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RESUMO 

 
A criptococose é uma micose profunda causada pela levedura encapsulada 

Cryptococcus neoformans, um basidiomiceto que geralmente acomete pacientes 

imunocomprometidos. A infecção primária é pulmonar, ocorrendo posteriormente sua 

disseminação para outros sítios anatômicos, sendo a meningoencefalite a forma clínica 

mais comum e também a maior causa de morte por esta infecção. A grande proporção de 

humanos infectados ocorre em pacientes imunocomprometidos embora também possa 

causar infecção em indivíduos hígidos. Este estudo teve como objetivo geral a avaliação da 

prevalência de anticorpos de classe IgG frente a dois  extratos protéicos da levedura C. 

neoformans: uma amostra ATCC sorotipo A e um isolado clínico recente da levedura C. 

neoformans var. grubii. Foram analisadas 26 amostras de soro de pacientes com 

criptococose, provenientes da soroteca do Laboratório de Micologia do Hospital 

Universitário de Santa Maria (HUSM). Também fazem parte desta investigação de 

soroprevalência, 24 amostras de soro de trabalhadores em laboratório de pesquisa, que 

manipulam a levedura C. neoformans e 48 pacientes pediátricos atendidos no ambulatório 

do Hospital Trombudo, no município de Vale do Sol. A resposta imune humoral de 

anticorpos de classe IgG contra antígenos protéicos de C. neoformans apresentou um 

grande número de proteínas reconhecidas pelos soros de pacientes com criptococose e dos 

trabalhadores em laboratório onde a levedura é manipulada. A massa molecular dos 

principais antígenos imunodominantes reconhecidos foi de aproximadamente 25, 34, 38, 

50, 60, 70, 80, 95, 100 e 110 kDa. Estes principais antígenos identificados podem tornar-se 

de grande relevância para a elaboração de testes diagnósticos, identificação de possíveis 

alvos, elaboração de vacinas e para avaliação do estado imunitário em relação ao 

desenvolvimento da criptococose. 
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ABSTRACT 
 

Cryptococcus neoformans is a pathogenic fungus that causes life-threatening 

meningoencephalitis in HIV positive patients, and in patients subjected to 

immunosuppressive therapies. The objective of this study was to investigate the profile of 

immune humoral responses to C. neoformans proteins by means of the analysis of sera 

from three groups consisting of 48 children, 24 laboratory workers, and 26 patients with 

acute cryptococcal meningitis. The results of latex polysaccharide antigen detection were 

positive and similar to the ones from the culture of cerebrospinal fluid (CSF) for fungal 

infection in all 26 patients. Analysis of the IgG antibody response to protein antigens by 

ELISA revealed different levels of recognition when comparing protein extracts originated 

from American Type Culture Collection (ATCC), and a Brazilian strain recently isolated in 

a clinical sample of CSF (P<0,05).  Reactivity to C. neoformans proteins analysed by 

Western blot showed ten antigens which were more frequently recognized with a relative 

molecular mass of approximately 25, 34, 38, 50, 60, 70, 80, 95, 100 and 110 kDa. The 

differences in sera antigen recognition were minimal when comparing different protein 

extracts. The identification of these antigens decreased by absorbing the sera with C. 

neoformans extracts. Periodate treatment reduced the intensity of antigen recognition, but 

did not eliminate reactivity to any individual antigen. Strain and host factors were 

important when studying the immune response to C. neoformans infection. Our findings 

support clinical and epidemiological data showing differences in the susceptibility to 

cryptococcosis, and the use of these techniques may be a powerful tool to evaluate the 

human population in serological studies. 
 
 
 



1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Aspectos gerais 

Nas duas últimas décadas, a incidência de infecções fúngicas invasivas tem 

aumentado dramaticamente e o espectro dos agentes etiológicos tem apresentado 

alterações (SINGH, 2001). As novas técnicas de transplante de célula tronco, a melhoria 

das práticas de transplante de órgãos sólidos, os novos métodos de diagnóstico, o uso de 

novos medicamentos imunossupressores, os avanços da quimioterapia antitumoral, a 

profilaxia com antimicrobianos e o aprimoramento nas medidas de suporte de doentes 

críticos são os principais determinantes de mudanças no padrão epidemiológico das 

micoses sistêmicas (McNEIL et al., 2001). Diante deste novo quadro, as infecções 

fúngicas oportunistas tornaram-se a principal causa de morbidade e mortalidade em 

pacientes graves. O reconhecimento desses processos, muitas vezes, é difícil e controverso 

(DONNELLY, 2002; MAERTENS et al., 2001). Recentemente, o Grupo de Infecções 

Fúngicas Invasivas da Organização Européia de Pesquisa e Tratamento do Câncer 

(EORTC) e o Grupo de Estudos de Micoses do Instituto Nacional de Alergia e Doenças 

Infecciosas dos Estados Unidos da América (NIAID) apresentaram uma proposta de 

padronização de critérios de diagnóstico para as infecções fúngicas invasivas oportunistas 

(DENNING et al., 2003). Com base em revisões de literatura e em um consenso 

internacional, um conjunto de definições para as infecções sistêmicas mais freqüentemente 

observadas e estudadas em pacientes imunocomprometidos foi desenvolvido, a partir de 

elementos patológicos e laboratoriais.  

Os organismos taxonomicamente agrupados no Reino Fungi são em geral espécies 

saprófitas, especialmente bem adaptadas ao crescimento em uma variedade de condições 

ambientais e, usualmente, com exigências nutricionais mínimas (RIPPON, 1988). Das mais 

de 250.000 espécies de fungos conhecidas atualmente, apenas em torno de 200 estão 

comprovadamente associadas a infecções humanas, e em torno de 20 espécies podem ser 

responsabilizadas pelas micoses profundas ou sistêmicas (RICHARDSON & WARNOCK, 

1993; RIPPON, 1988). Mesmo com o pequeno número de espécies envolvidas, a 

incidência de infecções fúngicas tem crescido, sobretudo na última década, como infecção 

hospitalar ou infectando indivíduos com o sistema imune comprometido (CASADEVALL 

et al., 2002). 
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As infecções fúngicas podem ser classificadas de acordo com o sítio anatômico da 

infecção. As micoses superficiais são infecções localizadas nas camadas mais externas da 

pele, unhas, pêlos e membranas mucosas. As micoses subcutâneas envolvem a derme, 

tecidos subcutâneos e, eventualmente, os ossos. Essas infecções são usualmente adquiridas 

pela contaminação traumática, ou pela inalação de microrganismos saprófitos oriundos do 

solo ou de matéria orgânica em decomposição. As micoses sistêmicas são geralmente 

restritas aos pulmões, mas podem disseminar-se para quaisquer outros órgãos 

(RICHARDSON & WARNOCK, 1993). 

A levedura Cryptococcus neoformans foi identificada como patógeno humano em 

1894, sendo a primeira descrição atribuída a dois médicos alemães, Otto Busse e Abraham 

Buschke (Appud KNOKE & SCHWESINGER, 1994). Busse e Buschke descreveram o 

caso de uma mulher de 31 anos de idade com uma lesão na tíbia e isolaram o 

microrganismo que nomeava o agente etiológico como Saccharomyces hominis e a 

infecção sacaromicose hominis. 

A importância clínica de C. neoformans aumentou dramaticamente como 

conseqüência do aumento da incidência da AIDS (Síndrome da Imunodeficiência 

Adquirida), a partir de 1981. A associação entre a infecção com o vírus HIV (vírus da 

imunodeficiência humana) e o aumento na susceptibilidade à infecção criptocócica 

disseminada foi logo notada em pacientes com o sistema imune comprometido. Em torno 

de 5 a 10% de pacientes portadores de AIDS, são acometidos de criptococose (KOVACS 

et al., 1985) representando a maioria dos casos relatados na literatura desde 1981. 

Atualmente, o diagnóstico de uma infecção disseminada por C. neoformans sugere uma 

avaliação da infecção pelo vírus HIV.  

O termo criptococose é usado para referir a infecção causada pelo fungo 

leveduriforme encapsulado C. neoformans. Este microrganismo pode causar infecção em 

indivíduos hígidos, mas a grande proporção de humanos infectados ocorre em pacientes 

imunocomprometidos (RICHARDSON & WARNOCK, 1993). A infecção primária é 

pulmonar, podendo assumir as formas aguda, subaguda ou crônica, que apresenta uma 

tendência a disseminaçäo para o sistema nervoso central, sítio pelo qual a levedura 

apresenta tropismo e onde acarreta quadros de meningite, encefalite ou meningoencefalite 

(KWON-CHUNG & BENNETT, 1992). 
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No início da década de 90, a criptococose foi epidêmica em algumas regiões e 

somente na cidade de Nova Iorque (EUA) ocorreram em torno de 1.200 casos de meningite 

criptocócica (CURRIE & CASADEVALL, 1994). Comparativamente, o número de casos 

de meningite por Haemophilus influenzae, meningococos e meningite viral foram de 54, 

30 e 426, respectivamente. 

No trato respiratório, as defesas importantes do hospedeiro são as membranas 

mucosas da nasofaringe, as quais retêm os esporos fúngicos inalados, e os macrófagos 

alveolares. Em geral, anticorpos IgG e IgM circulantes são produzidos em resposta à 

infecções fúngicas, mas seu papel na defesa do organismo é incerto. A resposta imune 

mediada por células é protetora e sua supressão pode levar à disseminação de infecções 

fúngicas assintomáticas, bem como a de doenças causadas por fungos oportunistas 

(LEVINSON & JAWETZ, 1996). 

Clinicamente, C. neoformans se apresenta, quase sempre, na forma de levedura. 

Estas são encontradas no líquor, em secções de tecidos e no escarro. A levedura é a forma 

assexuada deste microrganismo e sua reprodução ocorre por brotamento. C. neoformans 

pode também se reproduzir sexuadamente, sendo essa forma de reprodução observada “in 

vitro” e seu papel na patogênese ainda é incerto. Essa forma teleomórfica, ou estado 

perfeito, se caracteriza pela produção de basidiosporos, os quais ainda não foram descritos 

em associação com isolados clínicos. As hifas (ou pseudo-hifas) são produzidas por 

algumas linhagens e ocasionalmente podem ser observadas em secções de tecidos. Não 

existem descrições de formas fúngicas no ar, uma informação importante, uma vez que as 

formas ambientais de C. neoformans são responsáveis por casos de infecção em humanos e 

animais (CASADEVALL & PERFECT, 1998). 

A natureza polissacarídica da cápsula, consistindo principalmente dos 

polissacarídeos glucuronoxilomanana, galactoxilomanana e manoproteína (FRIES et al., 

1999; KWON-CHUNG et al.,1982), permite a divisão em cinco sorotipos, agrupados em 

duas variedades: C. neoformans var. neoformans (sorotipos A, AD e D) e C. neoformans 

var. gatti (sorotipos B e C) (SORREL et al., 1996). Estudos recentes sugerem uma nova 

classificação: C. neoformans var. grubii (sorotipo A) e C. neoformans var. neoformans 

(sorotipo D), ambos de distribuição mundial;  C. neoformans var. gatti (sorotipos B e C), 

restritos a regiões de clima tropical e subtropical. Os representantes relativos aos sorotipos 

A e D geralmente encontram-se habitando solos e fezes de aves domésticas - pombos e 
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perus - sendo usualmente o agente causador da criptococose em pacientes 

imunocomprometidos; já a var. gattii tem sido associada  a eucaliptos, infectando pacientes 

desprovidos de complicações imunológicas (FRANZOT et al., 1999; STEENBERGEN & 

CASADEVALL, 2000). 

As três variedades de C. neoformans descritas, grubii, gattii e neoformans são 

similares na fase anamórfica. Entretanto, diferenças fenotípicas são evidentes no estado 

teleomórfico, principalmente nas variedades neoformans e gattii: os basidiosporos da 

variedade neoformans são esféricos, elípticos, ou cilíndricos, com paredes rugosas, 

enquanto aqueles da variadade gattii são baciliformes com parede lisa (ELLIS & 

PFEIFFER, 1992; FRANZOT et al., 1999; GARCIA-HERMOSO et al., 1999; KWON-

CHUNG, 1975; KWON-CHUNG, 1976; KWON-CHUNG et al., 1982; STEENBERGEN 

& CASADEVALL, 2000). 

