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RESUMO 

Cryptococcus neoformans é um fungo patogênico humano que infecta princi-
palmente pacientes imunocomprometidos causando criptococose. Entre outras, uma das 
suas estratégias de virulência é a secreção de vesículas extracelulares (EVs) contendo 
polissacarídeos importantes com características imunomodulatórias. Sabe-se que dife-
rentes sorotipos de C. neoformans produzem diferentes respostas inflamatórias quando 
incubadas com macrófagos e, dependendo da condição de crescimento, estes fungos li-
beram metabólitos e fatores de virulência em diferentes concentrações. Assim, mostra-
mos que, dependendo da composição do meio de cultura, C. neoformans produz dife-
rentes fatores de virulência e diferentes vesículas extracelulares. Avaliamos as caracte-
rísticas das vesículas extracelulares produzidas por sorotipos capsulares e acapsulares 
de C. neoformans (B3501 e ΔCap67) crescendo no meio de cultura Sabouraud Dextrose 
Broth em diferentes concentrações nutricionais (10%, 50% e 100%) ou um meio pobre 
(Meio Mínimo). Afim de entender melhor a influência das EVs na modulação do infla-
massoma dependendo das condições nutricionais, elas foram incubadas com macrófa-
gos derivados da medula óssea (BMDMs) e células dendríticas (BMDCs) de camun-
dongos C57BL/6 e as citocinas do sobrenadante foram quantificadas por ELISA. Além 
disso, foram realizados experimentos in vivo para analisar os genes do inflamassoma 
ativados durante a infecção com C. neoformans após o tratamento com as EVs. Os re-
sultados mostraram que, quanto maior a concentração nutricional no meio de cultura C. 
neoformans produz EVs com menor tamanho hidrodinâmico e menos compostos de vi-
rulência. Apesar disso, ao interagirem com BMDMs e BMDCs, essas EVs induzem uma 
menor produção de IL-1β em relação às EVs produzidas no meio nutricionalmente po-
bre. Quando utilizadas como tratamento em camundongos infectados com C. neofor-
mans, as EVs produzidas no meio rico inibiram a maioria dos genes relacionados ao in-
flamassoma em relação aos camundongos infectados que não receberam tratamento. 
Tais resultados indicam que provavelmente as EVs estão relacionadas ao processo de 
disseminação do C. neoformans dos pulmões até o SNC do hospedeiro, considerando 
que, durante a infecção, o fungo enfrenta diferentes condições nutricionais nos tecidos 
pelos quais percorre até alcançar o tecido cerebral. Assim, a baixa disponibilidade de 
nutrientes encontrada no tecido inflamado dos pulmões estimularia a produção de EVs 
com função imuno-estimulatória que provocaria um maior recrutamento de macrófagos 
e internalização de leveduras. As leveduras, protegidas no interior dos macrófagos, con-
seguiriam se disseminar pelo organismo, sem ativar o sistema imune, até chegar ao 
SNC, tecido com maior disponibilidade de nutrientes e, onde o fungo produziria EVs 
com funções imuno-inibitórias e conseguiria se manter estável. Dessa forma, tais resul-
tados mostram mais uma vez a importância das EVs no processo de infecção pelo C. 
neoformans, podendo ser alvo de estudos para desenvolvimento de tratamento para a 
criptococose.  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INTRODUÇÃO 

Cryptococcus neoformans 

 Cryptococcus neoformans (Cn) é o agente etiológico da criptococose, uma das 

principais infecções oportunistas que acometem pacientes com AIDS (HIV positivos) 

(BEKONDI, et al. 2006). Quando a infecção ocorre em indivíduos imunocompetentes, 

esses apresentam um quadro clínico assintomático ou com leve pneumonia, geralmente 

com eliminação do fungo ou induzindo a fase de latência. No entanto, quando o Cn in-

fecta mamíferos com imunidade mediada por células defectiva, principalmente aqueles 

deficientes em linfócitos T CD4+ (pacientes com sarcoidose, desordens linfoproliferati-

vas ou em terapias imunossupressoras), as leveduras migram para o sistema nervoso 

central, causando meningite (PAPPAS, 2013). Estima-se que 70 a 90% dos pacientes 

aidéticos sofram com desordens neuropatológicas, sendo meningite criptococócica uma 

das mais frequentes (DEL VALLE, et al. 2006). 

A meningite criptococócica apresenta uma incidência anual de aproximadamente 

223.100 casos e 180 mil mortes, em uma escala global, sendo 73% dos casos na África 

Subsaariana e 19% no Sudeste Asiático (figura 1). Provavelmente observa-se uma maior 

incidência da doença nestas regiões devido a uma menor disponibilidade de tratamento 

antirretroviral (ART), favorecendo a maior disseminação do vírus HIV e do C. neofor-

mans, quando comparado a outras regiões do mundo, que apresentaram reduções signi-

ficativas da doença na última década (DENNING, 2016). Globalmente, a meningite 

criptococócica é responsável pela mortalidade de até 15% dos pacientes infectados com 

o vírus HIV (RAJASINGHAM, et al, 2017). 

O C. neoformans é um fungo encapsulado, cuja forma patogênica é a leveduri-

forme (figura 2). É uma espécie muito heterogênea e inicialmente era dividida em qua-

tro sorotipos, dependendo das características antigênicas de sua cápsula polissacarídica 

(sorotipos A, B, C e D). Posteriormente, esta espécie foi dividida em duas novas espéci-

es: Cryptococcus neoformans, que abrange os sorotipos A (var. grubii) e D (var. neo-

formans) e Cryptococcus gattii, devido a diferenças genéticas que impedem a reprodu-

ção entre estas espécies. Ademais, foi visto que essas espécies apresentam diferenças 

morfológicas em sua forma reprodutiva, ecológicas e em sua interação com o hospedei-
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ro. C. neoformans é muito mais disseminado globalmente e infecta principalmente paci-

entes imunossuprimidos, enquanto que C. gatti infecta principalmente pacientes imuno-

competentes e causa quadros clínicos mais graves, apesar de ser menos prevalente e ra-

ramente ser encontrado em sua forma livre no meio ambiente (KWON-CHUNG e 

VARMA, 2006). Recentemente, após análises filogenéticas e imunoespecíficas mais 

aprofundadas, foi proposta uma nova divisão dessas espécies: C. gatti foi dividida em 

outras 5 espécies e a C. neoformans var. grubii e var. neoformans foram consideradas 

espécies diferentes (HAGEN et al, 2015). 
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Figura 1. Estimativa de casos anuais de infecção por C. neoformans nos diferentes países do globo. Cores 
quentes representam uma maior incidência e cores frias uma menor (RAJASINGHAM, R. et al. 2017).

Figura 2. Microscopia óptica de C. neoformans. Cryptococcus neofor-
mans Centers for Disease Control and Prevention's Public Health Image 
Library (PHIL).



C. neoformans é um fungo ambiental basidiomiceto, encontrado principalmente 

em fezes secas de pombos e morcegos e em troncos e raízes em processo de decomposi-

ção (CALLEJAS et al. 2009; CHAKRABARTI et al. 1997; PFEIFFER et al, 1992). 

Apesar de conseguir sobreviver bem em sua forma saprofítica, esse fungo também é 

capaz de infectar aves e mamíferos, sobrevivendo tanto no meio extracelular como no 

meio intracelular, sendo considerado assim um patógeno intracelular facultativo. Tam-

bém se observou que esse fungo é capaz de infectar microorganismos do solo, como 

nematóides e amebas de forma semelhante a que infecta macrófagos de mamíferos, con-

seguindo sobreviver e inclusive modular o fagolisossoma destas espécies (STEEN-

BERGEN e CASADEVALL 2003, CASADEVALL e PIROFSKI, 2007). 

Infecção 

A infecção ocorre pela inalação de propágulos fúngicos disseminados no ambi-

ente, que se instalam nos alvéolos pulmonares, onde se diferenciam em leveduras, sua 

forma patogênica (IDNURM et al, 2005). Estes são internalizados por células residentes 

da primeira linha de defesa do sistema imune inato: macrófagos e células dendríticas, 

que normalmente são capazes de eliminar os patógenos antes que sejam detectados sin-

tomas específicos. Caso não sejam eliminados, os microrganismos podem ficar em esta-

do latente até que haja uma eventual fragilidade do sistema imune do hospedeiro, quan-

do eles conseguem voltar a se replicar e infectar outras células e órgãos (GARCIA-

HERMOSO et al, 1999). 

 Quando o fungo se instala nos alvéolos pulmonares, apresenta diversas estraté-

gias de virulência para conseguir sobreviver e se disseminar no tecido do hospedeiro. 

Dentre aos fatores de virulência está a presença de cápsula polissacarídica, principal ca-

racterística desse fungo, que lhe permite evadir o sistema imune e inibir sua fagocitose 

por macrófagos (BOLANOS e MITCHELL, 1989; LEVITZ e DIBENEDETTO, 1989). 

Uma outra estratégia utilizada para impedir a fagocitose é a formação de células titãs, 

células que podem chegar a medir até 100 µm de diâmetro, em comparação com o ta-

manho mais comum desta espécie que é de até 7 µm, gerando assim um impedimento 

físico à fagocitose. Além disso, as células titãs sofrem modificações moleculares inibitó-
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rias em sua cápsula, inibindo por mecanismos ainda não totalmente elucidados a fagoci-

tose de células vizinhas pequenas, aumentando então a população de C. neoformans no 

pulmão infectado (OKAGAKI e NIELSEN, 2012; ZARAGOZA e NIELSEN, 2013).  

 Sabe-se que cepas acapsulares, como o mutante acapsular da cepa B3501 

(ΔCap67) conseguem se multiplicar normalmente em condições controladas em labora-

tório, mas no hospedeiro são facilmente eliminados, o que mostra que a cápsula não é 

essencial para a sobrevivência do fungo, apesar de ser muito importante para sua viru-

lência (FROMTLING et al. 1982). Além de contribuir para a evasão do sistema imune, 

a cápsula, formada por uma rede entrelaçada de polissacarídeos glucuronoxilomanana 

(GXM) e galactoxilomanana (GalXM) (BOSE et al. 2003), prejudica a resposta imune 

do hospedeiro, que não consegue reconhecer o fungo de forma eficiente (ZARAGOZA 

et al, 2009). 

Apesar de que C. neoformans consegue inibir a fagocitose por meio da presença 

da cápsula, observou-se que nas primeiras horas de infecção nos pulmões, as leveduras 

encontram-se no interior dos fagócitos (FELDMESSER et al., 2000). Uma provável hi-

pótese é de que o fungo consegue regular o rearranjo de moléculas da cápsula, expondo 

opsoninas e polissacarídeos que são reconhecidos pelos fagócitos e permitem a sua fa-

gocitose. O fungo consegue sobreviver favoravelmente na temperatura corporal dos 

mamíferos e em um pH ácido, como o dos fagolisossomos, o que lhe permite permane-

cer viável e se multiplicar no interior dos mesmos (LEVITZ et al, 1999). Além disso, C. 

neoformans inibe a fusão do lisossoma com o fagossoma (LEVITZ et al, 1999) e é ca-

paz de regular várias características dos macrófagos, como a organização do citoesque-

leto e sinalização celular para favorecer sua própria sobrevivência (QIN et al. 2011). 

Foi mostrado anteriormente que C. neorformans viáveis são capazes de retardar 

a maturação do fagossoma, removendo os marcadores Rab5 e Rab11, reduzindo a sua 

acidificação, efluxo de cálcio e de proteases, favorecendo assim a sua proliferação 

(SMITH et al, 2015). Após a internalização do fungo, sua cápsula se espessa e ele co-

meça a secretar enzimas como fosfolipase B e fosfatase ácida. Tais enzimas causam 

dano à membrana do fagolisossoma, neutralizando seu pH e promovendo maior perme-

abilização da membrana do fagócito, o que permite maior influxo de nutrientes e even-

tual exocitose, que pode ocorrer com lise ou não do macrófago (exocitose lítica ou não 
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lítica). O processo de extrusão, também chamado de vomocitose, ocorre de forma que 

tanto o macrófago quanto os fungos permanecem viáveis após a saída dos microrganis-

mos e não há ativação de resposta pró-inflamatória, diferente do que ocorre no caso de 

lise do macrófago. Além da vomocitose, C. neoformans também pode ser transferido 

lateralmente para células adjacentes e ambas estratégias requerem que o fungo esteja 

viável (DAVIS et al. 2015).  

Inicialmente, acreditava-se que a vomocitose era exclusiva de C. neoformans, no 

entanto, estudos identificaram este mesmo fenômeno ocorrendo com outros fungos 

(BAIN et al., 2012), bactérias (HAGEDORN et al., 2009; HYBISKE; STEPHENS, 

2007) e até mesmo por protozoários (REAL et al., 2014). Entretanto, ainda não se sabe 

exatamente quais são os mecanismos moleculares responsáveis por esse processo. Até o 

momento, a primeira molécula descrita como reguladora do processo de extrusão foi a 

Map quinase ERK5, receptor extracelular de macrófagos responsável pelo processo de 

inibição da vomocitose. A inibição da ERK5 causa uma modificação do citoesqueleto de 

actina em macrófagos M2, além de uma modificação no perfil de secreção de citocinas: 

há uma redução na produção de IL-4 e IL-10 e aumento na produção de IL-12p40 e 

TNF-𝜶. Neste estudo também foi mostrado que a inibição do ERK5 in vivo em modelos 

de zebra fish aumenta a vomocitose e reduz a disseminação da infecção. Esses dados 

mostram que provavelmente a vomocitose é uma estratégia utilizada pelos macrófagos 

para se proteger da infecção e não uma estratégia de virulência dos patógenos, como se 

acreditava até então (GILBERT et al, 2017). Um aspecto interessante é que a forma 

como ocorre a extrusão depende da via de internalização do patógeno. No caso de inter-

nalização via anticorpos, os patógenos costumam ser expelidos em aglomerados e de-

pois continuam crescendo na forma de biofilme, enquanto que quando a internalização é 

via sistema complemento, as leveduras são expelidas individualmente (ALVAREZ et al, 

2008). 

Assim, a sobrevivência das leveduras no interior dos fagócitos é uma importante 

estratégia de virulência desse organismo, facilitando a permanência em estado de latên-

cia e promovendo a sua disseminação pelo organismo do hospedeiro, já que assim os 

microrganismos permanecem protegidos do sistema imune. A disseminação do fungo 

via macrófagos é denominado cavalo de Tróia, e é considerado importante para a che-
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gada do fungo em outros órgãos bem como no SNC, sendo transportados e atravessando 

a barreira hemato-encefálica dentro dos fagócitos ou sendo liberados diretamente nas 

células endoteliais desta barreira, em um processo dependente de urease (CASADE-

VALL, 2010). Corroborando com esta hipótese, um estudo utilizando modelos murinos 

com depleção de macrófagos alveolares observou uma menor carga fúngica cerebral 

nestes animais, quando infectados com C. neoformans (KECHICHIAN et al, 2007). 

O C. neoformans, assim como várias outras espécies de patógenos, precisam se 

adaptar às diversas condições estressoras apresentadas pelo organismo para consegui-

rem sobrevier e se multiplicar no mesmo. Além das eficientes barreiras físicas e das 

pressões imunológicas encontradas, a disponibilidade nutricional, concentração de ga-

ses, pH, etc. variam de um tecido para outro. Os alvéolos pulmonares bem como os te-

cidos com processo inflamatório instalado, por exemplo, são regiões com maior concen-

tração de CO2 e menor concentração de O2, apresentando menos fontes de carbono e 

nitrogênio para o fungo se desenvolver (BARELLE et al, 2006). No entanto, algumas 

regiões do organismo apresentam altas concentrações de glicose e NO3, como o sangue, 

principal transportador dessa molécula e o tecido cerebral, que necessita altas concen-

trações de glicose para o bom funcionamento nervoso (DEVASKAR e MELLO, 1996; 

GARCÍA-CÁCERES et al, 2016). Assim, levando em conta que o C. neoformans con-

segue se desenvolver bem em todas essas regiões do organismo, em especial nos alvéo-

los pulmonares, foi visto que essa espécie apresenta uma maior expressão de fatores de 

virulência quando se encontra em situações de estresse nutricional, como o espessamen-

to de sua cápsula polissacarídica (ESHER, et al. 2018). 

Vesículas Extracelulares 

Outra importante estratégia de virulência e objeto de estudo deste trabalho é a 

produção de vesículas extracelulares (EVs) contendo biomoléculas com funções imu-

nomodulatórias e de resistência ao hospedeiro. A liberação de vesículas extracelulares 

ocorre em todos os domínios da vida e , em fungos, foi descrita pela primeira vez em C. 

neoformans (RODRIGUES et al 2007). Depois disso, já foram encontradas em várias 

outras espécies de fungo, como C. albicans (VARGAS et al, 2015), Candida parapsilo-
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sis (MEINGASSNER et al, 2009), Histoplasma capsulatum (ALBUQUERQUE, et al 

2008), Malassezia sympodialis (GEHRMANN et al, 2011), Saccharomyces cerevisiae 

(OLIVEIRA et al, 2010), Paracoccidioides brasiliensis (DA SILVA et al, 2016), Spo-

rothrix schenckii (AUGUSTO et al, 2018), Alternaria infectoria (SILVA et al, 2014) e 

Pichia fermentans (LEONE et al, 2017) o que mostra que essa é uma característica dos 

fungos em geral. Tais vesículas são utilizadas como estratégia de transporte de macro-

moléculas do meio intracelular para o meio extracelular e aparentemente são produzidas 

associadas à via do complexo de golgi e sua secreção ocorre mediante brotamentos na 

membrana celular do microorganismo (RODRIGUES et al, 2007). 

