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APRESENTAÇÃO 

O Livro “Ciências biológicas: Gênese na formação multidisciplinar 2”, traz ao leitor 
vinte capítulos de relevada importância na área de Genética, Citogenética, Imunologia, 
Parasitologia, Química medicinal, Saúde pública e Ecologia. Entretanto, caracteriza-se 
como uma obra multidisciplinar que engloba diversas áreas da Ciências biológicas.

Os capítulos estão  distribuídos em temáticas que abordam de forma categorizada e 
multidisciplinar a Ciências biológicas ,  as pesquisas englobam  estudos de: mapeamentos 
genético, citogenético, sequenciamento, genética e educação ,análises forenses , doenças 
genética, eugenesia clássica,  engenharia genética, análise por PCR, cultura de células de 
linfoma e leucemia,  saúde mental,  resposta imune, vacinação contra a covid-19,  vírus 
Sars-Cov-2, métodos de extração de lipídios ,levantamento taxonômico, morfologia vegetal, 
eficiência de inseticidas , química medicinal, cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), 
espectroscopia de infravermelho (IV) e espectrometria de massas (EM), problemática 
ambiental e de saúde pública, poluentes emergentes e biodiesel.

A obra foi elaborada primordialmente com foco nos profissionais, pesquisadores 
e estudantes pertencentes às áreas de Ciências biológicas e Ciências da Saúde e suas 
interfaces ou áreas afins. Entretanto, é uma leitura interessante para todos aqueles que de 
alguma forma se interessam pela área. 

Cada capítulo foi elaborado com o propósito de transmitir a informação científica 
de maneira clara e efetiva, em português, inglês ou espanhol. Utilizando uma linguagem 
acessível, concisa e didática, atraindo a atenção do leitor, independente se seu interesse é 
acadêmico ou profissional.

O livro Ciências biológicas: Gênese na formação multidisciplinar 2”, traz publicações 
atuais e a Atena Editora traz uma plataforma que oferece uma estrutura adequada, propícia 
e confiável para a divulgação científica de diversas áreas de pesquisa. 

Alana Maria Cerqueira de Oliveira 
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RESUMO: Arthrographis kalrae é um fungo 
termodimórfico que causa uma síndrome 
neurológica complexa e lesões em diferentes 
órgãos em camundongos. É um fungo considerado 
raro em humanos, porém em diferentes países já 
foi descrito em diversas manifestações clínicas 
humanas, como ceratites, sinusites, meningites, 
eumicetoma e onicomicoses. Considerando que 
na literatura há poucos estudos sobre os fatores 
de virulência e a patogenicidade de A. kalrae, 
o objetivo deste estudo foi analisar a resposta 
imunopatológica de macrófagos infectados com 
células planctônicas e com biofilme de A. kalrae. 
Para isto, foi realizado ensaio de biofilme em 
placas de poliestireno em diferentes tempos 
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de incubação (4, 12, 24, 36 e 48 horas), com quantificação da biomassa total através da 
coloração de cristal violeta. Para avaliação da resposta imunopatológica, macrófagos RAW 
264.7 foram tratados e/ou infectados de acordo com os seguintes grupos: sem tratamento 
e/ou infecção, infectados com células planctônicas, infectados com células de biofilme, 
tratados com LPS, tratados com LPS e infectados com células planctônicas e tratados com 
LPS e infectados com células de biofilme por 15, 24 e 48 horas. Em seguida, a produção 
de óxido nítrico (ON) foi quantificada através do método de Griess. Para análise estatística, 
assumiu-se como significativo p-valor < 0,05. Através deste estudo, obtivemos os seguintes 
resultados: a formação in vitro de massa de biofilme de A. kalrae aumenta com o decorrer do 
tempo; ocorre inibição na produção de ON pelos macrófagos infectados por A. kalrae na sua 
forma planctônica (p<0,0001), sendo esta inibição ainda maior com as células de biofilme em 
relação a sua forma planctônica (p<0,0001). Concluímos pelo estudo que o fungo A. kalrae 
induz supressão na produção de ON pelos macrófagos infectados por A. kalrae, e que essa 
supressão pode ser intensificada na sua forma de biofilme, evidenciando desta forma um de 
seus mecanismos de patogenicidade.
PALAVRAS-CHAVE: Células planctônicas, Fatores de virulência, Óxido Nítrico.