A taxonomia de C. neoformans e a compreensão da sua filogenia receberam um 

grande impulso a partir da descoberta e relato da presença de grampos de conexão em 

alguns isolados (SHADOMY, 1970). Estes grampos de conexão servem para manter a 

condição dicariótica durante o crescimento na maioria das espécies dos Basidiomycota e 

são altamente distintivos deste filo. A partir da indução da formação de basídios e 

basidiosporos, foi nomeado o teleomórfico Filobasidiella neoformans correspondente ao 

anamórfico C. neoformans (KWON-CHUNG, 1975). 

O exame de C. neoformans por microscopia óptica comum revela células de 

levedura de tamanho variável, com diâmetro médio de 4 a 6 μm, usualmente ovais ou 

redondas, com um duplo contorno que as tornam altamente refráteis e que se reproduzem 

por brotamento. A cápsula de C. neoformans normalmente não é visível por microscopia 

óptica em suspensões aquosas. O método mais comum para sua visualização é o exame de 

suspensões diluídas em tinta da Índia, onde as partículas da tinta são excluídas pela 

cápsula, a qual aparece como uma zona clara ao redor da célula da levedura (ZERPA et al., 

1996). A cápsula também pode ser visualizada pela adição de anticorpos específicos contra 

os polissacarídeos capsulares (CLEARE et al., 1994; PIDCOE & KAUFMANN, 1968) ou 

por microscopia eletrônica (SAKAGUCHI, 1993). As três técnicas de coloração mais 

utilizadas para evidenciação destas leveduras são: (i) coloração com Hematoxilina e 

Eosina (Figura 1), (ii) impregnação com sais de prata (Figura 2) e, (iii) preparação com 

tinta da Índia (Figura 3) (ABERG & POWDERLY, 1998). 
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 A presença de cápsula polissacarídica é uma característica distintiva em relação a 

outras leveduras de importância médica. O polissacarídeo capsular atua como um fator de 

virulência de uma maneira análoga aquelas de bactérias encapsuladas, tais como 

Streptococcus pneumonia, Haemophilus influenzae e Neisseria meningitidis (PIROFSKI & 

CASADEVALL, 1996).  

Entre outros fatores, associados com a virulência de C. neoformans, podem ser 

citados a presença da enzima fenoloxidase que sintetiza melanina e outros pigmentos a 

partir de uma variedade de precursores fenólicos e da enzima urease, responsável pela 

hidrólise da uréia, somados a capacidade de crescimento a 37°C (CASADEVALL, 1994; 

COX et al., 2000). 

C. neoformans se desenvolve bem na maioria dos meios de cultura para fungos 

sendo, provavelmente, um autótrofo para a maioria dos aminoácidos, açúcares, lipídios e 

vitaminas, podendo também se desenvolver em meio mínimo quimicamente definido 

(VIDOTTO et al., 1996). Os requerimentos nutricionais para seu crescimento são simples, 

incluindo uma fonte de carbono e de nitrogênio, oxigênio e elementos traços. Nem todos 

os aminoácidos podem servir como fonte de carbono, mas C. neoformans pode sintetizar 

todos os aminoácidos necessários a partir de amônia (Appud LITTMAN, 1958). 
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Figura 1: Evidenciação da cápsula de C. neoformans. Secção de tecido pulmonar corado 
com Hematoxilina e Eosina. A seta indica uma levedura circundada pela cápsula 
polissacarídica (http//:www.hivinsite.ucsf.edu). 
 
 

 
 
Figura 2: Coloração com prata de C. neoformans presente no líquido céfaloraquidiano 
(LCR) em paciente com AIDS (httt//:www.hivinsite.ucsf.edu). 
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Figura 3: Preparação de C. neoformans em tinta da Índia. LCR de paciente com meningite 
criptocócica. A seta mostra a zona clara da cápsula ao redor da levedura 
(http//:www.hivinsite.ucsf.edu). 
 

Membros do gênero Cryptococcus geralmente são considerados como leveduras 

não fermentadoras, que assimilam inositol e produzem urease. Além da espécie patogênica 

C. neoformans, pelo menos 38 outras espécies de Cryptococcus tem sido encontradas em 

uma grande variedade de ambientes (BARNETT et al., 1990). Espécies de Cryptococcus 

têm sido encontradas no extremo frio da Antarctica, em elevações como no Himalaia, e em 

águas salinas. Apesar da habilidade de adaptação climática, a maioria das espécies não 

sobrevive em tecidos de mamíferos devido à alta temperatura corporal e ao sistema de 

defesa imune do hospedeiro. Existem raros relatos de Cryptococcus não neoformans tais 

como Cryptococcus laurentii, Cryptococcus curvatus, e Cryptococcus albidus causando 

infecções em humanos, embora não existam provas histológicas (CUNA & LUSINS, 1973; 

CURTIS et al., 1995; DROMER et al., 1995; GLUCK et al., 1987; GORDON, 1972; 

KRUMHOLZ, 1972). Apesar dos humanos estarem expostos a estas espécies, as quais são 

encontradas em vários ambientes, somente C. neoformans pode ser considerado a espécie 

que consistentemente causa criptocose. 

As linhagens de C. neoformans são divididas em três variedades com base em 

critérios fenotípicos, sorológicos, bioquímicos e epidemiológicos. Todas as variedades são 
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patogênicas para o homem. A variedade neoformans apresenta distribuição mundial e é a 

variedade invariavelmente isolada de excretas de aves, representando a grande maioria dos 

isolados de pacientes com AIDS. A variedade gattii, encontrada em regiões de clima 

tropical e subtropical (KWON-CHUNG & BENNETT, 1984), associada com árvores de 

eucaliptos, raramente causa infecção disseminada em pacientes com AIDS, mesmo em 

áreas endêmicas (ROZENBAUM et al., 1992; SPEED & DUNT, 1995; SPEED et al., 

1993). Estudos recentes sugerem uma nova nomenclatura em substituição a C. neoformans 

var. gattii sorotipos C e D, Cryptococcus gattii (KWON-CHUNG et al., 2002; SORREL, 

2001). 

Diferenças na apresentação clínica de criptococose causada por linhagens da var. 

neoformans e var. gattii têm sido descritas (FISHER et al., 1993; SPEED & DUNT, 1995). 

Em um estudo realizado na Austrália, foi observada uma alta mortalidade em infecções 

causadas pela var. neoformans. Por outro lado, infecções causadas pela var. gattii 

apresentaram baixa mortalidade mas estas foram usualmente complicadas por sequelas 

neurológicas (SPEED & DUNT, 1995). A necessidade de cirurgia e de tratamento 

prolongado em pacientes infectados com a var.gattii foi também relatada (FISHER et al., 

1993). 

Existem ainda diferenças sorológicas e bioquímicas entre as variedades neoformans 

e gattii. As variedades são subdivididas em 5 sorotipos, C. neoformans var. neoformans  

sorotipos A, D e AD e C. neoformans var. gattii sorotipos B e C, conforme apresentado na 

Tabela 1 (CHERNIAK & SUNDSTROM, 1994). As duas variedades diferem na sua 

habilidade em assimilar os ácidos L-málico, fumárico e succínico (BENNETT et al., 1978) 

e no metabolismo de creatinina (KWON-CHUNG, 1991; POLACHECK & KWON-

CHUNG, 1980). As duas variedades assimilam creatinina, mas o EDTA inibe a enzima 

urease em C. neoformans var. gatti mas não em C. neoformans var. neoformans (KWON-

CHUNG et al., 1987). Linhagens das duas variedades também manisfestam diferenças na 

susceptibilidade aos antifúngicos. Em geral, as linhagens da var. gattii são menos 

susceptíveis à flucitosina do que as linhagens da var. neoformans (SHADOMY et al., 

1987). 

Análises filogenéticas construídas com base no seqüenciamento de diversos genes 

de C. neoformans verificaram que C. neoformans var. neoformans e C. neoformans var. 
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gattii estavam em clusters monofiléticos separados, sustentando a separação em duas 

espécies proposta por KWON-CHUNG et al. (2002). 

Dois testes de coloração em ágar distinguem as duas variedades de C. neoformans 

com base em diferenças bioquímicas (IROKANULO et al., 1994; KWON-CHUNG et al., 

1982; SALKIN & HURD, 1982). As variedadaes são distinguidas pelo crescimento 

diferencial em meios de cultivo sólidos específicos, incluindo o ágar canavanina-glicina-

azul de bromotimol e creatinina-dextrose-azul de bromotimol-timina. As amostras 

pertencentes à variedade gattii, em sua maioria, são capazes de se desenvolverem nos 

meios citados, produzindo fortes reações de cor nos mesmos. Ao contrário, a variedade 

neoformans quando se desenvolve nestes meios não ocasiona alteração de coloração. 

Muitas linhagens de C. neoformans var. neoformans são susceptíveis à L-canavanina e a 

maioria não pode assimilar a glicina como única fonte de nitrogênio e carbono (MINN & 

KWON-CHUNG, 1986).  

 

 

Tabela 1: Variedades e sorotipos da espécie C. neoformans 
Variedades Sorotipos Referências 

 
C. neoformans var. grubii A FRANZOT et al., 1999. 

 
C. neoformans var. neoformans  D KWON-CHUNG et al., 1982;  

ELLIS & PTEIFFER, 1990. 
 

C. neoformans var. gattii  B e C KWON-CHUNG et al 1982;  ELLIS & 
PTEIFFER, 1990. 
KWON-CHUNG & BENNET, 1984, 
 

Híbrido diplóide dos sorotipos A 
e D 

AD LENGELER et al., 2000; XU & 
MITCHEL, 2003; MARRA et al., 2004. 
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1.2 Epidemiologia 

Atualmente, a grande maioria dos casos de criptococose sintomática ocorre em 

pacientes imunocomprometidos. Isto representa uma mudança na epidemiologia de 

infecções criptocócicas desde 1950, quando os casos eram descritos em indivíduos 

aparentemente sadios. A prevalência da infecção por C. neoformans em uma determinada 

população parece ser função do número de indivíduos imunocomprometidos e sua 

exposição à levedura (BARRETO de OLIVEIRA et al., 2004; CASADEVALL & 

PERFECT, 1998; CHEN et al., 2000; DROMER et al., 2004).  