Análises morfológicas e constitutivas das EVs de C. neoformans mostraram uma 

população bastante heterogênea em forma, conteúdo e tamanho, composta por EVs va-

riando de 30 a 400 nm de diâmetro com a sua maioria representada por EVs de 100 a 

150 nm. As EVs são formadas por uma bicamada lipídica agregando em seu interior bi-

omoléculas com funções estruturais para o fungo, como ergosterol e glucosilceramidas 

(RODRIGUES et al, 2007) ou relacionadas a sua virulência, como GXM, lacase (pro-

dução de melanina), urease, superóxido dismutase e fosfolipase B (RODRIGUES et al, 

2008; OLIVEIRA et al, 2010). 

Assim, devido à presença de moléculas estruturais no interior das EVs, acredita-

se que uma de suas funções é auxiliar na montagem da cápsula fúngica, transportando 

moléculas do interior para o exterior celular. Outra função apresentada pelas EVs é a 

capacidade de modular o sistema imune do hospedeiro, sendo internalizadas quando 

interagem com macrófagos e modulando a produção de citocinas. O tratamento de célu-

las dendríticas com vesículas de C. albicans estimula a produção de IL-12p40, IL- 10 e 

TNF-α e expressão de CD86 e do Complexo Principal de Histocompatibilidade II 

(MHC II) e que o tratamento de macrófagos murinos com vesículas de C. albicans ou 

de C. neoformans leva a uma maior produção de óxido nítrico, IL-12, TGF-β e IL-10 

por essas células (OLIVEIRA et al, 2010).  

Acredita-se que a produção de EVs ocorra durante infecções fúngicas in vivo já 

que o soro de pacientes infectados com C. neoformans ou com H. capsulatum apresen-

tou reatividade  aos componentes vesiculares (Rodrigues et al. 2008), além da atividade 

imunomodulatória das EVs de C. neoformans quando interagem com macrófagos 
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(OLIVEIRA et al, 2010) e a influência do tratamento com EVs favorecendo a migração 

de C. neoformans para o SNC, aumentando a carga fúngica nesse órgão (HUANG et al, 

2012). Além disso, já foi possível isolar EVs do plasma de pacientes infectados com M. 

sympodialis ou C. neoformans. Até o momento, não foi possível comprovar a produção 

das EVs in vivo, devido a falta de protocolos e marcadores específicos para sua visuali-

zação. Caso as EVs sejam produzidas durante a infecção, não se sabe como elas se man-

teriam viáveis no organismo do hospedeiro, já que são rompidas na presença de albumi-

na sérica, indicando que quando são liberadas no plasma devem ser desintegradas, libe-

rando seu conteúdo interno (WOLF et al 2012). 

O tratamento de monócitos RAW 264.7 com EVs produzidas por cepas capsula-

res e acapsulares de C. neoformans, foi  mais efetivo em ativar uma resposta inflamató-

ria pelos macrófagos quanto tratados com os isolados acapsulares, estimulando-os a 

produzir níveis elevados de óxido nítrico, TNF-α, TGF-β e IL-10 (VARGAS et al, 2015; 

e OLIVEIRA et al, 2010). Outro resultado interessante é que o tratamento prévio de 

macrófagos murinos com as EVs de ambos isolados estimulou a fagocitose, quando es-

tes foram infectados com C. neoformans encapsulados e não opsonizados. E novamente, 

as vesículas da cepa acapsular foram mais efetivas em  ativar mecanismos microbicidas 

dos  macrófagos. Provavelmente, a ausência de GXM nas vesículas da cepa acapsular 

seja o motivo para essa maior ativação das células do sistema imune. Além disso, é pos-

sível que as EVs contribuam para a sobrevivência do fungo no interior dos macrófagos.  

Foi descrito que o acúmulo de polissacarídeos no fagolisossoma pode levar à 

formação de poros em sua estrutura e ao extravasamento de seu conteúdo, tornando o 

ambiente mais favorável para a multiplicação do fungo (TUCKER e CASADEVALL 

2002). Isso favorece a hipótese de que as moléculas presentes nas EVs poderiam contri-

buir para esse processo, facilitando assim a sobrevivência e capacidade de evasão apre-

sentada por essa espécie (TAYLOR-SMITH et al, 2016). Outro aspecto interessante 

descrito em EVs de H. capsulatum é que a opsonização do fungo com anticorpos anti-

proteína de choque térmico Hsp60, protetor (6B7) ou não protetor (7B6), faz com que 

este fungo secrete EVs com maior conteúdo proteico e com diferentes características 

dependendo do anticorpo. Macrófagos pré-tratados com as EVs do H. capsulatum opso-

nizado com os anticorpos e infectados com H. capsulatum foram menos eficientes em 
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eliminar o fungo quando comparados àqueles não tratados e as EVs do fungo opsoniza-

do com o anticorpo 7B6 inibiram mais a capacidade microbicida dos macrófagos do que 

o tratamento com 6B7 (BALTAZAR et al, 2018).  

Assim, as EVs desempenham uma série de funções importantes durante o pro-

cesso de infecção, modulando as funções celulares do hospedeiro. Para isso, as EVs po-

dem ser internalizadas, permanecendo intactas ou sua membrana pode se fundir com a  

membrana celular, liberando seu conteúdo no interior da célula do hospedeiro (RO-

DRIGUES et al, 2015). Experimentos anteriores utilizando marcação das vesículas com 

percloreto de 1,1'-dioctadecil-3,3,3',3'-tetrametil-indocarbocianina (DilC) mostraram 

que estas são internalizadas e permanecem intactas, quando incubadas com macrófagos 

murinos (OLIVEIRA, et al, 2010). Entretanto, quando incubadas com células endoteli-

ais microvasculares do cérebro humano (HBMEC), elas se fundem com a membrana 

celular e liberam seu conteúdo diretamente no citoplasma da célula do hospedeiro. Apa-

rentemente, após a interação com as vesículas, ocorrem modificações na permeabilidade 

do HBMEC, facilitando assim, a entrada e disseminação do C. neoformans no tecido 

cerebral (HUANG et al, 2012). 

Mecanismos imunológicos e neurotropismo 

C. neoformans apresenta um neurotropismo típico dessa espécie, em que as le-

veduras tendem a ir em direção ao SNC, levando ao quadro clínico mais sério da doen-

ça: a meningite criptocócica. Para isso, as leveduras necessitam passar por uma série de 

barreiras histológicas e resistir à resposta imune. Primeiramente, precisam evadir o teci-

do pulmonar, atravessar o endotélio vascular, ir em direção ao SNC via corrente sanguí-

nea, atravessar a barreira hematoencefálica e colonizar o tecido cerebral.  Uma estraté-

gia utilizada para a disseminação para outros tecidos é de se manter no interior dos fa-

gócitos e percorrer o organismo, chegando aos órgãos utilizando o mecanismo conheci-

do como “Cavalo de Tróia”, pois assim, não é reconhecido e não ativa o sistema imune 

(CASADEVALL, 2010). Existem algumas hipóteses para o neurotropismo, que são: a 

existência de substratos no SNC, que seriam necessários para o crescimento do C. neo-

formans; o sistema nervoso central serviria como um refúgio da resposta imune do hos-
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pedeiro contra o fungo e a existência de receptores específicos em células neuronais que 

seriam responsáveis por atrair o fungo de forma mais eficiente do que outros órgãos du-

rante a disseminação sistêmica (LIN e HEITMAN 2006). 

Entretanto, os sistemas imunes inato e adaptativo competentes conseguem eli-

minar a infecção antes que o fungo consiga sair do pulmão e alcançar outros órgãos. 

Para isso, a primeira e mais importante estratégia de defesa do organismo no caso da 

criptococose é a imunidade inata, além das barreiras físicas, como o epitélio e a mucosa 

nasal. Uma das primeiras etapas do sistema imune inato é o sistema complemento. Tal 

sistema se caracteriza por uma cascata de ativação de proteínas séricas quando em con-

tato com antígenos específicos. No caso da criptococose, o sistema complemento apre-

senta fundamental importância na eliminação dos patógenos e isso se nota a partir de 

estudos anteriores que mostraram que camundongos “knockout” pra proteína C5 são 

mais suscetíveis à criptococose do que os camundongos selvagens (RHODES, 1985). 

A seguir, monócitos, neutrófilos e macrófagos são ativados pelo reconhecimento 

de peptídeos do sistema complemento ligados ao patógeno e o fagocitam. A fagocitose 

também pode ser ativada mediante o reconhecimento de moléculas de GXM na cápsula 

do fungo por receptores do tipo Toll 4 (TLR4) na superfície dos macrófagos (SHOHAM 

et al 2001) ou por células dendríticas, a partir do reconhecimento de manoproteínas pe-

los seus receptores de manose (PIETRELLA et al 2005). As células dendríticas são mui-

to importantes no reconhecimento e apresentação de antígenos para células efetoras, 

como os linfócitos B e T sendo os principais mediadores entre a resposta imune inata e 

adaptativa. 

Outra importante célula do sistema imune inato é o neutrófilo, células polimor-

fonucleares eficientes na eliminação de microrganismos mediante fagocitose e liberação 

de enzimas e moléculas antimicrobianas. Além disso, essas células são responsáveis por 

um balanço entre respostas do tipo Th1 e Th2 no organismo. Assim, em algumas infec-

ções por C. albicans (FULURIJA et al, 1996), L. monocytogenes (LEAL et al, 1996) e 

M. tuberculosis (PEDROSA et al, 2000), os neutrófilos são essenciais para o controle da 

infeção e sobrevivência do hospedeiro. Apesar dos neutrófilos apresentarem ação fungi-

cida contra o C. neoformans no cérebro (ZHANG et al, 2015), modelos de camundon-

gos neutropênicos (com neutrófilos depletados) com criptococose pulmonar conseguem 
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combater melhor a infecção e sobrevivem mais do que camundongos selvagens. Foi vis-

to também, que os camundongos neutropênicos apresentaram uma maior produção das 

citocinas IL-10, TNF- 𝜶 , IL-4, e IL-12 no pulmão, mostrando que provavelmente a au-

sência de neutrófilos nesse órgão leva a uma produção de citocinas relacionadas às res-

postas Th1 responsável pela ativação de uma eficiente resposta celular efetiva para o 

controle do C. neoformans (MEDNICK et al, 2003).  

Os anticorpos são importantes componentes da resposta imune adaptativa e uma 

de suas funções é a opsonização de patógenos, servindo como sinalização para outras 

células efetoras poderem fagocitá-los e eliminá-los. Eles podem ativar a fagocitose via 

reconhecimento pelos receptores Fc nos fagócitos ou podem ativar a via clássica do sis-

tema complemento. Foi visto anteriormente, que os anticorpos produzidos pelas células 

B que se ligam à cápsula do C. neoformans podem desempenhar uma função protetora 

ou não protetora para o hospedeiro, dependendo do padrão de marcação dos anticorpos 

ao redor do fungo. A marcação pode ser pontilhada ou anelar dependendo do subtipo de 

anticorpo produzido e da região de afinidade do anticorpo com a cápsula fúngica. Am-

bos podem ser produzidos por um mesmo linfócito B e a marcação pontilhada promove 

uma reação protetora em camundongos, enquanto que a marcação anelar promove uma 

reação não protetora (MUKHERJEE et al, 1995). Além disso, a dose de anticorpo pro-

duzida também é importante para o desenvolvimento de uma resposta protetora ou não. 

Em camundongos infectados com C. neoformans, observou-se que a administração de 

anticorpos em altas concentrações é menos efetiva no controle da doença do que baixas 

doses e que dependendo do isotipo e da dose do anticorpo, este pode desencadear uma-

reação protetora, não protetora ou até deletéria (TABORDA e CASADEVALL 2001). 

Os linfócitos e componentes da resposta adaptativa, também desempenham um 

papel essencial no desenvolvimento da criptococose, já que os principais afetados pela 

doença são os pacientes deficientes em linfócitos T CD4 e com aumento dos linfócitos 

CD8. Tais pacientes são os portadores do vírus HIV, pacientes em tratamento excessivo 

com corticoides, pessoas que receberam transplante de órgãos, pacientes com leucemia, 

linfoma ou sarcoidose. Os linfócitos também podem apresentar função citotóxica 

(CD8+), liberando moléculas como perforinas e granulisinas, que causam a permeabili-

zação e lise do microrganismo e são ativadas por um padrão de citocinas específico. As 
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células T podem desempenhar uma resposta do tipo Th1, Th2 ou Th17, dependendo do 

padrão de citocinas produzido e o balanço das três contribui para a eliminação efetiva 

ou não do microrganismo (VOELZ e MAY, 2010).  

Foi mostrado anteriormente, que o tratamento de camundongos com aumento de 

citocinas relacionadas a uma resposta Th1 (TNF-𝜶 e IFN-𝛾) e Th17 (IL-17) reduz a pro-

liferação intracelular do fungo, aumentando a atividade microbicida de macrófagos, en-

quanto que a presença de citocinas relacionadas a uma resposta Th2 (IL-4 e IL-13), cau-

sa um aumento da proliferação do fungo (BENJAMIN et al, 2014). Em pacientes com 

HIV, observa-se a ausência de resposta Th1 (ALTFELD et al, 2000), enquanto que paci-

entes que receberam transplante apresentam uma excessiva resposta do tipo Th2, o que 

explica a suscetibilidade desses pacientes à disseminação do fungo (SINGH et al, 

2008). Além disso, foi visto que C. neoformans é capaz de modular ativamente o balan-

ço de respostas Th1/Th2, aumentando a resposta Th2 a partir da expressão de eicosa-

noides como prostaglandinas e leucotrienos, moléculas inibitórias da resposta Th1 

(NOVERR et al 2003) e da secreção de urease e polissacarídeos da cápsula, que estimu-

lam a polarização Th2 (COX et al, 2000; ALMEIDA et al, 2001). 

Inflamassoma 

 O sistema imune inato reconhece organismos estranhos ao organismo e os dife-

rencia das moléculas próprias por meio de padrões moleculares associados a patógenos 

(PAMPs) específicos de organismos estranhos, como lipopolissacarídeos (LPS), pepti-

doglicano (PGN) e flagelinas no caso de bactérias. Os PAMPs mais predominantes em 

fungos normalmente são polímeros da parede celular fúngica como quitina, β-glucana e 

manana. Tais moléculas são reconhecidas por receptores específicos na membrana de 

fagócitos, conhecidos como receptores de reconhecimento de padrões (PRRs). Dentre 

eles, estão os receptores do tipo Toll (TLR); receptores do tipo lectina C (CLR); recep-

tores do tipo RIG-1 (RLR), receptores do tipo AIM2 (ALRs) e os receptores do tipo 

NOD (NLR), que ativam uma série de reações no sistema imune e a eliminação do pa-

tógeno. Neutrófilos, macrófagos e monócitos fagocitam e eliminam o patógeno direta-

mente, enquanto células dendríticas apresentam o antígeno a linfócitos virgens, ativando 
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sua diferenciação e iniciando uma resposta específica ao organismo estranho (BOUR-

GEOIS et al, 2010). 

 Os principais receptores envolvidos no reconhecimento fúngico são os recepto-

res de membrana TLR e CLR e os citoplasmáticos NLR e ALR. Os receptores de lectina 

(CLRs) são receptores de membrana nos fagócitos e apresentam grande importância na 

imunidade antifúngica. Incluem a dectina 1, 2 e 3, mincle e receptor de manose, sendo a 

dectina o principal receptor de β-glucana, componente abundante na parede celular fún-

gica. Dectina 1 e mincle ativam o inflamassoma NLRP3 via SYK-CARD9, que ativa a 

clivagem das interleucinas pró-inflamatórias IL-1β e IL-18 pela caspase 1 (BROWN, 

2011). Já os TLRs, também receptores de membrana, são especializados em reconhecer 

componentes fúngicos como zymozan, fosfolipomananas e ácido desoxirribonucleico 

(DNA) fúngico. Este receptor está ligado à molécula adaptadora fator de diferenciação 

mielóide 88 (MyD88) e a ativa quando se liga a antígenos fúngicos específicos, ativan-

do o fator de transcrição NF-ϰB, que ativa a transcrição de genes de citocinas e defensi-

nas (VAN DE VEERDONK et al, 2008). 

 Dentre os receptores de membrana citados como importantes no reconhecimento 

fúngico, os principais receptores envolvidos no reconhecimento de PAMPS associados 

ao C. neoformans são os TLR 2, 4 e 9, sendo que os TLRs 2 e 4 reconhecem moléculas 

da cápsula, enquanto o TLR 9 reconhece padrões no DNA fúngico (CUNHA et al, 

2010). O TLR 9 se mostrou muito importante para a montagem da resposta adaptativa 

frente à criptococose, favorecendo uma resposta Th1 e promovendo um aumento de ci-

tocinas pró-inflamatórias e de óxido nítrico por macrófagos (NAKAMURA et al., 2008; 

WANG et al., 2011). Os receptores do tipo CLRs, por sua vez, apesar de serem muito 

importantes no reconhecimento de PAMPs fúngicos, de forma geral, não apresentam 

importância no reconhecimento do C. neoformans e na produção de uma resposta prote-

tora frente à infecção (NAKAMURA et al., 2007; WALSH et al., 2017). 

 Além dos receptores de membrana, existem também receptores citoplasmáticos, 

como os NLRs e os ALRs, que reconhecem antígenos presentes no citosol da célula in-

fectada. Os receptores do tipo NLR formam um grupo que compreende 22 membros em 

humanos e 34 em camundongos e alguns deles, como NLRP1, NLRP3 e NLRC4 podem 

se ligar a outras moléculas formando um complexo multiproteico, chamado inflamas-
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soma. Tal complexo é responsável pela ativação da caspase-1, essencial para a produção 

das citocinas pró-inflamatórias IL-1β e IL-18 e também pode contribuir para a piropto-

se, um mecanismo inflamatório de morte e lise celular (BERGSBAKEN et al, 2009) e 

para a secreção não convencional de proteínas (KELLER et al, 2008). 

 A via de ativação canônica do inflamassoma é formada pelo conjunto de uma 

PRR citoplasmática, uma proteína adaptadora ASC (proteína associada a apoptose liga-

da a caspase), um domínio de recrutamento e ativação (CARD) e uma pró-caspase-1. 