EFFECT OF Arthrographis kalrae’s BIOFILM IN THE IMMUNE RESPONSE OF 
INFECTED MACROPHAGES

ABSTRACT: Arthrographis kalrae is a thermodimorphic fungus that causes a complex 
neurological syndrome and damage to different organs in mice. It is a fungus considered 
rare in humans, but in different countries it has been described in several human clinical 
manifestations, such as keratitis, sinusitis, meningitis, eumycetoma and onychomycosis. 
Considering that in the literature, there are few studies on the virulence factors and 
pathogenicity of A. kalrae, the aim of this study was to analyze the immunopathological 
response of macrophages infected with planktonic cells and with A. kalrae biofilm. For this, a 
biofilm assay was performed on polystyrene plates at different incubation times (4, 12, 24, 36 
and 48 hours), with quantification of the total biomass through crystal violet staining. To assess 
the immunopathological response, RAW 264.7 macrophages were treated and/or infected 
according to the following groups: without treatment and/or infection, infected with planktonic 
cells, infected with biofilm cells, treated with LPS, treated with LPS and infected with planktonic 
cells and treated with LPS and infected with biofilm cells for 15, 24 and 48 hours. Then, the 
production of nitric oxide (NO) was quantified by the Griess method. For statistical analysis, 
p-value < 0.05 was assumed to be significant. Through this study, we obtained the following 
results: in vitro biofilm mass formation of A. kalrae increases over time; there is inhibition of 
NO production by macrophages infected by A. kalrae in its planktonic form (p<0.0001), and 
this inhibition is even greater with biofilm cells in relation to its planktonic form (p<0.0001). 
We conclude from the study that the fungus A. kalrae induces NO production suppression by 
macrophages infected by A. kalrae, and that this suppression can be intensified in its biofilm 
form, thus evidencing one of its pathogenicity mechanisms.
KEYWORDS: nitric oxide, planktonic cells, virulence factors.
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1 | 	INTRODUÇÃO
O fungo Arthrographis kalrae foi descrito primeiramente em 1939 por Cochet como 

Arthrographis langeroni e por Tewari e Macpherson (1971) como Oidiodendron kalrai. 
Posteriormente, Sigler e Carmichael (1983) juntaram as duas espécies e reclassificaram 
a espécie como Arthrographis kalrae (SIGLER; CARMICHAEL, 1983; TEWARI; 
MACPHERSON, 1971).  Este fungo pertence ao filo Ascomycota, classe Euascomicetos, 
ordem Eurotiales e família Eremomycetaceae (SIGLER; CARMICHAEL, 1983).	

A. kalrae é um fungo termodimórfico que se apresenta na fase filamentosa/micelial 
a 25°C. Esta fase é caracterizada por hifas septadas com artroconídios ovais a redondos 
em cadeia na extremidade dos conidióforos. A 37°C este fungo se apresenta na fase 
leveduriforme caracterizada por células ovais ou elípticas podendo estar misturadas com 
blastoconídios, artroconídios e até hifas septadas (PICHON et al., 2008). A fase micelial 
predomina no tecido infectado (TEWARI; MACPHERSON, 1971).

Foi demonstrado que camundongos infectados com a fase leveduriforme de A. 
kalrae apresentam síndrome neurológica complexa, com hiperirritabilidade, ataxia, giros e 
saltos. As lesões causadas pelo fungo (infiltrado inflamatório e necrose) foram encontradas 
nos rins, cérebro e baço. Nestes órgãos, e também no fígado e pulmões foram encontrados 
artroconídios, blastoconídios e/ou fungos na fase leveduriforme (TEWARI; MACPHERSON, 
1968).

A. kalrae é considerado um patógeno raro em humanos, porém este fungo já foi 
descrito em diferentes manifestações clínicas em humanos, como ceratite (PERLMAN; 
BINNS, 1997; TING et al., 2020), eumicetoma (DEGAVRE et al., 1997), sinusite (PONIKAU 
et al., 1999), meningite (CHIN-HONG et al., 2001) e onicomicose (VOLLEKOVÁ; LISALOVÁ; 
POCZOVÁ, 2008; SUGIURA; HIRONAGA, 2010). Também há relatos de endocardite (DE 
DIEGO CANDELA et al., 2010), infecção de córnea em paciente em uso de lentes de 
contato (THOMAS et al., 2011) e infecção pulmonar (VOS et al., 2012) envolvendo este 
patógeno, podendo ser fatal.

Nagashima et al. (2016) investigaram a resposta imune celular a A. kalrae no decorrer 
da infecção murina tendo quantificado níveis de citocinas no soro e em homogenato de 
cérebro de camundongos. Os resultados do estudo sugerem que a resposta imune a A. 
kalrae modula para o padrão Th2 da resposta imune celular.

