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Resumo 

A criptococose é uma doença causada por fungos do gênero Cryptococcus 

responsável por cerca de 181.000 mortes todos os anos. Leveduras de Cryptococcus 

neoformans geralmente causam doenças em pacientes imunocomprometidos, 

enquanto a espécie irmã Cryptococcus gattii é mais frequentemente associada à 

doença em hospedeiros aparentemente imunocompetentes. Neste trabalho, testamos 

a hipótese de que isolados de C. neoformans e C. gattii apresentam diferenças 

fenotípicas na sua interação com macrófagos murinos. Para isso células de isolados 

de C. neoformans (16 isolados da Fiocruz/RJ e 10 isolados do LACEN/DF) ou C. gatti 

(12 isolados da Fiocruz/RJ)  foram co-incubadas com macrófagos derivados da 

medula óssea (BMM - tipo M1) de camundongos BALB/c ou células imortalizadas da 

linhagem J774 por 2h ou 24h. Após a interação avaliamos a fagocitose, sobrevivência 

fúngica e produção de citocinas por macrófagos. Em média, os isolados de C. gattii da 

FIOCRUZ-RJ foram mais fagocitados e apresentam maior habilidade de sobreviver à 

interação ao mesmo tempo em que induziram uma maior produção de TNF-alfa nos 

macrófagos em relação aos isolados de C. neoformans. Em contrapartida, os isolados 

de C. neoformans foram capazes de induzir maior produção de MCP-1 por macrófagos 

em relação aos isolados de C. gattii. Observamos também uma correlação positiva 

entre a sobrevivência fúngica e a taxa de fagocitose dos isolados de C. neoformans da 

FIOCRUZ/RJ, indicando que quanto maior for a internalização do fungo, maior a sua 

taxa de sobrevivência. Nós também observamos uma correlação negativa entre a 

produção da citocina IL-6, e a quimiocina MCP-1 por macrófagos e a sobrevivência 

fúngica após a interação para os isolados clínicos de C. neoformans da FIOCRUZ/RJ. 

Em conclusão, isolados de C. gattii foram fagocitados com mais eficiência, o que já 

havia sido previamente associado a uma melhor sobrevida dos fungos no sistema 

nervoso central. Os isolados de C. gattii também conseguiram resistir melhor à 

atividade antifúngica do macrófago e induziram uma diminuição da secreção de MCP-

1 por macrófagos. O melhor entendimento das diferenças na interação de isolados das 

duas espécies com macrófagos poderá ajudar a entender melhor possíveis razões 

para as diferenças clínicas entre a criptococose causada por C. neoformans e a 

criptococose causada por C. gattii.  

Palavras chaves: Criptococose, macrófagos murinos, Cryptococcus spp, Cryptococcus 

neoformans, Cryptococcus gattii. 

 



 
 
 

 

 
 

Abstract 

 

Cryptococcosis is a disease caused by fungi of the genus Cryptococcus that kills about 

181,000 individuals every year. Cryptococcus neoformans yeast cells generally causes 

disease in immunocompromised patients, while the sister-species Cryptococcus gattii 

is more often associated with the disease in apparently immunocompetent hosts. In 

this work, we tested the hypothesis that there are phenotypical differences in the 

interaction of isolates of C. neoformans and C. gattii with murine macrophages. For 

that, isolates of C. neoformans (16 isolates from Fiocruz/RJ and 10 isolates from 

LACEN/DF) and C. gattii (12 isolates from Fiocruz/RJ) were co-incubated with Bone 

marrow derived macrophages (BMM - type M1) or with  the immortalized murine 

macrophage lineage J774 for 2h or 24h. After the interaction, we evaluated fungal 

phagocytosis and survival and the production of cytokines by the macrophages. The 

isolates of C. gattii from FIOCRUZ-RJ were more phagocytized and survived better 

after the interaction, while they induced a greater production of TNF-alpha in 

macrophages compared to isolates of C. neoformans. In contrast, the isolates of C. 

neoformans were able to induce greater production of MCP-1 by macrophages 

compared to isolates of C. gattii. We also observed a positive correlation between 

fungal survival and the phagocytosis rate of C. neoformans isolates from FIOCRUZ/RJ, 

indicating that the greater the internalization of the fungus, the greater its survival rate. 

We also observed a negative correlation between macrophage production of IL-6 and 

MCP-1 and fungal survival for the clinical isolates of C. neoformans from FIOCRUZ/RJ. 

In conclusion, isolates of C. gattii were more efficiently phagocyted, which was 

previously associated with better fungal survival in the central nervous system. C. gattii 

isolates were also presented increased ability to survive macrophage's antifungal 

activity and also induced decreased MCP-1 secretion by macrophages. A better 

comprehension of the interaction of both species with macrophages might help us to 

better understand the clinical differences between cryptococcosis caused by C. 

neoformans or C. gattii.  

 

keywords: cryptococcosis, murine macrophages, Cryptococcus spp, Cryptococcus 

neoformans, Cryptococcus gattii. 
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1. Introdução 

 

1.1. Criptococose 

A criptococose é uma doença causada por fungos do gênero 

Cryptococcus que mata cerca de 181.000 seres humanos todos os anos. A 

doença é devastadora na África Subsaariana, e também afeta 

significativamente outras regiões do globo, como Ásia, Oceania, Europa e 

Américas. É estimado que 15% das mortes dos portadores de AIDS são 

acarretadas por meningite criptocócica (RAJASINGHAM et al., 2017). A figura 1 

demonstra a estimativa da incidência anual da infecção por país. Podemos 

observar que Brasil é um dos países com a maior incidência da criptococose na 

América Latina apresentando entre 1.001 a 2.500 casos anuais.  

 

Figura 1. Incidência anual de infecções criptocócicas. Estimativa da 

incidência anual de infecções criptocócica por país em 2014. Estima-se que 

existam cerca de 278.000 pessoas positivas para antigenemia criptocócica no 

mundo. Fonte: Adaptado de Rajasingham et al., 2017. 

about:blank
about:blank
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A criptococose é considerada uma das principais doenças fúngicas 

invasivas em humanos (LIN; HEITMAN, 2006). No ano de 1894 a criptococose 

foi identificada, quando o patologista Otto Busse e o médico Abraham Buschke, 

observaram juntos leveduras de Cryptococcus spp como a causa de um 

granuloma crônico do osso tibial em uma paciente de 31 anos. Entretanto, a 

criptococose humana só se tornou reconhecida como uma grande ameaça à 

saúde com o aparecimento da pandemia de AIDS na década de 1980, durante 

a qual essas infecções fúngicas se tornaram um padrão definidor da AIDS em 

pacientes com função de células T CD4 positivas bastante reduzida (MAY et 

al.,2016). 

Nas últimas décadas houve um aumento significativo de infecções 

fúngicas invasivas. O aumento de indivíduos portadores do vírus HIV/AIDS, 

pacientes imunocomprometidos tais como transplantados e que fazem uso de 

quimioterápicos permeiam a causa da elevada incidência destas micoses. 

(RICHARDSON, LASS-FLÖRL, 2008; SPITZER et al., 2017). Os gêneros 

Cryptococcus, Candida, Aspergillus e Pneumocystis ocasionam por volta de 

90% das mortes por doenças fúngicas (BROWN et al., 2012).  

 A porta de entrada da infecção é via inalatória (Figura 2), e a doença 

pode acometer o homem e outros animais tendo um caráter principalmente 

oportunista, porém pode acometer pacientes imunocomprometidos, mas 

também pacientes com o sistema imunitário aparentemente saudável 

(QUEIROZ et al.,2008).  
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Figura 2. Ciclo de infecção por Cryptococcus. Na natureza, pode ser 

achado em excretas de pombos ou em árvores. A infecção ocorre pela inalação 

de partículas infecciosas, como leveduras ou esporos. Não sendo erradicada a 

infecção, o fungo então se instala nos alvéolos pulmonares, normalmente em 

granulomas de onde pode se proliferar quando acontece a imunosupressão. O 

fungo pode se alastrar e chegar ao sistema nervoso central, causando a 

meningite criptocócica. Fonte: adaptado de HULL & HEITMAN, 2002. 

 

A distribuição molecular das espécies causadoras da criptococose 

apresenta padrões distintos dependendo da região. O tipo molecular mais 

comum no país é o VNI, seguido do VGII e VNII. O tipo VNI da espécie C. 

neoformans está presente em isolados clínicos e ambientais da região Sul-

Sudeste. Já que o VGII de C. gattii, é mais comumente encontrado na 

macrorregião Norte-Nordeste (TRILLES et al, 2008; MARTINS et al, 2011).  

Cryptococcus gattii é frequentemente isolado de plantas, estando associado 

a espécies nativas e exóticas de regiões tropicais e subtropicais (ARAÚJO 

JÚNIOR et al., 2015). 
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O diagnóstico da criptococose pode ser realizado por meio de 

visualização direta por microscopia, cultura, métodos de procura de antígenos 

e por métodos moleculares. O método de visualização direta utiliza tinta 

nanquim em amostras do líquor, que evidencia um halo ao redor do fungo. A 

cultura do fungo em meio de cultura sólido em geral é mais efetiva em casos de 

alta carga fúngica, tendo baixa sensibilidade em amostras com cargas fúngicas 

baixas (MAZIARZ e PERFECT, 2016). 

O método mais utilizado, hoje em dia, é o teste CrAg LFA (Ensaio de 

Fluxo Lateral para antígeno criptocócico, do inglês “Cryptococcal Antigen 

Lateral Flow Assay”), que é um teste rápido imunocromatográfico, que analisa 

antígenos e polissacarídeos do fungo de forma qualitativa e semi-qualitativa 

(KOZEL e BAUMAN, 2012; SKIPPER et al., 2019). 

Existem outros testes diagnósticos para a doença como os testes de 

aglutinação em látex, e ensaios enzimáticos, entretanto, esses apresentam 

sensibilidade muito menor que a do CrAg (KOZEL e BAUMAN, 2012; SKIPPER 

et al., 2019). 

A Criptococose é normalmente fatal se não houver tratamento efetivo 

(COELHO et al., 2014). A Sociedade Americana de Doenças Infecciosas 

(IDSA) aconselha como tratamento efetivo anfotericina B (AMB) em 

combinação com 5-fluorocitosina (5-FC) nas primeiras duas semanas de 

tratamento, posteriormente a continuidade do tratamento é com fluconazol 

(FLZ) (PERFECT et al., 2010). 

Em humanos a infecção por Cryptococcus spp ocorre por inalação de 

leveduras ou esporos que atingem os pulmões, especificamente os alvéolos, 

nos quais pode ocorrer infecção pulmonar, podendo evoluir para 

meningoencefalite dependendo do estado imunológico do hospedeiro (LIN; 

HEITMAN, 2006; KHAWCHAROENPORN et al., 2007; HARRIS et al., 2013; 

COELHO et al., 2014). 

A colonização fúngica e a progressão da doença são determinadas por três 

fatores principais: 1) resposta imune do paciente; 2) virulência da cepa desta 

levedura e 3) quantidade de partículas infectantes inalada pelo hospedeiro 

(PERFECT et al., 2010).   

A patogênese da forma grave da criptococose apresenta sinais e sintomas 

about:blank
about:blank
about:blank
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relativos ao envolvimento das meninges e aumento da pressão intracraniana 

gerada pela infecção. Tais como: febre, dor de cabeça, desorientação, 

vertigem, rigidez na nuca, tontura, hiporreflexia, sonolência, vômitos, afasia e 

paralisia dos nervos cranianos. (LACAZ, 2002). 

Ambas as espécies de Cryptococcus demonstram diferenças nas 

manifestações clínicas, enquanto a infecção por C. neoformans pode 

apresentar lesões relacionadas à pneumonia multifocal, meningite e 

meningoencegalite, nas infecções por C. gattii podemos observar 

manifestações clínicas ligadas a formas pulmonares graves com presença de 

lesões focais e criptococomas que são massas fúngicas no pulmão e no 

cérebro. Esses criptococomas podem dificultar o acesso dos fármacos ao sítio 

da infecção, consequentemente podendo prolongar o tratamento. Nestes casos 

a intervenção cirúrgica para retirada desses criptococomas pode ser indicada. 

(CHEN et al., 2000; JAIN et al., 2005; DIXIT et al., 2009; SEVERO et al., 2009; 

GALANIS et al., 2010). 

Ao chegar aos alvéolos pulmonares o fungo interage com células do 

sistema imune. Essa interação resulta no recrutamento de células para o sítio 

de infecção, que liberam citocinas inflamatórias importantes para a resposta 

adequada pelo hospedeiro. Pode ocorrer o desenvolvimento de três vias 

especificas que vão determinar a eficiência na proteção do indivíduo ou o início 

da manifestação da doença. (PERFECT; CASADEVALL, 2002; PERFECT, 

2010; SABIIT; MAY, 2012) Tais como:  

1) Em indivíduos com resposta imune não competente ocorre proliferação e 

disseminação do fungo causando a doença pulmonar que apresenta nódulos 

pulmonares e/ou inflamação e doença disseminada com maior frequência no 

cérebro;   

2) Não desenvolvimento da doença com eliminação completa do fungo 

diante de uma resposta imune eficaz;  

3) Infecção sem sintomas quando o fungo apesar de não eliminado entra 

em estado de latência no organismo, normalmente isolado em granulomas.  

