
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 

INSTITUTO DE CIÊNCIAS BÁSICAS DA SAÚDE 

CURSO DE GRADUAÇÃO EM BIOMEDICINA 

 

 

 

 

ALÍCIA CORBELLINI PIFFER 

 

 

 

 

 

AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO DE PROTEÍNAS LIGADORAS DE ZINCO NA 

IMUNIDADE INATA EM MODELO DE Cryptococcus gattii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PORTO ALEGRE 

MAIO/2014 



1 

ALÍCIA CORBELLINI PIFFER 

 

 

 

 

 

AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO DE PROTEÍNAS LIGADORAS DE ZINCO 

NA IMUNIDADE INATA EM MODELO DE Cryptococcus gattii 

 

 

 

Trabalho de conclusão de curso de graduação 
apresentado ao Instituto de Ciências Básicas da Saúde 

da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, como 

requisito parcial para obtenção do título de Bacharela 

em Biomedicina. 

Orientador: Prof. Dr. Charley Christian Staats 

 

 

 

 

 

PORTO ALEGRE 

MAIO/2014



2 

AGRADECIMENTOS 

 

 

Ao meu orientador, Charley Staats, pelo auxílio ao longo deste trabalho, pelos 

ensinamentos ao longo de toda a graduação e pela amizade construída. Obrigado por acreditar 

em mim e no meu potencial. 

A professora Marilene Henning Vainstein que me acolheu no laboratório, acreditou 

em mim e me orientou durante os anos de iniciação científica. 

A Lívia, que me acompanhou durante toda a iniciação científica, por me ajudar em 

todos os momentos que precisei de auxílio e estar sempre disposta a me ensinar. Obrigada 

pela amizade construída e pelo apoio e carinho de sempre. 

A Caru por ser minha guia e mestre durante toda a minha iniciação científica, por 

todos os ensinamentos dentro do laboratório e fora dele. Obrigada pela amizade, pelo carinho 

e pela atenção que dedicou a mim, em todos os momentos, me tornaste uma pessoa e uma 

pesquisadora melhor. 

Aos colegas e amigos do grupo, Fran, Rafa, Ane por todo o apoio e auxílio durante a 

realização deste trabalho, por me aguentarem nos momentos difíceis e me apoiarem em todos 

eles, pelos momentos de descontração e diversão. 

Aos amigos e colegas do laboratório 220 e 217 pela amizade, pelos anos de 

convivência e pelos ensinamentos. Tenham certeza, todos vocês contribuíram com a 

realização deste trabalho e acrescentaram muito em mim. 

Aos amigos que construí durante a graduação por estarem presentes em todos os 

momentos dessa etapa da minha vida, por serem meus companheiros e me apoiarem sempre 

que precisei de ajuda, pela diversão que com vocês é garantida. A Djeni for being my person e 

toda a galera. Muito obrigada, vocês são demais! 

Mãe, pai e mana obrigada por nunca duvidarem do meu potencial, acreditarem que eu 

sempre posso mais, incentivarem a minha caminhada e pelo amor incondicional que eu recebo 

todos os dias de vocês. Ao meu namorado, pelo apoio e companheirismo de sempre, por 

tornar esta etapa muito mais tranquila, pelo incentivo em todos os momentos e por sempre 

acreditar em mim. Sem vocês eu não teria conseguido. 

A UFRGS pela infraestrutura fornecida para o desenvolvimento da minha formação, 

aos professores pelos conhecimentos passados e as agências de fomento CNPq, CAPES, 

Fapergs e Propesq UFRGS que possibilitaram a realização deste trabalho. 



3 

 

SUMÁRIO 

 

 

RESUMO ............................................................................................................................. 5 

ABSTRACT ......................................................................................................................... 6 

LISTA DE FIGURAS .......................................................................................................... 7 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS .......................................................................... 8 

1 INTRODUÇÃO GERAL ............................................................................................ 10 

1.1 As leveduras C. neoformans e C. gattii ....................................................................... 11 

1.2 Resposta imune à Criptococose ................................................................................... 13 

1.3 Imunidade Nutricional ................................................................................................ 14 

1.3.1 Ferro ......................................................................................................................... 15 

1.3.2 Cobre........................................................................................................................ 16 

1.3.3 Zinco ........................................................................................................................ 17 

2 OBJETIVOS ............................................................................................................... 21 

2.1 Objetivo geral ............................................................................................................. 21 

2.2 Objetivos específicos .................................................................................................. 21 

 

3 ARTIGO CIENTÍFICO .............................................................................................. 22 

RESUMO ........................................................................................................................... 23 

ABSTRACT ....................................................................................................................... 24 

1 INTRODUÇÃO ........................................................................................................... 25 

2 MATERIAIS E MÉTODOS ....................................................................................... 28 

2.1 Linhagens celulares e meios de cultivo........................................................................ 28 

2.2 Avaliação da atividade antifúngica das células epiteliais pulmonares contra C. gattii e 

C. neoformans ...................................................................................................................... 28 

2.3 Avaliação da viabilidade celular das células epiteliais pulmonares linhagem A549 

frente a condições de suplementação de zinco ...................................................................... 29 

2.4 Avaliação da atividade antifúngica de células epiteliais pulmonares contra C. gattii na 

presença de diferentes concentrações de zinco ..................................................................... 29 

2.5 Avaliação quantitativa da expressão de defensina e calprotectina pelas células 

epiteliais pulmonares durante a interação com células de C. gattii em diferentes 

concentrações de zinco. ....................................................................................................... 30 



4 

2.6 Análises Estatísticas.................................................................................................... 30 

3 RESULTADOS ........................................................................................................... 31 

4 DISCUSSÃO ............................................................................................................... 35 

REFERÊNCIAS ................................................................................................................. 38 

 

4 CONCLUSÃO ............................................................................................................. 42 

5 PERSPECTIVAS ........................................................................................................ 43 

REFERÊNCIAS ................................................................................................................. 44 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5 

RESUMO 

 

 

As leveduras basidiomicéticas Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii são os 

agentes causadores da criptococose, uma enfermidade que pode acometer vários órgãos, 

dentre eles a pele, os pulmões e o sistema nervoso central. A infecção ocorre a partir da 

inalação de esporos ou leveduras dessecadas que se alojam no alvéolo podendo causar 

quadros de pneumonia. Neste ambiente, o fungo encontra como primeiro obstáculo, além de 

macrófagos alveolares, células epiteliais pulmonares, as quais, além de atuarem como uma 

barreira física, secretam moléculas que atuam no sistema imune. O patógeno também 

encontra como limitação a privação de nutrientes importantes para o seu desenvolvimento, 

mecanismo de defesa do hospedeiro conhecido como imunidade nutricional. Dentre os 

nutrientes que estão com a biodisponibilidade diminuída está o metal zinco, relacionado com 

várias funções moleculares em praticamente todos os organismos. Sendo assim, o objetivo 

deste trabalho foi avaliar a atividade antifúngica de células epiteliais e a expressão de 

proteínas ligadoras de zinco na imunidade inata e sua associação como um mecanismo de 

imunidade nutricional no modelo C. gattii. Observamos que a presença de células epiteliais 

pulmonares A549 viáveis, em co-cultivo com C. gatti ou de C. neoformans, levam a uma 

menor recuperação de células viáveis do fungo do que quando as células epiteliais estão 

mortas, evidenciando uma atividade antifúngica. Quando suplementamos o meio durante o 

co-cultivo de A549 e C. gattii com zinco, esta atividade antifúngica foi parcialmente 

suprimida. A expressão dos genes S100A8, S100A9, cujos produtos formam o complexo 

quelante de zinco calprotectina, e hD5, um possível quelante de zinco, pelas células epiteliais 

pulmonares foi avaliada por qRT-PCR e verificamos que a expressão dos três genes é 

aumentada durante o co-cultivo com o fungo, em diferentes períodos de co-cultivo avaliados. 

