
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 

FACULDADE DE VETERINÁRIA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS VETERINÁRIAS 

TESE DE DOUTORADO 

 

 

 

 

 

 

 

 

MARIA ISABEL DE AZEVEDO 

 

 

 

 

 

INFECÇÃO EXPERIMENTAL POR Cryptococcus neoformans: 

INFLUÊNCIA DA DOENÇA SOBRE OS SISTEMAS PURINÉRGICO E 

COLINÉRGICO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PORTO ALEGRE  

 

2016



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 

FACULDADE DE VETERINÁRIA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS VETERINÁRIAS 

 

 

 

 

 

TESE DE DOUTORADO 

 

 

 

MARIA ISABEL DE AZEVEDO 

 

 

INFECÇÃO EXPERIMENTAL POR Cryptococcus neoformans: 
INFLUÊNCIA DA DOENÇA SOBRE OS SISTEMAS PURINÉRGICO E 

COLINÉRGICO 

 

 

Tese apresentada como requisito parcial para obtenção do 

grau de Doutor em Ciências Veterinárias, junto à Faculdade 

de Medicina Veterinária da Universidade Federal do Rio 

Grande do Sul. 

Subárea: Microbiologia 

Especialidade: Micologia 

Orientador: PROF. DR. LAERTE FERREIRO 

Coorientador: PROF. DR. JANIO MORAIS SANTURIO  

 

 

PORTO ALEGRE 

2016



 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  "A mente que se abre a uma nova ideia,  

jamais voltará ao seu estado original"  

Albert Einstein. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico este trabalho a minha tia Dalva  

Maria de Azevedo (in memorian) pelo  

carinho, amor e ensinamentos. 

 

 

 

 



AGRADECIMENTOS 

 

- À Deus por sempre guiar meus passos; 

- À minha família, meu pai Dario Luiz Pereira de Azevedo, minha mãe Vera Marlene de 

Azevedo, meu irmão Maurício Cristiano de Azevedo, minha irmã Simone Maria de 

Azevedo e meu sobrinho Gustavo de Azevedo, sem o amor e apoio de vocês eu não 

teria chegado até aqui. Amos vocês!!! 

- Ao meu namorado Thiago Guilherme Schwanz, pela paciência, pelo amor e carinho, 

pelo aprendizado e principalmente pelo companheirismo.  

- Ao meu orientador Prof. Dr. Laerte Ferreiro, pela oportunidade, amizade, confiança e 

incentivo; 

- Ao meu co-orientador, Prof. Dr. Janio Morais Santurio, agradeço não somente pelo 

doutorado, mas também pelos 11 anos e meio de orientação e amizade. Faltam palavras 

para expressar a minha gratidão; 

- Ao Prof. Dr. Sydney Hartz Alves, pela sua amizade, apoio e disposição; 

- Ao Prof. Dr. Aleksandro Schaefer da Silva, pela ajuda e orientação; 

- Às professoras Daniela Pereira e Sonia Botton pela amizade, pelo apoio e confiança; 

- Às grandes “friends” e irmãs Danieli Urach, Carla Weiblen, Tatiana Correa Ribeiro, 

Vanessa Shopf Machado, pela amizade, paciência e apoio nos momentos difíceis; 

- Aos amigos do Laboratório de Pesquisas Micológicas – LAPEMI, pela amizade, pelo 

apoio e toda ajuda de sempre;  

- Ao amigo, Gustavo Wissmann, pela colaboação e incetivo ao meu perído sanduíche 

em Sevilla.  

- As “hermanas” e companheiras María Torralbo Castiñeira, Patricia Luque Fernández e 

Maria Madalena Lozano. Sevilla foi muito melhor com a amizade de vocês.  

- Ao grupo pesquisa do IBIS/Sevilla Enrique Calderón, Carmen de La Horra, Vicente 

Friaza, Rúben Morilla e Amaia Gonzáles, pela amizade e pelo acolhida.  

- À Universidade Federal de Santa Maria e ao LAPEMI, por oportunizar a realização 

deste trabalho; 

- À Universidade Federal do Rio Grande do Sul, por oportunizar a realização dos meus 

estudos de doutorado; 

- Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq) pelo 

apoio financeiro através de uma bolsa de doutorado; 



- À CAPES pela bolsa PDSE que viabilizou a realização de um sonho. Um período de 

grande conhecimento técnico/profissional, mas também uma vivência cultural 

indescritível. 



iv 

 

RESUMO 

 

 

A criptococose é uma infecção fúngica sistêmica, predominantemente oportunista, 

causada por leveduras encapsuladas do gênero Cryptococcus. As infecções por 

Cryptococcus neoformans são comuns em nível mundial, e as formas graves são 

observadas nos pacientes imunocomprometidos. A principal fonte de infecção da 

criptococose são fezes de pássaros (principalmente pombos) contaminadas com o fungo, 

sendo a inalação de basidiósporos a principal via de infecção. O estabelecimento e a 

propagação da infecção são altamente dependentes da imunidade do hospedeiro, sendo 

o sistema imune celular o mecanismo primário de defesa do organismo contra C. 

neoformans. Nos últimos anos têm-se descrito outros elementos como ativadores e 

moduladores da resposta imune, destacando o sistema purinérgico e o sistema 

colinérgico. Desta maneira, este estudo buscou avaliar a influência da criptococose 

experimental sobre a atividade do sistema purinérgico e colinérgico, através de três 

objetivos: (1) avaliar a atividade da ecto-difosfoidrolases (E-NTPDase) e ecto-

adenosina deaminase (E-ADA) em linfócitos e soro; (2) atividade da acetilcolinesterase 

(AChE) no cérebro e linfócitos, e butirilcolinesterase (BChE) no soro; e (3) avaliar os 

níveis de purinas no soro. Os resultados da avaliação do sistema purinérgico 

demonstraram que a hidrólise do trifosfato de adenosina (ATP) e difosfato de adenosina 

(ADP) foram diminuídas, bem como a atividade da E-ADA também esteva diminuída. 

Em relação a dosagem das colinesterases, observou-se um aumento na atividade da 

AChE nos linfócitos e no cérebro, e diminuição da BChE. Na dosagem do nível de 

purinas no soro, verificou-se um aumento nos níveis de ATP e adenosina (ADO) no dia 

20 pós-infecção (PI), aumento de ATP e diminuição da ADO, inosina e ácido úrico no 

dia 50 PI. A avaliação da atividade da E-NTPDase e E-ADA levou a conclusão de que 

seus comportamentos hidrolíticos seriam compensatórios enquanto a E-NTPDase teria 

uma ação pró-inflamatória a E-ADA teria uma ação anti-inflamatória, gerando 

mecanismo de proteção contra danos teciduais secundários, possivelmente gerados 

respostas exacerbadas à infecção por C. neoformans. Adicionalmente, os dados da 

atividade da AChE, em amostras correspondentes, comprovaram o estabelecimento de 

uma resposta pró-inflamatória, corroborando com a hipótese da necessidade de um 

mecanismo de modulação. Por fim, observou-se um aumento nos níveis extracelulares 

de ATP caracterizando uma resposta pró-inflamatória. Desta forma, foi possível 

observar que existe uma participação direta dos sistemas purinérgico e colinérgico na 

imunomodulação da criptococose experimental, contribuindo para a instalação de uma 

resposta imune celular adequada para combater a proliferação da levedura, e um 

mecanismo de redução de danos teciduais associados à resposta imune exacerbada. 

 

Palavras-chave: Cryptococcus neoformans, enzimas, sistema purinérgico, sistema 

colinérgico. 
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ABSTRACT 

 

 

 

Cryptococcosis is a systemic fungal infection predominantly opportunistic, caused by 

encapsulated yeast from Cryptococcus genus. Cryptococcus neoformans infections are 

common  worldwide, and the severe forms are observed in immunocompromised 

patients. The main source of cryptococcosis infection are bird droppings (especially 

pigeons) contaminated with the fungus, and the inhalation of basidiospore is the main 

route of infection. The establishment and spread of infection are highly dependent of the 

host immunity, and the cellular immune system is the primary mechanism for defense 

against C. neoformans. In recent years it has been described other elements as 

activators and modulators of the immune response, highlighting the purinergic and the 

cholinergic system. Thus, this study aimed to evaluate the influence of experimental 

cryptococcosis on the activity of purinergic and cholinergic systems through three 

objectives: (1) to evaluate the activity of the ecto-diphosphohydrolases (E-NTPDase) 

and ecto-adenosine deaminase (E-ADA ) in lymphocytes and serum; (2) the activity of 

acetylcholinesterase (AchE) in the brain and lymphocytes, and butyrylcholinesterase 

(BChE) in serum; and (3) evaluate the serum levels of purines. The results of the 

evaluation in the purinergic system demonstrated that the hydrolysis of adenosine 

triphosphate (ATP) and adenosine diphosphate (ADP) was decreased as well as the E-

ADA activity. For the dosage of the cholinesterase, there was an increase in AChE 

activity in lymphocytes and in the brain, and a decreased in BChE. The measurement of 

serum purine level demonstrate an increase in the levels of ATP and adenosine) on day 

20 post-infection (PI), an increased in ATP and decreased in ADO, inosine  and uric 

acid on day 50 PI. The assessment of the E-NTPDase and E-ADA activity led the 

conclusion that their hydrolytic behavior would be compensatory while the E-NTPDase 

would have a pro-inflammatory action, E-ADA would have an anti-inflammatory 

action, generating protective mechanism against secondary damage tissue, producing 

possibly exacerbated responses to C. neoformans infection. In addition, data of AChE 

activity in corresponding samples confirmed the establishment of a pro-inflammatory 

response, corroborating the hypothesis of the need for a modulation mechanism. 

Finally, there was an increase in extracellular levels of ATP featuring a pro-

inflammatory response. In this way, it was observed a direct involvement of the 

purinergic and cholinergic systems in immunomodulation of experimental 

cryptococcosis, contributing to the installation of an immune cell response suitable to 

combat the proliferation of yeast, and a reduction mechanism of tissue damage 

associated with response immune exacerbated. 

 

Keywords: Cryptococcus neoformans, enzymes, purinergic system, cholinergic system. 
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APRESENTAÇÃO  
 

 

 

 Os resultados que fazem parte desta tese estão apresentados sob a forma de dois 

artigos científicos publicados em revistas científicas e um artigo submetido para 

publicação. A discussão traz um apanhado destes artigos, com suas interpretações 

discutidas sob um ponto de vista que buscou estabelecer uma conectividade entre os 

objetivos e resultados obtidos nos artigos que compuseram as bases científicas desta 

tese.  