C. neoformans é um fungo cosmopolita e casos de criptococose têm sido relatados 

em todas as regiões do mundo. O fungo é um organismo de vida livre que pode sobreviver 

em uma variedade de nichos ambientais e não parece ser um comensal humano. A 

transmissão da criptococose entre humanos é raramente documentada (BEYT & 

WALTMANN, 1978; GLASER & GARDEN, 1985) e a presença comum de C. 

neoformans no ambiente, indica que a infecção humana é provavelmente adquirida de 

fontes ambientais. A distribuição geográfica da criptococose é mundial (CASADEVALL, 

1994). Estudos epidemiológicos em pacientes com AIDS na Tailândia revelam um 

predomínio do sorotipo A (POONWAN et al., 1997). O isolamento de linhagens do 

sorotipo D de pacientes portadores de AIDS também tem sido relatado na França, 

Alemanha e Estados Unidos (DROMER et al., 1994; DROMER et al., 2004). A infecção 

humana com C. neoformans var. neoformans é mais prevalente  na Europa e América do 

Norte (CHATURVEDI et al., 2005; DROMER et al., 1994; DROMER et al., 2004, 

HOANG et al., 2004). Entretanto, a var. neoformans é predominante em pacientes 

portadores de AIDS (LEVITZ, 1991). Considerando as infecções oportunistas que 

acometem pacientes portadores de AIDS, a criptococose é a quarta causa mais freqüente de 

infecção (CURRIE et al., 1994). O recente aumento no número de pacientes portadores de 

AIDS no Brasil tem também indicado um aumento do número de infecções causadas por 

este fungo patogênico (FRANZOT et al., 1997; NISHIKAWA et al., 2002). De acordo 

com dados do Ministério da Saúde - Coordenação Nacional de DST/AIDS, 4,0% das 

infecções oportunistas associadas à pacientes com HIV foram causadas por C. neoformans 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2002). Têm sido relatadas infecções em humanos pelas 

espécies Cryptococcus albidus e Cryptococcus laurentii, mas o significado destes isolados 

é duvidoso (LYNCH et al., 1981). 
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A maioria dos isolados clínicos de C. neoformans var. gattii é originária de regiões 

tropicais e subtropicais (KWON-CHUNG & BENNETT, 1984). Em algumas partes do 

mundo, C. neoformans var. gattii é a variedade predominante em isolados clínicos. Nos 

Estados Unidos a maioria dos isolados da var. gattii tem origem no sul da Califórnia 

(BENNETT et al., 1977; CHATURVEDI et al., 2005; HAJJEH et al., 1996; KWON-

CHUNG & BENNETT, 1984). Em Papua, Nova Guiné, cinco de seis casos de 

criptococose foram causados pela var. gattii (CURRIE et al., 1990). Na Austrália, 50% dos 

casos de criptococose foram devidos a var. gattii (ELLIS, 1987). Na maioria dos estudos, 

linhagens de C. neoformans var. neoformans são significativamente mais comuns do que 

linhagens de C. neoformans var. gattii (CHEN et al., 2000; KWON-CHUNG & 

BENNETT, 1984; MISHRA et al., 1981; RINALDI et al., 1986; ROZENBAUM et al., 

1992). Entretanto, para a interpretação de dados relativos à prevalência entre as variedades, 

é importante considerar que C. neoformans var. neoformans tende a infectar pacientes 

portadores de AIDS (BOTTONE et al., 1987; RINALDI et al., 1986; SHIMIZU et al., 

1986; SPEED et al., 1993; STEENBERGEN & CASADEVALL, 2000). O alto percentual 

de pacientes portadores de AIDS nestes estudos contribui para a predominância da 

variedade neoformans na literatura recente. No Zaire, antes de 1970, quase a totalidade dos 

isolados de C. neoformans pertenciam a var. gattii, mas somente a var. neoformans tem 

sido isolada em amostras clínicas após 1970 (SWINNE, 1983; SWINNE et al., 1986). A 

causa para a mudança no tipo de variedade não é conhecida (SWINNE et al., 1986), mas 

pode refletir um incremento na prevalência de casos de criptococose associada a pacientes 

portadores do vírus da imunodeficiência humana (HIV). 

Em recente estudo no Canadá, na cidade de Vancouver, o isolamente de C. gattii 

ocasionando um surto de criptococose também pode refletir mudanças na distribuição da 

prevalência das espécies causadoras da infecção, mudando o perfil usualmente conhecido 

da var. gattii reconhecidamente causando infecções em regiões de clima tropical e sub-

tropical (KIDD et al., 2004). 

Raros casos de infecção por C. neoformans var. gattii têm sido relatados em áreas 

temperadas (BOTTONE et al., 1986; DROMER et al.,1996; DROMER et al., 1992; 

FROMTLING et al., 1982; KOHL et al., 1985; LEHMANN et al., 1984; St-GERMAIN et 

al., 1988). A fonte e a rota de infecção para casos ocasionais de criptococose, devidos a C. 
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neoformans var. gattii, em áreas temperadas é desconhecida. Alguns destes casos podem 

representar a reativação de infecções latentes adquiridas em áreas tropicais ou subtropicais 

(BOTTONE et al., 1986; DROMER et al., 1992; GARCIA-HERMOSO et al., 1999; 

LEHMANN et al., 1984; St-GERMAIN et al., 1988). Entretanto, alguns casos podem 

refletir fontes ambientais não localizadas em áreas temperadas. 

O conhecimento da ecologia de C. neoformans var. gattii foi impulsionada pela 

associação dessa variedade com árvores de Eucalyptus camaldulensis. Um estudo extenso 

em Barossa Valley, Austrália, revelou uma associação específica entre a descoberta de C. 

neoformans var. gattii  de material associado com árvores de E. camaldulensis (ELLIS & 

PFEIFFER, 1990). Esta variedade também foi encontrada em árvores de E. camaldulensis 

em São Francisco, Estados Unidos (PFEIFFER & ELLIS, 1991). Estudos subseqüentes 

têm documentado a associação de linhagens de C. neoformans var. gattii  com árvores de 

E. tereticornis, as quais possuem uma estreita relação com E. camaldulensis (PFEIFFER & 

ELLIS, 1992). Linhagens da variedade gattii também foram isoladas na cidade do México 

(LICEA et al., 1996). Isolados ambientais de C. neoformans var. gattii têm sido 

classificados exclusivamente como sorotipo B (KWON-CHUNG et al., 1992). O sorotipo 

C não tem sido encontrado no ambiente. 

C. neoformans var. gattii foi isolado do ambiente na Austrália (ELLIS & 

PFEIFFER, 1990; PFEIFFER & ELLIS, 1992; SORREL et al., 1996), Brasil (LAZERA et 

al.,1993), Espanha (BARÓ et al., 1998; BARÓ et al., 1999), Itália ( GRISEO & GALLO, 

1997; MONTAGNA et al., 1997), México (LICEA et al.,1996), Uruguai (GEZUELE et 

al.,1993) e Califórnia (PFEIFFER & ELLIS, 1991). As únicas fontes ambientais 

consistentes de C. neoformans var. gattii tem sido E. camaldulensis (ELLIS & PFEIFFER, 

1990;  PFEIFFER & ELLIS, 1992) e E. tereticornis (LICEA et al., 1996). Entretanto, é 

possível que existam outras fontes ambientais de C. neoformans var. gattii. Existe um 

relato de isolamento de C. neoformans var. gattii em uma velha casa no Brasil, habitada 

por morcegos (LAZERA et al.,1993). O significado deste isolamento é incerto, uma vez 

que o sítio continha uma variedade de outros animais e materiais vegetais (LAZERA et al., 

1993). No Uruguai, foi feito o isolamento de C. neoformans var. gattii de um ninho de 

vespas Polybia occidentalis (GEZUELE et al., 1993).   



 24

Em diferentes estudos realizados no estado do Rio Grande do Sul com a utilização 

de amostras ambientais, não foi obtido nenhum isolamento de C. neoformans var. gattii de 

nove isolados provenientes de amostras de eucaliptos (CASALI et al., 2003). Em outro 

estudo do mesmo grupo utilizando excretas de aves, entre 33 amostras ambientais, 5 

isolados obtidos foram identificadas como pertencentes a espécie gattii (ABBEG, 2003; 

ABEGG et al., 2006). 

A associação entre C. neoformans var. gattii e E. camaldulensis provê uma 

explicação plausível para a epidemiologia de infecções de C. neoformans var. gattii: a 

distribuição de isolados clínicos da var. gattii próxima de regiões geográficas com árvores 

de E. camaldulensis no mundo (ELLIS & PFEIFFER, 1990; ELLIS & PFEIFFER, 1992; 

PFEIFFER & ELLIS, 1991; PFEIFFER & ELLIS, 1992). Além do mais, a associação de 

C. neoformans var. gattii com E. camaldulensis pode explicar a alta prevalência de 

infecções com a var. gattii entre aborígenes australianos que vivem em áreas rurais onde 

estas árvores são comuns (ENG et al., 1986). 

C. neoformans var. neoformans é encontrado em zonas de clima temperado e 

tropical, sendo isolado invariavelmente de solos e excretas de aves (LEVITZ, 1991). O 

isolamento de C. neoformans var. neoformans de sítios ambientais tem sido relatado na 

África (REFAL et al., 1983), Ásia (ANSHENG et al., 1993; GUGNAMI et al., 1972; HSU 

et al., 1994; INWIDTHAYA, 1994; INWIDTHAYA et al., 1989; OSTROWSKI et al., 

1993; PADHYE et al., 1993), Europa (GRISEO et al., 1995; MISHRA et al., 1981), 

América do Norte (ABOU-GABAL & ATIA, 1978; KOZEL & HERNERATH, 1984; 

POWELL et al., 1972), América do Sul (RUIZ et al., 1989), Caribe (RUIZ et al., 1989) e 

Ilhas do Pacífico. Infecções clínicas com C. neoformans var. neoformans também têm sido 

relatadas em todos os países de todos os continentes. Nos continentes existem locais com 

altas concentrações de C. neoformans, resultando em uma alta prevalência local de 

criptococose. Por exemplo, nos Estados Unidos acredita-se que a criptococose é mais 

comum nos estados do sudeste que em estados montanhosos. 

O primeiro relato de isolamento ambiental de C. neoformans foi em 1894, o fungo 

foi encontrado em suco de pêssego. O pêssego e seu suco constituem um bom meio para o 

crescimento de C. neoformans (STAIB et al., 1973). Interessantemente, nenhum 

isolamento ambiental adicional foi relatado até 1951, quando foi descrito o isolamento de 
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C. neoformans em solo contaminado com excreta de aves (Apudd EMMONS, 1951), 

particularmente excretas de pombos (Columbia livia). Desde então, dezenas de relatos têm 

aparecido descrevendo o isolamento de C. neoformans var. neoformans de excretas de 

aves, solos, água, frutas e leite (LOPEZ-MARTINEZ & CASTANON-OLIVARES, 1995; 

SWINNE-DESGAIN, 1974). 

Existem diversos relatos de isolamento de C. neoformans var. neoformans de 

árvores e materiais de plantas. C. neoformans tem sido isolado de madeira em 

decomposição, formando ocos em árvores no Brasil (NISHIKAWA et al., 2002; LAZERA 

et al., 1996). C. neoformans tem a enzima lacase (WILLIAMSON, 1994) e a atividade de 

fenoloxidase em fungos tem sido associada com a habilidade para degradar a lignina da 

madeira (EGGERT et al., 1996; LAZERA et al., 1996). Embora a var. gattii seja 

classicamente associada com árvores de eucalipto, a var. neoformans também tem sido 

ocasionalmente isolada de árvores de eucalipto (DUARTE et al., 1994). Os relatos de 

isolamento de C. neoformans de florestas (LAZERA et al., 1993; LAZERA et al., 1996) 

podem refletir a habilidade desse fungo em usar madeira em decomposição como um 

habitat. 

Os relatos relacionando a var. neoformans com árvores, juntamente com a 

associação estabelecida de linhagens da var. gattii com árvores de eucalipto e a estreita 

relação genética entre as variedades, sugere que C. neoformans var. neoformans pode 

também ter um nicho arbóreo que permanece por ser descoberto (ELLIS & PFEIFFER, 

1990). Avaliando-se os relatos de isolamento de C. neoformans var. neoformans de 

árvores, precisa-se considerar que os pássaros são comuns em árvores, e que a 

possibilidade de contaminação com excretas de aves pode ser uma variável que causa 

confusão. C. neoformans var. neoformans pode ocasionalmente ser isolada de árvores. 

Entretanto, não existe uma firme conexão entre a var. neoformans e qualquer árvore ou 

espécie de planta até este momento. Em recente estudo realizado por RIBEIRO et al. no 

Rio Grande do Sul foi relatado o isolamento de C. neoformans sorotipo D em amostras de 

eucalipto (RIBEIRO et al., 2006). Sendo necessárias mais pesquisas em diferentes nichos 

arbóreos para esclarecer a relação de C. neoformans var. neoformans com fontes arbóreas. 