Quando o complexo é formado, a pró-caspase 1 é clivada, convertendo-se em caspase-1, 

uma protease ativa que cliva as pró-formas das citocinas IL-1β e IL-18 em suas formas 

ativas e promove sua secreção. Tais citocinas são essenciais para ativação da resposta 

imune inata e da adaptativa via Th1 e Th17 (VAN DE VEERDONK, 2011).  

 O inflamassoma NLRP3 é o tipo mais importante no reconhecimento de infec-

ções fúngicas, reconhecendo uma vasta gama de moléculas de PAMPs e DAMPs (pa-

drões moleculares associados a danos) no citoplasma das células.  Até o momento, sabe-

se que para ativar o inflammasoma, são necessários dois sinais: o primeiro ocorre atra-

vés dos receptores de membrana, como os TLRs e CLRs, que induzem a ativação do 

fator de transcrição NF-κB, promovendo assim a transcrição de pró-IL-1β, pró-IL-18, 

pró-caspase 1 e NLRP3. O segundo sinal é usualmente uma perturbação intracelular que 

é reconhecida pelo NLRP3, que leva à formação do complexo do inflamassoma. Quan-

do o complexo multiproteico é formado, a pró-caspase 1 é clivada em caspase 1 ativa, 
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que cliva as citocinas imaturas pró-IL-1β e pró-IL-18, tornando-as biologicamente ati-

vas (VANAJA et al, 2015). 

 Foi visto anteriormente, que fungos induzem alguns distúrbios celulares que ati-

vam a montagem do inflamassoma e a secreção de IL-1β, como a produção de espécies 

reativas de oxigênio (ROS), efluxo de potássio e ruptura do lisossomo. A ruptura do li-

sossoma gera a liberação de catepsina B, que também se mostrou importante para a ma-

turação de IL-1β em macrófagos infectados com C. albicans e monócitos infectados 

com C. neoformans, Microsporum canis e Trichophyton schoenleinii. Assim, nota-se 

que diferentes espécies de fungos ativam o inflamassoma NLRP3 de diferentes formas e 

os receptores citoplasmáticos responsáveis por reconhecer cada um deles também é di-

ferente, sendo que CLRs geralmente reconhecem C. neoformans e P. brasiliensis, en-

quanto Dectina 1 é responsável pelo reconhecimento de C. albicans e Aspergillus fumi-

gatus (TAVARES et al, 2015). 

 Diferente de outras espécies fúngicas, C. neoformans não é tão eficiente em ati-

var a via canônica do inflamassoma quando se encontra em sua forma capsular planctô-

nica. Para que este fungo ative o inflamassoma e induza a produção de altas doses de 

IL-1β, é necessário que esteja na forma de biofilme e esteja viável (LEI et al, 2013). 

Além disso, o GXM, presente nas cepas capsulares de C. neoformans, inibe a ativação 

do inflamassoma e secreção de IL-1β, provavelmente devido à inibição causada pela 

cápsula no reconhecimento pelos PRRs dos fagócitos (GUO et al., 2014). Entretanto, 

foi visto que leveduras capsulares e planctônicas podem sim ativar o inflamassoma des-

de que previamente opsonizadas e fagocitadas e que o inflamassoma apresenta impor-

tante função no combate à infecção por C. neoformans (CHEN et al., 2015). 

 Considerando a importância da interação do fungo com o sistema imunológico 

do hospedeiro e a resposta do fungo nos diferentes tecidos que podem infectar, no pre-

sente trabalho, foram obtidas vesículas extracelulares de C. neoformans crescendo em 

meios de cultura com diferentes concentrações nutricionais in vitro, com o objetivo de 

analisar possíveis diferenças em suas características morfológicas, constitutivas e quan-

to a sua atividade imunomodulatória in vitro e in vivo.  
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 Para isso, foram utilizados meios de cultura com diferentes concentrações nutri-

cionais como meio para indução da produção de vesículas e foram utilizadas as cepas de 

C. neoformans B3501 (capsular) e ΔCap67 (acapsular). Após o isolamento e caracteri-

zação das EVs, foram analisadas suas características imunomodulatórias por meio da 

interação com macrófagos e células dendríticas derivados de medula óssea (BMDMs e 

BMDCs respectivamente). Ademais, foram utilizadas como tratamento de camundongos 

infectados com C. neoformans para posterior análise dos genes relacionados à ativação 

do inflamassoma que poderiam estar diferencialmente expressos em função do tipo de 

EVs utilizadas como tratamento. 
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OBJETIVOS 

Geral:  
 Analisar as funções imunomodulatórias das vesículas extracelular de C. neofor-

mans e sua influência na modulação do inflamassoma em função da disponibilidade nu-

tricional no meio de cultura em modelos in vitro e in vivo. 

Específicos: 

- Obter e caracterizar EVs de C. neoformans crescendo em diferentes condições nutri-

cionais; 

- Realizar ensaios in vitro de interação das EVs isoladas com macrófagos e células den-

dríticas derivadas de medula óssea de camundongos (BMDMs e BMDCs) e avaliar 

a concentração de IL1β nos sobrenadantes. 

- Analisar a influência das EVs no tratamento de camundongos infectados com C. neo-

formans na modulação do inflamassoma, por meio de análise da carga fúngica, his-

topatológica e expressão gênica nesse órgãos em função do tratamento utilizado. 
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METODOLOGIA 

Animais 

 Neste trabalho foram utilizados 36 camundongos de uma linhagem isogênica de 

C57BL/6 com 8 a 12 semanas de idade. A linhagem C57BL/6 é amplamente utilizada 

em modelos de estudo para infecção por C. neoformans, sendo considerada uma linha-

gem susceptível à infecção quando nesta idade, apresentando resposta imune polarizada 

para Th2 (BLACKSTOCK et al, 2004; CHEN et al, 2008). Todos os camundongos fo-

ram criados no biotério do Instituto de Biologia – UnB, sendo mantidos em padrão sani-

tário, recebendo água e alimentação “ad libitum”. Os procedimentos experimentais fo-

ram aprovados pelo Comissão de Ética no Uso Animal (CEUA-UnB), sob projeto inti-

tulado: “Papel de Receptores de Reconhecimento Padrão (PRRs) na Infecção Murina 

por Patógenos Fúngicos” (UnBDoC n° 55924/2016) e conduzidos de acordo com o 

Conselho Nacional de Controle de Experimentação animal (CONCEA). 

Cryptococcus neoformans 

 Foram utilizadas duas cepas de C. neoformans, uma capsular B3501 (C. neofor-

mans var. neoformans sorotipo D) (KWON-CHUNG et al, 2006) e ΔCAP67 (C. neo-

formans var. neoformans sorotipo D - mutante acapsular derivado da cepa B3501) 

(BULMER et al, 1967). Estas cepas foram inoculadas em um meio de congelamento, 

composto de 70% de Sabouraud Dextrose Broth (Kasvi) e 30% glicerol (Vetec), e man-

tidas em alíquotas congeladas em -80°C por um ano (SILVA et al, 2008). Antes de ser 

utilizada em experimentos, a alíquota foi descongelada e cultivada em meio Sabouraud 

Dextrose Broth (SDB) por 72 horas, a 30°C sob agitação de 120 RPM. Após este perío-

do, uma pequena alíquota destas leveduras foi retirada e cultivada em um novo meio 

SDB, desta vez por 48 horas, nas mesmas condições de cultivo. Após este segundo 

crescimento as leveduras eram preparadas para serem utilizadas nos experimentos sub-

sequentes. O preparo das leveduras era realizado centrifugando uma alíquota a 3000 g 

por cinco minutos e ressuspendendo as células em tampão fosfato salina (PBS), repetin-

do esta operação por mais duas vezes. Após estas lavagens, o fungo estava pronto para 

ser utilizado. 
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Isolamento de Vesículas Extracelulares 

As vesículas foram isoladas a partir de sobrenadantes de cultura de C. neofor-

mans das cepas B3501 e ΔCap67, usando como base protocolos já bem descritos na lite-

ratura (BROWN et al, 2015). Foram utilizados os meios de cultura nutricionalmente rico 

Sabouraud Dextrose caldo (dextrose - 20g/L e peptona - 10g/L) - Kasvi   nas concentra-

ções de 100%, 50% e 10% (tamponados com MOPS na concentração de 50 mM). Tam-

bém foi usado o meio definido e nutricionalmente pobre (meio mínimo composto de 

dextrose (15 mM), MgSO4 (10 mM), KH2PO4 (29,4 mM), glicina (13 mM) e tiamina-

HCl (3 uM). Inicialmente, as duas cepas de C. neoformans foram inoculadas nos meios 

de cultura citados anteriormente na concentração de 5x104 células/mL para cada 500 

mL de meio e ficaram crescendo em frascos erlenmeyer de 1L por 5 dias a 30°C sob 

agitação a 120 rpm. 

 Após 5 dias em cultura, o fungo foi centrifugado duas vezes a 15000 g por 15 

minutos, retirando o pellet entre as centrifugações a fim de usar o sobrenadante, onde 

estavam as vesículas. O sobrenadante, então, passou por sucessivas etapas de filtração a 

vácuo em membranas Millipore com poros de 0,8 µm e 0,45 µm respectivamente, sendo 

o filtrado posteriormente concentrado num sistema Amicon com uma membrana de 100 

KDa Millipore. O concentrado retido pela membrana passou por dois ciclos de ultracen-

trifugação a 100.000 g por 1 hora cada, sendo ressuspendido em PBS estéril com gen-

tamicina a 25 mg/L, a fim de se evitar contaminações durante o processo.  

O GXM, uma das principais moléculas constituintes da cápsula fúngica do C. 

neoformans, estava presente nas suspensões de vesículas, como visto em experimentos 

anteriores realizados pelo grupo.  Para a sua retirada, realizou-se um ELISA (enzyme-

linked immunosorbent assay) de captura com afinidade por GXM usando o anticorpo 

18B7 (RODRIGUES et al, 2007). Esse, é um anticorpo monoclonal murino do tipo 

IgG1 que possui especificidade contra a GXM e é usado para opsonização de C. neo-

formans e foi gentilmente cedido pelo Dr. Arturo Casadevall (Albert Einstein College of 

Medicine – Nova Iorque) (CASADEVALL et. al., 1998). Em estudos anteriores do gru-

po ainda não publicados, esse anticorpo se mostrou eficiente também na captura de 

GXM presente nas suspensões de vesícula. Para isso, uma placa de ELISA de 96 poços 

foi sensibilizada com 50 µL do anticorpo na concentração de 10µg/mL, por uma hora 
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em temperatura ambiente. Depois disso, a placa foi lavada três vezes com PBS estéril e 

depois bloqueada com 50 µL albumina sérica bovina (BSA) a 1mg/mL por uma hora a 

37°C. Depois disso a placa foi lavada novamente três vezes com PBS a fim de retirar 

todo o BSA, já que a albumina possui a capacidade de romper as vesículas (WOLF, 

J.M. et. al. 2012) e foram  adicionados 50 µL de vesículas previamente isoladas em cada 

poço, que ficaram por uma hora em temperatura ambiente e depois foram  passadas a 

outros poços previamente tratados com 18B7 por mais uma hora. 

Caracterização das vesículas 

As EVs foram indiretamente quantificadas pela dosagem de esterol utilizando o 

kit Amplex Red Cholesterol e pela quantificação de proteínas com o kit Micro BCA, 

ambos da Thermofisher Scientific, utilizando as instruções do fabricante. Os dois kits 

são colorimétricos e em uma placa de 96 poços, fez-se uma curva com concentrações 

padrão de colesterol ou albumina sérica bovina (BSA), respectivamente, adiciona-se as 

amostras e em cada um dos poços se adicionou uma solução coquetel presente nos kits, 

que reage com as moléculas a serem quantificadas, provocando mudança de cor. Tal cor 

é detectada em espectrofotômetro nos comprimentos de onda de fluorescência com ex-

citação em 540 nm e emissão em 590 nm no caso do Amplex Red e de absorbância 562 

nm no caso do Micro BCA. 

Para caracterização morfológica foi utilizado Dynamic Light Scattering (DLS) 

“Zetasizer Nano ZS” do laboratório de biofísica molecular da Universidade de Brasília 

(UnB), e Microscopia Eletrônica de Varredura e de Transmissão e Microscopia Confo-

cal feitas no Laboratório de Microscopia e Microanálise da UnB. 

Microscopia de Transmissão: 

 As vesículas isoladas foram ultracentrifugadas novamente a 100.000 g por uma 

hora e ressuspendidas em 100 µL de tampão Karnovsky (4% paraformaldeído e 2,5% 

glutaraldeído em tampão fosfato 1%), em que ficaram em suspensão por pelo menos 

duas horas. Este tampão é usado para uma pré-fixação das proteínas presentes em amos-

tras biológicas, como descrito por Karnovsky, 1965. Uma gota dessa suspensão foi co-

locada sobre uma tela de microscopia (grid) de cobre fornecida pelo Laboratório de Mi-
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croscopia e Microanálise da UnB, que promove a atração dos elétrons provenientes do 

canhão de elétrons do microscópio e permite a passagem dos mesmos. Após a secagem 

do material, foi adicionada uma gota do contrastante acetato de uranila sobre a amostra, 

promovendo uma maior interação entre os elétrons e a amostra. Após esta etapa, as 

amostras foram levadas para o microscópio eletrônico de transmissão “Jeol JEM-1011” 

e foram obtidas imagens com aumento de 15 mil e 25 mil vezes de aumento, permitindo 

visualizações panorâmicas e mais específicas das amostras. 

Microscopia de Varredura 

 Da suspensão de vesículas pré-fixadas com tampão Karnovsky, foi adicionada 

uma gota sobre uma lamínula coberta com poliedrilisina, que permite a aderência da 

amostra na lamínula. Esperou-se secar a amostra e depois adicionou-se uma gota de te-

tróxido de ósmio, para a fixação dos lipídeos. Após 30 minutos, as amostras passaram 

por sucessivas lavagens em acetona a fim de substituir o conteúdo de água por acetona, 

permitindo então a secagem a ponto crítico. As lavagens foram feitas aumentando pro-

gressivamente a concentração de acetona (50%, 70%, 90% e duas de 100%) a fim de 

desidratar a amostra lentamente, evitando mudanças drásticas na estrutura das vesículas. 

Após desidratação, as amostras passaram pela etapa de secagem a ponto crítico, uma 

técnica usada para retirar o líquido presente nas amostras, substituindo a acetona por 

CO2. Para isso, é usado um equipamento específico, contendo uma câmara que se enche 

de CO2 líquido, a uma temperatura muito fria, substituindo a acetona presente na amos-

tra por CO2 líquido e depois aumenta lentamente a temperatura até 30°C, para que o 

CO2 passe para a fase gasosa. Por fim, as amostras foram metalizadas, a fim de tornar a 

superfície boa condutora e atrair os elétrons para a amostra, permitindo a formação da 

imagem. As lamínulas foram fixadas em cima de um suporte de metal e as amostras re-

vestidas com uma cobertura de platina utilizando equipamento específico para metaliza-

ção. Após esta etapa, as amostras estavam prontas para visualização no microscópio ele-

trônico de varredura “Jeol JSM-7000F”. Neste, foram obtidas imagens com aumento de 

30 ou 70 mil vezes, a fim de se obter registros panorâmicos ou mais específicos da 

amostra. 

#27



Microscopia Confocal 

Para a análise da internalização de vesículas ou do conteúdo vesicular por fagó-

citos no Microscópio Confocal, foi realizado um ensaio de interação entre macrófagos 

diferenciados de medula (BMDM) e as EVs de ΔCap67 e B3501 produzidas em SDB 

50% ou 100%. Para a identificação dos macrófagos, foi utilizado 4,6-diamidino-2-feni-

lindol (DAPI - Life Technologies), fluoróforo que se liga em regiões ricas em adenina e 

tiamina nas moléculas de DNA. Este fluoróforo apresenta absorção máxima em com-

primento de onda 358 nm e emissão em 460 nm, emitindo uma fluorescência azul. Para 

marcação das EVs foi utilizado o fluoróforo 1,1'-dioctadecil-3,3,3',3'-tetrametil-indo-

carbocianina (DilC) solução de marcação celular (Invitrogen), com afinidade por mem-

branas e lipídeos biológicos. Este fluoróforo absorve luz no comprimento de onda 450 

nm e emite em 600 nm.  O ensaio foi realizado em um sistema de lâmina associada a 

uma câmara de cultura (Lab-Tek), na qual foi plaqueado 1 mL de RPMI + 10% SFB 

contendo 7x105 macrófagos e ficaram por duas horas em estufa para aderirem no fundo 

da placa. 