Biofilme é uma comunidade microbiana associada a uma superfície que é capaz 
de produzir sua própria matriz extracelular e apresenta fenótipo distinto das suas células 
em suspensão (células planctônicas) (DESAI; MITCHELL; ANDES, 2014). O principal 
motivo dos estudos envolvendo a formação de biofilme é o fato de que os biofilmes que 
crescem em dispositivos implantados para o acompanhamento médico do paciente, como 
os cateteres, são a principal causa de infecções recorrentes em hospitais. As infecções 
recorrentes estão relacionadas com a resistência dos biofilmes aos medicamentos (DESAI; 
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MITCHELL; ANDES, 2014). 
Em relação à resposta imune, há estudos mostrando que a resposta contra células 

de biofilme pode diferir da resposta contra células planctônicas. Por exemplo, os biofilmes 
de Candida albicans podem resistir à fagocitose por células mononucleares do sangue 
periférico (PBMCs) e podem alterar seu perfil de produção de citocinas (CHANDRA et 
al., 2007). O biofilme de C. albicans diminui a produção de TNF-α (citocina que facilita a 
ativação de fagócitos) (KATRAGKOU et al., 2010), IL-6 e MIP1β e aumenta a produção de 
IL-1β, IL-10 e MCP-1 por monócitos (CHANDRA et al., 2007).

Considerando que existem poucos estudos sobre os fatores de virulência do fungo 
A. kalrae na literatura, este estudo teve como objetivo contribuir para o conhecimento sobre 
a patogenicidade de A. kalrae, avaliando-se efeito deste fungo na resposta imunológica de 
macrófagos.

 

2 | 	MATERIAL E MÉTODOS
Neste estudo foi utilizado o isolado de A. kalrae IFM55165 cedido pelo Centro de 

Pesquisa de Fungos Patogênicos e Toxicoses Microbianas da Universidade de Chiba, 
Japão, proveniente de lesão cutânea de gato. O fungo foi mantido a 37°C em ágar 
Sabouraud dextrose 4%, com repiques a cada cinco dias.

O ensaio de biofilme foi realizado como descrito por Pitangui et al. (2012) com 
algumas modificações. Leveduras de A. kalrae crescidas em ágar Sabouraud dextrose 
4% a 37°C por cinco dias foram coletadas e suspendidas em tampão fosfato-salino (PBS) 
0.15 M a pH 7.2 estéril. A suspensão foi centrifugada a 1512 x g por cinco minutos a 
temperatura ambiente e o pellet de fungo foi suspendido em 2 mL de PBS. As células 
fúngicas foram contadas em câmara de Neubauer e a concentração foi ajustada para 1 x 
108 células/mL em RPMI 1640 suplementado com 2% de glicose. Foram acrescentados 200 
μL desta suspensão aos poços de microplacas de poliestireno de 96 poços em triplicata 
e como controle negativo foram acrescentados 200 μL de RPMI 1640 suplementado com 
2% de glicose também em triplicata. Cada microplaca foi correspondente a um tempo de 
avaliação, sendo que os tempos avaliados foram: 4h (pré-adesão), 12h, 24h, 36h e 48h. As 
microplacas foram incubadas por 4 horas a 37ºC e 5% de CO2 para pré-adesão do biofilme. 
Após a pré-adesão por 4 horas, o sobrenadante foi removido de cada poço, a biomassa 
total de biofilme da placa de 4h foi determinada e nas outras placas foram adicionados 200 
μL de RPMI 1640 suplementado com 2% de glicose e 10% de soro bovino fetal (SBF), que 
foram novamente incubadas. Foram feitos dois experimentos independentes nas mesmas 
condições.

A quantificação da biomassa total de biofilme foi realizada como descrito por 
Brilhante et al. (2015) com algumas modificações. Atingido o tempo de avaliação de cada 
teste, o sobrenadante foi retirado e os poços foram lavados 2 vezes com 200 μL de PBS. 
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Em seguida, houve fixação com 200 μL de metanol por 15 minutos, remoção do metanol 
e secagem por 20 minutos em temperatura ambiente. 200 μL da solução de cristal violeta 
0,1% foi acrescentada e mantida em cada poço por 15 minutos, depois disso a solução 
de cristal violeta foi removida e os poços foram lavados 3 vezes com PBS para retirar o 
corante não fixado. 200 μL de ácido acético 33% foram adicionados para liberar o corante 
e esta solução foi transferida para outra microplaca para leitura espectrofotométrica a 550 
nm, os valores foram expressos em densidade óptica (D.O.).