 As REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS se referem somente às citações que 

aparecem nos itens INTRODUÇÃO, REVISÃO BIBLIOGRÁFICA e DISCUSSÃO 

desta tese. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

As infecções fúngicas oportunística têm aumentado drasticamente nas últimas 

décadas, tendo se tornado uma importante causa de mortalidade entre os pacientes 

acometidos por estas patologias (VITALE et al., 2012). O problema geralmente se 

agrava ainda mais em pacientes imunossuprimidos, que são mais susceptíveis ao 

desenvolvimento infecções de fúngicas sistêmicas (SABLE et al., 2008; ESPINEL-

INGROFF, 2009).  

A criptococose é uma enfermidade micótica sistêmica, que acomete o sistema 

respiratório do homem, animais domésticos e silvestres, podendo disseminar-se para o 

sistema nervoso central (SNC), olhos, pele e outros órgãos. O estabelecimento e a 

disseminação desta infecção são altamente dependentes da imunidade do hospedeiro, os 

imunocomprometidos são mais afetados, embora a doença também ocorra em pacientes 

hígidos (NEGRONI, 2012). 

A instalação de diversos patógenos em humanos e animais provoca o 

desenvolvimento de uma resposta imunológica na tentativa de controlar estes agentes 

infecciosos (ABBAS & LICHTMAN, 2005). O sistema de sinalização purinérgica 

desempenha um importante papel na modulação da resposta imunológica inflamatória 

através de biomoléculas extracelulares, como os nucleotídeos da adenina (adenosina 

trifosfato (ATP), adenosina difosfato (ADP) e adenosina monofosfato (AMP)) e seus 

derivados, os nucleosídeos da adenosina. Também outras purinas conhecidas como 

inosina, hipoxantina, xantina e acido úrico influenciam na resposta inflamatória 

(ZIMMERMANN, 2000; RALEVIC & BURNSTOCK, 2003). 

 Essas biomoléculas, em condições fisiológicas, são metabolizadas a fim de 

manter seus níveis extracelulares em concentrações normais. Para isto, existe um 

sistema constituído por enzimas ancoradas à membrana plasmática das células, como 

plaquetas, linfócitos e células endoteliais, denominadas ectoenzimas. Fazem parte desse 

sistema as enzimas ecto-nucleosídeo trifosfato difosfohidrolase (E-NTPDase) e ecto-

adenosina deaminase (E-ADA), responsáveis pela regulação dos níveis de ATP e ADP 

(E-NTPDase) e de adenosina (E-ADA) (YEGUTKIN, 2008). A alteração na atividade 

destas enzimas tem sido descrita em várias condições patológicas, assim como em 

modelos experimentais, sugerindo que elas podem ser um importante parâmetro de 

diagnóstico patológico (BURNSTOCK, 2007). 
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Elevadas concentrações de nucleotídeos da adenina podem ser encontradas no 

meio extracelular, esta informação pode ser interpretada como um dano ou estímulo da 

proliferação célular por ação de patógenos (BURNSTOCK, 2006; DESROSIERS et al., 

2007). Diversos estudos mostram que os nucleotídeos, ATP e ADP, secretados por 

linfócitos, leucócitos, plaquetas e células endoteliais danificadas, servem como 

mediadores capazes de modular o processo de inflamação e trombose vascular 

(RALEVIC & BURNSTOCK, 1998). A adenosina, que é um metabólito da degradação 

de nucleotídeos da adenina, desempenha funções importantes como efeitos 

neuromodulatórios, regulação de processos inflamatórios, inibição da agregação 

plaquetária e vasodilatação, sendo considerado também um agente cardioprotetor (ELY 

& BERNE, 1992; SOSLAU & YOUNGPRAPAKORN, 1997; BOROWIEC et al., 

2006). 

O sistema colinérgico é uma das mais importantes vias modulatórias do SNC 

(DESCARRIES et al., 1997; PERRY et al., 1999). A sinalização colinérgica também está 

notavelmente envolvida em ações anti-inflamatórias (BOROVIKOVA et al., 2000, DAS, 

2007). A acetilcolina (ACh) é o neurotransmissor das sinapses e junções neuroefetoras 

colinérgicas dos SNC e sistema nervoso periférico (SNP), possuindo um papel crucial no 

SNC, associado com funções cognitivas, processamento de informações sensoriais, 

organização cortical do movimento e controle do fluxo sanguíneo cerebral (SCREMIN et 

al., 1997). Os níveis de ACh são controlados pela ação das enzimas acetilcolinesterase 

(AChE) e butirilcolinesterase (BChE) (DAJAS-BAILADOR & WONNACOTT, 2004), 

presentes em tecidos colinérgicos e não colinérgicos, assim como no sangue e outros fluídos 

corporais. 

A criptococose possui grande importância na saúde humana e animal, é 

conhecida a sua habilidade de estimular as respostas imunoinflamatórias e a capacidade 

de colonizar órgãos e tecidos, estudos que buscam aprofundar os conhecimentos 

correlacionando esses aspectos são de extrema valia. Neste sentido, buscou-se 

estabelecer a participação dos sistemas purinérgico e colinérgico na criptococose 

experimental, em relação à modulação dos processos imunoinflamatórios. Os resultados 

obtidos em todos os estudos serão expostos e discutidos no decorrer desta tese. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA  

 

2.1 Agente Etiológico 

 

2.1.1 Histórico e classificação  

 

 Cryptococcus neoformans é uma levedura encapsulada que causa criptococose, 

uma infecção fúngica de distribuição mundial, que acomete animais e humanos. Este 

fungo foi isolado inicialmente no final do século XIX  por Busse e Buschke em 1894. O 

relato descreve o caso de uma mulher de 31 anos de idade com uma lesão da tíbia. Nesta 

ocasião o fungo isolado foi chamado de Saccharomyces hominis. No mesmo ano 

Sanfelice, a partir de suco de pêssego, também conseguiu isolar esta mesma levedura 

encapsulada denominando-a de Saccharomyces neoformans (BARNETT, 2010). Em 

1895, Curtis relatou na França o segundo caso de criptococose, isolando esta levedura 

de uma lesão de quadril e denominando-a de Saccharomyces subcutaneos tumefaciens 

(HEITMAN et al., 2011). 

 Vuillemin, em 1901, reclassificou os isolados de Busse, Bushcke e Sanfelice 

colocando-os no gênero Cryptococcus baseado na inabilidade do mesmo em fermentar 

fontes de carbono e na incapacidade de formar ascósporos, que caracteriza as espécies 

do gênero Saccharomyces. Frothinham em 1902 reconheceu a patogenicidade da 

levedura através da lesão pulmonar em um cavalo nos Estados Unidos, similar ao fungo 

isolado por Busse e Buschke; com esses achados, foi comprovada a patogenicidade 

desta levedura, tanto para humanos quanto para animais (BARNETT, 2010). 

 A primeira metade do século XX marcou a consolidação de C. neoformans como 

uma levedura patogênica. Em 1935, Benham estudando vários isolados recuperados de 

humanos, incluindo aqueles obtidos por Busse, Curtis e Sanfelice, agrupou-os dentro do 

gênero Cryptococcus spp.  Continuando seus estudos, Benham, em 1950, propôs a 

denominação C. neoformans para referir à forma imperfeita da levedura permanecendo 

após estudos realizados por KURTZMAN & FELL (1998). 

 Até a década de 1980, a criptococose era rara, assim como os estudos sobre este 

fungo.  A partir deste momento, com o surgimento da síndrome da imunodeficiência 

adquirida (AIDS), bem como maior disponibilidade e utilização de fármacos e 

tratamentos imunossupressores, houve um aumento na incidência da criptococose 

(NEGRONI, 2012). Neste período os isolados de C. neoformans eram classificados em 
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três variedades, C. neoformans variedade neoformans, C. neoformans variedade grubii e 

C. neoformans variedade gattii.  

 Atualmente, o gênero Cryptococcus apresenta duas espécies patogênicas, C. 

neoformans e C. gattii que são classificadas em cinco sorotipos capsulares: A, D, AD, B 

e C, baseados nas reações de aglutinação dos antígenos dos polissacarídeos presentes na 

cápsula (HEITMAN et al., 2011). C. neoformans possui duas variedades, var. grubii e 

var. neoformans, com sorotipos A, D e hibrido AD. A espécie C. gattii corresponde aos 

sorotipos B e C (NEGRONI, 2012). C. neoformans é amplamente distribuído na 

natureza, especialmente em excrementos e ninhos de aves e casca de árvore; enquanto 

que a principal fonte de infecção de C. gattii são as folhas, cascas e frutos de árvores. 

Além dos cinco sorotipos capsulares, o complexo de espécies também foi dividido em 

nove distintos tipos moleculares com base em estudos das sequências de DNA, 

analisadas por RAPD (random amplified polymorphic DNA),  AFLP (Amplified 

Fragment Length Polymorphism), RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) 

e MLST (Multilocus Sequence Typing).  O complexo C. neoformans e C. gattii está em 

constante discussão, a divisão atualmente aceita pode ser observada na Figura 1 (LIN & 

HEITMAN, 2006).   

 

 

 

FIGURA 1- Evolução do complexo de espécies C. neoformans. As linhas sólidas e tracejadas indicam a 

prevalência do respectivo sorotipo em cada tipo molecular (LIN & HEITMAN, 2006). 
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 Mundialmente os tipos moleculares VNI e VGI predominam como agentes da 

criptococose (MEYER et al., 2003; BOEKHOUT et al., 2001). Isolados clínicos e 

ambientais no Brasil mostram considerável diversidade genética de ambas as espécies, 

sendo o tipo molecular mais comum o VNI (64%), seguido por VGII (21%), VNII 

(5%), VGIII (4%), VGI e VNIV (3% cada), e VNIII (<1%) (TRILLES et al., 2008).  A 

região sul do Brasil apresenta como tipo molecular predominante VNI, atingindo, 

sobretudo pacientes imunocomprometidos, principalmente com AIDS (IGREJA et al., 

2004, MATSUMOTO et al., 2007). Diferentemente, no norte o agente mais comum é o 

tipo VGII sorotipo B, causando doença principalmente em pacientes imunocompetentes. 

O mesmo tipo molecular VGII foi o responsável pela epidemia no Canadá, identificado 

na grande maioria dos isolados clínicos humanos, veterinários e ambientais (STEPHEN 

et al., 2002). 

 

2.1.2 Características da levedura 

 

Cryptococcus spp. é uma levedura que microscopicamente se apresenta na forma 

arredondada e ovalada, com diâmetro variando de 3 a 7 μm de diâmetro. Possui uma 

cápsula de polissacarídeos complexos que varia de 1-30 μm de espessura, altamente 

antigênica, sendo um importante fator de virulência, responsável por diversos efeitos 

inibitórios sobre a resposta imune (GAZZONI et al., 2008; MCFADDEN et al., 2006).  