As vesículas purificadas foram marcadas por uma hora com Dil a 5 μM diluído 

em PBS e depois foram lavadas uma vez com PBS 1% (ultracentrifugação a 100 mil g 

por uma hora) (NICOLA et al, 2009).  Após a marcação, as vesículas foram incubadas 

com os macrófagos na concentração final de 50 ng/mL por 30 minutos a 37°C e em 5% 

CO2 (OLIVEIRA et al, 2010). Posteriormente, os macrófagos incubados com as vesícu-

las foram lavados com PBS e fixados com paraformaldeído (Vetec) a 4% em PBS por 5 

minutos. Depois, as células foram lavadas novamente e bloqueadas com PBS + 5% de 

BSA por uma hora em temperatura ambiente. Depois disso, foi feita mais uma lavagem 

e o núcleo dos macrófagos foi marcado com DAPI (10 μg/mL) por 5 minutos. Por fim, 

as células e vesículas marcadas foram lavadas mais uma vez e foi adicionada uma gota 

de glicerol 50 mM diluído em PBS (OLIVEIRA et al, 2010). Depois disso, a câmara de 

cultura foi retirada, deixando somente a lâmina contendo a amostra tratada e por cima 

dela foi fixada uma lamínula com auxílio de esmalte nas bordas. Após esta etapa, as 

amostras foram visualizadas em microscópio confocal de varredura a laser “TCS SP5 

X” (Leica) em filtros específicos para cada fluoróforo, com imersão em óleo. 
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Detecção da atividade enzimática nas EVs 

As enzimas lacase e urease, fatores de virulência utilizados pelo C. neoformans 

para degradar o fagolisossomo do hospedeiro e a fosfatase ácida, proteína criptococóci-

ca que permite a adesão do fungo em células epiteliais e está relacionada à secreção de 

vesículas, foram quantificadas nas suspensões de vesículas por meio de ensaios espec-

trofotométricos. O pellet obtido após a ultracentrifugação a 100.000 g foi ressuspendido 

em PBS e diluído seriadamente em meios específicos para as reações de catálise de cada 

uma das enzimas. O meio de reação próprio para a lacase era composto por 0.2% (10 

mM) de L-DOPA em PBS, o meio para atividade ureásica era composto por 4% de 

ureia, 0.02% de extrato de levedura, 0.002% phenol red, 0.273% KH2PO4 e 0.285% de 

Na2HPO4. Para a determinação de fosfatase, o meio de reação consistia de tampão de 

acetato (pH 5) suplementado com 5 mg/ml de p-nitrofenil-fosfato. As suspensões de 

vesículas foram incubadas overnight em temperatura ambiente e protegidas da luz e as 

reações foram quantificadas por meio de leitura a 450 nm (lacase), 405 nm (fosfatase) e 

540 nm (urease) em espectrômetro de massa Multiscan mass spectrometer (MS) 

(Labsystem, Helsinki, Finland). A quantidade de EVs utilizada foi relacionada à concen-

tração proteica, em que foram utilizados 0.3 µg/mL como concentração máxima (RO-

DRIGUES et al, 2008). 

Diferenciação de BMDM e BMDC 

Os macrófagos e células dendríticas derivados da medula óssea (BMDM e 

BMDC) foram diferenciados a partir de células de medula óssea obtidas de camundon-

gos C57BL/6 entre 8 e 10 semanas de idade. Para isso foram utilizados fator estimulante 

de colônias de macrófagos e granulócitos GM-CSF (ImmunoTools) e β-mercaptoetanol 

(Sigma-Aldrich) para obtenção de macrófagos com um perfil pró-inflamatório M1 e cé-

lulas dendríticas, enquanto o sobrenadante de células L-929 foi utilizado para a obten-

ção de macrófagos com um perfil anti-inflamatório (M2).  

Para extração das células de medula óssea, foi utilizada a técnica de lavagem 

femoral. Resumidamente, os camundongos foram sacrificados por meio de asfixia em 

câmara de CO2, seguido pela retirada do fêmur e tíbia das duas patas traseiras, separa-

damente. Cada osso era cortado ao meio e seu interior, lavado utilizando-se uma seringa 
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de agulha 0,3 x 13 mm contendo meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich), obtendo-se assim 

as células. As células foram então submetidas por um processo de lise de eritrócitos, a 

partir de um tampão de lise contendo cloreto de amônio em tampão Tris, e em seguida 

contadas em hemocitômetro. Estas células posteriormente foram ressuspendidas em 

meio de congelamento contendo 90% de soro fetal bovino (SFB – Gibco) e 10% de di-

metilsulfóxido (DMSO – Sigma) e acondicionadas em criotubos, na concentração de 

5x106/mL. Os criotubos eram acondicionados em um recipiente denominado “Mr. 

Frosty” (Thermo Scientific), que mantém a viabilidade celular durante o congelamento, 

a partir de uma queda de temperatura constante (-1°C por minuto). Após 24 horas em 

freezer -80°C, os criotubos eram transferidos para um reservatório contendo nitrogênio 

líquido. 

 Antes de cada diferenciação celular, os criotubos eram descongelados a 37°C 

em banho-maria e seu conteúdo transferido para um tubo de plástico contendo 10 mL de 

RPMI-1640 com 20% de SFB aquecido a 37°C (MARIM et al, 2010). Para contagem e 

análise da viabilidade celular foi utilizado o corante azul de tripan (Sigma). Para a ob-

tenção de macrófagos com um perfil M1 pró-inflamatório e células dendríticas, foram 

plaqueadas 2x106 células em 10 mL de meio para diferenciação composto por 

RPMI-1640 com gentamicina suplementado com 10% SFB e 20 ng/mL de GM-CSF 

(ImmunoTools) e 50 µM de β-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich). Após três dias, adicio-

nou-se mais 10 mL de meio de diferenciação com GM-CSF e β-mercaptoetanol e no 

sexto dia de diferenciação, 10 mL do volume do meio de cultivo foram retirados, centri-

fugados e eram adicionados 10 mL de meio novo para diferenciação. No oitavo dia de 

cultivo, as células dendríticas (DCs) estavam no sobrenadante das placas e os macrófa-

gos, aderidos. Assim, primeiro retirava-se o sobrenadante contendo as DCs, centrifuga-

va-se as células obtidas e trocava-se o meio por um meio novo contendo RPMI-1640 + 

10% de SFB.  As células aderidas eram recobertas com a solução de dissociação “Try-

ple Express” (Life Technologies), por 20 minutos a 37°C, que apresenta em sua compo-

sição uma enzima semelhante a tripsina, porém menos agressiva, que promove a disso-

ciação dos BMMs do fundo da placa. Após a coleta, a solução foi substituída por meio 

RPMI-1640 + 10% de SFB, foi feita a contagem dos macrófagos e DCs, os quais esta-

vam prontos para serem utilizados em experimentos futuros (LUTZ et al., 1999). O ren-
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dimento proporcional de macrófagos e DCs foi analisado por meio de citômetro de flu-

xo (FACSVerse – BD Biosciences). 

Para a obtenção de macrófagos com um perfil M2 anti-inflamatório, as células 

foram ressuspendidas em meio de diferenciação LCCM (20% de SFB, 50% de 

RPMI-1640 e 30% de sobrenadante de L929) e transferidas para placas de cultivo na 

concentração de 2x106 por 10 mL por placa, sendo colocadas em situação de cultivo 

(37°C sob atmosfera de 5% de CO2). Após quatro dias, mais 10 mL de meio de diferen-

ciação LCCM foram adicionados em cada placa. No oitavo dia de cultivo, o sobrena-

dante foi retirado da placa e as células foram coletadas usando “Tryple Express” (Life 

Technologies), por 30 minutos a 37°C. Os macrófagos foram então ressuspendidos em 

meio de experimento (90% de RPMI-1640 e 10% de SFB,) e plaqueados em placa de 96 

poços, na concentração de 1x105 células por mL, ficando em repouso por duas horas em 

estufa a 37°C para aderirem ao fundo da placa. Após este tempo, o meio contido nas 

placas foi renovado e os experimentos subsequentes foram realizados (ZAMBONI e 

RABINOVITCH, 2003).  

A linhagem celular L929 é uma cultura de hibridomas murinos com característi-

ca de fibroblastos. Quando em cultura, esta linhagem celular apresenta a capacidade de 

expressar grandes quantidades de fator de crescimento de macrófagos (M-CSF) e uma 

pequena quantidade de GM-CSF (ENGLEN et al, 1995). Estes fatores são os responsá-

veis pela diferenciação das células de medula óssea em macrófagos primários no proce-

dimento de diferenciação supracitado. Para a obtenção destes fatores, células L929 fo-

ram cultivadas em garrafas de cultura e deixadas em crescimento (90% de RPMI-1640 e 

10% de SFB) até a obtenção da confluência (todo o espaço de cultivo preenchido). 

Atingindo este evento, o meio foi reposto e as células permaneceram em situação de 

cultivo por 7 dias. O sobrenadante resultante deste cultivo foi filtrado em poro 0,22 µm, 

dando origem ao sobrenadante de L929, utilizado no meio de diferenciação LCCM. 

Interação das EVs com BMDM e BMDC 

Para analisar a influência das EVs produzidas em diferentes condições nutricio-

nais na ativação do inflamassoma, os macrófagos e BMDCs foram incubadas com 40 

ng/mL de esterol de cada tipo de EVs, previamente quantificadas pelo kit Amplex Red.  
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Foram incubadas 106 células por mL por poço em placa de 96 poços e posteriormente os 

sobrenadantes foram coletados para quantificação de citocinas pelo método de ELISA. 

Como controle, as células foram incubadas somente com PBS (controle negati-

vo), ou estimuladas com com lipopolissacarídeos de E. coli (LPS - Sigma-Aldrich), res-

ponsável pelo primeiro sinal de ativação do inflamassoma, ou nigericina (Invivogen), 

responsável pelo segundo sinal, ou os dois (controle positivo). Outro controle utilizado 

foi o meio condicionado da cepa B3501, cultivado em Meio Mínimo (CM35), que con-

têm moléculas secretadas <1KDa e apresenta a capacidade de inibição do inflamassoma 

canônico, como descrito em experimentos anteriores realizados pelo grupo (BÜRGEL, 

2018). Os grupos experimentais foram as células somente com as vesículas, para inves-

tigar se as mesmas são capazes de ativar o inflamassoma por si só; as células pré-ativa-

das com LPS, nigericina ou LPS + nigericina e incubadas com as EVs produzidas em 

diferentes condições, a fim de saber se as vesículas funcionam como primeiro ou se-

gundo sinal para a ativação do inflamassoma. Além disso, também foram testados gru-

pos com ou sem soro fetal bovino, já que este soro contém albumina, componente res-

ponsável pela desintegração das vesículas causando a liberação de seu conteúdo.  

Após o plaqueamento das células, estas eram estimuladas ou não com LPS - 500 

ng/mL por 4 horas, a partir da ativação de NF-κB. Após este período, eram acrescenta-

dos 40 ng/mL de conteúdo de esterol das vesículas produzidas nos diferentes meios de 

cultura, que ficavam em cultura overnight (aproximadamente 18 horas). Essa concen-

tração foi escolhida por representar a menor concentração efetiva em modular o infla-

massoma (dados não mostrados, obtidos pelo grupo). No dia seguinte, os poços especí-

ficos recebiam nigericina (20 µM – Invivogen) por 40 minutos, promovendo o efluxo de 

potássio e consequentemente a ativação do NLRP3. Após este tempo, o sobrenadante 

foi coletado. 

Quantificação de citocinas por ELISA 

 Os sobrenadantes obtidos a partir do ensaio de interação entre os macrófagos ou 

células dendríticas in vitro e as vesículas e dos macerados dos pulmões dos animais in-

fectados e tratados com as vesículas foram utilizados para a dosagem das citocinas 

IL-1β, IL-6 e TNF-α, a partir da técnica de ELISA do tipo sanduíche. Foram utilizados 
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kits comerciais, denominados Mouse IL-1 beta ELISA Ready-SET-Go!®, Mouse TNF 

alpha ELISA Ready-SET-Go!® e Mouse IL-6 ELISA Ready-SET-Go!® (Ebioscience). 

Todos os reagentes necessários para o procedimento estavam contidos nos kits (anticor-

pos primário e secundário, citocinas para curva padrão, diluentes, estreptavidina, subs-

trato, solução de parada e solução de lavagem). Após a reação, as placas foram analisa-

das no espectrofotômetro de placa “Multiskan™ FC Microplate Photometer” (Thermo 

Scientific), no comprimento de onda de 450 nm. Resumidamente, o princípio do teste se 

baseia na geração de cor a partir da quebra de substrato por uma enzima acoplada indi-

retamente às citocinas presentes. Logo, quanto maior a concentração destas citocinas na 

amostra, mais intensa a coloração gerada na etapa de revelação. No ensaio, uma curva 

de concentrações conhecidas de citocinas é realizada, utilizando os padrões contidos nos 

kits. Tal curva é usada como referência para a dedução da concentração de citocinas 

presentes em cada uma das amostras, a partir da comparação entre as absorbâncias obti-

das nos poços experimentais e na curva. 

Infecção dos animais e tratamento com as EVs 

 Para analisar a influência do tratamento com as EVs em camundongos infecta-

dos com C. neoformans, foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 com 8 a 

12 semanas de idade. Para esse experimento, foi escolhida a cepa B3501 capsular, que 

ficou em cultura em meio Sabouraud Broth por 24h, a 30°C, sob agitação de 120 RPM. 

Os tratamentos foram realizados com EVs de B3501 e ΔCap67 cultivados em meio rico 

(Sabouraud 100%) 

 Cada grupo experimental foi composto por um n=3 camundongos e foram reali-

zados dois esquemas de tratamento, em que os animais foram tratados com as vesículas 

no segundo e no quarto dia pós infecção, sendo sacrificados 5 ou 15 dias pós infecção e 

outro em que o tratamento foi feito dois e quatro dias antes da infecção e o sacrifício 

ocorreu 15 dias após. Para a infecção, os animais foram anestesiados segundo as reco-

mendações do Comitê de Ética injetando uma solução (1:1) de Ketamina injetável (Vet-

nil) e Xilazina injetável (Ceva) na região intramuscular de uma das patas traseiras dos 

camundongos. Realizou-se uma solução estoque de anestésico contendo 120 µL de Xi-

lazina, 120 µL de Ketamina e 560 µL de soro fisiológico. O animal era pesado e seu 
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peso em gramas era multiplicado por 5 para determinar o volume em microlitros da so-

lução a ser administrada. Esperou-se que os camundongos ficassem inconscientes, ten-

tando colocá-los com a barriga voltada para cima e observando se não reagiam a dor. Se 

a dose de anestesia não fosse suficiente, repetia-se a dose. Depois disso, utilizou-se uma 

lâmina de bisturi cirúrgico estéril (CIRUBLADE) para fazer um corte da pele na região 

traqueal do animal, expondo a traqueia.  Usando uma seringa e agulha, foram inocula-

dos 30 µL de PBS contendo 2x104 células de C. neoformans ou somente PBS, no caso 

do grupo controle, e a região do corte foi fechada com cola VetBond (3M). Para o tra-

tamento, cada animal foi tratado via intranasal com 50 µg (conteúdo proteico) de EVs  

(HUANG, 2012) em 20 µL de PBS, sendo um grupo tratado com EVs de ΔCap67, ou-

tro com EVs de B3501 e os outros dois só com PBS (HUANG, 2012).  

 Os camundongos infectados e tratados foram monitorados diariamente para a 

verificação do estado de saúde geral dos animais e foram sacrificados com 5 ou 15 dias 

pós-infecção utilizando asfixia em câmara de CO2 para retirada dos pulmões e cérebro. 

Pequenos fragmentos dos órgãos foram isolados, fixados em 10% de formaldeído e in-

seridos em cassetes para realização dos blocos e lâminas de histopatológico.  Demais 

fragmentos foram adicionados em tubos de 2 mL contendo pérolas de metal e 1 mL de 

PBS, sendo homogeneizados utilizando o aparelho Tissuelyser (Qiagen). Os homogena-

tos obtidos foram diluídos 10 e 100 vezes e semeados em placas de Sabouraud ágar 

(Kasvi) e cultivados durante 2 dias a 30°C para quantificação da carga fúngica por meio 

da quantificação de unidades de colônia (UFC). Adicionalmente, o homogeneizado res-

tante foi centrifugado e o sobrenadante coletado para quantificação de citocinas por 

ELISA.  

 Alternativamente, fragmentos do pulmão foram homogeneizados pela técnica 

descrita acima, porém em 1 mL do tampão de lise “QIAzol Lysis Reagent” (Qiagen). 

Para detecção dos genes diferencialmente expressos nos pulmões infectados, foi utiliza-

do um kit de PCRarray denominado “Mouse Inflammasomes RT2 Profiler PCR 

Array” (Qiagen), que reconhece 84 genes-chave envolvidos na ativação do inflamasso-

ma, proteínas associadas ao complexos do inflamassoma, proteínas envolvidas na imu-

nidade inata, bem como na sinalização do NOD-like (NLR). Para isso, primeiramente 

foi feita a extração do ácido ribonucleico (RNA) das células anteriormente homogenei-
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zadas, utilizando mini-kit RNeasy (Qiagen), seguindo as recomendações do fabricante. 

O RNA extraído foi quantificado utilizando o nanofotômetro Implen e foi feito um gel 

de eletroforese para a verificação da integridade do RNA. Estando íntegro, o RNA foi 

convertido a DNA complementar (cDNA) utilizando o kit “RT2 First Strand Kit” (Qia-

gen), seguindo as recomendações do fabricante, para posteriormente ser utilizado no 

ensaio de RT2 PCR. O preparo das amostras seguiu as instruções e reagentes fornecidos 

pelo kit de PCR Array  e o ensaio foi realizado em instrumento próprio para RT PCR da 

Applied Biosystems™ 7500 Fast Real Time PCR System. A análise dos dados obtidos 

foi realizada no software online da Qiagen denominado “GeneGlobe Data Analysis 

Center”. 

 Os genes constitutivos utilizados como controle foram os genes: Beta-2 micro-

globulin (BM2), Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (Gapdh), Glucuronidase, 

beta (Gusb), Heat shock protein 90 alpha (cytosolic), class B member 1 (Hsp90ab1), 

Mouse Genomic DNA Contamination (MGDC), Reverse Transcription Control (RTC), 

Positive PCR Control (PPC). A normalização foi feita manualmente e os genes  utiliza-

dos como controle foram os Hsp90ab1 e Gusb. O fold change utilizado em todas as aná-

lises foi de 2X e o CT mínimo de detecção foi considerado a partir de 30. 

