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RESUMO: 

 

Estudos estruturais e funcionais sobre glucuronoxilomanana nos patógenos fúngicos 

Cryptococcus neoformans, Cryptococcus gattii e Trichosporon asahii  

 

Fernanda Lopes Fonseca 

 

Orientação: Marcio Lourenço Rodrigues e Leonardo Nimrichter 

 

A glucuronoxilomanana (GXM) é um polissacarídeo encontrado na superfície celular de 

Cryptococcus neoformans, Cryptococcus gattii e Trichosporon asahii, fungos causadores de 

infecções com altas taxas de mortalidade. No complexo Cryptococcus, a GXM é o componente 

capsular majoritário, sendo considerado seu principal fator de virulência. São bem estudados 

os aspectos relacionados à função de GXM na imunopatogênese da infecção causada por C. 

neoformans. O papel desse polissacarídeo nas infecções causadas por C. gattii e T. asahii, 

entretanto, é desconhecido. Mecanismos relacionados à GXM, envolvidos na arquitetura da 

superfície celular dos patógenos acima mencionados, são também obscuros, assim como a 

relação entre estrutura e função do polissacarídeo. Nesse estudo, vários aspectos relacionados 

à estrutura e função da GXM de C. neoformans, C. gattii e T. asahii foram investigados. Nossos 

ensaios incluíram o estudo da arquitetura da GXM na superfície celular e também o impacto de 

várias amostras do polissacarídeo na interação desses fungos com células do hospedeiro. 

 Nos três patógenos estudados, a conexão da GXM com a parede celular envolveu 

moléculas derivadas de quitina, conforme determinado por microscopia de fluorescência 

usando marcadores específicos. Em C. neoformans, ensaios cromatográficos e físico-químicos 

demonstraram que quitina e oligômeros de quitina são capazes de se ligar ao polissacarídeo e 

formar complexos que interferem na organização capsular e na reatividade com um anticorpo 

monoclonal anti-GXM. A inibição da síntese de estruturas derivadas da quitina resultou em 

alterações expressivas na superfície celular, incluindo a geração de fibras de GXM com 

dimensões reduzidas.  

Além de ser um componente estrutural, a GXM também é secretada para o meio 

extracelular, onde é responsável por vários efeitos imunomoduladores no hospedeiro. Em 

nosso estudo, demonstramos que a GXM de C. neoformans e C. gattii são capazes de ativar a 

resposta celular mediada por heterodímeros de receptores do tipo Toll (TLR), como TLR2/1 e 

TLR2/6. O polissacarídeo obtido de uma cepa de C. gattii de sorotipo B mostrou a maior 

eficiência na ativação de receptores TLR, além de uma maior capacidade de estimular a 



 

 

produção de óxido nítrico (NO) por macrófagos murinos. Várias propriedades estruturais foram 

analisadas nas amostras de GXM citadas acima. Para amostras de C. gattii (sorotipo B), foi 

observada uma clara correlação entre a estimulação de respostas celulares e dimensões 

reduzidas das fibras de GXM.  

As propriedades da GXM em C. neoformans e seu efeito na modulação das defesas do 

hospedeiro são bem conhecidas. Entretanto, pouco se sabe sobre aspectos estruturais e 

funcionais da GXM de T. asahii. Nossos ensaios demonstraram que a GXM desse fungo 

compartilha determinantes antigênicos com o polissacarídeo criptococócico. Entretanto, a 

GXM de T. asahii apresentou dimensões reduzidas e teor de carboidratos distinto. Pela 

primeira vez na literatura, demonstramos que a GXM de T. asahii apresenta capacidade de 

proteger células fúngicas contra fagocitose como ocorre com C. neoformans. Essa observação 

sugere que o polissacarídeo possui funções compartilhadas em diferentes gêneros fúngicos.  

Nessa tese, descrevemos novos aspectos relacionados a estrutura e função de GXM em 

três espécies fúngicas. O estudo das propriedades estruturais e funcionais desse importante 

polissacarídeo é promissor para o entendimento de mecanismos de patogenicidade e, 

possivelmente, na elaboração de novas estratégicas terapêuticas e de prevenção das infecções 

causadas por C. neoformans, C. gattii e T. asahii. 
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Trichosporon, Resposta imune 
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ABSTRACT: 

 

Structural and functional studies of glucuronoxylomannan in the fungal pahogens 

Cryptococcus neoformans, Cryptococcus gattii and Trichosporon asahii  

 

Fernanda Lopes Fonseca 

 

Orientação: Marcio Lourenço Rodrigues e Leonardo Nimrichter 

 

Glucuronoxylomannan (GXM) is a surface polysaccharide of Cryptococcus neoformans, 

Cryptococcus gattii and Trichosporon asahii, fungal pathogens associated with high mortality 

rates. In the complex Cryptococcus, GXM is a major capsular component that also represents its 

main virulence factor. The role of GXM in the immunopathogenesis of cryptococcal infections 

has been widely studied. However, functions of the polysaccharide in infections caused by C. 

gattii and T. asahii are virtually unknown. Mechanisms involved in the GXM-related cell surface 

architecture of the pathogens mentioned above are still obscure, which is also true for the 

relation between structure and functions of the polysaccharide. In this work, several functional 

and structural aspects of C. neoformans, C. gattii and T. asahii GXMs were studied. Our 

experiments included the study of the architecture of GXM at the cell surface and also the 

impact of several polysaccharide samples in the interaction of these fungi with host cells. 

 In all three pathogens, GXM connections with the cell wall involved chitin-like 

molecules, as determined by fluorescence microscopy using specific staining reagents. In C. 

neoformans, chromatographic and physical-chemistry assays showed that chitin and 

chitooligomers can bind to the cryptococcal polysaccharide and form complexes that interfere 

with capsular assembly and reactivity with a monoclonal antibody to GXM. Inhibition of the 

synthesis of chitin-like structures resulted in marked alterations of the cell surface, including 

the generation of GXM fibers with reduced dimensions.  

Besides being a structural component of the cellular surface, GXM is also secreted into 

the extracellular environment space, where it is responsible for several immunomodulatory 

effects during infection of the host. In our study, we demonstrated that C. neoformans and C. 

gattii GXMs activate cellular responses mediated by heterodimers of Toll-like receptors (TLR), 

as TLR2/1 and TLR2/6. A polysaccharide sample from C. gattii (serotype B) showed the most 

effectiveness in activating the TLR-mediated response. This sample was also the most highly 

efficient in eliciting the production of NO by murine macrophages. Several structural properties 

were analyzed in the GXM samples mentioned above. For C. gattii samples (serotype B), a 



 

 

correlation between stimulation of cellular responses and reduced dimension of GXM fibers 

was observed. 

The properties of cryptococcal GXMs and their effects on host defenses are well 

known. Structural and functional aspects of the T. asahii GXM, however, remain elusive. Our 

assays demonstrated that the trichosporal GXM shares antigenic determinants with the 

criptococcal polysaccharide. However, polysaccharide fractions from T. asahii showed reduced 

dimensions and distinct monosaccharide composition. For the first time in the literature we 

demonstrated that the trichosporal GXM protects fungal cells against phagocytosis, as 

observed for C. neoformans. This observation suggests that the polysaccharide has shared 

functions in different fungal genera.  

In this thesis, we describe new functional and structural of GXMs in three fungal 

species. We believe that studies on this important polysaccharide may contribute to the 

understanding of pathogenic mechanisms shared by different pathogens and, possibly, to the 

development of new strategies aiming at control and prevention of infections caused by C. 

neoformans, C. gattii and T. asahii. 
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I – Introdução: 

 

1- Infecções fúngicas: um problema mundial. 

 

Nas últimas três décadas, as infecções fúngicas tornaram-se uma das maiores causas de 

doenças em indivíduos imunocomprometidos ou hospitalizados com sérias doenças de base 

(PERLROTH, CHOI & SPELLBERG, 2007; KOLLEF et al., 2008; RICHARDSON & LASS-FLORL, 2008; 

HORN et al., 2009; NEOFYTOS et al., 2009). Esse tipo de infecção, associada a altas taxas de 

mortalidade (SANCHEZ & LARSEN, 2007), vem aumentando progressivamente (PFALLER & 

DIEKEMA, ; REINGOLD et al., 1986; REES et al., 1998; WILSON et al., 2002; PFALLER & DIEKEMA, 

2007). Um estudo epidemiológico nos Estados Unidos revelou que o número anual de sepses 

causadas por fungos aumentou 207% entre 1979 e 2000 (MARTIN et al., 2003). 

A incidência e a severidade das infecções fúngicas estão associadas a uma série de 

fatores, incluindo: patologias imunodepressoras, o amplo uso de drogas imunossupressoras, 

antineoplásicas e antibióticos de amplo espectro, e também do aumento de procedimentos 

médicos utilizando cateteres e próteses (PFALLER & DIEKEMA, 2007). Além disso, avanços 

tecnológicos na medicina e na farmacologia resultam em melhorias na sintomatologia de 

doenças crônicas de base e no aumento da sobrevida de pacientes criticamente doentes, 

porém os tornam mais vulneráveis às infecções fúngicas (LASS-FLORL, 2009). Assim, compõem 

a população de risco: indivíduos com a síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS, do 

inglês, Acquired Immunodeficiency Syndrome), pacientes com neoplasias e indivíduos 

transplantados de órgãos ou medula, além de neonatos prematuros, pacientes queimados, 

cirúrgicos ou sob longos cuidados em unidades de terapia intensiva (UTI) (HOLZHEIMER & 

DRALLE, 2002; DIMOPOULOS et al., 2003; MAHFOUZ & ANAISSIE, 2003; PERES-BOTA et al., 

2004; MEERSSEMAN et al., 2007). 

Candida albicans, Aspergillus fumigatus e Cryptococcus neoformans são causadores de 

graves micoses oportunistas de alta incidência global e altas taxas de mortalidade (PFALLER & 

DIEKEMA, 2004; PROCOP & ROBERTS, 2004; PFALLER et al., 2006; FISHMAN, GONZALEZ & 

BRANDA, 2008; TELLEZ et al., 2008; ZILBERBERG, SHORR & KOLLEF, 2008). No Brasil, estudos 

apontam que as micoses sistêmicas são a décima causa de morte dentre as doenças infecciosas 

e parasitárias (PRADO et al., 2009). 

A lista de potenciais patógenos fúngicos está em clara expansão, bem como as taxas de 

morbidade e mortalidade associadas a infecções causadas por esses microrganismos. Nos 

últimos anos, infecções emergentes causadas por fungos antes considerados de baixa 

capacidade de invasão e colonização vêm sendo cada vez mais frequentes (NUCCI & MARR, 



 

 

2005). Fazem parte dos fungos oportunistas emergentes: leveduras de espécies de Candida 

não-albicans, Aspergillus não-fumigatus, Trichosporon spp., Rhodotorula spp. e fungos 

filamentosos de espécies de Fusarium, Acrenomium, Scedosporium, entre outros (PROCOP & 

ROBERTS, 2004; RODEN et al., 2005; NUCCI & ANAISSIE, 2007; PFALLER et al., 2007; CORTEZ et 

al., 2008; RICHARDSON & LASS-FLORL, 2008; ZARAGOZA et al., 2008; PFALLER et al., 2009). 

Estudos recentes conduzidos em centros médicos americanos entre 2004 e 2008 

revelaram que a distribuição de patógenos fúngicos varia de acordo com a doença de base ou 

com o procedimento clínico ao qual o paciente é submetido. Por exemplo, espécies de 

Cryptococcus têm uma maior incidência em pacientes com AIDS, enquanto espécies de 

Aspergillus infectam, em geral, indivíduos transplantados de medula. Fungos emergentes, 

como Malassezia spp, Rhodotorula spp., Pneumocystis spp. e Trichosporon spp., acometem 

principalmente pacientes com neoplasias hematológicas (FISHMAN, GONZALEZ & BRANDA, 

2008; HORN et al., , 2009; NEOFYTOS et al., , 2009). 

Desse modo, em função das altas incidência, morbidade e mortalidade decorrentes das 

infecções fúngicas, além da resistência aos agentes antifúngicos e da similaridade da 

apresentação clínica, as micoses vêm despertando grande interesse na comunidade científica. 

Nesse contexto, o entendimento dos mecanismos pelo quais os fungos interagem com o 

hospedeiro humano, bem como a relação entre estrutura e função de moléculas associadas à 

patogênese, pode revelar novas estratégias terapêuticas e de diagnóstico. 

 

 

2 – Cryptococcus spp. e Trichosporon spp.: o que esses fungos têm em comum? 

 

Tanto Cryptococcus spp. quanto Trichosporon spp. são patógenos fúngicos de grande 

importância médica, causadores da criptococose e da tricosporonose, respectivamente. Ambas 

as infecções são de incidência relativamente alta e apresentam altos índices de morbidade e 

mortalidade, principalmente em indivíduos imunocomprometidos. Além dessa semelhança, 

esses fungos têm uma importante característica em comum: são produtores de 

glucuronoxilomanana (GXM). A GXM é um polissacarídeo de alta atividade imunológica, 

composto de por manose, xilose e ácido glucurônico (CHERNIAK et al., 1995; ICHIKAWA et al., 

2001). A molécula, bastante estudada em Cryptococcus spp., é o componente capsular 

majoritário nesse gênero, sendo considerada como o principal fator de virulência. Tal 

polissacarídeo também é produzido por Trichosporon spp. e foi caracterizado como um 

componente de superfície celular (MELCHER et al., 1991). Entretanto, essa estrutura é pouco 

estudada nesse fungo, possivelmente em função de seu caráter ainda emergente. 



