
    

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 
CENTRO DE BIOTECNOLOGIA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR 
 

 

 

 

 

 

Estudo da variabilidade e diferenças morfológicas entre as 

espécies Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii por 

análise de diferença representacional e  

microscopia eletrônica de varredura 

 

 

 

 

 

Tese de Doutorado 

 

 

 

Josiane Faganello 

 

Porto Alegre, 2008 



 

 2 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 

CENTRO DE BIOTECNOLOGIA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR 

 

 

 

Estudo da variabilidade e diferenças morfológicas entre as espécies 

Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii por Análise de Diferença 

Representacional e Microscopia Eletrônica de Varredura 

 

 

 

Josiane Faganello 

 

 

 

Orientadora: Dra. Marilene Henning Vainstein 

Co-orientadora: Dra. Irene Silveira Schrank 

 

Porto Alegre, 2008 

Tese submetida ao Programa de Pós-
Graduação em Biologia Celular e 
Molecular da Universidade Federal do Rio 
Grande do Sul como requisito parcial para 
a obtenção do grau de Doutor em 
Ciências. 



 

 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Este trabalho foi desenvolvido no 
Laboratório de Fungos de Importância 
Médica e Biotecnológica do Centro de 
Biotecnologia da Universidade Federal do 
Rio Grande do Sul e financiado pela 
CAPES, CNPq e FAPERGS. 



 

 4 

 

AGRADECIMENTOS 
 

Às minhas orientadoras, Marilene Henning Vainstein e Irene Silveira Schrank, pela 

oportunidade, orientação, confiança e apoio. 

Aos professores Arnaldo Zaha e Célia Soares, membros da comissão de 

acompanhamento.  

Aos órgãos de fomento, CNPq e FAPERGS, e a CAPES pela bolsa de doutorado. 

Ao Centro de Microscopia Eletrônica da UFRGS, por permitir o uso de seus 

equipamentos para a preparação e análise de amostras. 

À Valéria Dutra, que muito me incentivou e teve participação importantíssima na 

realização deste trabalho.  

Aos colegas dos laboratórios 220, 217 e 222, em especial ao Juliano T. Boldo, a 

Lívia K. Rosa e Silva e ao Ricardo Cecagno pelas sugestões e constantes colaborações. 

A todos os professores do Centro de Biotecnologia da UFRGS.  

Aos funcionários do Centro de Biotecnologia por estarem sempre dispostos a 

ajudar. 

Às minhas amigas-irmãs Ana Lusia Leal e Walquíria Arruda, pelo companheirismo 

e auxílio nas etapas de seqüenciamento de DNA e microscopia eletrônica, 

respectivamente. 

Aos meus pais, que lutaram tanto quanto eu por esta conquista, e ao meu irmão 

por ser um exemplo de otimismo e alegria. 

Ao Gustavo pelo apoio e carinho em absolutamente todos os momentos. 

À Lisete e à Leo por serem as minhas “mães porto-alegrenses”. 

A todos os amigos que me apoiaram e incentivaram. 

 

 



 

 5 

SUMÁRIO 

LISTA DE ABREVIATURAS, SÍMBOLOS E UNIDADES................................................. 7 

RESUMO.......................................................................................................................... 9 

ABSTRACT.....................................................................................................................11 

1. JUSTIFICATIVA ..........................................................................................................12 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA .......................................................................................14 

2.1 O COMPLEXO CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS............................................................14 
2.2 CRIPTOCOCOSE E EPIDEMIOLOGIA ............................................................................19 
2.3 FATORES DE VIRULÊNCIA..........................................................................................23 
2.4 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA ..............................................................26 
2.5 BIOLOGIA MOLECULAR DE C. NEOFORMANS E C. GATTII .............................................28 
2.6 ANÁLISE DE DIFERENÇA REPRESENTACIONAL ............................................................31 

3. OBJETIVOS ................................................................................................................37 

3.1 GERAL ....................................................................................................................37 
3.2 ESPECÍFICOS ...........................................................................................................37 

4. RESULTADOS ............................................................................................................38 

4.1 ANÁLISE DE DIFERENÇAS GENÔMICAS E ANÁLISE FILOGENÉTICA ................................38 
4.1.1. Identification of genomic differences between Cryptococcus neoformans 
and Cryptococcus gattii by a RDA approach....................................................... 38 
4.1.2. Genetic diversity of the Cryptococcus species complex: Does Cryptococcus 
gattii deserve to have varieties?.......................................................................... 68 

4.2 ANÁLISE MORFOLÓGICA COMPARATIVA...................................................................109 
4.2.1 An alternative method to prepare samples of the pathogenic yeast 
Cryptococcus neoformans for scanning electron microscopy analysis .............. 109 

5. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS..........................................................................114 

6. COLABORAÇÕES....................................................................................................116 

7. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS..........................................................................118 

8. CURRICULUM VITAE (RESUMIDO).........................................................................133 

9. ANEXOS ...................................................................................................................137 

ANEXO 1 ...................................................................................................................138 
LEAL, A. L.; FAGANELLO, J.; BASSANESI, M. C. & VAINSTEIN, M.H. 
Cryptococcus species identification by multiplex PCR. Med Mycol, in press, 2008.  

ANEXO 2 ...................................................................................................................146 
FUENTEFRIA, A. M.; SUH, S-O.; LANDELL, M. F.; FAGANELLO, J.; SCHRANK, 
A.; VAINSTEIN, M. H.; BLACKWELL, M. & VALENTE, P. Trichosporon 
insectorum sp. nov., a new anamorphic basidiomycetous killer yeast. Mycol Res, 
112:93-99, 2008.  

ANEXO 3 ...................................................................................................................154 
FUENTEFRIA, A. M.; FAGANELLO, J.; PAZZINI, F.; SCHRANK, A.; VALENTE, P. 
& VAINSTEIN, M. Typing and patterns of cellular morphological alterations in 



 

 6 

Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii isolates exposed to a panel of 
killer yeasts. Med Mycol, 45:503-512, 2007.  

ANEXO 4 ...................................................................................................................165 
ABEGG, M. A.; CELLA, F. L.; FAGANELLO, J.; VALENTE, P.; SCHRANK, A. & 
VAINSTEIN, M. H. Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii isolated 
from the excreta of Psittaciformes in a Southern Brazilian Zoological Garden. 
Mycopathologia, 161: 83–91, 2006.  

ANEXO 5 ...................................................................................................................175 
HORTA, J. A.; FAGANELLO, J.; ROSA E SILVA, L. K.; OLIVEIRA, L. T.; 
SANTURIO, J. M.; VAINSTEIN, M. H. & ALVES, S. H. Susceptibility to heat and 
antifungal agents of Cryptococcus neoformans var. neoformans (serotype D) 
isolated from Eucalyptus spp. in Rio Grande do Sul, Brazil. Braz J Microbiol, 36:1-
6, 2005.  

 

 



 

 7 

 

LISTA DE ABREVIATURAS, SÍMBOLOS E UNIDADES 
 

AIDS  Síndrome da imunodeficiência adquirida 

AFLP  Polimorfismo de tamanho de fragmentos amplificados 

cDNA    Ácido desoxirribonucléico complementar 

oC  Graus Celsius 

DNA     Ácido desoxirribonucléico 

ESTs    Expressed sequence tags (marcadores de seqüências expressas) 

GXM  Glicuronoxilomanana 

HIV  Vírus da imunodeficiência humana 

IGS  Espaçador intergênico 

ITS  Espaçador interno transcrito 

LCR                Líquido cefalorraquidiano 

L-DOPA  3,4-di-hidroxifenilalanina 

MATa  Mating type a 

MATα  Mating type alfa 

Mb  Megabases 

MEV  Microscopia eletrônica de varredura 

mRNA  Ácido ribonucléico mensageiro 

µL  Microlitro 

nt  Nucleotídeos 

pb  Pares de bases 

PCR  Reação em cadeia da polimerase 

pH  Potencial hidrogeniônico 

RAPD             DNA polimórfico amplificado aleatoriamente 

RDA   Análise de diferença representacional 



 

 8 

RFLP              Polimorfismo de tamanho de fragmentos de restrição 

SNC  Sistema nervoso central  

UTR  Região não traduzida 

UV  Ultravioleta 

var.  Variedade 



 

 9 

 

RESUMO 
 

 Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii são leveduras do grupo dos 

basidiomicetos que causam criptococcose em indivíduos imunocomprometidos e 

imunocompetentes, respectivamente. Ambas as espécies são caracterizadas por 

diferenças moleculares, imunológicas, fisiológicas e epidemiológicas.  

 Visando identificar diferenças morfológicas, foi desenvolvido um procedimento de 

preparação alternativo para análise de C. neoformans e C. gattii por MEV (Microscopia 

eletrônica de varredura) fixando as células diretamente na cultura em ágar. Este método 

é mais simples do que os outros já publicados e a morfologia das células foi bem 

preservada. 

Neste trabalho também foi realizado o método de RDA (Análise de diferença 

representacional) com o objetivo de isolar seqüências que representam diferenças no 

DNA genômico de C. neoformans var. grubii e C. gattii. Aproximadamente 200 clones 

foram seqüenciados permitindo a identificação de 19 seqüências diferentes com 

significante similaridade (Evalue < 10-5) com o genoma completamente seqüenciado de 

C. neoformans var. neoformans linhagem JEC21. A maioria das seqüências identificadas 

representa proteínas hipotéticas ou proteínas de função desconhecida. Experimentos de 

Southern blot com cinco clones selecionados confirmaram a presença de polimorfismos 

ou especificidade para C. gattii. Os dados de seqüenciamento de uma das regiões 

identificadas como polimórficas, IDE (do inglês, insulin degrading enzime), foram usados 

juntamente com os dados de seqüenciamento de outros 3 loci (ACT1, URA5, PLB1) para 

estudar as relações filogenéticas entre as espécies. O locus IDE mostrou-se mais 

conservado entre diferentes tipos moleculares do que os outros loci estudados, e as 

variações intra-variedades em C. gattii são maiores do que em C. neoformans. Estes 

resultados sugerem que o RDA é um método eficiente para isolar regiões polimórficas de 
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leveduras e suportam o conceito de duas espécies reconhecido atualmente para o 

complexo C. neoformans. 
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ABSTRACT 
  

Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii are basidiomycetous yeasts 

that cause cryptococcosis in immunecompromised and immunecompetent individuals. 

Both species are characterized by biochemical, immunological, molecular and 

epidemiological differences.  

Aiming to identify morphological differences, we propose an alternative to 

conventional preparation procedures for scanning electron microscopy (SEM) analysis of 

C.neoformans and C. gattii was done fixing the cells directly in the agar culture. This 

method is simpler than others already reported and the morphology of the cells was well 

preserved. 

 We also applied representational difference analysis (RDA) to isolate sequences 

representing genomic differences between C. neoformans var. grubii and C. gattii. 

Approximately 200 clones were sequenced leading to the identification of 19 different 

sequences with significant similarities (Evalue< 10-5) to the completely sequenced 

genome of the C. neoformans var. neoformans JEC21 strain. Most of the identified 

sequences represent hypothetical proteins or proteins of unknown function. Southern blot 

experiments using five selected clones confirmed the presence of polymorphisms or 

specificity to C. gattii. The polymorphic IDE (insulin degrading enzyme, putative) 

sequence data were used together with the DNA sequence data of other 3 loci (ACT1, 

URA5, PLB1) for studying phylogenetic relationship between species. The IDE locus was 

exceptionally conserved among individual molecular types compared with other loci, and 

intra-varieties variations in C. gattii is higher than in C. neoformans. Our results suggest 

that RDA provides an efficient way to isolate polymorphic regions from yeasts and highly 

supports the two species concept recognized currently. 
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1. JUSTIFICATIVA 
 

O complexo de espécies Cryptococcus neoformans, agente da 

criptococose, tem sido alvo de muitos estudos há mais de um século. A incidência 

de criptococose aumentou drasticamente nos últimos anos em função do 

crescimento da população de indivíduos imunossuprimidos por diferentes fatores, 

mas principalmente devido à AIDS (Síndrome da Imunodeficiência Adquirida).  