  

Análise Estatística 

 Os resultados apresentados nesse trabalho referem-se a um experimento repre-

sentativo, com grupos em triplicata, de pelo menos dois ensaios independentes. As aná-

lises estatísticas foram realizadas a partir do método one-way ANOVA, comparando os 

resultados de todas as amostras. Foi utilizado o software GraphPad Prism, versão 6.0 

(GraphPad Software). Dados considerados significativos foram demonstrados com *, 

quando P < 0,05; com **, quando P < 0,01; com ***, quando P < 0,001; com ****, 

quando P < 0,0001 e com ns, quando P > 0,05. 
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RESULTADOS 

Caracterização das vesículas 

 Após a obtenção e isolamento das EVs, as mesmas foram caraterizadas quanto 

ao seu tamanho, quantidade produzida, conteúdo de esterol e de proteínas a fim de 

comparar possíveis alterações, dependendo da disponibilidade de nutrientes no meio de 

cultura, bem como as diferenças relativas a cada cepa estudada. Observou-se que, quan-

do C. neoformans (B3501 e ΔCap67) é cultivado  no meio Sabouroud 100%,  observa-

se uma quantidade maior de vesículas e com maior conteúdo proteico do que quando os 

fungos são cultivados em um meio mais pobre (Figura 4). Curiosamente, nenhuma dife-

rença significativa foi visualizada entre a cepa selvagem e mutante, assim como não foi 

possível o estabelecimento de uma correlação clara entre a quantidade de ergosterol na 

membrana e a concentração proteica presente nas EVs. Desta forma, os resultados obti-

dos nos ensaios de quantificação demonstram que o cultivo do fungo em meio de cultu-

ra com uma maior presença de nutrientes, favorece  a maior produção de EVs pelo fun-

go, independente da presença da cápsula polissacarídica. 
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Figura 4. Conteúdo proteico e de esterol nas suspensões de EVs. O fungo C. neoformans, dos isolados 
B3501 e ΔCap67, foram cultivados em meio SDB  nas concentrações de 100%, 50% e 10% durante 5 dias. 
Após este tempo, as vesículas foram separadas, quantificadas quanto ao seu conteúdo protéico e de esterol. 
Figura representativa de várias quantificações realizadas.
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Posteriormente, foi feita uma caracterização qualitativa das EVs por meio de 

(DLS) e Microscopias Eletrônica de Transmissão e Varredura. O DLS foi utilizado a fim 

de analisar diferenças em seus diâmetros hidrodinâmicos e na polidispersão das suspen-

sões, enquanto a microscopia eletrônica foi utilizada a fim de corroborar os índices ob-

servados no DLS e visualizar características de membrana das EVs.  

Na Figura 5 estão representados os picos de intensidade e volume obtidos no 

DLS das EVs da cepa B3501 após ser cultivada em meios SDB 10%, 50% e 100%. É 

possível observar que os diâmetros hidrodinâmicos das EVs produzidas no meio SDB 

10% foram significativamente maiores (Figura 5a), com média de 458,7 nm do que as 

EVs produzidas no meio rico SDB 100%, que tiveram uma média de 105 nm (Figura 

5c). Já as EVs produzidas no meio SDB 50% apresentaram dois picos, um predominan-

te, com média de 473,8 nm e outro menos frequente com média de 108 nm (Figura 5b). 

Assim, o cultivo do B3501 em meios mais pobres aparentemente estimula a produção 

de EVs maiores do que o cultivo em um meio rico, porém com um conteúdo protéico 

menor. 
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Figura 5. Diâmetro hidrodinâmico das EVs de C. neoformans 
B3501 produzidas durante o crescimento do fungo em meios 
de cultura (a) meio SDB em concentração de 10%, (b) 50 % 
(c) 100 %.

(a) SDB 10% (b) SDB 50%

(c) SDB 100%



Na Figura 6 também estão representados os picos de intensidade e volume das 

EVs registrados no DLS. Nesta figura, estão representadas as EVs da cepa acapsular 

ΔCap67 produzidas durante o cultivo do fungo em meios SDB 50% e 100% e um gráfi-

co comparando as médias dos diâmetros hidrodinâmicos dependendo do meio de cultura 

utilizado no cultivo de cada cepa (Figura 6D). As EVs da cepa ΔCap67 se comportaram 

da mesma forma que as EVs de B3501, em que as EVs produzidas em meios de cultura 

mais pobres apresentaram diâmetros hidrodinâmicos maiores do que as EVs produzidas 

no meio rico SDB. As EVs produzidas no meio SDB 50% apresentaram uma média de 

312,6 nm (Figura 6a) e as no meio SDB 100%, uma média de 91,28 nm (Figura 6b). 

Assim, tanto a cepa capsular B3501, quanto seu mutante acapsular ΔCap67 produzem 

vesículas maiores, principalmente quando cultivados em um meio SDB 50%, apesar de 

a carga proteica dessas EVs não ter sido maior nessas condições. O aumento das EVs de 

acordo com a diminuição dos nutrientes no meio de cultura está de acordo com o au-

mento da cápsula fúngica, fator de virulência que sofre um aumento significativo quan-

do este está em condições de estresse nutricional, caracterizando as EVs também como 

possível fator de virulência. 
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(c)

Figura 6. Diâmetro hidrodinâmico de vesículas ex-
tracelulares de C. neoformans ΔCap 67 produzidas 
durante o crescimento do fungo em meios de cultura 
(a) SDB 50% (b) e 100%. Em (c) está representado 
as médias de diâmetros hidrodinâmicos das EVs em 
função da concentração no meio de cultivo do fungo.
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 As vesículas foram analisadas  por  Microscopia Eletrônica de Transmissão e 

Varredura, quando  produzidas em meio SDB 50% e 100%. Na Microscopia de Varredu-

ra (Fig. 7) foi possível notar a presença de EVs de B3501 significativamente maiores 

quando produzidas em SDB 50% (~200 nm) (Figura 7a) em relação àquelas produzidas 

em SDB 100% (~100 nm) (Figura 7b), apesar de serem encontradas EVs de 100 nm 

também na suspensão de EVs produzidas no SDB 50% (Figura 7a). Esse dado corrobo-

ra com o obtido no DLS, que mostra duas populações de EVs na suspensão de EVs a 

50% (Figura 5b). Entretanto, o mesmo não foi possível observar na imagem das EVs de 

ΔCap67, em que estão representadas EVs com tamanhos similares em ambas as condi-

ções de crescimento do fungo. Já na Microscopia de Transmissão (Figura 8), observou-

se que as EVs de ΔCap67 eram maiores quando o fungo crescia no meio pobre SDB 

50% (Figura 8c) do que quando ele crescia no meio rico SDB 100% (Figura 8d), corro-

borando com os dados do DLS. Assim, apesar de as EVs de ambas as cepas apresenta-

rem uma característica heterogênea, aparentemente o cultivo em meio pobre estimula a 

produção de EVs maiores, já que em situações de estresse, o fungo aparentemente pro-

duz uma quantidade maior de moléculas encapsuladas nas EVs. 
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Figura 7. Microscopia eletrônica de varredura de vesículas extracelulares de C. neoformans marcadas 
com tetróxido de ósmio. (a) EVs de B3501 cultivado em SDB 50%; (b) EVs de B3501 cultivado em 
SDB 100%; (c) EVs de ΔCap67 cultivado em SDB 50% e (d) EVs de ΔCap67 cultivado em SDB 
100%.

(c) (d)

(a) (b)
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(a) (b)

(c) (d)

Figura 8. Microscopia eletrônica de transmissão de vesículas extracelulares de C. neoformans 
marcadas com acetato de uranila. (a) EVs de B3501 cultivado em SDB 50%; (b) EVs de B3501 
cultivado em SDB 100%; (c) EVs de ΔCap67 cultivado em SDB 50% e (e) EVs de ΔCap67 culti-
vado em SDB 100%. 



C. neoformans secretam Evs com diferentes concentrações de fatores de virulência, 

dependendo do meio do meio de cultura 

 Lacase e urease são enzimas de virulência conhecidamente secretadas por C. ne-

oformans e sabe-se que estão presentes nas vesículas secretadas por esse fungo, favore-

cendo sua sobrevivência no interior do fagolisossoma (RODRIGUES, M. et al, 2008; 

WILLIAMSON, 1997; FU et al, 2018). O GXM, molécula predominante da cápsula 

fúngica, também está relacionada ao processo de virulência, inibindo o reconhecimento 

pelo hospedeiro e também está presente nas EVs, sendo transportada para o exterior ce-

lular, provavelmente auxiliando na montagem da cápsula. Dessa forma, essas moléculas 

foram quantificadas nas EVs produzidas em meio pobre (meio mínimo) ou em meio 

rico (SDB) (Figura 9) e observou-se que as EVs de B3501 produzidas no meio mínimo 

apresentaram maior concentração de lacase e GXM do que as demais produzidas no 

meio rico (Figura 9 A e C) e que tanto as de B3501 quanto de ΔCap67 apresentaram 

maior concentração de urease (Figura 9B) quando produzidas no meio mais pobre, de-

monstrando a importância dessas moléculas quando o fungo está em uma situação de 

estresse nutricional. 
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Figura 9. Atividade enzimática de lacase (A) e 
urease (B) e conteúdo de GXM (C) presente nas 
EVs de B3501 e ΔCap67 crescendo em meios 
mínimo ou SDB.



EVs secretadas pelo isolado ΔCap67 são mais facilmente internalizadas por macró-

fagos do que EVs secretadas pelo isolado B3501 

 Para analisar a interação das EVs com macrófagos, essas foram marcadas com 

DIL e incubadas com macrófagos marcados com DAPI por 30 minutos a 37°C e poste-

riormente foram levados para observação no microscópio confocal, em que se obtive-

ram as imagens representadas na Figura 10. Com esta análise foi possível notar a inter-

nalização de EVs de ΔCap67, marcadas com DIL, pelos macrófagos, principalmente no 

caso das EVs produzidas em SDB 100%, que foram internalizadas em grande quantida-

de por alguns macrófagos dispersos. A partir das imagens obtidas neste experimento, 

aparentemente não houve internalização das EVs de B3501, já que foi utilizada uma 

concentração inicial de EVs de 50 ng/mL de esterol em todos os grupos e as EVs não 

internalizadas provavelmente foram eliminadas durante as lavagens das células com 

PBS. Provavelmente, as EVs de B3501 são mais dificilmente internalizadas por macró-

fagos devido a presença de GXM em sua composição, como foi mostrado na Figura 9. 

Essa molécula, constituinte da cápsula do C. neoformans, é uma das responsáveis pela 

inibição da fagocitose desse fungo, que ocorre com uma frequência significativamente 

menor em cepas capsulares em relação às acapsulares. Outro fator que pode ter favore-

cido a internalização e visualização das EVs de ΔCap67, pode ter sido a formação de 

agregados dessas EVs, expondo maior quantidade de antígenos a serem reconhecidos 

pelos macrófagos. 

EVs produzidas em um meio rico em nutrientes induzem uma menor ativação do 

inflamassoma em relação a EVs produzidas em um meio pobre quando interagin-

do com macrófagos ou células dendríticas 

O inflamassoma é um complexo multiproteico intracelular, formado por um re-

ceptor intracelular do tipo NLR, predominantemente o NLRP3, responsável pela produ-

ção da interleucina IL-1β, que é clivada em sua forma ativa, pela caspase 1 ativada, em 

resposta a sinais específicos pró-inflamatórios. Neste trabalho, a ativação do inflamas-

soma foi analisada mediante quantificação da interleucina IL-1β no sobrenadante de 
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macrófagos e células dendríticas incubadas com 40 ng/mL (esterol) de EVs de C. neo-

formans cultivado em meios de cultura com diferentes concentrações nutricionais. A 

citocina pró-inflamatória TNF-𝜶, não dependente do inflamassoma, também foi quanti-

ficada, a fim de saber se a modulação causada pelas EVs seria específica do inflamas-

soma ou se interferiria de uma forma geral no processo inflamatório. Como controle 

negativo, as células foram incubadas com PBS, como controle positivo, elas foram in-

cubadas com LPS e nigericina, primeiro e segundo sinais necessários para ativar o in-

flamassoma. Como controle positivo da inibição da ativação do inflamassoma,  foi usa-

do o CM35, molécula menor que 1 KDa produzida pelo B3501 e já mostrada anterior-

mente pelo grupo (BÜRGEL, 2018). 

As Figuras 11 e 12 representam os níveis de IL-1β e TNF-𝜶 no sobrenadante dos 

macrófagos e células dendríticas incubadas com as EVs. A Figura 11 mostra a resposta à 

interação dessas células com as EVs de B3501, enquanto a Figura 12 mostra a interação 

com as EVs do mutante acapsular ΔCap67. Em ambas as figuras é possível observar 

uma redução nos níveis de IL-1β no sobrenadante das células, quando incubadas com as 

EVs, em relação ao controle positivo. Isso ocorre principalmente com as EVs produzi-

das no meio SDB rico em nutrientes. As EVs produzidas no meio mais pobre são capa-

zes inclusive de estimular a produção de IL-1β, mas não de TNF-𝜶 por macrófagos e 

células dendríticas, quando incubadas com nigericina, o que as caracteriza como ativa-

dores primários do inflamassoma. Na Figura 12 observa-se que o mesmo ocorre com as 

EVs de ΔCap67, inibindo a produção de IL-1β quando produzidas no meio rico e esti-

mulando quando produzidas no meio mais pobre. Na Fig. 12 (a), foram utilizadas EVs 

produzidas no meio mínimo e também nesse caso, elas estimularam a produção de 

IL-1β pelas células dendríticas em relação à interação com EVs produzidas no meio 

SDB 100%, mostrando mais uma vez a influência das condições nutricionais na modu-

lação do inflamassoma. 
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Figura 10. Microscopia confocal de macrófagos do tipo M1 após interagirem por 30 min com EVs de B3501 e ΔCap67 
produzidas em SDB 50% ou 100%. Foi utilizado o fluoróforo DAPI (marcação por 5 min) para marcar o núcleo dos 
macrófagos, absorvendo luz com maior intensidade no comprimento de onda 345 nm e emite fluorescência a 460 nm, 
gerando a coloração azul; Para marcar as EVs foi utilizado o fluoróforo DIL (marcação por 1h), que absorve luz no com-
primento de onda 450 nm e emite fluorescência em 600 nm, gerando a cor vermelha. É possível visualizar o citoplasma dos 
macrófagos na imagem do campo claro e a internalização das EVs quando as imagens são sobrepostas.
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Figura 11. Concentração das citocinas pró-inflamatórias IL-1β e TNF-𝜶 no sobrenadante da cocul-
tura de células dendríticas (a e b), macrófagos com perfil M1 (c, d e e) ou M2 (f) com EVs de C. 
neoformans B3501 produzidas em SDB 10% + MOPS, 50% ou 100%.
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Tratamento com EVs modula negativamente a expressão de genes relacionados à 

ativação do inflamassoma em camundongos infectados com C. neoformans. 

A fim de saber se as EVs produzidas no meio rico também são capazes de inibir 

o inflamassoma in vivo, camundongos C57BL/6 infectados com C. neoformans B3501 

receberam tratamento com as EVs de B3501 e ΔCap67 produzidas no meio SDB 100% 

1 e 3 dias após a infecção e foram sacrificados 5 dpi. Após o sacrifício dos animais e 

retirada dos pulmões, os mesmos foram macerados e os homogenatos foram inoculados 

em cultura em placas de Sabouraud ágar, que ficaram em cultura a 30°C por 24h. Após 

esse tempo, as colônias foram contadas, de forma que cada uma representa uma unidade 

formadora de colônia (UFC). A figura 13 representa o log do UFC em função do peso 

dos pulmões (g) dos camundongos sacrificados com 5 dias pós infecção com o trata-

mento em 1 e 3 dias pós infecção. Tal figura mostra uma redução significativa da carga 
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Figura 12. Concentração das citocinas pró-
inflamatórias IL-1β no sobrenadante da cocul-
tura de células dendríticas (a), macrófagos 
com perfil M1 (c) ou M2 (d) com EVs de C. 
neoformans ΔCap67 produzidas em meio 
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fúngica nos pulmões dos animais tratados com as EVs tanto de B3501 quanto de 

ΔCap67 em relação aos animais que não receberam o tratamento, demonstrando uma 

provável influência das EVs no processo infeccioso do fungo.  

 O sobrenadante dos pulmões macerados foi utilizado para quantificação de cito-

cinas, o que está representado na figura 14. Observando esta figura, foi possível notar 

um aumento significativo na produção de IL-1β (Figura 14 a) e TNF-𝛼 (Figura 14 b) 

nos pulmões dos camundongos tratados com as EVs de ΔCap67 em relação aos que não 

receberam tratamento, o que não ocorreu no caso dos camundongos tratados com as 

EVs de B3501. Tal resultado está de acordo com a redução do CFU nos pulmões dos 

camundongos tratados com as EVs (Fig. 13), já que um aumento na produção destas 

citocinas no pulmão poderia levar a uma maior eficiência na eliminação do fungo pelo 

organismo infectado. 

 Após a quantificação do CFU e das citocinas, foi extraído o RNA dos pulmões 

dos camundongos tratados, que foi convertido em cDNA, o qual foi submetido a RT2P-

CR para quantificação dos genes diferencialmente expressos nos grupos infectados e 

tratados ou não infectados nem tratados.  
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Figura 13. Quantificação da carga fúngica nos 
pulmões 5 dias pós infecção por meio da cultura do 
homogenato do órgão em placas de Sabouraud ágar 
por 24h e contagem das unidades de colônias por 
placa.



 A Figura 15 e Tabela 1 representam a expressão dos genes nos pulmões dos ca-

mundongos infectados em relação ao grupo não infectado. Foi possível notar  que quan-

do se compara a expressão gênica nos pulmões dos camundongos infectados com C. 

neoformans, há um aumento na expressão da maioria dos genes relacionados à ativação 

do inflamassoma (Figura 15), independente do tratamento com as EVs. Entretanto, ob-

serva-se que o tratamento com as EVs de B3501 causaram uma inibição de vários genes 

em relação ao grupo controle. Os genes mais alterados nesse grupo foram os Ikbkg 

(Inhibitor of kappaB kinase gamma), inibidor da quinase responsável pela clivagem do 

NF-ϰB, responsável pela transcrição da pró-IL1β e o gene responsável pela transcrição 

do NLRP4: Nlrp4e (NLR family, pyrin domain containing 4E). 
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Figura 14. Concentração de IL-1β (a) e TNF-𝜶 (b) no sobrenadante dos macerados dos pulmões dos 
camundongos infectados com B3501 e tratados 1 e 3 dias pós infecção, e sacrificados 5 dpi medidos pelo 
ensaio de ELISA. (*) representa diferença significativa em relação ao grupo infectado com B3501 que não 
recebeu tratamento, pelo método one-way ANOVA (P<0,05).

