descartado e as partículas 

ressuspendidas em 500 μL de glicerol 50% estéril.  

2.  Precipitação do DNA a ser transformado nas partículas: as partículas estéreis 

foram sonicadas por 7 minutos para evitar a presença de grumos e em seguida 

foram agitadas (velocidade máxima) em vortex por 2 minutos. Acrescentou-se na 

seguinte ordem: 50 μL de partículas estéreis, 5 μL de DNA (quantidade total variou 

de 0,5 a 1 μg), 50 μL de CaCl2 (2,5 M) estéril, 20 μL de espermidina (0,1 M, Sigma) 

estéril. Essa mistura foi levada ao vortex por 10 minutos, agitação branda e, em 

seguida, centrifugada por 10 segundos à velocidade máxima. O sobrenadante foi 

descartado e acrescentou-se 150 μL de etanol absoluto às partículas. Centrifugou-se 

por 10 segundos à velocidade máxima e esse processo foi repetido mais duas 

vezes. Ao final da última lavagem, adicionou-se uma quantidade de etanol absoluto 

em volume múltiplo de 4 μL de acordo com a quantidade de placas a serem 

bombardeadas. As partículas foram sonicadas por 3 segundos, e 4 μL foram 

imediatamente distribuídos nas membranas carreadoras estéreis já encaixadas nos 

discos carreadores que, em seguida, foram incubados em sílica, onde 

permaneceram por pelo menos 30 minutos até o momento do bombardeamento.  Os 

parâmetros utilizados para a transformação por biobalística (BIOMICS, Brasil) foram: 

distância de 6 cm do alvo, pressão do gás Hélio a 1.200 psi (são utilizadas 4 

membranas de 300 psi para cada tiro) e pressão de vácuo a 27 mmHg. Após o 

bombardeamento, as placas foram embaladas em papel alumínio e incubadas a 

30ºC por 48 h. Após esse período, foram lavadas com YPD líquido e as células 

inoculadas em placas com meio seletivo, Higromicina B. Após 72 h de incubação a 

30ºC os transformantes foram transferidos para uma nova placa de YPD contendo 

Higromicina B para confirmação da estabilidade da marca de seleção. O DNA 

genômico dos possíveis transformantes foi extraído conforme protocolo para 

posterior confirmação via PCR tradicional. 
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4.2.3. Extração do DNA genômico de C. neoformans 

 

Para a extração do DNA genômico de C. neoformans, células foram cultivadas 

durante 24h em 5 mL de YPD líquido a 30°C. Após a incubação, as células foram 

centrifugadas por 6 minutos a 4000 rpm. O precipitado foi ressuspendido em 1,5 mL 

de água estéril e centrifugado à velocidade máxima durante 5 minutos e seu 

sobrenadante descartado. 

Adicionou-se 0,5 mL de fenol: clorofórmio (Bioagency), 0,5 mL de tampão 

TENTS (10 mM Tris HCl, pH 7.5, 1 mM EDTA, pH 8.0, 100 MmNaCl, 2 % Triton X-

100, 1 % SDS) e pérolas de vidro (diâmetro:400-600 μm, Sigma). Os tubos foram 

agitados em vortex por 10 minutos e logo em seguida submetidos à centrifugação 

por 5 minutos em velocidade máxima. A fase aquosa obtida foi transferida para um 

novo tubo onde foram adicionados 50 μL de acetato de sódio 3 M e 1 mL de etanol 

absoluto a fim de precipitar o DNA. O tubo foi agitado e centrifugado em velocidade 

máxima por 15 minutos e em seguida o sobrenadante foi descartado. Foram 

adicionados 200 μL de etanol 70 % (v/v) e agitou-se novamente antes de centrifugar 

novamente por 5 minutos à velocidade máxima. Em seguida, o excesso de álcool foi 

removido com auxílio de uma pipeta e os tubos foram secados a temperatura 

ambiente por 5 minutos. O precipitado foi ressuspendido em 50 μL H2O ultrapura, 

acrescida de RNAse A (150 μg/mL) e incubou-se os tubos a 37 ºC por 1 hora e 

depois o DNA foi armazenado em freezer (-20 º C). 