A levedura C. neoformans foi considerada como uma única espécie 

homogênea até 1949, quando a existência de quatro sorotipos foi revelada 

baseada nas características antigênicas de sua cápsula polissacarídica. Por volta 

dos anos 70, a descrição das fases teleomórficas de C. neofomans (Filobasidiella 

neoformans e Filobasidiella bacillispora) levou à separação das variedades desta 

espécie (var. grubii, var. neoformans e var. gattii) em função dos sorotipos 

conhecidos (sorotipos A, B e D). Nos últimos anos, em função da utilização de 

ferramentas de biologia molecular e genética, a discussão a respeito da 

taxonomia de C. neoformans aumentou e diversos estudos demonstraram a 

existência de duas espécies (C. neoformans e C. gattii) definidas como 

pertencentes ao complexo C. neoformans. Desde então, características 

epidemiológicas, morfológicas, bioquímicas e genéticas têm sido constantemente 

estudadas para a melhor caracterização destas espécies. 

As espécies do complexo C. neoformans têm potencial para se tornarem 

sistemas modelo para estudos moleculares de doenças fúngicas devido a sua 

importância clínica, fisiopatologia bem estudada e modelos animais já bem 

caracterizados. O uso de ferramentas moleculares poderá permitir a identificação 
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de potenciais alvos para novas drogas antifúngicas e possibilitar o 

desenvolvimento de vacinas.  

Para estudo da morfologia e estrutura capsular, os métodos de microscopia 

eletrônica, tanto de varredura como de transmissão, foram diversas vezes 

empregados. Até o momento, a principal técnica utilizada para a visualização de 

C. neoformans por MEV (Microscopia eletrônica de varredura) é de alto custo, 

laboriosa e envolve a fixação das células em lamínulas cobertas com polilisina 

antes da desidratação.  

A metodologia de RDA (Análise de diferença representacional) já foi 

aplicada com sucesso diversas vezes para microrganismos procarióticos para a 

identificação de diferenças genômicas. Até o momento, o método RDA tem sido 

mais freqüentemente aplicado para o estudo de seqüências diferencialmente 

expressas em organismos eucarióticos, porém, pouco aplicado para o estudo de 

diferenças no DNA genômico destes organismos.  

 Tendo em vista estes aspectos, este trabalho torna-se importante 

cientificamente ao desenvolver um método prático e eficiente para a visualização 

e caracterização morfológica de células desta levedura e buscar a identificação de 

seqüências de DNA específicas ou polimórficas de C. neoformans por meio de 

RDA genômico. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

2.1 O complexo Cryptococcus neoformans 

 

A levedura Cryptococcus neoformans foi identificada como um patógeno 

humano em 1894. A primeira descrição de criptococose é geralmente atribuída a 

dois pesquisadores alemães, Otto Busse e Abraham Buschke, que descreveram o 

caso de uma mulher com uma lesão na tíbia (CASADEVALL & PERFECT, 1998). 

O microrganismo foi denominado Saccharomyces hominis e a infecção 

saccharomicosis hominis. Também em 1894, na Itália, Francesco Sanfelice isolou 

uma levedura encapsulada a partir de suco de pêssego fermentado e, um ano 

mais tarde, demonstrou a patogenicidade do microrganismo em animais de 

laboratório. Sanfelice denominou-o Saccharomyces neoformans (DROUHET, 

1997; CASADEVALL & PERFECT, 1998). Em 1905, Von Hansemann relatou o 

primeiro caso de meningite criptococócica (MITCHELL & PERFECT, 1995). 

Durante vários anos, permaneceram controvérsias relativas à nomenclatura 

de C. neoformans, sendo adotados vários nomes, como Blastomyces 

neoformans, Cryptococcus hominis e Torula histolytica. Da mesma forma, 

também a doença teve diferentes denominações, que incluem torulose e 

blastomicose européia. Relatos de infecção devido a outras espécies do gênero 

Cryptococcus (principalmente Cryptococcus laurentii e Cryptococcus albidus) são 

pouco comuns, mas têm aumentado nas últimas décadas, segundo relatos 

descritos na literatura (MITCHELL & PERFECT, 1995; KHAWCHAROENPORN et 

al., 2007). 
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As espécies do complexo C. neoformans apresentam antígenos 

polissacarídicos capsulares que permitem a individualização de cinco sorotipos 

distintos que foram inicialmente classificados da seguinte forma: os sorotipos A, D 

e AD, pertencentes à variedade C. neoformans var. neoformans, e os sorotipos B 

e C, pertencentes à variedade C. neoformans var. gattii (MITCHELL & PERFECT, 

1995). Entretanto, FRANZOT et al. (1999) sugeriram a variedade grubii para 

isolados do sorotipo A, com base nas seqüências do gene URA5, padrões de 

DNA fingerprinting e diferenças fenotípicas. Posteriormente, BOEKHOUT et al. 

(2001) sugeriram a divisão em C. neoformans (Sanfelice) Vuillemin e C. 

bacillisporus Kwon-Chung com base em resultados de AFLP (Polimorfismo de 

tamanho de fragmentos amplificados), distribuição geográfica e origem ecológica. 

Em 2002, KWON-CHUNG et al. (apud KWON-CHUNG & VARMA, 2006) também 

propuseram a divisão em duas espécies: C. neoformans e C. gattii.  

Alguns autores ainda discutem esta divisão, uma vez que Cryptococcus 

pode realizar cruzamentos intervariedades (sorotipo A versus sorotipo D) e 

interespécies (sorotipo B versus D e sorotipo C versus D) em laboratório e 

provavelmente na natureza. Porém, a viabilidade dos basidiósporos gerados é 

reduzida (CASADEVALL & PERFECT, 1998; XU et al., 2000; BOVERS et al., 

2006; LIN & HEITMAN, 2006). 

O complexo de espécies também foi subdividido em 9 distintos tipos 

moleculares com base em polimorfismo de seqüências de DNA detectados por 

análises utilizando PCR fingerprinting, RAPD (DNA polimórfico amplificado 

aleatoriamente), AFLP, RFLP (Polimorfismo de tamanho de fragmentos de 

restrição) e MLST (Figura 1) (LIN & HEITMAN, 2006). 
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Isolados do sorotipo AD são híbridos diplóides ou aneuplóides dos 

sorotipos A e D e contêm alelos típicos de ambos os sorotipos (BOEKHOUT et al., 

2001; LENGELER et al., 2001; XU et al., 2003). Embora isolados dos sorotipos A 

e D tenham sido considerados geneticamente distintos, é possível obter 

cruzamento entre isolados dos dois sorotipos (KWON-CHUNG, 1975 apud 

SCHEIN et al., 2002). A correta classificação dos isolados do sorotipo AD no que 

diz respeito à classificação em variedades, não está bem resolvida (NISHIKAWA 

et al., 2003). 

Em amostras clínicas, C. neoformans é quase sempre encontrado na forma 

de levedura (estágio anamórfico assexuado) e se reproduz por brotamento. O 

Figura 1. Evolução do complexo de espécies C. neoformans. O complexo de espécies 
Cryptococcus possui pelo menos duas espécies C. neoformans e C. gattii, as quais 
divergiram de um ancestral comum a 37 e 18,5 milhões de anos, respectivamente. Elas 
estão divididas em 4 sorotipos consistindo de pelo menos 9 tipos moleculares.  As linhas 
sólidas e tracejadas indicam a prevalência do respectivo sorotipo em cada tipo molecular 
(Lin & Heitman, 2006). 
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estágio sexual (perfeito ou teleomórfico) é caracterizado pela presença de 

basidiosporos e é observado somente durante o cruzamento (mating) não tendo 

ainda sido descrita nenhuma associação com amostras clínicas (CASADEVALL & 

PERFECT, 1998).  Existem dois mating types para C. neoformans, α e a, 

determinados por um único locus, sendo o mating type α prevalente em isolados 

clínicos (>99%) e ambientais subtropicais (KWON-CHUNG & BENNETT, 1978; 

CASALI et al., 2003). Sob condições de limitação de nutrientes ocorre a fusão 

entre mating types opostos e a geração do estágio perfeito, Filobasidiella 

neoformans (Figura 2, painel superior). O estágio perfeito é caracterizado pela 

formação transitória de uma hifa dicariótica com um grampo de conexão típico de 

basidiomicetos. Um basídio é formado na porção terminal da hifa onde a 

cariogamia e a meiose ocorrem com subseqüente formação de cadeias de 

basidiosporos na superfície do basídio. A germinação dos basidiosporos produz 

células leveduriformes que caracterizam o estágio assexual ou imperfeito (LIN & 

HEITMAN, 2006). 
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Na ausência de mating compatível e sob condições de diminuição de 

fontes de nitrogênio, células haplóides de C. neoformans podem sofrer uma 

modificação morfológica e produzir hifas com basídio terminal e basidiosporos. 

Esse fenômeno é conhecido como frutificação haplóide, monocariótica ou 

homocariótica e é comum em basidiomicetos superiores (Figura 2, painel 

inferior)(HULL & HEITMAN, 2002; LIN & HEITMAN, 2006). WICKES et al. (1996) 

demonstraram que a frutificação haplóide estaria restrita ao mating type α, o que 

seria uma hipótese atrativa para justificar a preponderância de células MATα na 

natureza e em amostras clínicas. Porém, posteriormente, foi demonstrado que a 

frutificação haplóide em C. neoformans não é exclusiva de células MATα, 

podendo também ocorrer em células MATa, e não existindo evidência para 

Figura 2. Modelo do ciclo de vida de C. neoformans. O painel superior mostra o ciclo 
sexual tradicional envolvendo parceiros de mating type oposto, enquanto o painel inferior 
mostra a frutificação monocariótica que ocorre entre parceiros do mesmo mating type (Lin 
& Heitman, 2006). 
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qualquer associação genética entre o mating type e a frutificação haplóide 

(TSCHARKE et al., 2003). 

Diversas características biológicas desta levedura sugerem populações 

clonais na natureza. Apesar de existirem dois mating types, a reprodução sexual 

entre eles foi demonstrada somente sob condições apropriadas, em laboratório. 

Além disso, a predominância do mating type α sugere que a recombinação sexual 

em populações naturais de C. neoformans não ocorreria ou seria pouco freqüente 

e a grande heterogeneidade no tamanho e número dos cromossomos de isolados 

de C. neoformans sugere incompatibilidade de cruzamento (FRANZOT et al., 

1997). Evidências de reprodução sexual entre isolados do mesmo mating foram 

encontradas e a ocorrência deste fenômeno foi verificada primeiramente in vitro 

(FRASER et al., 2005; LIN et al., 2005). Atualmente, já há também fortes 

evidências de que este tipo de reprodução também ocorre na natureza, o que 

explica a grande prevalência do mating type α em isolados clínicos e ambientais 

(LIN et al., 2007). Estes achados mostram que a reprodução entre isolados de 

mesmo mating pode ser importante para a expansão de patógenos humanos para 

novos nichos e contribuir para a produção continuada de esporos infecciosos. 