O solo é freqüentemente relatado como um sítio ecológico para C. neoformans. Em 

amostras de solo onde é relatada a presença de C. neoformans, são sítios freqüentados por 
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pássaros ou amostras de solos originários de aviários ou sítios potencialmente 

contaminados com excretas de aves. Tem sido sugerido que o solo é uma fonte de 

contaminação para excreta de aves, porque ele provê um rico meio para o crescimento 

(ABOU-GABAL & ATIA, 1978). Entretanto, não está claro se C. neoformans em excretas 

de aves se originam do solo ou se C. neoformans no solo reflete contaminação com excreta 

de aves. A relação ecológica de colonização de C. neoformans para mamíferos como 

morcegos e camundongos é incerta e tem recebido pouca atenção.  

Um estudo epidemiológico no Burundi relatou o isolamento de C. neoformans de 

poeira doméstica em 54% de casas recentemente ocupadas de pacientes com criptococose 

relacionadas com HIV e 20% de casas selecionadas aleatoriamente (SWINNE et al., 1991). 

Resultados similares foram relatados do Zaire, onde foram isolados C. neoformans da 

poeira e do ar de casas de pacientes com criptococose relacianadas ao HIV (SWINNE et 

al., 1986). 

A associação de C. neoformans com excreta de aves, particularmente pombos, tem 

sido conhecida desde 1950 e tem sido confirmada repetidamente por numerosos 

investigadores (ANSHENG et al., 1993; CASTANON-OLIVARES & LOPEZ-

MARTINEZ, 1994; CURRIE et al., 1994). A variedade de C. neoformans encontrada em 

excretas de pombos é invariavelmente C. neoformans var. neoformans, sendo virulentas 

para camundongos (CHEN et al., 1996; CURRIE et al., 1994, FRIEDMAN et al., 2005).  

C. neoformans pode crescer em densidades de 3 a 6 x 106 de organismos por ml de 

excretas de pombo úmidas ou dessecadas. As excretas de pombos permitem a 

sobrevivência de C. neoformans por um longo tempo e os cultivos podem permanecer 

viáveis até dois anos quando mantidos em excretas de pombo dessecadas. Linhagens de C. 

neoformans quando crescem em excretas de pombos geralmente possuem pequena cápsula, 

com um diâmetro de 1,0 a 5,5 μm, compatível com deposição alveolar (POWELL et al., 

1972).  

Excretas de pombos são a fonte saprofítica mais comumente associada com C. 

neoformans, mas o fungo também tem sido isolado de uma variedade de outras excretas de 

aves, incluindo canários (GRISEO et al., 1995), papagaios (BAWENS et al., 1986; 

LOPEZ-MARTINEZ & CASTANON-OLIVARES, 1995; STAIB & SCHULZ-

DIETERICH, 1984), galinhas (SWINNE et al., 1986) e outras espécies (ABEGG et al., 
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2006; GUSTIN & KELLEY, 1971; OSTROWSKI et al., 1993; STAIB & 

HAISENHUBER, 1989; STAIB & SCHULZ-DIETERICH, 1984). 

O fato de C. neoformans ser altamente prevalente em excrementos de pombos é 

provavelmente o resultado de uma notável adaptação bioquímica que permite sua 

sobrevivência e crescimento neste nicho ecológico. Existem relatos evidenciando que a 

associação entre C. neoformans e excretas de pombos pode ser devida à habilidade única 

de C. neoformans em assimilar creatinina como fonte de nitrogênio (STAIB et al., 1976). 

Excretas de pombos também contem ácido úrico e purinas, as quais C. neoformans 

também pode assimilar (KELLEY & O’CONNELL, 1993; STAIB et al.,1976). A 

assimilação de creatinina é uma característica que não é comum para a maioria das 

leveduras (KELLEY & O’CONNELL, 1993; KWON-CHUNG, 1991; STAIB et al.,1976). 

Assim, excretas de pombos podem servir como um meio seletivo para C. neoformans por 

causa da sua alta concentração de creatinina (KWON-CHUNG, 1991). A enzima 

responsável pelo metabolismo de creatinina é a deiminase que catalisa a conversão em 

metil-hidantoína e amônia (KWON-CHUNG, 1991; POLACHEK & KWON-CHUNG, 

1980). 

É interessante que C. neoformans var. gatti não é associada com excretas de aves, 

apesar de também ser capaz de assimilar creatinina (KWON-CHUNG, 1991; POLACHEK 

& KWON-CHUNG, 1980). Creatinina deiminase é encontrada em ambas as variedades de 

C. neoformans (KWON-CHUNG, 1991; POLACHEK & KWON-CHUNG, 1980). 

Entretanto, a inabilidade de C. neoformans var. gattii se desenvolver em excretas de aves 

pode refletir diferenças na regulação desta enzima (KWON-CHUNG, 1991; POLACHEK 

& KWON-CHUNG, 1980). A deiminase responsável pela degradação de creatinina na var. 

neoformans é reprimida por amônia, enquanto que na var. gattii não ocorre esta repressão 

(KWON-CHUNG, 1991; POLACHEK & KWON-CHUNG, 1980). A regulação da 

deiminase por amônia na var. neoformans tem sido proposta como auxiliar na conservação 

de energia e substâncias metabólicas necessárias para sobrevivência da levedura em 

excretas de aves (KWON-CHUNG, 1991; POLACHEK & KWON-CHUNG, 1980). 

A sobrevivência de C. neoformans em excretas de aves, solos contaminados por 

excretas de aves e outras fontes saprofíticas pode ser influenciada por diversos fatores, 

incluindo o pH, a umidade, a temperatura, a luz solar e outros fatores bióticos 
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(HUBALEK, 1975). C. neoformans pode sobreviver em excretas de pombos por até dois 

anos. O aumento na umidade pode favorecer a sobrevivência e proliferação de fungos no 

solo em baixas temperaturas (4 a 260C), mas não a 370C. A luz solar direta pode reduzir 

significativamente a sobrevivência de C. neoformans no solo e pode contribuir para o fato 

que sítios ao ar livre sejam menos pesadamente contaminados que excretas de pombos em 

interiores (HUBALEK, 1975). O isolamento da levedura C. neoformans em sítios 

ambientais protegidos é mais comum de resultarem em culturas positivas do que locais 

expostos à luz solar. 

Embora a levedura seja encontrada nas excretas de pombo, o pombo devido à sua 

alta temperatura corporal não é infectado. A associação entre C. neoformans e excretas de 

pombo têm sido confirmada em diversos estudos (CURRIE et al., 1994; KWON-CHUNG 

& BENNET, 1992; RUIZ et al., 1981). Entretanto, somente poucos casos relatados de 

criptococose podem ser relacionados à exposição direta com fezes de pombo, tais como 

ocorridas com criadores de pombos (FESSEL, 1993). 

Devido à alta concentração de C. neoformans em excreta de pombos, a alta 

prevalência de pombos em muitas áreas urbanas, e o risco de infecção criptocócica em 

humanos, existe um considerável interesse na relação entre os pássaros, suas excretas, e a 

criptococose humana (POWELL et al., 1972). C. neoformans tem sido isolado de poeira 

em ar condicionado contaminado com excretas de aves, confirmando que a ventilação 

mecânica pode auxiliar a disseminar C. neoformans se as entradas de ar estão 

contaminadas (FRANCISCO et al., 1977). MUCHMORE et al., relataram três casos de 

meningite criptocócica em um ano em uma pequena comunidade em Oklahoma. Análises 

de excrementos de pássaros revelaram C. neoformans no ambiente próximo de cada 

paciente, confirmando a especulação que a infecção ocorreu pela exposição à excrementos 

de pássaros contaminados.  

Em indivíduos hígidos a forma pulmonar de criptococose é a usual. Em pacientes 

imunocomprometidos, a infecção pulmonar tende a disseminação ao cérebro e meninges, 

sendo usualmente fatal (DROMER et al., 1994; DROMER et al., 2004; MITCHELL & 

PERFECT, 1995). Existem evidências de que infecção subclínica possa ocorrer após 

exposição a pombos e suas excretas, originadas a partir de estudos sorológicos com 

alimentadores de pássaros. Pela técnica de fixação de complemento, foi demonstrado que 
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22% de indivíduos com contato com pombos apresentavam anticorpos contra C. 

neoformans, comparado com um grupo controle onde somente 3% apresentaram tais 

anticorpos. Também reações intradérmicas com preparações de antígenos criptocócios 

apresentam uma prevalência de 32% entre indivíduos que alimentam pombos comparados 

a taxa de 4% em grupo controle (MITCHELL & PERFECT, 1995). 

As evidências sugerindo as excretas de pombos como fonte de infecção humana são 

confirmadas pela identificação de mesmas linhagens em excretas de pombos e isolados em 

amostras clínicas através de métodos de tipagem de DNA em estudos indepentes (CURRIE 

et al., 1994; FRANZOT et al., 1997; YAMAMOTO et al., 1995). A descoberta de 

partículas infecciosas de C. neoformans de excretas de pombos com um tamanho 

compatível com deposição alveolar (POWELL et al., 1972), a recuperação de C. 

neoformans do ar sobre sítios contaminados com excretas de aves (SWINNE-DESGAIN, 

1975), a virulência das linhagens isoladas, e a alta prevalência de anticorpos em inquéritos 

sorológicos e testes intradérmicos em criadores de pombos, também trazem subsídios para 

sugerir que a origem ambiental da infecção seja proveniente destas fontes ambientais 

(HAYNES et al., 1995; MEYER et al., 1999; PFALLER, 1995; PFALLER & WENZEL, 

1992). 

Entretanto, existem muitas questões não respondidas a respeito da ecologia de C. 

neoformans e da patogênese da infecção humana que podem definitivamente associar entre 

linhagens em excretas de pombos e aquelas que causam infecção em humanos. Um 

exemplo desta dificuldade é a incerteza de que uma infecção seja resultante de uma 

exposição aguda ou reativação de uma infecção latente, sendo difícil fazer a ligação entre 

casos de infecção e fontes pontuais no ambiente (GARCIA-HERMOSO et al., 1999). É 

possível que linhagens de C. neoformans var. neoformans em excretas de pombos se 

originem de uma terceira, ainda não descoberta, fonte ambiental (ELLIS & PFEIFFER, 

1990; SULIVAN et al., 1996; VIVIANI et al., 1997).  

 

1.2.1 Isolamento de C. neoformans do ambiente 

Muitos dos estudos inicais para o isolamento a partir de fontes saprofíticas de C. 

neoformans contavam com a inoculação da amostra em questão em camundongos, pois os 
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camundongos são altamente suceptíveis a C. neoformans, mas resistentes a outras 

leveduras. Estudos posteriores da prevalência de C. neoformans no ambiente têm utilizado 

meios seletivos, por razões óbvias de custo e facilidade de estudo (CURRIE et al., 1994).  

Meios de cultivo seletivos são necessários para o isolamento de C. neoformans de 

fontes ambientais, e diversos destes meios têm sido descritos (CURRIE et al., 1994; 

RANDHAWA et al., 1973; STAIB et al., 1987). O meio utilizado deve atender três 

objetivos: (i) inibir bactérias, (ii) inibir o crescimento de fungos filamentosos, (iii) permitir 

a identificação visual de colônias de C. neoformans. Em geral, devido ao lento crescimento 

de C. neoformans em relação a outros fungos, é importante usar meios seletivos que 

permitam o crescimento de C. neoformans enquanto simultaneamente inibam outros 

microrganismos. Bactérias podem ser inibidas pela adição de antibióticos e com a 

utilização de pH do meio em uma faixa ácida (pH 4.0 a 5.0). A maioria dos fungos 

filamentosos pode ser inibida pela adição de bifenil ao ágar (SHIELDS & AJELLO, 1966) 

e incubação das placas em temperatura de 37°C, uma temperatura que não é permissiva 

para a maioria dos fungos filamentosos não patogênicos. A identificação visual de colônias 

de C. neoformans pode ser facilitada pela adição de substratos apropriados para a produção 

de melanina. Um meio largamente utilizado é o ágar creatinina Guizotia abyssinica 

(semente de níger) suplementado com bifenil 0,1% (STAIB, 1985). 