 

4.2.4. Confirmação da deleção de OPI3 por PCR 

Para a confirmação da integração do cassete de deleção OPI3::HPH, serão 

utilizados oligonucleotideos desenhados externamente às regiões de 

OPI3escolhidas para a construção do cassete de deleção, e combinados com 

oligonucleotídeos que reconhecem a região do marcador seletivo HPH. Para as 

amplificações, será utilizada a enzima OneTaq® DNA Polymerase PCR (BIOLABS), 

0,5 μM de cada oligonucleotídeo, 5‘ OPI3F (1) e NSR-hph (5) para amplificar a 

região 5‘ dos mutantes contendo a marca de seleção HPH; e NSL-hph (4) e OPI3-10 

(10) para amplificar a região 3‘ dos mutantes contendo a seleção HPH. Para 

completar a reação, serão utilizados 10ng de DNA extraído dos três mutantes 
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caracterizados fenotipicamente e crescidos em meio contendo higromicina em um 

volume de reação de 20 μL contendo 1U OneTaq® DNA Polymerase, 0,2 μM de 

cada oligonucleotídeo, 0,2 mM de dNTP‘s. O ciclo utilizado para todas as reações 

será (Figura 5): 

 

Figura 5: Condição da PCR para todas as reações de confirmação da deleção 

de OPI3. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Os tamanhos esperados para os dois fragmentos serão confirmados por 

eletroforese em gel de agarose.  O tamanho esperado para o amplicon da região 5‘ 

do mutante é de2212Kb e para a região 3‘ será de 2313 Kb para o mutante 

resistente à Higromicina. 

 

4.3. Avaliação fenotípica in vitro dos mutantes OPI3 
 

Foram selecionados 3 prováveis mutantes OPI3 a partir da placa de 

transformação que foram denominados como: OPI3(1), OPI3(8), OPI3(16) e usamos 

um mutante previamente produzido em uma biblioteca comercial de mutantes por 

deleção de C. neoformans OPI3 (2E6). Procedemos com a análise fenotípica desses 

mutantes para avaliar qual deles apresentava fenótipo mais parecido com o do 

mutante previamente obtido na biblioteca de mutantes.  Então foram inoculados os 
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mutantes e o C.neoformans. H99 em 5 mL de meio sabouraud (SAB) em tubo tipo 

FALCON e incubados durante 24h 30°C sob agitação para crescimento. Após o 

crescimento extraiu-se 1mL de cada linhagem e colocou-se em tubo tipo eppendorff. 

As células foram centrifugadas a 3000g/5min, desprezou-se o sobrenadante e as 

células foram lavadas com solução PBS a uma concentração de 1x. A amostra de C. 

neoformans H99 foi diluída em solução PBS a 1:100 e as amostras dos mutantes 

numa diluição de 1:50 para contagem na Câmara de Neubauer. Para a maioria dos 

testes, foram inoculadas 10 mil células das diferentes linhagens (mutantes ou 

células do tipo selvagem).  

 

4.3.1. Crescimento em meio condicionado 

 Há uma concentração inicial de 2x107celulas por mL em MM de C. 

neoformans do tipo selvagem, dos mutantes OPI3 (1), (8), (16), (2E6) realizou-se a 

diluição seriada nas concentrações de 2x106, 2x105 e 2x104 de cada um deles. Em 

placas contendo CM glicerol, CM glicerol, MM e SAB pipetou-se 2µL de cada 

diluição referente ao C. neoformans do tipo selvagens e dos mutantes de OPI3. Foi 

observado o crescimento nos intervalos de 24h e 48h.O meio condicionado foi 

produzido a partir de sobrenadante de culturas de H99 crescidas em meio mínimo 

por 5 dias, filtradas para remoção de células e concentradas por liofilização. 

 

4.3.2. Teste de curva de crescimento 

Foram inoculadas 2 x 104células das diferentes linhagens (mutantes e linhagem 

selvagem) de poços de placas de 96 poços em um volume de 200 microlitros por 

poço dos seguintes meios de cultura: meio Sabouraud, meio YPD e meio mínimo, 

com ou sem suplementação com meio condicionado de H99 em diferentes 

concentrações (5%, 50%, 100%). As placas foram a seguir incubadas em um leitor 

de placa (EON –BIOTEK) com incubação a 30 ºC ou 37 ºC e agitação (180 rpm), o 

crescimento das diferentes culturas foi acompanhado pela leitura da sua densidade 

ótica a 600 nm a cada 30 minutos durante 96 horas.  