 

2.2 Criptococose e epidemiologia 

 

A criptococose é uma infecção aguda, subaguda ou crônica, causada pelas 

espécies do complexo C. neoformans, que comumente envolve o cérebro, o 

pulmão, os ossos ou a pele (CASADEVALL & PERFECT, 1998).  É considerada a 

infecção fúngica sistêmica oportunista mais freqüente em pacientes com AIDS, 
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sendo que aproximadamente 3 milhões de pacientes infectados pelo HIV (Vírus 

da imunodeficiência humana) vêm a óbito a cada ano em decorrência de 

complicações associadas a criptococose, de acordo com a Organização Mundial 

de Saúde e o Programa HIV/AIDS das Nações Unidas (LIN & HEITMAN, 2006).  

C. neoformans é um patógeno oportunista, que causa doença invasiva em 

indivíduos hígidos ou imunocomprometidos. A maioria dos pacientes atingidos 

tem a função imune comprometida como uma conseqüência de infecção por HIV, 

terapia com corticosteróides, câncer, quimioterapia ou terapia para diminuir a 

rejeição de órgãos transplantados. C. gattii, por sua vez, é um patógeno primário, 

que causa infecção em indivíduos hígidos. A meningite é a forma mais 

usualmente encontrada da doença por estes dois patógenos (CASADEVALL & 

PERFECT, 1998; DEL VALLE & PINA-OVIEDO, 2006). O arsenal de agentes 

antifúngicos utilizados é limitado, e os efeitos tóxicos e a emergência de 

resistência às drogas são impedimentos para uma terapia efetiva.  

A incidência da criptococose varia de acordo com a população, a região e o 

período estudado. No Brasil, de 1980 a 2002, 215.810 pacientes com AIDS foram 

registrados, sendo que, entre estes, 6% tinham criptococose no momento do 

diagnóstico (MINISTÉRIO DA SAÚDE, PROGRAMA DST-AIDS - 2002). No Rio 

Grande do Sul, entre 1995 e 2003, foram registrados 638 casos de meningite 

criptocócica pela Secretaria de Saúde do Estado. Admite-se, no entanto, que o 

número real de casos pode ser consideravelmente maior, uma vez que a doença 

não é de notificação compulsória (ABEGG, 2003). 

O mecanismo de infecção de um indivíduo se dá por via respiratória 

(inalação) e acredita-se que os basidiosporos (produzidos durante a reprodução 
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sexuada ou frutificação haplóide) ou as células leveduriformes dissecadas 

representem o propágulo infeccioso. Ambos apresentam tamanho ideal (1-2 µm) 

para a deposição nos alvéolos pulmonares, quando comparados ao tamanho da 

célula encapsulada (3-8 µm de diâmetro) (SUKROONGREUNG et al., 1998; 

HALLIDAY & CARTER, 2003). Existem casos de infecção assintomática, com a 

permanência do microrganismo na forma latente no indivíduo infectado, mas o 

mais comum é o desenvolvimento de infecção sistêmica seguida de infecções 

localizadas, como, por exemplo, na pele, e principalmente neurotropismo (LIN & 

HEITMAN, 2006). 

Existem pelo menos três aspectos que poderiam explicar o neurotropismo 

da infecção por C. neoformans e C. gattii (LIN & HEITMAN, 2006). Primeiro, a 

atração da levedura por substratos específicos presentes no SNC (Sistema 

nervoso central). Segundo, o SNC poderia servir como um refúgio para a levedura 

proteger-se do sistema imune do hospedeiro. Terceiro, a presença de receptores 

específicos presentes nas células neuronais poderia atrair mais as células de C. 

neoformans e C. gattii, comparado a outros órgãos durante a infecção sistêmica. 

O diagnóstico laboratorial pode ser realizado pelo exame do LCR (Líquido 

cefalorraquidiano) com tinta da Índia, exame histopatológico ou ainda pelo teste 

de aglutinação em látex para detecção do antígeno polissacarídico capsular. Após 

o exame do material clínico, faz-se o isolamento em cultura e identificação final 

por testes bioquímicos, como assimilação de carboidratos, produção de urease e 

produção de pigmento melanóide quando semeado em meios ricos em 

compostos fenólicos, como, por exemplo, ágar semente de níger (Guizotia 

abyssinica) ou ágar semente de girassol (Helianthus annuus). A ocorrência de 
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formas subclínicas ou assintomáticas da doença não tem sido propriamente 

avaliada e estudos, tais como pesquisa de imunidade celular usando testes 

intradérmicos com o antígeno da levedura em pacientes sem doença clínica, são 

raros (SIDRIM & MOREIRA, 1999; PAPPALARDO & MELHEM, 2003). 

Aproximadamente 95% de todas as infecções por leveduras do complexo C. 

neoformans são causadas por isolados do sorotipo A, e mais de 99% das 

infecções em pacientes com AIDS também são causadas por esse mesmo 

sorotipo. No Brasil, a maioria dos isolados clínicos e ambientais são do sorotipo A, 

com exceção das regiões norte e nordeste, onde o sorotipo B é endêmico 

(CASALI et al., 2003; NISHIKAWA et al., 2003; ABEGG et al., 2006). 

C. neoformans e C. gattii são fungos cosmopolitas e já foram isolados de 

uma variedade de fontes ambientais, principalmente de substratos orgânicos e 

habitats relacionados, excretas de aves, frutos, suco de frutas fermentado, leite, 

cavernas, água, solo e ocos de várias espécies de árvores (CASADEVALL & 

PERFECT, 1998; ABBEG et al., 2006; MEDEIROS RIBEIRO et al., 2006; KIDD et 

al., 2007). C. neoformans var. grubii tem distribuição mundial; enquanto C. 

neoformans var. neoformans é encontrado principalmente no sul da Europa e C. 

gattii em regiões tropicais e subtropicais (CASALI et al., 2003). Entretanto, foi 

descrita uma epidemia de criptococose causada por C. gattii em Vancouver, 

Canadá, região de clima temperado. Desde 1999, mais de 66 casos em 

indivíduos saudáveis, com pelo menos 6 casos com óbito, foram atribuídos à 

infecção por C. gattii (HOANG et al. 2004; FRASER et al., 2005; Kidd et al., 2007; 

UPTON et al., 2007).  
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2.3 Fatores de virulência 

 

A patogênese da criptococose envolve vários fatores de virulência, ou seja, 

fatores que permitem que a levedura se instale no hospedeiro, sobreviva e cause 

doença. São três os principais fatores de virulência necessários para as espécies 

do complexo C. neoformans estabelecerem infecção no hospedeiro humano: 

presença de cápsula polissacarídica, capacidade de produzir melanina e 

capacidade de crescimento a 37°C (PERFECT, 2005).  

É importante considerar nos estudos dos fatores de virulência de C. 

neoformans e C. gattii o fato desse organismo não requerer um hospedeiro 

humano para completar o seu ciclo de vida. Assim, os fatores que aumentam a 

capacidade do fungo em causar doença têm um papel primário de garantir a 

sobrevivência do organismo na natureza (ALSPAUGH et al., 1998). Tem sido 

proposto que a interação do fungo com amebas e nematódeos presentes no 

ambiente permitiu ao patógeno desenvolver estratégias para sobreviver ao 

sistema imune do hospedeiro (HULL & HEITMAN, 2002; STEENBERGEN & 

CASADEVALL, 2003). 

O fator de virulência melhor caracterizado em C. neoformans e C. gattii é a 

cápsula polissacarídica. Ela permite a identificação rápida da levedura sendo a 

base do método clássico com tinta da Índia em líquido cefalorraquidiano no 

diagnóstico da meningite criptococócica (ALSPAUGH et al., 1998). Mais de 90% 

do envelope celular da levedura é composto de carboidratos e o seu constituinte 

primário é um polissacarídeo denominado GXM (Glicuronoxilomanana). As 

diferenças na estrutura da GXM entre isolados são responsáveis pela 
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diferenciação antigênica de C. neoformans, resultando na separação dos cinco 

sorotipos distintos (A, B, C, D e o híbrido AD) (NISHIKAWA et al., 2003). Mais 

recentemente, foram descritos isolados clínicos identificados como híbridos BD. 

Foram realizadas análises de AFLP e seqüenciamento que indicaram a presença 

dos genótipos AFLP 2 (C. neoformans) e AFLP 4 (C. gattii) e, sorologicamente, 

estas amostras foram caracterizadas como BD (BOVERS et al., 2006). 

Na natureza, a cápsula pode proteger a levedura da dessecação e reduzir 

a sua ingestão por amebas presentes no solo (McFADDEN et al., 2006). No 

hospedeiro humano, a presença de cápsula inibe a fagocitose por células do 

sistema imunológico, ativa a cascata do complemento, inibe a migração de 

leucócitos, interfere na apresentação de antígenos e desregula a secreção de 

citocinas (PERFECT, 2005).  

C. neoformans e C. gattii produzem uma enzima fenoloxidase, identificada 

como uma lacase, que pode sintetizar melanina a partir de precursores como L- e 

D-DOPA, dopamina, epinefrina e norepinefrina (EISENMAN et al., 2007). A 

melanina, localizada na parede celular do fungo, pode funcionar como proteção 

contra radiações UV no ambiente e como fator de virulência no organismo 

hospedeiro, uma vez que protege a levedura contra os efeitos oxidantes 

provenientes das células de defesa e pode explicar o neurotropismo deste 

microrganismo. Além disso, a produção de melanina serve como uma 

característica de identificação de isolados de C. neoformans e C. gattii ao tornar 

as colônias pigmentadas em meios contendo compostos difenólicos. A produção 

de melanina também pode interferir na suscetibilidade a antifúngicos e proteção 
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contra temperaturas extremas (BUCHANAN & MURPHY, 1998; STEENBERGEN 

& CASADEVALL, 2003). 

Para o desenvolvimento de C. neoformans e C. gattii à temperatura de 

37°C (temperatura fisiológica humana), é necessária a expressão da subunidade 

catalítica A da proteína calcineurina (CNA1) (BUCHANAN & MURPHY, 1998; 

STEINBACH et al., 2007). Muitas estratégias têm sido utilizadas para caracterizar 

genes envolvidos com este fator de virulência. Até o momento, 15 genes já foram 

identificados como sendo necessários para o desenvolvimento das leveduras a 

altas temperaturas (PERFECT, 2006). Rosa e Silva et al. (2008) também 

identificaram por RDA produtos gênicos cuja transcrição foi maior à temperatura 

de 37°C, como, por exemplo, genes envolvidos na manutenção da integridade da 

parede celular, na resposta a estresse, na filamentação e no metabolismo 

oxidativo e de ácidos graxos.  

Outras características que contribuem para a virulência incluem as a 

secreção de proteinases pela levedura, produção de urease, secreção de 

fosfolipases extracelulares, mating type α, e produção de manitol. A secreção de 

proteinases por C. neoformans e C. gattii tem sido estudada e acredita-se que 

essas enzimas contribuam para a virulência do microrganismo, degradando 

proteínas dos tecidos do hospedeiro, como colágeno, elastina e fibrinogênio, e/ou 

destruindo outras proteínas com função imunológica importante, como 

imunoglobulinas e fatores do complemento (STEENBERGEN & CASADEVALL, 

2003). Também a secreção de urease é considerada um fator de virulência, uma 

vez que a alcalinização do meio favorece a sobrevivência do fungo no 

fagolisossoma (COX et al., 2000). A atividade da enzima fosfolipase (PLB1) está 
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associada à virulência devido à destruição de componentes da membrana celular 

e lise celular no hospedeiro e o gene responsável por esta atividade já foi clonado 

e caracterizado (COX et al., 2001; STEENBERGEN & CASADEVALL, 2003). 