Para avaliação da resposta imunopatológica, macrófagos RAW 264.7 foram 
semeados em placas de cultura de 48 poços a 1 x 105 células/mL em RPMI suplementado 
com 10% de SBF, em um volume final de 500 µL e incubados a 37°C e 5% de CO2 por 24 
horas para adesão. 

Leveduras de A. kalrae crescidas em ágar Sabouraud dextrose 4% a 37°C por cinco 
dias e células de biofilme (obtidas conforme o ensaio de biofilme descrito acima) de A. 
kalrae crescidas por 48 horas foram coletadas e suspendidas em PBS 0.15 M a pH 7.2. As 
suspensões foram centrifugadas a 1512 x g por cinco minutos a temperatura ambiente e 
o pellet de fungo foi suspendido em 2 mL de PBS. As células fúngicas foram contadas em 
câmara de Neubauer e a concentração de cada suspensão foi ajustada em 1 x 106 células/
mL. 

 Depois de 24 horas de adesão, os sobrenadantes de cultura dos macrófagos 
foram retirados e 500 µL de cada suspensão especificada abaixo foram adicionados aos 
macrófagos. Os grupos de macrófagos (n=4) foram os seguintes: Grupo 1, macrófagos em 
RPMI (controle negativo); Grupo 2, macrófagos infectados com células planctônicas de A. 
kalrae (P); Grupo 3, macrófagos infectados com células de biofilme de A. kalrae (B); Grupo 
4, macrófagos tratados com 25 µg de LPS (lipopolissacarídeos de Escherichia coli 055:B5, 
SIGMA, controle positivo); Grupo 5, macrófagos tratados com 25 µg de LPS e infectados 
com células planctônicas de A. kalrae (LPS+P); Grupo 6, macrófagos tratados com 25 µg 
de LPS e infectados com  células de biofilme de A. kalrae (LPS+B). Estes grupos foram 
organizados em três placas e cada placa foi incubada por 15, 24 ou 48 horas. Atingido o 
tempo de infecção, os sobrenadantes foram coletados e mantidos a -80°C até o seu uso. 

A produção de óxido nítrico (ON) foi quantificada pelo método de Griess, ou seja, pelo 
acúmulo de nitrito presente nos sobrenadantes da cultura de macrófagos. Alíquotas de 50 µL 
de sobrenadante de cultura de macrófagos de cada grupo descrito acima, foram colocadas 
em placas de 96 poços em duplicata para determinação de nitrito e, adicionados a elas, o 
mesmo volume de reagente de Griess (reagente 1: 50 mg de N-naphthylethylenediamina 
em 250 mL de água destilada; reagente 2: 5 g de ácido sulfanílico em 500 mL de HCl 3 
M). A concentração de nitrito foi determinada em referência à curva padrão de 250 µM a 0 
µM de NaNO2 feita em duplicata, em que também foram adicionados 50 µL do reagente de 
Griess. A absorbância foi determinada pela leitura da microplaca a 540 nm em uma leitora 
de microplacas. A quantidade de nitrito presente nos sobrenadantes foi determinada em 
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relação a curva padrão e os resultados foram expressos em µMolar de nitrito.
Foi utilizado teste de normalidade Shapiro-Wilk e em seguida two-way ANOVA com 

teste de Tukey para múltiplas comparações entre os grupos avaliados. Assumiu-se como 
significativo p-valor < 0,05. As análises foram realizadas no software GraphPad Prism 6.01 
(GraphPad Software, San Diego, California, USA).

3 | 	RESULTADOS
As leveduras de A. kalrae aderiram à superfície de poliestireno depois de 4 horas, 

ocorrendo aumento da biomassa total no decorrer do tempo de incubação por 12, 24, 
36 e 48 horas (figura 1), revelando grande aumento do número de células, o que condiz 
com a formação do biofilme. A forte agregação de fungos na placa e a presença de 
estruturas visivelmente compatíveis com o biofilme maduro em 48 horas, foi demonstrada 
anteriormente por microscopia eletrônica (SOUZA et al., 2021, artigo submetido à Journal 
of Microbiology, Immunology and Infection).

Figura 1. Cinética da formação de biofilme por A. kalrae em microplacas de poliestireno determinada 
por coloração de cristal violeta. Os valores representam a média de dois experimentos independentes.