Fatores bióticos que influenciam a sobrevivência de C. neoformans no ambiente 

incluem bactérias, amebas e ácaros (RUIZ et al., 1982). Pseudomonas aeruginosa e 

Bacillus subtilis isolados de excretas de pombos podem inibir C. neoformans (RUIZ et al., 

1982; TEOH-CHAN et al., 1975). Tem sido mostrado que amebas (Acanthamoeba 

palestinensis) isoladas de excreta de pombos fagocitam C. neoformans e inibem seu 

crescimento “in vitro” (RUIZ et al., 1982). Interessantemente, as pseudohifas de C. 

neoformans parecem ser mais resistentes a fagocitose por amebas, sugerindo que estas 

formas fúngicas podem persistir em sítios habitados por amebas (NEILSON et al., 1978). 

Outros fungos podem inibir o crescimento de C. neoformans pela produção de toxinas 

(BOEKHOUT & SCORZETTI, 1997). 

 

1.3 Manifestações Clínicas 



 31

As micoses sistêmicas geralmente são infecções crônicas devido ao lento 

crescimento dos fungos, freqüentemente difíceis de serem diagnosticadas e tratadas, sendo 

as drogas antifúngicas atualmente utilizadas pouco efetivas em indivíduos com 

comprometimento do sistema imune. Usualmente causadas por fungos que habitam o solo, 

a inalação de esporos é a rota principal da infecção que se inicia tipicamente nos pulmões e 

dissemina-se para outros tecidos do corpo (HULL & HEITMAN, 2002). 

A manifestação clínica da criptococose em pacientes infectados com o HIV pode 

variar significativamente em relação aos indivíduos imunocompetentes ou em pacientes 

imunocomprometidos devido à outra doença subjacente. Embora a infecção criptocócica 

pulmonar seja diagnosticada menos freqüentemente que a meningite em pacientes com 

AIDS, o pulmão é o sítio primário da infecção (CAMERON et al.,1991; DROMER et al., 

1994; DROMER et al., 2004; KIERTIBURANAKUL et al., 2006).  

A pneumonia causada por C. neoformans pode ser assintomática ou sintomática, 

com ou sem evidências de disseminação. Não está claro se a doença disseminada 

representa uma progressão ou reativação da doença pulmonar, porque muitos pacientes não 

têm evidências de envolvimento pulmonar no momento do diagnóstico de doença 

disseminada. Devido aos sinais e sintomas relativamente inespecíficos, resultados 

radiológicos variáveis, e aumento da freqüência de outras infecções oportunísticas, é 

comum que a pneumonia criptocócica não seja diagnosticada antes da disseminação 

(ABERG & POWDERLY, 1998; SCHOLER, 1985; SPITZER & SPITZER, 1992). Em 

estudos retrospectivos, grandes percentuais de pacientes com meningite criptocócica 

tinham evidências de criptococose pulmonar (CAMERON et al., 1991; DRIVER et al., 

1995; FRIEDMAN et al., 2005; HOANG et al., 2004). Estes pacientes podem apresentar 

tosse, mal estar, pouca produção de escarro, e pouca febre, podendo ser estas, as 

manifestações iniciais da infecção por C. neoformans. Na ausência de uma resposta imune 

efetiva do hospedeiro, a infecção com C. neoformans pode progredir para a disseminação e 

causar doença frequentemente fatal. A maioria das infecções pulmonares devido a C. 

neoformans não é detectada porque a exposição inicial e a infecção são assintomáticas ou 

subclínicas (DROMER et al., 1994; KERKERING et al., 1981 MITCHELL & PERFECT, 

1995).  

A doença invasiva pulmonar quase sempre ocorre na condição de imunossupressão 

ou em casos de doenças crônicas. O exame radiológico de tórax revela nódulos ou 
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infiltrados em pacientes com infecção pulmonar invasiva. Em pacientes com teste positivo 

para a pesquisa de antígenos criptocócicos, a avaliação de doença disseminada é 

mandatória, sendo também recomendado que todos os pacientes com pneumonia 

criptocócica sejam examinados para uma possível meningite por punção lombar 

(MITCHELL & PERFECT, 1995). 

O sistema nervoso central é o sítio de infecção mais comum de criptococose 

disseminada. Criptococcemia frequentemente precede a invasão do SNC e pode persistir 

por um período de 1 a 16 semanas apesar do tratamento (ROZENBAUM & 

GONÇALVES, 1994). A invasão do SNC pode ser secundária a infecção hematogênica ou 

representar reativação da doença similar a histoplasmose ou tuberculose. O espaço de 

tempo entre o aparecimento de sintomas e o diagnóstico varia de dias a meses 

(ROZENBAUM & GONÇALVES, 1994). Em pacientes infectados com HIV, a 

manifestação clínica da infecção criptocócica, particularmente meningite, pode ser súbita, 

com poucos sinais ou sintomas. Os sintomais mais comuns são dores de cabeça, mal-estar, 

e febre. Mudanças comportamentais, perda de memória, e confusão mental são também 

comuns. Dentre as infecções criptocócicas, a meningite é a forma mais comum de infecção 

em pacientes portadores de HIV (ABERG & POWDERLY, 1998; KOVACS et al., 1985). 

Em pacientes com meningite criptocócica, 36 a 68% apresentam culturas positivas de 

materiais de sítios extraneurais, usualmente sangue, evidenciando então doença 

disseminada. 

Anormalidades ao exame de líquor, tais como pleocitose, baixa concentração de 

glicose, e alta concentração de proteínas, são encontradas em aproximadamente 40% de 

pacientes com AIDS. Uma resposta inflamatória mínima, caracterizada por menos que dez 

linfócitos/mm3 em exame de líquor é encontrada em aproximadamente 55% dos casos 

(ROZENBAUM & GONÇALVES, 1994). Consistente com relatos prévios de literatura, 

26% de pacientes HIV-positivos apresentando meningite criptocócica apresentam exames 

de LCR normais. Entretanto, um exame de LCR aparentemente normal não pode excluir a 

possibilidade de infecção criptocócica (DARRAS-JOLY et al., 1996). 

A criptococose cutânea é um sinal de disseminação presente em aproximadamente 

10% dos pacientes e pode preceder por diversas semanas uma doença com risco de vida 

(MURAKAWA et al., 1996; RICCHI et al., 1991). As lesões variam grandemente na sua 

apresentação e podem simular outras entidades dermatológicas. As lesões podem aparecer 
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como pápulas, vesículas, placas, abcessos, púrpuras, ou úlceras (MURAKAWA et al., 

1996; RICCHI et al., 1991). 

 

1.4 Cryptococcus neoformans e criptococose 
 

O termo criptococose é usado para referir a infecção causada pela levedura 

encapsulada C. neoformans, um Basidiomiceto que geralmente acomete pacientes 

imunocomprometidos, sejam estes devido à terapia imunomoduladora, seja por doenças 

que afetam o sistema imune como a Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (AIDS). 

Este fungo se apresenta majoritariamente na forma leveduriforme, tendo como principal 

habitat o solo e excretas de aves domésticas (BOEKHOUT, 2003; CHATURVEDI et al., 

2005; DROMER et al., 1994; DROMER et al., 2004; HORTA et al., 2002). 

C. neoformans, é uma levedura que se caracteriza por apresentar células com 

considerável heterogeneidade em tamanho e forma (redondas ou ovais) e uma eminente 

cápsula mucinosa evidente em cultura e nos tecidos do hospedeiro, que a distingue de 

outras leveduras de importância médica (CASADEVALL & PERFECT, 1998; 

MITCHELL & PERFECT, 1995). A cápsula é composta primariamente de polissacarídeos, 

entretanto pode também conter componentes não-polissacarídicos tais como enzimas e 

proteínas. A cápsula é encontrada imediatamente externa a parede celular e pode variar no 

tamanho, dependendo do isolado, ambiente e condições de crescimento. A maioria dos 

isolados produz cápsulas maiores in vivo do que in vitro, um fenômeno que pode estar 

relacionado à alta tensão de CO2 nos tecidos e/ou fatores nutricionais (CASADEVALL & 

PERFECT, 1998; GATES et al., 2004). A presença do polissacarídeo capsular associada à 

produção da enzima fenoloxidase (responsável pela conversão de substratos 

hidroxibenzóicos, incluindo catecolaminas, em melanina) e a capacidade de crescer em 

temperatura de 37oC, são importantes fatores envolvidos na virulência do C. neoformans 

(CASADEVALL & PERFECT, 1998; MITCHELL & PERFECT, 1995). 

A natureza polissacarídica da cápsula, consistindo principalmente dos 

polissacarídeos glicuronoxilomanana, galactoxilomanana e manoproteína (FRIES et al., 

1999), permite a classificação em três variedades: C. neoformans var. grubii (sorotipo A), 

C. neoformans var. neoformans (sorotipo D) e C. neoformans var. gattii (sorotipos B e C)  

(KATSU et al., 2004; SORREL et al., 1996;). Estudos sugerem que C. neoformans var. 
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grubii (sorotipo A) e C. neoformans var. neoformans (sorotipo D) apresentam distribuição 

mundial, enquanto que C. neoformans var. gattii (sorotipos B e C) é restrito a regiões de 

clima tropical e subtropical (KROCKENBERGER et al., 2002; SEATON et al., 1996). Os 

representantes relativos aos sorotipos A e D geralmente encontram-se habitando solos e 

fezes de aves domésticas - pombos e perus - sendo usualmente os agentes causadores da 

criptococose em pacientes imunocomprometidos; já a var. gattii tem sido associada a 

eucaliptos, infectando pacientes desprovidos de complicações imunológicas (KATSU et 

al., 2004; KROCKENBERGER et al., 2002; STEENBERGEN & CASADEVALL, 2000). 

Diferenças na apresentação clínica de criptococose causada por linhagens da var. 

neoformans, var. grubii e var. gattii têm sido descritas (DROMER et al., 2004; SPEED & 

DUNT, 1995). Em um estudo realizado na Austrália, foi observada uma alta mortalidade 

em infecções causadas pela var. neoformans. Por outro lado, infecções causadas pela var. 

gattii apresentaram baixa mortalidade mas estas foram usualmente complicadas por 

sequelas neurológicas (CHATURVEDI et al., 2005; DROMER et al., 2004; SPEED & 

DUNT, 1995). A necessidade de cirurgia e de tratamento prolongado em pacientes 

infectados com a var.gattii foi também relatada por FISHER et al. (1993). 

Existem ainda diferenças sorológicas e bioquímicas entre as variedades grubii, 

neoformans e gattii. As variedades são subdivididas em 5 sorotipos, C. neoformans var. 

grubii sorotipo A, C. neoformans var. neoformans sorotipo D e um híbrido AD e C. 

neoformans var. gattii sorotipos B e C (CHERNIAK & SUNDSTROM, 1994). As 

variedades diferem na sua habilidade em assimilar os ácidos L-málico, fumárico e 

succínico (BENNET et al., 1978) e no metabolismo de creatinina (KWON-CHUNG et al., 

1982). As três variedades assimilam creatinina, mas o EDTA inibe a enzima urease em C. 

neoformans var. gattii mas não em C. neoformans var. neoformans (KWON-CHUNG et 

al., 1982). Linhagens das distintas variedades também manisfestam diferenças na 

susceptibilidade à drogas antifúngicas (SHADOMY et al., 1987). Em geral, as linhagens 

da var. gattii são menos susceptíveis à flucitosina do que as linhagens das var. grubii e 

neoformans (SHADOMY et al., 1987). Recente descrição de híbrido BD, C. neoformans e 

C. gattii obtido de isolados de paciente com criptococose apresentou cepa anômala 

conforme análise de seqüências que indicaram a presença de dois genótipos, as cepas 

foram classificadas sorologicamente como sendo um híbrido BD (BOVERS et al., 2006). 
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Muitas linhagens de C. neoformans var. neoformans são susceptíveis à L-

canavanina e a maioria não pode assimilar a glicina como única fonte de nitrogênio e 

carbono (KWON-CHUNG et al., 1982).  