Outro fator de virulência, a produção de manitol, um poliálcool acíclico, 

pode contribuir para a elevação da pressão intracraniana em pacientes com 

meningoencefalite ao provocar o aumento da pressão osmótica e pode, de forma 

semelhante à melanina, atuar como um antioxidante (CASADEVALL & PERFECT, 

1998).  

A predominância do mating type α entre os isolados clínicos e ambientais 

(30 a 40 vezes mais que o mating type a) e a evidência de que células MATα são 

mais virulentas em camundongos, sugere que o mating type α funcione como um 

fator de virulência (KWON-CHUNG et al., 1992 apud HEITMAN, 2006). Porém, 

embora o locus de mating type já tenha sido clonado, o mecanismo, os genes, ou 

os produtos destes genes pelos quais o mating type afeta a virulência 

permanecem desconhecidos (STEENBERGEN & CASADEVALL, 2003; 

MITCHELL et al., 2003). As diferenças genéticas existentes entre os dois mating 

types podem ser a causa de uma maior adaptação de um em relação ao outro 

tanto na natureza como no hospedeiro, explicando assim a prevalência do mating 

type α entre isolados clínicos (MCCLELLAND et al., 2004). 

 

2.4 Microscopia eletrônica de varredura  

 

As células de C. neoformans e C. gattii são típicas células leveduriformes, 

esféricas a ovais. Apresentam tamanho variável, contorno duplo e podem ser 
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altamente refráteis. O método mais comum para a visualização das células 

emprega uma suspensão diluída de tinta da Índia. Como as partículas de tinta da 

Índia são excluídas pela cápsula polissacarídica, esta aparece como uma área 

clara em torno da célula (CASADEVALL & PERFECT, 1998). Uma modificação 

desta técnica, utilizando mercúrio cromo, permite a visualização de estruturas 

internas da levedura através da microscopia óptica (ZERPA et al., 1996).  

Existem algumas características morfológicas já descritas que podem ser 

associadas a cada uma das espécies (KWON-CHUNG et al., 1982 apud KWON-

CHUNG & VARMA, 2006). As colônias de C. gattii em meio de cultivo são quase 

sempre mais mucóides do que as de C. neoformans, embora isso nem sempre 

reflita no tamanho da cápsula polissacarídica. As células de C. gattii são mais 

freqüentemente reportadas como sendo elípticas, enquanto esta característica é 

pouco freqüente em C. neoformans. 

A microscopia eletrônica deste fungo vem sendo realizada ao longo dos 

anos e mostra que C. neoformans e C. gattii têm características típicas de células 

eucarióticas. Já foram descritos detalhes da cápsula e das estruturas internas da 

célula com base em fotomicrografias de secções finas observadas em 

microscopia de transmissão (EDWARDS et al., 1967; CASADEVALL & 

PERFECT, 1998). 

Vários estudos utilizando microscopia eletrônica avaliaram a produção de 

melanina a partir de L-dopa (3,4-di-hidroxifenilalanina) com aumento da 

densidade da parede celular (WANG et al., 1996; NOSANCHUK & CASADEVALL, 

2003). A MEV tem sido útil na investigação de características dos polissacarídeos 

capsulares (CLEARE & CASADEVALL, 1999), formação de brotamentos em 
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células melaninizadas (NOSANCHUK & CASADEVALL, 2003), bem como na 

avaliação dos efeitos de concentrações subinibitórias dos antifúngicos anfotericina 

B e fluconazol na morfologia celular de C. neoformans e C. gattii (NOSANCHUK 

et al., 1999). Mais recentemente, a MEV foi aplicada para investigar a formação 

de biofilmes por C. neoformans e C. gattii em diferentes suportes e a 

suscetibilidade destes biofilmes a condições de estresse como luz UV e calor 

(MARTINEZ & CASADEVALL, 2007). 

 

2.5 Biologia molecular de C. neoformans e C. gattii 

 

Assim como tantas diferenças fenotípicas existentes entre as variedades 

do complexo de espécies C. neoformans, também as diferenças genotípicas têm 

sido estudadas, principalmente a partir da década de 80 (CASADEVALL & 

PERFECT, 1998). Vários sistemas de tipificação molecular têm sido 

desenvolvidos e utilizados para C. neoformans e C. gattii. Entre eles podemos 

citar a análise dos padrões de fragmentos de DNA gerados por RFLPs (FAN et 

al., 1994), o DNA fingerprinting, por hibridização de fragmentos gerados por 

enzimas de restrição com sondas de DNA genômico repetitivo (CHEN et al., 1995; 

SPITZER & SPITZER, 1997), cariótipo eletroforético por eletroforese de campo 

pulsado (FRANZOT et al., 1997), métodos de PCR fingerprinting (SORRELL et 

al., 1996; MEYER et al., 1999), a análise por RAPD (CHEN et al., 1996; HORTA 

et al., 2002), tipagem com enzima multilocus (BRANDT et al., 1993), 

seqüenciamento das regiões IGS (Espaçador intergênico) e ITS (Espaçador 

interno transcrito) (DIAZ et al., 2000; KATSU et al., 2004) e, mais recentemente, 
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multilocus sequence typing (MLST) (LITVINTSEVA et al., 2006; BOVERS et al., 

2008).  

Na década de 90, dois diferentes sistemas de transformação foram 

desenvolvidos para C. neoformans e C. gattii. No primeiro, o DNA pode ser 

introduzido por eletroporação. No segundo, o DNA é introduzido por biolística 

utilizando microprojéteis de ouro transportando o DNA. Estes estudos permitiram 

a possibilidade de análise da função de genes por transformação e interrupção de 

genes por integração homóloga (HULL & HEITMAN, 2002). Posteriormente, a 

transformação mediada pela bactéria Agrobacterium tumefaciens, descrita para C. 

neoformans em 2002, foi otimizada e, quando comparada aos outros métodos, 

apresentou eficiência semelhante para C. neoformans e superior para C. gattii 

(MCCLELLAND et al., 2005).  

Foi publicado por LOFTUS et al. (2005) o relato do seqüenciamento do 

genoma de isolados de referência de C. neoformans var. neoformans, JEC21 e 

B3501 (ambos pertencentes ao sorotipo D). Outros genomas atualmente 

disponíveis pertencem ao isolado patogênico de C. neoformans var. grubii H99 

(sorotipo A) e duas linhagens de C. gattii, WM276 e R265 (ambas do sorotipo B, 

sendo W276 um isolado ambiental e R265 um isolado clínico relacionado à 

epidemia de Vancouver) (HOANG et al. 2004; LIN & HEITMAN, 2006).  

C. neoformans possui um genoma de aproximadamente 19 Mb de DNA, 

em 14 cromossomos que variam em tamanho (762 kb a 2,3 kb), e 6572 genes 

ricos em íntrons (uma média de 5,3 íntrons por gene com tamanho médio de 67 

pb) (LOFTUS et al., 2005). Aproximadamente 50% das seqüências dos genomas 

do isolado B-3501 e do isolado JEC21 são idênticas, e o restante das seqüências 
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apresentam pequenos polimorfismos. Cerca de 5% do genoma de Cryptococcus é 

composta por transposons, que se agrupam em blocos únicos nos cromossomos, 

variando de 40 a 100 kb.  

A organização gênica em C. neoformans e C. gattii é consideravelmente 

mais complexa do que a dos ascomicetos cuja seqüência está disponível e é 

comparável àquela observada em Arabidopsis thaliana ou Caenorhabditis 

elegans. Splicing alternativo foi predito para 277 genes, ou 4,2% do transcriptoma, 

e uma variedade de mecanismos de splicing foi identificada. A análise do genoma 

identificou mais de 30 genes provavelmente envolvidos na biosíntese de cápsula. 

Sessenta e cinco por cento dos genes de C. neoformans têm homologia 

conservada com outros genomas de fungos, 10% parece ser único de C. 

neoformans, enquanto os 25% restantes não têm identidade com qualquer 

seqüência de fungos disponível em bancos de dados (LOFTUS et al., 2005). 

O genoma deste fungo é particularmente rico em elementos repetitivos, o 

que é pouco usual para um microrganismo e mais típico de eucariotos superiores. 

A expansão de elementos repetitivos num genoma poderia produzir eventos de 

recombinação aberrantes e instabilidade do genoma, causando mudanças em 

nível genômico tais como duplicações, deleções, translocações, inversões e 

mutações (LIN & HEITMAN, 2006). Posteriormente, ROY et al. (2007) estudaram 

íntrons de regiões não traduzidas (UTRs) das espécies do complexo C. 

neoformans e observaram que o tamanho médio e densidade média dos íntrons 

nas espécies estudadas é menor do que os demais padrões relatados de plantas 

e animais. Também baseados em dados de seqüenciamento dos genomas de 

Cryptococcus, SHARPTON et al. (2008) estudaram a taxa de perda de íntrons e 
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descreveram um gene (CNN00420) que ganhou um intron por meio da duplicação 

de DNA repetitivo. 

Como C. neoformans e C. gattii geram e mantêm o polimorfismo genético e 

fenotípico e como seu modo de vida e reprodução no ambiente afeta sua 

evolução ainda é pouco compreendido. Microevolução nestas espécies pode 

resultar em mudanças fenotípicas e genotípicas neste organismo e mudanças de 

fenótipo (phenotypic switching) já foram caracterizadas em C. neoformans e C. 

gattii (JAIN et al., 2006). 

Estudos de filogenética molecular demonstraram que os sorotipos do 

complexo C. neoformans divergiram uns dos outros há milhões de anos. As 

variedades grubii e neoformans são separadas por aproximadamente 18 milhões 

de anos de evolução, e essas variedades diferem de C. gattii por 

aproximadamente 37 milhões de anos (XU et al., 2000). Mais recentemente, 

utilizando-se os dados dos genomas de Cryptococcus disponíveis, estimou-se 

que as duas espécies divergiram há 80 milhões de anos (SHARPTON et al., 

2008). 

 

2.6 Análise de diferença representacional  

 

O método de RDA, desenvolvido por LISITSYN et al. (1993), baseia-se em 

hibridização subtrativa e enriquecimento cinético, purificando fragmentos 

presentes em uma população de fragmentos de DNA que estejam ausentes em 

outra população. Desta forma, o RDA é um método desenvolvido para a análise 

de pequenas diferenças existentes entre as seqüências de duas populações de 
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DNA, tornando-se útil para a descoberta de agentes infecciosos e sondas para 

estudos genéticos.  

A hibridização subtrativa clássica envolve a hibridização de DNA de uma 

das amostras (tester) com grande excesso de outra amostra de DNA (driver), de 

forma que os fragmentos de DNA tester formem híbridos predominantemente com 

os fragmentos do DNA driver (LISITSYN, 1995). A hibridização é geralmente 

seguida por uma separação física das seqüências indesejadas da seqüência-alvo, 

usando, por exemplo, cromatografia. Isso resulta na purificação dos fragmentos 

de DNA-alvo que estão presentes somente na amostra de DNA tester. Contudo, 

quanto maiores e mais complexos os genomas ou quanto menor a diferença entre 

eles, mais difícil seria essa separação. Por isso a hibridização subtrativa foi 

considerada ineficiente para a comparação de DNA genômico de eucariotos 

superiores. A hibridização subtrativa bem sucedida geralmente resulta em apenas 

um enriquecimento de aproximadamente 100 a 1000 vezes da seqüência alvo e, 

portanto, deve ser seguida por um processo de classificação através de um 

grande número de seqüências de DNA para encontrar uma de interesse 

(LISITSYN, 1995). 