 

 

O polissacarídeo em questão confere aos patógenos uma estratégia de escape das 

defesas do hospedeiro, aparentemente contribuindo para a patogênese fúngica (KOZEL & 

GOTSCHLICH, 1982; LYMAN & WALSH, 1994; FELDMESSER, TUCKER & CASADEVALL, 2001; 

KARASHIMA et al., 2002; VECCHIARELLI, 2007; ZARAGOZA et al., , 2008). Entretanto, os estudos 

com modelos de Trichosporon spp. ainda são muito prematuros, limitados e inconclusivos. No 

gênero Cryptococcus, ao contrário, diversos estudos sobre as funções do polissacarídeo estão 

disponíveis na literatura (ZARAGOZA et al., 2009). No entanto, várias das funções do 

polissacarídeo ainda permanecem obscuras (RODRIGUES et al., 2009).  

Desse modo, tendo em vista a importância da GXM e as altas taxas de incidência e 

mortalidade nas infecções causadas por espécies de Cryptococcus e Trichosporon, investigações 

voltadas para a elucidação estrutural e funcional desse polissacarídeo podem gerar 

contribuições relevantes para o entendimento dos mecanismos de patogenicidade e para a 

descoberta de alternativas para o tratamento dessas micoses. 

  

 

2.1 - Cryptococcus spp.: patógeno fúngico capsulado causador da 

criptococose. 

 

Cryptococcus spp. é um basidiomiceto que, tradicionalmente, se apresenta como uma 

levedura haplóide, esférica e circundada por uma cápsula, característica única dentre os 

eucariotos (MCFADDEN, ZARAGOZA & CASADEVALL, 2006; LIN, 2009).  

Embora mais de 30 espécies estejam incluídas no gênero Cyptococcus, apenas duas 

leveduras desse grupo são consideradas patogênicas, sendo capazes de causar criptococose em 

humanos: C. neoformans e C. gattii (CHAYAKULKEEREE & PERFECT, 2006).  

De acordo com a classificação taxonômica atual, essas espécies compõem o complexo 

de espécies de C. neoformans, que, anteriormente, era dividido em duas variedades: C. 

neoformans var. neoformans e C. neoformans var. gattii. Entretanto, atualmente, C. 

neoformans var. gattii é considerado como uma espécie distinta  (LIN, 2009). Essas espécies 

também são classificadas segundo a reação de aglutinação do seu polissacarídeo capsular em 

sorogrupos e ainda em variedades. Nessa divisão, C. neoformans var. grubii é representante do 

sorotipo A; C. neoformans var. neoformans, do sorotipo D e espécies de C. gattii estão incluídas 

nos sorotipos B e C, como esquematizado na Figura 1. (FRANZOT, SALKIN & CASADEVALL, 1999; 

BOEKHOUT et al., 2001; KWON-CHUNG & VARMA, 2006; LIN & HEITMAN, 2006; LIN, 2009).  

 



 

 

 

 

Figura 1. Classificação taxonômica atual do complexo Cryptococcus. O complexo Cryptococcus é 

dividido em duas espécies (C. neoformans e C. gattii) e 5 sorotipos (incluindo o sorotipo híbrido 

diplóide AD), de acordo com características de seus polissacarídeos capsulares. Adaptado a 

partir de LIN, 2009.  

 

 

C. neoformans é um fungo cosmopolita e saprófito, que, apesar de colonizar humanos 

causando doença, não necessita desse hospedeiro para completar seu ciclo de vida (ELLIS & 

PFEIFFER, 1990). Sendo assim, os isolados clínicos encontrados são provenientes do ambiente, 

de acordo com a ampla sobreposição genotípica e fenotípica revelada por estudos de tipagem 

molecular (YAMAMOTO et al., 1995; SORRELL et al., 1996; NOSANCHUK et al., 2000; DELGADO 

et al., 2005). De fato, C. neoformans é encontrado em solo contaminado com excrementos de 

pássaros e em árvores (LIN, 2009). C. gattii (sorotipos B e C) é comumente encontrado em 

árvores de regiões tropicais e subtropicais, especialmente eucaliptos. Isolados de C. 

neoformans, pertencentes aos sorotipos A e D, por sua vez, estão associados a excrementos de 

pombos presentes no solo (LIN, 2009). Acredita-se, inclusive, que os pombos sejam 

responsáveis pela sua ampla distribuição, já que são capazes de carrear células de C. 

neoformans externamente ao seu corpo através do bico, penas e patas (PAL, 1989). Em ambas 

as espécies as condições naturais nas quais o fungo é encontrado são favoráveis ao seu 

crescimento como saprófito e propiciam a amplificação mitótica e fusão celular entre esses 

isolados (ABOU-GABAL & ATIA, 1978; STAIB, 1981; STAIB & BLISSE, 1982; GRANADOS & 

CASTANEDA, 2005; FILION, KIDD & AGUIRRE, 2006; NIELSEN, DE OBALDIA & HEITMAN, 2007).  

 

 



 

 

2.1.1 – Incidência e patogênese da criptococose. 

 

Apesar de C. neoformans ter sido descoberto como um patógeno há mais de um século 

(revisto por (MITCHELL & PERFECT, 1995), antes da pandemia da AIDS, a incidência da doença 

atingia níveis pouco relevantes de 0,2 a 0,8 em 100000 indivíduos (HAJJEH et al., 1999; 

CHAYAKULKEEREE & PERFECT, 2006). Entretanto, há quase 30 anos, com a pandemia da AIDS, a 

incidência da criptococose aumentou drasticamente. De acordo com revisões de dados 

epidemiológicos da época, 80% dos casos de criptococose estavam associados a indivíduos HIV 

positivos, em virtude da imunodeficiência causada pela redução da função das células T CD4 

nos mesmos (DROMER et al., 1996; HAJJEH et al., , 1999; CHAYAKULKEEREE & PERFECT, 2006). 

Na década de 90, após a instituição da terapia anti-HIV, conhecida como HAART (do 

inglês, Highly Active Antiretroviral Therapy), a incidência da criptococose diminuiu nos países 

que instituíram esse tratamento. Entretanto, a infecção por C. neoformans ainda é um 

problema frequente e devastador, principalmente no continente africano (STANGEL, MULLER & 

MARX, 1998; CHAYAKULKEEREE & PERFECT, 2006; HUSTON & MODY, 2009; PARK et al., 2009). 

Estudos recentes mostram que a incidência atual da criptococose varia de 0,04% a 12% por ano 

dentre indivíduos com AIDS (PARK et al., , 2009). Segundo esse mesmo estudo, mundialmente, 

ocorrem quase 1 milhão de casos de meningite criptococócica por ano, resultando em cerca 

600 mil mortes 3 meses após a infecção (PARK et al., , 2009). Embora a região mais afetada 

mundialmente seja o sul da África, a criptococose também assume índices alarmantes de 

mortalidade em pacientes com AIDS no Brasil. Os valores de incidência associados a mortes em 

indivíduos com AIDS estão na faixa de 50%, fazendo que a criptococose seja a micose de maior 

importância nesses pacientes em nosso país (PARK et al., , 2009; PRADO et al., , 2009). 

A infecção por C. neoformans pode afetar não só pacientes com AIDS, mas também 

aqueles que possuem algum grau de imunocomprometimento, seja associado ao uso de 

terapia imunossupressora, a doenças, como câncer, ou a procedimentos médicos, como 

transplante de órgãos ou medula. Essa chamada população de risco cresce progressivamente 

juntamente com a incidência da criptococose. De fato, a doença já é considerada a terceira 

maior infecção fúngica invasiva que acomete pacientes submetidos à transplante de órgãos 

(VILCHEZ, FUNG & KUSNE, 2002; CHAYAKULKEEREE & PERFECT, 2006). Dentre os casos de 

criptococose em indivíduos imunocomprometidos, C. neoformans var grubii (sorotipo A) é o 

isolado mais comumente encontrado em espécimes clínicos, contabilizando 95% de incidência 

(VILCHEZ, FUNG & KUSNE, 2002; CHAYAKULKEEREE & PERFECT, 2006).  

É sabido que a criptococose causada por espécies de C. neoformans (sorotipos A, D e 

AD) tem uma ocorrência mundial e acomete majoritariamente imunocomprometidos, 



 

 

enquanto que a criptococose causada por C. gattii (sorotipos B e C) é mais incidente em 

imunocompetentes e tem sua distribuição mais limitada a regiões tropicais e subtropicais 

(HUSTON & MODY, 2009). Uma notável exceção a essa proposta de distribuição global foi o 

surto ocorrido em Vancouver, Canadá, no final da década de 90. A incidência de infecções por 

C. gattii na ilha foi a maior já existente, sendo quase 40 vezes maior que a incidência na 

Austrália, onde a criptococose é considerada endêmica (KWON-CHUNG & BENNETT, 1984; KIDD 

et al., 2004; CHAYAKULKEEREE & PERFECT, 2006). Além disso, foram observadas altas taxas de 

morbidade e mortalidade e os isolados clínicos foram considerados hipervirulentos, em virtude, 

provavelmente, de um evento de recombinação genética (CHAYAKULKEEREE & PERFECT, 2006). 

Apesar de ser bem aceita pela comunidade científica a observação de que C. gattii e C. 

neoformans podem causar doenças com quadros de patogenicidade diferenciados, é fato que, 

independentemente da espécie fúngica causadora da criptococose, a terapia disponível para o 

tratamento é restrita, tóxica e pouco potente, o que torna a doença ainda incurável (LIN, 2009). 

A similaridade entre isolados clínicos e ambientais caracterizada por estudos de 

tipagem molecular nos permite afirmar que o estabelecimento da infecção por C. neoformans 

se dá pela exposição humana a ambientes onde o fungo esteja presente, seja em árvores ou 

em solos contaminados por fezes de pássaros, como já dito anteriormente e ilustrado na Figura 

2 (CHAYAKULKEEREE & PERFECT, 2006). No entanto, o desenvolvimento ou não da doença 

estará associado ao balanço entre a resposta imune do hospedeiro e os fatores de virulência do 

fungo (CASADEVALL & PIROFSKI, 2003).  

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Figura 2. Ciclo de infecção de Cryptococcus spp. O fungo pode sobreviver em solos e em 

árvores. Pombos são considerados responsáveis pela ampla dispersão das células fúngicas. C. 

neoformans, as quais são capazes de infectar vários animais como gatos, cabras e coalas, além 

de sobreviverem ao ataque de predadores ambientais como insetos, vermes e amebas. Além 

disso, a levedura interage com outros microrganismos, como bactérias e outros fungos. C. 

neoformans causa, em humanos, uma infecção pulmonar através da inalação de esporos ou 

leveduras dessecadas presentes no ambiente, que pode evoluir para uma meningite de altas 

taxas de letalidade. Adaptado a partir de (LIN & HEITMAN, 2006). 

 

 

Acredita-se que a criptococose humana é adquirida através da inalação de 

basidiosporos ou leveduras dessecadas, que são depositadas no espaço alveolar. Sendo assim, 

o sítio primário de infecção é o pulmão. Dependendo do estado imunológico do hospedeiro, C. 

neoformans e C. gattii podem colonizar o homem sem causar doença. Nesse caso, a infecção é 

assintomática e pode ser rapidamente debelada ou assumir uma forma latente. Por outro lado, 

quando o hospedeiro apresenta alguma falha na sua resposta imune, essa forma latente pode 

ser reativada e disseminada pela corrente sanguínea, causando uma infecção sistêmica, que 

pode envolver órgãos como pele, olhos, ossos, pulmão, próstata ou trato urinário (LIN & 

HEITMAN, 2006). Apesar da capacidade de disseminação para outros órgãos, as espécies de 

Cryptococcus têm uma predileção pelo sistema nervoso central, onde causam quadros de 

meningoencefalite. Essa é a doença mais frequente e grave, mostrando-se comumente fatal se 

não tratada em estágios iniciais. A natureza do neurotropismo desse fungo ainda é 

desconhecida (LIN & HEITMAN, 2006). 



 

 

Como citado anteriormente, as partículas fúngicas inaladas são primeiramente 

depositadas no espaço alveolar e a partir daí podem alcançar o interstício pulmonar. Desse 

modo, as primeiras células de defesa a interagirem com C. neoformans são os macrófagos 

residentes e o epitélio alveolar. Portanto, uma interação bem sucedida de C. neoformans com 

essas células hospedeiras é crucial para o estabelecimento e desenvolvimento da infecção 

(BARBOSA et al., 2006). No ambiente alveolar, os macrófagos residentes juntamente com as 

células epiteliais liberam quimiocinas pro-inflamatórias que estão associadas com o amplo 

recrutamento de leucócitos polimorfonucleares (PMN) da vasculatura pulmonar para dentro do 

alvéolo. Essas células de defesa recrutadas fornecem uma capacidade fagocítica extra, além de 

liberarem citocinas como interleucina (IL)-1β, IL-6, fator de necrose tumoral α (TNF-α), sendo 

essenciais para efetiva eliminação do fungo (ZHANG et al., 2000; RODRIGUES et al., , 2009). 

Para disseminar-se e causar meningite, C. neoformans ainda deve ser capaz de atingir a 

corrente sanguínea e, então, interagir com e atravessar as células endoteliais microvasculares 

que formam a barreira hematoencefálica. Esse processo pode ocorrer por transcitose induzida 

pelo próprio fungo (CHEN et al., 2003; CHANG et al., 2004; FILLER & SHEPPARD, 2006) ou por 

um mecanismo conhecido como Cavalo de Tróia, no qual C. neoformans é internalizado por 

células monocluclereas circulantes, que são capazes de atravessar a barreira hematoencefálica 

e atingir o sistema nervoso central (CHRETIEN et al., 2002; LUBERTO et al., 2003; SANTANGELO 

et al., 2004; LIN & HEITMAN, 2006). 