 

4.3.3. Estresse térmico  
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As leveduras foram plaqueadas em meio YPD sólido (acrescido de 2% de 

ágar bacteriológico) em conjunto com linhagens selvagens para controle e 

incubadas a 30, 37 e 39 °C por 48-72 h.  

 

4.3.4. Síntese de melanina  

A produção de melanina foi avaliada por meio do inóculo 1x105 das leveduras 

selvagens e mutantes em meio L-DOPA. As células foram incubadas a 30°C e 

visualmente observadas para avaliação do grau de melanização por até 7 dias.  

 

4.3.5. Produção de fosfolipase 

A capacidade de sintetizar fosfolipase foi avaliada após incubação de 1x105 

células de levedura em meio de emulsão de gema de ovo a 30 °C por 48 horas. Em 

seguida, os halos opacos formados pelas colônias foram aferidos com auxílio de 

uma régua e a razão diâmetro da colônia/diâmetro da colônia e halo, de cada uma 

das cepas, foi comparada.  

 

4.3.6. Integridade da parede celular  

A determinação de possíveis defeitos na síntese de parede celular dos 

mutantes OPI3 foi realizada após o inóculo de leveduras crescidas em YPD ágar, 

acrescido de 0,5% e 1% de Congo Red e SDS 0,05% incubadas a 30ºC durante 48-

72h, visto que linhagens que linhagens que apresentam defeito na constituição e 

organização da parede celular apresentam dificuldade de crescimento nesses meios 

de cultura (RONCERO & DURÁN, 1985). 

 

4.3.7. Estresse osmótico  

O efeito de agentes osmóticos sobre os mutantes OPI3 foram testados em 

meio YPD, acrescido de NaCl 1,5 M e Sorbitol 2 M. Em ambos os testes as placas 

foram incubadas a 30°C durante 48-72 h.  

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1. Avaliação da função gênica de OPI3 através de deleção gênica no 
modelo C. neoformans 

 
O gene OPI3 de C. neoformans foi previamente identificado em uma 

prospecção de uma biblioteca comercial de mutantes de C. neoformans, que não 
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respondiam à adição de meio condicionado de uma linhagem selvagem desse fungo 

(H99) (LIU et al., 2008). A fim de confirmamos esse fenótipo e termos uma linhagem 

pronta para a reconstituição desse gene, desenhamos oligonucleotídeos para a 

construção de um cassete de deleção OPI3::HPH para integração no lócus das 

leveduras haploides de C. neoformans variedade grubii H99 (sorotipo A), o qual 

confere resistência à Higromicina B. 

O cassete foi obtido in vitro por PCR Dupla-Junta e os tamanhos obtidos dos 

produtos da reação foram confirmados por meio de eletroforese em gel de agarose 

1% (dados não mostrados) e, assim, os fragmentos foram co-transformados em 

células leveduriformes haplóides de C. neoformans variedade grubii H99 (sorotipo A) 

por meio da técnica de biobalística. 

 

5.2. Avaliação fenotípica in vitro do mutante do gene de OPI3 de C. 

neoformans 

 

Foram selecionados três mutantes, que foram submetidos a alguns testes 

fenotípicos e de virulência com o objetivo de analisar o papel do gene OPI3 em 

C.neoformans. Esses mutantes foram analisados juntamente com o mutante de 

OPI3 da biblioteca comercial (2E6) (LIU, ET AL 2008) e a linhagem parental de tipo 

selvagem H99. 

 

5.2.1. Estresse térmico  
 
A temperatura parece ser o fator mais importante na regulação da morfologia 

e do crescimento de C. neoformans. Este microrganismo pode crescer em 

temperaturas entre 25°C e 37°C, mas cresce melhor a 30°C (LIN, 2009). Sabe-se 

que a capacidade de crescer a temperatura de 37°C é fundamental para a patogenia 

e a garantia da sobrevivência do patógeno durante a infecção no hospedeiro. Neste 

sentido, a cepa selvagem e o mutante foram avaliados quanto à sua capacidade de 

crescimento a 30 °C, 37 °C em meio líquido e sólido e a 39 °C (meio sólido). 