A quantificação dos níveis de ON (figura 2) através do método de Griess e posterior 
análise estatística mostrou que em 15 horas de infecção só houve diferença entre os grupos 
LPS e P, ou seja, o grupo de macrófagos infectados com LPS produziu maior quantidade 
de ON que o grupo infectado com células planctônicas. Em 24 e 48 horas de infecção, os 
grupos de macrófagos LPS+P, LPS+B, P e B produziram uma quantidade menor de ON 
que o grupo LPS (p<0,0001) e os grupos LPS+B, P e B produziram uma quantidade ainda 
menor de ON que o grupo LPS+P (p<0,0001).



 
Ciências biológicas: Gênese na formação multidisciplinar 2 Capítulo 6 72

Figura 2. Produção de Óxido Nítrico por macrófagos RAW 264.7. P: macrófagos infectados com células 
planctônicas; B: macrófagos infectados com células de biofilme; LPS: macrófagos tratados com LPS; 
LPS+P: macrófagos tratados com LPS e infectados com células planctônicas; LPS+B: macrófagos 
tratados com LPS e infectados com células de biofilme. Os asteriscos indicam diferença estatística 

entre os grupos (p<0,0001).

4 | 	DISCUSSÃO
O principal motivo dos estudos envolvendo a formação de biofilme é o fato de que 

os biofilmes que crescem em dispositivos implantados para o acompanhamento médico 
são a principal causa de infecções recorrentes em hospitais (DESAI; MITCHELL; ANDES, 
2014). Um caso de endocardite recorrente por A. kalrae foi relatado por De Diego Candela 
et al. (2010) em que a paciente precisou passar por vários procedimentos cirúrgicos devido 
a recorrência da infecção por A. kalrae e foi a óbito. O uso de uma prótese mecânica 
pela paciente sugere que o biofilme de A. kalrae pode ter sido a causa da gravidade e 
recorrência da infecção. 

Assim como diversas espécies de bactérias, espécies de fungos também são 
capazes de formar biofilme. Dentre estes fungos, alguns dos mais relevantes clinicamente 
são Candida spp. (KOJIC; DAROUICHE, 2004), Aspergillus spp. (BEAUVAIS et al., 2007), 
Criptococcus neoformans (ASLANYAN et al., 2017) e Fusarium spp. (IMAMURA et al., 
2008). Além destes, foi demonstrado a formação de biofilme por fungos como Histoplasma 
capsulatum (BRILHANTE et al., 2015), Paracoccidioides brasiliensis (SARDI et al., 2015) 
e mais recentemente por A. kalrae (SOUZA et al., 2021, artigo submetido à Journal of 
Microbiology, Immunology and Infection). 

As células da imunidade inata como neutrófilos e macrófagos são protetoras contra 
fungos (BROWN, 2011) e estas são ativadas quando seus receptores de reconhecimento 
de padrões (PRRs) reconhecem os diferentes componentes da parede celular dos fungos 
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(NETEA et al., 2006). No presente estudo, uma linhagem de macrófagos murinos (RAW 
264.7) foi utilizada para estudar os efeitos da infecção por A. kalrae e diferenciar a resposta 
inata dessas células à infecção por células planctônicas e células de biofilme. Para avaliar 
tais respostas, os níveis de ON no sobrenadante de cultura destes macrófagos, foram 
quantificados e comparados com os níveis de produção de ON por macrófagos tratados 
com LPS. 

Neste estudo, demonstramos que A. kalrae é capaz de inibir a produção de ON 
dos macrófagos. Os macrófagos infectados com o fungo, seja por células planctônicas 
ou células de biofilme, produziram uma quantidade menor de ON quando comparado ao 
grupo tratado com LPS (controle positivo). Além disso, o biofilme de A. kalrae apresentou 
maior capacidade de inibição durante infecção por 24 e 48 horas, pois o grupo tratado com 
LPS mais células de biofilme produziu uma quantidade menor de ON que o grupo tratado 
com LPS e infectado com células planctônicas. Os grupos infectados apenas com células 
planctônicas ou células de biofilme permaneceram em todos os tempos de avaliação com 
níveis baixos de produção de ON. O mecanismo pelo qual este fungo inibe a produção de 
ON pelos macrófagos ativados serão pesquisados posteriormente.

5 | 	CONCLUSÃO
Em conclusão, o fungo A. kalrae induz supressão na produção de ON pelos 

macrófagos infectados por A. kalrae, e essa supressão é intensificada na sua forma de 
biofilme, evidenciando desta forma um de seus mecanismos de patogenicidade.
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