As colônias de Cryptococcus spp. são cremosas ou gomosas de consistência mole, lisa 

de cor branca, creme ou marrom, geralmente apresentando crescimento rápido 

(HEITMAN et al., 2011). 

 

2.1.3 Fatores de virulência  

 

 A patogenia da criptococose é determinada pela expressão de fatores de 

virulência, dentre estes, podemos destacar: a formação de pigmentos melanínicos, 

presença de uma cápsula polissacarídica e termotolerância a 37˚C (HEITMAM et al., 

2011). Estes fatores são regulados através de um controle genético, ou seja, vários genes 

estão envolvidos na capacidade do fungo em causar doença e garantir sua sobrevivência 

na natureza (ROSA & SILVA et al., 2008). 

 O gênero Cryptococcus segue a regra geral do Reino Fungi de que a maioria 

destes micro-organismos é incapaz de crescer à temperatura encontrada nos hospedeiros 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stephen%20C%5Bauth%5D
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mamíferos. A tolerância de C. neoformans e C. gattii à temperatura corpórea (37˚C) é 

uma pré-condição para o estabelecimento da doença em humanos e animais (LIN, 

2009). No entanto, outras espécies como C. laurentii, C. albidus, C. adeliensis e C. 

curvatus tem sido ocasionalmente relatada como causa de infecção para humanos 

(CHAYAKULKEEREE & PERFECT, 2006; VIVIANI & TORTORANO, 2009). O 

desenvolvimento desta levedura em condições de temperatura elevada tem sido 

associado a vários genes, que estão envolvidos na manutenção da parede celular, na 

resposta ao estresse e no metabolismo oxidativo (NICHOLS et al., 2007). Estudos têm 

demonstrado que a manipulação destes genes pode resultar em perda completa ou 

atenuação da virulência destas cepas em modelos experimentais (PERFECT, 2006). 

 C. neoformans e C. gattii produzem uma enzima chamada fenoloxidase, a partir 

da qual é possível sintetizar um pigmento melanínico que tem função antioxidante e 

antifagocítica (HEITMAN et al., 2011). Quando a levedura é circundada pela melanina 

esta é capaz de neutralizar grandes porções de oxidantes produzidos pelo estímulo de 

macrófagos. A melanina é sintetizada a partir de precursores como dopamina, 

norepinefrina e epinefrina (EISENMAN et al., 2007). O cérebro é rico em substratos 

para fenoloxidase, tais como a dopamina, e esta poderia ser a responsável pelo tropismo 

deste micro-organismo pelo sistema nervoso.  Além disso, há evidências de que no 

cérebro ocorra limitada ação de linfócitos T, o que ocasionaria um atraso no 

desenvolvimento da resposta inflamatória no tecido cerebral em relação a outros órgãos 

(KON et al., 2008). A melanina também interfere na ação e eficácia dos agentes 

antimicrobianos e antifúngicos utilizados no tratamento da criptococose. Este pigmento 

neutraliza a atividade de neutrófilos defensivos e limita avidamente drogas antifúngicas 

amplamente usadas no tratamento de infecções fúngicas graves (SABIITI & MAY, 

2012). 

A cápsula de Cryptococcus spp. é uma estrutura presente na superfície da 

levedura, composta majoritariamente por dois polissacarídeos, glucuronoxylomanana 

(GXM) e galactoxylomanana (Ga1XM), assim como por manoproteínas. Essa estrutura 

que é essencial para a virulência também auxilia no processo de identificação rápida e 

diagnóstico da meningite criptocócica, sendo a base do método clássico com tinta da 

China (ZARAGOZA et al., 2009). O tamanho da cápsula é variável, ou seja, essa 

estrutura possui a habilidade de alterar a sua dimensão, isso pode ocorrer entre 

diferentes cepas, mas também em uma mesma cepa, dependendo de condições 

ambientais como a presença de fosfolipídios, CO2 e disponibilidade limitada de ferro 
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(O’MEARA & ALSPAUGH, 2012). Dentro de algumas horas após a infecção o 

aumento da cápsula é visível e a virulência é ressaltada por meio das propriedades 

capsulares. Já no seu isolamento direto do ambiente a cápsula apresenta tamanho 

reduzido (DAMBRÓS, 2005). 

 Os polissacarídeos capsulares inibem a fagocitose, consomem o complemento, 

absorvem e neutralizam as opsoninas. A cápsula torna a ingestão da levedura pelos 

fagócitos do hospedeiro extremamente ineficaz na ausência de opsoninas (HETIMAN et 

al., 2011). Estirpes com maior produção de cápsula são menos fagocitadas por 

macrófagos, além de proteger o fungo do estresse oxidativo pelo sistema imune e 

também contra a ação de medicamentos (ZARAGOZA et al., 2009; CORDOBA et al., 

2011). Além dessa função protetora, a cápsula tem funções ofensivas. Os carboidratos 

capsulares também secretados pelo fungo para o meio alteram a atividade de linfócitos 

T e macrófagos e diminuindo a efetividade da resposta imune do hospedeiro 

(VECCHIARELLI, 2007).  

 Além dos três fatores clássicos abordados, outros potenciais determinantes da 

virulência do gênero Cryptococcus são investigados. Estudos realizados em modelos 

experimentais in vivo com cepas de Cryptococcus spp. que apresentam o gene da urease 

nulo mostram reduzida virulência (COX et al., 2000).  Também as fosfolipases 

demonstram ser importante fator de virulência de Cryptococcus spp., uma vez que, são 

capazes de hidrolisar cadeia de ésteres degradando a membrana celular e levando à lise 

da célula (MA & MAY, 2009).  

  

2.2 Criptococose 

 

 Criptococose é uma infecção fúngica com distribuição geográfica universal, que 

acomete principalmente o sistema respiratório e o SNC de humanos e animais 

(NEGRONI, 2012). As principais espécies do gênero Cryptococccus causadoras da 

doença são C. gattii e C. neoformans, sendo esta última espécie a mais frequentemente 

isolada independente da região geográfica e do sítio de infecção (FAVALESSA et al., 

2009).  C. neoformans var. grubii  é a espécie mais comum e  responsável por mais de 

80% de todas as infecções criptocócicas, além disso, é o agente etiológico em  99% das 

infecções em pacientes com AIDS (CASADEVALL & PERFECT, 1998).  No Brasil, 

C. neoformans foi responsável por 50% dos casos de morte devido a micoses 

oportunísticas em pacientes com AIDS entre 1996 a 2006 (PRADO et al., 2009).  
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 C. neoformans ocorre em diversos substratos orgânicos, sendo frequentemente 

isolado da excreta dessecadas de aves, especialmente dos pombos urbanos (Columba 

livia domestica) (KON et al., 2008). A porta de entrada para Cryptococcus spp. é 

primariamente a inalação de  basidiósporos do ambiente acometendo a via respiratória 

(Figura 2). A criptococose pulmonar pode variar desde formas assintomáticas a quadros 

sintomáticos de pneumonia com sinais como dor no peito, tosse, febre e até mesmo 

perda de peso (CHAYAKULKEEREE & PERFECT, 2006). A infecção também pode 

ocorrer por inoculação direta nos tecidos ou por meio de transplantes ou trauma na pele 

(PERFECT & CASADEVALL, 2002; IDNURM, 2010). Após a penetração no 

organismo do hospedeiro suscetível, os fungos podem produzir doença aguda ou latente. 

As manifestações iniciais da doença são provavelmente controladas pela quantidade do 

inóculo, o estado imune do hospedeiro e a virulência da cepa (MORETTI et al., 2008).  

 Esta levedura apresenta tropismo pelo SNC promovendo a colonização do 

mesmo, essa invasão ocorre por via hematógena (SILVA et al., 2006). Outros tecidos 

também podem ser afetados, especialmente em indivíduos acometidos pelo vírus da 

AIDS ou em terapia imunossupressora drástica (MITCHELL & PERFECT, 1995), tais 

como: pele, pulmões, próstata, trato urinário, olhos, miocárdio, ossos e articulações 

(CHAYAKULKEEREE & PERFECT, 2006). 

 

  

FIGURA 2- Ciclo de infecção de Cryptococcus (ambiente e hospedeiro). Adaptado de LIN & HEITMAN 

(2006). 

 

 Já em hospedeiros imunocompetentes, a imunidade humoral é ativada e a doença 

normalmente é contida na forma de um granuloma pulmonar, sendo que a infecção pode 
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tornar-se latente e ser reativada quando o hospedeiro torna-se imunossuprimido 

(STEENBERGEN & CASADEVALL, 2003). Investigações sorológicas mostram a 

presença de anticorpos contra C. neoformans em pessoas sem história clínica, 

demonstrando que o desenvolvimento da doença é menos frequente que a infecção 

(MORETTI et al., 2008).   

 

2.2.1 Resposta imunológica do hospedeiro 

 

 Tanto o sistema imune inato quanto o sistema imune adaptativo protegem o 

hospedeiro de uma infecção por Cryptococcus spp. A imunidade celular é determinante 

na defesa dos pacientes contra a infecção pelo C. neoformans. O pulmão é a porta de 

entrada para este patógeno, sendo os macrófagos alveolares capazes de inibir e destruir 

o fungo. No recrutamento de macrófagos as células CD4
+
 têm um importante papel, 

porém, esta é a principal população de células não funcionais em pacientes com AIDS, 

o que os torna mais suscetíveis à criptococose (ZHOU & MURPHY, 2006). A 

imunidade celular contra patógenos intracelulares requer a presença de interferon gama 

(IFNγ), fator de necrose tumoral alfa (TNFα), interleucina 2 (IL-2), interleucina 12 (IL-

12) e ausência de  interleucina 4 (IL-4), interleucina 10 (IL-10) e interleucina 13 (IL13) 

(OLSZEWSKI et al., 2010). Alterações nas células T e também nas células dendríticas 

têm sido identificadas como um fator predisponente para as formas mais graves da 

criptococose, com rápida progressão e disseminação (ZHOU & MURPHY, 2006). 

 Em paciente com AIDS há uma diminuição progressiva da imunidade celular em 

consequência da diminuição ou alteração do funcionamento de linfócitos T, o que leva à 

disfunção do sistema linfocítico-fagocitário, favorecendo o aparecimento de infecções 

fúngicas oportunistas. A incapacidade de monócitos de indivíduos com AIDS em 

internalizar C. neoformans é a provável causa da progressão da criptococose nestes 

indivíduos (MONARI et al., 1997). O vírus da AIDS determina múltiplos efeitos na 

resposta imune ao fungo como o distúrbio na produção de citocinas, queda na resposta 

Th1, queda da atividade anti-Cryptococcus spp. de monócitos e macrófagos alveolares 

com redução na produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) (PIETRELLA et al., 2001; 

PIETRELLA et al., 2004). 