Nessa última situação, o fungo permanece dormente e o hospedeiro sem 

sintomatologia até que o hospedeiro apresente uma baixa na resposta imune 

ou total supressão de uma resposta eficiente, levando a reativação, replicação 
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e posterior disseminação do fungo para outros órgãos. (PERFECT; 

CASADEVALL, 2002; PERFECT, 2010; SABIIT; MAY, 2012).  

Existem três possíveis mecanismos que explicam a disseminação do fungo 

do pulmão até o sistema nervoso central (SNC), causando assim a forma mais 

grave da doença, conhecida como meningoencefalite ou meningite 

criptocócica. (MA & MAY, 2009). O primeiro mecanismo que explica a 

disseminação do fungo para o SNC, é o popular modelo de cavalo de Tróia, no 

qual o fungo é fagocitado por uma célula imune e não sendo morto por ela, 

trafega dentro desse fagócito até a barreira hematoencefálica (BHE) chegando 

as meninges e causando a doença neste local. (KRONSTAD et al., 2011). 

O segundo mecanismo consiste na internalização do Cryptococcus no qual 

as células fagocíticas com fungos internalizados migram até o SNC e lá são 

capazes de transferir o fungo para células endoteliais dos capilares sanguíneos 

do cérebro através de um processo chamado de transferência lateral, 

posteriormente as células fúngicas migram e atravessam o citoplasma celular 

sem causar dano ao endotélio vascular, atingindo o tecido cerebral facilitando 

assim a colonização por esse fungo. (MA & MAY, 2009; KRONSTAD et al., 

2011). 

No terceiro mecanismo, as células fúngica são capazes de atravessar 

sozinhas entre as células endoteliais do cérebro, causando a doença neste 

local. Este mecanismo é conhecido como modelo paracelular. (MA & MAY, 

2009; SABIITI e MAY, 2012). 

Grande parte da virulência e letalidade deste gênero está ligada a 

habilidade do fungo de evadir dos tecidos pulmonares e se disseminar pela 

corrente sanguínea, no qual relatos que leveduras mutantes que apresentam 

falhas nesse escape são capazes de promover doenças assintomáticas ou 

brandas (DENHAM; BROWN, 2018). 

A imunidade do hospedeiro mediada por células é importante para uma 

resposta eficiente contra as leveduras deste fungo.  Essa resposta é 

determinante para a não progressão da criptococose. Estudos com pacientes 

HIV/AIDS mostram que a depleção de linfócitos T CD4, uma das principais 

células do sistema imune do hospedeiro, aumenta o risco da infecção por este 

fungo (PONGSAI; ATAMASIRIKUL; SUNGKANUPARPH, 2010). 
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1.2. Epidemiologia da criptococose  

 

Associada ao HIV, a criptococose é a principal causa de morte por 

infecções fúngicas em pacientes com AIDS. A criptococose é a segunda 

infecção fúngica com maior mortalidade no Brasil e apresenta dados clínicos 

consistentes com os ao redor do mundo. Em todas as regiões geográficas 

foram relatados casos de criptococose. Reforçando a presença global deste 

fungo (PRADO et al., 2009).  

A forma mais grave da criptococose é a meningite criptococócica. 

Estimativas de 2009, sugeriam que a doença afetava cerca de um milhão de 

pessoas portadora do HIV/AIDS, apresentando letalidade em torno de 65% e 

incidência de 75% de casos novos na África Subsaariana (PARK et al., 2009). 

 Entretanto, a acessibilidade e precisão de técnicas diagnósticas que 

detectam infecções fúngicas, assim como protocolos otimizados para o controle 

da AIDS, entre eles o uso da terapia antirretroviral combinada levarão a uma 

diminuição significativa nos casos de mortalidade por doenças fúngicas 

(ALVES SOARES, 2019). 

Dados mais recentes demonstraram que ocorreu uma queda no número 

de casos de meningite criptococócica. As estimativas mais atuais indicam que 

ocorrem cerca de 223 mil casos da doença associada a AIDS por ano, com 181 

mil mortes, com elevação da taxa de letalidade da doença para 81%. No 

entanto, a taxa de incidência da doença na região da África subsaariana 

permanece em torno de 73% semelhante aos dados anteriores 

(RAJASINGHAM et al., 2017). 

Por ano, são diagnosticados aproximadamente 200 mil casos de 

meningite causados por Cryptococcus spp, e os tratamentos convencionais 

utilizados enfrentam grandes desafios devido à elevada toxicidade e limitações 

farmacocinéticas (AFELTRA, VERWEIJ, 2003; DAY et al., 2013; JARVIS et al., 

2014; AGUSTINHO et al., 2018). 
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1.3. Epidemiologia da Criptococose no Brasil 

 

 

As regiões Sudeste e Sul do Brasil apresentam prevalência da criptococose 

associada a AIDS, causada pela espécie C. neoformans, com predominância 

do sexo masculino, com idade entre 30 a 39 anos, com letalidade de 35 a 45%. 

Já as infecções por C. gattii são casuais. A criptococose causada pela espécie 

C. gattii é endêmica nas regiões Norte (Amazônia) e Nordeste do Brasil 

incluído o semiárido atingindo crianças e indivíduos jovens, HIV-negativos e em 

menores casos ocorrendo nas demais regiões. (BRASIL, 2012). 

No Brasil a letalidade gira em torno de 45% a 65% em casos de meningite, 

seja associada com AIDS, seja em indivíduos aparentemente normais. No DF a 

letalidade geral é de 51,8%, com maior percentual de casos relacionados a 

espécie C. neoformans (JÚNIOR et al., 2017). 

A partir do monitoramento de casos de criptococose de 2000 a 2012 

diagnosticados pela Rede SUS do DF, um levantamento identificou 56 casos 

da doença neste período. O número não indica uma alta incidência da doença, 

entretanto a gravidade desta micose é elevada. Do total verificado 56,3% são 

oriundos do DF, 32,1% da Ride/DF e 14,3% de outros estados, e maior parte 

dos casos acometia homens (JÚNIOR et al., 2017).  

Estudo realizado por Alves Soares e colaboradores (2019), sobre 

mortalidade no Brasil por criptococose entre os anos 200 e 2012 demonstrou 

que houve registro de 5.755 óbitos no país. Destes, a criptococose foi 

registrada como causa básica de morte em 1.121 óbitos (19,5%), 

representando uma taxa média de mortalidade de 6,09/milhão de habitantes. 

Homens apresentaram maior óbito em relação a mulheres pela doença, 

prevalecendo na faixa etária de 20 a 59 anos. 

Ainda de acordo com o estudo de Alves Soares e colaboradores (2019) os 

óbitos pela doença foram registrados em todos os estados brasileiros, mas sua 

distribuição não foi homogênea. A figura 3 mostra o perfil geográfico das taxas 

de mortalidade por criptococose entre 2000 a 2012, tanto como causa básica 

quanto como causa associada de óbito. 
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Figura 3. Taxa de letalidade associada à criptococose (causas associadas) nos 

estados brasileiros. Adaptada de Alves Soares et al., (2019). 

 

1.4. Cryptococcus spp. 

Os fungos do gênero Cryptococcus são basidiomicetos normalmente 

leveduriformes (LAZERA et al., 2000; LIN, 2009; LIN; HEITMAN, 2006). 

O gênero Cryptococcus diferencia-se por apresentar leveduras 

encapsuladas que podem estar dispersas no ambiente, tendo 

como habitat natural lugares úmidos, contendo excretas de pássaros ou ocos 

de árvores (RIBAS et al.,2011). 

O gênero apresenta cerca de 70 espécies e atualmente duas dessas 

espécies são reconhecidas como patogênicas: Cryptococcus 

neoformans e Cryptococcus gattii. A primeira inclui variação grubii 

(historicamente, sorotipo A), var. neoformans (historicamente, sorotipo D) e 

variedade híbrida AD. As espécies e variedades se diferem em aspectos 

Taxa por milhão de 
habitantes 

Taxa por 1 milhão de habitantes 
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bioquímicos, biológicos, ecológicos, antigênicos e genéticos (QUEIROZ et 

al.,2008).  

A espécie C. neoformans está normalmente ligada a casos de 

imunossupressão e associação com HIV/AIDS. A espécie C. gattii, entretanto 

se associa normalmente a casos da doença em pessoas aparentemente 

imunocompetentes (WILSON, 1957; MITCHELL, PERFECT, 1999; 

CASADEVALL, PERFECT, 1998; LESTER et al., 2011). 

Historicamente, existia-se apenas a espécie C. neoformans a qual era 

dividida em cinco sorotipos, A (C. neoformans var. grubii), B (C. neoformans 

var. gattii), C (C. neoformans var. gattii), D (C. neoformans var. neoformans) e 

AD (um híbrido dos sorotipos A e D), com base em diferenças sorológicas 

derivadas da cápsula polissacarídica identificadas por testes de aglutinação 

(IDNURM et al., 2005). No entanto essa classificação foi posteriormente 

substituída por Kwon-Chung e Varma (2006) que ao analisarem diferenças 

epidemiológicas, bioquímicas e ecológicas entre essas diferentes variedades 

de C. neoformans sugeriram uma nova classificação desse fungo separando-o 

em duas espécies diferentes: C. neoformans e C. gattii. Posteriormente, Meyer 

e colaboradores (2009), propuseram uma classificação dos fungos do 

complexo Cryptoccocus spp em diferentes tipos moleculares a partir de 

análises filogenéticas feitas a partir doe sequenciamento completo de várias 

linhagens das espécies-irmãs C. neoformans e C. gattii. Essa classificação 

compreende oito tipos moleculares: VNI, VNII e VNB; VNIV; VNIII de C. 

neoformans e VGI, VGII, VGIII e VGIV de C. gattii. A figura 4 demonstra a 

classificação dos fungos desse complexo de acordo com esses diferentes 

critérios conforme proposto por Lin et al., 2009.  
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Figura 4. Classificação de espécies do gênero Cryptococcus em sorotipos e 

tipos moleculares, Adaptado de Lin, 2009. 

 

Em 2015, Hagen e colaboradores propuseram que os fungos dos 

complexos C. neoformans e C. gattii fossem divididos em sete espécies de 

acordo com suas características fenotípicas, genotípicas, epidemiológicas e de 

virulência, sendo proposto o uso de C. neoformans para os genótipos VNI, VNII 

e VNB (anteriormente C. neoformans var. grubii), C. deneoformans para os 

genótipos para VNIV (anteriormente C. neoformans var. neoformans), C. gattii 

para VGI, C. deuterogattii para VGII, C. bacilisporus para VGIII e finalmente C. 

tetragattii para VGIV. Apesar da proposta destes autores, essa nova 

nomenclatura taxonômica ainda não é amplamente aceita por muitos grupos e 

a classificação em complexo C. neoformans e complexo C. gattii ainda é 

bastante utilizada. 

De acordo com Firacative e colaboradores (2018), a maior prevalência 

global e na América latina, principalmente no Brasil são de isolados clínicos e 

ambientais com classificação Cryptococcus var. grubii (sorotipo A e tipo 

molecular VNI).  

O Cryptococcus spp é um basidiomiceto que apresenta ampla distribuição 

geográfica, e pode ser encontrado no solo, troncos de árvores, vegetais em 

processo de decomposição e em excreta de aves, principalmente de pombos 
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(LAZERA et al., 2000; LIN, 2009; LIN; HEITMAN, 2006).  

Segundo May et al., 2016 em relação a morfologia fúngica do 

Cryptococcus após a infecção se estes forem derivados de esporos ou células 

de levedura, por inalação em um hospedeiro mamífero todos os Cryptococcus 

passam ou mantêm uma forma de levedura. Quando cultivado em certas 

condições em laboratório, o Cryptococcus passa a possuir células que são 

redondas e têm em geral de 5 a 7 μm de diâmetro. Contudo, o tamanho, a 

estrutura e as características das células podem variar drasticamente dentro do 

hospedeiro. 

Uma morfologia atípica importante de células de Cryptococcus são as 

células titãs. As células titãs possuem um diâmetro do corpo celular superior a 

12 μm (excluindo a cápsula), são poliploides, possuem cápsulas altamente 

reticuladas e uma parede celular espessada. Estudos recentes mostraram que 

as células titãs contêm níveis elevados de quitina na sua parede celular. Esse 

polissacarídeo é reconhecido e clivado por quitinases hospedeiras, e pode 

induzir uma resposta imune adaptativa prejudicial. Curiosamente, a poliploidia 

observado em células titãs melhora a adaptação genética a um ambiente hostil 

estressante, resultando em aumento da sobrevivência dentro do hospedeiro 

(MAY et al .,2016). 

De acordo com Sorrell e Ellis (1997), a espécie C. gattii foi inicialmente 

isolada de uma árvore chamada Eucalyptus camaldulensis na região sul da 

Austrália. No Brasil o C. gattii já foi encontrado em oco de árvores das espécies 

Syzygium jambolana, Cassia grandis, Senna multijuca e Ficus microcarpa 

(LAZERA et al., 1993; 1998; FORTES et al., 2001; COSTA et al., 2009). 

Kwon-Chung e Bennett (1984) consideravam o C. gattii um patógeno 

tropical e subtropical, no entanto casos da infecção por esta espécie em 

humanos em Vancouver no Canadá, e consequentemente sua disseminação a 

região dos Estados Unidos e British Columbia, Espanha, Itália e Grécia 

derrubou esse padrão (DROMER et al., 1996; KIDD et al., 2007; BYRNES et 

al., 2009; LOCKHART et al., 2013). 
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1.5. Atributos de virulência do Cryptococcus spp 

 

São diversos os fatores de virulência do C. neoformans, dentre esses os 

mais estudados são a cápsula polissacarídica, a produção de melanina e 

capacidade de crescimento a 37°C (SABIITY; MAY, 2002). 