A reprodução sexual em C. neoformans foi observada somente em laboratório, e 

seu papel na patogênese é incerto. O estado teleomórfico ou sexuado do C. neoformans é 

denominado Filobasidiella neoformans, um basidiomiceto pertencente à Família 

Filobasidiaceae. Sob condições laboratoriais F. neoformans pode ser obtida através do 

cruzamento de duas linhagens compatíveis da levedura, a e α, com produção de micélio 

dicariótico e grampos de conexão típicos dos basidiomicetos. Basídios são então gerados 

na extremidade das hifas onde ocorre meiose com produção de basidiosporos (WICKES et 

al., 1996). As variedades C. neoformans var. neoformans e C. neoformans var. gattii  são 

similares na forma leveduriforme, ou estado anamórfico. Contudo, diferenças fenotípicas 

distintas são evidentes no estado teleomórfico: os basidiosporos da variedade neoformans 

são esféricos, elípticos oblongos ou cilíndricos, com paredes rugosas, enquanto que 

aqueles da variedade gattii são baciliformes e com parede lisa (CASADEVALL & 

PERFECT, 1998). WICKES et al. (1996) demostraram a capacidade de C. neoformans 

produzir hifas e basidiosporos na ausência de cruzamento, ou seja, em fase vegetativa. Esta 

descoberta indicou que um basidiosporo assexual produzido durante uma frutificação 

haplóide é a partícula responsável pela infecção. O hospedeiro humano seria colonizado 

pelo C. neoformans através da inalação de basidiosporos produzidos assexuadamente, os 

quais são menores, facilmente aerossolizados e mais resistentes a dessecação quando 

comparados às células leveduriformes (HULL & HEITMAN, 2002; WICKES et al., 1996). 
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1.5 Diagnóstico e aspectos imunológicos 

O diagnóstico da criptococose requer avaliação clínica e isolamento do agente 

etiológico com a identificação de suas características ambientais, morfológicas e 

bioquímicas. No entanto, o diagnóstico da infecção em sua fase inicial é difícil em 

decorrência desta fase usualmente ser assintomática (CASADEVALL & PERFECT, 

1998). Os métodos laboratoriais de diagnósticos da criptococose consistem no exame 

microscópico do espécime clínico empregando tinta da Índia (evidenciação da cápsula) ou 

preparações histológicas; na detecção de antígeno criptocócico pela aglutinação em látex e 

no isolamento de C. neoformans por cultivo. Contudo, alguns problemas de sensibilidade e 

especificidade apresentados na microscopia direta e na detecção de antígenos tornam o 

isolamento de C. neoformans por cultivo a metodologia padrão no diagnóstico de C. 

neoformans (BARAFANGER et al., 2004; CASADEVALL & PERFECT, 1998; 

RICHARDSON & WARNOCK, 1993) 

O exame de C. neoformans por microscopia óptica comum revela células de 

levedura de tamanho variável, com diâmetro médio de 4 a 6 μm, usualmente ovais ou 

redondas, com um duplo contorno que as tornam altamente refráteis e que se reproduzem 

por brotamento. A cápsula de C. neoformans normalmente não é visível por microscopia 

óptica em suspensões aquosas. O método mais comum para sua visualização é o exame de 

suspensões diluídas em tinta da Índia, onde as partículas da tinta são excluídas pela 

cápsula, a qual aparece como uma zona clara ao redor da célula da levedura (ZERPA et al., 

1996). A cápsula também pode ser visualizada pela adição de anticorpos específicos contra 

os polissacarídeos capsulares (CLEARE et al., 1994; PIDCOE & KAUFMANN, 1968) ou 

por microscopia eletrônica (SAKAGUCHI, 1993). As três técnicas de coloração mais 

utilizadas para evidenciação desta levedura são, (i) preparação com tinta da Índia, (ii) 

impregnação com sais de prata e, (iii) coloração com hematoxilina e eosina (ABERG & 

POWDERLY, 1998). O isolamento de C. neoformans de sítios anatômicos normalmente 

estéreis é a prova conclusiva no diagnóstico da doença criptocócica. Também tem sido 

aceito que o diagnóstico pode ser baseado na presença de antígeno polissacarídico capsular 

no soro ou líquor (CASADEVALL & PERFECT, 1998; GOLDMAN et al., 1994). O 

método para detectar o antígeno criptocócico em fluídos corporais foi primeiro relatado 

por BLOOMFIELD et al. (1963) usando um teste de aglutinação de partículas de látex 

recobertas com anticorpos frente a estes antígenos. Um refinamento deste teste foi a 
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utilização da enzima pronase para da amostra e posterior aquecimento para minimizar 

resultados falsos negativos e falsos positivos, tornando o teste mais sensível, específico e 

não invasivo para o diagnóstico da criptococose (CASADEVALL & PERFECT, 1998; 

TANNER et al., 1994). 

Lesões da criptococose podem ser encontradas como achados incidentais em 

autópsias de indivíduos assintomáticos (BAKER, 1976; SCHOLER, 1985) consistindo 

usualmente de uma ou mais lesões granulomatosas, quiescentes localizadas no parênquima 

pulmonar ou linfonodos pulmonares. A antigenemia também tem sido encontrada em 

indivíduos assintomáticos, levando ao desenvolvimento de criptococose clínica se a terapia 

antifúngica não for instituída (FELDMESSER et al., 1996; NUNEZ et al., 2000). 

Evidências moleculares apontam para a existência de doença subclínica em indivíduos com 

lesões quiescentes, podendo existir a evolução para doença clínica a partir de uma 

imunossupressão subseqüente (GARCIA-HERMOSO et al., 1999).  

A presença de antígeno criptocócico em amostras de soro implica em invasão 

tecidual (FELDMESSER et al., 1996). Embora o significado de baixos títulos de antígenos 

em pacientes não esteja claro, existem casos bem documentados de criptococose pulmonar 

com títulos com valores entre 2 e 4 (NUNEZ et al., 2000); títulos com valores superiores a 

8 são indicativos de doença ativa (MITCHELL & PERFECT, 1995). Em locais com alta 

incidência de meningite criptocócica entre pacientes com AIDS, e por essa razão com a 

suspeita de alta concentração ambiental de C. neoformans, a pesquisa de antígeno 

criptocócico no soro é um método útil na triagem da detecção precoce de criptococose, 

entretanto este teste não facilita a precoce identificação de criptococose em áreas de baixa 

concentração ambiental de C. neoformans (HOFFMAN et al., 1991; NEGRONI et al., 

1995; McFADDEN et al., 2004). 

A criptococose é associada com uma diminuição da resposta imune mediada por 

células (LORTHOLARY et al., 2002; MITCHELL & PERFECT, 1995; NEUVILLE et al., 

2000). Pacientes com AIDS, transplantados, portadores de doenças linfoproliferativas e 

pacientes recebendo terapia imunossupressora apresentam alto risco para adquirirem a 

infecção, diferentemente de indivíduos imunocompetentes. Estudos histopatológicos de 

criptococose experimental em roedores e coelhos indicam que a inflamação granulomatosa 

apresenta um papel crítico, contribuindo para o êxito das defesas do hospedeiro contra a 
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levedura C. neoformans (GOLDMAN et al., 1994; MURPHY, 1992; PERFECT et al., 

1980). 

Durante a década passada diversos experimentos laboratoriais mostraram que a 

imunidade humoral também pode ser importante para as defesas do hospedeiro contra C. 

neoformans (CASADEVALL, 1995; CASADEVALL et al., 1998; PIROFSKI & 

CASADEVALL, 1996). A maioria destes estudos que avaliam a resposta de anticorpos 

contra C. neoformans tem focado o polissacarídeo capsular e antígenos da parede celular, 

sendo encontrados alguns anticorpos monoclonais protetores contra a criptococose murina 

(DESHAW & PIROFSKI, 1995; KELLER et al., 1994; ZHANG et al., 1997; 

VECCHIARELLI, 2005). Em contraste, poucos estudos têm investigado a resposta de 

anticorpos contra antígenos protéicos (CASADEVALL & PERFECT, 1998; HAMILTON 

et al., 1997; KAKEYA et al., 1997). 

Evidências sorológicas sugerem que as infecções por C. neoformans são comuns 

entre indivíduos imunocompetentes, incluindo crianças, mas que a doença é rara (DIXON, 

2002; GOLDMAN et al., 2001; RAMSAY, 2001). É improvável que isto ocorra devido à 

falta de exposição ao fungo durante a infância, de acordo com David Goldman e seus 

colegas do Albert Einstein College of Medicine (New York, NY, USA). Estes estudos são 

consistentes com os estudos conduzidos por ABADI & PIROFSKI (1999), que 

encontraram anticorpos reativos contra o polissacarídeo capsular no soro de crianças que 

não apresentavam criptococose clínica. 

O tempo decorrido entre a aquisição da infecção e o desenvolvimento da 

criptococose clínica tem sido um tópico para consideráveis discussões e representa uma 

falha em nosso conhecimento da patogênese da doença (CASADEVALL et al., 2003). As 

reativações de lesões focais quiescentes têm sido consideradas comuns, baseando-se em 

informações epidemiológicas e em achados de necropsia (GARCIA-HERMOSO et al., 

1999; SORREL et al., 1996). Sorrel e colaboradores (1996) mostraram que a infecção de 

alguns indivíduos examinados neste estudo foi adquirida do ambiente, chegando a esta 

conclusão baseados nos perfis de RAPD de isolados clínicos e ambientais. Mais 

recentemente, GARCIA-HERMOSO et al., (1999) mostraram que isolados de C. 

neoformans var. grubii originários de um grupo de pacientes na França, haviam sido 

adquiridos diversos anos antes do desenvolvimento da doença clínica.  
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Estudos sorológicos fornecem os elementos para a fundamentação e a compreensão 

da epidemiologia e patogênese de muitas doenças infecciosas. Muitos estudos têm 

analisado os perfis de anticorpos séricos humanos que são reativos contra o polissacarídeo 

capsular glicuronoxilomanana. Uma das principais conclusões destes estudos é a de que 

humanos apresentam anticorpos pré-existentes, reativos contra o polissacarídeo 

glicuronoxilomanana, e estes anticorpos são encontrados em indivíduos HIV positivos, 

uma população suscetível a criptococose e em indivíduos HIV negativos, uma população 

relativamente resistente. Conclusões definitivas sobre estes estudos sorológicos podem ser 

difíceis, em decorrência da presença de reatividade cruzada com outros polissacarídeos 

fúngicos, e que a resposta contra este principal polissacarídeo é classicamente pequena em 

termos de produção de anticorpos (CASADEVALL et al., 2002; DESHAW & PIROFSKI, 

1995; HOUPT et al., 1994; ZHANG et al., 1997). 

Existe a necessidade do desenvolvimento de ferramentas sorológicas para 

investigar problemas na epidemiologia e patogênese de infecções pela levedura C. 

neoformans (CASADEVALL & PIROFSKI, 2005; KATSU et al, 2003; MANSUR et al., 

2006; STEENBERGEN & CASADEVALL, 2003). Estudos sobre a soroprevalência de 

micoses sistêmicas são raramente realizados, mas também podem revelar áreas de 

transmissão de fungos, detectando casos de doença e indivíduos infectados assintomáticos 

que desenvolvem e mantêm anticorpos em títulos mensuráveis. No entanto, em razão do 

pequeno número de isolamentos obtidos, permanecem desconhecidos, em grandes 

extensões do território brasileiro, os locais onde os fungos fazem o ciclo de vida saprofítica 

e onde poderiam infectar o homem (MARTINEZ et al., 2002). 

A caracterização da resposta de anticorpos frente a proteínas da levedura C. neoformans em 

humanos é importante porque pode apresentar indícios para a patogênese da infecção e assim, auxiliar a 

identificação de antígenos reconhecidos pelo sistema imune. Existem evidências conclusivas demonstrando 

que a imunidade mediada por anticorpos pode influenciar o curso da infecção em benefício do hospedeiro 

humano (BIONDO et al., 2005; CASADEVALL et al., 2002; CHEN et al., 1999; LAMURA et al., 2000; 

SUBRAMANIAN et al., 2005; VECCHIARELLI, 2005). 