 O mecanismo de defesa do hospedeiro contra C. neoformans em infecção do 

SNC aparentemente é similar ao dos pulmões, via resposta Th1 mediada por células 

efetoras (HUFFNAGLE & McNEIL, 1999). O papel da resposta Th1 também é 
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reforçado em pacientes que sobreviveram à neurocriptococose. Estes indivíduos 

apresentam níveis mais elevados de IL-6, IFN-γ e IL-8 no líquido cefalorraquidiano 

(LCR) do que os pacientes que foram a óbito (SIDDIQUI et al., 2005). Além disto, a 

interação de C. neoformans com as células NK inibe a produção de citocinas como o 

fator de estimulação de colônias de macrófagos e granulócitos (GM-CSF) e TNF-α 

(MURPHY et al., 1997; BLACKSTOCK & MURPHY, 2004). 

 Em modelos experimentais existe uma baixa produção de TNF-α após a infecção 

por C. neoformans, o que poderia explicar o aumento observado na produção de IL-4, 

IL-5 e IL-10 (HERRING et al., 2005). Animais deficientes na produção de IL-12 e IL-6 

apresentam maior suscetibilidade à infecção por C. neoformans, em contraste com 

animais deficientes em IL-10, que são mais resistentes. Estes dados reforçam a hipótese 

de que as citocinas Th1 contribuem para a resistência natural contra a infecção pela 

levedura (CHEN et al., 2005; LINDELL et al., 2005). Em contraste, a imunidade 

mediada por citocinas Th2 contribuem para o progresso da infecção, inibindo a 

propagação das células T (OLSZEWSKI et al., 2010). Todavia, a resposta mediada por 

anticorpos contra C. neoformans parece depender das associações entre citocinas Th1 e 

Th2 (BEENHOUWER et al., 2001). A resposta do tipo Th17 vem sendo estudada e 

caracterizada, porém, os primeiros estudos demonstram que ela colabora na prevenção 

da criptococose, visto que, ela aciona macrófagos e impede a proliferação intracelular 

da levedura (ANTACHOPOULOS & WALSH, 2012). 

 A habilidade de C. neoformans em causar doença depende do tipo de ativação de 

macrófagos. Durante o início do processo de infecção, células T produzem citocinas 

ativadoras de macrófagos com formação de granuloma e destruição do fungo 

intracelular ou contido no estado de dormência (FELDMESSER et al., 2001). Nos 

indivíduos com imunidade celular debilitada, C. neoformans cresce intracelularmente, 

podendo lisar o macrófago (reativação da disseminação) com a liberação do micro-

organismo que pode então infectar outros fagócitos, promovendo o crescimento do 

fungo (proliferação) (MCQUISTON & WILLIAMSON, 2012).  

 C. neoformans também é capaz de crescer extracelularmente, evadindo da 

fagocitose através da produção de fatores específicos que bloqueiam a sua adesão e 

internalização pela célula fagocítica, incapacitando o reconhecimento e o 

desenvolvimento da resposta pelo sistema imune do hospedeiro (DEL POETA, 2004). 

Desta forma, C. neoformans é capaz de sobreviver e replicar-se intra e 
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extracelularmente, aumentando a dinâmica de contato com o sistema imune do 

hospedeiro (HEITMAN et al., 2011). 

 

2.2.2 Criptococose em animais 

 

 A criptococose tem sido citada numa grande variedade de animais domésticos, 

porém dados desta infecção ainda são escassos quando comparados com humanos 

(HEITMAN et al., 2011). Os animais domésticos, assim como o homem, apresentam a 

criptococose associada a fatores predisponentes tais como diabetes, intervenções 

cirúrgicas, neoplasias e tratamentos com glicocorticoides. O vírus da imunodeficiência 

felina (FIV) da leucemia felina (FeLV) são fatores predisponentes da criptococose em 

gatos (TABOADA et al., 2005). A criptococose já foi descrita em cães, gatos 

(BOWLES & FRY, 2009; O’BRIEN et al., 2004, MARTINS et al., 2010) equinos 

(KOMMERS et al., 2005), bovinos (RIET-CORREA et al., 2011), caprino (CHAPMAN 

et al., 1990), ovino (SILVA et al., 2009),  pássaros (RASO et al., 2004),  macaco 

(HELKE et al., 2006), coala (KROCKENBERGER et al., 2003),  boto (STEPHEN et 

al., 2002) e furão (WYRE et al., 2013). 

 Em felinos, os sinais clínicos são caracterizados pela formação de exsudato nasal 

e ocular, cegueira, incoordenação, febre, tosse, tumefação da cavidade nasal e faríngea 

por invasão de C. neoformans ou C. gattii, formando massas expansivas semelhantes às 

neoplasias, com posterior penetração na cavidade craniana e nervos óticos. Alguns gatos 

podem apresentar apenas infecção crônica de difícil tratamento (PEREIRA & 

COUTINHO, 2003). Não há confirmação de que haja predisposição quanto a idade, 

sexo ou raça, ainda que alguns estudos apontem uma maior ocorrência para gatos 

machos, na faixa de dois a três anos e da raça siamês (MALIK et al., 2006).  

 A criptococose canina geralmente afeta o cérebro, as meninges e os seios 

paranasais, ocasionando incoordenação, movimentos em círculos, rotação da cabeça, 

mudança de hábito, hiperestaxia e exsudação nasal (MARCASSO et al., 2005). 

Também pode ocorrer a formação de granulomas subcutâneos. Na necropsia, observa-se 

inflamação mucopurulenta dos seios paranasais, cavidade nasal, no cérebro e meninges 

(O’BRIEN et al., 2004). 

 Em equinos, a infecção por C. neoformans tem sido associada principalmente à 

rinite e meningite, mas também pode apresentar quadros de encefalite e pneumonia 
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(RILEY et al., 1992; KOMMERS et al., 2005; ZOPPA et al., 2008). Já em bovinos, a 

criptococose é rara e está associada à meningoencefalite (RIET-CORREA et al., 2011). 

 Assim como em humanos, as duas espécies mais comuns relatadas em furões são 

C. neoformans e C. gattii. Esta espécie animal vive perto do chão e passa a maior parte 

do seu tempo ativo, cheirando superfícies para investigar seu ambiente (BROWN, 

2004). Isto os torna propensos a entrar em estreito contato com matéria orgânica em 

decomposição, principal tipo de substrato onde as células de Cryptococcus spp. podem 

ser encontradas (BOVERS et al., 2008). Os sinais clínicos apresentados por furões com 

criptococose podem variar de acordo com o sistema do órgão afetado. Geralmente são 

bastante similares aos relatados em cães e gatos, e incluem sistema respiratório, ocular, 

neurológico e sinais gastrointestinais, bem como a ocorrência de morte aguda (WYRE 

et al., 2013). 

 O coala (Phascolarctos cinereus), um marsupial arbóreo da Oceania é outro 

animal de extrema importância para o desenvolvimento da criptococose, esta espécie 

tem por característica obter seu alimento e abrigar-se em árvores de eucalipto, local de 

forte associação ao C. gattii. Estudos de patologia nesses animais revelam que a 

criptococose causa aproximadamente 3% da morte nesta espécie animal, tornando-se 

um modelo natural para estudos sobre a patogenia e epidemiologia desta doença 

(KROCKENBERGER et al., 2003). 

 

2.2.3 Diagnóstico  

 

 

 O diagnóstico da criptococose, tradicionalmente, baseia-se nos aspectos clínicos 

da doença, na observação das leveduras encapsuladas pelo exame microscópico direto, 

no isolamento da levedura em cultivo, provas bioquímicas e na detecção do antígeno 

capsular no sobrenadante de diversos fluidos, incluindo soro e LCR através da 

aglutinação de partículas de látex (PERFECT & CASADEVALL, 2002; 

CHAYAKULKEEREE & PERFECT, 2006).  Os tecidos e materiais utilizados para o 

diagnóstico são: soro, líquor, líquido pleural, linfa, amostras de nódulo linfático, pele e 

pulmão (BIANCHI et al., 2000). 

 O exame microscópico direto é realizado usando tinta de nanquim ou 

microscopia de contraste. É importante levar em consideração que no LCR as leveduras 

não viáveis mantêm a mesma morfologia das viáveis podendo ser visto durante vários 
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meses depois do sucesso do tratamento (CHAYAKULKEEREE & PERFECT, 2006; 

VIVIANI & TORTORANO, 2009). Já o cultivo pode ser efetuado a partir do material 

clínico semeado em meio Sabouraud acrescido de cloranfenicol, sem cicloheximida. As 

colônias irão se desenvolver em dois a três dias na temperatura entre 28˚C e 37˚C 

(PERFECT & CASADEVALL, 2002). Essa identificação pode ser complementada com 

algumas provas bioquímicas. O gênero Cryptococcus é capaz de hidrolisar ureia, sendo 

útil para diferenciar das espécies do gênero Candida que não possuem esta mesma 

propriedade. Além disso, a capacidade de assimilar inositol como única fonte de 

carbono é importante para diferenciar de espécies de Rhodotorula (HEITMAN et al 

2011). 

 O teste sorológico do látex é altamente sensível e específico para a detecção dos 

antígenos de natureza polissacarídica presentes em casos de meningite criptocócica e 

nas formas disseminadas da doença, gerando melhores resultados do que a microscopia 

direta e o cultivo (HUSTON & MODY, 2009). A determinação do título de anticorpos 

pode ser utilizada para a avaliação da evolução da infecção, com o aumento do título 

significando a progressão da infecção e uma queda no título expressando uma regressão 

do processo infeccioso e, portanto, uma resposta positiva ao tratamento (MORETTI et 

al., 2008). Porém, podem ocorrer reações falso positivas devido à presença de células de 

Trichosporon spp. e bacilos Gram-negativos, devendo então estar sempre atento ao 

quadro clínico do paciente e outros testes relacionados. (HEITMAN et al., 2011). 

  O exame histopatológico também é utilizado no diagnóstico da criptococose. A 

coloração de hematoxilina-eosina é utilizada para visualização de Cryptococcus spp. 

que normalmente se apresenta com formatos ovais, esféricos ou elípticos, de coloração 

azul-pálido ou rosada. A cápsula não se cora devido a sua natureza mucopolissacarídica 

e é evidenciada como um halo claro ao redor da célula, podendo ser estreita ou espessa 

em relação ao seu diâmetro (PEDROSO & CANDIDO, 2006). 