No geral, a maior parte das espécies de fungos apresenta um ótimo 

crescimento entre 25 e 35°C. Somente alguns fungos possuem 

termotolerância, que consiste na habilidade de crescer entre 35 e 40°C. Essa 

particularidade é um pré-requisito para que um microrganismo seja capaz de 

proliferar e provocar doença em tecidos internos de hospedeiros mamíferos 

(PERFECT, 2006). 

Em relação à cápsula que envolve a superfície celular de C. neoformans, 

esta é tida como o principal fator de virulência de C. neoformans e C. gattii 

(Zaragoza et al., 2009). Sua importância foi comprovada quando mutantes que 

possuem defeitos na formação capsular se mostraram avirulentos em modelo 

murino de infecção (Chang e Kwon-Chung, 1994; Zaragoza et al., 2008). A 

cápsula é composta por dois principais polissacarídeos: glicuronoxilomanana 

(GXM), que corresponde a aproximadamente 90% da massa total da cápsula; e 

glicuronoxilomanogalactana (GXMGal) (HEISS et al., 2009), que corresponde a 

cerca de 7% dessa estrutura (DOERING, 2000). O tamanho da cápsula pode 

ser induzido por diversas condições, como mudanças no pH, elevados níveis 

de CO2 (GRANGER et al., 1985) e privação de ferro (VARTIVARIAN et al., 

1993). 

A lacase é um importante fator de virulência do fungo, ela é expressa em 

C. neoformans como uma enzima da parede celular que possui um amplo 

espectro de atividade, oxidando compostos polifenólicos e ferro. Dois 

parálogos, CNLAC1 e CNLAC2, estão presentes no fungo, dos quais o primeiro 

expressa a atividade enzimática dominante em condições de privação de 

glicose. A regulação da enzima se dá em resposta a vários sinais ambientais, 

incluindo falta de nutrientes, estresse pela temperatura, e pode ser mediada 

por várias vias de transdução de sinal (ZHU & WILLIAMSON, 2004). 
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 A melanina é um pigmento que pode ser encontrado em todos os reinos 

biológicos, desempenhando uma ampla variedade de funções, como defesa 

contra o estresse ambiental, à radiação ultravioleta, às radiações ionizantes e 

aos agentes oxidantes (EISENMAN & CASADEVALL, 2012). Este pigmento 

não é crucial para o desenvolvimento e morfogênese fúngica, porém está 

diretamente relacionada à sobrevivência e à virulência em modelos animais 

(WATANABE et al., 2000; FENG et al., 2001; SHIMIZU et al., 2014). A 

melanina é um polímero pigmentado que apresenta coloração escura, sendo 

hidrofóbico e insolúvel em fluídos aquosos ou orgânicos, apresentando carga 

negativa e sendo resistente a ácidos (NOSANCHUK & CASADEVALL, 2006).  

Grande parte dos fungos sintetizam melanina constitutivamente, outros, 

facultativamente, como acontece com C. neoformans. Em meio contendo 

substâncias fenólicas, como L-dopa, células de C. neoformans produzem e 

acumulam tal pigmento (WANG et al., 1995). A melanização pode até mesmo 

alterar a resposta imune do hospedeiro à infecção, exemplo: uma linhagem 

mutante de C. neoformans, que apresenta deficiência na síntese de melanina 

mostrou-se menos virulenta em camundongos, enquanto células melanizadas 

obtiveram maior resistência à fagocitose e efeitos antifúngicos de macrófagos 

murinos (WANG et al., 1995). 

A cápsula apresenta função de proteção ao fungo no meio ambiente, 

evitando a desidratação, radiação, além de proteger contra predadores naturais 

(STEENBERGEN et al., 2001; MYLONAKIS et al., 2002; CHRISMAN et al., 

2011). 

A cápsula dificulta a fagocitose pelos macrófagos no hospedeiro, em 

casos de fagocitose, a cápsula protege o Cryptococcus spp da ação espécies 

reativas de oxigênio (MACURA et al., 2007; ZARAGOZA et al., 2008). Outra 

ação importante que a cápsula desempenha é a modulação do sistema imune 

em função da sobrevivência do fungo, através da desregulação da produção de 

citocinas inflamatórias (KARKOWSKA-KULETA et al., 2009; VECCHIARELLI et 

al., 2011). 

Uma outra característica importante do gênero Cryptococcus é a sua 

capacidade de gerar biofilmes, atributo relacionado à resistência a antifúngicos. 

Já é bastante conhecido que os biofilmes microbianos apresentam alta 
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resistência a antibióticos e outras moléculas microbicidas (ANDERSON and 

O'TOOLE, 2008). 

Os biofilmes formados por de C. neoformans apresentam maior 

resistência a AMB (anfotericina B) e completamente resistentes aos azóis 

quando comparados com células planctônicas (MARTINEZ and CASADEVALl, 

2006).   

Outro atributo de virulência importante deste fungo é a produção de 

enzimas, as mais importantes são fosfolipases, proteases e a urease. As 

proteases são enzimas que degradam proteínas, no hospedeiro essas enzimas 

têm a capacidade de fazer a quebra de imunoglobulinas e proteínas do 

complemento. As proteases também estão relacionadas à permeabilidade da 

barreira da barreira hematoencefálica (CASADEVALL et al., 2018). 

Já as fosfolipases atuam fazendo a quebra de fosfolipídios, o fungo 

produz a fosfolipase B, que apresenta função de degradação de membranas de 

fagócitos, e auxilia no acesso de nutrientes dentro do fagolisossomo, e no 

processo de exocitose. Outra função das fosfolipases é facilitar a adesão do 

fungo as células epiteliais do pulmão, favorecendo a dispersão do fungo 

(COELHO et al., 2014). 

A urease produzida pelo fungo está relacionada à neutralização do pH 

dentro do fagolisossomo, invasão do SNC e também tem função de facilitar 

acesso a fontes de nitrogênio importantes à levedura  (MAY et al., 2016). 

A virulência e letalidade atribuídas ao fungo estão em sua habilidade de 

evadir dos tecidos pulmonares e se espalhar pela corrente sanguínea, havendo 

relatos em que leveduras mutantes que apresentam falhas nesse escape 

promovem doenças assintomáticas ou brandas (DENHAM; BROWN, 2018). 

Assim sendo, quando este se localiza na corrente sanguínea, pode infeccionar 

qualquer órgão do corpo humano; já foi localizado em: adrenais, articulações, 

coração, cavidade ocular, linfonodos, próstata, ossos, rins e trato 

gastrointestinal (LIN; HEITMAN, 2006; MITCHELL; PERFECT, 1995). Todavia, 

o órgão pelo qual a levedura possui maior tropismo é o sistema nervoso 

central. O motivo para este tropismo ainda não é totalmente esclarecido, 

entretanto existem prováveis explicações para este fenômeno, como por 

exemplo: a presença de substâncias preferenciais para o crescimento do 
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fungo; a construção de um refúgio para o fungo evitar uma resposta imune 

eficiente do hospedeiro e/ou a presença de receptores mais específicos que 

em outros órgãos, que atraiam fungo (LIN; HEITMAN, 2006). 

 

1.6. Imunologia da criptococose 

 

As leveduras do gênero Cryptococcus são capazes de interagir com o 

sistema imune do hospedeiro. Uma das descobertas mais notáveis dos últimos 

anos tem sido até que ponto os Cryptococus spp podem manipular a resposta 

imune do hospedeiro para atenuar a inflamação, evitar a morte por células 

fagocíticas e, finalmente, se disseminar para o Sistema Nervoso Central (MAY 

et al.,2016). 

As células dendríticas (DCs) são descritas como as primeiras células 

das linhas de defesa imunológica a agir no reconhecimento e internalização do 

Cryptococcus no pulmão do hospedeiro.  Estas células são importantes na 

ativação de resposta imune adaptativa, pois tem capacidade de apresentar 

antígenos que ativam linfócitos T específicos contra antígenos do fungo. As 

DCs apresentam a habilidade de eliminar leveduras fagocitadas por meio de 

seu conteúdo lisossomal, mesmo em hospedeiros que apresentam 

susceptibilidade a criptococose (GIBSON; JOHNSTON, 2015).  

Os macrófagos assim com as DCs, citadas anteriormente, apresentam 

papel importante na resposta contra a criptococose, principalmente os 

macrófagos alveolares que são considerados primordiais para uma resposta 

eficiente (GORDON & READ, 2002; GIBSON; JOHNSTON, 2015). Apesar dos 

macrófagos sabidamente serem considerados as principais células efetoras 

contra o fungo causador da criptococose, em vários estudos, tais como os 

realizados em 2001, por Feldemesser, Tuker e Casadevall, observou-se que o 

C. neoformans é uma patógeno facultativo de macrófagos, sendo ao mesmo 

tempo a principal célula efetora na resposta imune à esse fungo, mas também 

um sitio de replicação celular e provavelmente dispersão do fungo nos tecidos 

do hospedeiro.  
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A depleção de macrófagos estava fortemente ligada à redução da 

disseminação fúngica para o cérebro de camundongos, já que para que ocorra 

o transporte do fungo ele precisa ser internalizado pelos fagócitos (MONGA, 

1981). 

Diversos autores descrevem a capacidade de plasticidade de 

polarização dos macrófagos alveolares, que se caracterizam pela presença e 

liberação de citocinas inflamatórias (Figura 5). A indução de produção e 

liberação de IFN-γ no microambiente leva a uma polarização de macrófagos 

conhecidos como clássicos ou M1 que são considerados eficientes contra a 

espécie C. neoformans, em contrapartida a indução de produção e liberação de 

IL-4 e IL-13 que leva a uma polarização aos macrófagos conhecidos como M2 

ou macrófagos alternativos que não são eficientes contra C. neoformans. Esta 

polarização pode facilmente ser mudada de acordo com as concentrações das 

citocinas citadas anteriormente (DING et al., 1988 ; ARORA et al., 2005; 

PORCHERAY et al., 2005 ; STOUT et al., 2005; MOSSER; EDWARDS, 2008 ; 

DAVIS et al., 2013; HUSSELL; BELL, 2014).  

 

 

Figura 5. Plasticidade fenotípica dos macrófagos em interação com 

Cryptococcus. Adaptado de Wager e Wormley (2015). 
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Após interação do fungo com os macrófagos alveolares ocorre uma reação 

inflamatória granulomatosa com liberação das citocinas fator de necrose 

tumoral alfa (TNF α), interleucina 12 (IL-12), interleucina 18 (IL-18) e interferon 

gama (IFN-γ), mediada por linfócitos T helper (CD4) e linfócitos T citotóxicos 

(CD8), células natural killer (NK), neutrófilos, eosinófilos como resposta a 

levedura (Figura 6) (PASA, 2011). 

 

 

Figura 6. Resposta imune a Cryptococcus. Adaptado de Elsegeiny e 

colaboradores (2018). 

 

Os neutrófilos também possuem capacidade fungicida frente ao C. 

neoformans, principalmente a partir da produção de espécies reativas de 

oxigênio (SUN et al., 2016). Apesar de apresentarem importância em sítios 

específicos durante a infecção disseminada (SUN et al., 2016), estas células 

não são consideradas essenciais durante a patogênese, sendo um aumento na 

quantidade dessas células em determinados tecidos relacionado à piora no 

quadro clínico do hospedeiro (OSTERHOLZER et al., 2009). 
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Os linfócitos TCD4 também apresentam importância na defesa do 

organismo contra a criptococose, pois são eles que recrutam e ativam os 

macrófagos para eliminação desse fungo do organismo (CROWE et al., 1991; 

HUFFNAGLE et al., 1994). 

Os linfócitos TCD8 também desempenham um papel importante na 

resposta imune do hospedeiro a C. neoformans. Estas células medeiam à 

morte de C. neoformans (MA et al., 2002).  A depleção in vivo de linfócitos 

TCD8 murinos reduziu a sobrevivência em um modelo de infecção criptocócica 

letal (MODYET al., 1994). As células TCD8 também limitam o crescimento e a 

sobrevivência de C. neoformans em macrófagos por meio da produção de IFN-

γ independente dos linfócitos TCD4 (LINDELL et al., 2005).  

O fungo é capaz de interagir e modular as respostas do hospedeiro, e de 

maneira geral induz a resposta não protetora Th2 por meio da expressão de 

fatores de virulência como urease e lacase (OSTERHOLZER et al., 2009;  

Coelho et al., 2015). 

Entretanto, o que é relatado pela literatura é que a presença 

concomitante de elementos da resposta Th2 seja conveniente no curso da 

doença ao contrabalancear uma resposta Th1 excessiva (COELHO et al., 

2014; GRAHNERT et al., 2014). 

Portanto, a resposta imune na criptococose é complexa havendo balanço 

entre Th1/Th2, com descrições mais recentes da participação de outras 

respostas como a Th17. A resposta Th17 é mediada pela produção IL-17 em 

resposta a outras como IL-1β, IL-6, TGFβ e IL-23, e contribui para o controle da 

carga fúngica, assim como a resposta Th1 (ZHANG et al., 2009; WOZNIAK et 

al., 2011). 