 

Figura 6: Teste de estresse térmico em meio YPD em diferentes 

temperaturas. Diluição seriada em concentrações de 2 x 107 a 2 x 103 das linhagens 
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selvagens e mutantes de OPI3 realizado a 30, 37 e 39ºC e documentado após 48 

horas. 

 

Fonte: Produzido pelo autor 

 

Figura 7: Teste de estresse térmico em meio YPD em diferentes 

temperaturas. Diluição seriada em concentrações de 2 x 107 a 2 x 103 das linhagens 

selvagens e mutantes de OPI3 realizado a 30, 37 e 39ºC e documentado após 72 

horas. 

 

Fonte: Produzido pelo autor 

 

Em mutantes do gene OPI3 de Saccharomyces cerevisiae observou-se a 

ausência do fosfolipídio N -metiltransferase que catalisa as duas metilações 

terminais na via biossintética de fosfatidilcolina, resultando em um acúmulo de 

fosfatidil-monometiletanolamina, causando um fenótipo de crescimento sensível à 

temperatura (BOLOGNESE& MCGRAW, 2000). 

No mutante do gene OPI3 de C. neoformans observou-se um retardo no 

crescimento em relação a cepa selvagem, mas esse retardo acontece tanto a 30 

graus, quanto a 37, embora a 37 o retardo no crescimento do mutante parece ser 
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mais pronunciado, sugerindo que este mutante tenha sensibilidade de crescimento 

nas temperaturas testadas. Notou-se que ocorreu uma mudança no aspecto e no 

padrão das colônias nas temperaturas de 37 e 39 °C, as colônias tanto dos mutantes 

quando de H99 se apresentaram com mais brilho e translúcidas.  

 

5.2.2. Síntese de melanina 

 

O C. neoformans sintetiza melanina a partir de L-DOPA e outras 

catecolaminas e tem uma total dependência de substratos exógenos (MISSALL et 

al., 2005; EISENMAN & CASADEVALL, 2012), dessa forma as cepas mutantes e 

selvagens foram avaliadas quanto à capacidade de sintetizar melanina em meio L-

DOPA ágar. 

A produção de melanina, principalmente por fungos neurotrópicos, incluindo 

C. neoformans, tem sido associada à virulência (LIN & HEITMAN, 2006). E uma 

possível explicação para o mecanismo de virulência através da produção de 

melanina seria a eficácia que este pigmento tem de eliminar radicais livres, além de 

proteger o C. neoformans contra a fagocitose (DIAMOND, ROOT. & BENNETT, 

1972). 

Figura 8: Teste de produção de melanina.  A uma concentração de 105 células/mL 

do selvagem (H99) e dos mutantes OPI3 foram plaqueadas em meio L-DOPA, incubados a 

30 ºC e documentados após 48h de incubação. 

  

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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 Notou-se que a melanização do mutante do gene OPI 3-1 de C . neoformans 

foi mais lenta não melanizando tanto quanto o H99, mas com uma melanização 

melhor do que OPI3-2E6, no período observado. Como a melanização sabidamente 

depende da densidade celular, e consequentemente do crescimento do fungo 

precisamos realizar outros testes em que possamos excluir os efeitos do 

crescimento nesse teste, bem como o efeito da adição de CM.  

 

5.2.3. Produção de fosfolipase 

 

A produção de fosfolipase pela cepa selvagem e pelo mutante do gene OPI3 

de C. neoformans foi analisada através da incubação em meio de emulsão de gema 

de ovo. Esse teste se trata de um ensaio qualitativo, ou seja, não permite fazer a 

diferenciação da fosfolipase que se encontra ativada ou, no caso de halo com 

defeito, não é possível saber qual teve alteração na sua produção. 

Estudos apontam para uma atividade enzimática correlacionada com a 

virulência e a patogenicidade da criptococose. Dessa forma, a atividade da 

fosfolipase extracelular produzida por C. neoformans pode ser capaz de romper as 

membranas celulares de mamíferos e permitir que as células de levedura penetrem 

os tecidos do hospedeiro (CHEN et al., 1997). 

De acordo com a figura 9 foi observado que a fosfolipase, a colônia de OPI3-1 

não apresentou um halo distinguível, quando comparada a H99 e OPI3-2E6 após 

48h de inoculação. O halo continuou ausente em tempos posteriores, sugerindo que 

a mutação possa apresentar um papel na produção dessa enzima pelo fungo.  