Em conclusão, sugerimos que as células epiteliais pulmonares apresentam ação antifúngica, 

aumentando a secreção de proteínas ligadoras de zinco e com isso diminuindo a 

biodisponibilidade deste metal para o uso da levedura C. gatti, sendo esse um mecanismo de 

imunidade nutricional. 
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ABSTRACT 

 

 

The basidiomycetous yeasts Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii are the 

causative agents of cryptococcosis, a disease that can affect various organs, including the 

skin, lungs as well the central nervous system. The infection process begins with the 

inhalation of spores or desiccated yeast that lodge in the alveoli and may led to pneumonia. In 

this environment, the fungus find, along with alveolar macrophage, epithelial cells, which acts 

both as a physical barrier and the source of secreted molecules that participate on the immune 

system. The pathogen also is submitted to a condition characterized by the deprivation of 

important nutrients for their development, a defense mechanism of the host known as 

nutritional immunity. Among the nutrients with reduced bioavailability is the zinc ion, which 

is related to various functions in almost all organisms. Thus, the aim of this study was to 

evaluate the antifungal activity of pulmonary epithelial cells and the expression of zinc-

binding proteins in innate immunity and its association as a mechanism of nutritional 

immunity in model C. gattii. We observed that the presence of viable A549 pulmonary 

epithelial cells in co-culture with C. gattii or C. neoformans lead to a lower recovery of viable 

yeast cells in comparison to dead epithelial cells. The addition of zinc to the medium during 

co-cultivation of C. gattii and A549 led to suppression of the antifungal activity. Gene 

expression of S100A8, S100A9, whose products forms the zinc chelator calprotectin, and hD5, 

which codes for a possible zinc chelator, by pulmonary epithelial cells was assessed by qRT–

PCR. We found that the expression of all three genes is increased during co-cultivation with 

the fungus, in the periods evaluated. In conclusion, we suggest that pulmonary epithelial cells 

have antifungal activity, increasing secretion of zinc-binding proteins, thus reducing the 

bioavailability of this metal to the use of the yeast C. gattii, being a mechanism nutritional 

immunity. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

A maior sobrevida de pacientes com AIDS, associado ao uso mais expressivo de 

imunossupressores por indivíduos recém-transplantados, está resultando em um aumento no 

número de indivíduos portadores de doenças fúngicas oportunistas, entre elas a criptococose. 

Esta enfermidade tem como agentes etiológicos as leveduras Cryptococcus neoformans e 

Cryptococcus gattii e pode ocasionar lesões de pele, olhos, ossos e mais comumente pulmões 

e sistema nervoso central (Lin e Heitman, 2006). Apesar de compartilharem muitas 

características, duas grandes diferenças entre as espécies são: a condição imune do hospedeiro 

e os principais órgãos acometidos, uma vez que C. neoformans infecta principalmente 

indivíduos imunocomprometidos e apresenta grande tropismo para o SNC, enquanto C. gattii 

possui habilidade de infectar indivíduos imunocompetentes e a doença fica comumente 

restrita ao pulmão (Perfect, 2012).  

O sistema imune do hospedeiro, a fim de se proteger contra danos como os causados 

por infecções, emprega duas grandes linhas de defesa que atuam de forma sinérgica, o sistema 

imune inato, que apresenta uma resposta imune inespecífica, e o sistema imune adaptativo, 

que realiza uma resposta específica ao patógeno. Durante a infecção por Cryptococcus spp. os 

maiores efetores da imunidade inata são as células fagocíticas, principalmente macrófagos; já 

a imunidade adaptativa apresenta principalmente ativação celular, diretamente por efeito 

citotóxicos ou indiretamente, por funções regulatórias das células natural killer (NK) ou 

linfócitos T auxiliares, sendo a Th1 mais efetiva na remoção do patógeno (Voelz e May, 

2010).  

Metais de transição, como ferro, cobre e zinco, estão envolvidos em vários processos 

biológicos cruciais, sendo necessários para a sobrevivência de todos os organismos vivos 

(Hood e Skaar, 2012). Como componente da imunidade inata, o hospedeiro pode limitar a 

disponibilidade destes metais ou outros nutrientes, como a glicose, para a utilização pelo 

patógeno, sendo este processo denominado imunidade nutricional. Uma das maneiras de 

realizar a privação destes nutrientes é através da secreção de moléculas capazes de ligarem-se 

aos metais e, com isso, impedir que esses sejam utilizados pelas células patogênicas (Stafford 

et al., 2013).  

O metal zinco está amplamente relacionado com o desenvolvimento e crescimento da 

maioria dos organismos, além de estar relacionado com quase todas as células do sistema 

imune (Prasad, 2008). Foi descrito que a presença deste metal, em concentrações da ordem de 

micromolar, aumenta a atividade antimicrobiana de moléculas efetoras presentes nas vias 
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áereas humanas (Cole et al., 2001). Sendo este metal de grande importância para a biologia do 

fungo, além das células epiteliais pulmonares serem o primeiro obstáculo encontrado por ele 

durante a infecção, faz-se necessário mais estudos sobre a expressão de proteínas ligadoras de 

zinco durante a interação patógeno-hospedeiro. 

 

 

1.1 As leveduras C. neoformans e C. gattii 

 

As leveduras basidiomicéticas C. neoformans e C. gattii são as mais importantes do 

gênero, sendo essas responsáveis pela enfermidade conhecida como criptococose (Coelho, 

Bocca e Casadevall, 2014). Esta infecção pode acometer vários órgãos, dentre eles: pele, 

ossos, glândula prostática, fígado, baço, nódulos linfáticos, pulmões e o sistema nervoso 

central (Sabiiti e May, 2012). C. gattii foi, por um longo tempo, considerado um sorotipo de 

C. neoformans, entretanto, baseado em estudos filogenéticos e diferenças na ecologia, 

epidemiologia e biologia das mesmas, estas leveduras são agora consideradas espécies 

distintas (Kwon-Chung e Varma, 2006). Devido aos diferentes antígenos presentes na cápsula 

os fungos foram sub-classificados em 5 sorotipos: A, B, C, D e o híbrido AD, sendo que A, D 

e o híbrido AD são pertencentes a espécie C. neoformans e os sorotipos B e C pertencentes a 

C. gattii (Lin e Heitman, 2006).  

O fungo C. neoformans é dito um patógeno oportunista, acometendo principalmente 

indivíduos imunocomprometidos, dentre eles pacientes com HIV/AIDS ou recém-

transplantados. Sua distribuição é mundial, sendo responsável por cerca de um milhão de 

casos de meningoencefalite mundialmente por ano em pacientes com AIDS (Park et al., 

2009). A espécie C. gattii, por sua vez, é um patógeno primário, possuindo a habilidade de 

causar infecção em indivíduos imunocompetentes, entretanto em uma frequência menor do 

que C. neoformans, e os seus isolados, principalmente de árvores, são endêmicos de regiões 

tropicais e subtropicais (Lin, 2009).  Apesar disto esta espécie também é encontrada em 

climas mais amenos, sendo a responsável por um surto em curso no oeste da América do 

Norte, acometendo pessoas e animais saudáveis (Kronstad et al., 2011). 

Apesar de possuírem várias distinções, como no grupo de risco acometido, 

distribuição ao redor do globo e local preferencial de isolamento, ambas espécies 

compartilham vários fatores de virulência clássicos, que as tornam capazes de sobreviver 

dentro do hospedeiro, resistir ao ataque do sistema imune e eventualmente causar dano. Um 

destes é a termotolerância, visto que estas leveduras são capazes de sobreviver e se 
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desenvolver muito bem na temperatura corporal de mamíferos (Coelho, Bocca e Casadevall, 

2014). Outro fator de extrema importância no processo de infecção é a produção de uma 

cápsula polissacarídica, a qual é composta majoritariamente por glucuroxilomanana (GXM) e 

por uma menor quantidade de galactoxilomanana (GalXM) e manoproteínas (Idnurm et al., 

2005). Já é bem estabelecido que esta cápsula polissacarídica possui propriedades 

imunomodulatórias, uma vez que afeta a migração de células imunes, a secreção de citocinas 

e a apresentação do MHC, além de interferir na fagocitose e inibir a ativação da via clássica 

do complemento (Coelho, Bocca e Casadevall, 2014). A produção do pigmento melanina 

também é considerado um fator de virulência conferindo proteção contra fagocitose e morte 

oxidativa por macrófagos e contribuindo para a disseminação extrapulmonar das leveduras 

(Kronstad et al., 2011). O fungo possui a capacidade de desenvolvimento e replicação 

intrafagossômico, tendo que sobreviver ao ataque antimicrobiano e a pouca disponibilidade de 

nutrientes (Johnston e May, 2013). Além destes fatores o fungo possui uma série de enzimas 

que facilitam a infecção e disseminação, tais como a urease e fosfolipase B (Kronstad et al., 

2011). 