Nesse trabalho analisamos a interação de diferentes isolados clínicos de C. 

neoformans e C. gattii com macrófagos murinos, observamos e estudamos a 

diferença entre as espécies, e correlacionamos os dados obtidos das espécies 

com os fenótipos examinados da interação com os fagócitos. 

 

2. Pergunta da pesquisa 

1) Existem diferenças fenotípicas relacionadas à espécie fúngica na 

interação in vitro de isolados C. neoformans e C. gattii com macrófagos 
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murinos que se assemelham a manifestação clínica da doença entre cada 

espécie? 

 

3. Justificativa  

 

Sabendo que a criptococose é uma doença cosmopolita grave que 

apresenta maior impacto em países em desenvolvimento pela dificuldade do 

acesso ao diagnóstico, tratamento e a mortalidade e morbidade relacionada a 

doença  é significativa em pacientes imudeprimidos (WHO, 2018). Estudos que 

elucidem as diferenças na interação de macrófagos entre isolados das 

espécies C. neoformans e C. gattii são importantes já que não foram 

claramente investigadas as variantes presentes aqui no Brasil.   

Devido essa temática foi criada a Rede de Criptococose Brasileira (RBC). 

Essa rede é composta por diversos pesquisadores e centros de pesquisa. Este 

trabalho faz parte de um projeto maior sobre caracterização de centenas de 

isolados clínicos coletados e obtidos no país. Diversos fenótipos são avaliados 

por diversos pesquisadores dentre eles produção de cápsula polissacarídica, 

melanina, vesículas extracelulares, interação com Galleria mellonella, 

caracterização molecular e a interação com macrófagos murinos objetivo deste 

trabalho. O objetivo é caracterizar fenotipicamente os isolados clínicos 

provenientes de pacientes com criptococose a fim de não só entendermos a 

dinâmica da doença mas também estabelecermos possíveis associações entre 

fenótipos do fungo com a apresentação clínica da doença.   

O papel do macrófago na eliminação do fungo é determinante para o curso 

da doença, por isso, entender melhor sua interação, com o fungo e entre 

espécies, poderá nos ajudar a entender possíveis diferenças na virulência de 

cada espécie ou apresentação clínica da doença causada por elas. Por 

exemplo, por que algumas linhagens são capazes de causar manifestações 

mais graves, enquanto outras são facilmente eliminadas? 

E assim, de alguma maneira facilitar no desenvolvimento de soluções 

que favorecem o diagnóstico, tratamento e a prevenção dessa doença. 
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4. Objetivos da Pesquisa 

 

4.1 Objetivo Geral 

Caracterizar diferenças na interação de isolados clínicos de C. neoformans 

e C. gattii in vitro com macrófagos murinos correlacionando esses dados 

com os fatores de virulência dos isolados observados na interação com os 

macrófagos entre as duas espécies fúngicas. 

 

 

4.2 Objetivos Específicos 

 

- Caracterizar o percentual fagocítico das interações in vitro de macrófagos 

murinos com isolados clínicos de Cryptococcus spp. 

- Caracterizar sobrevivência fúngica após interação in vitro com 

macrófagos murinos. 

- Dosar a produção de citocinas e quimiocinas produzidas por macrófagos 

murinos após a interação com os diferentes isolados clínicos de 

Cryptococcus spp. 

- Analisar possíveis diferenças na interação de isolados clínicos isolados C. 

neoformans e C. gattii (taxa de fagocitose, sobrevivência fúngica, indução 

da produção de citocinas por macrófagos). 

. 

 

 

5. Metodologia  

 

5.1 Cultura e diferenciação dos macrófagos murinos derivados de medula 

de Balb/C 

 

 Para o desenvolvimento deste trabalho utilizamos camundongos fêmeas 

de 4 a 12 semanas mantidas no Biotério do Instituto de Ciências biológicas (IB) 

da Universidade de Brasília campus Darcy Ribeiro, Asa Norte, durante os 

experimentos realizados, eram eutanasiadas 2 fêmeas para a obtenção da 
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quantidade de células necessárias para cada conjunto de experimentos. Todas 

as etapas dos testes com os animais foram autorizadas pelo Comitê de Ética 

de uso de animais (UnBDOC nº 52657/2011). Verificar documento 

comprovatório no subitem Anexo 2 página 70. 

 A eutanásia dos camundongos era feita em estufa de CO2, após a 

eutanásia o fêmur e tíbia dos animais eram extraídos e a medula dos ossos do 

fêmur e tíbia dos camundongos era coletada de acordo com o método descrito 

por Lutz et al. (1999).  

Para a cultura dessas células utilizávamos meio RPMI 1640 acrescido 

de HEPES (25µM), bicarbonato de sódio (2g/L), gentamicina (50mg) e 10% de 

soro fetal bovino (SFB) inativado, acrescidos 50µM de 2-mecaptoethanol e 

20µg/mL de GM-CSF (fator estimulante de colônias granulocíticas e 

macrófagos) (Lutz et al., 1999). 

 Após os 8 dias de cultura e suplementação conforme orientado pelo 

método de Lutz (1999), macrófagos murinos primários diferenciados foram 

utilizados nas interações com os isolados estudados. Para análise de 

fagocitose 4x106 células/mL, para análise de UFC e ELISA 5x105 células/mL. 

Todas as etapas descritas são elucidadas na Figura 7. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Esquema representativo de preparação de macrófagos derivados de 

medula. 1) fêmeas de camundongos Balb/c de 4 a 12 semanas foram 

utilizadas. 2) fêmures e tíbias foram coletados, 3) as células da medula foram 

coletadas a partir da lavagem do interior dos ossos com meio RPMI, após a 

extração da medula, as células foram cultivadas em placa de Petri de 20 com 

meio contendo 90% de RPMI, 10% de soro fetal bovino e 20µg/mL de GM-CSF 

Fêmea   

1 2 4 3 
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e 50µM de 2-mecaptoethanol, 4) placa contendo as células foi mantida em 

estufa 37°C com 5% de C02.  

 

5.2 Isolados clínicos utilizados e cultura dos espécimes para os 

ensaios  

 

Para o desenvolvimento desse trabalho foram utilizados um total de 40 

isolados clínicos nos quais 16 linhagens clínicas de C. neoformans e 12 

linhagens de C. gattii foram da FIOCRUZ do Rio de Janeiro, 10 isolados 

LACEN de Brasília-DF, e como controles as linhagens H99 e B3501, a 

coleta e estudo todas as amostras tiveram aprovação do comitê de ética e 

pesquisa em Ciências da Saúde (CEP_FEPECS). Os pacientes e/ou 

responsáveis legais deram consentimento por escrito para a coleta da 

amostra e dados clínicos (Anexo 1 e anexo 2).  

Para manutenção das amostras, os espécimes eram acondicionados em 

criotubos no freezer -80ºC em um estoque especifico. Antes da realização 

dos experimentos semeamos cada amostra em meio Sabouraud (SAB) 

sólido (10g/L de peptona, D-Glucose 40g/L, Agar 12g/L), que após o 

crescimento das colônias em estufa 30º, em torno de 2 a 3 dias, eram 

isoladas colônias para crescimento em meio Sabouraud líquido (10g/L de 

peptona, D-Glucose 40g/L) na estufa 37°C/150 RPM por 24h. Após as 24h 

de crescimento, todas as amostras forma centrifugadas e lavadas 3x em 

PBS, e a cada lavagem o sobrenadante era descartado para eliminar 

qualquer resquício do meio de crescimento. Os isolados foram contados 

em câmara de Neubauer.  

Após as contagens foram feitos ajustem para densidade celular 

necessária para cada análise feita. Após o ajuste da densidade das 

suspensões de células fúngicas, as leveduras eram sensibilizados com 10 

µg/mL do anticorpo-anticápsula monoclonal 18B7 como opsonina. Para os 

testes de fagocitose foram semeados 8x106 células/mL, para UFC 105  e 

para os testes de dosagem de citocina por ELISA 106 células/mL (Figura 

8). 
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Figura 8. Esquema representativo do preparo das leveduras dos isolados 

clínicos de Cryptococcus spp para os experimentos de interação com 

macrófagos. 1) Crescimento de células de cada isolado em placas de meio 

SAB sólido por 2 – 3 dias em estufa a 30 °C 2) Inóculo de uma colônia isolada 

de cada isolado em meio Sabouraud líquido e crescimento a 37°C por 24h. 3) 

Lavagem e centrifugação das amostras em PBS 4) Contagem das células em 

câmara de Neubauer e diluição para as densidades celulares apropriadas. 

 

 

 

 

1 2 

4 
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5.3 Cultura de J774 

 

Os macrófagos J774 que são células imortalizadas derivados de tumor 

reticular de ascite de camundongos fêmeas adultas Balb/c eram mantidas em 

freezer -80°C. 

Para o cultivo as células eram descongeladas com meio DMEM 

aquecido a 37°C, a suspensão de células era centrifugada a 300 g por 5 

minutos, contada em câmara de Neubauer e cerca de 2x106 células eram 

inoculadas por placas de cultura, e cultivadas em meio contendo DMEM 90% e 

soro fetal bovino 10% e 1x da solução de aminoácidos não essenciais cujo 

estoque é 100x. As placas de cultura contendo os macrófagos eram mantidas 

em estufa 37° com 5% de CO2 para multiplicação dos fagócitos.  

Repiques a cada dois dias eram feitos para favorecer a multiplicação e 

viabilidades das células. Após os repiques as células eram contadas, ajustadas 

para densidade necessária para cada experimento e plaqueadas. 

 Este tipo celular foi utilizado para as interações com os isolados do 

LACEN de Brasília. 

 

 

5.4 Interação com macrófagos murinos: análise de fagocitose e índice 

fagocítico 

 

 

  A primeira análise que realizada da interação dos macrófagos murinos 

com os isolados clínicos de Crytococcus spp foi o teste de fagocitose.  

Para tal, como descrito anteriormente foi semeado 4x105 macrófagos por 

poço em placas de 24 poços em um volume de 500µL total e incubados por 

24h para adesão dos macrófagos ao fundo da placa. Após esse período os 

macrófagos eram infectados com uma suspensão de células fúngicas 

previamente opsonizadas em um  MOI de 2 e as céluas eram co-incubados por 

2h em estufa a 37ºC com 5% de CO2. Após o período, os sobrenadantes eram 

de cada interação eram descartado e as células de cada poço foram coradas 

com kit panótico e observadas no microscópio invertido Zeiss Axio-observer Z1 
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(Zeiss). Fotos das diversas interaçãos foram registradas para a contagem de 

percentual fagocítico da interação macrófago-fungo. Para atribuição do 

percentual de fagocitose, pelo menos cem células eram contadas, e quantidade 

dessas 100 células com fungo internalizado referia-se ao percentual de 

fagocitose. Para o cálculo do índice fagocítico era considerado o número de 

fungos dentro dos macrófagos/ número de macrófagos com fungos 

internalizados. O experimento foi feito em triplicata técnica e biológica. (Figura 

9). 

 

 

 

Figura 9. Esquema representativo do ensaio de fagocitose. 1) Semeio na placa 

de 96 poços da densidade de 4x105 por poço de macrófagos murinos; 2) Após 

24h semeia-se 8x105 células de cada isolado previamente opsonisadas com 

anticorpo 18b7 no poço correspondente, para interação por 2h para análise de 

fagocitose. 

 

 

5.5 Interação com macrófagos murinos: ensaio de morte fúngica (UFC) 

 

Ao término das 24h de incubação o sobrenadante de 200 µl da cultura 

contendo os fungos não internalizados foi recolhido e armazenado em 

microtubos de 1,5 mL. Cada poço foi lavado 1x com PBS estéril, com 200 µL. 

1 

2 
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após isso, os macrófagos foram lisados com 200 µL água estéril gelada 

seguindo-se incubação por 20 minutos para liberação de leveduras que foram 

fagocitadas. O produto do lisado foi adicionado ao tubo correspondente já 

contendo 200 µL do sobrenadante e mais 200 µL da lavagem com PBS, 

perfazendo 600 µL de amostra. Após isso mais duas lavagens com PBS 1x 

foram realizadas obtendo-se um volume total de 1 mL de amostra por poço. 

Foram feitas diluições de 1:10 e 1:100 de cada suspensão de 1 mL das 

amostras de cada poço, que foram semeadas em placas de petri contendo 

meio ágar Sabouraud dextrose sólido. Cada microtubo de diluição também 

continha o total de 1 mL de suspensão. Foi semeado 100 µL de cada diluição 

dos tubos de 1 mL de suspensão. Foi mantido em estufa a 30°C cada placa por 

um período de 2 a 3 dias, para contagem de unidades formadoras de colônia 

(UFC). Os experimentos foram realizados em triplicata técnica e biológica. A 

análise feita no gráfico de sobrevivência se refere ao número de colônias 

contadas em cada placa após crescimento por 2-3 dias, multiplicado pela 

diluição e a quantidade pipetada na placa 100 µL (10% da solução total de 1 

mL de cada isolado), e finalmente dividido pelo inóculo inicial de 105 células 

fúngicas. Exemplo: 50 (colônias contadas) x 100 (diluição) x 10 (100 µL 

pipetados que perfazem 10% da suspensão total de 1 mL) /100.000= 0,5. 

 

 

Figura 10. Esquema representativo do ensaio de sobrevivência fúngica. 1) 

Pipetagem na placa de 96 poços da densidade de 5x104 por poço de 

macrófagos murinos; 2) Após 24h os macrófagos foram infectados com 105 

1 
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células de cada isolado fúngico (previamente opsonisadas com anticorpo 18B7) 

no poço correspondente, para interação por 24h para análise de sobrevivência 

fúngica. 