No método de RDA a complexidade dos genomas foi reduzida através da 

preparação de porções representativas de cada genoma (“representações”). A 

reduzida complexidade das representações nos permite alcançar um maior 

rendimento durante a etapa de hibridização subtrativa e, conseqüentemente, um 

enriquecimento cinético mais efetivo (LISITSYN, 1995). Portanto, torna-se 

importante a escolha da enzima de restrição adequada para gerar fragmentos de 

DNA de tamanho adequado. Se uma população de fragmentos de DNA contendo 
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uma subpopulação-alvo enriquecida “n” vezes em relação aos fragmentos não 

enriquecidos no tester é fundida e reanelada de maneira que somente uma 

pequena proporção do DNA tester dupla-fita se forme, o DNA alvo dupla-fita 

poderia estar presente “n2” vezes em relação às outras seqüências presentes 

como DNA dupla-fita. Isso é denominado enriquecimento cinético (LISITSYN et 

al., 1993).  

O RDA aplica este princípio por amplificação do DNA por PCR (Reação em 

cadeia da polimerase) para purificar as pequenas quantidades de DNA dupla-fita 

de tester. Para amplificar os pequenos fragmentos de restrição, um 

oligonucleotídeo adaptador contendo uma seqüência primer para a PCR é ligado 

em ambas as pontas de todos os fragmentos do tester, de forma que somente as 

moléculas dupla-fita do tester sejam amplificadas (LISITSYN et al., 1993). Uma 

combinação de adaptadores é usada e consiste dos primers desejados para a 

PCR, um com 24 bases e outro com 12 bases. Este último é complementar ao 

oligonucleotídeo de 24 bases e ao sítio de restrição. O anelamento lento cria uma 

ponte temporária formada pelos 12 nucleotídeos que posicionam os 24 

nucleotídeos adjacentes ao fragmento de DNA digerido, permitindo a ligação 

direta do primer (24 nt) na extremidade 5’ do fragmento de DNA. Posteriormente, 

o amplicon é purificado e a Taq DNA polimerase pode gerar fitas duplas do primer 

requerido para a amplificação exponencial por PCR (PASTORIAN et al., 2000).  

Entre as aplicações inicialmente sugeridas para a análise de diferença 

representacional estão a detecção de anormalidades genéticas que resultam em 

câncer, geração de marcadores de RFLPs que existem entre espécies ou 

indivíduos relacionados para serem usados no mapeamento genético e a 
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identificação de loci ligados a doenças genéticas que resultam de mutações 

espontâneas ou rearranjos no óvulo fertilizado (LISITSYN et al., 1993). Desta 

forma, este método pode ser muito útil na geração de sondas para estudos 

genéticos.  

Embora o RDA, na sua forma original, tenha sido projetado para identificar 

diferenças entre populações de DNA, o mesmo processo foi subseqüentemente 

modificado por HUBANK & SCHATZ (1994) para permitir a análise de diferenças 

em populações expressas de RNA mensageiro (mRNA), através do cDNA (DNA 

complementar) correspondente. Essa técnica, cDNA – RDA, permite a detecção 

de mudanças na expressão de mRNAs por enriquecimento seletivo sem qualquer 

conhecimento prévio da seqüência do gene específico em questão. Esta seria a 

vantagem frente aos métodos clássicos cujo fator limitante para análise dos 

padrões de expressão é a aplicabilidade somente para genes conhecidos 

(PASTORIAN et al., 2000). 

Com relação ao estudo de bactérias de importância clínica humana e 

veterinária, esta técnica já se mostrou útil, por exemplo, para a identificação de 

seqüências específicas de Brachyspira hyodysenteriae, agente etiológico da 

disenteria suína (ROTHKAMP et al., 2002) e seqüências específicas de 

Escherichia coli sorotipo O157, importante patógeno associado à diarréia humana 

grave (ALLEN et al., 2001), além de trabalhos envolvendo outras bactérias como 

Pseudomonas aeruginosa (CHOI et al., 2002), Yersinia enterocolitica (IWOBI et 

al., 2002), Vibrio cholerae (CALIA et al., 1998) e Neisseria meningitidis (BART et 

al., 2000; BART et al., 2001).  
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Em relação a organismos eucariotos inferiores, a metodologia de RDA 

genômico foi empregada, por exemplo, para a identificação de seqüências 

específicas do DNA da fêmea de Schistosoma mansoni (DREW & BRINDLEY, 

1995). O emprego da metodologia de cDNA-RDA para Leishmania (Viannia) 

panamensis permitiu a clonagem do gene histona H1 (ALZATE et al., 2006). Da 

mesma forma, esta metodologia possibilitou a clonagem de genes expressos 

durante a formação do corpo de frutificação no basidiomiceto Lentinula edodes 

(MIYAZAKI et al., 2005).  

DUTRA et al. (2004) com a finalidade de encontrar genes diferencialmente 

expressos pelo fungo Metarhizium anisopliae durante o processo de infecção do 

carrapato Boophilus microplus, utilizou a metodologia de RDA de cDNA, 

comparando o cDNA gerado em meio com cutícula do carrapato e cDNA gerado 

em meio rico em glicose. Entre 135 clones seqüenciados, foram identificados, 

após comparação com bancos de dados, 34 seqüências e 14 ESTs (Expressed 

sequence tags) com ortólogos conhecidos. Mais recentemente, BAILÃO et al. 

(2007) estudaram genes diferencialmente expressos em condições de interação 

do patógeno Paracoccidiodes brasiliensis com o hospedeiro e BAEZA et al. 

(2007) utilizaram a metodologia de cDNA-RDA para a identificação de genes 

diferencialmente expressos por Trichophyton rubrum em presença de queratina. 

 Para C. neoformans, o perfil de expressão gênica foi avaliado por cDNA 

RDA permitindo a identificação de novos genes regulados positivamente em 

temperatura de 37°C, possivelmente relacionados com a interação patógeno-

hospedeiro (ROSA E SILVA et al., 2008). Os produtos destes genes estão 

envolvidos em diferentes processos biológicos, como, por exemplo, na integridade 
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da parede celular, resposta a estresse e metabolismo oxidativo. Neste estudo 

também observou-se que genes relacionados ao transporte de fosfolipídios e 

estrutura da cromatina foram regulados positivamente em temperatura de 25°C.  
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3. OBJETIVOS 
 

3.1 Geral 

Identificar diferenças morfológicas e caracterizar seqüências de DNA que 

possam auxiliar na determinação da variabilidade de isolados clínicos e 

ambientais de C. gattii e das variedades grubii e neoformans de C. neoformans. 

 

3.2 Específicos 

 

• Identificar seqüências possivelmente específicas ou polimórficas entre C. 

gattii e C. neoformans var. grubii utilizando a metodologia de RDA; 

• Adaptar a metodologia de MEV para utilização direta a partir de meio de 

cultura; 

• Comparar a morfologia celular de C. gattii e C. neoformans var. grubii por 

MEV utilizando a metodologia desenvolvida. 
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4. RESULTADOS  
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5. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 
 

 O método de RDA genômico mostrou-se útil para a identificação de 

seqüências polimórficas em genomas mais complexos (quando comparados aos 

genomas procarióticos). De todas as seqüências identificadas, já foram 

caracterizados os polimorfismos do gene putativo IDE em um estudo baseado na 

filogenia de múltiplos genes desenvolvido em parceria com Wieland Meyer 

(Molecular Mycology Research Laboratory, CIDM, University of Sydney, 

Austrália). A análise do locus IDE foi realizada como parte desta tese, enquanto a 

análise dos outros 3 loci estudados (ACT1, URA5 e PLB1) foi desenvolvida pelo 

grupo da Universidade de Sydney. Este estudo demonstrou que o conceito 

atualmente empregado de duas espécies para o complexo C. neoformans é válido 

e suporta os tipos moleculares previamente estabelecidos pelas análises de 

RFLP, M13 fingerprinting e AFLP. 

Também foi desenvolvido um método alternativo para o processamento de 

amostras de C. neoformans e C. gattii para MEV. Foram confirmados dados de 

outros estudos sobre a morfologia celular das espécies do complexo C. 

neoformans, mostrando que a formação de cápsula polissacarídica em C. gattii é 

mais pronunciada e independe do meio de cultivo, quando comparado a C. 

neoformans. O método pode ser facilmente aplicado a outras espécies de 

leveduras ou no estudo da interação entre espécies, como já foi demonstrado por 

FUENTEFRIA et al. (2007). 

Como perspectivas deste trabalho, temos o desenvolvimento de primers 

específicos e a padronização de reações de PCR para outras seqüências 
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identificadas pelo RDA. Posteriormente, poderá ser realizada a caracterização de 

isolados clínicos e ambientais do Brasil e de diversas regiões do mundo quanto à 

presença de polimorfismos utilizando PCR e seqüenciamento das regiões 

amplificadas. Este tipo de caracterização de isolados do complexo C. neoformans 

pode contribuir para o estudo da distribuição dos tipos moleculares deste 

patógeno, que vem mudando em nível mundial nos últimos anos.  
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6. COLABORAÇÕES 
 

 No decorrer deste trabalho, outros estudos relacionados à biologia de C. 

neoformans e identificação de espécies de leveduras foram desenvolvidos em 

parceria com colegas de Mestrado e Doutorado neste programa de pós-

graduação.  

 

ANEXO 1  

LEAL, A. L.; FAGANELLO, J.; BASSANESI, M. C. & VAINSTEIN, M.H. 

Cryptococcus species identification by multiplex PCR. Med Mycol, in press, 2008. 

 

ANEXO 2 

FUENTEFRIA, A. M.; SUH, S-O.; LANDELL, M. F.; FAGANELLO, J.; SCHRANK, 

A.; VAINSTEIN, M. H.; BLACKWELL, M. & VALENTE, P. Trichosporon insectorum 

sp. nov., a new anamorphic basidiomycetous killer yeast. Mycol Res, 112:93-99, 

2008. 

 

ANEXO 3 

FUENTEFRIA, A. M.; FAGANELLO, J.; PAZZINI, F.; SCHRANK, A.; VALENTE, P. 

& VAINSTEIN, M. Typing and patterns of cellular morphological alterations in 

Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii isolates exposed to a panel of 

killer yeasts. Med Mycol, 45:503-512, 2007.  

 

ANEXO 4 
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ABEGG, M. A.; CELLA, F. L.; FAGANELLO, J.; VALENTE, P.; SCHRANK, A. & 

VAINSTEIN, M. H. Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii isolated 

from the excreta of Psittaciformes in a Southern Brazilian Zoological Garden. 

Mycopathologia, 161: 83–91, 2006. 

 

ANEXO 5 

HORTA, J. A.; FAGANELLO, J.; ROSA E SILVA, L. K.; OLIVEIRA, L. T.; 

SANTURIO, J. M.; VAINSTEIN, M. H. & ALVES, S. H. Susceptibility to heat and 

antifungal agents of Cryptococcus neoformans var. neoformans (serotype D) 

isolated from Eucalyptus spp. in Rio Grande do Sul, Brazil. Braz J Microbiol, 36:1-

6, 2005. 

 

 

 

 

 



 

 118 

 

7. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 
 

ABEGG, M. A.; CELLA, F. L.; FAGANELLO, J.; VALENTE, P.; SCHRANK, A. & 

VAINSTEIN, M. H. Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii isolated from 

the excreta of Psittaciformes in a Southern Brazilian Zoological Garden. 

Mycopathologia, 161: 83–91, 2006. 

 

ABEGG, M. A. Isolamento e caracterização de C.neoformans a partir de potenciais 

reservatórios ambientais inexplorados no Rio Grande do Sul. Dissertação de 

Mestrado, Programa de Pós-Graduação em Biologia Celular e Molecular, 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, 2003. 

 

ALLEN, N. L.; HILTON, A. C.; BETTS, R. & PENN, C. W. Use of representational 

difference analysis to identify Escherichia coli 0157- specific DNA sequences. FEMS 

Microbiol Lett, 197: 195-201, 2001.  