Os mecanismos que auxiliam C. neoformans a burlar as defesas do hospedeiro, 

disseminar e gerar dano ao homem envolvem a múltipla expressão de fatores de virulência. A 

produção de melanina (WILLIAMSON, 1997) e enzimas extracelulares como urease (COX et al., 

2000), fosfolipase B (COX et al., 2001) e superóxido dismutase (COX et al., 2003), além da 

regulação de importantes vias sinalização para o fungo (LENGELER et al., 2000) são 

fundamentais para o estabelecimento da infecção e disseminação do fungo durante o curso da 

doença. Entretanto, a produção de polissacarídeos capsulares é o mecanismo de 

patogenicidade mais bem estudado e talvez o mais importante utilizado por C. neoformans, 

conforme será mostrado mais a frente. 

 

 

2.2 - Trichosporon spp.: um patógeno fúngico produtor de GXM. 

 

Trichosporon spp. são basidiomicetos predominantemente leveduriformes que 

também são capazes de formar artroconídeos, blastoconídeos, hifas e pseudohifas (CHAGAS-

NETO, CHAVES & COLOMBO, 2008). As espécies pertencentes ao gênero Trichosporon são 



 

 

amplamente distribuídas na natureza e podem ser encontradas na água, no solo, em excretas 

de pássaros e em madeira em decomposição. Além disso, esses fungos podem ocasionalmente 

pertencer a microbiota gastrointestinal de humanos, bem como colonizar a pele e o trato 

respiratório. Entretanto, apesar de serem membros normais da flora microbiana, diferentes 

espécies de Trichosporon são causadoras de infecções superficiais e profundas em humanos 

(CHAGAS-NETO, CHAVES & COLOMBO, 2008). Atualmente, o gênero Trichosporon possui uma 

grande relevância médica, fato relacionado a sua capacidade de causar infecções invasivas em 

pacientes imunocomprometidos (PFALLER & DIEKEMA, 2004).  

O gênero Trichosporon foi criado em 1890 para agrupar espécies causadoras de 

micoses superficiais em humanos que tinham características semelhantes. Entretanto, a 

taxonomia tradicional, baseada em aspectos morfológicos, ecológicos e fisiológicos, reuniu 

num mesmo taxon, isolados com comportamento heterogêneo, o que tornou urgente uma 

revisão taxonômica e uma nova classificação das espécies (GUEHO, DE HOOG & SMITH, 1992). 

Desse modo, pesquisadores propuseram uma nova classificação dentro do gênero, baseada em 

análises moleculares correlacionadas com características morfológicas, fisiológicas e 

bioquímicas (GUEHO, DE HOOG & SMITH, 1992). De acordo com esse estudo, T. beigelli, 

espécie patogênica mais incidente do gênero até o momento, foi reclassificada dando origem a 

6 novas espécies: T. asahii, T. cutaneous, T. asteroides, T. mucoides, T. inkin e T. ovoides. 

Atualmente, existem mais de 35 espécies pertencentes ao gênero Trichosporon (CHAGAS-

NETO, CHAVES & COLOMBO, 2008). 

 

 

 2.2.1 – Incidência e patogênese da tricosporonose. 

 

A incidência das infecções causadas por Trichosporon spp., vem crescendo 

progressivamente, em função do aumento do número de indivíduos imunocomprometidos. 

Esse fato concedeu às espécies de Trichosporon o título de fungos patogênicos emergentes 

(PFALLER & DIEKEMA, 2004).  A maioria dos casos é relatada em pacientes com câncer e com 

severo grau de neutropenia, seja por alguma doença subjacente ou por terapia 

imunossupressora. A tricosporonose sistêmica e invasiva, que podem ser causadas por T. asahii 

e T. mucoides, são as doenças mais graves associadas ao gênero, com altas taxas de morbidade 

e mortalidade. De acordo com dados epidemiológicos, a tricosporonose é considerada a 

segunda doença mais incidente em pacientes com tumores hematológicos, ficando atrás 

apenas da candidíase (PFALLER & DIEKEMA, 2004).  



 

 

Mais de 90% das tricosporonoses é causada por T. asahii (ICHIKAWA et al., 2004) e os 

índices de mortalidade associados a esta micose atingem até 80% (PFALLER & DIEKEMA, 2004). 

A infecção humana desencadeada por esse fungo pode ocasionar de simples problemas de pele 

a quadros respiratórios como a pneumonia de hipersensibilidade do verão (SHP, do inglês, 

Summer-type Hypersensivity Pneumonitis) (SANCHEZ & LARSEN, 2007). A SHP, bastante 

freqüente no Japão, é uma infecção associada a um quadro alérgico desencadeado pela 

inalação repetida de artroconídeos (SUGITA, IKEDA & NISHIKAWA, 2004; CHAGAS-NETO, 

CHAVES & COLOMBO, 2008). Essas partículas fúngicas contaminam o ambiente doméstico e no 

verão se transformam em aerossóis facilmente inaláveis. A época do ano de maior incidência, 

por ser quente e úmida, favorece ainda mais o crescimento do fungo (CHAGAS-NETO, CHAVES 

& COLOMBO, 2008). 

Em condições de severo imunocomprometimento do hospedeiro, T. asahii pode se 

disseminar para vários órgãos como pele, olhos, cérebro e rins. Esse tipo de infecção 

disseminada é bastante grave, já que pode desencadear quadros de insuficiência respiratória e 

renal, além da síndrome da coagulação intravascular (KARASHIMA et al., , 2002). Entretanto, o 

envolvimento pulmonar é mais comum e acomete pouco mais de 30% dos casos de 

tricosporonose disseminada (SANCHEZ & LARSEN, 2007).  

Além do péssimo prognóstico da doença, a terapia é ineficiente, pois a tricosporonose 

não é responsiva a drogas clássicas como fluconazol e anfotericina B na maioria dos casos. A 

múltipla resistência a drogas de vários isolados de T. asahii também é um problema que reforça 

a grande complexidade no controle da tricosporonose (PFALLER & DIEKEMA, 2004). 

Acredita-se que T. asahii penetra no hospedeiro pela vias respiratórias e/ou 

gastrointestinal, por lesões na pele, por alterações na microbiota intestinal ou através de 

dispositivos médicos inseridos no paciente (YAMAGATA et al., 2000; PFALLER & DIEKEMA, 

2004). Entretanto, é desconhecida a forma pela qual o fungo é capaz de se disseminar. 

Apesar da complexidade da infecção, da resistência à terapia antifúngica e dos altos 

índices de morbidade e mortalidade, as informações disponíveis na literatura sobre os 

mecanismos patogenicidade de T. asahii são extremamente limitadas. Alguns autores sugerem 

que a GXM presente na superfície do fungo pode estar associada a mecanismos de escape 

frente a defesa do hospedeiro. Estudos comparativos realizados com isolados de Cryptococcus 

e Trichosporon revelaram que esses apresentaram menores índices de fagocitose quando 

comparados a cepas de Candida, que não apresentam esse polissacarídeo na sua estrutura 

(LYMAN & WALSH, 1994). Entretanto, nenhuma evidência direta do papel da GXM na proteção 

contra a fagocitose foi demonstrada no gênero Trichosporon. Além disso, também foi descrito 

que sucessivas passagens de isolados de T. asahii em camundongos resultaram numa mudança 



 

 

fenotípica associada ao aumento da liberação do polissacarídeo no sobrenadante de cultura 

(KARASHIMA et al., , 2002). Tal fato pode ter correlação com o aumento da capacidade de 

proteção do fungo contra a fagocitose em virtude da presença desse antígeno (KARASHIMA et 

al., , 2002). Porém, não foi demonstrado nenhum mecanismo pelo qual a GXM de Trichosporon 

interage com células do hospedeiro. 

Um estudo realizado por um grupo italiano demonstrou que o fungo é capaz de 

produzir biofilme similar ao formado por bactérias, fato que está associado a uma maior 

resistência a antifúngicos. A formação desse agrupamento de células envoltas por um substrato 

polimérico extracelular pode auxiliar na proteção do fungo contra o sistema imune do 

hospedeiro (DI BONAVENTURA et al., 2006). Análises do biofilme formado utilizando a lectina 

concanavalina A (Con A) demonstraram a presença de polissacarídeos contendo manose, o que 

poderia indicar uma possível participação da GXM na matriz que une as células durante a 

formação do biofilme.  

Diante do exposto, entendemos que é clara a necessidade de investigações sobre a 

fisiológica fúngica e sobre os mecanismos utilizados por T. asahii para interagir com células 

hospedeiras, escapar da defesa do sistema imune e desencadear a infecção. Com base na 

literatura disponível para C. neoformans e, de forma mais limitada, para T. asahii, acreditamos 

que a GXM pode desempenhar papéis fundamentais nesses processos. 

 

 

3 – GXM: um importante polissacarídeo imunoativo. 

 

A GXM é um polissacarídeo associado à superfície celular de espécies fúngicas como 

Cryptococcus e Trichosporon. Diferentemente de T. asahii, que não é um patógeno capsulado, 

C. neoformans tem a GXM como seu principal constituinte capsular. O polissacarídeo produzido 

por esses fungos, além de ser um componente estrutural importante, também pode ser 

secretado constitutivamente para o meio extracelular, seja na infecção humana ou mesmo no 

meio de cultura em condições laboratoriais. Essa liberação de GXM para o meio extracelular 

permite a purificação e o estudo de suas propriedades estruturais e funcionais. Entretanto, em 

C. neoformans, já foram descritas diferenças entre o polissacarídeo extraído diretamente da 

cápsula e aquele liberado no sobrenadante, o que pode inferir diferentes propriedades 

funcionais a essas GXMs  (FRASES et al., 2008). 

Tanto a GXM secretada quanto aquela disposta na superfície do fungo são 

fundamentais na interação com o hospedeiro, constituindo um dos principais mecanismos de 

patogenicidade utilizados por C. neoformans. Além disso, a importância dessa molécula tem 



 

 

motivado seu uso no estudo de vacinas e também como alvo para a produção de anticorpos 

monoclonais. Tais abordagens demonstram que a GXM pode ter impacto decisivo em 

alternativas terapêuticas contra a criptococose (ZARAGOZA et al., , 2009).  

 

 

3.1 – A cápsula de C. neoformans é composta majoritariamente de GXM. 

 

A adaptação dos microrganismos a seus ambientes está freqüentemente associada à 

aquisição de certas estruturas que os ajudarão na sobrevivência em nichos específicos. Por 

exemplo, a cápsula polissacarídica, presente em várias bactérias e em um grupo seleto de 

fungos, como em C. neoformans, confere proteção ao microrganismo contra condições de 

estresse, como a desidratação. Além disso, tal estrutura tem um importante papel na interação 

com o ambiente onde ele está inserido (AKSENOV, BABYEVA & GOLUBEV, 1973; ZARAGOZA et 

al., , 2009).  

Em C. neoformans, a cápsula é considerada um importante fator de virulência, tendo 

em vista que mutantes acapsulares são incapazes de desenvolver criptococose em modelo 

murino (FROMTLING, SHADOMY & JACOBSON, 1982). Esses mutantes podem crescer e 

sobreviver em condições normais de laboratório, mas possuem sua virulência extremamente 

diminuída em camundongos, quando comparada com cepas selvagem e reconstituída (CHANG 

& KWON-CHUNG, 1994). Tal fato chama atenção para a possibilidade de que mecanismos de 

síntese de cápsula podem ser potenciais alvos no desenvolvimento de novas drogas para o 

tratamento da criptococose.  

Uma característica importante do polissacarídeo capsular são os exacerbados efeitos 

imunomoduladores, que auxiliam no escape do sistema imune humano e, por conseguinte, na 

sobrevivência dentro do hospedeiro, seja em mamíferos ou mesmo em amebas, seu predador 

ambiental (VECCHIARELLI, 2000; STEENBERGEN, SHUMAN & CASADEVALL, 2001; MONARI, 

BISTONI & VECCHIARELLI, 2006). 

C. neoformans possui a cápsula como sua estrutura mais externa, que circunda o corpo 

celular e conecta-se a parede celular por mecanismos não totalmente elucidados, mas que 

envolvem ligações carboidrato-carboidrato (REESE & DOERING, 2003; REESE et al., 2007). Essa 

estrutura pode ser evidencia por algumas técnicas de microscopia, como ilustrado na Figura 3.  

 

 



 

 

 

 

Figura 3. Diferentes técnicas de microscopia evidenciando a cápsula polissacarídica 

circundando o corpo celular de C. neoformans. Apesar de não ser possível a visualização da 

cápsula por microscopia óptica convencional, é possível observá-la com simples preparações 

utilizando-se tinta Nanquim (A), empregando anticorpos monoclonais contra GXM e calcofluor 

por microscopia óptica de fluorescência (em azul, a parede celular marcada com calcofluor e 

em verde a cápsula polissacarídica) (B) ou por microscopia eletrônica de varredura, que 

evidencia as fibras capsulares de diferentes tamanhos (C). Barras de escala: 10 μm (painéis A e 

B) e 1 μm (painel C). Imagens pertencentes ao acervo de nosso laboratório. 