   Atualmente as técnicas moleculares constituem uma ferramenta de grande 

utilidade em estudos investigativos e de diagnósticos da criptococose. Apesar da sua 

não utilização na rotina, estas técnicas apresentam elevada sensibilidade e 

especificidade para solucionar os obstáculos encontrados no diagnóstico convencional, 

podendo auxiliar tanto na identificação da espécie, como no sorotipo e no tipo 

molecular de cada cepa (MEYER, et al., 2003; BOVER et al., 2007).  Também é 

importante ressaltar que estas técnicas podem ser empregadas diretamente na pesquisa 
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do material clínico sem a necessidade de isolamento, o que torna o diagnóstico final 

mais rápido e preciso.  

 

2.2.4. Tratamento 

 

 O aumento no número de estudos que buscam identificar novos fármacos com 

ação antifúngica é decorrente da crescente ocorrência de doenças fúngicas como 

consequência das enfermidades e tratamentos imunossupressores (VITALE et al., 

2012). Na clínica veterinária, o tratamento das enfermidades fúngicas tem se baseado 

principalmente no uso de agentes azólicos, utilizados de forma isolada ou em 

associação. Na terapia de doenças como a criptococose há necessidade de empregar 

antifúngicos sistêmicos eficientes e mesmo assim pode ocorrer refratariedade à 

terapêutica indicada (PFALLER et al., 2011). 

 O tratamento clássico da criptococose é baseado fundamentalmente na utilização 

de fármacos, necessitando ser iniciado com a maior brevidade possível e mantido por 

longo período. A terapêutica selecionada depende da imunidade do paciente, da doença 

primária apresentada por este e do local de infecção (PERFECT et al., 2010). Os 

fármacos mais utilizados em veterinária incluem: fluconazol, cetoconazol, itraconazol e 

anfotericina B. Na clínica humana os antifúngicos mais utilizados são: anfotericina B e 

suas formulações lipídicas, fluconazol, itraconazol, voriconazol e flucitosina. A ação do 

antifúngico pode ser fungistática ou fungicida, depende da concentração. Geralmente o 

paciente deve permanecer em acompanhamento clínico por um extenso período 

(PERFECT, 2012).  

 

2.3 Sistema purinérgico 

 

 O sistema purinérgico é uma via de sinalização importante em diversos 

processos fisiológicos, envolvendo a resposta imune e inflamatória, dor, agregação 

plaquetária, a vasodilatação mediada pelo endotélio, proliferação e morte celular 

(BURNSTOCK, 2006). Três componentes principais fazem parte da sinalização do 

sistema purinérgico (YEGUTKIN, 2008):  

 Nucleotídeos e nucleosídeos extracelulares, que são moléculas mediadoras da 

sinalização; 
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 Receptores purinérgicos específicos (P2X, P2Y e P1), através dos quais os nucleotídeos 

e nucleosídeos exercem seus efeitos; 

 As ectoenzimas, responsáveis pela regulação dos níveis dos mediadores no meio 

extracelular. 

 Esse conjunto de componentes da sinalização purinérgica descritos acima (figura 

3), são expressos nos diferentes tipos celulares, como linfócitos, plaquetas, células 

endoteliais entre outros, permitindo a formação de complexos distintos da sinalização 

purinérgica (JUNGER, 2011). 

 

 

FIGURA 3- Representação esquemática dos componentes da sinalização purinérgica. Adaptado de 

JUNGER) ( 2011). 

 

 Os nucleosídeos são moléculas resultantes da união de uma base púrica ou 

pirimídica com uma pentose (ATKINSON et al., 2006). A formação do nucleotídeo 

ocorre quando os nucleosídeos são fosforilados por quinases específicas. São 

consideradas importantes moléculas sinalizadoras em tecidos os nucleotídeos: ATP, 

ADP e AMP (YEGUTKIN, 2008). Em processos inflamatórios e de estresse vascular 

mecânico ou oxidativo, ocorre um significativo aumento na concentração de 

nucleotídeos e nucleosídeos extracelulares a partir das células envolvidas nestes 

processos. 
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 O ATP presente nos compartimentos extracelulares é responsável pela regulação 

de uma multiplicidade de processos biológicos, como a inflamação, a neurotransmissão, 

a função cardíaca, o metabolismo ósseo, entre outros. Os nucleosídeos difosfatados e 

trifosfatados ADP e  ATP, juntamente com a adenosina, são conhecidos por controlar a 

resposta vascular, a injúria endotelial e os processos inflamatórios. No sistema vascular 

estas moléculas participam da atividade plaquetária, sendo que o ADP está envolvido no 

recrutamento e na agregação das plaquetas (ATKINSON et al., 2006). Além disso, estas 

moléculas também participam na ativação ou na inibição do sistema imunológico. 

Dependendo da concentração, o ATP tem funções pró-inflamatórias, pois é responsável 

pela estimulação e a proliferação de linfócitos, sendo estas células envolvidas na 

liberação de citocinas (BOURS et al., 2006). Enquanto isso, a adenosina apresenta-se 

como uma molécula anti-inflamatória (GESSI et al., 2007). Os nucleotídeos da adenina 

e a adenosina liberadas no espaço extracelular, desempenham suas funções biológicas 

através da sua ligação aos receptores purinérgicos presentes na membrana celular 

(JUNGER, 2011). 

 O controle dos níveis extracelulares de nucleotídeos e nucleosídeo de adenina 

são realizados por uma cascata de enzimas ancoradas na membrana celular ou meio 

intersticial. Dentre estas enzimas destacando-se: ecto-nucleosídeo trifosfato 

difosfohidrolase (E-NTPDase), ecto-nucleotídeo pirofosfatase (E-NPP), ecto-5’-

nucleotidase e ecto-adenosina deaminase (E-ADA) (YEGUTKIN, 2008). Estas enzimas 

atuam em conjunto, formando uma cadeia enzimática (Figura 4) que tem início com a 

ação da E-NTPDase e da E-NPP as quais hidrolisam o ATP e ADP, formando o AMP, 

que em seguida é hidrolisado pela enzima ecto-5’-nucleotidase formando adenosina. 

Finalmente, a adenosina é desaminada pela E-ADA em inosina (YEGUTKIN, 2008). 

Além disso, a cascata purinérgica continua controlada por enzimas que regulam os 

níveis de outras purinas conhecidas como hipoxantina, xantina e acido úrico, sendo o 

último uma potente molécula antioxidante (RALEVIC & BURNSTOCK, 2003). 
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FIGURA 4 – Representação da ação das ectoenzimas no metabolismo dos nucleotídeos da adenina 

(ATP, ADP e AMP) e nucleosídeo adenosina (Adaptado de BOURS et al., 2006). 

 

2.3.1 E-NTPDase 

 

 A classe de enzimas E-NTPDase; EC 3.6.1.5 representa uma conjunto de 

enzimas que se caracteriza pela capacidade de hidrolisar uma variedade de nucleosídeos 

5’-trifosfato e nucleosídeos 5’-difosfato (como ATP e ADP, respectivamente) 

produzindo monofosfonucleotídeos correspondentes (como AMP) e fosfato inorgânico 

(Pi) (ZIMMERMAN et al., 2001).  

 Os membros desta família de enzimas são nomeados de E-NTPDase 1-8 que 

diferem quanto a localização na célula, distribuição tecidual e especificidade por 

substratos. Quatro enzimas estão localizadas na membrana celular com seu sítio 

catalítico voltado para o meio intracelular (E-NTPDase 4, 5, 6 e 7) e quatro para o meio 

extracelular (E-NTPDase 1, 2, 3 e 8) (ROBSON et al., 2006). 

 As ectoenzimas estão presentes em diversos tecidos, estando envolvidas em uma 

diversidade de processos fisiológicos e patológicos (BRUNS, 1990). A principal função 

da E-NTPDase tem sido principalmente atribuída a hidrólise extracelular dos 

nucleotídeos ATP e ADP em AMP e na geração de adenosina. Portanto, dependendo da 

localização tecidual a atividade enzimática possui diferentes papéis fisiológicos. Sendo 

assim, nos últimos anos, o papel destas enzimas tem sido avaliado em várias condições 
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patológicas como câncer (ARAÚJO et al., 2005), diabetes (LUNKES et al., 2003) e  

AIDS (LEAL et al., 2005).  

 

2.3.2 E-ADA 

 

 

 A enzima E-ADA, EC 3.5.4.4 tem a função de regular a concentração de 

adenosina extracelular, incluindo a conversão da adenosina em inosina, seu metabólito 

inativo. A E-ADA é amplamente distribuída nos tecidos dos animais vertebrados e se 

divide em duas isoformas, ADA1 e ADA2. Tecidos contém predominantemente ADA1, 

no entanto a ADA2 é o principal componente do soro e é um suposto estimulador de 

células-T. A expressão de atividade desta enzima é heterogênea em tecidos periféricos e 

no SNC (FRANCO et al., 1997). 

 A E-ADA está presente em todos os tipos de células, mas a atividade é mais 

intensificada no timo e em linfócitos periféricos. Esta enzima desempenha um papel 

importante na função dos linfócitos, sendo também essencial para o crescimento 

normal, diferenciação e proliferação de linfócitos T (FRANCO et al., 1997; CODERO 

et al., 2001). Na superfície das células hematopoiéticas esta enzima geralmente pode 

atuar no processo de maturação eritrocítica (ARAN et al., 1991). A deficiência de E-

ADA acarreta em um aumento nos níveis de adenosina extracelular, o que pode 

contribuir para condições patológicas (ALDRICH et al., 2000). 

 A atividade da E-ADA pode ser um marcador sensível na infecção e ser utilizada 

para o acompanhamento do curso na mesma. A atividade desta enzima se mostra 

elevada no soro de pacientes com tuberculose, malária e leishmaniose visceral (MELO 

et al., 2000; KHAMBU et al., 2007; ALTUG et al., 2008 ). A atividade da E-ADA foi 

dosada em infecção experimental por Sporothriix schenckii demonstrando que este 

fungo filamentoso altera a atividade da E-ADA no soro e linfócitos, o que demonstra o 

envolvimento desta enzima na patogênese da esporotricose (CASTRO et al., 2012). 