(a) (b)

Figura 15. Relação entre os genes expressos nos pulmões dos camundongos infectados com C. 
neoformans, sacrificados 5 dias pós infecção em relação aos não infectados. Dados obtidos a partir do 
RT2PCR array e produzidos no software fornecido pela Qiagen.



 Quando a análise da expressão gênica foi feita em relação ao grupo infectado  

não tratado, representado na Figura 16 e na Tabela 2, observa-se que todos os grupos 

apresentaram uma expressão significativamente diminuída em relação ao grupo infecta-

do, mas não tratado. Nota-se claramente que o tratamento dos camundongos reduziu a 

expressão da maioria dos genes relacionados à ativação do inflamassoma nos animais 

sacrificados após 5 dias de infecção. 

 Os genes que apresentaram uma maior inibição foram o Cflar (CASP8 and 

FADD-like apoptosis regulator) e o Ikbkg (Inhibitor of kappaB kinase gamma). Além 

disso, genes muito importantes para a cascata de ativação do inflamassoma também fi-

caram subexpressos, como o do ligante de CD40, os das Caspases 1 e 8, da molécula 

adaptadora Myd 88, dos receptores intracelulares NLRP3, NLRC4, NLRP5, das citoci-

nas IL-1β, IL-33, IL-18, IL-12 e TNF. O tratamento com as EVs de ΔCap67 também 

inibiu a maioria dos genes relacionados a ativação do inflamassoma, embora um pouco 

menos do que o tratamento com as EVs de B3501. No caso deste tratamento, não houve 

inibição dos genes da Caspase 8, do adaptador Myd 88, do IL-33, do NLRP3 e NLRc4. 

Entretanto, interessantemente, este tratamento inibiu a expressão de genes de quimioci-

nas como Ccl2, Ccl7 e Ccl12, citocinas com função de atrair monócitos e células den-

dríticas circulantes para o tecido que não foram alteradas no outro tratamento (Tabela 

2). 

 Tais dados são contrastantes com os resultados de CFU e da quantificação de 

citocinas dos animais sacrificados 5 dpi, representados nas Figuras 13 e 14, em que ob-

teve-se redução de CFU acompanhado de aumento na produção de TNF-𝛼 nos camun-

dongos tratados com as EVs, ao mesmo tempo em que a quantificação gênica mostrou 

uma subexpressão destes precursores. Isso pode indicar que em um primeiro momento 

há uma excessiva ativação do sistema imune (Figura 14), responsável pela eliminação 

do fungo nos pulmões quando os animais são tratados com as EVs (Figura 13). Os pre-

cursores gênicos inibidos (Figura 15 e 16 e Tabela 1 e 2) indicam que em um segundo 

momento as EVs induzem a inibição do sistema imune de forma favorável à sobrevi-

vência do fungo. Para comprovar isso, foi realizado um outro experimento, em que um 

grupo de camundongos recebeu o tratamento com as EVs 2 e 4 dias antes da infecção e 
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um segundo grupo recebeu o tratamento 2 e 4 dias após a infecção e ambos foram sacri-

ficados 15 dias depois da infecção. 

 

 Os histopatológicos dos pulmões com 5 dias de infecção estão representados na 

Figuras de 17. Foi possível observar um grande aumento de infiltrado celular intenso  

no tecido pulmonar dos camundongos infectados em relação aos não infectados, indi-

cando um processo inflamatório intenso. Curiosamente, nos pulmões dos camundongos 

tratados com as EVs houve consideravelmente menos infiltrado celular e maior forma-

ção de granulomas contendo C. neoformans do que nos não tratados, demonstrando uma 

resposta inflamatória mais controlada quando os camundongos recebiam tratamento 

com as EVs. A predominância de granulomas nos grupos dos camundongos tratados, 

indica que provavelmente as EVs  estão associadas a processos de latência do fungo. 

Nota-se também que o tratamento com as EVs de ΔCap67 foram capazes de inibir ainda 

mais tal resposta inflamatória, inibindo a migração celular. Tais características observa-

das nos histopatológicos estão de acordo com o padrão de expressão gênica observado 

anteriormente, em que o tratamento com as EVs inibiu a expressão da maioria dos genes 

relacionados à ativação do inflamassoma, o que levaria a um menor infiltrado celular 

nos pulmões e uma menor resposta inflamatória. 
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Figura 16. Relação entre os genes expressos nos pulmões dos camundongos infectado e tratados com as 
EVs em relação aos infectados que não receberam tratamento. Dados obtidos a partir do RT2PCR array 
e produzidos no software fornecido pela Qiagen "GeneGlobe Data Analysis Center”.



  

 O tratamento dos animais infectados foi realizado novamente, então, tratando-os 

2 e 4 dias antes da infecção ou 2 e 4 dias após, sendo sacrificados 15 dias dpi, afim de 

se saber se há diferença no tratamento prévio ou posterior com as EVs e se após 15 dias 

seria modificada a expressão de citocinas nos pulmões. Após o sacrifício destes animias, 

não foi encontrada quantidade significativa de CFU em nenhum dos grupos, podendo 

ser explicada pelo baixo inóculo inicial utilizado na infecção (2x104), que pode ter sido 

controlada pelo sistema imune já nos primeiros dias de infecção. Entretanto, observou-

se um maior número de colônias nos grupos tratados com as EVs previamente a infec-

ção em relação aos grupos não tratados ou tratados após a infecção (dados não represen-

tados). 

 Diferentemente do que foi observado nos animais sacrificados com 5 dias, quan-

do eles foram sacrificados com 15 dias observou-se uma redução nos transcritos de 

IL-1β (Figura 18a) em todos os grupos que receberam tratamento com as EVs, tanto 

antes quanto depois da infecção. Houve também uma redução nos níveis de TNF-𝛼 (Fi-
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Figura 17. Histopatológico dos pulmões dos camundongos infectados e tratados ou não com as EVs de 
C. neoformans B3501 e ΔCap67 1 e 3 dias após a infecção e sacrificados no quinto dia. A escala de 
tamanho está representando uma distância de 100 µm. G indica a presença de granuloma contendo C. 
neoformans e IC indica a presença de infiltrado celular.



gura 18b) nos grupos tratados com as EVs, com exceção do grupo tratado previamente 

com EVs de B3501 e não observou-se diferenças significativas na expressão de IL-6 

(Figura 18c) em função do tratamento utilizado. A redução de  IL-1β está de acordo com 

a inibição gênica dessa citocina encontrados no PCR array dos pulmões dos animais sa-

crificados tanto com 5 dias, quanto com 15 dias (Tabelas 1 e 2 e Figuras 16, 19), mos-

trando que realmente há um aumento inicial desta citocina, seguido por uma redução, 

após a consolidação da infecção, quando os animais são tratados com as EVs. Isto pro-

vavelmente indica uma influência das EVs no processo infeccioso no C. neoformans, 

que as produz ativamente como estratégia de virulência, favorecendo sua sobrevivência 

no organismo hospedeiro. 

 

 O mesmo padrão de expressão gênica foi observado nos camundongos sacrifica-

dos com 15 dias de infecção (Figura 19 e Tabela 1 e 2), em que observou-se uma inibi-

ção dos genes relacionados ao inflamassoma quando os animais eram tratados com as 

EVs, o que também observou-se nos transcritos de citocinas. Um aspecto interessante 

foi que as EVs de ΔCap67 foram mais eficientes em modular essa expressão gênica tan-

to no primeiro momento, induzindo um aumento de TNF-𝛼, quanto em um segundo 

momento, inibindo a expressão da maioria dos genes relacionados ao inflamassoma. 

Isso pode indicar uma maior importância das EVs para o mutante acapsular como estra-
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Figura 18. Concentração de IL-1β (a), TNF-𝜶 (b) e IL-6 (c) no sobrenadante dos macerados dos pulmões dos 
camundongos infectados com B3501 e tratados 2 e 4 dias antes (EVB3501 + B3501 e EVΔCap67 + B3501) ou depois 
(B3501 + EVB3501 e B3501 + EVΔCap67), e sacrificados 15 dpi medidos pelo ensaio de ELISA. (*) representa diferença 
significativa em relação ao grupo infectado com B3501 que não recebeu tratamento, pelo método one-way ANOVA 
(P<0,05).

(a) (b) (c)



tégia de virulência do que para a cepa capsular, já que aquele apresenta maior dificulda-

de em sobreviver no organismo hospedeiro e investe mais na produção de EVs. 

  

 Diferente do que foi observado no histopatológico dos pulmões dos camundon-

gos sacrificados com 5 dias, não observou-se grandes diferenças nos tecidos pulmonares   

(Figura 20) e cerebrais (dados não mostrados) dos camundongos sacrificados 15 dias 

após a infecção. No entanto, encontra-se uma maior concentração de infiltrado celular 

nos pulmões dos camundongos infectados em relação aos não infectados, indicando 

provavelmente um processo inflamatório mais acentuado nesses grupos (Figura 20). 

Esse padrão foi um pouco mais acentuado nos grupos tratados anteriormente com as 

EVs do que nos não tratados. Também não observou-se diferenças no tecido cerebral 

dos camundongos infectados em relação aos não infectados (Figura 20). A similaridade 

entre os tecidos pode ser explicada pela baixa carga fúngica utilizada na infecção (2x104 

células de C. neoformans) e pela cepa pouco virulenta (B3501), que seria mais facil-

mente eliminada pelo organismo e após 15 dias o tecido já estaria recuperado. 
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Figura 19. Relação entre os genes expressos nos pulmões dos camundongos infectado e tratados com as 
EVs em relação aos não infectados (a) e em relação aos infectados que não receberam tratamento (b e 
c). Dados obtidos a partir do RT2PCR array e produzidos no software fornecido pela Qiagen 
"GeneGlobe Data Analysis Center”.

(a) (b) (c)
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Figura 20. Histopatológico dos pulmões dos camundongos infectados e tratados ou não com as EVs de 
C. neoformans B3501 e ΔCap67 2 e 4 dias antes da infecção (EV + Cn) ou após a infecção (Cn + EV) e 
sacrificados 15 dias após a infecção. A escala de tamanho está representando uma distância de 100 µm.



Gene Cn 5dpi Cn + EV 
B3501 5dpi

Cn + EV 
ΔCap67 5dpi

Cn 15 dpi EV B3501 + 
Cn 15dpi

EV ΔCap67 
+ Cn 15dpi

Casp1 (Caspase 1) 14.05 2.55  5.57 2.39 3.67

Hsp90b1 (Heat shock 
protein 90, beta 
(Grp94), member 1)

12.68 5.76 6.70 8.58

Bcl2l1 (Bcl2-like 1) 12.53 16.41 3.54 21.47 11.40

Ccl12 (Chemokine (C-C 
motif) ligand 12)

11.46 4.69 3.75 5.08 9.05 2.24

Birc3 (Baculoviral IAP 
repeat-containing 3)

10.25 8.20 3.47 6.39 2.44

Ccl7 (Chemokine (C-C 
motif) ligand 7)

10.14 3.17 2.32 3.17 15.74 

Chuk (Conserved helix-
loop-helix ubiquitous 
kinase)

9.61 -10.38 -2.08 3.40

Actb (Actin, beta) 8.88

Casp12 (Caspase 12) 7.98 5.84 2.72 4.88

Txnip (Thioredoxin 
interacting protein)

7.55  2.20 4.07 10.70 2.07

Casp8 (Caspase 8) 7.30 4.13 4.15 6.14

Cxcl1 (Chemokine (C-
X-C motif) ligand 1)

7.28 19.68 36.51 5.98

Nfkb1 (Nuclear factor of 
kappa light polypeptide 
gene enhancer in B-
cells 1)

6.24 3.61  3.79 3.94 3.87

Birc2 (Baculoviral IAP 
repeat-containing 2)

5.84 7.74 5.33

Irf1 (Interferon regula-
tory factor 1)

5.79  8.65 10.94 10.18

Cflar (CASP8 and 
FADD-like apoptosis 
regulator)

5.28 -8.11 2.35 3.33

Tab2 (TGF-beta activa-
ted kinase 1/MAP3K7 
binding protein 2)

5.03 2.05

Bcl2 (B-cell leukemia/
lymphoma 2)

4.98  -4.94

Ikbkb (Inhibitor of kap-
paB kinase beta)

4.92 2.50 4.24 4.09 3.44

Xiap (X-linked inhibitor 
of apoptosis)

4.86
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Tabela 1. Aumento  (azul) e supressão (vermelho) da expressão de genes nos pulmões de camundongos 
infectados com C. neoformans B3501 e tratados com EVs de B3501 ou ΔCap67 antes (EV + Cn) ou 
depois da infecção (Cn + EV) e sacrificados 5 ou 15 dias pós infecção (dpi). Comparação feita em rela-
ção ao grupo controle, não infectado. Os espaços em branco representam que não houve diferença signi-
ficativa entre os grupos de tratamento.



Tnfsf14 (Tumor necro-
sis factor (ligand) su-
perfamily, member 14)

4.81 2.06 3.11

Il1b (Interleukin 1 
beta)

4.72 6.15 4.97

Il33 (Interleukin 33) 4.61 4.79 7.19 10.88

Mok (Serine/threonine 
kinase 30)

4.61 -2.46 

Il18 (Interleukin 18) 4.48 3.28 -2.63

Myd88 (Myeloid diffe-
rentiation primary res-
ponse gene 88)

4.47 6.88 6.26 15.23 2.24

Mapk8 (Mitogen-activa-
ted protein kinase 8)

4.31 2.51 3.51 3.97 -2.18 

Ctsb (Cathepsin B) 4.27 10.49 3.41 4.08

Card6 (Caspase re -
cruitment domain fa-
mily, member 6)

4.03 -2.52 4.78 4.21 8.29 2.49

Il12a (Interleukin 12A) 3.89 -2.36 2.83

Ciita (Class II transacti-
vator)

3.85 8.87 3.92

Sugt1 (SGT1, suppres-
sor of G2 allele of 
SKP1 (S. cerevisiae)

3.76  -2.16 

Mapk1 (Mitogen-activa-
ted protein kinase 1)

3.69 -3.71

Map3k7 (Mitogen-
activated protein kinase 
kinase kinase 7)

3.67  2.07 4.57

Nfkbib (Nuclear factor 
of kappa light polypep-
tide gene enhancer in 
B-cells inhibitor, beta)

3.66 4.42 16.07  -4.79 

Cd40lg (CD40 ligand) 3.66 2.07

Nlrp9b (NLR family, 
pyrin domain containing 
9B)

3.66 -5.17 -6.43 

Nlrp6 (NLR family, pyrin 
domain containing 6)

3.66 -3.18 -19.66

Ifnb1 (Interferon beta 1, 
fibroblast)

3.54 5.68 3.03 -6.79

Mapk3 (Mitogen-activa-
ted protein kinase 3)

3.52 4.68 8.15 12.53 

Nlrc4 (NLR family, 
CARD domain contai-
ning 4)

3.52 2.04

Gene Cn 5dpi Cn + EV 
B3501 5dpi

Cn + EV 
ΔCap67 5dpi

Cn 15 dpi EV B3501 + 
Cn 15dpi

EV ΔCap67 
+ Cn 15dpi
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Nlrp5 (NLR family, pyrin 
domain containing 5)

3.51 -2.17 -21.14 -16.75

Ikbkg (Inhibitor of kap-
paB kinase gamma)

3.45 -15.86 -3.35 -3.99 -8.25 

Tnfsf4 (Tumor necrosis 
factor (ligand) superfa-
mily, member 4)

3.41 -4.81

Aim2 (Absent in mela-
noma 2)

3.37 2.51 2.85 2.37

Pstpip1 (Proline-serine-
threonine phosphatase-
interacting protein 1)

3.35 -3.97 

Irf3 (Interferon regula-
tory factor 3)

3.32 2.20 2.08 4.61

Traf6 (Tnf receptor-
associated factor 6)

3.31 2.73

Panx1 (Pannexin 1) 3.30 -4.72

Fadd (Fas (TNFRSF6)-
associated via death 
domain)

3.28 9.14 9.81 8.03

Mapk13 (Mitogen-
activated protein kinase 
13)

3.25 -3.34 2.17 -2.62 -6.78

Pea15a (Phosphopro-
tein enriched in astrocy-
tes 15A)

3.24 2.24 2.10

Ripk2 (Receptor (TN-
FRSF)-interacting 
serine-threonine kinase 
2)

3.14 -2.73 -4.25

Hsp90aa1 (Heat shock 
protein 90, alpha (cyto-
solic), class A member 
1)

2.96 -2.47 2.67 3.44 -2.18 

Pycard (PYD and 
CARD domain contai-
ning)

2.90 2.13 -3.15 

Nlrp12 (NLR family, 
pyrin domain containing 
12)

2.90 -3.64

Mefv (Mediterranean 
fever)

2.88 -3.36 2.27 2.01

Mapk9 (Mitogen-activa-
ted protein kinase 9)

2.84 2.74 4.47 5.46

Nod1 (Nucleotide-
binding oligomerization 
domain containing 1)

2.81 2.12

Tnf (Tumor necrosis 
factor)

2.76 -2.61 -2.62

Gene Cn 5dpi Cn + EV 
B3501 5dpi

Cn + EV 
ΔCap67 5dpi

Cn 15 dpi EV B3501 + 
Cn 15dpi

EV ΔCap67 
+ Cn 15dpi
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Mapk12 (Mitogen-
activated protein kinase 
12)

2.75 5.46 2.16 3.54

Il12b (Interleukin 12b) 2.62 -2.86 -2.38

Nlrp3 (NLR family, pyrin 
domain containing 3)

2.62 3.71 6.24

Naip1 (NLR family, 
apoptosis inhibitory 
protein 1)

2.56 -6.23

Cxcl3 (Chemokine (C-
X-C motif) ligand 3)