 

Figura 9: Ensaio de fosfolipase em meio emulsão de gema de ovo. As cepas H99 e 

mutante OPI3 foram inoculadas em meio emulsão de gema de ovo A 30° C e documentadas 

após 48 horas de incubação. A presença de halo opaco ao redor da colônia indica a 

atividade de fosfolipase. 
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Fonte: Elaborado pelo autor 

 

5.2.4. Integridade da parede celular  
 

Com o objetivo de analisar se o gene OPI3 teria participação nas vias 

relacionadas à manutenção da integridade da parede celular, foram realizados 

testes em meios indicadores de defeitos na estrutura da parede celular e membrana 

celular na temperatura de 30 ºC. 

 

Figura 10: Teste de estresse de parede na temperatura de 30° C utilizando meios de 

estresse observados nos intervalos de 24, 48, 72 horas (A) Estresse de parede em meio 

Congo Red 0,5 e 1% a 30 ºC após 24 horas. (B) Estresse de parede em meio Congo Red 

0,5 e 1% a 30 ºC após 48 horas (C) Estresse de parede em meio Congo Red 0,5 e 1% a 30 

ºC após 72 horas. (D) Estresse de e parede em meio acrescido de SDS a 0,05% a parede 

30 ºC após 24 horas.  (E) Estresse de e parede em meio acrescido de SDS a 0,05% a 

parede 30 ºC após 48 horas. 
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Fonte: Produzido pelo autor 

 

 O congo red liga-se a β-1,4-glucana que está presente na parede celular, 

alterando a sua integridade. Já o SDS rompe a membrana plasmática e lisa células 

com defeitos na membrana (LIU et al., 2011). Foi possível observar que o mutante 

OPI3 teve um crescimento mais lento se comparado com a linhagem selvagem, isso 

pode ser observado através das imagens, onde o crescimento do H99 é visto até a 

terceira diluição, enquanto o mutante, somente na primeira e tem um crescimento, 
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praticamente nulo na segunda diluição. Isso indica que o mutante provavelmente é 

mais sensível a estressores de parede,  podendo também está envolvido nas vias de 

manutenção de parede celular. Este mesmo fato foi observado na presença de SDS, 

visto que o mutante teve um crescimento menor. Como já dito, em meio YPD o 

mutante também teve um crescimento mais lento, dessa forma é necessário que 

seja realizado outros testesfenotípicos com outros agentes estressores como 

cafeína (0,5 mg/mL e 1 mg/mL) e Calcofluor White (0,5 mg/mL e 1,5 mg/mL) para 

que melhor caracterize a sensibilidade deste mutante. 

 

5.2.5. Estresse osmótico 

 

Avaliou-se também, o efeito do estresse osmótico sobre as linhagens 

selvagem e mutante através da observação do crescimento das colônias em meios 

de cultura com adição de alguns estressores na temperatura de 30° C. Observou-se 

que a incubação das linhagens na temperatura de 30 °C na presença de sorbitol 2M 

e NaCl 1,5M não provocou qualquer alteração ou retardo do crescimento de células 

mutantes em relação às linhagens selvagens, indicando que o gene OPI3talvez não 

possua relação com alterações envolvendo a estabilidade da fluidez e 

permeabilidade da membrana celular. Diferentemente do esperado, uma vez que 

esse mutante apresenta problemas na produção de fosfolipídios de membrana. 

Serão feitos outros testes usando outros estressores, para melhor caracterizar o 

papel desse gene, nesse fenótipo. 

 

Figura 11: Teste de estresse osmótico das linhagens selvagem e mutante do gene OPI3. 

(A) Diluição seriada das linhagens selvagem e mutante do gene OPI3 realizado a 30 ºC e 

documentado após 24 horas. (B) Diluição seriada das linhagens selvagem e mutante do 

gene OPI3 realizado a 30 ºC e documentado após 48 horas. (C) Diluição seriada das 

linhagens selvagem e mutante do gene OPI3 realizado a 30 ºC e documentado após 72 

horas. 

Figura 11: Teste de estresse osmótico das linhagens selvagem e mutante do gene 

OPI3. (A) Diluição seriada das linhagens selvagem e mutante do gene OPI3 realizado a 30 

ºC e documentado após 24 horas. (B) Diluição seriada das linhagens selvagem e mutante 

do gene OPI3 realizado a 30 ºC e documentado após 48 horas. (C) Diluição seriada das 
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linhagens selvagem e mutante do gene OPI3 realizado a 30 ºC e documentado após 72 

horas. 