 

ALSPAUGH, J. A.; PERFECT, J. R. & HEITMAN, J. Signal transduction pathways 

regulating differentiation and pathogenicity of Cryptococcus neoformans. Fungal 

Gen Biol, 25: 1-14, 1998.  

 

ALZATE, J. F.; RAMÍREZ-PINEDA, J. R.; GONZÁLEZ, V. M.; PATIÑO, E.; VÉLEZ, I. D. & 

JIMÉNEZ-RUIZ, A. Leishmania (Viannia) panamensis: Cloning of the histone H1 

genes by representational difference analysis. Exp Parasitol, 112: 126–129, 2006. 

 

BAEZA, L. C.; BAILÃO, A. M.; BORGES, C. L.; PEREIRA, M.; SOARES, C. M. A. & 

GIANNINI, M. J. S. M. cDNA representational difference analysis used in the 



 

 119 

identification of genes expressed by Trichophyton rubrum during contact with 

keratin. Microbes Infect, 9: 1415-1421, 2007. 

 

BAILÃO, A. M.; SCHRANK, A.; BORGES, C. L.; PARENTE, J. A.; DUTRA, V.; FELIPE, 

M. S.; FIÚZA, R. B.; PEREIRA, M. & DE ALMEIDA SOARES, C. M. The 

transcriptional profile of Paracoccidioides brasiliensis yeast cells is influenced by 

human plasma. FEMS Immunol Med Microbiol, 51: 43-57, 2007. 

 

BART, A.; DANKERT, J. & VAN DER ENDE, A. Representational difference analysis of 

Neisseria meningitidis identifies sequences that are specific for the hyper-virulent 

lineage III clone.  FEMS Microbiol Lett, 188: 111-114, 2000.  

 

BART, A.; PANNEKOEK, Y.; DANKERT, J. & VAN DER ENDE, A. NmeSI restriction-

modification system identified by representational difference analysis of a 

hypervirulent Neisseria meningitidis strain. Infect Immun, 69: 1816-1820, 2001.  

 

BOEKHOUT, T.; THEELEN, B.; DIAZ, M.; FELL, J. W.; HOP, W. C. J.; ABELN, E. C. A.; 

DROMER, F. & MEYER, W. Hybrid genotypes in the pathogenic yeast Cryptococcus 

neoformans. Microbiology, 147: 891-907, 2001.  

 

BOVERS, M.; HAGEN, F.; KURAMAE, E. E.; DIAZ, M. R.; SPANJAARD, L.; DROMER, 

F.; HOOGVELD, H. L. & BOEKHOUT, T. Unique hybrids between the fungal 

pathogens Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii. FEMS Yeast Res, 6: 

599-607, 2006.  

 



 

 120 

BOVERS, M.; HAGEN, F.; KURAMAE, E. E. & BOEKHOUT, T. Six monophyletic lineages 

identified within Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii by multi-locus 

sequence typing. Fungal Genet Biol, 45: 400-421, 2008. 

 

BRANDT, M. E.; BRAGG, S. L. & PINNER, R. W. Multilocus enzyme typing of 

Cryptococcus neoformans. J Clin Microbiol, 31: 2819-2823, 1993.  

 

BUCHANAN, K. L. & MURPHY, J. W. What makes Cryptococcus neoformans a 

pathogen? Emerg Infect Dis, 4: 71-83, 1998.    

 

CALIA, K. E.; WALDOR, M. K. & CALDERWOOD, S. B. Use of Representational 

Difference Analysis to identify genomic differences between pathogenic strains of 

Vibrio cholerae. Infect Immun, 66: 849-852, 1998.  

 

CASADEVALL, A. & PERFECT, J. R. Cryptococcus neoformans. Washington, American 

Society for Microbiology, 1998. 

 

CASALI, A. K.; GOULART, L.; SILVA, L. K. R.; RIBEIRO, A. M.; AMARAL, A. A.; ALVES, 

S. H.; SCHRANK, A.; MEYER, W. & VAINSTEIN, M. H. Molecular typing of clinical 

and environmental Cryptococcus neoformans isolates in the Brazilian state Rio 

Grande do Sul. FEMS Yeast Res, 3: 405-415, 2003.  

 

CHEN, F.; CURRIE, B. P.; CHEN, L-C.; SPITZER, S. G.; SPITZER, E. D. & 

CASADEVALL, A. Genetic relatedness of Cryptococcus neoformans clinical isolates 

grouped with the repetitive DNA probe CNRE-1. J Clin Microbiol, 33: 2818-2822, 

1995.  

 



 

 121 

CHEN, S. C. A.; BROWNLEE, A. G.; SORRELL, T. C.; RUMA, P.; ELLIS, D. H.; 

PFEIFFER, T.; SPEED, B. R. & NIMMO, G. Identification by Random Amplification 

of Polymorphic DNA of a common molecular type of Cryptococcus neoformans var. 

neoformans in patients with AIDS or other immunosuppressive conditions. J Infect 

Dis, 8: 173-754, 1996.  

 

CHOI, J. Y.; SIFRI, C. D.; GOUMNEROV, B. C.; RAHRNE, L. G.; AUSUBEL, F. M. & 

CALDERWOOD, S. B. Identification of virulence genes in a pathogenic strain of 

Pseudomonas aeruginosa by Representational Difference Analysis. J Bacteriol, 184: 

952-961, 2002.  

 

CLEARE, W. & CASADEVALL, A. Scanning electron microscopy of encapsulated and 

non-encapsulated Cryptococcus neoformans and the effect of glucose on capsular 

polysaccharide release. Med Mycol,  37: 235-243, 1999. 

 

COX, G.M.; MUKHERJEE, J.; COLE, G.T.; CASADEVALL, A. & PERFECT, J.R. Urease 

as a virulence factor in experimental cryptococcosis. Infect Immun, 68: 443–448, 

2000. 

 

COX, G. M.; MCDADE, H. C.; CHEN, S. C.; TUCKER, S. C.; GOTTFREDSSON, M.; 

WRIGHT, L. C.; SORRELL, T. C.; LEIDICH, S. D.; CASADEVALL, A.; GHANNOUM, 

M. A. & PERFECT, J. R. Extracellular phospholipase activity is a virulence factor for 

Cryptococcus neoformans. Mol Microbiol , 39: 166–175, 2001. 

 

DEL VALLE, L. & PIÑA-OVIEDO, S. HIV disorders of the brain: pathology and 

pathogenesis. Front Biosci, 11: 718-732, 2006. 

 



 

 122 

DIAZ, M. R.; BOEKHOUT, T.; THEELEN, B. & FELL, J. W. Molecular sequence analyses 

of the intergenic spacer (IGS) associated with rDNA of the two varieties of the 

pathogenic yeast, Cryptococcus neoformans. System Appl Microbiol, 23: 535-545, 

2000.  

 

DREW, A. C. & BRINDLEY, P. J. Female-specific sequences isolated from Schistossoma 

mansoni by representational difference analysis. Mol Biochem Parasitol, 71: 173-

181, 1995.  

 

DROUHET, E. Milestones in the history of Cryptococcus and cryptococcosis. J Mycol 

Méd, 7: 10-27, 1997.  

 

DUTRA, V.; NAKASATO, L.; BROETTO, L.; SCHRANK, I. S.; VAINSTEIN, M. H. & 

SCHRANK, A. Application of representational difference analysis to identify 

sequence tags expressed by Metharizium anisopliae during the infection process of 

the tick Boophilus microplus cuticle. Res Microbiol, 155: 245-251, 2004.  

 

EDWARDS, M. R.; GORDON, M. A.; LAPA, E. W. & GHIORSE, W. C. Micromorphology 

of Cryptococcus neoformans. J Bacteriol, 94: 766-777, 1967. 

 

EISENMAN, H. C.; MUES, M.; WEBER, S. E.; FRASES, S.; CHASKES, S.; GERFEN, G. 

& CASADEVALL, A. Cryptococcus neoformans laccase catalyses melanin synthesis 

from both D- and L-DOPA. Microbiology, 153:3954-3962, 2007. 

 

FAN, M.; CURRIE, B. P.; GUTELL, R. R.; RAGAN, M. A. & CASADEVALL, A. The 16S-

like, 5,8S and 23S-like rRNAs of the two varieties of Cryptococcus neoformans: 



 

 123 

sequence, secondary structure, phylogenetic analysis and restriction fragment 

polymorphisms. J Med Vet Mycol, 32: 163-180, 1994.  

 

FRASER, J. A.; GILES, S. S.; WENINK, E. C.; GEUNES-BOYER S. G.; WRIGHT, J. R.; 

DIEZMANN, S.; ALLEN, A.; STAJICH, J. E.; DIETRICH, F. S.; PERFECT, J. R. & 

HEITMAN, J. Same-sex mating and the origin of the Vancouver Island Cryptococcus 

gattii outbreak. Nature, 437:1360-1364, 2005. 

 

FRANZOT, S. P.; HAMDAN, J. S.; CURRIE, B. P. & CASADEVALL, A. Molecular 

epidemiology of Cryptococcus neoformans in Brazil and the United States: evidence 

for both local genetic differences and a global clonal population structure. J Clin 

Microbiol, 35: 2243-2251, 1997. 

 

FRANZOT, S. P.; SALKIN, I. F. & CASADEVALL, A. Cryptococcus neoformans var. 

grubii: separate varietal status for Cryptococcus neoformans serotype A isolates. J 

Clin Microbiol, 37: 838-840, 1999.  

 

FUENTEFRIA, A. M.; FAGANELLO, J.; PAZZINI, F.; SCHRANK, A.; VALENTE, P. & 

VAINSTEIN M. Typing and patterns of cellular morphological alterations in 

Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii isolates exposed to a panel of 

killer yeasts. Med Mycol, 45: 503-12, 2007.  

 

HALLIDAY, C. L. & CARTER, D. A. Clonal reproduction and limited dispersal in na 

environmental population of Cryptococcus neoformans var. gattii isolates from 

Australia. J Clin Microbiol,  41: 703-711, 2003.  

 



 

 124 

HEITMAN, J. Sexual reproduction and the evolution of microbial pathogens. Curr Biol, 16: 

711-725, 2006.  

 

HOANG, L. M.; MAGUIRE, J. A.; DOYLE, P.; FYFE, M. & ROSCOE, D. L. Cryptococcus 

neoformans infections at Vancouver Hospital and Health Sciences Centre (1997–-

2002): epidemiology, microbiology and histopathology. J Med Microbiol, 53: 935–-

940, 2004. 

 

HORTA, J. A.; STAATS, C. C.; CASALI, A. K.; RIBEIRO, Â. M.; SCHRANK, I. S.; 

SCHRANK, A. & VAINSTEIN, M. H. Epidemiological aspects of clinical and 

environmental Cryptococcus neoformans isolates in the Brazilian state Rio Grande 

do Sul. Med Mycol, 40: 1-7, 2002.  

 

HUBANK, M. & SCHATZ, D. G. Identifying differences in mRNA expression by 

representational difference analysis of cDNA. Nucleic Acids Res, 22: 5640-5648, 

1994.  

 

HULL, C. M. & HEITMAN, J. Genetics of Cryptococcus neoformans. Annu Rev Genet, 36: 

557-615, 2002.  

 

IWOBI, A.; RAKIN, A.; GARCIA, E. & HEESEMANN, J. Representational difference 

analysis uncovers a novel IS10-like insertion element unique to pathogenic strains of 

Yersinia enterocolitica. FEMS Microbiol Lett, 210: 251-255, 2002.  