2.53 4.60 5.77

Ifng (Interferon gamma) 2.44 4.68 -2.39

Tnfsf11 (Tumor necro-
sis factor (ligand) su-
perfamily, member 11)

2.37 2.59 5.27 

Irf4 (Interferon regula-
tory factor 4)

2.32 2.58 -2.14

Ptgs2 (Prostaglandin-
endoperoxide synthase 
2)

2.28 -2.77 3.89 10.45

Nfkbia (Nuclear factor 
of kappa light polypep-
tide gene enhancer in 
B-cells inhibitor, alpha)

2.18 2.24

Irak1 (Interleukin-1 
receptor-associated 
kinase 1)

2.17 -3.04 3.55 2.12 3.27 -2.07

Naip5 (NLR family, 
apoptosis inhibitory 
protein 5)

2.06 2.18 4.87

P2rx7 (Purinergic re-
ceptor P2X, ligand-
gated ion channel, 7)

2.04 -2.60

Ccl5 (Chemokine (C-C 
motif) ligand 5)

2.67 2.24 2.96 -2.01

Gapdh (Glyceraldehy-
de-3-phosphate dehy-
drogenase)

2.05 3.57 2.81

Actb (Actin, beta) 4.32 -7.14 

B2m (Beta-2 microglo-
bulin)

-3.43 3.44

Nlrp4e (NLR family, 
pyrin domain containing 
4E)

-2.41 -16.76 -5.53 -475.53 -227.00

Il6 (Interleukin 6) -8.08 -2.28 5.38 -2.38

Nlrx1 (NLR family 
member X1)

 -4.38 -2.41

Gene Cn 5dpi Cn + EV 
B3501 5dpi

Cn + EV 
ΔCap67 5dpi

Cn 15 dpi EV B3501 + 
Cn 15dpi

EV ΔCap67 
+ Cn 15dpi
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Rela (V-rel reticuloen-
dotheliosis viral onco-
gene homolog A 
(avian))

 -4.16 3.56 2.39 -2.37

Tab1 (TGF-beta activa-
ted kinase 1/MAP3K7 
binding protein 1)

-4.03 -2.34

Nlrp4b (NLR family, 
pyrin domain containing 
4B)

-3.91 -20.27  -107.77 -4.81

Tirap (Toll-interleukin 1 
receptor (TIR) domain-
containing adaptor 
protein)

-3.88

Nod2 (Nucleotide-
binding oligomerization 
domain containing 2)

-2.58

Nlrp1a (NLR family, 
pyrin domain containing 
1A)

-2.41 -3.46 

Mapk11 (Mitogen-acti-
vated protein kinase 11)

2.80 6.01 2.20

Nlrc5 (NLR family, 
CARD domain contai-
ning 5)

-3.18

Gene Cn 5dpi Cn + EV 
B3501 5dpi

Cn + EV 
ΔCap67 5dpi

Cn 15 dpi EV B3501 + 
Cn 15dpi

EV ΔCap67 
+ Cn 15dpi

Gene Sem infec-
ção 5 dpi

Cn + EV 
B3501 5dpi

Cn + EV 
ΔCap67 5dpi

Sem infecção 
15 dpi

EV B3501 
+ Cn 15dpi

EV ΔCap67 + 
Cn 15dpi

Casp1 (Caspase 1) -11.32 -3.22 -2.36 -2.28 -3.44

Hsp90b1 (Heat shock 
protein 90, beta 
(Grp94), member 1)

-10.21 -4.44 -2.06 -6.40 -3.57 

Bcl2l1 (Bcl2-like 1) -10.09 -9.21 -3.72 4.55 3.26

Ccl12 (Chemokine (C-
C motif) ligand 12)

-9.22 -2.86 -3.27

Birc3 (Baculoviral IAP 
repeat-containing 3)

-8.25 -5.44 -3.32

Ccl7 (Chemokine (C-C 
motif) ligand 7)

-8.16 -4.09 -2.50 4.66
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Tabela 2. Superexpressão (azul) e subexpressão (vermelho) de genes nos pulmões de camundongos 
infectados com C. neoformans B3501 e tratados com EVs de B3501 ou ΔCap67 antes (EV + Cn) ou 
depois da infecção (Cn + EV) e sacrificados 5 ou 15 dias pós infecção (dpi). Comparação feita em rela-
ção ao grupo controle, infectado mas não tratado com EVs. Os espaços em branco representam que não 
houve diferença significativa entre os grupos de tratamento.



Chuk (Conserved 
helix-loop-helix ubiqui-
tous kinase)

-7.74 -58.34 -8.59 6.59

Actb (Actin, beta) -7.15 3.16 5.03 7.20

Casp12 (Caspase 12) -6.42 -2.34 -2.60 -2.33 

Txnip (Thioredoxin 
interacting protein)

-6.08 -4.80 -3.22 -3.89 2.47

Casp8 (Caspase 8) -5.88 -2.72 -3.96 -2.36

Cxcl1 (Chemokine (C-
X-C motif) ligand 1)

-5.86 -8.09 -4.28 -4.49 -3.11

Nfkb1 (Nuclear factor 
of kappa light polypep-
tide gene enhancer in 
B-cells 1)

-5.02 2.99 3.97

Birc2 (Baculoviral IAP 
repeat-containing 2)

-4.70 -6.54 -5.09 -2.27

Irf1 (Interferon regula-
tory factor 1)

-4.66 -2.56 -10.45 -4.56

Cflar (CASP8 and 
FADD-like apoptosis 
regulator)

-4.25 -25.03 -4.98 -2.25 

Tab2 (TGF-beta activa-
ted kinase 1/MAP3K7 
binding protein 2)

-4.05 -2.78 -2.62

Bcl2 (B-cell leukemia/
lymphoma 2)

-4.01 -5.54 -2.93 -2.68

Ikbkb (Inhibitor of 
kappaB kinase beta)

-3.96 -2.45 -3.59

Xiap (X-linked inhibitor 
of apoptosis)

-3.91 -2.90 -5.99 2.14 2.47

Tnfsf14 (Tumor necro-
sis factor (ligand) 
superfamily, member 
14)

-3.87 -4.74 -2.97 -4.19 -3.81

Il1b (Interleukin 1 
beta)

-3.80 -5.06 -2.33 -5.87 -4.38

Il33 (Interleukin 33) -3.71 -3.56 -6.87 -3.66 

Mok (Serine/threonine 
kinase 30)

-3.71 -2.72 -2.90

Il18 (Interleukin 18) -3.60 -6.09 -2.22 2.16 -2.95

Myd88 (Myeloid diffe-
rentiation primary 
response gene 88)

-3.60 -5.29 -4.82 -3.08

Gene Sem infec-
ção 5 dpi

Cn + EV 
B3501 5dpi

Cn + EV 
ΔCap67 5dpi

Sem infecção 
15 dpi

EV B3501 
+ Cn 15dpi

EV ΔCap67 + 
Cn 15dpi
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Mapk8 (Mitogen-acti-
vated protein kinase 8)

-3.47 -2.78 -3.35 -6.01

Ctsb (Cathepsin B) -3.44 -5.51 2.62 -3.26

Card6 (Caspase re -
cruitment domain 
family, member 6)

-3.24 -5.94 -2.36  -2.31

Il12a (Interleukin 12A) -3.13 -5.37 -2.02 -2.53

Ciita (Class II transac-
tivator)

-3.10 -4.41 2.46 -3.74 -2.41 -2.86

Sugt1 (SGT1, sup-
pressor of G2 allele of 
SKP1 (S. cerevisiae)

-3.03 -2.31 -5.64 

Mapk1 (Mitogen-acti-
vated protein kinase 1)

-2.97 -8.01 -2.04 

Map3k7 (Mitogen-
activated protein kina-
se kinase kinase 7)

-2.96 -2.15 -2.46

Nfkbib (Nuclear factor 
of kappa light polypep-
tide gene enhancer in 
B-cells inhibitor, beta)

-2.95 -4.07 2.31 -3.33

Cd40lg (CD40 ligand) -2.95 -4.07 -2.15 -2.22 -2.78

Nlrp9b (NLR family, 
pyrin domain contai-
ning 9B)

-2.95 -4.07 -2.15 -3.05 -2.81

Nlrp6 (NLR family, 
pyrin domain contai-
ning 6)

-2.95 -4.07 -2.15 -2.88 -3.38

Ifnb1 (Interferon beta 
1, fibroblast)

-2.85 -4.07 -2.15 -2.05 -3.97 -3.66

Mapk3 (Mitogen-acti-
vated protein kinase 3)

-2.83 -2.32 -7.79 -4.32 

Nlrc4 (NLR family, 
CARD domain contai-
ning 4)

-2.83 -3.99 

Nlrp5 (NLR family, 
pyrin domain contai-
ning 5)

-2.83 -4.07 -2.15 -3.38 -3.11

Ikbkg (Inhibitor of 
kappaB kinase gam-
ma)

-2.78 -32.00 -10.81 2.92 -3.13 3.38

Tnfsf4 (Tumor necrosis 
factor (ligand) super-
family, member 4)

-2.74 -4.07 -2.15 -2.50 -2.81

Aim2 (Absent in mela-
noma 2)

-2.72 -2.97 -3.52 

Gene Sem infec-
ção 5 dpi

Cn + EV 
B3501 5dpi

Cn + EV 
ΔCap67 5dpi

Sem infecção 
15 dpi

EV B3501 
+ Cn 15dpi

EV ΔCap67 + 
Cn 15dpi
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Pstpip1 (Proline-seri-
ne-threonine phospha-
tase-interacting protein 
1)

-2.69 -2.42

Irf3 (Interferon regula-
tory factor 3)

-2.68 -2.24 2.08 -3.08

Traf6 (Tnf receptor-
associated factor 6)

-2.66 -2.25 -2.23 4.15 2.37

Panx1 (Pannexin 1) -2.65 -2.96

Fadd (Fas (TNFRSF6)-
associated via death 
domain)

-2.64 -2.30 2.98 -4.32

Mapk13 (Mitogen-
activated protein kina-
se 13)

-2.62 -6.36 2.75 3.97

Pea15a (Phosphopro-
tein enriched in as-
trocytes 15A)

-2.61 -3.13 -2.14 -2.58 

Ripk2 (Receptor (TN-
FRSF)-interacting 
serine-threonine kina-
se 2)

-2.53 -5.00 -4.61 3.23

Hsp90aa1 (Heat shock 
protein 90, alpha (cy-
tosolic), class A mem-
ber 1)

-2.38 -4.28 -2.55 -4.58

Pycard (PYD and 
CARD domain contai-
ning)

-2.34 -2.37 2.24 -2.22 

Nlrp12 (NLR family, 
pyrin domain contai-
ning 12)

-2.33 -3.71 -2.22 -2.94

Mefv (Mediterranean 
fever)

-2.32 -5.65 -2.05 -2.17 -3.19

Mapk9 (Mitogen-acti-
vated protein kinase 9)

-2.29 -2.98 -4.27 -4.91 

Nod1 (Nucleotide-
binding oligomerization 
domain containing 1)

-2.26 -2.04 2.74

Tnf (Tumor necrosis 
factor)

-2.22 -4.21 -2.23

Mapk12 (Mitogen-
activated protein kina-
se 12)

-2.21 -3.51 2.12 -2.06

Il12b (Interleukin 12b) -2.11 -4.38 -2.17 -2.50

Nlrp3 (NLR family, 
pyrin domain contai-
ning 3)

-2.11 -3.31 -3.54 -2.38 

Gene Sem infec-
ção 5 dpi

Cn + EV 
B3501 5dpi

Cn + EV 
ΔCap67 5dpi

Sem infecção 
15 dpi

EV B3501 
+ Cn 15dpi

EV ΔCap67 + 
Cn 15dpi
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Naip1 (NLR family, 
apoptosis inhibitory 
protein 1)

-2.06 -3.00 -2.15 -2.42 -2.59 -5.46

Cxcl3 (Chemokine (C-
X-C motif) ligand 3)

-2.04 -3.19 -2.13 -2.62 -4.38

Ifng (Interferon gam-
ma)

-3.06 -2.15 -3.41

Tnfsf11 (Tumor necro-
sis factor (ligand) 
superfamily, member 
11)

-2.77 -2.68 -4.52 -6.12 

Irf4 (Interferon regula-
tory factor 4)

-2.64 2.47

Ptgs2 (Prostaglandin-
endoperoxide synthase 
2)

-3.68 -3.72 2.52

Nfkbia (Nuclear factor 
of kappa light polypep-
tide gene enhancer in 
B-cells inhibitor, alpha)

-2.90 3.32 

Irak1 (Interleukin-1 
receptor-associated 
kinase 1)

-3.86  -2.03 -3.47

P2rx7 (Purinergic 
receptor P2X, ligand-
gated ion channel, 7)

-2.17 

Ccl5 (Chemokine (C-C 
motif) ligand 5)

2.37 -2.47

Actb (Actin, beta) -4.72

B2m (Beta-2 microglo-
bulin)

4.26 20.17  2.04

Nlrp4e (NLR family, 
pyrin domain contai-
ning 4E)

2.99 -4.07 -2.15 -18.82 -17.32

Il6 (Interleukin 6) -5.10 -2.31 3.11 -3.04

Nlrx1 (NLR family 
member X1)

-4.07

Rela (V-rel reticuloen-
dotheliosis viral onco-
gene homolog A (avi-
an))

-3.03 3.06 2.05 -2.04

Tab1 (TGF-beta activa-
ted kinase 1/MAP3K7 
binding protein 1)

-3.59

Nlrp4b (NLR family, 
pyrin domain contai-
ning 4B)

-4.07 -2.15 -3.05 -2.81

Gene Sem infec-
ção 5 dpi

Cn + EV 
B3501 5dpi

Cn + EV 
ΔCap67 5dpi

Sem infecção 
15 dpi

EV B3501 
+ Cn 15dpi

EV ΔCap67 + 
Cn 15dpi

#64



Tirap (Toll-interleukin 1 
receptor (TIR) domain-
containing adaptor 
protein)

-3.82 

Nod2 (Nucleotide-
binding oligomerization 
domain containing 2)

-2.13 -2.62

Nlrp1a (NLR family, 
pyrin domain contai-
ning 1A)

 -2.19 -2.89

Naip5 (NLR family, 
apoptosis inhibitory 
protein 5)

-2.08 2.10 -2.69

Gapdh (Glyceraldehy-
de-3-phosphate dehy-
drogenase)

5.17 5.50

Gene Sem infec-
ção 5 dpi

Cn + EV 
B3501 5dpi

Cn + EV 
ΔCap67 5dpi

Sem infecção 
15 dpi

EV B3501 
+ Cn 15dpi

EV ΔCap67 + 
Cn 15dpi
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DISCUSSÃO 

 Vesículas extracelulares já foram descritas como estratégia utilizada por diversos 

patógenos procariotos e eucariotos para secreção de compostos importantes para sua 

sobrevivência no organismo do hospedeiro (COELHO et al. 2018; ZAMITH-MIRAN-

DA et al. 2018). No caso das EVs de C. neoformans, elas são compostas por lipídeos, 

proteínas, polissacarídeos e estruturas pigmentadas com funções importantes para a bio-

logia do fungo, formação da cápsula lipoproteica e para  sua interação com o hospedei-

ro. Entre estas  funções  relacionadas ao hospedeiro estão a evasão do sistema imune, 

modulação da atividade fagocítica de macrófagos e da secreção de citocinas por macró-

fagos e células dendríticas (OLIVEIRA et al, 2010) . Neste trabalho, observou-se dife-

renças estruturais e imunomodulatórias em EVs produzidas em condições com muita ou 

pouca disponibilidade nutricional. Isso indica que o C. neoformans consegue modular a 

produção dessas EVs, bem como a composição de seu conteúdo (BROWN et al, 2015) 

que descreveu/sugeriu alterações dinâmicas neste mecanismo de secreção de acordo 

com o ambiente encontrado pelo fungo. 

 Foi visto anteriormente que durante a infecção in vivo ou em situações de estres-

se como a limitação nutricional, limitação de CO2 e de ferro ou a presença de soro de 

mamíferos, ocorre um maior desenvolvimento de mecanismos de virulência pelo C. ne-

oformans. Alguns desses mecanismos afetados são o espessamento da cápsula polissa-

carídica, que dificulta o reconhecimento do fungo pelas células do sistema imune e 

maior produção de células titãs, o que favorece uma resposta não protetora pelo hospe-

deiro (ESHER, et al. 2018). Corroborando com estas informações, neste trabalho, foi 

visto que vesículas extracelulares produzidas em meio de cultura com baixa disponibili-

dade nutricional apresentam um diâmetro significativamente maior do que as produzi-

das em meio rico, além de apresentarem um conteúdo maior de fatores de virulência 

como GXM, fosfatase ácida, urease, lacase e proteínas de choque térmico, o que justifi-

caria o aumento em seu tamanho. Já havia sido descrita a presença dessas moléculas  no 

interior de vesículas extracelulares por RODRIGUES et al, 2008, mas não sua relação 

com a disponibilidade nutricional. 

Outro resultado interessante foi que EVs de B3501 foram maiores do que as de 

ΔCap67, o que pode ser explicado pelo fato de as EVs de B3501 mas não as de ΔCap67 
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apresentarem GXM. Da mesma forma, RODRIGUES et al. 2007 demonstrou por MET, 

que EVs da cepa acapsular são menores do que as da cepa capsular, apesar de serem 

bastante diversas em tamanho e conteúdo. Ademais, as imagens de microscopia apre-

sentam EVs com um diâmetro hidrodinâmico de 100 a 200 nm em sua maioria, o que 

está de acordo com as EVs descritas na literatura secretadas pela maioria dos organis-

mos vivos, que podem variar de 10 a 350 nm (KULP,A e KUEHN, 2010; COELHO et 

al. 2018; RODRIGUES, et al. 2008; YONEDA, et al. 2006). As imagens obtidas no 

MET demonstraram EVs eletrondensas, o que está de acordo com o que foi descrito an-

teriormente por RODRIGUES, et al. 2008, que demonstrou uma população de EVs de 

C. neoformans contendo 39% das EVs do tipo eletrondensas, 25% eletron-lúcidas, 21% 

com membrana eletrondensa e 15% contendo pigmentos no citoplasma. 