 

 

Fonte: Produzido pelo autor 

 

5.2.6. Crescimento em meio condicionado 

 

Como demonstrado pelo nosso grupo (ALBUQUERQUE et al, 2014), a adição 

de sobrenadante de culturas de C. neoformans (meio condicionado –CM) em fase 

estacionaria a novas culturas desse fungo induz um aumento significante no 
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crescimento planctônico e em biofilmes, melanização e produção de GXM. Com 

base nos efeitos do crescimento, foi feita uma prospecção de uma biblioteca 

comercial de mutantes de C. neoformans pela qual identificamos um mutante (OPI-3 

(2E6)) que demonstrou defeitos no aumento de crescimento induzido pela adição de 

CM. Para caracterização fenotípica dos mutantes de OPI-3 produzidos nesse 

trabalho, incluímos alguns testes de crescimento na presença de CM para confirmar 

esse fenótipo. 

 

Figura 12: Teste de crescimento em meio condicionado das linhagens selvagem e 

mutante do gene OPI3. (A) Diluição seriada das linhagens selvagem e mutante do gene 

OPI3 realizado a 30 ºC e documentado após 24 horas. (B) Diluição seriada das linhagens 

selvagem e mutante do gene OPI3 realizado a 30 ºC e documentado após 48 horas. 

 

 

Fonte: Produzido pelo autor 

 

 Nota-se que o mutante OPI3 teve um crescimento mais lento na presença de 

CM se comparado com a linhagem selvagem, corroborando para o fato de que este 

mutante possui defeitos no aumento de crescimento induzido pela adição de CM, 

confirmando o fenótipo já observado em estudo anterior. 
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5.2.7. Teste de curva de crescimento 

Analisou-se a capacidade de crescimento das cepas selvagem e mutante nas 

temperaturas de 30 e 37 ºC e em diferentes meios de cultura líquido: meio 

Sabouraud, meio YPD e meio mínimo, com ou sem suplementação com meio 

condicionado de H99 em diferentes concentrações (5%, 50%, 100%). 

 

 

Gráfico 1: As curvas de crescimento de C. neoformans a temperatura de 30 °C. Foram 

medidas através da densidade ótica a 600 nm a cada 30 minutos durante 96 horas, para a 

análise em diferentes meios de cultura. A) Crescimento de C. neoformans H99, mutante 

OPI3-1 e OPI3-2E6 a temperatura de 30 °C em meio SAB. B) Crescimento de C. 

neoformans H99, mutante OPI3-1 e OPI3-2E6 a temperatura de 30 °C em meio YPD. 
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Fonte: Produzido pelo autor. 

 

 Observa-se que a temperatura de 30 °C em meio SAB o crescimento de 

OPI3-2E6 foi mais lento, enquanto o crescimento de OPI3-1 foi semelhante ao da 

linhagem selvagem. Já quando as diferentes linhagens foram crescidas no meio 

YPD as três linhagens apresentaram crescimento semelhante, e maior do que em 

SAB. Sugerindo que nutricionalmente esse meio é mais favorável ao crescimento 

desse fungo. 

 

B 
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Gráfico 2: As curvas de crescimento de C. neoformans a temperatura de 30 °C. Foram 

medidas através da densidade ótica a 600 nm a cada 30 minutos durante 96 horas, para a 

análise em diferentes meios de cultura. A) Crescimento de C. neoformans H99 a 

temperatura de 30 °C em meio MM, CM 100%, CM 50% e CM 5%. B) Crescimento de C. 

neoformans mutante OPI3-1 a temperatura de 30 °C em meio MM, CM 100%, CM 50% e 

CM 5%. C) Crescimento de C. neoformans mutante OPI3-2E6 a temperatura de 30 °C em 

meio MM, CM 100%, CM 50% e CM 5%. 

 

 

B 
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Fonte: Produzido pelo autor. 