 

 

5.6 Interação com macrófagos murinos: ensaio de produção de citocinas 

por ELISA 

 

Os sobrenadantes resultantes das interações de 24h em placa de 96 

poços com 5x104 de macrófagos com as linhagens fúngicas em um MOI de 10 

foram armazenados no freezer -80°C. Descongelamos em gelo previamente 

cada amostra e utilizados para a dosagem da concentração de Fator de 

Necrose Tumoral alfa (TNF-α), interleucina (IL) 6, e MCP-1 (CCL2) por ELISA 

(enzyme-linked immunosorbent assay) utilizando-se os kits DuoSet respectivos 

da R&D systems. Seguimos as recomendações do fabricante, portanto os 

testes foram realizados em três dias consecutivos, iniciando com a 

sensibilização da placa com anticorpo de captura no primeiro dia, no segundo 

dia realizamos bloqueio e aplicação da amostra após 24h, já ao terceiro dia 

aplicamos anticorpo de detecção, estreptoavidina, substrato e solução de 

parada. Utilizamos uma solução de lavagem constituída por PBS 1X e TWEEN-

20 a 0,05% entre uma incubação e outra. As placas ao final do procedimento 

foram lidas em espectrofotômetro Eon Thermostat Microplate 

Spectrophotometer (Biotek, Vermont EUA) no comprimento de onda de 450 nm 

(Figura 11). 

 



 
 
 

45 
 

 

Figura 11. Esquema representativo do ensaio de dosagem de citocinas por 

Elisa.  1) Semeio na placa de 96 poços da densidade de 5x104 por poço de 

macrófagos murinos; 2) Após 24h aplica-se 105 de cada isolado opsionisado 

com anticorpo 18b7 no poço correspondente, para interação por 24h para 

análise de indução de produção de citocinas; 3) Sobrenadante da interação de 

24h foi acondicionado em microtubos 500 µl. 4) A placa para realização do 

Elisa foi sensibilizada no primeiro dia com anticorpo de captura; 5) No segundo 

dia foi adicionada a amostra proveniente do sobrenadante de cada isolado; 6) 

no terceiro dia foi adicionado a placa o anticorpo de captura, seguido pela 

estreptoavidina e posteriormente o substrato. 

 

 

 

5.7 Análise estatística  

 

 

Todos os experimentos realizados nesse estudo foram feitos em 

triplicata técnica e biológica. As análises estatísticas foram realizadas software 

GraphPad Prism, versão 6.0 (GraphPad Software). Dados foram considerados 

significativos quando p< 0,05.  
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 O teste Mann-Whitney foi utilizado para avaliação estatística de 

comparação das análises, para análise das médias de fagocitose, 

sobrevivência fúngica e produção de citocinas entre espécies.  

Para testar a correlação entre os isolados e seus fatores de virulência foi 

utilizado a análise de regressão linear (r) através do coeficiente de Pearson. 

 

 

6. Resultados 

 
6.1. Diferenças nas resultantes da interação com macrófagos 

entre solados clínicos de C. neoformans e C. gattii: taxa de 

fagocitose, índice fagocítico, sobrevivência fúngica e 

produção de citocinas inflamatórias 

 

A princípio é apresentado os dados descritivos através de histogramas 

de distribuição, e posteriormente seguimos com as análises entre espécies, 

padronizamos uma nomenclatura especifica que pode ser melhor 

compreendida no Anexo 3, tanto que alguns dos dados das interações com 

macrófagos dos isolados da Rede de Criptococose (RBC), foram parcialmente 

usados no artigo de umas das colaboradoras das análises de fenótipos sobre 

isolados da RBC (FRAZÃO et al., 2020). As análises de percentual de 

fagocitose, sobrevivência fúngica e produção de citocinas dos 16 isolados e os 

2 controles de C. neoformans foram realizadas ainda durante o mestrado, as 

análises com os 12 isolados de C. gattii da FIOCRUZ do Rio de Janeiro com 

macrófagos murinos derivados de medula e as análises com os 10 isolados 

mais o controle H99 com J774 e as análises entre espécies, foram feitas 

durante o meu doutorado. 

Os isolados de C. neoformans da FIOCRUZ do Rio de Janeiro 

apresentam classificação molecular VNI e os isolados de C. gattii FIOCRUZ do 

Rio de Janeiro VGII. Não temos ainda dados da classificação molecular dos 

isolados de do LACEN de Brasília. 

A taxa de fagocitose dos isolados clínicos de C. neoformans da 

FIOCRUZ do Rio de Janeiro apresentou intervalo de variação de 35 a 80%, 

conforme podemos observar na figura 12. Sendo que o maior número de 
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isolados apresentou uma taxa de internalização de 55%, com 5 isolados, 

enquanto os demais percentuais de variação apresentam somente de 1 a 2 

isolados com o mesmo valor. O isolado CNF004 apresentou o menor 

percentual de fagocitose observado (35%), enquanto o isolado CNF014.1 

apresentou o maior percentual de fagocitose (80%) (Anexo 3). 

Já o intervalo do percentual de fagocitose dos isolados clínicos de C. 

gattii apresentou variação de 55 a 80%. Com o isolado CGF003 apresentando 

o menor percentual (55%) e o isolado CNF012 com maior percentual (80%) 

(Figura 12B). O percentual de variação de 68 a 70% que demonstrou maior 

número de isolados com essa taxa, comparados aos demais percentuais que 

apresentaram somente 1 isolado por percentual (Anexo 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Histograma descritivo do percentual de fagocitose dos diferentes 
isolados clínicos de Cryptococcus spp por macrófagos. (A) Dados referentes a 
fagocitose das 16 linhagens clínicas de C. neoformans da FIOCRUZ do Rio de 
Janeiro e 2 controles de C. neoformans (H99 e B3501) (B) Dados referentes a 
fagocitose das 12 linhagens clínicas de C. gattii da FIOCRUZ do Rio de Janeiro. 
Os isolados foram co-incubados em um MOI:2 com macrófagos murinos 
primários por 2h, após opsonização prévia com anticorpo contra cápsula 18B7. 
Os experimentos foram feitos em triplicata biológica e técnica.  
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Analisamos a interação dos isolados de C. gattii da FIOCRUZ do Rio de 

Janeiro com macrófagos J774 e observamos valores diferentes da interação 

com macrófagos murinos primários derivados de medula. Enquanto na 

interação com os macrófagos primários obtivemos percentual de 55 a 80%, a 

interação com J774 apresentou variação de 75 a 100%, como podemos 

observar na figura 13. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O percentual de fagocitose dos isolados clínicos de C. neoformans do 

LACEN de Brasília apresentou intervalo de variação de 20 a 55%, conforme 

podemos observar na figura 14. O isolado CNB003.1 apresentou o menor 

percentual de fagocitose observado (21%), enquanto o CNB002 apresentou o 

maior percentual de fagocitose (55%). 

Figura 13. Histograma descritivo do percentual de fagocitose das 12 linhagens clínicas 
de C. gattii da FIOCRUZ do Rio de Janeiro. Os isolados foram co-incubados em um 
MOI:2 com macrófagos J774 por 2h, após opsonização prévia com anticorpo contra 
cápsula 18B7. Os experimentos foram feitos em triplicata biológica e técnica.  
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O índice fagocítico (IF) que se refere ao número médio de células 

fúngicas internalizadas por macrófagos que haviam internalizado fungo, da 

interação dos isolados clínicos de C. neoformans com os macrófagos 

apresentou intervalo de variação de 1 a 4,5. A maioria dos isolados 

apresentaram IF de 3,5 a 4,5 (Figura 15A). Já a interação com os isolados de 

C. gattii demonstrou IF variando de 2,2 a 4 (Figura 15B). 

 

 

 

Figura 14. Histograma descritivo do percentual de fagocitose das 10 linhagens C. 
neoformans provenientes do LACEN de Brasília. Os isolados foram co-incubados 
em um MOI:2 com macrófagos J774 por 2h, após opsonização prévia com 
anticorpo contra cápsula 18B7. Os experimentos foram feitos em triplicata 
biológica e técnica. 
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A análise de sobrevivência fúngica realizada após 24h de interação 

entre os macrófagos murinos derivados de medula de fêmeas de Balb/c, com 

os isolados clínicos analisados foi realizada coletando-se tanto células fúngicas 

não internalizadas quanto células fúngicas internalizadas. O número de 

unidades formadoras de colônia foi normalizado pelo inóculo inicial do fungo, 

gerando um índice de sobrevivência do fungo. Valores menores que 1, indicam 

que o número de CFU foi menor do que o inóculo inicial, indicando que os 

fungos não cresceram ou que foram mortos pelos macrófagos. Valores iguais 

ou maiores que 1, indicam que o número de fungos na interação permaneceu o 

mesmo ou que houve crescimento fúngico durante a interação, 

respectivamente. Podemos observar uma grande variação na viabilidade das 

diferentes linhagens de C. neoformans da FIOCRUZ do Rio de Janeiro após a 

sua interação com os macrófagos. Foram observados índices de sobrevivência 

fúngica de 0,2 a 1,6 (Figura 16A). O isolado que demonstrou maior índice de 

sobrevivência foi o isolado CNF013 com índice de 1,5, em contrapartida o 

menor índice foi de 0,2 referente aos isolados CNF004, CNF001.2, CNF001.3 e 

CNF010.  As linhagens de 13, 14, 15 e 16 ao final da interação apresentaram 

Figura 15. Histograma descritivo do índice fagocítico (IF) dos diferentes isolados clínicos de 
Cryptococcus spp por macrófagos. (A) Dados referentes a fagocitose das 16 linhagens 
clínicas de C. neoformans da FIOCRUZ do Rio de Janeiro e 2 controles de C. neoformans 
(H99 e B3501) (IF CnF) (B) Dados referentes a fagocitose das 12 linhagens clínicas de C. 
gattii da FIOCRUZ do Rio de Janeiro (IF CgF). Os isolados foram co-incubados em um 
MOI:2 com macrófagos murinos primários por 2h, após opsonização prévia com anticorpo 
contra cápsula 18B7. Os experimentos foram feitos em triplicata biológica e técnica. 
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CFU final maior que do que a do inóculo inicial, sugerindo crescimento fúngico, 

os demais isolados apresentaram valores de CFU menores do que a densidade 

inicial dos inóculo.  

Na figura 16B podemos observar uma variação de índice de 

sobrevivência de 1 a 4,5 dos isolados de C. gattii da FIOCRUZ do Rio de 

Janeiro. Todos os isolados demonstraram CFU final maior que do que à do 

inóculo inicial, o que como citado anteriormente sugere crescimento fúngico. 

 

 

  

 

 

 

         

 

 

  

 

 

 

 

 

Figura 16. Histograma descritivo do índice de sobrevivência fúngica dos diferentes isolados 
clínicos de Cryptococcus spp por macrófagos. (A) Dados referentes a fagocitose das 16 
linhagens clínicas de C. neoformans (CnF) da FIOCRUZ do Rio de Janeiro e 2 controles de 
C. neoformans (H99 e B3501) (B) Dados referentes a fagocitose das 12 linhagens clínicas 
de C. gattii (CgF) da FIOCRUZ do Rio de Janeiro. Os isolados foram co-incubados em um 
MOI:2 com macrófagos murinos primários por 24h, após opsonização prévia com anticorpo 
contra cápsula 18B7. Os experimentos foram feitos em triplicata biológica e técnica.  A 
razão do índice de sobrevivência é apresentada pelo número total de CFU após 24 horas, 
dividido por 100 mil (inóculo inicial). Valores maiores do que 1, indicam uma maior 
capacidade de sobrevivência do isolado após a interação. 
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 A viabilidade das diferentes linhagens de C. neoformans do LACEN 

de Brasília após a sua interação com os macrófagos, apresentou variação com 

índices sobrevivência de 0,1 a 1,1 (Figura 17). O isolado que demonstrou maior 

índice de sobrevivência foi o isolado CNB010 com índice de 1,1 em 

contrapartida o menor índice foi de 0,1 referente ao isolado CNB003.1.  

Somente uma linhagem (CNB010) ao final da interação apresentou CFU final 

maior que do que a do inóculo inicial, sugerindo crescimento fúngico, os 

demais apresentaram índices abaixo do inóculo inicial. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Histograma descritivo do índice de sobrevivência dos 10 isolados de 

Cryptococcus neoformans do LACEN de Brasília. Os isolados foram co-incubados em 

um MOI:2 com macrófagos J774 por 24h, após opsonização prévia com anticorpo 

contra cápsula 18B7. Os experimentos foram feitos em triplicata biológica e técnica. A 

razão do índice de sobrevivência é apresentada pelo número total de CFU após 24 

horas, dividido por 100 mil (inóculo inicial). Valores maiores do que 1, indicam uma 

maior capacidade de sobrevivência do isolado após a interação. 

 



 
 
 

53 
 

Concentração em pg/mL Concentração em pg/mL 

Foi coletado sobrenadantes da interação por 24h dos macrófagos com os 

diferentes isolados clínicos de C. neoformans e C. gattii, para dosagem das 

citocinas pro-inflamatórias IL-6 e TNF-α, e da quimiocina MCP-1, através da 

técnica de ELISA citada anteriormente na metodologia.    

Foi observada uma variação considerável no padrão de indução da 

produção dessas citocinas por macrófagos que interagiram com os diferentes 

isolados clínicos de C. neoformans e C. gattii. 