 

2. OBJETIVOS 
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2.1 Objetivo Geral 

Analisar a prevalência de anticorpos IgG frente a proteínas de Cryptococcus 

neoformans entre pacientes com criptococose e em indivíduos sadios com distintos graus 

de exposição a este fungo. 

 

2.2 Objetivos Específicos: 

• Analisar extratos de proteínas obtidas da levedura C. neoformans; 

• Pesquisar o polissacarídeo capsular de C. neoformans em amostras clínicas; 

• Utilizar a técnica ELISA para a quantificação de anticorpos frente a proteínas da 

levedura C. neoformans; 

• Aplicar a técnica de Western blot para a identificação de antígenos criptocócicos 

envolvidos na resposta imunológica; 

• Comparar resultados entre as metodologias utilizadas: pesquisa de polissacarídeo 

capsular, ELISA e Western blot. 

 



3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Isolados e condições de cultivo 
 

Foram utilizadas as seguintes amostras, dois isolados de C. neoformans: a cepa 

ATCC 32045 sorotipo A, um isolado clínico recente sorotipo A (C 101), pertencente à 

coleção da profa Marilene H. Vainstein do Laboratório de Fungos de Importância Médica e 

Biotecnológica do Centro de Biotecnologia da UFRGS, e a cepa de Candida albicans 

ATCC 18804 obtida da micoteca da Fundação Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro. Todos os 

fungos foram cultivados em ágar Sabouraud dextrose (Difco Laboratories, Detroit, Mich.) 

e conservados em glicerol a 50% a -20˚C.  

 

3.2 Extratos de proteínas fúngicas 
 

Foi usado neste estudo um extrato antigênico total de C. neoformans. Para o 

preparo deste extrato, C. neoformans foi cultivado por 24 horas a 30˚C em caldo 

Sabouraud dextrose. Os volumes dos cultivos foram usualmente de 50 mL e a 

concentração inicial de células foi de aproximadamente 104/mL. As células foram 

coletadas por centrifugação (12000 x g, 10 a 15 minutos a 4˚C) e o sedimento de células 

foi lavado duas vezes com água destilada gelada estéril e ressuspenso em tampão de lise 

gelado contendo 1 μM de pepstatina A, 2 mM de fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF), 10 

mM Tris-HCL (pH 7,5) e 5 mM EDTA. A amostra foi dividida em dois tubos de 

microcentrífuga, cada um contendo 1,2 mL de suspensão de células; 0,6 g. de pérolas de 

vidro (0,15 a 0,20 mm de diâmetro) foram adicionadas em cada tubo e as células foram 

rompidas por agitação em vortex três vezes por 1 minuto a 4˚C. Para a ruptura das células 

o volume total de suspensão de células-pérolas foi de 2 a 2,5 mL. Os restos celulares foram 

removidos por centrifugação (3000 x g, 2 minutos, 4˚C) e o sobrenadante, representando o 

extrato celular total, foi transferido para tubos do tipo eppendorf e conservado a -20˚C. As 

concentrações protéicas resultantes foram determinadas pelo método de Bradford, 

utilizando o kit “Bio-Rad Protein Assay”, conforme as instruções do fabricante (Bio-Rad, 

Hercules, Calif.). Extratos protéicos das células de C. albicans foram preparados como 

descrito acima para as células de C. neoformans. 

3.3 Teste imunoenzimático ELISA.  
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Microplacas de titulação foram sensibilizadas por adsorção física com o antígeno 

protéico total de C. neoformans diluído em solução tamponada carbonato-bicarbonato 

(Na2CO3 0,02 M; NaHCO3 0,03 M; pH 9,6) na concentração de 1 μg de proteínas por 

unidade de suporte e incubadas “overnight” a 4°C. Logo após, os poços das microplacas 

sensibilizadas foram lavados três vezes com solução salina tamponada com fosfatos, (PBS 

0,01M contendo 0,05% de Tween-20®, pH 7,4 [PBS-Tween]) com incubação à 

temperatura ambiente por cinco minutos. Ligações não-específicas foram bloqueadas por 

incubação das placas por 60 min. a 37°C com 1% de soro-albumina bovina (BSA) diluído 

em PBS-Tween. As placas foram novamente lavadas três vezes com PBS-Tween com 

incubação à temperatura ambiente por 5 minutos. A cada poço sensibilizado foram 

adicionados 0,1mL das amostras de soro diluídas 1:200 em PBS-Tween + 1% BSA, 

incubando por 60 minutos a 37˚C. Após 5 lavagens, de 5 minutos cada, com PBS-Tween, 

adicionou-se 0,1mL de conjugado anti-IgG humana-peroxidase (Pharmacia) na diluição 

1:7500 em PBS-Tween + 1% BSA. Após um novo ciclo de incubação e lavagens (quatro 

lavagens com PBS-Tween e uma última com PBS 1X) foi adicionado em cada poço 0,1mL 

de solução cromógena (Orto-fenilenodiamino 0,2 mg/mL) – OPD em 0,01 M de tampão 

citrato de sódio pH 5,0 e 0,005% de peróxido de hidrogênio, como substrato para a enzima. 

Nesta etapa, a incubação foi de 15 minutos, à temperatura ambiente e ao abrigo da luz. A 

reação enzimática foi interrompida com a adição de 0,1 mL de H2SO4 1 N. Os controles 

negativos consistiram de poços contendo apenas PBS-Tween + 1% BSA. A reatividade foi 

avaliada espectrofotometricamente através das leituras de densidade ótica (OD) em 

comprimento de onda de 490 nm (CHEN et al., 1999). 

 

3.4 Eletroforese em SDS-PAGE 

 

Os géis de poliacrilamida foram preparados em uma concentração final de 

acrilamida de 12 %. Foi adicionado às amostras um tampão de carregamento para 

condições redutoras (pela presença de β-mercaptoetanol). Após serem fervidas por 5 

minutos, as amostras foram imediatamente colocadas em banho de gelo e então aplicadas 

nos géis: C. neoformans 250 μg/mL;  C. albicans 300 μg/mL. 
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A primeira etapa da migração consistiu de um gel de empilhamento a 4 % de 

acrilamida seguido do gel de corrida, o qual nunca é inferior a 10 cm em comprimento. O 

tampão utilizado foi Tris-Glicina 1X e a amperagem mantida a 10 mAmp durante a 

migração pelo gel de empilhamento e entre 15 mAmp e 20 mAmp durante a migração pelo 

gel de separação. Ao fim da migração o gel foi corado com Azul de Coomassie, por 10 

minutos e lavado com ácido acético glacial 7 %, ou submetido à transferência das proteínas 

para uma membrana de nitrocelulose (TOWBIN et al., 1979).  

 

3.5 Transferência de proteínas para membrana de nitrocelulose 
 

Após o término da migração das amostras no gel de poliacrilamida o mesmo foi 

colocado em contato direto com uma membrana de nitrocelulose de mesmo tamanho, 

sendo ambos envolvidos por papéis-filtro. Tanto os papéis-filtro como a nitrocelulose 

foram previamente umedecidos em tampão de transferência. Este “sanduíche” foi então 

submetido, em tampão de transferência, a uma voltagem de 70V por 1 hora. 

 

3.6 Ensaio Imunoenzimático 
 

Após a transferência das proteínas, a nitrocelulose foi cortada em tiras de 0,5 cm, 

sendo todas imediatamente numeradas, com a exceção de uma tira, a qual é submetida à 

coloração com negro de amido. As tiras foram inicialmente lavadas por 30 minutos com 

TBS-T 1X (NaCl 137mM, Tris-HCl 20mM, Tween 20 0,05% pH 7,6) e a seguir 

bloqueadas por 2 horas com solução blotto 5 %(leite em pó desnatado 5% diluído em TBS-

T 1X). As tiras foram então incubadas por mais 2 horas à temperatura ambiente (ou 

durante a noite a 4 °C) com os diferentes soros ou com blotto 5 %, no caso dos controles 

negativos, os quais foram diluídos para um volume final de 2 ml em blotto 5 %. As tiras 

foram posteriormente lavadas 3 vezes com blotto 5 %, por 10 minutos cada uma, e 

incubadas por 1 hora com o conjugado anti-IgG Humano diluído em blotto 5 %  (volume 

final de 2 ml). As tiras foram por fim lavadas 2 vezes com blotto 1 % e 2 vezes com TBS-

T 1X, com lavagens também de 10 minutos cada. A revelação foi realizada com a adição 

da solução de revelação, a qual segue a seguinte proporção: 

 • 5 mg de DAB (3,3-Diaminobenzidina); 

 • 30 mL de TBS-T 1X; 
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 • 150 μL de água oxigenada 100 volumes (30 %); 

 • 1 mL de cloreto de cobalto 1 %. 

Obs.: foram utilizados 2 mL de solução de revelação para cada tira e a interrupção da 

reação ocorreu com a adição de água destilada contendo azida sódica 0,001 %. Todas as 

lavagens e incubações foram realizadas à temperatura ambiente (com a exceção de 

algumas incubações dos soros feitas a 4 °C durante a noite, conforme citado acima) com 

agitação constante. 

 

3.7 População estudada 
 

Neste estudo de soroprevalência foram utilizadas amostras de soro de 26 pacientes 

com meningite criptocócica, pertencentes a soroteca do serviço de Micologia Clínica do 

Hospital Universitário da cidade de Santa Maria – Rio Grande do Sul, da Universidade 

Federal de Santa Maria-RS. Foram utilizadas 24 amostras de soro originárias de 

trabalhadores de laboratórios de pesquisa, clinicamente sadios, que manipulam a levedura 

C. neoformans e 48 amostras de pacientes pediátricos (não-criptococócicos) que foram 

atendidos no ambulatório do Hospital Trombudo, no município de Vale do Sol e tiveram 

seu excesso de sangue coletado utilizado para esta investigação de soroprevalência. Este 

estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética da Universidade Federal de Santa Maria, onde os 

participantes que concordaram em fazer parte deste estudo assinaram um termo de 

consentimento antes da coleta de material para a análise sorológica. 

 

3.8 Pesquisa de polissacarídeo capsular no soro 
 

O sistema Latex-Crypto Antigen Detection System (Immuno Mycologics, Inc., 

Norman, OK, USA) foi utilizado para a pesquisa de polissacarídeo capsular nas amostras 

de soro dos pacientes, estudados. Este sistema baseia-se em partículas de látex 

sensibilizadas com anticorpos contra antígenos polissacarídicos da cápsula de C. 

neoformans que, quando entram em contato com amostras que contêm estes antígenos, 

produzem aglutinação. Este teste detecta aproximadamente 3,2 ng/mL de antígenos 

capsulares em líquor ou soro. O material biológico (soro) foi tratado por 30 minutos a 56˚C 

com a enzima Pronase para remover o fator reumatóide e, dessa forma, aumentar a 

especificidade do teste, em conformidade com as instruções do fabricante. 
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3.9 Estudos de adsorção 

 
Para avaliar a especificidade da reatividade dos anticorpos presentes nos soros, 

foram realizados experimentos de adsorção com extratos protéicos de C. neoformans e C. 

albicans (CHEN et al., 1999). A adsorção foi feita misturando 5 µL de soro com 150 µg de 

extrato protéico total de C. albicans - concentração 1:200 (75 µg no caso do extrato 

protéico de C. neoformans) em um volume total de 25 µL, seguido pela incubação por 90 

minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, a reatividade dos soros foi avaliada pela 

técnica de ELISA e Western blot. 

 

3.10 Tratamento com periodato de Sódio 

 

Os extratos antigênicos eram submetidos a SDS-PAGE 12% e, ao final, transferidos 

para uma membrana de nitrocelulose. A membrana contendo o antígeno imobilizado era 

tratada com 50 mM de m-periodato de sódio em tampão acetato de sódio 0,1 M, pH 4,5 a 

25ºC por 1 hora, lavada com PBS, e incubada com 50 mM de boroidrato de sódio em PBS 

a 25ºC por 30 minutos ao abrigo da luz (SILVEIRA et al., 2001), lavada em PBS e a seguir 

submetida ao protocolo de Western blot. 