A rota de infecção inicia através da inalação de propágulos infecciosos, os quais 

podem ser leveduras dessecadas ou esporos, do ambiente até os pulmões (Figura 1). A 

colonização do hospedeiro pode levar a diferentes resultados dependendo de uma complexa 

interação dos fatores de virulência do patógeno com a resposta imune do hospedeiro. Sendo 

assim, a inalação do fungo pode resultar no (i) não desenvolvimento da doença, quando o 

patógeno consegue ser eliminado pelo sistema imune do hospedeiro; na (ii) infecção 

assintomática, na qual o patógeno entra em latência, formando granulomas, e pode ser 

reativado quando o hospedeiro torna-se imunocomprometido; na (iii) doença pulmonar, 

caracterizada pela presença de nódulos pulmonares e inflamação do órgão ou na (iv) doença 

disseminada, na qual o patógeno consegue entrar na corrente sanguínea e através deste 

alcançar outros órgãos (Sabiiti e May, 2012). C. neoformans possui um imenso tropismo para 

o sistema nervoso central, porém este fato não foi observado em C. gattii embora este 

patógeno também consiga atravessar a barreira hemato-encefálica (Ngamskulrungroj et al., 

2012).   
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Figura 1. Rota de infecção de Cryptococcus spp. O fungo sobrevive no solo geralmente associado a árvores e 

excretas de pombos, possuindo a capacidade de infectar outros hospedeiros mamíferos. A infecção ocorre por 

inalação de esporos ou células leveduriformes dessecadas, que se depositam nos alvéolos pulmonares, causando 

pneumonia, e podem se disseminar para outros órgãos por via hematogênica, dentre eles o sistema nervoso 

central causando uma forma mais grave da doença conhecida como meningoencefalite. Adaptado de Lin e 

Heitman, (2006).  

 

 

1.2 Resposta imune à Criptococose 

 

Durante o processo infeccioso, o sistema imune do hospedeiro ativa uma resposta com 

o objetivo de eliminar o patógeno, a qual varia conforme a espécie invasora. Na infecção por 

Cryptococcus spp., se fazem presentes tanto elementos da imunidade inata como da 

imunidade adaptativa, sendo os macrófagos e as células dendríticas os elementos centrais para 

uma resposta efetiva contra o fungo (Shoham e Levitz, 2005).  

As leveduras do complexo Cryptococcus spp. ao entrar nas vias áereas superiores do 

hospedeiro encontram a barreira física do muco, além da ação ciliar e turbulência do ar e desta 

forma, poucas células conseguem alcançar o pulmão (Shoham e Levitz, 2005). Aquelas que 

atingem o parênquima pulmonar acionam uma resposta imune, a qual se mostra distinta 

conforme a espécie: C. neoformans causa uma maior produção de uma resposta inflamatória 

protetora, através do estímulo de secreção de citocinas como IFN-γ, TNF-α, ao contrário da 

resposta iniciada por C. gattii (Cheng, Sham e Kronstad, 2009).  

No alvéolo, o fungo interage tanto com macrófagos, pelo qual é fagocitado, quanto 

com células epiteliais pulmonares. Existem fortes evidências de que as células epiteliais 

pulmonares conseguem induzir uma resposta imune localizada, através da secreção de 
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citocinas, quimiocinas e peptídeos antimicrobianos, além de servir como uma barreira física 

para exclusão dos propágulos infecciosos inalados (Bals e Hiemstra, 2004). Para C. 

neoformans já é descrito que o polissacarídeo GXM presente em sua cápsula medeia a 

interação do fungo com células epiteliais pulmonares (Barbosa et al., 2006) e que esta 

interação, através do receptor CD14, resulta na produção da interleucina pró-inflamatória IL-8 

(Barbosa et al., 2007).  

Macrófagos são células cruciais para o controle da criptococose, uma vez que a 

depleção deste tipo celular no hospedeiro diminui a sobrevivência deste após a infecção com 

C. neoformans, em modelo murino (Osterholzer et al., 2009). Entretanto, já foi demonstrada a 

presença das leveduras associadas com macrófagos dos hospedeiros tanto em infecções 

precoces quanto em infecções persistentes, evidenciando a importância da residência dentro 

de células fagocíticas pelas células fúngicas (Feldmesser et al., 2000). Dentro do fagossomo, 

o fungo encontra um ambiente com baixo pH, espécies reativas e privação de nutrientes, o que 

pode eliminá-lo (Shoham e Levitz, 2005). Porém, já foi observado que o fungo consegue 

proteger-se deste ambiente desfavorável e usa esta estratégia para disseminar-se para o 

sistema nervoso central ficando menos exposto ao sistema imune, um processo conhecido 

como cavalo de Tróia (Charlier et al., 2009). 

 

 

1.3 Imunidade Nutricional 

 

Metais de transição, tais como ferro, cobre e zinco, estão envolvidos em vários 

processos biológicos cruciais, sendo frequentemente incorporados em metaloproteínas, tais 

como metaloenzimas, proteínas de armazenamento e fatores de transcrição, e por este motivo 

são extremamente necessários para a sobrevivência de todos os organismos vivos (Hood e 

Skaar, 2012). Fazendo uso desta grande dependência dos metais e com o objetivo de proteger-

se de infecções, o hospedeiro limita a disponibilidade de metais de transição ou outros 

nutrientes, como a glicose, para a utilização pelo patógeno, processo este denominado 

imunidade nutricional (Cassat e Skaar, 2012). Em alguns casos, entretanto, o organismo 

hospedeiro aumenta a concentração de determinado metal no interior da célula, tornando o 

ambiente intracelular tóxico para o patógeno (White et al., 2009). Ambos os processos fazem 

parte da imunidade inata e é descrito a sua ocorrência em uma vasta gama de espécies 

patogênicas.  
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1.3.1 Ferro 

 

Ferro é o metal de transição mais abundante no corpo humano e é considerado um 

nutriente essencial para a proliferação de patógenos, e por este motivo hospedeiros 

vertebrados limitam a disponibilidade deste metal, sendo este um potente mecanismo de 

defesa contra infecções (Hood e Skaar, 2012). A resistência natural a infecções é um 

mecanismo de proteção que depende de níveis extremamente baixos de ferro livre nos tecidos 

e fluídos corporais (Bullen 2006). No organismo humano, os locais que possuem a maior 

quantidade de ferro estão relacionados à sua associação ao heme, onde é requerido para 

transporte de oxigênio pela hemoglobina ou o estoque de oxigênio pela mioglobina, estocada 

intracelularmente pela proteína ferritina, ou ainda circulando ligado a transferrina, a qual é 

responsável pela distribuição do metal nas células (Johnson e Wessling-Resnick, 2012). Além 

disso, a proteína transferrina realiza o sequestro do metal no plasma e no líquido 

cefalorraquidiano (Weinberg, 2009), sendo esta molécula uma das principais moléculas de 

defesa contra micro-organismos (Schaible e Kaufmann, 2004). 

Lactoferrina, um potente quelante de ferro extracelular, membro da família das 

transferrinas, também está envolvido na modulação da quantidade de ferro disponível. Esta 

proteína esta presente na maioria das secreções, tais como saliva, lágrimas e o leite materno 

(Ward, Uribe-Luna e Conneely, 2002). Sua secreção está associada com a citocina pró-

inflamatório TNF-α, liberando-a de grânulos neutrofílicos no sítio da infecção (Afeltra et al., 

1997). Foi relatada que a adição exógena de lactoferrina reduziu a quantidade da carga 

pulmonar de Mycobacterium tuberculosis em modelo murino com sobrecarga de ferro, 

evidenciando a sua importância na resposta inata a infecções (Schaible et al., 2002). 

No microrganismo Candida albicans foi observado que a privação de ferro acarreta 

uma redução do crescimento celular (Holbein e Mira De Orduña, 2010), além de aumentar a 

suscetibilidade a antifúngicos, visto que regula negativamente o gene ERG1, responsável pela 

produção de ergosterol (Prasad et al., 2006). Sendo o ergosterol um constituinte essencial da 

membrana fúngica, a diminuição na sua quantidade leva a um aumento da fluidez da 

membrana celular e com isso uma maior difusão dos antifúngicos, entre eles o fluconazol 

(Prasad et al., 2006). Além do efeito no ergosterol, a privação do metal afeta a biossíntese de 

esfingolipídios, também constituintes da membrana celular, e diminui a expressão de genes 

envolvidos na sinalização por calcineurina (Hameed et al., 2011). 
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Em C. neoformans, o fator de transcrição Cir1 foi identificado como o responsável por 

regular a expressão de genes envolvidos no transporte e na homeostase de ferro (Choi et al., 

2012). Durante a privação deste metal, foi observado por análises globais de transcritoma que 

o gene CIG1 foi o gene com maior taxa de indução de transcritos frente à condição controle 

(Lian et al., 2005). Mutantes nulos deste gene exibem alterações na cápsula polissacarídica, 

um dos maiores fatores de virulência do fungo, e uma demora no crescimento quando a fonte 

de ferro é o heme (Kronstad, Cadieux e Jung, 2013).  