Todos os isolados clínicos de C. neoformans foram capazes de induzir 

produção da citocina IL-6, e podemos observar valores de concentração que 

variaram de 300 a 1100 pg/mL, como pode ser visto na Figura 18A. Os valores 

de IL-6 da interação dos macrófagos com os isolados de C. gattii da FIOCRUZ 

do Rio de Janeiro revelam produção de indução que varia de 0 a 1200 pg/mL. 

Dois isolados de C. gattii não induziram produção desta citocina (Figura 18B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Histograma descritivo da indução de produção de IL-6 dos diferentes isolados 
clínicos de Cryptococcus spp por macrófagos. (A) Dados referentes a fagocitose das 16 
linhagens clínicas de C. neoformans (CgF)da FIOCRUZ do Rio de Janeiro e 2 controles 
de C. neoformans (H99 e B3501) (B) Dados referentes a fagocitose das 12 linhagens 
clínicas de C. gattii (CgF) da FIOCRUZ do Rio de Janeiro. Os isolados foram co-
incubados em um MOI:10 com macrófagos murinos primários por 24h, após 
opsonização prévia com anticorpo contra cápsula 18B7. Os experimentos foram feitos 
em triplicata biológica e técnica. 
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De acordo com a Figura 19A, os valores TNF-α dos isolados de C. 

neoformans apresentaram variação de concentração de 600 a 1500 pg/mL. 

Assim como na citocina IL-6 e a quimiocina MCP-1 todos os isolados foram 

capazes de induzir produção de TNF-α. Na figura 19B podemos observar que a 

maioria dos isolados de C. gattii apresentaram valores altos de concentração 

de TNF-α após interação com macrófagos murinos, com valores acima de 1400 

chegando a 2400 pg/mL, sendo que apenas 3 isolados apresentaram valores 

baixos entre 200 e 400 pg/mL.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os valores de MCP-1 (pg/mL) produzidos após interação revelam 

índices de produção que variam de 40 a 260 pg/mL, semelhante a citocina 

Figura 19. Histograma descritivo da indução de produção TNF-α dos diferentes isolados 
clínicos de Cryptococcus spp por macrófagos. (A) Dados referentes a fagocitose das 16 
linhagens clínicas de C. neoformans da FIOCRUZ do Rio de Janeiro e 2 controles de C. 
neoformans (H99 e B3501) (B) Dados referentes a fagocitose das 12 linhagens clínicas 
de C. gattii da FIOCRUZ do Rio de Janeiro. Os isolados foram co-incubados em um 
MOI:10 com macrófagos murinos primários por 24h, após opsonização prévia com 
anticorpo contra cápsula 18B7. Os experimentos foram feitos em triplicata biológica e 
técnica. 
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citada acima todos os isolados de C. neoformans foram capazes de induzir 

produção, e a maioria dos isolados demonstrou concentração acima de 220 

pg/mL (Figura 20A). Conforme podemos observar na Figura 20B, todos os 

isolados de C. gattii foram capazes de induzir produção da quimiocina MCP-1. 

Com concentração variando entre 90 e 180 pg/mL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.2. Comparações entre espécies da FIORUZ do Rio de Janeiro 

 

Foi decidido prosseguir as análises tentando identificar possíveis diferenças 

na interação com macrófagos entre os isolados de C. neoformans e C. gattii. 

Para isso os dados obtidos por isolados foram agrupados por espécie para 

comparação da habilidade fagocítica dos macrófagos após a interação com os 

dois grupos de isolados, a sobrevivência do fungo na presença dos macrófagos 

Figura 20. Histograma descritivo da indução de produção MCP-1 dos diferentes isolados 
clínicos de Cryptococcus spp por macrófagos. (A) Dados referentes a fagocitose das 16 
linhagens clínicas de C. neoformans da FIOCRUZ do Rio de Janeiro e 2 controles de C. 
neoformans (H99 e B3501) (B) Dados referentes a fagocitose das 12 linhagens clínicas 
de C. gattii da FIOCRUZ do Rio de Janeiro. Os isolados foram co-incubados em um 
MOI:10 com macrófagos murinos primários por 24h, após opsonização prévia  com 
anticorpo contra cápsula 18B7. Os experimentos foram feitos em triplicata biológica e 
técnica. 
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e a dosagem de citocinas e quimiocinas inflamatórias de cada isolado na 

presença dos macrófagos murinos. 

Quando analisamos os percentuais de fagocitose após a interação de 2 

horas dos macrófagos murinos com as linhagens clínicas de C. neoformans e 

C. gattii da FIOCRUZ do Rio de Janeiro, observamos que os isolados de C. 

gattii apresentaram maiores percentuais de fagocitose comparados ao de C. 

neoformans, com significância estatística com valor de p=0,0146. Além de uma 

maior homogeneidade de distribuição conforme podemos observar na Figura 

21. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Apesar da diferença no percentual de internalização dos isolados de C. 

neoformans, as médias dos índices fagocíticos dos isolados de C. neoformans 

Figura 21. Avaliação da capacidade fagocítica de macrófagos após interação com C. 
neoformans (CnF) e C. gattii (CgF), demonstrando maior percentual de fagocitose das 
linhagens de C. gattii (CgF). Os macrófagos foram infectados com isolados de C. 
neoformans e C. gattii, tendo como opsonina o anticorpo anticápsula 18B7, tempo de 
interação de 2 horas e MOI 1:2. As células foram então coradas com kit panótico. Foi 
realizada a contagem do número de leveduras internalizadas em 100 macrófagos por 
poço. Mostrando diferença estatística entre as espécies. Para a avaliação estatística 
foi utilizado o teste de Mann-Whitney. Em azul foi marcado a linhagem controle H99 e 
em vermelho B3501. 
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e de C. gattii apresentaram valores semelhantes, apesar dos isolados de C. 

neoformans terem apresentado valores ligeiramente mais elevados, entretanto 

sem diferença significativa. Os isolados de C. neoformans apresentaram 

valores mais heterogêneos comparados ao de C. gattii, conforme podemos 

observar na Figura 22. 

 

  

 

 

 

 

 

Os isolados de C. gattii da FIOCRUZ apresentaram maiores índices de 

sobrevivência após a interação de 24h com macrófagos murinos, quando 

comparados com os isolados de C. neoformans, como podemos observar na 

figura 23. Os isolados de C. gattii apresentaram índices de sobrevivência cerca 

de 3 vezes maiores que os de C. neoformans.  Além disso, a maioria dos 

Figura 22. Comparação dos índices fagocíticos da interação de macrófagos 
murinos com os isolados de C. neoformans (CnF) e C. gattii (CgF) da 
FIOCRUZ do Rio de Janeiro após a interação de 2h com macrófagos murinos 
(MOI 2). Os dados representam análises feitas em triplicatas biológicas feitas 
em triplicata técnica. Para a avaliação estatística foi utilizado o teste Mann-
Whitney. Em azul foi marcado a linhagem controle H99 e em vermelho B3501. 
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isolados de C. neoformans demonstrou um número de unidades formadoras de 

colônia menor que o inóculo inicial. Em contrapartida todos os isolados de C. 

gattii revelaram quantidade fúngica igual ou superior ao inoculo inicial, 

demonstrando alta capacidade de sobrevivência e proliferação na interação 

com macrófagos. Dados apresentaram significância estatística com valor de 

p<0,0001. 

 

 

 

 

 

Em relação a produção de citocinas pelos macrófagos após a interação 

com os diferentes isolados, observamos que os isolados de C. gattii, induziram 

os macrófagos a uma maior produção da citocina inflamatória TNF-α quando 

comparados aos isolados da espécie de C. neoformans. Macrófagos que 

interagiram com os isolados de C. gattii produziram em média duas vezes mais 

TNF-α que aqueles que interagiram com isolados de C. neoformans. Enquanto 

os isolados de C. neoformans apresentaram valores máximos de cerca de 

1000 pg/mL, os isolados de C. gattii tiverem valores máximos de 2300 pg/mL. 

Figura 23. Índice de sobrevivência fúngica de isolados de C. neoformans (CnF) e C. 
gattii (CgF) da FIOCRUZ do Rio de Janeiro após a interação de 24h com macrófagos 
murinos (MOI 2). Os dados representam análises feitas em triplicatas biológicas feitas 
em triplicata técnica. Para a avaliação estatística foi utilizado o teste Mann-Whitney. 
Em azul foi marcado a linhagem controle H99 e em vermelho B3501. 
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Dados apresentaram significância estatística com valor de p= 0,0245 (Figura 

24).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Apesar da diferença na produção de TNF-α, conforme apresentado na 

figura 25 podemos observar que não houve diferença significativa na produção 

de IL-6 entre os isolados de C. gattii e C. neoformans. O valor médio de 

concentração dos isolados de C. neoformans foi de 650 pg/mL com pico 

máximo de 1200 pg/mL, já os isolados de C. gattii revelaram valor médio de 

800 pg/mL e pico máximo de 1250 pg/mL 

 

 

Figura 24. Produção de TNF-α por macrófagos murinos que interagiram por 24h 
com isolados de C. neoformans e C. gattii da FIOCRUZ do Rio de Janeiro (MOI 
10). Macrófagos foram incubados por 24h isoladamente ou na presença dos 
diferentes isolados. Após o tempo de incubação, os sobrenadantes do co-cultivo 
foram coletados para avaliação da produção da citocina por ELISA. Cada ponto 
representa a média de produção da citocina por macrófagos que interagiram com 
um determinado isolado. Os dados representam análises feitas em triplicatas 
biológicas feitas em triplicata técnica. Para a avaliação estatística foi utilizado o 
teste Mann-Whitney. Em azul foi marcado a linhagem controle H99 e em vermelho 
B3501. 
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Figura 25.  Produção de IL-6 por macrófagos murinos que interagiram por 24h 
com isolados de C. neoformans e C. gattii da FIOCRUZ do Rio de Janeiro (MOI 
10). Macrófagos foram incubados por 24h isoladamente ou na presença dos 
diferentes isolados. Após o tempo de incubação, os sobrenadantes do co-
cultivo foram coletados para avaliação da produção da citocina por ELISA. 
Cada ponto representa a média de produção da citocina por macrófagos que 
interagiram com um determinado isolado. Os dados representam análises 
feitas em triplicatas biológicas feitas em triplicata técnica. Para a avaliação 
estatística foi utilizado o teste Mann-Whitney. Em azul foi marcado a linhagem 
controle H99 e em vermelho B3501. 
 
 

Diferente do que foi observado na produção de TNF-α, os isolados de C. 

neoformans, induziram os macrófagos a uma maior produção da quimiocina 

MCP-1 quando comparados aos isolados da espécie de C. gattii. Os isolados 

de C. neoformans apresentaram médias de concentração com o dobro do valor 

em relação aos C. gattii. Dados apresentaram significância estatística com 

valor de p=0,0001 (Figura 26).   
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Figura 26. Produção de MCP-1 por macrófagos murinos que interagiram por 
24h com isolados de C. neoformans e C. gattii da FIOCRUZ do Rio de Janeiro 
(MOI 10). Macrófagos foram incubados por 24h isoladamente ou na presença 
dos diferentes isolados. Após o tempo de incubação, os sobrenadantes do co-
cultivo foram coletados para avaliação da produção da quimiocina por ELISA. 
Cada ponto representa a média de produção da citocina por macrófagos que 
interagiram com um determinado isolado. Os dados representam análises 
feitas em triplicatas biológicas feitas em triplicata técnica. Para a avaliação 
estatística foi utilizado o teste Mann-Whitney. Em azul foi marcado a linhagem 
controle H99 e em vermelho B3501. 
 
 
 

6.3. Correlação dos isolados com seus fatores de virulência  

  

            Para analisar se a habilidade de macrófagos murinos fagocitarem as 

diferentes linhagens de C. neoformans da FIOCRUZ- RJ estaria relacionada 

com a sobrevida do fungo, foi feita uma correlação linear de Pearson, a qual 

demonstrou em primeira análise na Figura 27, uma correlação positiva e 

significativa com valor de r=0,5403, e p=0,0206 (A). No qual quanto maior a 

internalização do fungo maior é a sua sobrevivência após a interação. No 

entanto, quando combinamos os resultados obtidos com os isolados do Rio de 
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Janeiro com os dos isolados de Brasília, essa correlação não parece ser 

significativa, r=0,3325, e p=0,0838 (B). 

 

 

 

 

 

Figura 27. Análise de correlação do percentual de fagocitose com o índice de 

sobrevivência fúngica dos diferentes isolados de C. neoformans após a 

interação com macrófagos (A) Correlação positiva entre habilidade de 

fagocitose e sobrevivência das linhagens clínicas de C. neoformans da 

FIOCRUZ de Rio de Janeiro. r= 0,5403; p= 0,0206. (B) Ausência de correlação 

entre a fagocitose com a sobrevida do fungo dos isolados de C. neoformans da 

FIOCRUZ-RJ e LACEN de Brasília, r=0,3325, e p=0,0838. 

 

              Observamos uma correlação semelhante entre o percentual de 

internalização do isolados de C. gattii da FIOCRUZ de Rio de Janeiro com a 

sua habilidade de sobreviver, também indicando que a habilidade do fungo ser 

internalizado pode estar relacionada a sua habilidade de sobreviver a interação 

(Figura 28).   
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Figura 28. Correlação entre a taxa de internalização do isolados por 

macrófagos e a taxa de sobrevivência das linhagens clínicas de C. gattii da 

FIOCRUZ de Rio de Janeiro após a interação com macrófagos. r= 0,5519; p= 

0,0481 

. 