Uma elevada atividade da E-ADA também já foi relatada em pacientes com pleurite 

criptocócica (YOSHINO et al., 2010), justificando a necessidade de uma pesquisa mais 

aprofundada na tentativa de demonstrar seu efeito como um possível marcador na  

criptococose, auxiliando no diagnóstico desta enfermidade. 
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2.4 Sistema colinérgico 

 

O sistema colinérgico está envolvido em várias funções vitais, no SNA controla 

a frequência cardíaca (MENDELOWITZ, 1999) e a contração da musculatura lisa 

gástrica (ROGERS et al., 1999); já no SNC apresenta envolvimento em funções 

cognitivas como atenção e memória (GOLD,  2003). A sinalização colinérgica ocorre 

através da regulação da concentração de acetilcolina (ACh), pelas enzimas 

acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase BChE; este sistema pode levar a 

modulação fisiológica dos processos inflamatórios (DAS, 2007). 

A síntese da ACh é realizada no citosol do neurônio a partir da acetil coenzima-

A e da colina. Depois de sintetizada, a ACh é armazenada nas vesículas sinápticas, onde 

permanece até que ocorra um estímulo que a libere (ROSAS-BALLINA & TRACEY, 

2009).  A ACh é amplamente distribuída nos tecidos do SNC, onde seus principais 

efeitos são excitatórios, efetivados pela ativação de receptores específicos nicotínicos e 

muscarínicos.  

As colinesterases desempenham papéis importantes na neurotransmissão 

colinérgica central e periférica. Estão presentes em tecidos colinérgicos e não 

colinérgicos assim como no sangue e outros fluídos corporais. Existem duas classes de 

colinesterases de acordo com suas propriedades catalíticas, especificidade aos substratos 

e distribuição tecidual (CHATONNET & LOCKRIDGE, 1989). A acetilcolinesterase 

(AChE; E.C 3.1.1.7) ou também chamada de colinesterase verdadeira, hidrolisa 

preferencialmente ésteres com grupamento acetil, e a butirilcolinesterase (BChE; E.C. 

3.1.1.8) ou pseudocolinesterase, hidrolisa outros tipos de ésteres como a butirilcolina 

(TAYLOR &  BROWN, 1999). 

A AChE possui um papel regulatório na neurotransmissão colinérgica. Ela é 

responsável pela hidrólise rápida do neurotransmissor ACh (MASSOULIÉ et al., 1993). 

A AChE  é amplamente distribuída no SNC, além disso, foi localizada e identificada em 

linfócitos, eritrócitos e plaquetas, onde provavelmente apresenta um importante papel na 

regulação das funções imunes (KAWASHIMA & FUJII, 2000). Esta enzima também 

tem potentes efeitos sobre a adesão celular, neurogênese, sinaptogênese e hematopoese, 

desta maneira um aumento ou inibição desta enzima pode resultar em consequências 

importantes no cérebro e outros órgãos (SOREQ & SEIDMAN, 2001).  

 A BChE é uma enzima sérica produzida no fígado (TAYLOR & BROWN, 

1999), que possui capacidade de hidrolisar diversos ésteres de colina. A estrutura da 
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enzima BChE é codificada pelo gene BCHE, sendo encontrada nos principais sistemas 

corpóreos dos mamíferos, como massa branca do cérebro, sistema vascular, respiratório, 

digestório, urogenital e também em certas glândulas endócrinas e exócrinas. Entretanto 

sua função biológica ainda não foi claramente estabelecida, havendo sugestões de que 

esteja relacionada com o metabolismo de lipídeos, condução nervosa lenta e regulação 

dos níveis de colina no plasma (KUTTY, 1980). 

Outra importante propriedade foi atribuída à AChE e BChE, demonstrando que 

estas enzimas podem atuar como marcadores inflamatórios (DAS, 2007). A atividade 

dessas enzimas no plasma e nos tecidos é elevada em pacientes com doença de 

Alzheimer (GIACOBINI, 2003), diabetes mellitus (SRIDHAR et al., 2005) e como 

resultado deste aumento, o nível de ACh no plasma e tecidos é reduzido. A via 

colinérgica anti-inflamatória é mediada pela ACh, que é o principal neurotransmissor 

envolvido e  atua através da inibição da produção TNF-α,, IL-1 e uma série de outros 

mediadores inflamatórios e portanto, modula tanto a resposta imune como a 

neurotransmissão (DAS, 2007).  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Geral 

  

Avaliar a influência da infecção experimental por C. neoformans sobre os sistemas 

purinérgico e colinérgico. 

 

   

 

3.2 Específicos 

 

 

- Avaliar a atividade das ectoenzimas E-NTPDase e E-ADA no soro de ratos infectados 

experimentalmente com C. neoformans e correlacionar com a resposta inflamatória; 

- Avaliar a atividade das colinesterases AChE no sangue, cérebro e linfócitos e da BChE 

no soro de ratos infectados experimentalmente com C. neoformans e correlacionar com 

a resposta inflamatória; 

- Determinar os níveis de purinas da cascata purinérgica em amostras de soro de ratos 

infectados experimentalmente por Cryptococcus neoformans e a sua participação na 

modulação da inflamação. 
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4 ARTIGOS 

 

 

 

Os resultados deste trabalho apresentam-se na forma de artigos. Os artigos estão 

formatados nas normas do periódico, no qual foi publicado ou está submetido. 
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Abstract  

The present study was carried out to assess the participation of purines in the activation 

and modulation of inflammatory response of rats experimentally infected by 

Cryptococcus neoformans. Twenty four Wistar rats were divided into two groups of 12 

animals each: Group A - uninfected control group and Group B - infected by C. 

neoformans. Blood was collected 20 and 50 days post-infection (PI) from six animals of 

each group in order to verify purine levels (adenosine triphosphate (ATP), adenosine 

diphosphate (ADP), adenosine monophosphate (AMP), adenosine (ADO), inosine 

(INO), hypoxanthine (HYPO), xanthine (XAN) and uric acid (URIC)). ATP levels were 

significantly increased (P<0.05) in serum from infected animals on days 20 and 50 PI, 

as well as adenosine levels after 20 days PI on rats. However, on day 50 PI, levels of 

adenosine, inosine, hipoxantine and uric acid were reduced (P<0.05). Therefore, it was 

possible to conclude that the purine levels in serum were altered and that these changes 

may be able to influence the pathogenesis of the disease caused by C. neoformans due 

the participation of purines (ATP and adenosine main) in the activation and modulation 

of inflammatory response.  

Keywords: Cryptococcosis; Purinergic signaling; pathology; immune response.  

 

1. Introduction 

 Cryptococcus neoformans, the predominant etiological agent of cryptococcosis, 

is an encapsulated fungal pathogen that causes disease that ranges from an 

asymptomatic infection to a mild bronchopneumonia and even to a life-threatening 

infection of the central nervous system (CNS) [1]. The most common and serious type 

of cryptococcal disease is the pulmonary cryptococcosis that if uncontrolled may 

progress to cryptococcal meningitis (CM) or meningoencephalitis [2,3]. Pulmonary 
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cryptococcal infection will occur only when fungal cells are deposited deep into the 

lungs after inhalation. In the lungs alveolar macrophages (AMs) will be the first cells to 

encounter the fungus and will respond by internalizing them through phagocytosis [4]. 

When cryptococcal infection is not controlled at this stage, the microorganism may 

spread throughout the body, with particular preference for the CNS leading to 

meningitis and/or meningoencephalitis, a life-threatening disease with high mortality 

rates [1,5]. 

 Resistance or susceptibility to Cryptococcus disease in humans and animals 

depend on the outcome of many host and pathogen derived factors. In this sense, 

purinergic mechanisms have been shown to be involved in various pathological 

conditions where nucleotides ATP, ADP, AMP and the nucleosides adenosine and 

inosine are secreted by hematological and endothelial cells and used as mediators able 

to modulate the inflammation process, vascular thrombosis, muscle contraction, 

neurotransmission and pain [6,7,8,9]. Additionally, purinergic mechanisms also play an 

important role in brain trauma and ischaemia, neurodegenerative diseases involving 

neuroimmune and neuroinflammatory reactions, as well as in neuropsychiatric diseases, 

including depression and schizophrenia [8]. The deamination of adenosine to inosine 

favors the maintenance and survival of invading microorganisms, since adenosine 

promotes chemotaxis, activation and degranulation of mast cells [10,11]. Hypoxanthine, 

xanthine, and uric acid are bioproducts of purine catabolism [12], being the uric acid a 

potent antioxidant. Therefore, the aim of this study was to access the purine levels of the 

purinergic cascade in serum samples from rats experimentally infected by C. 

neoformans and to evaluate the participation of purines in the modulation of 

inflammation. 
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2. Materials and methods 

2.1. Animals  

Twenty-four adult male rats with 90 days of age and 274 (±21) grams of weight 

were used. They were kept in cages with six animals each on an experimental facility 

under controlled temperature and humidity (25 °C; 70%), fed with commercial feed, 

with water ad libitum, and submitted to a period of 12 days for adaptation.  

This study was approved by the Ethics and Animal Welfare Committee of the 

Federal University of Santa Maria (UFSM), under protocol number 6598280615. 

 

2.2. Strain   

2.2.1. Cryptococcus neoformans var. grubii 

 Cryptococcus neoformans used for inoculum preparation was obtained from a 

clinical case of a feline with cryptococcosis [13]. This strain had previously been 

identified as Cryptococcus neoformans var. grubii based on micromorphology and 

molecular characteristics.  

 

2.2.2. Inoculum preparation 

C. neoformans was grown in Sabouraud dextrose agar (SDA) medium for 24 h 

at 30°C to obtain a viable and pure strain. The fungal inoculum was prepared 

using young colonies diluted in phosphate-buffered saline (PBS).  

 

2.3. Experimental design 

In this study, Wistar rats were divided into two groups: 12 animals composed the 

control group A (group: uninfected), and 12 animals composed group B (group: 

infected) infected by C. neoformans. After isoflurane anesthesia, the inoculation of 
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0.3mL containing 1.7x10
7
 cells of C. neoformans was performed intratrachealy as 

described previously [14].  

 

2.4. Course of infection 

 Course of infection was assessed by the evaluation of colony-forming units 

(CFU) on days 20 and 50 PI (sampling times). The lungs of rats were collected and 

weighed after euthanasia. A fragment of each organ was mechanical grinded and 

homogenized in PBS (1:10) containing 40 U of penicillin/mL. All samples were 

submitted to serial dilutions and 100µL aliquots were added to plates containing SDA 

and incubated at 30°C for 24-72 h. Data were reported as (CFU)/g of organ analyzed. 

The results of CFU were shown as mean and standard deviation. 

 

2.5. Collecting samples 

Samples from the groups A and B were collected on days 20 and 50 (PI) as 

follows: on day 20 (six animals of group A and six animals of group B); and on day 50 

(six animals of group A and six animals of group B). Blood samples were collected by 

cardiac puncture (4mL) from anesthetized animals. Blood samples were allocated in 

tubes without anticoagulant in order to obtain serum to measure the levels of purines. 