 

1.3.2 Cobre 

 

O metal cobre é essencial para vários processos metabólicos, dentre eles a manutenção 

e o desenvolvimento do sistema imune, sendo, por exemplo, o componente essencial da 

enzima superóxido dismutase, a qual catalisa a produção de peróxido de hidrogênio em 

neutrófilos e monócitos (Maggini et al., 2007). Foi observado também que macrófagos 

proveniente de ratos com deficiência de cobre possuíam habilidade comprometida na 

eliminação de C. albicans (Babu e Failla, 1990). Entretanto, a concentração deste metal deve 

ser muito bem controlada, pois é tóxico em excesso devido a sua alta capacidade de doar e 

receber elétrons, causando danos a proteínas, lipídios e DNA não somente do patógeno, o que 

é desejado, mas também das células do organismo do hospedeiro (Veldhuis et al., 2009).  

O transporte de cobre e a sua homeostase são mantidos pelas proteínas da família CTR 

e de ATP7 (Stafford et al., 2013). Já é descrito que tanto IFNγ, quanto LPS, realizam a 

regulação das vias de transporte de cobre por macrófagos, aumentando a sua captação durante 

a interação com patógeno (White et al., 2009) e deslocando-o para o fagossomo, através da 

proteína de transporte ATP7A, para a destruição do patógeno alvo (Stafford et al., 2013). 

Além destas, a proteína ceruplasmina também é responsável pela homeostase de cobre no 

organismo humano, sendo mais de 95% deste metal no soro ligado a esta proteína (Gray et 

al., 2009). 

Em relação a homeostase de cobre em C. neoformans observou-se que este metal 

participa de fatores importantes na virulência do fungo, relacionado com a enzima Cu/Zn 

superóxido dismutase, que possui papel na proteção do fungo contra espécies reativas de 

oxigênio (Cox et al., 2003), a enzima lacase, responsável pela melanização da levedura (Salas 

et al., 1996), além de estar envolvido com a aquisição de ferro, sendo o substrato da enzima 

transportadora Fet3 (Sedlák et al., 2008). A deficiência na aquisição de cobre, pela falta do 

transportador Ctr4, provoca uma redução na melanização, no crescimento do fungo em meio 
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com poucos nutrientes, uma diminuição na fagocitose e uma atenuada virulência durante a 

infecção de camundongos (Waterman et al., 2012). 

 

1.3.3 Zinco 

 

O metal zinco é essencial para o desenvolvimento e crescimento da maioria dos 

organismos (Prasad, 2008) e, em humanos, é o segundo metal de transição mais abundante 

(Andreini et al., 2006). O zinco é essencial para o adequado funcionamento de quase todos os 

elementos participantes do sistema imune (Beck et al., 1997). Foi demonstrado através da 

indução experimental de uma leve deficiência de zinco em humanos, a diminuição na relação 

de células T CD4
+
 para CD8

+
 e diminuição da resposta Th1, avaliada pela secreção de IFNγ, 

IL-2 e TNFα (Beck et al., 1997). 

A homeostase de zinco em células mamíferas é mantida por metalotioneinas (MT), 

que são proteínas ligadoras de zinco que controlam a distribuição celular deste metal (Maret e 

Vallee, 1998) e por duas famílias de proteínas transportadoras de zinco, a família (Zrt- and 

Irt-like proteins SLC39A) e ZnT (Zinc Transporters SLC30A) (Stafford et al., 2013). Durante 

processos infecciosos, pode ser observada uma alteração na homeostase de zinco, ocorrendo 

de maneira distinta para cada patógeno. Durante a infecção por Mycobacterium tuberculosis e 

Mycobacterium avium observou-se um acúmulo de zinco no fagossomo em resposta ao 

patógeno como mecanismo de defesa, promovido pelas citocinas ativadoras de macrófagos 

TNFα e IFNγ (Wagner et al., 2005). Já o microrganismo Histoplasma capsulatum induz uma 

privação de zinco como parte da resposta dos macrófagos à sua presença, o que causa a 

diminuição no desenvolvimento do fungo (Winters et al., 2010). 

Calprotectina, um heterodímero formado por calgranulina A (S100A8) e calgranulina 

B (S100A9), também possui importância na homeostase de zinco, uma vez que realiza ligação 

com zinco e manganês, quelando estes metais (Corbin et al., 2008) (Figura 2). Esta proteína 

está presente no citoplasma de neutrófilos, numa proporção de 40-50% da composição 

proteica, e está amplamente relacionada com um papel antimicrobicida contra uma ampla 

gama de bactérias e fungos, dentre eles Salmonella enterica, Aspergillus spp. e Candida spp.  

(Hood e Skaar, 2012). No fungo C. neoformans foi mostrado que a exposição da levedura à 

calprotectina causa inibição do crescimento e morte celular (Mambula et al., 2000). 
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Figura 2. Zinco e magnésio são sequestrados pela família de proteínas S100 no hospedeiro. S100A7 é liberada na 

superfície do epitélio, inibindo a invasão de microrganismos através da ligação ao zinco. Dentro dos tecido, a 

infecção leva ao recrutamento de neutrófilos, os quais secretam calprotectina (heterodímero de S100A8 e 

S100A9) no abcesso tecidual. Calprotectina inibe o desenvolvimento do patógeno através da diminuição da 

biodisponibilidade de magnésio e zinco. A fogocitose do patógeno pelos macrófagos resulta numa diminuição de 

captação de zinco, um aumento no efluxo de zinco do citoplasma da célula fagocítica e efluxo de magnésio e 

ferro do fagossomo através da proteína de macrófagos associada com a resistência natural 1 (NRAMP1, do 

inglês natural resistance-associated macrophage protein 1). Adaptado de Hood e Skaar, (2012).    

 

Defensinas são membros pertencentes a uma grande família de peptídeos 

antimicrobianos, com tamanho em torno de 100 aminoácidos, que contribuem para a atividade 

microbicida de granulócitos e de células epiteliais (Ganz, 2003).  Em humanos foram 

descritas duas grandes classes de defensinas, as α-defensinas, abundante em neutrófilos, 

alguns macrófagos e células de Paneth, e as β-defensinas, produzidas em maior quantidade 

por células epiteliais de diferentes órgãos (Silva, Gonçalves e Santos, 2014).  Embora mais 

caracterizada na literatura como presente nas criptas do intestino humano, onde é secretada 

pelas células de Paneth (Figura 3) (Selsted e Ouellette, 2005) a defensina humana 5 (hD5), 

uma α-defensina, já foi vista sendo expressa em células do trato reprodutor feminino, e outras 

α-defensinas já foram identificadas em rins de coelho (Ghosh et al., 2002). Recentemente foi 

descrito que a defensina humana 5 possui ligação com o metal zinco, passando da forma 
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reduzida para a forma oxidada e nesta conformação persiste por mais tempo na circulação 

(Zhang et al., 2013). A metalotioneína 7 (MMP7), proteína ligadora de zinco, foi relacionada 

com a clivagem de pro α e β-defensinas para a sua forma ativa (Wilson et al., 2009). Além 

disso, foi descrito que o zinco, juntamente com isoleucina, possuem papel na indução da 

expressão de β-defensinas por células epiteliais intestinais (Mao et al., 2013).  

 

Figura 3. Defensinas humanas são liberadas nas criptas do intestino. O intestino delgado é formado por 

vilosidades absortivas espaçadas por criptas – cavidades estreitas contendo um aglomerado de células de Paneth 

ricas em defensinas na base. Os grânulos das células de Paneth possuem altas concentrações de pró-defensina 5, 

consistindo em segmentos inativos (círculos azuis) junto com a defensina humana 5 (círculos vermelhos), além 

de moléculas de tripsina (triângulos verdes). Após a degranulação das células de Paneth, induzida pela presença 

de bactérias no lúmen intestinal, a defensina 5 é clivada pela tripsina liberando o segmento inativo. Adaptado de 

Ganz (2003). 