 

 Quando foi analisado separadamente os dados da interação dos 

macrófagos J774 com a capacidade de sobrevivência fúngica dos isolados do 

LACEN de Brasília, não observamos nenhuma correlação entre os fenótipos, 

r=0,001942 e p= 0,9038, conforme podemos observar na figura 29. 
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Figura 29. Correlação entre a taxa de internalização do isolados por 

macrófagos e a taxa de sobrevivência das linhagens clínicas de C. neoformans 

do LACEN de Brasília após a interação com macrófagos. r=0,001942 e p= 

0,9038.  

 

 

 Para testar a hipótese de que os isolados poderiam estar modulando o 

fenótipo de indução de produção de citocinas na interação de macrófagos 

como forma de sobrevivência, foi analisado a possível correlação entre as 

citocinas testadas e a sobrevida do fungo.  

 Foi observado uma correlação negativa entre a produção de IL-6 (figura 

30) e MCP-1 (figura 32) por macrófagos que interagiram com  isolados de C. 

neoformans da FIOCRUZ do Rio de Janeiro e o índice de sobrevivência fúngica 

dos isolados, No entanto, não observamos nenhuma correlação entre a 

produção de  TNF- e a sobrevivência dos isolados, conforme podemos ver na 

figura 31. 
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Figura 30. Correlação negativa entre a produção de IL-6 por macrófagos e a 
taxa de sobrevivência das linhagens clínicas de C. neoformans da FIOCRUZ 
de Rio de Janeiro após a interação com macrófagos. r= -0,5828; p= 0,0178 
 

 

 

 
Figura 31. Ausência de correlação entre a produção de TNF-α por macrófagos 
e a taxa de sobrevivência das linhagens clínicas de C. neoformans da 
FIOCRUZ de Rio de Janeiro após a interação com macrófagos. r= -0,1658; p= 
0,5393. 
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Figura 32. Correlação negativa entre a produção de MCP-1 por macrófagos e a 
taxa de sobrevivência das linhagens clínicas de C. neoformans da FIOCRUZ 
de Rio de Janeiro após a interação com macrófagos. r= -0,5059; p= 0,0456. 
 

 

 

Em relação aos isolados de C. gattii da FIOCRUZ do Rio de Janeiro não 

observamos nenhuma correlação entre a sobrevida do fungo e a produção de 

nenhuma das três citocinas por macrófagos que interagiram com os diferentes 

isolado (Figura 33, 34 e 35), indicando que a produção dessas citocinas por 

macrófagos possa não ter um papel tão importante na sobrevivência fúngica, 

como observado com os isolados de C. neoformans.  
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Figura 33. Ausência de correlação entre a produção de IL-6 por macrófagos e a 
taxa de sobrevivência das linhagens clínicas de C. gattii da FIOCRUZ de Rio 
de Janeiro após a interação com macrófagos. r= 0,2326; p= 0,4670. 

 

 

 

Figura 34. Ausência de correlação entre a produção de TNF-α por macrófagos 
e a taxa de sobrevivência das linhagens clínicas de C. gattii da FIOCRUZ de 
Rio de Janeiro após a interação com macrófagos. r= -0,2554; p= 0,4230. 
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Figura 35. Ausência correlação entre a produção de MCP-1 por macrófagos e a 
taxa de sobrevivência das linhagens clínicas de C. gattii da FIOCRUZ de Rio 
de Janeiro após a interação com macrófagos. r= -0,4270; p= 0,1662. 
 

 

 

7. Discussão 

 

A criptococose é uma doença cosmopolita grave, com maior impacto em 

países em desenvolvimento pela dificuldade ao acesso ao diagnóstico e 

medicação (WHO, 2018). Por esse motivo, estudos que possam esclarecer a 

interação patógeno hospedeiro são essenciais. Como já foi citado estudos que 

caracterizam as diferenças entre as espécies causadoras da criptococose não 

forma claramente elucidados. No Brasil, cerca de 90% dos casos de 

criptococose apresentam a forma mais grave da doença a meningoencefalite, 

enquanto alguns casos apresentem sintomas restritos ao pulmão ou se 

disseminam para outros órgãos (SANTOS et al, 2008). Casos da doença com 

maior frequência relacionada à espécie C. gattii, foram observados em estudos 

realizados em Belém do Pará, no qual a maioria absoluta de casos 

apresentava lesão do SNC (SANTOS et al, 2008). 

Devido à escassez de dados referentes a interação patógeno-

hospedeiro de Cryptococcus spp aqui no Brasil e apesar das características 

clínicas das doenças causadas pelas duas espécies ser amplamente 
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estudadas, ainda não são claros todos os fatores que determinam essas 

diferenças. Como macrófagos são importantes células na imunidade contra 

Cryptococcus spp foi avaliado diferenças na interação de diferentes isolados 

clínicos com macrófagos a fim de identificar possíveis diferenças que possam 

explicar as diferenças clínicas nas doenças causadas pelos dois fungos.  

Os dados revelaram uma maior taxa de internalização dos isolados de 

C. gattii, quando comparada aos de C. neoformans. Já dados de um estudo 

com isolados da Tailândia apresentou resultados opostos (HANSAKON et al., 

2019). É importante salientar que embora nas duas circunstâncias a interação 

para análise de fagocitose tenha acontecido por duas horas com fungos 

previamente opsonizados por 18B7, os experimentos do outro grupo utilizaram 

a linhagem imortalizada J774 após ativação com Phorbol 12-myristate 13-

acetate (PMA) utilizando um MOI de 10, enquanto usamos macrófagos 

primários não ativados e um MOI de 2. Essas diferenças nas resultantes da 

interação quando comparamos as duas linhagens de macrófago, poderiam 

também explicar algumas das diferenças que observamos na interação dos 

isolados clínicos de C. neoformans do LACEN que foram submetidos à 

interação com J774 em comparação com os resultados observados com os 

isolados de C. neoformans da FIOCRUZ/RJ que interagiram com macrófagos 

primários. 

Considerando-se apenas o tamanho da cápsula, isolados de C. gattii de 

maneira geral, apresentem tamanho capsular maior quando comparado a 

isolados de C. neoformans confirmaram essa diferença.  No entanto, apesar 

da cápsula ser um importante fator antifagocítico e do tamanho dessa estrutura 

poder afetar a internalização do fungo, outros fatores como sua composição e 

estrutura, a presença de soro e o tipo de fagócitos também podem ser 

importantes na fagocitose do fungo e na sua eliminação ou sobrevivência (DEL 

POETA, 2004). Além disso, foi demonstrado anteriormente que um maior 

tamanho da cápsula pode favorecer a internalização de Cryptococcus quando 

anticorpos são usados como opsoninas (ZARAGOZA; CASADEVALL, 2003). 

Além da maior fagocitose, os isolados de C. gattii também apresentaram 

maiores taxas de sobrevivência/proliferação após a interação com macrófagos. 

Embora possa parecer contraditória uma maior internalização do fungo com 
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uma maior taxa de sobrevivência é importante lembrarmos que Cryptococcus é 

um parasita intracelular facultativo de macrófagos (Feldemesser, Tuker e 

Casadevall, 2001). Além disso, foi demonstrando uma correlação positiva entre 

a taxa de internalização de isolados clínicos por macrófagos in vitro com a 

carga fúngica de isolados de C. neoformans no líquido céfalo-raquidiano 

(SABIITI et al., 2014).  

As análises dos dados mostram que os isolados de C. gattii 

sobreviveram mais quando comparados ao isolados de C. neoformans. O que 

poderia sugerir um fenótipo mais virulento destes espécimes, já que esta 

espécie infecta e causa doença em indivíduos normalmente 

imunocompetentes. Nesse sentido, nossos dados se assemelham a literatura 

que demonstra em estudos realizados por Hansakon e colaboradores em 2018 

que isolados clínicos de C. gattii da Tailândia tem capacidade de sobreviver e 

proliferar mais do que isolados de C. neoformans da região. 

Alguns dados mostram que C. gattii após ser fagocitado tem capacidade 

de regular negativamente a maturação de células dendríticas e a expressão de 

moléculas coestimulatórias MHC II, CD80, CD86 e assim reduzir a 

apresentação de antígenos para células T favorecendo sua sobrevivência e 

replicação (HUSTON et al., 2013).  

Relaciona-se o C. gattii a maior virulência, comparado ao C. 

neoformans, já que indivíduos supostamente saudáveis são infectados e 

desenvolvem a doença por esta espécie (OLIVEIRA et al, 2008; PAULA et al, 

2015; AMARAL et al, 2016). Os dados deste trabalho sugerem que a maior 

taxa de internalização dos isolados de C. gattii pode se relacionar com uma 

maior habilidade desses isolados em sobreviver e se proliferar após a interação 

com macrófagos, quando comparados com os isolados de C. neoformans.  

 Leveduras da espécie C. gattii apresentam maior resistência ao 

tratamento do fluconazol comparadas a C. neoformans. Em um estudo sobre a 

susceptibilidade a in vitro de 57 isolados de C. gattii e 30 de C. neoformans à 

agentes antifúngicos, foi observado que isolados de C. gattii demonstraram 

menor susceptibilidade a quase todos os antifúngicos testados quando 

comparados ao isolados de C. neoformans, esse resultado só não era 

observado em relação a anfotericina B e flucitosina, para as quais não houve 
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diferença significativa na suscetibilidade entre as espécies (TRILLES et al., 

2004).  A criptococose causada por C. gattii apresenta algumas 

particularidades quando comparada ao C. neoformans. Entre essas, a 

presença de hidrocefalia, maior ocorrência de criptococomas cerebrais e 

pulmonares, sequelas neurológicas e necessidade de terapia antifúngica 

prolongada são características da criptococose causada por essa espécie 

(LEAL, 2006; SEVERO; GAZZONI; SEVERO, 2009).  

 Além disso, observamos uma correlação entre a habilidade 

fagocítica dos macrófagos na interação com os isolados clínicos com a 

capacidade de sobrevida das linhagens em contato com os fagócitos, 

corroborando com nossas observações prévias. Observamos que quanto mais 

o fungo era fagocitado, mas ele apresentava capacidade de sobreviver e se 

proliferar dentro dos macrófagos e estes achados forma observados tantos nos 

isolados de C. neoformans quantos nos isolados de C. gattii da FIOCRUZ do 

Rio de Janeiro. Todavia, não observamos uma correlação entre a habilidade de 

fagocitose dos macrófagos e a sobrevida fúngica nas análises feitas com os 

isolados de C. neoformans do LACEN de Brasília já testados neste trabalho. 

Embora não possamos eliminar possíveis diferenças fenotípicas relacionadas a 

origem geográfica dos diferentes isolados, é importante lembrarmos que as 

análises com os isolados do LACEN foram feitas com macrófagos de linhagem 

diferente dos testes com isolados da FIOCRUZ. Considerando as diferenças 

previamente discutidas entre os nossos resultados e os resultados do grupo da 

Tailândia (HANSAKON et al. 2019), diferenças das células hospedeiras podem 

ter um papel importante nas diferenças observadas entre os dois grupos de 

isolados. Estudos com demais isolados do LACEN e com a linhagem de 

macrófagos primários derivados de medula devem ser realizados para avaliar 

essa hipótese.   

Os isolados de C. neoformans da FIOCRUZ-RJ apresentam 

classificação molecular VNI e os isolados de C. gattii FIOCRUZ-RJ VGII. Em 

um estudo de investigação de distribuição molecular e geográfica mundial 

realizado por Cogliati (2013) com isolados clínicos e ambientais de C. 

neoformans e C. gattii, foi observado que no Brasil os genótipos relatados eram 

VGII, VGI, VGIII nos isolados de C. gattii. Já em um estudo realizado na região 
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norte, no período de 2003 a 2007 com 56 isolados de Cryptococcus spp, os 

isolados de C. neoformans (28) apresentaram classificação molecular VNI e os 

de C. gattii (28), apresentaram classificação molecular VGII em 23 dos 25 

isolados e apenas 3 isolados eram VGI, o que corrobora com a distribuição 

molecular dos isolados da FIOCRUZ-RJ estudados neste trabalho (SANTOS et 

al., 2008). 

A resposta imune contra a criptococose é caracterizada por uma 

elevação na produção de citocinas pró-inflamatórias associadas a ativação e 

polarização de linfócitos T auxiliares 1 ou Th1 (T helper 1) que desempenha 

função efetora ao produzir citocinas que recrutam e ativam células importantes, 

tais como macrófago, DC entre outras células para eliminação do fungo 

(UPADHYA et al., 2016). Portanto o padrão de citocinas produzidas e 

predominantes da interação com o fungo é essencial para eliminação e/ou 

proliferação e disseminação fúngica. 

Neste estudo foi analisado a indução de produção das citocinas TNF-α, 

IL-6 e MCP-1, ambas citocinas produzidas por macrófagos e importantes no 

curso da criptococose. Quanto à diferença em relação à produção das citocinas 

inflamatórias observamos que apesar de ambas as espécies terem sido 

capazes de induzir produção das citocinas IL-6, TNF-α e MCP-1, os isolados de 

C. gattii foram capazes de induzir uma maior produção de TNF-α pelos 

macrófagos que C. neoformans, embora ambas espécies tenham induzido a 

produção de níveis semelhantes de IL-6. Outra diferença entre os isolados foi 

que isolados de C. neoformans foram capazes de induzir maior produção de 

MCP-1.  