To obtain the serum, all blood samples were centrifuged (5000 g for 5min at 37 °C). 

The serum was stored at −20 °C until analysis.  

 

2.5. Serum preparation   

 The denaturation of serum sample proteins was performed using 0.6 mol L
−1

 

perchloric acid. All samples were then centrifuged (14000 g for 10 min at 4 °C) and the 

supernatants were neutralized with 4.0 N KOH and clarified with a second 
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centrifugation (14000 g for 15 min at 4 °C). The serum of rat from each group (A and 

B) was used to measure the concentration of purines ATP, ADP, AMP, ADO, INO, 

HYPO, XAN and (URIC)) [15].  

 

2.6. Analysis of purine levels in serum  

Aliquots of 20 μL of serum samples were applied to a reversed-phase 

performance liquid chromatography (HPLC) system (Shimadzu, Japan) using a C18 

column (Ultra C18, 25 cm × 4.6 mm x 5µm, Restek - USA). The elution was carried out 

applying a linear gradient from 100% of solvent A (60 mM KH2PO4 and 5 mM of 

tetrabutylammonium phosphate, pH 6.0) to 100% of solvent B (solvent A plus 30% 

methanol) over a 30 min period (flow rate at 1.4 mL/min) according to a method 

previously described [16]. The amounts of purines were measured by absorption 

measured at 260 nm. The retention time of standards was used as parameter for 

identification and quantification. Purines concentrations were expressed as nmol of 

different compounds per mL of serum. 

 

2.7. Histopathology 

 Lungs tissues from three animals of each group (three of each period evaluated, 

days 20 and 50 PI) were collected, and then stored in 10% formalin buffered solution. 

Sagittal sections of every 3 mm were obtained and stained with hematoxylin and eosin. 

 

2.8. Statistical analysis 

The data were submitted to one-way analysis of variance followed by the 

Students t-test (P<0.05). The values were represented as mean ± standard error. All 

samples were processed in triplicate.  
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3. Results 

3.1. Course of infection and clinical signs  

Rats showed mild apathy and piloerection, and one rat died before the end of the 

experiment with macro-lesions in the lungs, and histological examinations revealed the 

presence of fungus associated with pneumonia. Similar findings were also found on 

other experimental animals described below. 

 C. neoformans was isolated from the lungs of infected animals on days 20 and 

50 PI, resulting in the growth of white mucoid yeast colonies. Microscopical analysis of 

these colonies on India ink showed the presence of rounded cells of different sizes with 

and without budding surrounded by a clear halo. Lung samples showed 8.3 x10
4 

(± 

1.8x10
4
) and 2.8 ± x10

4 
CFU (± 0.35x10

4
) of C. neoformans per gram on days 20 e 50 

PI, respectively.  

   

3.2. Purines levels in serum 

The levels of purines in serum of rats were shown in Figure 1. Serum ATP levels 

increased significantly in infected animals on days 20 and 50 PI, as well as ADO on day 

20 PI. Was observed the reduced levels of hypoxanthine in both periods in infected rats, 

and decreased  levels of ADO, INO and URIC only in day 50 PI.  

 

3.3. Histological evaluation 

 Rats infected by C. neoformans developed histological lesions in the lung 

characterized by inflammatory response (Figure 2). At day 20 and 50 PI, the lungs 

showed an elevated, firm and whitish area, with an irregular surface. On cutting, the 

area was solid, hard, and homogeneously white. Histologically, the lungs showed a 
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focal extensive area formed by multiple accumulations of amorphous material, 

characterized by a central area of caseous necrosis with multiple neutrophils. This area 

was surrounded by a great amount of epithelioid macrophages and giant cells. In the 

central area of the granuloma, there was a mixture of cellular debri and necrotic tissue 

with large amounts of round to oval structures classified as yeast cells. These structures 

were basophilic with 20 to 60μm of diameter and a core ranging from 10 to 20μm, 

surrounded by an unstained capsule.  

 

4. Discussion  

 In cryptococcal infection, like in many others, the virulence of the 

microorganism relies on specific molecular factors that target host defenses, allowing or 

not, the establishment of the infection. In this context, rats were used as experimental 

model and intratracheal inoculation by C. neoformans, producing a local lung infection, 

similar to pulmonary infection in immunocompetent humans [14]. Importantly, the 

animals showed clinical signs of the disease, as well as death after complications caused 

by cryptococcosis. 

 Extracellular ATP levels were increased on serum sample of infected rats. 

According to the literature, the high levels of ATP in the extracellular milieu are 

directly linked to the inflammatory response against the infection, because ATP is a 

molecule pro-inflammatory, able to activate cell defense [17], regulating the activation, 

migration, phagocytosis and release of pro-inflammatory factors in immune and glial 

cells [18]. A tendency of pro-inflammatory response is supported by our histological 

results, since it was observed signs of inflammatory infiltrate in lungs of animals. 

 Considering the pro-inflammatory pattern mentioned earlier, it is imperative to 

highlight that in adaptive immune responses to pathogens, there is a critical balance 
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between pro and anti-inflammatory immune responses. Uncontrolled pro-inflammatory 

immune responses can result in damage to host tissues, whereas anti-inflammatory 

immune responses initiated prematurely can result in pathogen survival, which is 

deleterious for the host [19]. Among the molecules evaluated in our study, (ADO) is the 

main molecule being in charge of some anti-inflammatory responses. ADO receptor 

ligation on monocytes and macrophages strongly suppresses the production of IL-12 

through TLR4 [20,23]. Since IL-12 is vital in directing a strong inflammatory response, 

the ADO suppression of IL-12 production is probably one of the central mechanisms 

whereby ADO receptor occupancy prevents inflammation-induced tissue injury. IL-12, 

a pro-inflammatory cytokine and a main inducer of Th1 responses and cell-mediated 

immunity, is suppressed by adenosine and its analogues, whereas secretion of IL-10, a 

protective cytokine that suppresses IL-12 and TNF-α release, is enhanced by ADO and 

A2A receptor agonists [21,22,24,25]. Thus, we observed increased levels of ADO in 

serum of rats on day 20 PI. Our research group had already observed an inhibition of E-

ADA activity in serum of rats infected by C. neoformans early on the infection [26], 

corroborating the present results. As mentioned earlier, there was a greater 

concentration of extracellular ADO by interaction with purinergic receptors, playing a 

protective role in order to attenuate systemic changes caused by infection [27]. 

Therefore, we believe that enhanced levels of ADO on day 20 PI played a modulatory 

function on cryptococcal infection during the early infection, avoiding excessive tissue 

damage. 

 On the other hand, ADO levels on day 50 PI were statistically reduced compared 

to higher levels on day 20 PI for the same samples, showing an inverse pattern. Since 

histological examination on day 50 PI showed signs of the infection, we believe this 

ADO behavior was favoring a pro-inflammatory action, as an attempt to control the 
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infection during the late phase of experimental infection. This hypothesis is in 

accordance to the conclusions regarding to ATP levels, which still increased on day 50 

PI signaling an inflammatory response. This counter-regulatory effect suggests that 

ADO enhances the inflammatory response at sites where ADO is present in low 

concentrations, or at sites where net ADO uptake and metabolism is greater than ADO 

production, as can occur at sites of microbial infection [28]. 

 Evidences indicate that the adenosine breakdown products, INO and URIC, can 

influence many facets of the innate immune response [21,29]. Most of our results 

showed a consequence of the purinergic cascade, since the subsequent products depends 

on their precursors [30]. The oxidation of HYPO, XAN, catalyzed by xanthine oxidase, 

produces URIC, a potent antioxidant [31]. Our results showed that URIC was 

statistically reduced at day 50 PI (or with a tendency of reduction at day 20 PI) in 

samples of serum of rats, representing a potential reduction in free radical scavenging. 

Thus, because the relative levels of these various purinergic by-products, we can 

suggest a closely reflection on the metabolic status of the tissue, proposing that our 

results, on purine compounds assessment, could represent an ideal sensor system on 

providing the immune system with essential information about the ‘health’ of the tissue, 

in this case, regarding to a cryptococcal infection. 

 Based on these results, we can conclude that the experimental infection by C. 

neoformans in rats, led to a characteristic purinergic response to the infection, providing 

an increase on extracellular levels of ATP, which characterizes a pro-inflammatory 

response, followed by episodes of anti-inflammatory modulations when extracellular 

ADO levels were increased, or corroborating the pro-inflammatory events, when ADO 

was reduced. Also, products of ADO catabolism show different actions, serving as a 

“sensor of tissue health”. Therefore, the cryptococcosis changes purine levels, and 
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consequently it influences the pathogenesis of the disease, because the importance of 

the vital functions in which these molecules are involved. 
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Fig. 1. Purine levels in serum of rats infected by Cryptococcus neoformans on days 20 

(A) and 50 (B) post-infection. Serum levels of purines (right hemisphere): adenosine 

triphosphate (ATP), adenosine diphosphate (ADP), adenosine monophosphate (AMP), 

adenosine (ADO), inosine (INO), hypoxanthine (HYPO), xanthine (XAN) and uric acid 

(URIC), *P<0.05. 

 

 

Fig. 2. Experimental infection by Cryptococcus neoformans in rats. Lung fragments of 

rats showed inflammatory infiltrate composed by neutrophils and epithelioid 

macrophages on day 20 post-infection (PI) (A: BAR 50 um); it is also possible to 

observe large amounts of round to oval structures with 20 to 60μm, with basophilic 

nuclei surrounded by unstained capsule on day 50 PI (B; BAR 20 um).  
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5 DISCUSSÃO 

 

  O mecanismo de defesa do organismo para combater Cryptococcus spp. conta 

com a participação do sistema imune inato e adaptativo, sendo a resposta imune 

mediada por células T o principal mecanismo de defesa imune (ZHOU & MURPHY, 

2006).  Em se tratando de resposta imune, tanto o sistema purinérgico (BURNSTOCK, 

2006), quanto o colinérgico (DAS, 2007) possuem algumas propriedades 

imunomodulatórias bem definidas; porém, a relação destes sistemas com algumas 

importantes doenças ainda tende a ser muito explorada em pesquisas futuras. Desta 

maneira, sabendo-se que uma resposta imune eficiente é vital ao hospedeiro frente a 

uma infecção por Cryptococcus spp., buscou-se avaliar a participação dos sistemas 

purinérgico e colinérgico nesta enfermidade. 