 

Recentemente, foi demonstrado pelo nosso grupo, que a levedura C. gattii necessita de 

um adequado metabolismo de zinco para o seu completo potencial infectivo (Schneider et al., 

2012). Entretanto, pouco foi descrito sobre a importância de zinco durante a interação com o 

organismo hospedeiro, principalmente a função deste metal na relação da levedura com as 

células epiteliais pulmonares, primeira barreira encontrada pelo fungo após a sua inalação. 
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Visto que este metal tem grande importância no sistema imune e que as células epiteliais 

possuem grande papel na eliminação de patógenos, faz-se necessários mais estudos 

envolvendo a relação patógeno-hospedeiro e o metabolismo de zinco no modelo de C. gattii.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

O presente projeto teve como objetivo avaliar a atividade antifúngica de células 

epiteliais pulmonares e a expressão de proteínas ligadoras de zinco na imunidade inata e sua 

associação como um mecanismo de imunidade nutricional no modelo C. gattii. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Avaliar a atividade antifúngica das células epiteliais pulmonares contra o fungo 

C. gattii; 

 

 Avaliação da viabilidade celular das células epiteliais na presença de diferentes 

concentrações de zinco; 

 

 Avaliar a atividade antifúngica das células epiteliais pulmonares contra C. 

gattii na presença de diferentes concentrações de zinco; 

 

 Avaliar quantitativamente a expressão de defensinas pelas células epiteliais 

pulmonares durante a interação com células de C. gattii viáveis ou mortas pelo 

calor; 
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3 ARTIGO CIENTÍFICO 

 

 

O manuscrito intitulado “Células epiteliais pulmonares apresentam atividade 

antifúngica através da expressão de proteínas ligadoras de zinco em modelo de C. gattii” foi 

formatado conforme normas para publicação no periódico MICROBES AND INFECTION. 

Para facilitar a análise, as figuras e suas respectivas legendas são apresentadas junto ao corpo 

do texto. 
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RESUMO 

 

Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gatti são os causadores da doença criptococose, a 

qual pode acometer pulmões e sistema nervoso central. A infecção inicia através da inalação 

de propágulos infecciosos que se alojam no pulmão. Células epiteliais pulmonares são o 

primeiro obstáculo encontrado pelo fungo, atuando tanto como uma barreira física, como pela 

secreção de citocinas e peptídeos antimicrobianos, dentre eles quelantes de metais. O objetivo 

deste trabalho foi avaliar a atividade antifúngica de células epiteliais pulmonares e a 

expressão de transcritos de genes de proteínas ligadoras de zinco como mecanismo de 

imunidade inata em modelo de C. gattii. Observamos que a presença de células epiteliais 

pulmonares viáveis, em co-cultivo com C. gatti, levam a uma menor recuperação de unidades 

formadoras de colônias do que quando esse cultivo é realizado com células epiteliais mortas. 

Quando o meio de co-cultivo era suplementado com zinco, a atividade antifúngica 

apresentada foi suprimida. A expressão de S100A8, S100A9 e hD5 pelas células epiteliais 

mailto:staats@cbiot.ufrgs.br
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pulmonares foi avaliada e observamos que ambos os genes aumentam sua expressão durante o 

co-cultivo. Em conclusão, sugerimos que as células epiteliais pulmonares apresentam ação 

antifúngica, possivelmente pelo aumento da secreção de proteínas ligadoras de zinco, 

ocorrendo então diminuição da biodisponibilidade deste metal para o uso de C. gatti. 

 

Palavras-chave: Cryptococcus. Células epiteliais pulmonares. Zinco. Calprotectina. 

Defensinas.  

 

 

ABSTRACT 

 

Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii are the causing of cryptococcal disease, 

which can affect the lungs and central nervous system. The infection starts via inhalation of 

infectious propagules, which become lodged in the lung. Pulmonary epithelial cells are the 

first barrier encountered by the fungus to cause the disease and it is known that they also 

secrete cytokines and antimicrobial peptides, including metal chelators. Thus, the aim of this 

study was to evaluate the antifungal activity of pulmonary epithelial cells and the expression 

of transcript genes of zinc-binding proteins as a mechanism of innate immunity in C. gattii 

model. We observed that the presence of viable A549 lung epithelial cells in co-culture with 

C. gattii, lead to a lower recovery of colony-forming units than when epithelial cells were 

dead. When the co- cultivation medium was supplemented with zinc, the presented antifungal 

activity was suppressed. The expression of S100A8, S100A9 and human defensin 5 by 

pulmonary epithelial cells was assessed and we observed that the expression of all three genes 

is increased during co-cultivation with the fungus. In conclusion, we suggest that pulmonary 

epithelial cells have antifungal activity, increasing secretion of zinc-binding proteins, thus 

reducing the bioavailability of this metal to the yeast C. gattii.  

 

Keywords: Cryptococcus, pulmonary epithelial cells, zinc, calprotectin, defensins.   
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii são as únicas leveduras patogênicas 

do gênero Cryptococcus, sendo essas os agentes etiológicos responsáveis pela doença 

criptococose [1], a qual acomete vários órgãos, dentre eles a pele, os ossos, a glândula 

prostática, o fígado, o baço, os nódulos linfáticos, os pulmões e o sistema nervoso central [2]. 

O fungo C. neoformans é dito um patógeno oportunista, acometendo principalmente 

indivíduos imunocomprometidos, dentre estes pacientes com HIV/AIDS e recém-

transplantados. Este fungo causa cerca de um milhão de casos de meningoencefalite por ano 

em pacientes com AIDS, acarretando aproximadamente 600 mil mortes [3]. A espécie C. 

gattii, entretanto, é capaz de causar infecção em indivíduos imunocompetentes sendo a 

responsável por um surto em curso acometendo pessoas saudáveis e animais no oeste da 

América do Norte [4]. Apesar de possuir a habilidade de causar a doença em indivíduos 

imunocompetentes, C. gattii não possui predileção por hospedeiro, sendo capaz de infectar 

também imunocomprometidos [5]. 

Ambas as espécies C. neoformans e C. gatii compartilham fatores de virulência 

essenciais para a infecção e a disseminação da doença. Os principais fatores são (i) a 

produção de uma cápsula polissacarídica, a qual possui propriedades imunomodulatórias, 

como a inibição da fagocitose realizada por macrófagos, e a diminuição dos níveis séricos das 

proteínas complemento [6]; (ii) a produção do pigmento melanina, principalmente, através da 

oxidação das catecolaminas, que confere proteção contra danos oxidativos e contribui para a 

disseminação extrapulmonar do fungo [4]; (iii) o crescimento a 37 ºC, sendo este um fator 

indispensável para a disseminação em mamíferos [1], e (iv) a capacidade sobrevivência e o 

desenvolvimento intrafagossômico [7]. Além destes fatores, o fungo possui uma série de 

enzimas que facilitam a infecção e disseminação, tais como a urease e fosfolipase B [4]. 

A rota de infecção de ambos os fungos inicia através da inalação de propágulos 

infecciosos, os quais podem ser esporos ou leveduras dessecadas, de fontes ambientais. 

Devido à interação do patógeno com os elementos do sistema imune, pode-se obter diferentes 

resultados: (i) não desenvolvimento da doença, quando o patógeno consegue ser eliminado 

pelo sistema imune do hospedeiro; (ii) infecção assintomática, na qual o patógeno entra em 

latência, formando granulomas, e pode ser reativado quando o hospedeiro torna-se 

imunocomprometido; (iii) doença pulmonar, caracterizada pela presença de nódulos 
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pulmonares e inflamação do órgão e (iv) doença disseminada, na qual o patógeno consegue 

entrar na corrente sanguínea e através deste alcançar outros órgãos [2].  

O sistema imune humano, responsável pelo combate aos patógenos, possui duas 

grandes linhas de defesa, as quais apresentam efeito sinérgico, a imunidade inata e a 

imunidade adaptativa. Na infecção por Cryptococcus spp. os componentes da imunidade inata 

que estão mais presentes são: o sistema complemento e as células fagocíticas, principalmente 

macrófagos e células dendríticas [8]. Já os componentes da imunidade adaptativa presentes 

durante a infecção por Cryptococcus spp. são a resposta imune mediada por anticorpos e 

principalmente por resposta celular, sendo a resposta Th1 a mais efetiva na remoção do 

patógeno [9]. No alvéolo, o fungo interage tanto com macrófagos, pelo qual é fagocitado, 

quanto com células epiteliais pulmonares. Existem grandes evidências de que as células 

pulmonares epiteliais conseguem induzir uma resposta imune localizada, através da secreção 

de citocinas, quimiocinas e peptídeos antimicrobianos, tais como as defensinas, além de servir 

como uma barreira física para exclusão dos propágulos infecciosos inalados [10].  