 

 A cepa selvagem obteve um maior crescimento em CM 100% e um menor 

crescimento em MM como esperado, embora o aumento do crescimento não tenha 

sido tão significativo como em testes anteriores. Já o mutante OPI3-1 teve curvas de 

crescimento bem parecidas nas diferentes concentrações de CM nas primeiras 

horas de crescimento, exceto no meio MM, onde observou um crescimento um 

pouco mais lento, e excluindo os efeitos dose dependentes normalmente 

observados em resposta ao CM em células do tipo selvagem. O mutante OPI3-2E6 

demonstrou um maior crescimento na fase estacionária em CM 100% se comparado 

ao CM 5% e MM em relação ao CM 50%, diferentemente do que observado 

anteriormente (ALBUQUERQUE, et al, 2014). O que pode ser explicado por algum 

mecanismo de microevolução do fungo.  

 

Gráfico 3: As curvas de crescimento de C. neoformans a temperatura de 37 °C. 

Foram medidas através da densidade ótica a 600 nm a cada 30 minutos durante 96 

horas, para a análise em diferentes meios de cultura. A) Crescimento de C. 

neoformans H99, mutante OPI3-1 e OPI3-2E6 a temperatura de 37 °C em meio 

SAB. B) Crescimento de C. neoformans H99, mutante OPI3-1 e OPI3-2E6 a 

temperatura de 37 °C em meio YPD. 

 

C 
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Fonte: Produzido pelo autor. 

 

Em meio SAB a uma temperatura de 37 °C o mutante OPI3-1 demonstrou 

crescer ligeiramente mais devagar que a linhagem selvagem. No meio YPD 

observou-se que as curvas de crescimento do mutante OPI3-1 E OPI3-2E6 foram 

muito parecidas. Novamente o C. neoformans H99 teve um maior crescimento. 

Observou-se também, que nessa temperatura, todas as linhagens cresceram menos 

do que a 30 ºC.  

 

 

B 
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Gráfico 4: As curvas de crescimento de C. neoformans a temperatura de 37 °C. 

Foram medidas através da densidade ótica a 600 nm a cada 30 minutos durante 96 

horas, para a análise em diferentes meios de cultura. A) Crescimento de C. 

neoformans H99 a temperatura de 37 °C em meio MM, CM 100%, CM 50% e CM 

5%. B) Crescimento de C. neoformans mutante OPI3-1 a temperatura de 37 °C em 

meio MM, CM 100%, CM 50% e CM 5%. C) Crescimento de C. neoformans mutante 

OPI3-2E6 a temperatura de 37 °C em meio MM, CM 100%, CM 50% e CM 5%. 
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Fonte: Produzido pelo autor. 

 

 A uma temperatura de 37 °C observou que a linhagem selvagem teve uma curva 

de crescimento muito parecida com a observada a 30° C. Já o OPI3-1 nos diferentes 

meios não demonstrou ter as fases de adaptação, exponencial e estacionária bem 

definidas. Também foi possível analisar o crescimento do mutante OPI3-2E6 a 37 °C 

com uma curva de crescimento bem definida, obtendo um maior crescimento 

quando em CM 50%, seguido de CM 100% e 5%. 

 

Gráfico 5: As curvas de crescimento de C. neoformans a temperatura de 37 

°C. Foram medidas através da densidade ótica a 600 nm a cada 30 minutos durante 

96 horas, para a análise em diferentes meios de cultura. A) Crescimento de C. 

neoformans H99 a temperatura de 37 °C em meio MM, CM 100%, CM 50% e CM 

50%. B) Crescimento de C. neoformans mutante OPI3-1 a temperatura de 37 °C em 

meio MM, CM 100%, CM 50% e CM 50%. C) Crescimento de C. neoformans 

mutante OPI3-2E6 a temperatura de 37 °C em meio MM, CM 100%, CM 50% e CM 

50%. 

 

C 
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Fonte: Produzido pelo autor.  

 

6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

As infecções fúngicas oportunistas invasivas vem ganhando destaque em 

cuidados relacionados à saúde, devido ao crescimento da população de pacientes 

imunodeprimidos, principalmente pacientes com AIDS. A criptococose é uma doença 

oportunista invasiva causada pela levedura encapsulada C. neoformans e possui 

distribuição mundial, sendo também uma das micoses mais prevalentes entre 

pacientes imunodeprimidos. A meningoencefalite criptocócica é a infecção fúngica 

mais comum do SNC e pode ser fatal se não tratada. 