 

JAIN, N.; GUERRERO, A. & FRIES, B. C. Phenotypic switching and its implications for 

the pathogenesis of Cryptococcus neoformans. FEMS Yeast Res, 6:480-488, 2006. 

 



 

 125 

KATSU, M.; KIDD, S.; ANDO, A.; MORETTI-BRANCHINI, M. L.; MIKAMI, Y.; 

NISHIMURA, K. & MEYER, W. The internal transcribed spacers and 5.8S rRNA 

gene show extensive diversity among isolates of the Cryptococcus neoformans 

species complex. FEMS Yeast Res, 4: 377-388, 2004.  

 

KHAWCHAROENPORN, T.; APISARNTHANARAK, A. & MUNDY, L. M. Non-neoformans 

cryptococcal infections: a systematic review. Infection, 35: 51-8, 2007.  

 

KIDD, S. E.; CHOW, Y.; MAK, S.; BACH, P. J.; CHEN, H.; HINGSTON, A. O.; 

KRONSTAD, J. W. & BARTLETT, K. H. Characterization of environmental sources 

of the human and animal pathogen Cryptococcus gattii in British Columbia, Canada, 

and the Pacific Northwest of the United States. Appl Environ Microbiol, 73: 1433-

1443, 2007. 

 

KWON-CHUNG, K. J.; EDMAN, J. C. & WICKES, B. L. Genetic association of mating 

types and virulence in Cryptococcus neoformans. Infect Immun, 60: 602–605, 1992. 

 

KWON-CHUNG, K. J. & BENNETT, J. E. Distribution of α and a mating types of  

Cryptococcus neoformans among natural and clinical isolates. Am J Epidem, 108: 

337 – 340, 1978. 

 

KWON-CHUNG, K. J. & VARMA, A. Do major species concepts support one, two or more 

species within Cryptococcus neoformans? FEMS Yeast Res, 6: 574-587, 2006. 

 



 

 126 

LENGELER, K. B.; COX, G. M. & HEITMAN, J. Serotype AD Strains of Cryptococcus 

neoformans are diploid or aneuploid and are heterozygous at the mating-type locus  

Infect Immun, 69: 115–122, 2001. 

 

LIN, X.; HULL, C. M. & HEITMAN, J. Sexual reproduction between partners of the same 

mating type in Cryptococcus neoformans. Nature, 434: 1017-1021, 2005. 

 

LIN, X.; LITVINTSEVA, A. P.; NIELSEN, K.; PATEL, S.; FLOYD, A.; MITCHELL, T. G. & 

HEITMAN, J. Alpha AD alpha hybrids of Cryptococcus neoformans: evidence of 

same-sex mating in nature and hybrid fitness. PLoS Genet, 3:1975-1990, 2007. 

 

LIN, X. & HEITMAN, J. The biology of the Cryptococcus neoformans species complex. 

Annu Rev Microbiol, 60: 69-105, 2006.  

 

LISITSYN, N. A.; LISITSYN, N. & WIGLER, M. Cloning the differences between two 

complex genomes. Science,  259: 946-951, 1993.  

 

LISITSYN, N. A. Representational difference analysis: finding the differences between 

genomes. TIG, 11: 303-307, 1995.  

 

LITVINTSEVA, A. P.; THAKUR, R.; VILGALYS, R. & MITCHELL, T. G. Multilocus 

Sequence Typing reveals three genetic subpopulations of Cryptococcus neoformans 

var. grubii (serotype A), including a unique population in Botswana. Genetics, 172: 

2223–2238, 2006. 

 

LOFTUS, B. J.; FUNG, E.; RONCAGLIA, P.; ROWLEY, D.; AMEDEO, P.; BRUNO, D.; 

VAMATHEVAN, J.; MIRANDA, M.; ANDERSON, I. J.; FRASER, J. A.; ALLEN, J. E.; 



 

 127 

BOSDET, I. E.; BRENT, M. R.; CHIU, R.; DOERING, T. L.; DONLIN, M. J.; 

D’SOUZA, C. A.; FOX, D. S.; GRINBERG, V.; FU, J.; FUKUSHIMA, M.; HAAS, B. J.; 

HUANG, J. C.; JANBON, G.; JONES, S. J.; KOO, H. L.; KRZYWINSKI, M. I.; 

KWON-CHUNG, J. K.; LENGELER, K. B.; MAITI, R.; MARRA, M. A.; MARRA, R. E.; 

MATHEWSON, C. A.; MITCHELL, T. G.; PERTEA, M.; RIGGS, F. R.; SALZBERG, 

S. L.; SCHEIN, J. E.; SHVARTSBEYN, A.; SHIN, H.; SHUMWAY, M.; SPECHT, C. 

A.; SUH, B. B.; TENNEY, A.; UTTERBACK, T. R.; WICKES, B. L.; WORTMAN, J. 

R.; WYE, N. H.; KRONSTAD, J. W.; LODGE, J. K.; HEITMAN, J.; DAVIS, R. W.; 

FRASER, C. M. & HYMAN, R. W. The genome of the basidiomycetous yeast and 

human pathogen Cryptococcus neoformans. Science, 307: 1321–1324, 2005. 

 

MARTINEZ, L. R. & CASADEVALL, A. Cryptococcus neoformans biofilm formation 

depends on surface support and carbon source and reduces fungal cell susceptibility 

to heat, cold, and UV light. Appl Environ Microbiol, 73: 4592–4601, 2007. 

 

McCLELLAND, C. M.; CHANG, Y. C.; VARMA, A. & KWON-CHUNG, K. J. Uniqueness of 

the mating system in Cryptococcus neoformans. Trends Microbiol, 12: 208-212, 

2004.  

 

McCLELLAND, C. M.; CHANG, Y. C. & KWON-CHUNG, K. J. High frequency 

transformation of Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii by 

Agrobacterium tumefaciens. Fungal Genet Biol, 42 :904-913, 2005. 

 

McFADDEN, D.; ZARAGOZA, O. & CASADEVALL, A. The capsular dynamics of 

Cryptococcus neoformans. Trends Microbiol, 14: 497-505, 2006. 

 



 

 128 

MEDEIROS RIBEIRO, A.; SILVA, L. K.; SILVEIRA SCHRANK, I.; SCHRANK, A; MEYER, 

W. & HENNING VAINSTEIN, M. Isolation of Cryptococcus neoformans var. 

neoformans serotype D from Eucalypts in South Brazil. Med Mycol, 44:707-13, 

2006. 

 

MEYER, W.; MARSZEWSKA, K.; AMIRMOSTOFIAN, M.; IGREJA, R. P.; HARDTKE, C.; 

METHLING, K.; VIVIANI, M. A.; CHINDAMPORN, A.; SUKROONGREUNG, S.; 

JOHN, M. A.; ELLIS, D. H. & SORRELL, T. C. Molecular typing of global isolates of 

Cryptococcus neoformans var. neoformans by polymerase chain reaction 

fingerprinting and randomly amplified polymorphic DNA - a pilot study to standardize 

techniques on which to base a detailed epidemiological survey. Electrophoresis, 

20:1790-1799, 1999.  

 

Ministério da Saúde. Dados e pesquisa em DST e AIDS. Brasília, Coordenação do 

Programa Nacional de DST/AIDS, 2002. 

 

MITCHELL, T. G. & PERFECT, J. R. Cryptococcosis in the Era of AIDS – 100 years after 

the discovery of Cryptococcus neoformans. Clin Microbiol Rev, 8: 515-548, 1995.  

 

MIYAZAKI, Y.; NAKAMURA, M. & BABASAKI, K. Molecular cloning of developmentally 

specific genes by representational diVerence analysis during the fruiting body 

formation in the basidiomycete Lentinula edodes. Fungal Genet Biol, 42: 493–505, 

2005.  

 

NISHIKAWA, M. M.; LAZERA, M. S.; BARBOSA, G. G.; TRILLES, L.; BALASSIANO, B. 

R.; MACEDO, R. C.; BEZERRA, C. C. F.; PÉREZ, M. A.; CARDARELLI, P. & 

WANKE, B. Serotyping of 467 Cryptococcus neoformans isolates from clinical and 



 

 129 

environmental sources in Brazil: Analysis of host and regional patterns. J Clin 

Microbiol, 41: 73-77, 2003.  

 

NOSANCHUK, J. D.; CLEARE, W.; FRANZOT, S. P. & CASADEVALL, A. Amphotericin B 

and Fluconazole affect cellular charge, macrophage phagocytosis, and cellular 

morphology of  Cryptococcus neoformans at subinhibitory concentrations. 

Antimicrob Ag Chemother, 43: 233-239, 1999. 

 

NOSANCHUK, J. D. & CASADEVALL, A. Budding of melanized Cryptococcus 

neoformans in the presence or absence of L-dopa. Microbiology, 149: 1945-1951, 

2003. 

 

PAPPALARDO, M. C. S. M. & MELHEM, M. S. C. Cryptococcosis: A review of the 

Brazilian experience for the disease. Rev Inst Med Trop S Paulo, 45: 299-305, 2003.  

 

PASTORIAN, K.; HAWELL, L. & BYUS, C. V. Optimization of cDNA Representational 

Difference Analysis for the identification of differentially expressed mRNAs. Anal 

Biochem, 283: 89-98, 2000.  

 

PERFECT, J. R. Cryptococcus neoformans: a sugar-coated killer with designer genes. 

FEMS Immunol Med Microbiol, 45:395–404, 2005. 

 

PERFECT, J. R. Cryptococcus neoformans: the yeast that likes it hot. FEMS Yeast Res, 

6: 463–468, 2006. 

 

ROSA E SILVA, L. K.; STAATS, C. C.; GOULART, L. S.; MORELLO, L. G.; 

PELEGRINELLI FUNGARO, M. H.; SCHRANK, A. & VAINSTEIN, M. H. 



 

 130 

Identification of novel temperature-regulated genes in the human pathogen 

Cryptococcus neoformans using representational difference analysis. Res Microbiol, 

2008, doi:10.1016/j.resmic.2007.12.006. 

 

ROTHKAMP, A.; STROMMENGER, B. & GERLACH, G-F. Identification of Brachyspira 

hyodysenteriae-specific DNA fragments using representational difference analysis. 

FEMS Microbiol Letters, 210: 173-179, 2002.  

 

ROY, S. W.; PENNY, D. & NEAFSEY, D. E. Evolutionary conservation of UTR intron 

boundaries in Cryptococcus. Mol Biol Evol, 24:1140-1148, 2007. 

 

SCHEIN, J. E.; TANGEN, K. L.; CHIU, R.; SHIN, H.; LENGELER, K. B.; MACDONALD, 

W. K.; BOSDET, I.; HEITMAN, J.; JONES, S. J. M.; MARRA, M. A. & KRONSTAD, 

J. W. Physical maps for genome analysis of serotype A and D strains of the fungal 

pathogen Cryptococcus neoformans. Genome Res, 12: 1445-1453, 2002.  

 

SHARPTON, T. J.; NEAFSEY, D. E.; GALAGAN, J. E. & TAYLOR, J. W. Mechanisms of 

intron gain and loss in Cryptococcus. Genome Biol, 9:R24, 2008. 

 

SIDRIM, J. J. C. & MOREIRA, J. L. B. Fundamentos clínicos e laboratoriais da micologia 

médica. 1a ed., Guanabara Koogan, 1999. 

 

SORRELL, T. C.; CHEN, S. C. A.; RUMA, P.; MEYER, W.; PFEIFFER T. J.; ELLIS, D. H. 

& BROWNLEE, A. G. Concordance of clinical and environmental isolates of 

Cryptococcus neoformans var. gattii by Random Amplification of Polymorphic DNA 

analysis and PCR fingerprinting. J Clin Microbiol, 34: 1253-1260, 1996.  