 

 

A cápsula de C. neoformans é altamente hidrofílica, apresentando um conteúdo de 

água que chega a 99% do peso total capsular (MAXSON et al., 2007a). Além disso, possui uma 

forte carga negativa em virtude da presença de moléculas de ácido glucurônico ionizadas em 

pH neutro. 

A cápsula é formada basicamente por dois polissacarídeos: a GXM e a 

galactoxilomanana (GalXM). Cerca de 90-95% da massa capsular é composta por GXM, 

enquanto de 5-8% correspondem a GalXM. Além disso, acredita-se ser possível que uma 

pequena fração de manoproteínas (MP, <1%) também componha a cápsula de C. neoformans. 

No entanto, alguns estudos sugeriram que essas moléculas estão principalmente no interior da 

parede celular e não associadas a GXM ou GalXM (VARTIVARIAN et al., 1989). O papel 

estrutural e funcional das MP ainda permanece desconhecido.    

A GXM é o componente capsular majoritário e por isso mais bem estudado de C. 

neoformans. De acordo com análises do polissacarídeo purificado a partir de sobrenadantes de 

cultura, a GXM apresenta alta massa molecular que pode variar de 1700 a 7000 kDa, 

dependendo da cepa (MCFADDEN, DE JESUS & CASADEVALL, 2006). Estruturalmente, a GXM é 

formada por um esqueleto linear de manose ligada de forma α-(1,3)- e apresenta unidades de 

ácido glucurônico ligadas β–(1,2)- à primeira manose, formando um cerne que se repete em 

todos os sorotipos. Unidades de manose também podem ser O-acetiladas no carbono 6 e 



 

 

substituídas com unidades de xilose ligadas β–(1,2)- ou β-(1,4)-, o que varia dependendo do 

sorotipo, como mostra a Figura 4 (CHERNIAK & SUNDSTROM, 1994; CHERNIAK et al., , 1995; 

MCFADDEN, DE JESUS & CASADEVALL, 2006; MCFADDEN et al., 2007; ZARAGOZA et al., , 2009). 

 

 

 

Figura 4. Estrutura da GXM em diferentes sorotipos de C. neoformans. A estrutura básica da 

molécula é a mesma, apenas ocorrem variações entre os sorotipos na posição das substituições 

de xilose e na O-acetilação das unidades de manose (não representada no esquema). Os 

sorotipos A e D correspondem às espécies de C. neoformans var grubii e var neoformans, 

respectivamente. Já os sorotipos B e C são espécies de C. gattii. Adaptado a partir de 

(ZARAGOZA et al., , 2009). 

 

 

Como já mencionado, C. neoformans apresenta diferenças estruturais em sua molécula 

de GXM dependendo do ambiente e da cepa em questão. Desse modo, as espécies desse fungo 

são classificadas em diferentes sorotipos de acordo com a reatividade da cápsula com soro 

policlonal de coelho (LIN, 2009). 



 

 

 O outro polissacarídeo componente da cápsula é a GalXM, que constitui 

aproximadamente 8% da massa capsular (VAISHNAV et al., 1998; BOSE et al., 2003) e possui 

peso molecular de cerca de 100 kDa (MCFADDEN, DE JESUS & CASADEVALL, 2006). A estrutura 

proposta por Vaishnav e colaboradores (1998), definiu a GalXM como um esqueleto de 

galactose ligada α-(1,6)- com cadeias laterais de galactomananas substituídas com unidades de 

xilose (VAISHNAV et al., , 1998). Entretanto, a complexidade da estrutura desse polissacarídeo 

e a glicosilação não estequiométrica de alguns substituintes, tornam bastante complicada as 

análises estruturais dessa molécula. Um recente estudo na área de síntese capsular 

compararou a GalXM purificada a partir de uma cepa mutante deficiente em β-(1,2)-

xilosiltranferase (Δctx1) e a cepa selvagem (HEISS et al., 2009). Nesse trabalho, os autores 

notaram incoerências entre seus dados e a estrutura do polissacarídeo anteriormente 

elucidada (HEISS et al., , 2009). Todas as análises de ressonância magnética nuclear (RMN), 

cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas (GC-MS, do inglês, gas 

chromatography-mass spectrometry) e outras análises de composição monossacarídica e 

metilação corroboram com a presença de unidades de ácido glucurônico na molécula de 

GalXM. O uso de metodologias sem redução prévia do grupamento carboxil em estudos 

anteriores, impossibilitou a detecção de unidades de ácido glucurônico por cromatografia 

gasosa e por análises de metilação, acarretando também numa não identificação no espectro 

de RMN (HEISS et al., , 2009). Assim, Heiss e colaboradores propuseram uma nova estrutura 

para esse polissacarídeo contendo galactose, como ilustrada na Figura 5 (DOERING, 2009; 

HEISS et al., , 2009). Uma nova nomenclatura baseada na elucidação estrutural também foi 

proposta nesse estudo. A GalXM passaria a ser chamada de glucuronoxilomananogalactana 

(GXMGal), em virtude da presença de unidades de manose, xilose, ácido glucurônico e 

galactose (DOERING, 2009; HEISS et al., , 2009). Entretanto, a fim de evitar confusões 

relacionadas à nomenclatura, tal polissacarídeo será citado como GalXM, conforme utilizado 

classicamente na literatura. 

 

 



 

 

 

 

Figura 5. Estrutura da GalXM é composta por um esqueleto de galactose com substituições 

compostas por unidades de galactose, manose, ácido glucurônico e xilose, dispostos como 

mostra o esquema. Adaptado a partir de (DOERING, 2009). 

  

 

 Os dados acima descritos estão de acordo com outros estudos que também resultaram 

na detecção de ácido glucurônico na estrutura da GalXM, purificada a partir de 4 cepas 

mutantes acapsulares de C. neoformans (GRIJPSTRA et al., 2009). Vale ressaltar que esses 

mutantes, apesar de não sintetizarem GXM, são conhecidamente, capazes de produzir e 

secretar GalXM.  Além disso, análises físico-químicas recentes revelaram que a GalXM 

apresenta valor negativo de potencial zeta, o que corrobora com a presença do ácido 

glucurônico (DE JESUS et al., ; NIMRICHTER et al., 2007; HEISS et al., , 2009).  

Assim como a GXM, a GalXM também parece ser secretada em vesículas (DE JESUS et 

al., 2009b). Esse polímero parece também desempenhar funções estruturais na capsula através 

da agregação de moléculas de GXM (FRASES et al., , 2008). Análises por microscopia de 

fluorescência sugeriram que esse polissacarídeo está localizado na borda externa da cáspula 

(DE JESUS et al., , 2009b). As funções da GalXM são ainda pouco conhecidas, mas é sabido que 

o polissacarídeo é capaz de inibir a proliferação de células T, além de induzir aumento da 

produção de IL-10 e interferon-γ (INF- γ) (PERICOLINI et al., 2006; DE JESUS et al., 2007). Esse 

polissacarídeo regula positivamente a expressão do receptor Fas e ativa a apoptose de 

linfócitos T (PERICOLINI et al., , 2006; DE JESUS et al., , 2007) e macrófagos (VILLENA et al., 

2008). 

 

 

 



 

 

 

3.1.1 – Arquitetura capsular de C. neoformans. 

 

O processo biossintético da GXM é complexo e envolve, dentre outros fatores, a 

disponibilidade de nucleotídeos fosfatados do polissacarídeo, a atividade de proteínas 

transportadoras e de glicosiltransferares, que serão responsáveis pela polimerização da 

molécula (JANBON, 2004).  

Em geral, a síntese de polissacarídeos microbianos ocorre no lado externo da 

membrana plasmática ou mesmo no espaço extracelular. Entretanto, em C. neoformans, a 

síntese de GXM ocorre no ambiente intracelular, mais especificamente, no complexo de Golgi 

(FELDMESSER, KRESS & CASADEVALL, 2001; GARCIA-RIVERA et al., 2004; YONEDA & DOERING, 

2006). Alguns estudos demonstraram o reconhecimento de estruturas vesiculares 

citoplasmáticas por anticorpos monoclonais contra GXM (YONEDA & DOERING, 2006; 

RODRIGUES et al., 2007; RODRIGUES et al., 2008b). Além disso, corroborando esses achados, 

um grupo americano investigou o papel de uma GTPase homóloga a Sec4p em C. neoformans, 

que participa da regulação exocítica. Utilizando cepas mutantes no gene SAV1, que codifica 

essa proteína, foi possível detectar um acúmulo de vesículas exocíticas pós-Golgi no 

citoplasma. Essas vesículas eram reconhecidas pelo anticorpo anti-GXM, fato que confirma a 

síntese intracelular do polissacarídeo capsular e a participação da via de secreção derivada do 

complexo de Golgi (YONEDA & DOERING, 2006). 

Desse modo, o tráfico de GXM para a superfície da célula, aparentemente, envolve a 

secreção de vesículas contendo esse polissacarídeo (FELDMESSER, KRESS & CASADEVALL, 2001; 

GARCIA-RIVERA et al., , 2004; RODRIGUES et al., , 2007). Entretanto, ainda são desconhecidos 

os mecanismos utilizados por essa levedura para que as vesículas sejam capazes de ultrapassar 

uma estrutura tão rígida como a parede celular, alcançar o meio extracelular e liberar a GXM, 

que será, posteriormente, incorporada à cápsula já existente. Especula-se que vesículas pós-

Golgi contendo o polissacarídeo se integrem a compartimentos da via endossomal, resultando 

na liberação de estruturas semelhantes a exossomos contendo GXM. Essa hipótese é apoiada 

por diferentes estudos, que utilizaram análises morfológica e proteômica de vesículas 

extracelulares (RODRIGUES et al., 2000; RODRIGUES et al., , 2007; RODRIGUES et al., , 2008b). 

Isso reforça ainda mais os indícios de que C. neoformans produz estruturas semelhantes a 

exossomos.   

A biogênese de vesículas secretórias em C. neoformans ainda é um processo a ser 

esclarecido. No entanto, a ocorrência de vesículas contendo GXM é inteiramente indiscutível, 

uma vez que já foram localizadas no citoplasma, no periplasma, na parede celular, na borda da 



 

 

cápsula e no meio extracelular em estudos in vitro. Além disso, foram detectadas vesículas em 

cortes histológicos de pulmão de camundongos infectados com C. neoformans (RODRIGUES et 

al., , 2007). Dados do nosso grupo demonstraram que mutantes acapsulares foram capazes de 

reincorporar a GXM contida dentro de vesículas, o que sugere que o fungo possui aparato 

metabólico para extrair esse polissacarídeo de dentro das vesículas, ou mesmo que essas 

vesículas se rompam no meio extracelular (RODRIGUES et al., , 2007). Dessa forma, o 

polissacarídeo transportado nessas estruturas para o meio extracelular é então conectado a 

parede celular ou incorporado na cápsula já existente. Tal processo de ancoramento capsular, 

apesar de ter um papel crucial na patogenicidade de C. neoformans, é pouco esclarecido.  

A parede celular criptococócica é uma complexa malha composta de glucana, quitina, 

quitosana, proteínas glicosiladas, como manoproteínas, glicolipídeos, como glucosilceramida e 

pigmentos, como melanina (NIMRICHTER et al., 2005). Tal estrutura é considerada fundamental 

para a manutenção da morfologia e integridade celular, além de conferir rigidez, proteção 

contra estresse ambiental e a lise osmótica (DOERING, 2009). Além disso, o fato dessa 

estrutura estar ausente em células animais torna a parede celular um alvo interessante para a 

terapia antifúngica.  

Em C. neoformans, a parede celular é circundada por fibras capsulares, o que torna 

óbvia a existência de uma interação envolvendo componentes de parede celular e 

polissacarídeos capsulares. A participação de interações entre carboidratos presentes na 

parede celular e a cápsula de C. neoformans foi descrita por dois grupos, que evidenciaram a 

importância de moléculas de glucana (GILBERT et al., ; REESE & DOERING, 2003; REESE et al., , 

2007) e quitosana (BAKER et al., 2007) no ancoramento capsular.  

Utilizando abordagens moleculares, pesquisadores demonstraram que a expressão 

diminuída do gene AGS1, que codifica a enzima α-glucana sintase, está associada a uma 

eliminação da cápsula de C. neoformans (REESE & DOERING, 2003).  Além disso, esse mesmo 

grupo mostrou que mutantes incapazes de sintetizar α-1,3-glucana secretavam normalmente 

polissacarídeos capsulares. Essas células, entretanto, apresentavam defeitos na organização 

capsular, o que afetava sua virulência em modelo murino (REESE et al., , 2007). 

Recentemente, também foi descrito que a β-1,6 glucana, o componente mais 

abundante na parede celular de C. neoformans, está envolvida na conexão com a cápsula do 

fungo (GILBERT et al.,). Foi demonstrado que os genes KRE5, KRE6 e SKN1 participam da síntese 

de β-1,6 glucana e afetam o ancoramento capsular. A geração de cepas mutantes nesses genes 

está associada à perda da integridade da parede celular, defeitos na arquitetura capsular, 

diminuição na virulência em modelo murino, além de uma defectiva organização de parede 

celular, sobretudo na retenção de manoproteínas e distribuição de quitosana (GILBERT et al.,). 



 

 

Não apenas as glucanas estão envolvidas no ancoramento de componentes capsulares a 

elementos da parede celular em C. neoformans. Mutantes acapsulares de C. neoformans 

tratados com glucanase foram capazes de incorporar GXM exógena (REESE & DOERING, 2003), 

o que indica que outras moléculas dispostas na parede celular também estão envolvidas no 

ancoramento capsular.  