A produção de EVs como estratégia de secreção de compostos de virulência já 

foi descrito também em bactérias gram-negativas e recentemente em gram-positivas. 

Até pouco tempo, acreditava-se que esse tipo de bactérias não secretavam EVs devido a 

presença da espessa parede celular de peptídeoglicano, similar à parede celular fúngica, 

que bloquearia sua secreção. Entretanto, assim como os fungos, as bactérias gram-posi-

tivas também são capazes de secretar EVs contendo fatores de virulência, compostos 

relacionados à resistência a antibióticos e à interação parasito-hospedeiro (COELHO et 

al. 2018).  

Foi mostrado para bactérias gram-negativas, que as condições de crescimento 

como temperatura e disponibilidade de nutrientes no meio de cultura afetam diretamente 

a quantidade e características das EVs produzidas, variando de espécie para espécie. Foi 

mostrado que o aumento da temperatura durante o crescimento, leva a uma maior pro-

dução de EVs, já que favorece a proliferação dos microorganismos, mantendo-os em 

fase log de crescimento e consequentemente favorecendo a produção de EVs. Em rela-

ção à disponibilidade de nutrientes, Lysobacter sp. produz mais EVs quando submetido 

a uma baixa disponibilidade, enquanto Pseudomonas fragi apresenta menor produção 

nessas condições (KULP e KUEHN, 2010). Neste trabalho, foi mostrado que um meio 

rico em nutrientes estimula uma maior produção de EVs, embora sejam menores e com 

menor conteúdo proteico do que as produzidas no meio pobre. 
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Quando as EVs foram submetidas à interação com os macrófagos por 30 minu-

tos, observou-se que, neste tempo, somente as EVs de ΔCap67 foram internalizadas pe-

los macrófagos e as EVs produzidas no meio rico foram internalizadas em maior quan-

tidade do que as produzidas no meio pobre. Pelas imagens obtidas, infere-se que prova-

velmente essas EVs estavam agregadas, o que teria facilitado o reconhecimento pelos 

macrófagos, já que na suspensão encontram-se poucos macrófagos contendo EVs, mas 

os encontrados apresentavam grande quantidade de conteúdo vesicular em seu interior. 

Isso pode ser explicado pela ausência de GXM nas EVs de ΔCap67, molécula que difi-

culta o reconhecimento das cepas capsulares de C. neoformans e provavelmente tam-

bém exerce esse papel nas vesículas secretadas por esse fungo (KOZEL et al, 1988).  

Oliveira e colaboradores (2010) mostraram que EVs de cepas capsulares 

(HEC3393 e B3501) e acapsulares (Cap 67) de C. neoformans são ativamente incorpo-

radas por macrófagos, modulando suas funções sem gerar toxicidade aguda a essas célu-

las. As vesículas de ambas as linhagens foram capazes de modular a produção de óxido 

nítrico e de citocinas. Contudo as EVs do mutante acapsular induziram uma maior pro-

dução de óxido nítrico e de TNF-𝛼 pelos macrófagos e uma menor produção de TGF-β e 

IL-10 do que as EVs da cepa encapsulada. Além disso, quando esses macrófagos pré-

tratados com as EVs secretadas foram incubados com C. neoformans encapsulados e 

não opsonizados, o conteúdo vesicular foi capaz de ativar a fagocitose e as atividades 

microbicidas dos macrófagos, fazendo com que esses fossem capaz de matar mais efi-

cazmente as células do fungo. Tal ativação foi mais eficiente no caso do tratamento com 

as EVs do mutante acapsular, o que pode ser explicado novamente pela ausência de 

GXM em suas EVs. 

Neste trabalho, as EVs do mutante acapsular também foram mais eficientes em 

modular a resposta inflamatória do hospedeiro, causando aumento na produção de TNF-

𝛼 nos primeiros cinco dias pós infecção, seguida por uma maior inibição na expressão 

gênica de genes relacionados ao inflamassoma e tecido pulmonar com menos sinais de 

inflamação e infiltrado celular do que os animais que receberam o tratamento com as 

EVs da cepa encapsulada. Outra relação interessante com os resultados obtidos por 

OLIVEIRA et al, 2010, foi que em seu trabalho, as EVs foram produzidas em um meio 

nutricionalmente pobre (meio mínimo) e foram efetivas em ativar o sistema imune de 
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forma geral. Da mesma forma, mostramos que as EVs produzidas no meio pobre esti-

mularam mais o inflamassoma em relação ao meio rico. 

Em um trabalho realizado com EVs de C. albicans cultivado em Meio Mínimo, 

VARGAS et al, 2015 mostrou que o tratamento de mácrofagos M0 com as EV permitiu 

a internalização das mesmas, levando a uma maior produção de óxido nítrico, IL-12, 

TGF-β e IL-10. Além disso, o tratamento de células dendríticas levou a uma maior pro-

dução de IL-12p40, IL-10 e TGF-𝛼 e a uma maior expressão de MHC II. O tratamento 

de larvas de G. mellonella com as EVs, seguido pela infecção com C. albicans levou 

novamente a uma resposta protetora pelo hospedeiro, sendo encontrada uma quantidade 

menor de fungos do que no grupo não tratado. Tal resultado também está de acordo com 

o que foi descrito neste trabalho, que mostrou EVs estimulando o sistema imune, quan-

do o fungo é cultivado em um meio pobre em nutrientes. 

A secreção de moléculas de virulência com função imunomodulatória já foi des-

crita em outras espécies de fungos, como H. capsulatum (ALBUQUERQUE et al. 

2008), P. brasiliensis (VALLEJO et al. 2011) e C. albicans (VARGAS et al. 2015), sen-

do secretadas de forma livre ou associadas a vesículas extracelulares. Em H. capsula-

tum, P. brasiliensis e C. albicans, as EVs secretadas apresentam epítopos antigênicos 

reconhecidos no soro de pacientes infectados, indicando provável influência dessas EVs 

na resposta adaptativa a essas infecções. Uma evidência da relação de EVs com sistema 

imune em H. capsulatum é que o cultivo do fungo com o anticorpo monoclonal anti-

HSP60 modifica as características das EVs secretadas por ele em tamanho, abundância 

e conteúdo de moléculas de virulência (BALTAZAR et al. 2016). 

Já em P. brasiliensis, foi mostrado que suas EVs são capazes de ativar um perfil 

inflamatório nos macrófagos, ativando a secreção de IL-1β, TNF-α, IL-6 e IL-12p70 e 

induzindo os macrófagos a mudarem de um perfil antiinflamatório M2 para um perfil 

inflamatório do tipo M1 (DA SILVA et al, 2016). Diferente das EVs de P. brasiliensis, 

as de C. albicans induzem um perfil menos inflamatório, induzindo a secreção das cito-

cinas anti-inflamatórias TGF-β e IL-10 por células dendríticas e macrófagos, respecti-

vamente e de TNF-𝛼 por ambas. Esse perfil faz sentido, já que C. albicans é um orga-

nismo comensal e sua presença não estimula uma resposta imune exacerbada (VARGAS 

et al. 2015 e ZAMITH-MIRANDA et al. 2018). 
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Assim, muitos patógenos intra ou extracelulares apresentam diversas estratégias 

para sobreviver no organismo do hospedeiro, sendo evadindo o sistema imune ou modu-

lando-o ativamente. Uma das estratégias utilizadas pelo C. neoformans para isso, é 

promovendo dano celular e tecidual no hospedeiro, interferindo na resposta imune celu-

lar efetora. Para isso, ele pode realizar um processo de exocitose lítica ao sair dos ma-

crófagos para o meio extracelular, pode causar alterações em organelas celulares, no 

citoesqueleto e na membrana do fagolisossoma, o que acaba provocando uma resposta 

inflamatória exacerbada e ativando incorretamente o sistema imune (CASADEVALL et 

al 2018). Além disso, foi mostrado por BAKER, et al, 2007 que essa espécie é capaz de 

induzir uma resposta do tipo Th2 não protetora pelo hospedeiro a partir de modificações 

nos padrões moleculares de quitina e quitosana em sua parede celular. O aumento de 

quitina na constituição capsular também é uma modificação presente nas células titãs de 

C. neoformans, responsável pela indução de uma resposta Th2 em detrimento de uma 

resposta protetora do tipo Th1, o que favorece a sobrevivência do fungo no organismo 

do hospedeiro (BAKER, et al, 2007). 

Em trabalhos anteriores realizados pelo grupo (BÜRGEL, 2018), foi mostrado 

que o C. neoformans é capaz de inibir a ativação do inflamassoma e consequentemente 

a liberação da interleucina IL-1β por meio da secreção de moléculas menores que 

1KDa, sendo o ácido 3-indol lático - (ILA), uma dessas moléculas, estando presente no 

meio condicionado da cepa B3501 (CM35). Foi mostrado também que o tratamento de 

macrófagos com o CM35 previamente à infecção com uma cepa virulenta H99 reduz a 

capacidade fagocítica dos macrófagos, aumenta a carga fúngica e aumenta a vomocito-

se, o que favorece a sobrevivência do fungo no organismo. Neste trabalho foi mostrado 

que EVs de C. neoformans cultivado em um meio nutricionalmente rico, quando incu-

badas junto com nigericina com macrófagos e células dendríticas, são capazes de redu-

zir a secreção de IL-1β, enquanto as EVs produzidas durante um cultivo em meio pobre 

são capazes de estimular a secreção dessa citocina. Este resultado pode indicar a pre-

sença da molécula ativa do CM35 no interior das EVs, mas são necessários mais expe-

rimentos para comprovar tal hipótese.  

A variação nos níveis de citocinas produzidos pelos macrófagos e células dendrí-

ticas ao interagir com EVs produzidas em meios de cultura com diferentes disponibili-
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dades nutricionais pode indicar uma adaptação do C. neoformans para sobreviver em 

órgãos ou regiões específicas do organismo do hospedeiro. Alvéolos pulmonares e re-

giões inflamatórias são regiões com baixa disponibilidade nutricional, maior concentra-

ção de CO2 e menor concentração de O2 do que o meio ambiente externo. Para sobrevi-

ver bem em tais condições, espécies fúngicas como C. albicans e C. neoformans indu-

zem a expressão de genes relacionados a vias alternativas para obtenção de carbono, 

que retiram esse nutriente de fontes pobres em carbono, como acetato e ácidos graxos. A 

principal via ativada por esses patógenos é o ciclo do glioxilato, que permite a síntese 

de glicose e de intermediários do Ciclo de Krebs a partir de Acetil-CoA e a principal 

molécula indutora deste ciclo é a isocitrato liase (ICL). Tal molécula também é superex-

pressa nos fagossomas pobres em nutrientes das células imunes (BARELLE et al, 2006) 

e inibida em regiões ricas em nutrientes, como o sangue.  

Esses patógenos também necessitam se adaptar às diferentes disponibilidades de 

CO2 e O2 no organismo, que são opostas às concentrações ambientais. No organismo, 

encontra-se predominantemente uma maior concentração de CO2 e menor de O2 em re-

lação às concentrações ambientais. Para se adaptar, C. albicans e C. neoformans utili-

zam anidrase carbônica (CA) e adenilil ciclase (AC) para converter CO2 em bicarbona-

to, utilizado para a biossíntese de ácidos graxos por meio do Ciclo do Ácido Cítrico 

(CAC). A ativação do CAC, por sua vez, ativa a via do cAMP, que é responsável por 

processos de filamentação fúngica e expressão de fatores de virulência (BAHN, Y. S., et 

al. 2006). Tais adaptações são interessantes também porque processos inflamatórios, 

trombose e necrose associada a infecções costumam aumentar a ocorrência de hipóxia 

nos tecidos. Outra enzima importante na regulação pós-transcricional durante o cresci-

mento em situações de hipóxia é a histidina quinase Tco1 e o fator transcricional Sre1, 

responsável pela regulação da biossíntese de esterol (CHUN et al. 2007).  

Sabe-se que a resposta inflamatória à agentes infecciosos como C. neoformans 

pode levar a quadros de fibrose pulmonar causados pelo grande recrutamento de monó-

citos e neutrófilos, seguido pela secreção de fatores de crescimento (PDGF, TGF, TGF-

β), citocinas fibrinogênicas, fatores de angiogênese (FGF) e colagenases de remodela-

mento (ROBBINS e COTRAN, 2005). Além disso, tecidos fibróticos apresentam altas 

concentrações de NO3, baixas concentrações de NO (importante componente da ação 

#71



antimicrobiana secretado pelas células imunes) e baixa disponibilidade de O2 em relação 

a pacientes sem essa condição. Para sobreviver em tais condições, Pseudomonas aeru-

ginosa inibe a expressão do regulador transcricional lasR, favorecendo uma maior utili-

zação de NO3 e menor de O2 em relação ao organismo não mutado. Tal adaptação tam-

bém gera uma série de alterações fenotípicas, incluindo uma maior resistência a antibió-

ticos (HOFFMAN et al. 2010). 

Em situações normais, os pulmões são tecidos com grande disponibilidade de 

nutrientes, devido principalmente à secreção de muco rico em compostos nitrogenados e 

glicose, responsáveis pela umidificação das vias aéreas e retenção da entrada de micror-

ganismos estranhos. Entretanto, o epitélio deste órgão é composto por transportadores 

de aminoácidos responsáveis por manter baixa a concentração de nutrientes no lúmen, 

dificultando a sobrevivência de microrganismos patogênicos (MAGER e SLOAN 2003) 

Além disso, quando algum patógeno como o C. neoformans consegue entrar no tecido, 

ocorre uma grande ativação da resposta inflamatória, induzindo a internalização dos mi-

crorganismos por macrófagos residentes ou recém migrados. O ambiente inflamatório e 

o interior dos fagolisossomos apresentam disponibilidade de nutrientes ainda mais redu-

zida (BARELLE et al, 2006).  

Como mostrado aqui, as EVs produzidas em um meio pobre em nutrientes ten-

dem a estimular a resposta inflamatória e é provavelmente neste cenário inicial de in-

fecção que elas induzem essa resposta, favorecendo a fagocitose das leveduras. Tal es-

tímulo é favorável ao C. neoformans, já que essa espécie sobrevive bem no interior de 

fagócitos e os utiliza como meio para se disseminar para outros órgãos, principalmente 

o SNC. Não se sabe exatamente como o C. neoformans faz para atravessar a barreira 

hemato-encefálica, mas sabe-se que ele é reconhecido pelos receptores CD44 presentes 

na barreira, que facilitam sua passagem (JONG et al, 2008). Então, provavelmente, os 

macrófagos chegam até próximo da barreira, onde as partículas de C. neoformans são 

liberadas e conseguem atravessá-la. Já foi visto também que a presença de IL-6 está re-

lacionada à integridade da barreira hemato-encefálica. Camundongos IL-6-/- infectados 

com C. neoformans apresentam uma maior permeabilidade da barreira hemato-encefáli-

ca, seguido por uma maior carga fúngica cerebral e maior mortalidade em relação aos 

camundongos selvagens para IL-6 (LI et al, 2015). 
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O tecido cerebral, por sua vez, é um tecido com grande disponibilidade de glico-

se, menos estressante e com maior disponibilidade de nutrientes do que o ambiente in-

flamatório do pulmão, já que o bom funcionamento das células nervosas depende de 

uma grande disponibilidade de nutrientes (GARCÍA-CÁCERES et al., 2016). Acredita-

se que, ao alcançar o SNC, as altas concentrações de glicose e nitrogênio induzem C. 

neoformans a produzir EVs com função inibitória do sistema imune, como foi mostrado 

aqui em modelos in vitro e in vivo. Essa mudança no tipo de EV produzida é interessan-

te, pois já no tecido cerebral, é importante que não haja tanta resposta imune para que o 

C. neoformans possa consolidar seu processo infeccioso nas meninges. Concordando 

com essa hipótese, já havia sido mostrado anteriormente por Sheng-He Huang e colabo-

radores, que o tratamento utilizando EVs de C. neoformans, favorece o cruzamento da 

barreira hemato-encefálica e aumenta a carga fúngica cerebral em modelos in vitro e in 

vivo, o que reforça a importância das EVs no processo de migração e colonização do 

fungo no tecido cerebral (HUANG et al, 2012). 

Com esse trabalho podemos notar mais uma vez a importância das EVs para o 

processo de infecção da criptococose, bem como para a migração do fungo dos pulmões 

até o SNC e consolidação da doença. Aparentemente, a produção e características das 

EVs estão relacionados à concentração nutricional no tecido em que o fungo se encontra 

e apresentam funções imunomodulatórias variadas dependendo das caraterísticas do te-

cido, influenciando a migração celular e resposta inflamatória de forma favorável ao 

fungo. Aparentemente, as EVs conseguem inibir a expressão de genes relacionados à 

ativação do inflamassoma, durante o processo infectivo, quando o fungo se encontra em 

um ambiente nutricionalmente favorável. No entanto, são necessários mais experimen-

tos que mostrem como isso ocorre e quais são os mecanismos utilizados para causar tal 

inibição. O maior entendimento das características e funções das EVs de C. neoformans 

é de suma importância para conhecer melhor a biologia dessa espécie, facilitando então 

o desenvolvimento de novos mecanismos de combate à criptococose. 
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CONCLUSÃO 

Dessa forma, podemos concluir que dependendo da disponibilidade de fontes de 

carbono e nitrogênio como glicose e nitrato presentes no meio de cultura, o C. neofor-

mans modula a secreção de suas moléculas de virulência encapsuladas em vesículas ex-

tracelulares. Tais EVs, que variam em tamanho e concentração de compostos de viru-

lência, modulam a ativação do inflamassoma, o que pode interferir na sua interação com 

o tecido infectado especificamente com as células da resposta imune. 
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