       Em estudos realizados por Schoffelen e colaboradores em 2013, 

demonstram que espécies do complexo de C. gattii mortos pelo calor induziram 

maiores concentrações das citocinas pró-inflamatórias IL-1β, IL-6, TNF-α e IL-

17/22 do que aquelas observadas no complexo de espécies de C. neoformans 

(SCHOFFELEN et al., 2013). Tais resultados corroboram os nossos achados. 

Níveis elevados das citocinas pró-inflamatórias IL-6, IL-8, IFN-γ e TNF-α 

no soro têm sido associados à sobrevida da meningite criptocócica em 

pacientes com HIV (MORA et al., 2017).  
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Em estudo realizado na França, em que era observada a influência do 

sexo na infecção disseminada de C. neoformans em modelo experimental de 

camundongos, foi observado que fêmeas infectadas com o fungo foram 

capazes de produzir maiores concentrações no sangue e baço de TNF-α e IFN-

γ quando comparadas a machos. Esse aumento pode estar associado a com a 

produção de hormônios estradiol e progesterona, e fatores como sexo e idade 

são importantes e devem ser considerados quando se estuda interação-

patógeno hospedeiro na criptococose (LORTHOLARY et al., 2002).  

Os níveis mais altos de TNF-α nos isolados de C. gattii podem ser 

derivados da maior taxa de internalização desse fungo quando comparado com 

os isolados de C. neoformans. 

          MCP-1 é uma proteína quimioatrativa de monócitos produzida por uma 

variedade células inclusive macrófagos. Ela é importante em modelos 

experimentais de criptococose para formação de granulomas (ELSEGEINY et 

al., 2018). MCP-1 é produzida durante a indução de criptococose experimental, 

e a neutralização desta quimiocina resulta na diminuição do recrutamento de 

células e aumento da carga fúngica (HUFFNAGLE et al., 1995), o que 

corrobora com nossos achados já que os isolados de C. gattii induziram menor 

produção deste quimiocina e conseguiram sobreviver e se proliferar mais na 

interação com os macrófagos murinos estudados.     

       Foi observado que leveduras da linhagem C. neoformans são capazes de 

induzir produção de MCP-1 de forma dose dependente, ao interagir com 

mastócitos humanos (LOPES et al., 2019). Estudos anteriores mostram que a 

infecção por C. neoformans estimula a produção de MCP-1 nos pulmões 

(HUFFNAGLE et al., 1995) e a falha na indução de MCP-1 resultou em uma 

diminuição na resposta inflamatória mediada por células e na depuração 

criptocócica in vivo (HUFFNAGLE et al., 1995; LEVITZ et al., 1999). 

          Outro resultado observado foi uma correlação negativa entre indução de 

produção de IL-6 por macrófagos com a taxa de sobrevivência dos isolados de 

C. neoformans, indicando que quanto maior a produção da citocina, menor a 

taxa de sobrevivência fúngica. Uma hipótese para isso é que fungos com maior 

habilidade de sobreviver a interação poderiam de alguma forma estar 

regulando negativamente a indução de produção desta citocina como medida 

about:blank
about:blank
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de sobrevivência. No entanto não observamos a mesma correlação entre a 

produção de IL-6 por macrófagos com a sobrevivência fúngica nas análises 

com os isolados de C. gattii, sugerindo que possam existir diferenças nas 

estratégias de modulação do sistema imune entre as duas espécies. 

A hipótese para esse achado, é que o fungo poderia estar sobrevivendo 

e se proliferando na interação com macrófago através de mecanismo de 

exocitose não lítica. O escape do fungo através de exocitose não lítica e a 

disseminação de célula já foram descritos em culturas in vitro de macrófagos 

murinos e humanos (MA et al., 2006). 

É esperado que os demais resultados de analises das interações dos 

isolados do LACEN estejam correlacionadas a características clinicas dos 

pacientes, o que explicaria a diferença na virulência de cada espécime e 

porque algumas linhagens são capazes de causar manifestações mais graves, 

enquanto outras são facilmente eliminadas, apesar do macrófago ser a célula 

mais eficiente na eliminação deste fungo, não podemos excluir a importância 

de características do hospedeiro como diferenças na imunidade inata e 

também da adaptativa, além de fatores genéticos. 

 

 

8. Limitações  

 

 

A correlação dos fenótipos observados com os dados clínicos dos 

pacientes é fator primordial para o desenvolvimento deste trabalho, entretanto 

não temos dados clínicos dos isolados da FIOCRUZ do Rio de Janeiro 

caracterizando uma das principais limitações do nosso trabalho, somente 

dados dos pacientes dos isolados do LACEN de Brasília. Outra limitação do 

trabalho foi não ter conseguido analisar um número maior de amostras do 

LACEN de Brasília, e a utilização de uma linhagem diferente de macrófagos da 

que foi usada nas interações com os isolados do Rio de Janeiro o que dificultou 

a identificação de possíveis diferenças geográficas entre os isolados.  
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9. Conclusão 

 

Nesse estudo de diferenças entre isolados de C. neoformans e C. gattii, 

mostramos que os isolados de C. gattii da FIOCRUZ- RJ foram mais 

fagocitados e apresentam maior sobrevivência fúngica ao mesmo tempo que 

induziram uma maior produção de TNF-alfa nos macrófagos em relação aos 

isolados de C. neoformans. Em contrapartida, os isolados de C. neoformans 

foram capazes de induzir maior produção de MCP-1 por macrófagos em 

relação aos isolados de C. gattii. Observamos também uma correlação positiva 

entre a sobrevivência fúngica e a taxa de fagocitose dos isolados de C. 

neoformans da FIOCRUZ do Rio de Janeiro, indicando que quanto maior for a 

internalização do fungo, maior a sua taxa de sobrevivência. Quanto à 

correlação de produção de citocinas e a sobrevida fúngica, observamos que os 

isolados clínicos de C. neoformans da FIOCRUZ do Rio de Janeiro 

apresentaram correlação negativa com a citocina IL-6, e a quimiocina MCP-1.       

Em conclusão, isolados de C. gattii foram fagocitados com mais 

eficiência, o que já havia sido associado a uma melhor sobrevida dos fungos no 

sistema nervoso central. Eles também foram mais capazes de resistir à 

atividade antifúngica do macrófago e levaram à diminuição da secreção de 

MCP-1. Esses resultados podem apontar razões para a maior incidência da 

doença por C. gattii em pessoas imunocompetentes. Nossa perspectiva é que 

a análise de um maior número de isolados do LACEN de Brasília confirme as 

observações até agora feitas nesse trabalho esses fenótipos sejam 

semelhantes em relação às linhagens desta espécie. As diferenças entre os 

resultados obtidos com macrófagos primários e células imortalizadas sugere 

que seria interessante testar a interação dos isolados de Brasília também com 

células primárias, ou testarmos a interação dos isolados da FIOCRUZ com 

macrófagos J774.  

De modo geral, espera-se que nossos resultados contribuam na 

elucidação da interação deste fungo com os macrófagos, a principal célula 

efetora na infecção desse fungo, além de elucidar a diferenças entre espécies 

causadora da doença aqui no Brasil. E assim, de alguma maneira facilitar no 
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desenvolvimento de soluções que favorecem o diagnóstico, tratamento e a 

prevenção dessa doença. 
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Anexo 1 

Comprovação de autorização do comitê de ética para uso dos isolados e 

dados clínicos dos pacientes 
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Anexo 2 

Comprovação de autorização pelo Comitê de Ética de uso de animais 
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Anexo 3 

Tabela 1. Dados gerais dos isolados clínicos como, espécie, nomenclatura, percentual de 

fagocitose, sobrevivência fúngica, índice fagocítico, e concentração das citocinas IL-6, TNF-α e 

a quimiocina MCP-1. 

 

Isolado 

 

Espécie 

 

Procedência 

 

% 

Fagocitose 

 

Índice fagocitico 

IF 

 

Sobrevivência 

Fúngica 

CFU 

 

[ ] 

IL-6 

pg/mL 

 

[ ] 

TNF-α 

pg/mL 

 

[ ] 

MCP1 

pg/mL 

H99 

Controle 

C. neoformans Laboratório 54,7 

 

4,2 0,5 

 

623,2 1542 204 

B3501 

Controle 

C. neoformans Laboratório 63,7 3,5 0,3 575,3 1413 211 

CNF001.

1 

C. neoformans FIOCRUZ 

Rio de 

Janeiro 

56,3 

 

3,5 0,3 529,4 730,8 229 

CNF002 C. neoformans FIOCRUZ 

Rio de 

Janeiro 

49,3 1,2 0,5 517,1 879,6 225 

CNF003 C. neoformans FIOCRUZ 

Rio de 

Janeiro 

52,0 4,5 0,30 616,7 745,1 244 

CNF004 C. neoformans FIOCRUZ 

Rio de 

Janeiro 

36,3 4,2 0,2 1075,1 818,5 259 

CNF005 C. neoformans FIOCRUZ 

Rio de 

Janeiro 

37,7 3,2 0,4 1028,2 641,3 186 

CNF001.

2 

C. neoformans FIOCRUZ 

Rio de 

Janeiro 

67,7 

 

2,6 0,2 958,0 754,8 252 

CNF007 C. neoformans FIOCRUZ 

Rio de 

Janeiro 

72,7 3,6 0,3 1141,2 742,9 220 

CNF008 C. neoformans FIOCRUZ 

Rio de 

Janeiro 

57,3 4,2 0,3 630,7 634,7 226 

CNF001.

3 

C. neoformans FIOCRUZ 

Rio de 

Janeiro 

56,3 

 

4,43 0,2 752,9 666,1 236 
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CNF010 C. neoformans FIOCRUZ 

Rio de 

Janeiro 

60,0 4,46 0,2 724,7 584,1 184 

CNF011 C. neoformans FIOCRUZ 

Rio de 

Janeiro 

60,7 3,6 1,0 528,3 947,4 92 

CNF012 C. neoformans FIOCRUZ 

Rio de 

Janeiro 

64,0 3,2 0,3 656,4 964,3 234 

CNF013 C. neoformans FIOCRUZ 

Rio de 

Janeiro 

70,0 4,25 1,5 765,5 800,5 229 

CNF014.

1 

C. neoformans FIOCRUZ 

Rio de 

Janeiro 

79,7 2,30 1,3 319,3 720,8 217 

CNF014.

2 

C. neoformans FIOCRUZ 

Rio de 

Janeiro 

76,0 

 

3,4 1,4 271,1 674,7 40 

CNF016 C. neoformans FIOCRUZ 

Rio de 

Janeiro 

57,3 4,42 1,0 520,2 786,5 241 

CGF001 C. gattii FIOCRUZ 

Rio de 

Janeiro 

70,5 

 

3,74 3,0 165,5 329,5 98 

CGF002 C. gattii FIOCRUZ 

Rio de 

Janeiro 

68,8 3,91 2,7 411,1 1864 117 

CGF003 C. gattii FIOCRUZ 

Rio de 

Janeiro 

56,9 2,28 3,3 739,8 1990 100 

CGF004 C. gattii FIOCRUZ 

Rio de 

Janeiro 

72,1 3,64 4,1 21,1 170 108 

CGF005 C. gattii FIOCRUZ 

Rio de 

Janeiro 

63,3 2,92 1,9 814,5 2200 144 

CGF006 C. gattii FIOCRUZ 

Rio de 

Janeiro 

76,5 3,54 4,6 834,6 1981 175 



108 
 

108 
 

CGF007 C. gattii FIOCRUZ 

Rio de 

Janeiro 

73,3 2,82 4,5 973,7 1470 170 

CGF008 C. gattii FIOCRUZ 

Rio de 

Janeiro 

62,1 3,65 2,8 80,2 444,5 89 

CGF009 C. gattii FIOCRUZ 

Rio de 

Janeiro 

68,3 2,50 1,0 855,4 1969 125 

CGF010 C. gattii FIOCRUZ 

Rio de 

Janeiro 

69,6 2,64 1,1 1063,1 1578 99 

CGF011 C. gattii FIOCRUZ 

Rio de 

Janeiro 

68,6 2,52 2,6 883,1 1765 116 

CGF012 C. gattii FIOCRUZ 

Rio de 

Janeiro 

79,1 4,08 3,0 1199,2 2316 133 

CNB001 C. neoformans LACEN 

Brasília 

37,0 2,2 0,6 - - - 

CNB002 C. neoformans LACEN 

Brasília 

56,9 1,1 0,6 - - - 

CNB003.

1 

C. neoformans LACEN 

Brasília 

21,6 1,5 0,7 - - - 

CNB004.

1 

C. neoformans LACEN 

Brasília 

37,1 1,2 0,2 - - - 

CNB004.

2 

C. neoformans LACEN 

Brasília 

29,8 2,7 0,1 - - - 

CNB006 C. neoformans LACEN 

Brasília 

42,6 1,0 0,2 - - - 

CNB007.

1 

C. neoformans LACEN 

Brasília 

26,3 2,0 0,7 - - - 

CNB008.

1 

C. neoformans LACEN 

Brasília 

51,4 2,1 0,6 - - - 

CNB007.

2 

C. neoformans LACEN 

Brasília 

25,2 1,5 0,6 - - - 

CNB010 C. neoformans LACEN 

Brasília 

42,3 1,5 1,1 - - - 

 

 