Metais de transição, como ferro, cobre e zinco, estão envolvidos em vários processos 

biológicos cruciais, sendo necessários para a sobrevivência de todos os organismos vivos 

[11]. Como parte da imunidade inata, o hospedeiro limita a disponibilidade de metais de 

transição ou outros nutrientes, como a glicose, para o patógeno, sendo este processo 

denominado imunidade nutricional [12]. O zinco é o metal de transição não-redutor mais 

ubíquo, estando relacionado tanto com proteínas estruturais como naquelas com função 

catalítica, sendo assim um indispensável micronutriente para todos os organismos [13]. O 

zinco é essencial para o adequado funcionamento de quase todos os elementos participantes 

do sistema imune [14]. Foi demonstrado através da indução experimental de uma leve 

deficiência de zinco em humanos, a diminuição na relação de células T CD4
+
 para CD8

+
 e 

diminuição da resposta Th1, avaliada pela secreção de IFNγ, IL-2 e TNFα [14].  

Microrganismos patogênicos necessitam de zinco para a multiplicação e o 

desenvolvimento da infecção [15]. Linhagens mutantes de Candida albicans para um 

importante fator de transcrição regulador da homeostase de zinco, Csr1, demonstraram 

redução no crescimento e defeitos na filamentação [16]. Foi recentemente demonstrado pelo 

nosso grupo que o adequado metabolismo deste metal é fundamental para a virulência de C. 

gattii [17]. Também já foi descrito que a presença desse metal, em concentrações da ordem de 

micromolar, aumenta a atividade antimicrobiana de moléculas efetoras presentes nas vias 

aéreas humanas [18].  
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Calprotectina, um heterodímero formado por calgranulina A (S100A8) e calgranulina 

B (S100A9), possui, juntamente com transportadores e metalotioneínas [19], importância na 

homeostase de zinco, uma vez que realiza ligação com zinco e manganês, quelando estes 

metais [20]. Essa proteína está presente no citoplasma de neutrófilos e está amplamente 

relacionada com um papel antimicrobicida contra uma gama de bactérias e fungos, dentre eles 

Salmonella enterica, Aspergillus spp. e Candida spp. [11]. No fungo C. neoformans foi 

demonstrado que a exposição da levedura à calprotectina causa inibição do crescimento e 

morte celular [21]. As defensinas, membros pertencentes a uma grande família de peptídeos 

antimicrobianos que contribuem para a atividade microbicida de granulócitos e de células 

epiteliais [22], foram descritos apresentando interações com zinco [23-25]. A defensina 

humana 5, descrita principalmente presente nas células de Paneth do intestino delgado, possui 

ligação com o metal zinco, responsável pela passagem da forma reduzida para a forma 

oxidada, que nesta última conformação persiste um maior tempo na circulação [23].  A 

metalotioneína 7 (MMP7), proteína ligadora de zinco, foi relacionada com a clivagem das 

pró-defensinas para a forma ativa [24]. Além disso, foi descrito que o zinco, juntamente com 

isoleucina, apresenta papel na indução da expressão de β-defensinas por células epiteliais 

intestinais de porcos [25]. 

Sendo o zinco um metal de grande importância para a biologia do fungo e sua 

interação com o hospedeiro, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antifúngica de 

células epiteliais pulmonares e a expressão de proteínas ligadoras de zinco na imunidade inata 

e sua associação como um mecanismo de imunidade nutricional no modelo fúngico C. gattii.  
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1 Linhagens celulares e meios de cultivo 

 

Para o desenvolvimento do projeto foram utilizadas as linhagens R265 de 

Cryptococcus gattii e H99 de Cryptococcus neoformans var. grubii, cultivadas rotineiramente 

em meio YPD (2% de glicose, 2% de peptona e 1% de extrato de levedura) e incubadas em 

plataforma giratória (200 rpm) na temperatura de 30 ºC. A linhagem celular A549 

(gentilmente cedida pelo Prof. Fábio Klamt, do Departamento de Bioquímica – UFRGS), 

derivada de um carcinoma epitelial de pulmão humano, foi cultivada em meio DMEM com 

alta concentração de glicose e suplementado com 10% de soro fetal bovino, penicilina 20 

U/mL, estreptomicina 20 µg/mL e canamicina 150 µg/mL. A incubação foi realizada em 

ambiente úmido, com temperatura controlada em 37 ºC e concentração de CO2 em 7,5%. 

 

2.2 Avaliação da atividade antifúngica das células epiteliais pulmonares contra C. gattii e 

C. neoformans 

 

Com o intuito de avaliar se a presença da linhagem A549 afeta a multiplicação de C. 

gattii R265 ou de C. neoformans H99, foi realizado um co-cultivo das linhagens em três 

diferentes condições: A549 viável com R265/H99, A549 mortas com R265/H99 e somente  

células fúngicas R265/H99.  

As células foram cultivadas em meio DMEM com alta concentração de glicose e 

suplementado com 10% de soro fetal bovino; incubadas em ambiente úmido com 7,5% de 

CO2 e temperatura de 37 ºC. Células de C. gattii R265 e de C. neoformans H99 foram 

cultivados em YPD, lavadas três vezes com PBS e adicionadas nos poços já contendo células 

de A549 na proporção de uma célula de levedura para cada célula de A549 (1x10
5
 células por 

poço). Para obtenção as células de A549 mortas, realizou-se uma incubação destas com 

100µL do reagente DMSO puro por 10 minutos, seguido de três lavagens com 100 µL tampão 

PBS, antes da adição da levedura R265 ou H99. Após 20 horas de interação, o sobrenadante e 

as células lisadas, com tampão PBS acrescido de Triton X-100 0,05% (v/v), foram recolhidos, 

realizadas diluições seriadas e semeadas em meio YPD sólido para a determinação do número 

de unidades formadoras de colônia (UFC). 
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2.3 Avaliação da viabilidade celular das células epiteliais pulmonares linhagem A549 

frente a condições de suplementação de zinco 

 

Células da linhagem A549 (1x10
5
 células por poço) foram cultivadas em placas de 96 

poços em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino e crescentes 

concentrações de ZnCl2. As concentrações de ZnCl2 testadas foram de 50 nM, 100 nM, 200 

nM, 400 nM, 800 nM, 1600 nM e 3200 nM. A avaliação da viabilidade celular dos cultivos 

foi realizada através do ensaio de redução de metil-tiazolil-tetrazólio (MTT) à formazan pela 

ação de desidrogenases mitocondriais presentes em células metabolicamente ativas, conforme 

protocolo previamente descrito [26]. Após o cultivo com as diferentes concentrações de 

ZnCl2, os poços foram lavados com PBS e adicionado MTT (5 mg/mL) seguido de incubação 

por 3 horas à 37ºC, com 7,5% de CO2. Após este período, o reagente MTT foi removido e 

adicionado DMSO para dissolução dos cristais de formazan e posterior determinação da 

absorbância em espectrofotômetro de placas (Spectramax M5) nos comprimentos de onda de 560 

nm e 670 nm (background).   

 

2.4 Avaliação da atividade antifúngica de células epiteliais pulmonares contra C. gattii na 

presença de diferentes concentrações de zinco 

 

Células epiteliais pulmonares A549 foram cultivadas em meio DMEM com alta 

concentração de glicose e suplementado com 10% de soro fetal bovino; incubadas em 

ambiente úmido com 7,5% de CO2 e temperatura de 37ºC. Células de C. gattii linhagem R265 

foram cultivados em YPD, lavadas três vezes com PBS e adicionadas nos poços já contendo 

células de A549 na proporção de uma célula de R265 para cada célula de A549 (1x10
5
 células 

por poço). Neste momento, o meio foi suplementado com diferentes concentrações de zinco, a 

fim de avaliar se este afeta a multiplicação das células da levedura na presença das células 

epiteliais pulmonares. Após 20 horas de interação, as células foram lisadas com tampão PBS 

acrescido de Triton X-100 2% (v/v) e, juntamente com o sobrenadante do cultivo, foram 

realizadas diluições seriadas e semeadas em YPD sólido para realizar a contagem das 

unidades formadoras de colônias (UFC). 
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2.5 Avaliação quantitativa da expressão de defensina e calprotectina pelas células 

epiteliais pulmonares durante a interação com células de C. gattii em diferentes 

concentrações de zinco. 

 

Para avaliação da expressão dos genes da defensina humana 5 (hD5), da calgranulina 

A (S100A8) e da calgranulina B (S100A9) foi utilizado a metodologia de PCR quantitativo em 

tempo real (qRT-PCR) associado à transcrição reversa. Foi extraído RNA de células epiteliais 

pulmonares de três condições distintas: somente A549, A549 com R265 e A549 com R265 

morto por calor. Em todas as condições as células foram cultivadas em DMEM com alta 

concentração de glicose e suplementado com 10% de soro fetal bovino; incubadas em 

ambiente úmido com 7,5% de CO2 e temperatura de 37ºC. A proporção utilizada foi de 1:1 

células de R265 para A549 (1x10
5
 células por poço). Após os tempos de interação de 4 horas 

e de 20 horas, o RNA das células epiteliais foi isolado com o reagente Trizol® (Invitrogen). O 

tratamento com DNAse, assim como a síntese de cDNA, o PCR em tempo real e a quantificação 

da expressão relativa dos genes foi adaptada de protocolos já descritos [17]. Os primers utilizados 

estão descritos na Tabela 1. Como normalizador utilizou-se o gene da β-actina. 