A quitina, polímero formado por unidades de N-acetilglucosamina em ligações β-1,4, é 

um componente essencial para rigidez e integridade da parede celular de fungos (ADAMS, 

2004). A síntese desse polissacarídeo ocorre por polimerização de N-acetilglucosamina 

catalisada por quitina sintases (BANKS et al., 2005). Em C. neoformans, a síntese de quitina 

parece preceder a geração de quitosana, forma de-O-acetilada de quitina, através de reações 

catalisadas por quitina deacetilases (BAKER et al., , 2007). Mutações nos genes que codificam a 

enzima quitina sintase Chs3 ou a proteína reguladora Csr2 ou enzimas deacetilases Cda1, Cda2, 

Cda3 afetam a viabilidade celular do fungo a 370C e aumentam a sensibilidade a inibidores de 

parede celular, além de reduzir a quantidade de quitosana (BANKS et al., , 2005). Tal fato 

sugere que a quitosana seja um componente essencial na integridade da parede celular em C. 

neoformans. Células que apresentam quantidades reduzidas de quitosana possuem uma 

parede celular defectiva, problemas na manutenção de uma correta arquitetura capsular e na 

retenção de melanina (BANKS et al., , 2005; BAKER et al., , 2007). 

Como descrito anteriormente, a síntese de quitina e moléculas correlatas requer 

estoques citoplasmáticos de UDP-GlcNAc para gerar polímeros de β1,4-ligados por ação 

enzimática (BANKS et al., , 2005). Dessa forma, a inibição da biossíntese dessas unidades 

glicídicas acarreta em defeitos na parede celular de fungos, podendo ser considerada um bom 

alvo para drogas antifúngicas. O passo inicial para é a síntese de UDP-GlcNAc é a conjugação de 

glutamina com frutose 6-fosfato, através da enzima glucosamina 6-fosfato sintase. Essa reação 

gera glucosamina 6-fosfato, primeiro açúcar usado para a síntese de UDP-GlcNAc (MILEWSKI, 

GABRIEL & OLCHOWY, 2006). Dipeptídeos sintéticos contendo o análogo da glutamina N
3-(4-

metoxifumaroil)-L-2,3-ácido diaminopropanóico (FMDP) foram descritos como inibidores da 

glucosamina 6-fosfato sintase em Candida albicans (MILEWSKI et al., 1999; WOJCIECHOWSKI et 

al., 2005). Um desses dipeptídeos, o L-norvalil-FMDP (Nva-FMDP), demonstrou efeito 

antifúngico em modelo animal de candidíase sistêmica (MILEWSKI et al., , 1999; 

WOJCIECHOWSKI et al., , 2005). Esses dados revelam a importância do metabolismo de 

hexosamina na integridade e organização da parede celular em fungos (BANKS et al., , 2005; 

MILEWSKI, GABRIEL & OLCHOWY, 2006; BAKER et al., , 2007).  

Uma vez corretamente ancorada a parede celular, a cápsula de C. neoformans pode 

variar em tamanho em resposta a vários estímulos tanto em condições laboratoriais quanto in 



 

 

vivo  (ZARAGOZA & CASADEVALL, 2004; ZARAGOZA et al., , 2009). Os mecanismos pelos quais a 

cápsula de C. neoformans se expande são ainda pouco conhecidos, embora seja clara a 

necessidade de associação intermolecular de fibras de GXM mediada por cátions divalentes 

(NIMRICHTER et al., , 2007) e síntese de fibras polissacarídicas de alto diâmetro molecular 

(FRASES et al., 2009). O crescimento capsular se dá de forma apical e requer a incorporação de 

novas fibras de polissacarídeo que se ligarão àquelas já conectadas a parede celular, 

aumentando a densidade capsular (PIERINI & DOERING, 2001; GATES, THORKILDSON & KOZEL, 

2004; ZARAGOZA et al., 2006; MAXSON et al., 2007b).  

Um estudo recente que investigou a correlação entre o diâmetro das fibras de GXM e o 

tamanho capsular, utilizando técnicas de espalhamento de luz e microscopia de pinça óptica, 

propôs uma nova abordagem para explicar a arquitetura capsular do C. neoformans (FRASES et 

al., , 2009). Foi demonstrado que o tamanho capsular está diretamente associado com o 

comprimento axial da molécula de GXM (FRASES et al., , 2009). De acordo com os autores, 

longas moléculas de GXM determinariam o diâmetro capsular e serviriam como uma espécie de 

andaime para fibras menores. Na região capsular interna, fibras mais curtas estariam ligadas a 

outras mais longas através de ligações intermoleculares mediada por cátions divalentes. O 

modelo proposto nesse estudo divide a cápsula em três regiões em função das diferenças de 

densidade relativa do polissacarídeo, como mostra a Figura 6. A região 1 é a mais densa, junto 

ao corpo celular e é composta de uma malha compacta de moléculas de GXM. A região 2 

apresentaria densidade intermediária e a região 3, de baixa densidade, teria menor 

contribuição para os aspectos morfológicos da cápsula observados em técnicas microscópicas 

(FRASES et al., , 2009). 

 

 



 

 

 

Figura 6. Representação esquemática do modelo atual proposto para a arquitetura capsular de 

C. neoformans. Células com pequenas cápsulas (I). Novas e longas fibras de GXM se 

intercalarão entre as fibras nascentes, formando uma região de alta densidade na parte interna 

da cápsula (II). Finalmente, a cápsula crescerá pela adição apical de longas fibras de 

polissacarídeos, formando uma região de alta densidade próxima a parede celular (R1), uma 

região de densidade intermediária (R2) e uma área de baixa densidade (R3) na parte externa da 

cápsula. Adaptado a partir de Rodrigues et al., 2010. 

 

 

A agregação de fibras de GXM mediada por íons divalentes, além de promover 

crescimento capsular, permite o isolamento do polissacarídeo a partir de sobrenadantes de 

cultivo, através da remoção de água por um sistema de ultrafiltração (NIMRICHTER et al., , 

2007). Ao final do processo, é observada a formação de gel viscoso que, de acordo com análises 

estruturais GC-MS e RMN, correspondem a preparações de GXM com altos níveis de pureza 

(NIMRICHTER et al., , 2007). Considerando que as frações purificadas por esse método não 

envolvem nenhuma modificação química, acredita-se que dessa forma seja possível obter o 

polissacarídeo secretado em sua forma nativa, diferente do que ocorre em metodologias 

classicamente usadas para isolamento do polissacarídeo, que envolvem precipitação com 

detergentes catiônicos (CHERNIAK et al., 1991; NIMRICHTER et al., , 2007). De fato, a realização 

de ensaios comparando frações de polissacarídeo obtidas pelo método de purificação por 

agregação com aquelas obtidas por precipitação com detergente mostrou diferenças físicas e 

estruturais importantes, como o reconhecimento por anticorpos monoclonais e o tamnho de 



 

 

fibra Do polissacarídeo, que estariam diretamente associadas às funções descritas para a GXM 

(CHERNIAK et al., , 1991; NIMRICHTER et al., , 2007; FRASES et al., , 2008). 

A interação entre moléculas de GalXM e GXM também já foi descrita e parece ser 

relevante para a arquitetura capsular. Mutantes incapazes de sintetizar GalXM apresentaram 

tamanho capsular maior quando comparados a cepas selvagens (MOYRAND, FONTAINE & 

JANBON, 2007). Esse achado pode sugerir que na ausência de GalXM a célula responda com um 

aumento da síntese de moléculas de GXM, o que indicaria que o polissacarídeo minoritário de 

C. neoformans participa da manutenção do tamanho capsular e, por sua vez, na estrutura e 

densidade (MOYRAND, FONTAINE & JANBON, 2007). A ligação de GalXM a GXM, de fato, já foi 

sugerida, através de estudos que mostraram que a interação entre os dois polissacarídeos 

geram estruturas de massa molecular aumentada (FRASES et al., , 2008).  

Tendo em vista todas as características descritas acima, torna-se simples concluir que a 

cápsula de C. neoformans é uma estrutura bastante complexa e heterogênea, em aspectos que 

abrangem desde sua composição molecular até sua organização estrutural e espacial. 

 

 

3.2 – Importância da cápsula e da GXM secretada na interação de C. neoformans com 

o hospedeiro. 

 

Durante o curso da infecção, o tamanho da cápsula de C. neoformans varia em função 

das condições do seu microambiente, diferindo de acordo com o órgão infectado (RIVERA et 

al., 1998). Alguns fatores já foram descritos como moduladores do tamanho de cápsula, seja 

em condições laboratoriais ou in vivo (GRANGER, PERFECT & DURACK, 1985; VARTIVARIAN et 

al., 1993; RIVERA et al., , 1998; ZARAGOZA & CASADEVALL, 2004). Não é claro se essa indução 

modulada por diferentes fatores ocorre por vias distintas ou se existe um elemento comum a 

todas as vias (ZARAGOZA et al., , 2009).  

Baixas concentrações de ferro e uma atmosfera enriquecida em CO2 (5%) induzem o 

aumento da cápsula (GRANGER, PERFECT & DURACK, 1985; VARTIVARIAN et al., , 1993). Essas 

condições mimetizam o ambiente que o fungo encontra ao colonizar o pulmão, local onde o 

tamanho capsular é aumentado (RIVERA et al., , 1998). Acredita-se que o crescimento capsular 

é inversamente proporcional a taxa de crescimento do fungo, o que corrobora com o aumento 

da cápsula em condições de pouca oferta de nutriente (ZARAGOZA & CASADEVALL, 2004). 

Ambientes com alta osmolaridade, como em elevadas concentrações de glicose ou cloreto de 

sódio (NaCl), também são capazes de induzir uma redução capsular. Tal fato pode ser atribuído 

a uma diminuição do conteúdo de água da cápsula em função dessas condições, o que 



 

 

resultaria em uma compactação das fibras polissacarídicas, levando a um menor tamanho 

capsular (DYKSTRA, FRIEDMAN & MURPHY, 1977; CLEARE & CASADEVALL, 1999). 

Além de mudanças físicas relacionadas ao tamanho e densidade capsulares, alguns 

estudos indicam que a cápsula é um componente celular altamente dinâmico, já que sua 

estrutura pode ser alterada, inclusive durante o curso da infecção (GARCIA-HERMOSO, 

DROMER & JANBON, 2004). Alguns estudos já demonstraram a existência de estruturas 

capsulares diferentes dentro do mesmo sorotipo de C. neformans (TURNER et al., 1992) com 

reatividades diferenciadas com anticorpos específicos (GARCIA-HERMOSO, DROMER & 

JANBON, 2004; MCFADDEN et al., , 2007). Assume-se que essa variabilidade é importante tanto 

em processos fagocíticos quanto na disseminação de C. neoformans (SMALL & MITCHELL, 1989; 

CHARLIER et al., 2005; ZARAGOZA et al., , 2008). 

Durante as primeiras horas da infecção, uma considerável quantidade de células 

inaladas são encontradas dentro de células fagocíticas no pulmão (FELDMESSER et al., 2000). 

Tal fato está associado a mecanismos que se sobrepõem a inibição da fagocitose normalmente 

promovida pela cápsula. Esses fatores incluiriam a presença de anticorpos contra GXM e 

moléculas do sistema complemento, que atuariam como opsoninas (ZARAGOZA et al., , 2009). 

Apesar de o processo de fagocitose, na maioria das vezes, ser considerado como um 

mecanismo favorável ao hospedeiro, especula-se que esse processo possa ser benéfico para o 

C. neoformans. No interior dos fagócitos, o fungo é capaz de se replicar e possivelmente liberar 

GXM dentro de vesículas (FELDMESSER, TUCKER & CASADEVALL, 2001), o que modularia 

negativamente a resposta imune. Além disso, a cápsula pode atuar protegendo o fungo contra 

moléculas antimicrobianas produzidas durante a infecção, como espécies reativas de oxigênio 

(ZARAGOZA et al., , 2008). Posteriormente, o patógeno pode ser liberado através da ruptura da 

célula hospedeira ou mesmo por meios que não afetam a integridade dos fagócitos 

(FELDMESSER, TUCKER & CASADEVALL, 2001; ALVAREZ & CASADEVALL, 2007; MA et al., 2007). 

Vários mecanismos de extrusão de C. neoformans já foram descritos e, além disso, o fungo 

também é capaz atingir diretamente células adjacentes sem qualquer dano celular (ALVAREZ & 

CASADEVALL, 2006; MA et al., 2006; ALVAREZ & CASADEVALL, 2007; MA et al., , 2007). Dessa 

forma, esse microrganismo é considerado um patógeno intracelular facultativo. Essa 

característica parece ser um importante mecanismo de patogenicidade dependente de cápsula, 

já que mutantes acapsulares são incapazes de se replicar dentro de células fagocíticas 

(FELDMESSER et al., , 2000).  

Além de ser fundamental no escape contra a atuação antifúngica mediada pelo sistema 

imune quando associada à cápsula, a GXM secretada para o ambiente extracelular também 

contribui amplamente para subverter as defesas do hospedeiro e desencadear uma infecção 



 

 

bem sucedida (ZARAGOZA et al., , 2009). Esse polissacarídeo pode ser encontrado no sangue e 

em vários tecidos durante o desenvolvimento da criptococose (GOLDMAN, LEE & CASADEVALL, 

1995; LEE & CASADEVALL, 1996; LEE, CASADEVALL & DICKSON, 1996; LENDVAI et al., 1998; DE 

JESUS et al., 2008), sendo considerado um marcador de desenvolvimento da doença. No 

hospedeiro, a GXM é a responsável por diversos efeitos imunomoduladores, conforme 

sumarizado na Tabela 1. 