 



 

 131 

SPITZER, S. G. & SPITZER, E. D. Isolation of Cryptococcus neoformans chromosome-

specific probes using expressed sequence tags. J Med Vet Mycol, 35: 257-261, 

1997.  

 

STEENBERGEN, J. N. & CASADEVALL, A. The origin and maintenance of virulence for 

the human pathogenic fungus Cryptococcus neoformans. Microbes Infect, 5: 667-

675, 2003.  

 

STEINBACH, W. J.; REEDY, J. L.; CRAMER, R. A. JR.; PERFECT, J. R. & HEITMAN, J. 

Harnessing calcineurin as a novel anti-infective agent against invasive fungal 

infections. Nat Rev Microbiol, 5: 418-430, 2007. 

 

SUKROONGREUNG, S.; KITINIYOM, K.; NILAKUL, C. & TANTIMAVANICH, S. 

Pathogenicity of basidiospores of Filobasidiela neoformans var. neoformans. Med 

Mycol, 36: 419-424, 1998.  

 

TSCHARKE, R. L.; LAZERA, M.; CHANG, Y. C.; WICKES, B. L. & KWON-CHUNG, K. J. 

Haploid fruiting in Cryptococcus neoformans is not mating type α-specific. Fungal 

Genet Biol, 39: 230-237, 2003. 

 

UPTON, A.; FRASER, J. A.; KIDD, S. E.; BRETZ, C.; BARTLETT, K. H.; HEITMAN, J. & 

MARR, K. A. First Contemporary Case of Human Infection with Cryptococcus gattii 

in Puget Sound: Evidence for Spread of the Vancouver Island Outbreak. J Clin 

Microbiol, 45: 3086-3088, 2007. 

 



 

 132 

WANG, Y.; AISEN, P. & CASADEVALL, A. Melanin, melanin “ghosts”, and melanin 

composition in Cryptococcus neoformans. Infect Immun, 64: 2420-2424, 1996. 

 

WICKES, B. L.; MAYORGA, M. E.; EDMAN, U. & EDMAN, J. C. Dimorphism and haploid 

fruiting in Cryptococcus neoformans: Association with the mating type. Proc Natl 

Acad Sci USA, 93: 7327-7331, 1996.  

 

XU, J.; VILGALYS, R. & MITCHELL, T. G. Multiple gene genealogies reveal recent 

dispersion and hybridization in the human pathogenic fungus Cryptococcus 

neoformans. Mol Ecol, 9: 1471-1481, 2000. 

 

XU, J. & MITCHELL, T. G. Comparative gene genealogical analyses of strains of serotype 

AD identify recombination in populations of serotypes A and D in the human 

pathogenic yeast Cryptococcus neoformans. Microbiology, 149: 2147-2154, 2003.  

 

ZERPA, R.; HUICHO, L. & GUILLÉN, A. Modified India ink preparation for Cryptococcus 

neoformans in cerebrospinal fluid specimens. J Clin Microbiol, 34: 2290-2291, 1996. 

 

 

 



 

 133 

 

8. CURRICULUM VITAE (RESUMIDO) 
 

Dados Pessoais  

Nome: Josiane Faganello  

Filiação: Orlando Faganello e Sônia Lyra Faganello  

Nascimento: 13/06/1979 - Concórdia/SC - Brasil  

Endereço profissional: Av. Farroupilha, 8001, Pr. 22, 3º andar, Canoas - RS 

Telefone: 51 3478-2777 

Formação Acadêmica/Titulação  

2003 -  Doutorado em Biologia Celular e Molecular.  

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre, Brasil 

Título: Análise da variabilidade existente entre as espécies Cryptococcus 

neoformans e Cryptococcus gattii 

Orientador: Marilene Henning Vainstein 

Bolsista do(a): Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível 

Superior  

1998 - 2002  Graduação em Farmácia e Bioquímica Opção Análises Clínicas.  

Universidade Federal de Santa Maria, UFSM, Santa Maria, Brasil  

 

Formação complementar  

2001 - 2001  Extensão universitária em Monitoria da disciplina de Microbiologia Clínica.  

Universidade Federal de Santa Maria, UFSM, Santa Maria, Brasil  

2006 - 2006  Curso de curta duração em Clonagem e expressão em Sistema Gateway.  

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre, Brasil  

2006 - 2006  Curso de curta duração em VI Curso Iberoamericano de Epidemiologia 

Molecular.  



 

 134 

Fundação Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio De Janeiro, Brasil 

Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e 

Tecnológico  

 

Atuação profissional  

1. Fundação Universidade do Contestado - UNC 

 Vínculo institucional  

 Vínculo: Celetista , Enquadramento funcional: Professor 

Universitário, Regime: Parcial  

 Atividades  

 08/2007 - 12/2007  Graduação, Farmácia 

 Disciplinas Ministradas: Imunologia clínica 

2. Simbios Biotecnologia - SIMBIOS 

 Vínculo institucional  

 2007 - Atual  Vínculo: Celetista , Enquadramento funcional: 

Técnico Desenvolvimento Sênior , Carga horária: 40, Regime: Integral  

Produção em C, T & A  

Produção bibliográfica 

Artigos completos publicados em periódicos 

 

1. LEAL, A. L., FAGANELLO, J., FUENTEFRIA, A. M., BOLDO, J. T., BASSANESI, M. 

C., VAINSTEIN, M. H. 

Epidemiological profile of cyptococcal meningitis patients in Rio Grande do Sul, Brazil. 

Mycopathologia, 2008. 

2. LEAL, A. L., FAGANELLO, J., BASSANESI, M. C., VAINSTEIN, M. H. 

Cryptococcus species identification by multiplex PCR.. Medical Mycology (Oxford), 

2008. 



 

 135 

3.  FUENTEFRIA, A. M., SUH, S., LANDELL, M. F., FAGANELLO, J., SCHRANK, A., 

VAINSTEIN, M. H., BLACKWELL, M., VALENTE, P. 

Trichosporon insectorum sp. nov., a new anamorphic basidiomycetous killer yeast.. 

Mycological Research. , v.112, p.93 - 99, 2008. 

4.  FUENTEFRIA, A. M., FAGANELLO, J., PAZZINI, F., SCHRANK, A., VALENTE, P., 

VAINSTEIN, M. H. 

Typing and patterns of cellular morphological alterations in Cryptococcus neoformans 

and Cryptococcus gattii isolates exposed to a panel of killer yeasts.. Medical 

Mycology (Oxford). , v.45, p.503 - 512, 2007. 

5.  FAGANELLO, J., ARRUDA, W., SCHRANK, A., VAINSTEIN, M. H. 

An alternative method to prepare samples of the pathogenic yeast Cryptococcus 

neoformans for scanning electron microscopy analysis. Journal of Microbiological 

Methods. , v.64, p.416 - 419, 2006. 

6.  ABEGG, M. A., CELLA, F. L., FAGANELLO, J., VALENTE, P., SCHRANK, A., 

VAINSTEIN, M. H. 

Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii Isolated from the Excreta of 

Psittaciformes in a Southern Brazilian Zoological Garden. Mycopathologia. , v.161, 

p.83 - 91, 2006. 

7.  HORTA, J., FAGANELLO, J., SILVA, L. K. R. E., SANTURIO, J. M., VAINSTEIN, M. 

H., ALVES, S. H. 

Susceptibility to heat and antifungal agents of Cryptococcus neoformans var. 

neoformans (serotype D) from Eucalyptus spp. in Rio Grande do Sul, Brazil. Brazilian 

Journal of Microbiology. , v.36, p.1 - 6, 2005. 

 

Eventos 

Participação em eventos 



 

 136 

1.  33 Congresso Brasileiro de Análises Clínicas/ 6 Congresso Brasileiro de 

Citologia Clínica, 2006. (Congresso) 

2.  XXIII Congresso Brasileiro de Microbiologia, 2005. (Congresso) 

3.  XLI Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical / I Encontro de 

Medicina Tropical do Cone Sul, 2005. (Congresso) 

4.  XXIV Reunião de Genética de Microrganismos, 2004. (Congresso) 

5.  XXII Congresso Brasileiro de Microbiologia, 2003. (Congresso) 

6.  I Encontro Gaúcho de Genética, Biologia Molecular e Saúde, 2003. (Encontro) 

7.  Método Científico & Fronteiras do Conhecimento, 2002. (Seminário) 

8.  Jornada Farmacêutica Prof. Zósymo Lopes dos Santos, 2001. (Outra) 

9.  XV Congresso Brasileiro de Análises Clínicas / XXVIII Congresso 

Latinoamericano de Bioquímica Clínica, 2001. (Congresso) 

10.  8o Semana Acadêmica de Farmácia e Bioquímica, 2000. (Outra) 

11.  7o Semana Acadêmica de Farmácia e Bioquímica, 1999. (Outra) 

12.  10o Encontro Nacional de Química Analítica, 1999. (Encontro) 

13.  I Jornada de Atualização em Análises Clínicas, 1998. (Outra) 

 

 



 

 137 

 

9. ANEXOS 
 

 



 

 138 

ANEXO 1 

LEAL, A. L.; FAGANELLO, J.; BASSANESI, M. C. & VAINSTEIN, M.H. 

Cryptococcus species identification by multiplex PCR.  

Med Mycol, in press, 2008.  

 



 

 139 

 



 

 140 

 



 

 141 

 



 

 142 

 



 

 143 

 



 

 144 

 



 

 145 



 

 146 

ANEXO 2 

FUENTEFRIA, A. M.; SUH, S-O.; LANDELL, M. F.; FAGANELLO, J.; 

SCHRANK, A.; VAINSTEIN, M. H.; BLACKWELL, M. & VALENTE, P. 

Trichosporon insectorum sp. nov., a new anamorphic basidiomycetous  

killer yeast.  

Mycol Res, 112:93-99, 2008. 

 



 

 147 

 



 

 148 

 



 

 149 

 



 

 150 

 



 

 151 

 



 

 152 

 



 

 153 



 

 154 

ANEXO 3 

FUENTEFRIA, A. M.; FAGANELLO, J.; PAZZINI, F.; SCHRANK, A.; VALENTE, 

P. & VAINSTEIN, M. Typing and patterns of cellular morphological alterations 

in Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii isolates exposed to a 

panel of killer yeasts.  

Med Mycol, 45:503-512, 2007.  

 

 

 



 

 155 



    

 



  

 



 

 158

 



 

 159

 



    

 



 

 161 

 



 

 162 

 



 

 163 

 



 

 164 



 

 165 

 

ANEXO 4 

ABEGG, M. A.; CELLA, F. L.; FAGANELLO, J.; VALENTE, P.; SCHRANK, A. & 

VAINSTEIN, M. H. Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii 

isolated from the excreta of Psittaciformes in a  

Southern Brazilian Zoological Garden.  

Mycopathologia, 161: 83–91, 2006. 

 



 

 166 

 



 

 167 

 



 

 168 

 



 

 169 

 



 

 170 

 



 

 171 

 



 

 172 

 



 

 173 

 



 

 174 

 



 

 175 

 

ANEXO 5 

HORTA, J. A.; FAGANELLO, J.; ROSA E SILVA, L. K.; OLIVEIRA, L. T.; 

SANTURIO, J. M.; VAINSTEIN, M. H. & ALVES, S. H. Susceptibility to heat 

and antifungal agents of Cryptococcus neoformans var. neoformans 

(serotype D) isolated from Eucalyptus spp. in Rio Grande do Sul, Brazil.  

Braz J Microbiol, 36:1-6, 2005. 

 



 

 176 

 



 

 177 

 



 

 178 

 



 

 179 

 



 

 180 

 



 

 181 

 