 

Tabela 1. Primers utilizados nas reações de qRT-PCR 

Primer Sequência Tamanho (pb) Gene ID 

β-actina forward 5’- TTAGTTGCGTTACACCCTTTC-3’ 21 
60 

β-actina reverse 5’- CTGTCACCTTCACCGTTC - 3’ 18 

hD5 forward 5’- CGCCATCCTTGCTGCCATTCT-3’ 21 
1670 

hD5 reverse 5’- AACGGCCGGTTCGGCAATAGC-3’ 21 

S100A8 forward 5’- GGGATGACCTGAAGAAATTGCTA-3’ 23 
6279 

S100A8 reverse 5’- TGTTGATATCCAACTCTTTGAACCA-3’ 25 

S100A9 forward 5’- GTGCGAAAAGATCTGCAAAATTT-3’ 23 
6280 

S100A9 reverse 5’- GGTCCTCCATGATGTGTTCTATGA-3’ 24 

 

 

2.6 Análises Estatísticas 

 

Os gráficos e as análises estatísticas por Student t test foram realizados utilizando o 

software Graph Pad Prism 6. Os valores são expressos como média das replicatas ± desvio 

padrão. 
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3 RESULTADOS 

 

Com o objetivo de avaliar se as células epiteliais pulmonares linhagem A549 possuíam 

atividade antifúngica contra a levedura C. gattii R265, as duas linhagens celulares foram co-

cultivadas e após 20 horas foram determinadas as unidades formadoras de colônias. 

Verificou-se que a quantidade de células fúngicas recuperadas quando estas estavam na 

presença de células epiteliais viáveis foi menor do que quando as células epiteliais 

pulmonares estavam mortas (Fig. 1A), evidenciando a presença de algum fator antifúngico 

expresso pelas células mamíferas. A fim de verificar se este fato era espécie-específico, o 

mesmo experimento foi realizado com a linhagem H99 de C. neoformans var. grubbii, sendo 

obtido a mesma tendência de redução do número de UFCs de levedura (Fig. 1B). Desta 

forma, podemos afirmar que células de epitélio pulmonar humana produzem moléculas 

capazes de conter parcialmente o desenvolvimento de espécies patogênicas do gênero 

Cryptococcus. 

 

 

Fig 1. Células epiteliais pulmonares apresentam atividade antifúngica. A interação de células epiteliais A549 

viáveis com células de levedura de C. gattii (A) ou C. neoformans (B) apresentou uma menor quantidade de 

unidades formadoras de colônias (UFC) do que a interação de células dos fungos testados com células epiteliais 

A549 mortas. Os dados apresentados representam a média ± DP de três réplicas experimentais de cada uma das 

três réplicas técnicas. Os valores foram normalizados pela condição A549 viável + R265 (A) ou A549 viável 

+H99. O teste utilizado foi t-Student. * p < 0,05. 

 

Como o metal zinco está amplamente relacionado com vários aspectos do sistema 

imune, além de ser de grande importância para o desenvolvimento de vários organismos [27] 

avaliou-se se a suplementação do meio com zinco, na forma de ZnCl2, afeta a atividade 
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antifúngica das células epiteliais pulmonares em co-cultivo com o fungo C. gatti. Observou-se 

que a suplementação do meio com o ZnCl2, mesmo em concentrações menores em relação 

àqueles corriqueiramente encontradas no plasma, levou a uma maior recuperação de unidades 

formadoras de colônias, ou seja, um melhor desenvolvimento da levedura, e isto aconteceu de 

uma maneira dose-dependente (Fig. 2). Assim, podemos sugerir que a adição exógena de 

zinco inibe a atividade antifúngica de células de epitélio pulmonar. 

 

 

Fig 2. A atividade antifúngica das células epiteliais pulmonares é revertida quando o meio é suplementado com 

cloreto de zinco. O meio celular foi suplementado com diferentes concentrações de cloreto de zinco (50 nM, 400 

nM, 3,2 μM) e avaliou-se, através da metodologia de unidades formadoras de colônias, a atividade antifúngica 

das células. Os dados apresentados representam a média ± DP de três réplicas experimentais de cada uma das 

três réplicas técnicas. Os valores foram normalizados pelo controle, condição sem adição de zinco. O teste 
utilizado foi t-Student. * p < 0,05 **p < 0,005.  

 

 

Como um método de confirmação de que a suplementação do meio com zinco 

realmente afeta a atividade antifúngica das células epiteliais e que isso não é devido a uma 

diminuição da viabilidade das mesmas, realizou-se um ensaio de viabilidade celular indireto, 

avaliando a atividade metabólica mitocondrial por intermédio da oxidação do substrato MTT. 

Não foi observada diminuição significativa da viabilidade das células epiteliais pulmonares nas 

concentrações de ZnCl2 testadas (Fig. 3). 
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Fig 3. A linhagem de células epiteliais pulmonares A549 não apresentou viabilidade diminuída frente às 

concentrações de cloreto de zinco testadas. Foram avaliadas diferentes concentrações do sal cloreto de zinco (50 

nM, 100 nM, 200 nM, 400 nM, 800 nM, 1,6 μM e 3,2 μM) a fim de verificar se havia alteração na viabilidade 
celular, o qual foi medido indiretamente através do teste de atividade mitocondrial por MTT.  

 

Visto que a adição exógena de zinco afeta a atividade antifúngica de células epiteliais 

pulmonares, levando a uma maior recuperação de células fúngicas viáveis, foi avaliada a 

possibilidade de que esta adição estaria  inibindo a atividade de importantes moléculas anti-

fúngicas secretadas por células do sistema imune inato, defensina humana 5 (hD5) e das 

proteínas calgranulina A (S100A8) e calgranulina B (S100A9), formadoras do heterodímero de 

calprotectina, já que é descrito na literatura a ligação destas com o metal zinco. Para tanto, 

foram realizados experimentos para quantificação dos níveis relativos de transcritos destes 

genes por qRT-PCR a partir de RNA extraído de grupos controle (apenas células A549), 

infectados (células A549 co-cultivada com C. gattii) ou células A549 interagindo com células 

de C. gattii mortas por calor em dois períodos distintos de incubação: 4 e 20 horas. 

Observamos um aumento na expressão dos transcritos das três proteínas avaliadas durante 4 

horas de interação entre o fungo, tanto viável quanto morto por calor, e as células epiteliais 

(Fig. 4A). O mesmo padrão foi obtido durante a interação de 20 horas para a hD5 e para 

S100A9, entretanto não foi observada mudança na expressão dos transcritos de S100A8 

durante este tempo maior de interação (Fig. 4B). Quando comparados os níveis de transcritos 

obtidos em 4 horas e em 20 horas de cada gene avaliado, hD5 (Fig 4C) apresentou um 

aumento na sua expressão, S100A8 (Fig. 4D) apresentou aumento significativo somente no 

controle e S100A9 (Fig 4C) apresentou uma diminuição nos níveis relativos de transcritos 

quando comparada a interação de 4 horas com 20 horas. Coletivamente, estes dados sugerem 
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que ocorre aumento da expressão de proteínas ligadoras de zinco durante a interação com C. 

gattii. 

 

Fig 4. A expressão da defensina hD5 e do complexo calprotectina é aumentada durante a interação com C. gattii. 

Foram avaliadas, através da metodologia de PCR quantitativo em tempo real, o nível de transcritos dos genes 

defensina humana 5 do complexo calprotectina (S100A8 e S100A9) após interação de 4 horas ou 20 horas. Em 

ambos os tempos testados (A, B), houve um aumento no nível relativo de transcritos dos três genes de interesse. 
Quando comparados os níveis de transcritos nos dois tempos avaliados, hD5 (C) apresentou um aumento ao 

longo do tempo, S100A8 (D) apresentou aumento significativo somente no controle e S100A9 (E) apresentou 

uma diminuição de níveis de transcritos no tempo de 20 horas comparando com 4 horas. Os dados apresentados 

representam a média ± DP de duas réplicas experimentais de cada uma das três réplicas biológicas. O teste 

utilizado foi t-Student. *p< 0,05. **p < 0,005. ***P < 0,0001. MC: morto por calor. 
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4 DISCUSSÃO 

 

As células epiteliais pulmonares são o primeiro obstáculo encontrado pelas leveduras 

de C. neoformans e de C. gattii que conseguem chegar até o parênquima pulmonar, visto que 

a rota de infecção acontece através da inalação de propágulos infecciosos [28]. Há muito 

tempo foi sugerido que as células epiteliais não fazem somente uma barreira física para o 

controle da disseminação de microrganismos, mas sim participam ativamente na eliminação 

de patógenos, contribuindo com a imunidade inata, pela secreção de uma vasta quantidade de 

petídeos antimicrobianos e citocinas pró-inflamatórias [29]. Já foi demonstrada interação de 

células epiteliais com outros fungos, além da sua descrição na interação com C. neoformans. 