 

 

Tabela 1. Algumas atividades imunomodulatórias descritas para GXM de C. neoformans. 

 

Atividade Imunomodulatória Referências 

Inibição da liberação de citocinas pró-inflamatórias por 

monócitos, como TNF-α e IL-1β 

(VECCHIARELLI et al., 1995; 

LENDVAI et al., 2000); 

Indução da produção de IL-10 por monócitos (VECCHIARELLI et al., 1996) 

Supressão da proliferação de células T (RETINI et al., 1998; SYME et al., 

1999) 

Regulação negativa da expressão de moléculas MHC de 

classe II e da expressão do co-receptor B7 em monócitos 

(MONARI et al., 1999) 

Redução da resposta Th1 em função da inibição de IL-12 (RETINI et al., 2001) 

Redução da capacidade antimicrobiana de neutrófilos e 

macrófagos  

(MONARI et al., 2003; 

VECCHIARELLI et al., 2003) 

Redução da atividade quimiotática de neutrófilos devido 

à indução do “shedding” de L-selectina 

(DONG & MURPHY, 1996; DONG & 

MURPHY, 1997; MONARI et al., 

2002) 

Inibição da ativação e maturação de células dendríticas  (VECCHIARELLI et al., , 2003) 

Inibição da migração de leucócitos para os sítios de 

infecção 

(ELLERBROEK et al., 2004b) 

Indução da apoptose via caspase em macrófagos e 

células T pelo acúmulo de Fas e FasL  

(MONARI et al., 2008; VILLENA et 

al., , 2008) 

 

 

  

 



 

 

A GXM é capaz de influenciar a resposta do hospedeiro durante a infecção através da 

ativação de diferentes receptores (LEVITZ, 2002; ELLERBROEK et al., , 2004b; YAUCH et al., 

2004; MONARI et al., 2005). Essas estruturas interagem com o polissacarídeo capsular e 

desencadeiam distintas respostas celulares, que incluem mecanismos descritos para células 

fagocíticas, epiteliais e endoteliais (LEVITZ, 2002; ELLERBROEK et al., 2004a; YAUCH et al., , 

2004; MONARI et al., , 2005; BARBOSA et al., 2007; JONG et al., 2008). O polissacarídeo pode 

interagir com CD18 (DONG & MURPHY, 1997), além de ligar-se a CD14 e receptores do tipo Toll 

(TLR, do inglês Toll-like receptors) (YAUCH et al., , 2004). Tais receptores representam uma 

família de moléculas envolvidas no reconhecimento de uma série de compostos microbianos, 

incluindo lipopolissacarídeos (LPS) de bactérias Gram-negativas, peptidoglicanas de Gram-

positivas (TAKEUCHI et al., 1999), ácidos nucléicos virais (MOGENSEN & PALUDAN, 2005), 

glicolipídeos de protozoários (CAMPOS et al., 2001) e polissacarídeos fúngicos (ROEDER et al., 

2004). A ligação aos TLR frequentemente leva à produção de citocinas pró-inflamatórias, 

incluindo TNF-α e IL-12, e o aumento da capacidade antimicrobiana e de apresentação 

antigênica de células fagocíticas (YAUCH et al., , 2004). A sinalização mediada por TLR-2 e -4 é 

associada à ligação de moléculas microbianas ao receptor CD14 e, nesse tipo de interação, a 

participação da proteína adaptadora MyD88 é fundamental para a sinalização celular 

deflagrada pelos TLR (YAUCH et al., , 2004). A GXM é reconhecida tanto por CD14 quanto pelos 

TLRs 2 e 4, num processo que parece determinante para o curso da infecção (YAUCH et al., , 

2004).   

O envolvimento de CD14 na interação de GXM com células epiteliais alveolares foi 

descrito por nosso grupo (BARBOSA et al., , 2006; BARBOSA et al., , 2007). Nesses estudos, 

demonstramos que o polissacarídeo capsular é capaz de mediar a adesão do fungo às células 

epiteliais. As leveduras são posteriormente internalizadas, promovendo morte das células 

hospedeiras. O curso desse processo envolve a produção da quimiocina pró-inflamatória IL-8, 

num evento dependente da ligação da GXM ao receptor CD14 (BARBOSA et al., , 2006; 

BARBOSA et al., , 2007). Esses foram os primeiros relatos sobre um receptor epitelial para GXM 

associado a uma resposta biológica. Parece possível concluir, portanto, que células epiteliais 

também participariam na resposta imune contra C. neoformans.  

 

 

3.3 – Similaridades entre GXMs de Trichosporon e Cryptococcus. 

 

 Como já dito anteriormente, apesar de T. asahii não ser considerado um patógeno 

encapsulado, o fungo sintetiza e secreta polissacarídeos de estrutura similar à GXM de C. 



 

 

neoformans (LYMAN et al., 1995; ICHIKAWA et al., , 2001; KARASHIMA et al., , 2002). Conforme 

determinado por degradação de Smith, RMN e eletroforese de carboidratos assistida por 

fluoróforo (FACE, do inglês fluorescent-assisted carbohydrate electrophoresis), a GXM 

produzida por T. asahii consiste de uma manana α-(1,3)- ligada apresentando substituições de 

ácido glucurônico e xilose, que formam ligações β-(1,2)-, β-(1,4)- e β-(1,6)- com as unidades de 

manose, conforme ilustrado na Figura 7 (ICHIKAWA et al., , 2001). Assim como a GXM de C. 

neoformans, o polissacarídeo de T. asahii apresenta unidades de manose O-acetiladas, que 

contribuem para a reatividade sorológica (ICHIKAWA et al., , 2001). 

 

 

 

Figura 7. Estrutura da GXM de T. asahii. Esse polissacarídeo apresenta grandes semelhanças 

com a GXM de C. neoformans, sendo também formada por um esqueleto de manose e 

substituições de xilose e ácido glucurônico. Adaptado a partir de (ICHIKAWA et al., , 2001). 

 

 

A GXM de T. asahii está associada à parede celular (ICHIKAWA et al., , 2001) e também 

é secretada para o meio extracelular (KARASHIMA et al., , 2002). Considerando, portanto, a 

distribuição do polissacarídeo e a sua similaridade estrutural com a GXM de C. neoformans, 

pode-se especular que a molécula produzida por T. asahii apresente propriedades fisico-

químicas e imunológicas relacionadas às já observadas para o polissacarídeo criptocócocico.  

Correlações entre patogênese e expressão de GXM por Trichosporon spp já foram de 

fato sugeridas. Através de ensaios imunoenzimáticos, foi demonstrado que isolados oriundos 

de pacientes com tricosporonose invasiva produzem GXM em quantidades cerca de 8 a 9 vezes 

superiores a isolados ambientais ou obtidos de infecções superficiais (LYMAN et al., , 1995). 

Além disso, pesquisadores demonstraram que a infecção de camundongos com T. asahii 

resulta na produção aumentada de GXM pelo patógeno e em mudanças morfológicas das 



 

 

colônias, o que poderia contribuir com o escape do sistema imune do hospedeiro (KARASHIMA 

et al., , 2002). Entretanto, apesar da clara relevância das infecções causadas por T. asahii e do 

potencial imunomodulador da GXM produzida por esse patógeno, não existem ainda na 

literatura informações sobre os mecanismos associados à fisiopatologia das infecções causadas 

por Trichosporon e sua relação com a produção de GXM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

II – OBJETIVOS GERAIS: 

 

Patologias associadas a fungos se tornaram um grande problema de saúde pública a 

partir do final do século XX. O aumento descontrolado da incidência, os altos índices de 

morbidade e mortalidade e a ineficiência de controle e diagnóstico desse tipo de infecção faz 

urgente a busca pela elucidação de mecanismos de patogenicidade fúngicos e novos alvos 

terapêuticos. Tendo em vista a importância médica de fungos produtores de GXM, como 

espécies de Trichosporon e Cryptococcus, o presente estudo teve como objetivo a investigação 

do papel desse polissacarídeo na fisiologia fúngica e suas propriedades funcionais e estruturais 

em modelo de C. neoformans, C. gattii e T. asahii.   

 

 

 

III – OBJETIVOS ESPECIFÍFICOS: 

 

1- Investigar o papel da quitina e estruturas derivadas de quitina na arquitetura 

capsular; 

 

2 - Avaliar as propriedades estruturais e físico-químicas de GXMs de diferentes 

sorotipos de C. neoformans e C. gattii purificadas a partir de agregação intermolecular. 

Correlacionar tais parâmetros com aspectos da resposta imune do hospedeiro; 

 

3 - Analisar as propriedades da GXM de T. asahii, buscando características em comum 

que possam contribuir para a elucidação da função desse polissacarídeo na patogênese fúngica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

IV – TRABALHOS PUBLICADOS: 

 

 
1- Resumo: 

 

A ligação da lectina do germe de trigo a C. neoformans sugere uma associação de 

estruturas derivadas de quitina com a divisão celular e com a GXM presente na cápsula  

 

A cáspula de C. neoformans é uma estrutura complexa cuja organização requer 

interações entre seus componentes. Nesse estudo, nós utilizados a lectina do germe de trigo 

(WGA) como ferramenta para demonstrar que esta se liga a oligômeros de β-1,4-N-

acetilglucosamina (quito-oligômeros) que interagem com a estrutura capsular de C. 

neoformans. Análises por microscopia confocal demonstraram que os quito-oligômeros 

formam estruturas anelares ou em forma de gancho que se projetam da parede celular para a 

cápsula. Uma clara associação entre a detecção dessas estruturas e processos de brotamento 

foi observada. Análises de extratos capsulares por cromatografia gasosa acoplada à 

espectrometria de massas e cromatografia de troca iônica sugeriram que as moléculas 

reconhecidas pela WGA estão firmemente ligadas à parede celular. O tratamento de C. 

neoformans com quitinase resultou na liberação de GXM da superfície celular e reduziu o 

tamanho da cápsula. O tratamento de células acapsulares com quitinase foi capaz de modificar 

o perfil de reincorporação de GXM solúvel. Esses resultados indicam uma associação de 

estruturas derivadas de quitina com brotos celulares e com a GXM de C. neoformans, o que 

pode representar um novo mecanismo pelo qual polissacarídeos capsulares interagem com a 

parede celular e se organizam durante a replicação celular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

2- Resumo: 

 

Papel de quitina e quito-oligômeros na arquitetura capsular de Cryptococcus 

neoformans 

 

Moléculas compostas por unidades de β-1,4-N-acetilglucosamina (β-1,4-GlcNAc) e 

glucosamina desempenham importantes funções estruturais como constituintes de superfície 

do fungo patogênico C. neoformans. Nesse estudo, nós avaliamos o papel de moléculas 

contendo GlcNAc na organização da cápsula criptococócica. A expressão in vivo de oligômeros 

de quitina variou em função do órgão infectado, como demonstrado pela reatividade 

diferencial de leveduras com a lectina do germe de trigo (WGA) em tecidos infectados. Análises 

cromatográficas e de dispersão de luz demonstraram que a GXM é capaz de se ligar a quitina e 

quito-oligômeros. A adição de quito-oligômeros a culturas de C. neoformans resultou na 

formação de complexos com a GXM que, aparentemente, estão associados à formação de 

cápsulas com propriedades alteradas. Essas alterações incluíram conexões defeituosas com a 

parede celular e perda da reatividade com um anticorpo monoclonal contra GXM. O cultivo de 

C. neoformans na presença de um inibidor da síntese de GlcNAc resultou na expressão alterada 

de quitina na parede celular. Essas células apresentaram cápsulas com alterações nas conexões 

com a parede criptococócica, além de conterem fibras com diâmetros reduzidos e composição 

monossacarídica alterada. Esses resultados contribuem para o entendimento do papel de 

quitina e oligômeros de quitina na estrutura capsular de C. neoformans. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

3- Resumo: 

 

Correlação entre efeitos imunomodulatórios da GXM de C. gattii (sorotipo B) com o 

diâmetro do polissacarídeo  

 

A GXM de Cryptococcus interage com o sistema imune por várias maneiras, incluindo a 

ativação de receptores do tipo Toll (TLR) e modulação da produção de óxido nítrico (NO) por 

fagócitos.  Nesse estudo, nós analisamos vários parâmetros estruturais de GXMs isoladas de C. 

neoformans (sorotipos A e D) e C. gattii (sorotipos B e C), tentando correlacioná-los com a 

produção de NO por macrófagos e a ativação de TLRs. As frações de GXM foram 

diferentemente reconhecidas por heterodímeros de TLR2/1 E TLR2/6 expressos em células 

epiteliais transfectadas para expressar esses receptores. Uma amostra de GXM (sorotipo B) de 

C. gattii foi a fração mais efetiva na ativação da resposta celular mediada por TLR. Essa amostra 

foi também a mais eficiente em ensaios de produção de NO por macrófagos. Essa amostra foi 

similar às outras testadas em composição monossacarídica, potencial zeta e mobilidade 

eletroforética. Entretanto, análises por imunofluorescência utilizando quatro anticorpos 

monoclonais contra GXM, entretanto, revelaram que o polissacarídeo acima citado apresenta 

peculiaridades sorológicas. Além disso, análises por dispersão de luz demonstraram que o 

polissacarídeo pertencente ao sorotipo B teve o menor diâmetro efetivo entre as amostras 

analisadas. O fracionamento da amostra acima citada e de outras GXMs de sorotipo B por 

ultrafiltração seguida da exposição dessas frações a macrófagos revelaram uma correlação 

entre a produção de NO e a redução no diâmetro efetivo dos polissacarídeos. Nossos 

resultados demonstraram uma grande diversidade funcional em amostras de GXM. Nós 

propomos que propriedades sorológicas, bem como o diâmetro de moléculas de 

polissacarídeo, podem influenciar a resposta imune contra Cryptococcus spp. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 



 

 

 



 

 

 

 



 

 

 

 



 

 

 

 



 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

4- Resumo: 

 

Propriedades estruturais e funcionais da GXM de T. asahii. 