 Foi avaliada inicialmente a influência da infecção por C. var. grubii em um 

panorama sistêmico, in vivo, uma vez que foram utilizadas avaliações de atividades 

enzimáticas em células sanguíneas, principalmente nos linfócitos. Observando as 

respostas à infecção, geradas pelo sistema purinérgico (sinalização purinérgica), foi 

possível observar que tanto a E-NTPDase quanto a E-ADA tiveram suas atividades 

afetadas pela criptococose. A E-NTPDase desempenha um importante papel no controle 

da função dos linfócitos, incluindo o reconhecimento do antígeno e ativação de funções 

efetoras das células T citotóxicas (FILIPPINI et al., 1990).   

 Quando a atividade desta enzima foi avaliada em linfócitos de ratos, 

experimentalmente infectados com C. var. grubii, observou-se uma diminuição da 

atividade da E-NTPDase quando utilizados substratos de ATP e ADP. É conhecido que 

as concentrações extracelulares de ATP são controladas dinamicamente pela ecto-

enzima E-NTPDase (BOURS et al., 2006). Portanto, sugere-se que pode ter ocorrido 

um aumento na concentração de ATP e ADP extracelular nos ratos infectados 

experimentalmente. O aumento de ATP no meio extracelular pode também levar a um 

reação pró-inflamatória, principalmente pela liberação de mediadores pró-inflamatórios, 

com a diferenciação de células Th nativas em linfócitos Th1, iniciando o processo de 

inflamação (YEGUTKIN, 2008). Sabe-se que durante a fase inicial da infecção por C. 

neoformans as células T produzem citocinas, que ativam macrófagos levando à 

destruição intracelular de fungo ou mantendo este em uma condição dormente 

(FELDMESSER et al., 2001). Por estas razões acreditamos que um aumento do nível de 
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ATP extracelular ocorreu na infecção experimental, principalmente considerando o 

aumento nos níveis de TNF-α e INF-ɣ observado durante o experimento. 

 Para reforçar a hipótese da ocorrência de uma reação pró-inflamatória pelo ATP, 

foi avaliada a atividade da E-ADA nos linfócitos, visto que a E-ADA é responsável pela 

regulação da concentração de adenosina (ADO) no meio extracelular (RALEVIC & 

BURNSTOCK, 1998). A ADO pode atuar como um “sinalizador” fornecendo 

informações para o sistema imune sobre dano tecidual, principalmente em infecções 

agudas (KUMAR & SHARMA, 2009) dos neutrófilos e linfócitos (BOURS et al., 

2006). Clinicamente, altos níveis de E-ADA no líquido pleural pode ser observado em 

pacientes com pleurite criptocócica (YOSHINO et al., 2010), empiema, linfoma, 

derrames parapneumônicos e derrames pleurais associado a doenças do colágeno 

(OCANA et al., 1988; BURGESS et al., 1996). Em nossos resultados, foi possível 

observar que a atividade de E-ADA no soro foi inibida nos dias 10, 20 e 30 PI em 

comparação com o controle grupo. Diminuição da atividade E-ADA sérica pode estar 

relacionada a necessidade de uma maior concentração de extracelular ADO através da 

interação com receptores purinérgicos, desempenhando um papel de proteção, a fim de 

atenuar alterações sistêmicas causadas pela infecção (FRANCO et al., 1997).  

 Em condições patológicas, a ADO desempenha um papel protetor, modulando a 

liberação de neurotransmissores e também atuando como um regulador endógeno da 

imunidade inata e na defesa do hospedeiro de lesão tecidual excessiva associada à 

inflamação (RATHBONE et al., 1999; BERAUDI et al., 2003; HASKO & 

CRONSTEIN, 2004; SITKOVSKY & OHTA, 2005; BURNSTOCK, 2006; 

DESROSIERS et al., 2007), sendo considerada uma molécula sinalizadora de dano 

celular (BOURS et al., 2006). Desta maneira, a ADO em altas concentrações pode atuar 

via receptores purinérgicos, atenuando a inflamação e os danos teciduais. Esses 

resultados corroboram a hipótese de que o aumento na atividade da E-NTPDase visou 

proporcionar um efeito estimulador da resposta imune, frente à infecção por 

Cryptococcus neoformans. Neste primeiro experimento, foram ainda avaliados alguns 

outros parâmetros visando a confirmação da infecção pelo agente, e assim, validando os 

resultados obtidos. Neste sentido é importante ressaltar que na avaliação sorológica 

foram observados níveis de IgM e IgG aumentados nos três períodos avaliados, 

caracterizando uma curva imunológica típica de um processo infeccioso. 

 No segundo estudo o objetivo foi estabelecer o papel das enzimas do sistema 

colinérgico na criptococose. Da mesma forma que na avaliação anterior, foram 



 75 

estabelecidos parâmetros que validassem, ou confirmassem, nesse caso, a resposta 

inflamatória gerada pela resposta à infecção. Nesse sentido foi optado por se dosar as 

citocinas IL-1, IL-6 e IL10. As duas primeiras interleucinas foram detectadas em 

concentrações estatisticamente elevadas em relação ao controle negativo, em ambos os 

períodos, demonstrando o padrão pró-inflamatório próprio à infecção. Em relação à 

atividade enzimática colinérgica, foi observado um aumento da AChE nos linfócitos e 

no cérebro e diminuição da BChE no soro. 

 A AChE possui um papel regulatório na neurotransmissão colinérgica. Ela é 

responsável pela hidrólise rápida do neurotransmissor ACh, uma molécula mediadora 

da via colinérgica anti-inflamatória, cuja atuação se dá pela inibição da produção de 

TNF-α e IL-1, quando esta molécula se liga a receptores nicotínicos na superfície dos 

linfócitos (RAMIREZ et al., 1997). Considerando os dados de parâmetros 

hematológicos, associado com a atividade da AChE em linfócitos, é possível perceber 

que a linfocitose no dia 10 PI foi uma consequência da infecção fúngica (como 

esperado) associado com atividade AChE normal, uma situação que "preserva" ACh, 

permitindo a expansão do linfócito. No período que corresponde a 30 dias PI a atividade 

da AChE foi aumentada levando a uma redução na concentração de ACh, e limitando 

proliferação dos linfócitos neste período, uma vez que é bem conhecido que a ACh tem 

um papel importante na atenuação da liberação de citocinas pró-inflamatórias  

(PAVLOV & TRACEY, 2005). Atividade cerebral de AChE foi reforçada em ambos os 

períodos, nos dias 10 e 30 de PI. Aumento da atividade da AChE em amostras do 

cérebro pode ser proporcional à redução da ACh, uma situação que favorece eventos 

pró-inflamatórios.   

 A BChE foi dosada em amostras de soro desses animais, porém apresentando 

diminuição na sua atividade somente no dia 10 PI. BChE é menos eficiente na hidrólise 

de ACh em concentrações baixas, mas altamente eficiente em quantidades elevadas 

(DAJAS-BAILADOR & WONNACOTT, 2004). Assim, a atividade da BChE esteve 

diminuida (devido à baixa concentração de ACh), a atividade desta enzima é 

dependente do subtrato. Conforme foi possível observar que a AChE demonstrou 

aumento da atividade em tecido cerebral e linfócitos, levando a uma reativação pró-

inflamatória, confirmada pelo aumento de IL-1 e IL-6. Além disso, também se pode 

concluir que a atividade de AChE pode ser aumentada como marcador inflamatório da 

doença, uma vez que esta enzima regula os níveis de ACh, uma potente molécula anti-

inflamatória.  
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 No estudo da avaliação dos níveis de purinas no soro foi possível observar que 

ocorreu um aumento nos níveis de ATP em ambos os períodos. Níveis elevados de ATP 

no meio extracelular são diretamente ligados a resposta inflamatória para combater a 

infecção, visto que, o ATP é capaz de ativar  vários mediadores pro-inflamatórias 

(BOURS et al., 2006; GANDELMAN et al., 2010). Dentre as purinas analisadas a ADO 

é a principal molécula que desempenha atividade anti-inflamatória, seu pequeno 

aumento no dia 20 PI demostra um papel anti-inflamatório prematuro na tentativa de 

evitar dano excessivo aos tecidos. Quando avaliada a cascata purinérgica é importante 

lembrar que os produtos subsequentes dependem dos seus precussores (RALEVIC & 

BURNSTOCK, 2003). A oxidação de moléculas como a hipoxantina e xantina, quando 

catalisadas por ação da xantina oxidase, produzem o ácido úrico que é considerado como 

um potente antioxidante (SANTOS et al., 1999). Nosso estudo mostrou uma redução nos 

níveis deste antioxidante, representando redução no potencial de eliminação de radicais 

livres. 

 Portanto, na resposta imune frente a diferentes patógenos é crucial um equilíbrio 

entre respostas pró e anti-inflamatória. Resposta imune pró-inflamatórias não 

controladas podem resultar em danos ao tecido do hospedeiro, enquanto que a resposta 

imune anti-inflamatória precoce pode resultar em sobrevivência de agentes patogênicos 

prejudicando mais uma vez o hospedeiro. O sistema enzimático colinérgico e 

purinérgico parecem participar da modulação da resposta inflamatória à criptococose. 

Desta maneira o equilíbrio entre as respostas inflamatórias são determinantes para 

modular a resposta imune no hospedeiro frente à infecção por C. neoformans.  
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6 CONCLUSÕES 

 

1. Os resultados apresentados nesta tese permitem concluir que a infecção experimental 

por C. neoformans foi capaz de alterar os sistemas purinérgico e colinérgico 

2. Na avaliação da atividade das enzimas E-NTPDase e E-ADA, no soro e linfócitos, foi 

possível observar que tanto a E-NTPDase quanto a E-ADA tiveram suas atividades 

afetadas pela criptococose. A hidrólise do ATP e ADP foram diminuídas, bem como a 

atividade da E-ADA também esteve diminuída. Isso demonstra uma atividade pró-

inflamatória da E-NTPDase e uma atividade anti-inflamatória da E-ADA, ou seja, 

fortalecendo a hipótese da existência de um mecanismo de modulação da resposta 

inflamatória; 

3. Na avaliação da AChE nos linfócitos e no cérebro foi possível observar que a atividade 

da AChE esteve aumentada, diminuindo a ACh e estabelecendo uma resposta pró-

inflamatória.  Essa reação foi evidenciada pelo aumento IL-1 e IL-6. A atividade da 

BChE no soro esteve reduzida provavelmente devido a exaustão da hidrólise da ACh; 

5. Na avaliação dos níveis de purinas no soro foi possível observar que ocorreu um 

aumento nos níveis de ATP em ambos os períodos, caracterizando uma resposta pró-

inflamatória. 
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