A levedura Candida albicans, por exemplo, é capaz de infectar diversos tipos de células 

epiteliais, como células da córnea humana [30], e da gengiva [31].  

As células epiteliais pulmonares identificam a presença do patógeno através de 

receptores que reconhecem padrões moleculares presentes nos microrganismos, entre eles 

estão os receptores da família TLR (Toll-like receptor). Os receptores TLR possuem 

habilidade de ligação com uma grande gama de moléculas, tais como flagelina, 

lipopolissacarídeo e peptídeoglicano [31]. Para C. neoformans já foi descrito que o 

polissacarídeo GXM presente em sua cápsula medeia a interação do fungo com células 

epiteliais pulmonares [32] e que esta interação, através do receptor CD14, resulta na produção 

da interleucina pró-inflamatória IL-8 [33]. O receptor CD14, juntamente com a proteína MD2, 

forma parte do complexo do TLR4 [10]. Sendo assim, acreditamos ser provável uma ligação 

entre GXM do fungo, tanto de células vivas como de células mortas, com o receptor CD14 

das células epiteliais pulmonares levando a secreção de peptídeos antimicrobianos. 

A atividade antifúngica observada parece possuir relação com a diminuição da 

biodisponibilidade de zinco, uma vez que a adição do metal reverteu a ação das células 

epiteliais pulmonares. Como previamente foi demonstrado pelo nosso grupo, o fungo C. gattii 

necessita da presença de um adequado metabolismo de zinco para a sua virulência completa 

[17]. Outros fungos, como C. albicans e Aspergillus fumigatus também apresentaram uma 

diminuição no seu desenvolvimento e na sua virulência quando possuíam mutações em genes 

importantes para a regulação da homeostase de zinco [16, 34], evidenciando que este metal é 

essencial para vários patógenos. Aparentemente, o metal zinco se faz mais necessário do que 

outros metais, uma vez que a adição de zinco reverteu mais rapidamente a inibição do 

crescimento de C. albicans em meio com o quelante DTPA do que o ferro, mesmo sendo a 

ligação de ferro com DTPA mais estável [35]. Utilizar a privação de zinco como um 
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mecanismo de defesa já foi sugerida como um mecanismo de imunidade nutricional e foi 

observada a sua ocorrência por macrófagos com o objetivo de eliminar o fungo Histoplasma 

capsulatum  [36].  

Dentre as moléculas produzidas pelo organismo humano e, sabidamente, quelantes de 

zinco está a calprotectina [11]. Sua presença em fluídos de abcessos, devido à morte de 

neutrófilos e sua liberação extracelular, foi relacionada com a diminuição no desenvolvimento 

de uma grande variedade de fungos, dentre eles C. albicans, Candida glabrata e A. fumigatus 

[37]. Nossos resultados mostraram que a presença do fungo C. gattii leva a uma maior 

expressão de ambos os componentes da calprotectina pelas células epiteliais pulmonares, 

principalmente nas primeiras horas de interação. Já foi demonstrada a expressão destas 

proteínas por diferentes células epiteliais frente a diferentes estímulos; por exemplo, células 

da vagina de camundongos, na presença do fungo C. albicans, aumentam a expressão de 

S100A8 e S100A9 e o reconhecimento sugere-se ser mediado por TLR4, entre outros 

receptores [38].  

A produção de calprotectina pelas células epiteliais parece ser induzida pela expressão 

de IL-22 [39], sendo este, juntamente com IL-17A, considerado regulador da produção de 

antimicrobianos pelo pulmão. Estudos demonstraram que a citocina IL-22 é uma molécula 

crítica para a proteção de infecções por C. albicans em modelos vaginais [40] e que também 

medeia a defesa do hospedeiro contra pneumonias produzidas por bactérias gram-negativas 

[41]. Recentemente, foi observado que C. neoformans expressando IFN-γ humana (H99γ), em 

modelo murino, resultou em uma indução de resposta Th1, no aumento de IL-17A e na 

proteção contra posterior desafio contra a linhagem selvagem de C. neoformans [42]. Nesses 

camundongos desafiados com H99γ, foi visto um aumento na quantidade de S100A8 e 

S100A9 [43]. Além disso, avaliaram a produção dos mesmos peptídeos em camundongos 

knockout para a citocina IL-22 desafiados com C. neformans selvagem e observaram uma 

diminuição das concentrações destes peptídeos antimicrobianos [43]. Estes dois experimentos 

evidenciam a importância das citocinas IL-22, IFN-γ e IL-17A para a produção de S100A8 e 

S100A9. Sendo assim, a produção de calprotectina pelas células epiteliais pulmonares 

avaliada em nosso estudo pode ser devido a um aumento de IL-22, IFN-γ ou IL-17A, fazendo-

se necessário ensaios para medir a presença destas citocinas. 

 Defensinas são peptídeos antimicrobianos produzidos, entre outros tipos celulares, por 

células epiteliais pulmonares [22] e, também foram relacionadas com o metal zinco [23-25]. 

Já foi demonstrado que as defensinas possuem papel contra uma grande variedade de 

bactérias e fungos [44]. Nossos resultados apontam para o fato de que a presença de C. gattii 



37 

induz uma maior expressão de hD5 pelas células pulmonares, nos dois tempos de interação 

avaliados. Embora mais descrita na literatura como presente nas criptas do intestino humano, 

onde é secretada pelas células de Paneth [44] a defensina humana 5 (hD5), uma α-defensina, 

já foi vista sendo expressa em células do trato reprodutor feminino, e outras α-defensinas já 

foram identificadas em rins de coelho [45]. Recentemente foi observado que ocorre uma 

ligação entre a hD5 e zinco, acarretando em uma diminuição de zinco livre e em uma maior 

estabilidade da defensina [23]. Sugerimos que a ligação entre hD5 e zinco possa estar 

diminuindo a quantidade de metal para o uso do fungo C. gatti, reduzindo a atividade 

antifúngica observada pelas células epiteliais pulmonares. 

Em conclusão, nossos estudos apontam que as células epiteliais pulmonares 

apresentam ação antifúngica através do aumento da secreção de proteínas ligadoras de zinco e 

consequente diminuição da biodisponibilidade deste metal para o uso da levedura C. gatti, 

sendo esse um mecanismo de imunidade nutricional. 
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4 CONCLUSÃO 

 

 

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que as células epiteliais pulmonares 

possuem atividade antifúngica contra a levedura C. gattii, diminuindo a biodisponibilidade de 

zinco para a utilização pelo fungo. Quando o zinco é adicionado no meio de co-cultivo, as 

células mamíferas não conseguem secretar moléculas suficientes para quelar o metal e, com 

isso, o fungo consegue se desenvolver no ambiente com mais zinco. 

Os três genes avaliados possuem descrição na literatura de realizarem ligação com o 

zinco e todos eles apresentam sua expressão aumentada quando o fungo C. gattii está presente 

comparada com a condição controle. Os dados obtidos sugerem que o fungo é reconhecido 

pelas células epiteliais, acontece uma ativação de rotas imunológicas culminando com a 

expressão aumentada de peptídeos antimicrobianos relacionados com mecanismos de 

imunidade nutricional. 
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5 PERSPECTIVAS 

 

 

Avaliar a quantidade de zinco extracelular durante um co-cultivo de células epiteliais 

pulmonares e C. gatti. 

 

Avaliar quantitativamente a expressão de β - defensinas e outras proteínas da família 

S100 pelas células epiteliais pulmonares durante a interação com células de C. gattii. 

 

Investigar a presença da citocina IL-22 durante a interação de células A549 com 

células fúngicas de R265, uma vez que está descrito sua modulação na expressão de 

calprotectina. 

 

Avaliar se o polissacarídeo da cápsula do fungo afeta a expressão de calprotectina e 

hD5, visto que ocorre ligação entre GXM e receptores da célula epiteliail pulmonar. 
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