 

Os mecanismos de patogenicidade de T. asahii são praticamente desconhecidos, apesar 

de sua crescente relevância como agente causador de infecções fúngicas superficiais e invasivas 

em humanos. A GXM é um fator de virulência bastante investigado em espécies patogênicas do 

gênero Cryptococcus. Esse polissacarídeo é também produzido por Trichosporon spp. Ao 

contrário do observado para o polissacarídeo criptococócico, as propriedades da GXM de T. 

asahii são amplamente desconhecidas. Nesse estudo, nós analisamos aspectos estruturais e 

funcionais da GXM produzida por T. asahii, comparando suas propriedades com as do 

polissacarídeo criptococócico. Ambas GXMs compartilharam propriedades sorológicas, mas o 

polissacarídeo produzido por T. asahii apresentou diâmetro efetivo menor e maior carga 

negativa do que a GXM de C. neoformans. O ancoramento de GXM à parede celular foi rompido 

por dimetilsulfóxido e envolveu interações com oligômeros de quitina. Mutantes acapsulares 

de C. neoformans foram capazes de incorporar GXM de sobrenadantes de T. asahii o que 

conferiu a essas células maior resistência à fagocitose por macrófagos murinos. Nossos 

resultados demonstraram que apesar das similaridades sorológicas e de proteção contra a 

fagocitose, as GXMs produzidas por T. asahii e C. neoformans apresentaram diferenças 

estruturais que podem estar associadas a diferenças na arquitetura da superfície celular de 

ambos patógenos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 



 

 

 

 



 

 

 

 



 

 

 



 

 

 

 

 



 

 

 

 

 



 

 

 

 



 

 

 



 

 

 



 

 



 

 

VI - DISCUSSÃO: 

 

 Estruturas de superfície são fundamentais na patogênese microbiana, já que 

representam o primeiro contato do microrganismo com seu hospedeiro. Em alguns casos, tais 

moléculas conferem ao patógeno proteção física, bem como podem auxiliá-lo a camuflar-se e 

assim burlar as defesas do hospedeiro, determinando se o microrganismo invasor será ou não 

detectado (ZARAGOZA et al., , 2009).  

 Capsídeos e envelopes virais, bem como cápsulas e paredes celulares de bactérias e 

fungos, exemplificam a complexidade e importância de estruturas de superfície de patógenos. 

Essas estruturas podem ser formadas por carboidratos, proteínas e lipídeos, compondo cadeias 

simples ou complexas. Algumas dessas estruturas medeiam a ligação de patógenos a células 

hospedeiras, evento esse que pode acarretar em modulação da resposta imune. Eventos dessa 

natureza podem ser decisivos para o curso da infecção e a sobrevivência do microrganismo. 

 A GXM, componente de superfície mais externo em espécies de Cryptococcus e 

Trichosporon, é um polissacarídeo de grande potencial imunogênico que parece ser 

fundamental na proteção desses fungos contra as defesas do hospedeiro. Além de ter um papel 

estrutural importante quando associada à superfície celular, a GXM também é secretada para o 

meio extracelular, sendo facilmente encontrada em fluidos corporais e tecidos infectados. 

 Análises da composição glicídica de GXM purificada a partir de sobrenadantes de 

cultura de T. asahii e de diferentes sorotipos de C. neoformans relevaram a presença típica dos 

3 monossacarídeos principais: manose, xilose e ácido glucurônico. No entanto, apesar da 

mesma composição glicídica, são observadas diferentes proporções desses monossacarídeos, o 

que acarreta em diferenças estruturais tanto entre as GXMs de Trichosporon e Cryptococcus, 

como também dentro de uma mesma espécie fúngica (CHERNIAK et al., 1998; ICHIKAWA et al., 

, 2001; FONSECA et al., 2009a).  

Ao compararmos os polissacarídeos desses fungos produtores de GXM, é possível 

verificar alguns domínios conservados. É fato, entretanto, que a estrutura observada para T. 

asahii apresenta uma maior complexidade que a GXM de C. neoformans (Figura 7, apresentada 

na introdução). O polissacarídeo de T. asahii mostra maior grau de xilosilação, além disso, estão 

presentes cadeias laterais mais extensas, formando dissacarídeos de xilose ausentes na 

molécula criptococócica (ICHIKAWA et al., , 2001; FONSECA et al., , 2009a). O conteúdo de 

ácido glucurônico encontrado na GXM de T. asahii foi duas vezes menor do que o encontrado 

no polissacarídeo criptococócico (FONSECA et al., , 2009a), o que acarreta em um valor 

reduzido do potencial zeta. Essa característica poderia explicar os baixos valores de diâmetro 

efetivo encontrado nas fibras do polissacarídeo de T. asahii, bem como o baixo rendimento da 



 

 

purificação de GXM por agregação nos sobrenadantes de cultivo. Finalmente, essa observação 

poderia explicar a ausência de uma estrutura capsular convencional nesse fungo, já que a 

agregação intermolecular de GXM envolve a ligação entre cargas negativas oriundas do ácido 

glucurônico e metais divalentes para o crescimento e organização da cápsula (NIMRICHTER et 

al., , 2007; FONSECA et al., , 2009a; FRASES et al., , 2009). Diferentemente de T. asahii, todos os 

sorotipos de C. neoformans são capsulados e a GXM produzida por tais cepas foi capaz de se 

agregar formando um gel após a concentração do sobrenadante de cultura em um sistema de 

ultrafiltração (FONSECA et al.). 

A literatura atualmente disponível deixa clara a dificuldade de definição das funções da 

GXM em diferentes modelos. O polissacarídeo, aparentemente, apresenta várias funções 

contraditórias, exemplificadas a seguir. A GXM reconhecidamente protege o fungo contra 

fagocitose e inibe a migração leucocitária (ELLERBROEK et al., , 2004b; MONARI, BISTONI & 

VECCHIARELLI, 2006), o que funcionaria a favor de C. neoformans no processo infeccioso. 

Entretanto, o polissacarídeo também é um indutor eficiente da ativação de vias alternadas do 

sistema complemento, que resultam na deposição de opsoninas na cápsula e em fagocitose 

aumentada, o que funcionaria em favor do hospedeiro. Outro exemplo de funções conflitantes 

de componentes capsulares de C. neoformans envolve as formas solúveis de GXM e GalXM. 

Ambos ativam a enzima óxido nítrico sintase, com consequente produção de NO (CHIAPELLO et 

al., 2008; VILLENA et al., , 2008). Entretanto, células de C. neoformans expressando cápsulas de 

grandes dimensões inibem a produção de NO em macrófagos ativados (XIAO et al., 2008), o 

que, de fato, confirma dados prévios mostrando que C. neoformans é incapaz de induzir a óxido 

nítrico sintase em fagócitos murinos (NASLUND, MILLER & GRANGER, 1995). Esses resultados 

demonstram a grande complexidade dos eventos envolvidos na interação de C. neoformans 

com células hospedeiras e sugerem fortemente que preparações variadas de GXM podem 

apresentar uma alta multiplicidade funcional. Seguindo essa linha de raciocínio, investigamos 

determinados aspectos funcionais de amostras de GXM de C. neoformans e C. gattii, com 

diferentes propriedades estruturais, com o intuito de demonstrar a grande diversidade 

funcional do polissacarídeo. 

A ocorrência de diferentes funções do polissacarídeo dentro do gênero Cryptococcus 

spp foi confirmada por ensaios de indução de NO em macrófagos e ativação de heterodímeros 

de receptores do tipo Toll em células transformadas (FONSECA et al.,). Todas as frações 

testadas foram capazes de induzir de forma dose-dependente a ativação do fator nuclear κB 

(NF-κB) em células epiteliais expressando dímeros TLR2/1 e TLR2/6. O processo foi sempre 

mais eficiente na presença de TLR2/1. A influência da interação de GXM de cepas de sorotipo A 

de C. neoformans com TLR2 na resposta imune contra a criptococose, incluindo a produção de 



 

 

NO, já havia sido descrita (YAUCH et al., , 2004). Entretanto, o envolvimento de heterodímeros 

desse receptor com TLR1 e TLR6 no reconhecimento da GXM ainda não havia sido 

demonstrado. 

Tanto em sistemas transfectados com TLR2/1 ou TLR2/6, os maiores níveis de ativação 

de NF-κB foram obtidos quando as células foram expostas a GXM C. gattii (sorotipo B) 

Resultados similares foram obtidos em ensaios de produção de NO por macrófagos (FONSECA 

et al.,). Dentre todos os parâmetros avaliados em nosso estudo, propriedades sorológicas 

diferenciadas e diâmetro efetivo reduzido pareceram ser os fatores determinantes para a 

observação de respostas celulares mais intensas. O fato de fibras de GXM com dimensões 

reduzidas terem uma maior atividade imunológica corrobora estudos anteriores que 

demonstraram que longas fibras de quitina são inertes, enquanto fragmentos menores ativam 

eficientemente a resposta imune mediada por TLR2 (DA SILVA et al., 2008; LEE et al., 2008; LEE, 

2009). No modelo de Cryptococcus spp, fibras curtas de GXM estão associadas a um reduzido 

tamanho capsular e indução de uma resposta imune mais eficiente, o que pode favorecer o 

sistema de defesa do hospedeiro. A observação de que polissacarídeos de sorotipo B de C. 

gattii induziram respostas inflamatórias mais intensas é condizente com a típica inflamação 

granulomatosa observada na criptococose causada por C. gattii (SWEETSER et al., 1998). Em 

suma, especulamos que propriedades sorológicas aliadas ao diâmetro da molécula de GXM 

podem influenciar a resposta inflamatória contra Cryptococcus spp. Dessa forma, sugerimos 

que as propriedades verificadas para amostras únicas de GXM não devem ser generalizadas e 

atribuídas para todas as espécies de Cryptococcus. Essa hipótese está de acordo com dados na 

literatura que apontam uma diversidade funcional em moléculas de GXM (NIMRICHTER et al., , 

2007; FRASES et al., , 2008; FRASES et al., , 2009). Tal característica é compartilhada por 

amostras de GalXM, que também apresentam variações estruturais e antigênicas (DE JESUS et 

al., 2009a). 

É importante ressaltar que muitos dos estudos que avaliam a função imunológica da 

GXM utilizam frações de polissacarídeos purificados a partir de isolados de sorotipo A. Assumia-

se, portanto, que as propriedades imunológicas observadas para esse sorotipo também são 

aplicadas para os demais grupos. Dessa forma, nossos dados também demonstram que a GXM 

pode responder de maneira diferente dependendo da cepa em questão. Nossos ensaios 

também sugerem que frações de polissacarídeo que combinem faixas amplas de massa 

molecular e diâmetro efetivo podem apresentar funções obscuras ou mesmo conflitantes. Os 

resultados obtidos também sugerem que existam peculiaridades na GXM de C. gattii (sorotipo 

B), motivando investigações futuras mais detalhadas.  



 

 

Como já mencionado anteriormente, a capacidade de auto-agregação da GXM de C. 

neoformans e C. gattii não parece ser exclusiva para essas espécies fúngicas. Nossos estudos 

demonstraram que a GXM secretada por T. asahii também é capaz de formar um filme 

gelatinoso em presença de cátions divalentes. Entretanto, em virtude de alguns fatores como a 

menor quantidade de GXM secretada para o sobrenadante de cultivo, o pequeno diâmetro de 

fibra e possivelmente a menor proporção de ácido glurônico na molécula, a eficiência na 

formação de gel é extremamente menor quando comparada com a observada para C. 

neoformans (FONSECA et al., , ; FONSECA et al., , 2009a). O polissacarídeo de T. asahii, 

entretanto, foi reconhecido por anticorpos monoclonais contra GXM criptococócica, o que 

provavelmente é explicado pela ocorrência de domínios estruturais similares nos dois 

polissacarídeos. Dessa forma, levantamos a hipótese de que as GXMs produzidas pelos 

patógenos acima descritos compartilhariam também aspectos funcionais. Assim como é 

observado com o polissacarídeo criptocócico, a GXM purificada de T. asahii foi reincorporada 

por mutantes acapsulares de C. neoformans (FONSECA et al., , 2009a). Os mutantes acapsulares 

de C. neoformans revestidos com a GXM de T. asahii foram protegidos contra fagocitose, sendo 

esse a primeira comprovação de que uma GXM não criptococócica é antifagocítica (LYMAN & 

WALSH, 1994; FONSECA et al., , 2009a).  

Sendo a GXM crucial em processos de patogenicidade fúngica, estudos sobre o 

ancoramento do polissacarídeo na parede celular podem ser reveladores no sentido de gerar 

ferramentas de controle da expressão da GXM em patógenos. A importância de alguns 

carboidratos nesse tipo de conexão foi demonstrada em alguns estudos (GILBERT et al., , ; 

REESE & DOERING, 2003; BANKS et al., , 2005; BAKER et al., , 2007; REESE et al., , 2007), mas a 

função de muitos dos componentes da parede celular em tais processos permaneceu obscura. 