Diante disso, os fatores de virulência expressos no C. neoformans são 

essenciais para o aumento de sua patogenicidade.  Estes fatores de virulência se 

encontram bem definidos, dentre eles a cápsula de polissacarídeo é uma 

característica distintiva entre os fungos patogênicos, podendo citar também a 

produção de melanina pela enzima lacase, a produção de urease, de fosfolipases e 

a habilidade de crescimento a 37ºC, além do parasitismo de macrófagos. 

 Por meio deste estudo foi possível observar três possíveis mutantes do gene 

OPI3 que apresentam alguns defeitos na produção de alguns fenótipos de virulência 

de Cryptococcus neoformans. Através dos resultados de testes fenotípicos 

constatou-se que o mutante OPI3 não possui termossensibilidade, no entanto nas 

temperaturas de 37 e 39°C tanto a linhagem H99 quanto o mutante se apresentaram 

com um aspecto incomum. Foi possível notar que o mutante OPI3 teve um 

crescimento mais lento em todos os meios de cultura utilizados YPD, o que pode ser 

um interferente na interpretação de alguns dos resultados. 

 No teste de produção de melanina foi possível verificar uma diferença entre 

as cepas selvagem e mutante, notando que a selvagem produz uma maior 

quantidade de melanina do que a mutante. Entre os mutantes OPI3 identificou que o 

OPI3-2E6 possui a menor melanização quase que imperceptível no teste. 

O mutante OPI3-1 permaneceu com a ausência do halo de fosfolipase 

surgindo apenas um halo bem menor se comparado com a cepa H99 e o mutante 

OPI3-2E6, após as 48h de incubação em meio gema de ovo a 30° C.  O teste de 

integridade de parede celular indicou que o mutante provavelmente é mais sensível 

a estressores de parede, podendo também está envolvido na manutenção dessa via. 
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Na incubação das linhagens em temperatura de 30°C na presença de meios 

de cultura contendo sorbitol 2M e NaCl 1,5M não provocou qualquer alteração visível 

ou retardo do crescimento de células mutantes em relação às linhagens selvagens, 

indicando que o gene OPI3 possivelmente não possui relação com alterações 

envolvendo a estabilidade da fluidez e permeabilidade da membrana celular. 

De forma geral, o CM usado neste trabalho não apresentou uma atividade 

muito alta, devido a problemas que ocorreram relacionados com o armazenamento 

em temperatura inadequada. Com isso, é de extrema importância que se repita as 

curvas de crescimento com um novo CM a fim de termos resultados mais 

conclusivos. 
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7. PERSPECTIVAS 

 

 A identificação de novas moléculas e a elucidação de genes e proteínas 

envolvidas na regulação do fenômeno de QS em C. neoformans é um assunto que 

já vem sendo alvo de pesquisas pelo nosso grupo. O estudo de QS tem a 

importância de encontrar moléculas que estão envolvidas na resistência e em 

fatores de virulência deC. neoformans, dessa forma este conhecimento ajudará na 

detecção de mecanismos responsáveis pela patogenicidade deste fungo. Além 

disso, o QS regula a produção de peptídeos antimicrobianos, sendo então objeto de 

colaboração para eventuais pesquisas de novos fármacos para o tratamento da 

criptococose.  

Este trabalho é o inicio da caracterização da função do gene OPI3 em C. 

neoformans e serão necessários outros estudos para melhor identificar a relação 

deste gene com a regulação de vias envolvendo fenótipos presentes nos principais 

fatores de virulência, para assim ter um entendimento satisfatório do possível papel 

desse gene na regulação da expressão gênica do fenômeno de QS desse fungo. 

Os experimentos sugeridos para serem realizados como continuidade desta 

pesquisa são: confirmação da deleção de OPI3 por técnica de PCR; confirmação 

dos mutantes OPI3 por Southern Blot; Novos testes fenotípicos a citar, a produção 

de urease, de cápsula, teste de resistência a luz UV, crescimento em meios com 

diferentes concentrações de nitrogênio, testes de fusão, testes de acasalamento, 

análises microscópicas, testes de virulência com células em cultura e / ou modelos 

animais. Além da avaliação in vitro da sobrevivência do mutante OPI3 após ensaio 

de fagocitose por macrófagos. Acreditamos que a caracterização desse gene poderá 

fornecer indícios importantes do papel de fosfolipídios na virulência desse fungo. 
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