Nesse sentido, investigamos a participação de estruturas derivadas de quitina no ancoramento 

de GXM à parede celular. A quitina é um polissacarídeo que desempenha funções vitais na 

arquitetura da parede celular de fungos (ADAMS, 2004), que também é reconhecida como o 

segundo polímero mais abundante na natureza. 

Através de técnicas de microscopia óptica de fluorescência e microscopia eletrônica de 

transmissão utilizando a lectina do germe do trigo (WGA, do inglês, wheat germ agglutinin), 

nós demonstramos a existência de estruturas associadas à parede celular de C. neoformans que 

se projetam para dentro da cápsula. Por microscopia confocal, constatou-se uma marcação 

polarizada na célula, em interfaces entre a cápsula e a parede celular. Observamos em células 

em brotamento uma espécie de anel em torno da célula nascente, o que parece sugerir um 

papel das estruturas reconhecidas pela lectina no rearranjo capsular durante a divisão celular 

(RODRIGUES et al., 2008a).  



 

 

As moléculas reconhecidas pela WGA são compostas por estruturas oligoméricas de β-

1,4-N-acetilglucosamina (β-1,4-GlcNAc) (PRIVAT et al., 1974). Para confirmar a idéia de que 

essas moléculas participariam da conexão cápsula-parede de C. neoformans, as leveduras 

foram tratadas com quitinase, enzima capaz de hidrolisar a quitina e moléculas relacionadas 

com formação consequente de quito-oligômeros e unidades de N-acetilglucosamina. O 

tratamento enzimático resultou na liberação de GXM para o meio extracelular acompanhado 

de um decréscimo do tamanho da cápsula, sugerindo que a quitina está envolvida na 

arquitetura capsular. Esse resultado foi acompanhado de um perfil difuso de ligação da WGA à 

superfície celular, provavelmente em virtude do aumento do número de sítios disponíveis para 

a ligação da lectina (RODRIGUES et al., , 2008a; FONSECA et al., , 2009a). Curiosamente, o 

tratamento de leveduras acapsulares com quitinase fez com que as mesmas incorporassem 

GXM de forma pouco convencional, formando malhas polissacarídicas mais distanciadas da 

parede celular (RODRIGUES et al., , 2008a). Esses resultados sugeriram que o aumento da 

oferta de quito-oligômeros na superfície celular facilitaria o crescimento da cápsula em C. 

neoformans. 

A ligação da WGA à superfície celular, bem como a susceptibilidade ao tratamento com 

quitinase, foram similares em T. asahii. Nessa espécie, os sítios de reconhecimento pela lectina 

mais abundantes também estão dispostos na região de divisão celular (FONSECA et al., , 

2009a). Esses resultados evidenciam mais uma característica comum a ambos os fungos e 

reforça a idéia de que a GXM, independentemente do patógeno em questão, interage com 

oligômeros de quitina dispostos na parede celular. 

A capacidade de ligação da GXM à quitina e estruturas similares foi de fato comprovada 

em modelos diversos, incluindo métodos cromatográficos, sorológicos e microscópicos. 

Complexos contendo GXM e β-1,4-GlcNAc foram detectados no sobrenadante de cultura, 

sugerindo que tal interação é um processo fisiológico normal do fungo (FONSECA et al., 2009b).  

O cultivo do fungo na presença de concentrações aumentadas de oligômeros de quitina gerou 

cápsulas aberrantes. De fato, a interação de GXM com quitoligômeros solúveis acarretou em 

aumento do tamanho da fibra de GXM. Nós especulamos que esses dados estariam ligados a 

uma maior permeabilidade da cápsula à tinta Nanquim nesses sistemas, uma vez que o 

agregado composto por longas fibras de GXM e oligômeros de quitina formaria uma malha 

compacta na região capsular, tornando mais fácil a penetração do corante. Além disso, por 

microscopia de fluorescência, também foi observada nessa região uma perda de reatividade 

com o anticorpo anti-GXM, sugerindo uma possível mudança no epítopo ou um bloqueio dos 

epítopos O-acetil, fundamentais para o reconhecido pelo anticorpo (GATES-HOLLINGSWORTH 

& KOZEL, 2009). Unidades de β-1,4-GlcNAc são componentes de quitina e moléculas correlatas 



 

 

e exercem um papel crucial tanto na fisiologia fúngica quanto na patogenicidade de C. 

neoformans. De fato, estudos revelaram que mutações de genes responsáveis pela expressão 

de quitinase sintase 3 ou do regulador biossintético Csr2p acarretaram na perda a capacidade 

de retenção de melanina, um importante fator de virulência situado na parede celular (BANKS 

et al., , 2005; BAKER et al., , 2007).  

A quitina, componente essencial da parede celular de C. neoformans (ADAMS, 2004), é 

um polímero formado por unidades de GlcNAc, as quais são polimerizadas por quitina sintases. 

Essas enzimas utilizam pools de UDP-GlcNAc citoplasmática para formar oligômeros e 

polímeros de GlcNAc ligados β-1,4- e localizados prioritariamente na parede celular (BANKS et 

al., , 2005). A forma de-O-acetilada da quitina, a quitosana, também é um polissacarídeo 

fundamental na integridade da parede celular, produzido enzimaticamente por quitina 

deacetilases (BAKER et al., , 2007). 

Um evento crucial na síntese de quitina e moléculas derivadas é a atividade da enzima 

glucosamina 6-fosfato sintase, responsável pela aminação da frutose 6-fosfato para formar 

glucosamina 6-fosfato, substrato para síntese de UDP-GlcNAc (MILEWSKI, GABRIEL & 

OLCHOWY, 2006). Tendo em vista a relação entre quitina/moléculas derivadas de quitina e a 

cápsula de C. neoformans, nossa abordagem seguinte foi focada na interferência na expressão 

de moléculas contendo N-acetiglucosamina em C. neoformans. Diante da multiplicidade de 

genes codantes para quitina sintase (BANKS et al., , 2005; BAKER et al., , 2007)  e a conseqüente 

dificuldade de geração de mutantes com fenótipos claros, avaliamos em nosso modelo a ação 

de um dipeptídeo inibidor da glucosamina 6-fosfato sintase, o L-norvalil-FMDP (Nva-FMDP), na 

arquitetura capsular desse fungo (FONSECA et al., , 2009b).  

Ao contrário do que ocorre com C. albicans, Nva-FMDP não apresentou atividade 

antifúngica contra C. neoformans, restringindo sua ação a marcantes alterações morfológicas 

sem perda de viabilidade (MILEWSKI, JANIAK & WOJCIECHOWSKI, 2006; FONSECA et al., , 

2009b). De acordo com diversas técnicas microscópicas, sugerimos uma estreita relação entre a 

alteração do metabolismo de GlcNAc e interferências na arquitetura da cápsula. Todas as 

nossas abordagens indicaram que situações experimentais levando à inibição da síntese de N-

acetilglucosamina são correlacionadas à diminuição das dimensões capsulares (FONSECA et al., 

, 2009b). O fato de que, embora reduzidas, as estruturas capsulares se mantiveram na supefície 

celular sugere que a matriz capsular poderia estar ainda conectada a α-1,3-glucanas e a outras 

moléculas correlatas dispostas na parede celular. Assim, estruturas derivadas de quitina 

estariam muito mais envolvidas na organização capsular externa do que no ancoramento de 

componentes capsulares com a parede celular. Essa hipótese está de acordo com o fato de que 

Saccharomyces cerevisiae, foi incapaz de reincorporar GXM endógena, mesmo expressando em 



 

 

sua superfície estruturas reconhecidas por WGA num mesmo padrão observado em C. 

neoformans (POWELL, QUAIN & SMART, 2003; FONSECA et al., , 2009b). Sendo assim, 

concluímos que o metabolismo de GlcNAc é de extrema importância para a organização do 

principal fator de virulência de C. neoformans (FONSECA et al., , 2009b), o que nos levou 

também a avaliar a expressão de estruturas quito-oligoméricas in vivo. 

Marcações pontuadas e polarizadas depois de incubação com WGA também foram 

verificadas na interação do fungo com macrófagos murinos, comprovando que a presença de 

estruturas derivadas de quitina reconhecidas pela WGA não é um artefato oriundo de culturas 

in vitro (RODRIGUES et al., , 2008a). Em cortes histológicos de cérebro e pulmão de ratos 

infectados, observamos padrões similares. Além disso, o ensaio in vivo demonstrou que a 

expressão dessas moléculas pode ser modulada de acordo com o órgão infectado (FONSECA et 

al., , 2009b), o que parece estar relacionado a estudos recentes mostrando que a infecção 

pulmonar, mas não cerebral, induz a produção de quitinase no sítio colonizado (VICENCIO et 

al., 2008). Esses dados parecem estar de acordo com nossos dados: nos cortes histológicos de 

pulmão evidenciamos um perfil anelar semelhante ao observado in vitro para a presença de 

quitinase. No cérebro, onde não ocorre a expressão de quitinase, a maior parte das células 

possui marcações pontuais  (FONSECA et al., , 2009b).  Em conjunto, esses resultados sugerem 

que a expressão de moléculas derivadas de quitina no fungo pode ser modulada 

enzimaticamente pelo hospedeiro, de acordo com o órgão infectado (FONSECA et al., , 2009b). 

Nós especulamos que tais observações poderiam estar relacionadas à produção de cápsula in 

vivo. A hipótese que propomos teria como base o aumento da exposição de quito-oligômeros 

por C. neoformans no pulmão, fato que seria estimulado pela atividade de quitinase no tecido 

pulmonar. A quantidade aumentada de quito-oligômeros, de acordo com nossos dados, 

facilitaria o crescimento capsular, o que não ocorreria no cérebro. De fato, é amplamente 

reconhecido que no pulmão são atingidas as maiores dimensões capsulares durante a infecção 

por C. neoformans (RIVERA et al., , 1998). 

Algumas de nossas imagens por microscopia confocal sugerem que estruturas 

reconhecidas por WGA também pode ser projetadas para a face externa da cápsula de C. 

neoformans (RODRIGUES et al., , 2008a). Essa observação, aliada ao fato de essas moléculas 

serem expressas in vivo, pode representar um mecanismo de interação com o hospedeiro ainda 

não investigado. Os estudos atualmente disponíveis na literatura, em geral, estão focados na 

interação de C. neoformans com o hospedeiro mediada por GXM. Entretanto, seria razoável 

supor que uma resposta imune mediada por oligômeros de quitina ou híbridos de GXM-

quitoligômeros possa ser desencadeada durante o curso da infecção. Estudos recentes 

demonstraram que a quitina é capaz de ativar a resposta imune inata e adaptativa e estimular 



 

 

a produção de citocinas, num processo que ocorre via diversos receptores de superfície como 

TLR-2 e dectina-1 (DA SILVA et al., , 2008; LEE et al., , 2008). A presença de polissacarídeos 

híbridos contendo GXM e quito-oligômeros, portanto, poderia impactar expressivamente a 

resposta imune, considerando a imunogenicidade das duas estruturas. 

Desse modo, o estudo da interação entre GXM e estruturas derivadas de quitina, além 

de ser fundamental na elucidação de um dos mecanismos de envolvidos na arquitetura 

capsular, também pode abrir novos campos de investigação na área de interação 

fungo/hospedeiro e de síntese de novos alvos terapêuticos.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

VI- CONCLUSÕES: 

 

1) A conexão da GXM com a parede celular de C. neoformans, C. gattii e T. asahii requer 

estruturas derivadas da quitina. Em C. neoformans, essas estruturas parecem 

fundamentais para o crescimento capsular. 

 

2) A análise comparativa entre as GXMs de C. neoformans, C. gattii e T. asahii revelou 

várias propriedades comuns, assim como várias diferenças. Dentre as observações 

comuns, foi demonstrado que GXM de T. asahii é antifagocítica, conforme observado 

anteriormente para C. neoformans e C. gattii. Dentre as diferenças, foram observadas 

algumas características espécie-específicas, principalmente com relação a dimensões 

do polissacarídeo. 

 

3) A ativação de respostas celulares mediada por uma amostra de GXM de C. gattii, 

sorotipo B, foi mais intensa do que a mediada por qualquer outro polissacarídeo 

testado. Nesse contexto, o determinante principal da ativação de respostas mediadas 

por TLR e produção de NO foi o diâmetro reduzido das fibras de polissacarídeo. Essas 

observações parecem estar associadas a propriedades sorológicas específicas da GXM 

obtida de um isolado classificado como sorotipo B de C. gattii. 

 

4) Nossos resultados sugerem novas propriedades funcionais e estruturais para as GXMs 

de C. neoformans, C. gattii e T. asahii, o que pode estar diretamente associado a 

imunopatogênese observada nas infecções causadas por esses três patógenos. 
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VII – ANEXOS: 
 

 

Durante minha Tese de Doutorado também tive a oportunidade de participar como 

autora de trabalhos científicos envolvendo a interação de C. neoformans com células de 

epitélio alveolar, gerando a publicação de dois artigos que descreveram o envolvimento da 

GXM nesse processo (BARBOSA et al., , 2006) e caracterização de receptor da célula hospedeira 

(BARBOSA et al., , 2007). Isso acarretou no convite para a redação de uma revisão para a revista 

Medical Mycology (RODRIGUES et al., , 2009). Além disso, tal experiência me possibilitou 

colaborar na publicação de um trabalho envolvendo a interação de uma enolase de P. 

brasiliensis com células hospedeiras (NOGUEIRA et al. 2010). 
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