 
3.11 Análise estatística 

 

A análise estatística foi realizada com o uso do programa para análise de dados 

S.P.S.S. Versão 6.0 para Windows, sendo comparadas às leituras da densidade ótica dos 

diferentes grupos (crianças, trabalhadores de laboratório e pacientes com meningite 

criptococócia) através do uso do teste U de Mann-Whitney, com valores de P<0,05 foram 

considerados significativos. As bandas de proteínas das análises por Western blot foram 

comparadas pelo teste de Mann-Whitney. O teste de Spearman foi utilizado para comparar 

as leituras OD de ELISA com o número de bandas detectadas nas amostras de soro. 
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4. RESULTADOS  

 

Este estudo teve como objetivo a análise da resposta imune humoral humana frente 

a proteínas da levedura Cryptococcus neoformans. Além do estudo da prevalência e a 

especificidade dos anticorpos presentes nas amostras clínicas, foi realizada a quantificação 

dos títulos de Imunoglobulina G (IgG total) através da utilização do método ELISA. 

A Figura 4 apresenta um gel de SDS-PAGE a 12% de diferentes extratos de 

proteínas de C. neoformans, mostrando a ampla faixa de proteínas usadas neste estudo para 

a avaliação da resposta imunológica. Um pool dos diferentes extratos protéicos foi 

utilizado nos ensaios de avaliação da resposta imune humoral através da metodologia de 

Western blot. 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

FIGURA 4: Análise das proteínas de Cryptococcus neoformans por eletroforese em SDS-PAGE a 
12% corado com Azul de Coomassie: M, marcador de massa molecular; canaletas 1 e 2; extrato 
protéico de isolado clínico de  C. neoformans (250 μg/mL); canaletas 3 e 4: extrato protéico de 
cepa ATCC sorotipo A de C. neoformans (250 μg/mL); canaletas 5 e 6 extrato protéico de C. 
albicans (300 μg/mL). 
  

Os dados epidemiológicos disponíveis dos pacientes com meningite criptocócica 

são apresentados na Tabela 2, juntamente com os títulos da pesquisa do polissacarídeo 

capsular pela técnica de látex. A faixa etária dos 26 pacientes, sendo 18 do sexo masculino 

e 8 do sexo feminino, foi de 22 a 68 anos. Dois pacientes com meningite criptocócica, um 

do sexo masculino e outro do sexo feminino não eram portadores do vírus da 

imunodeficiência humana (HIV), mesmo assim apresentavam comprometimento do 

sistema imune. Os resultados dos testes da pesquisa do polissacarídeo capsular pela técnica 

 M       1        2       3       4        5        6           

66kDa 

45kDa 

30kDa 

20kDa 
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do látex foram comparáveis aos resultados dos cultivos fúngicos, possibilitando a 

caracterização do grupo de pacientes com meningite criptocócica, que apresentaram o teste 

de látex positivo, em relação aos demais grupos que compõe este estudo de 

soroprevalência, crianças e trabalhadores de laboratório com resultados negativos nesta 

pesquisa. Para a avaliação do estado imunitário dos pacientes com meningite criptocócica 

foi utilizada a contagem de linfócitos CD4, onde todos os pacientes que fazem parte deste 

estudo apresentaram como resultados contagens inferiores a 100 células/mm³. 
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TABELA 2: Fonte e características dos soros de pacientes com criptococose utilizados 
neste estudo 
 

Paciente n° Sexo Idade Status HIV Título látex 

1 Masculino 41 Positivo 512 

2 Masculino 23 Positivo 256 

3 Masculino 30 Positivo 32 

4 Masculino 29 Positivo 64 

5 Feminino 35 Positivo 64 

6 Masculino 39 Positivo 64 

7 Masculino 31 Positivo 32 

8 Feminino 34 Positivo 64 

9 Masculino 36 Positivo 8 

10 Feminino 32 Positivo 1024 

11 Masculino 34 Positivo 256 

12 Masculino 49 Positivo 64 

13 Feminino 42 Positivo 64 

14 Masculino 29 Positivo 256 

15 Masculino 31 Positivo 256 

16 Feminino 22 Positivo 32 

17 Masculino 34 Positivo 256 

18 Feminino 68 Negativo 16 

19 Feminino 25 Positivo 8 

20 Masculino 29 Positivo 64 

21 Masculino 37 Positivo 64 

22 Masculino 33 Positivo 256 

23 Masculino 32 Positivo 32 

24 Masculino 63 Negativo 16 

25 Feminino 31 Positivo 128 

26 Masculino 32 Positivo 64 
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As análises por ELISA de IgG total sérica, utilizando o extrato protéico de isolado 

clínico recente de C. neoformans sorotipo A, são apresentadas na Figura 5. Dentre os três 

grupos que compõe este estudo, os resultados das análises de ELISA da densidade ótica 

(OD) do grupo de pacientes com meningite criptocócica apresentaram os valores mais 

elevados em comparação com os grupos de trabalhadores de laboratório e crianças que não 

apresentaram diferenças significativas nas respectivas faixas de leituras de OD (P>0,05). 

As médias de leituras de densidade ótica (OD) de anticorpos de classe IgG total 

para os três grupos que fizeram parte deste estudo com a utilização de extrato protéico de 

isolado clínico recente de C. neoformans sorotipo A foram: pacientes 0,4080 ± 0,1558; 

trabalhadores em laboratório 0,1696 ± 0,0296 e crianças 0,1278 ± 0,0272 (Fig. 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 5: Análise por ELISA de IgG total sérica de 26 pacientes adultos, 24 
trabalhadores em laboratório e 48 crianças, frente a extrato de proteínas de isolado clínico 
de C. neoformans sorotipo A. Os limites inferiores e superiores das caixas indicam os 
quartis inferior e superior, respectivamente; linha horizontal escura indica valor da 
mediana; linhas verticais indicam o limite superior e inferior. Densidades óticas (OD) 
medidas a 492 nm. 
 

Os resultados das análises através da técnica de ELISA, de IgG total sérica das 

amostras, das leituras de densidade ótica, utilizando o extrato protéico de C. neoformans 

ATCC 32045 sorotipo A, similarmente aos resultados obtidos com extrato protéico de 

isolado clínico recente, situaram-se no caso dos pacientes com meningite criptocócica em 

faixas de valores significativamente superiores as leituras de densidade óptica (OD) dos 

demais grupos participantes neste estudo de soroprevalência, trabalhadores de laboratório e 

crianças, conforme mostrado na Figura 6 (P<0,05). 
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De maneira similar aos resultados encontrados com a utilização do extrato protéico 

de C. neoformans de isolado clínico sorotipo A, para o extrato protéico com a utilização da 

cepa de C. neoformans ATCC 32045 sorotipo A os valores de OD foram distintos nos três 

grupos. As médias de leituras de densidade ótica (OD) de anticorpos de classe IgG total 

para os três grupos que fizeram parte deste estudo com a utilização de extrato protéico de 

cepa ATCC de C. neoformans sorotipo A foram: pacientes 0,3375 ± 0,1296; trabalhadores 

em laboratório 0,1578 ± 0,0244 e crianças 0,1153 ± 0,0203 (Fig. 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 6: Análise por ELISA de IgG total sérica de 26 pacientes adultos, 24 
trabalhadores em laboratório e 48 crianças, frente a extrato de proteínas de C. neoformans 
ATCC 32045 sorotipo A. Os limites inferiores e superiores das caixas indicam os quartis 
inferior e superior, respectivamente; linha horizontal escura indica valor da mediana; 
linhas verticais indicam limite superior e inferior. Densidades óticas (OD) medidas a 492 
nm. 
 

 

A comparação dos resultados da técnica de ELISA das análises de IgG sérica das 

96 amostras que compõem este estudo para os diferentes extratos utilizados neste estudo é 

apresentada na Figura 7, onde são mostradas as respostas das análises dos três grupos com 

as respectivas faixas de valores de densidade ótica de IgG sérica total medidas em 492 nm. 

As médias das leituras de OD de pacientes com a utilização dos dois tipos de extratos 

protéicos foram significativamente maiores que os dois grupos controles usados neste 

estudo (P<0,05). 
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FIGURA 7: Análise por ELISA de IgG sérica de 26 pacientes adultos, 24 trabalhadores 
em laboratório e 48 crianças, frente a extrato de proteínas de C. neoformans  de isolado 
clínico sorotipo A e ATCC 32045 sorotipo A. Os limites inferiores e superiores das caixas 
indicam quartis inferior e superior, respectivamente; linha horizontal escura indica valor da 
mediana; linhas verticais indicam limite superior e inferior. Densidades óticas (OD) 
medidas a 492 nm.  
 

 

 

As análises por ELISA de IgG total sérica, comparativas das respostas de densidade 

ótica dos soros de 26 pacientes com meningite criptocócica nos mostram que os valores de 

OD, utilizando extrato protéico de isolado clínico recente, apresentaram valores mais 

elevados que os resultados encontrados com o extrato ATCC sorotipo A. Estes resultados 

foram considerados significativos (P<0.05), conforme apresentado na Figura 8. 
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FIGURA 8: Análises de leituras de densidade ótica (OD) de IgG sérica de 26 pacientes 
adultos, frente a extratos  de proteínas de C. neoformans  de isolado clínico sorotipo A e 
ATCC 32045 sorotipo A. Os limites inferiores e superiores das caixas indicam quartis 
inferior e superior, respectivamente; linha horizontal escura indica valor da mediana; 
linhas verticais indicam os limites superior e inferior, respectivamente. 
 

 

 

As análises comparativas através da técnica de ELISA de IgG total sérica das 

respostas de densidade ótica do total de amostras de  soros dos 98 indivíduos que 

compõem este estudo nos mostram que os valores de OD, utilizando os dois tipos de 

extratos protéicos apresentaram diferenças significativas nos resultados encontrados (P = 

0,0437), conforme mostrado na Figura 9. 
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FIGURA 9: Análises de leituras de densidade ótica (OD) de IgG sérica da amostra 
estudada  frente a extratos de proteínas de C. neoformans  de isolado clínico sorotipo A e 
ATCC 32045 sorotipo A. Os limites inferiores e superiores das caixas indicam quartis 
inferior e superior, respectivamente; linha horizontal escura indica valor da mediana; 
linhas verticais indicam limites superior e inferior. 
 

A comparação dos valores de OD para a cepa ATCC e o isolado clínico recente 

mostrou que o reconhecimento pelos soros foi significativamente maior com a utilização 

do isolado clínico sorotipo A que com a cepa ATCC sorotipo A (P= 0,0437). A 

comparação das leituras de OD com a utilização da técnica de ELISA no grupo de 

pacientes também mostrou diferenças significativas entre os dois extratos protéicos (P= 

0,0012). Quando comparamos as leituras de densidade ótica por ELISA do grupo de 

crianças entre os extratos protéicos ATCC sorotipo A e isolado clínico recente sorotipo A 

os resultados também mostraram diferenças significativas em termos de reconhecimentos 

(P= 0,0008). Análises comparativas com o grupo de adultos entre os dois tipos de extratos 

protéicos também mostraram diferenças significativas (P<0,05). 
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Em relação à faixa etária, os grupos de adultos controles e pacientes apresentaram 

leituras de OD significativamente maiores que o grupo de crianças com a utilização dos 

dois tipos de extratos protéicos usados (P<0,05). 

As leituras de densidade ótica de anticorpos frente aos extratos protéicos não 

apresentaram diferenças significativas em relação ao sexo nos diferentes grupos que 

fizeram parte deste estudo (P=0,503 e P= 0,610 para as cepas ATCC e isolado clínico, 

respectivamente). Os valores de P no grupo de pacientes foram respectivamente de 1,000 e 

0,8026 para as cepas ATCC e isolado clínico sorotipo A. Para os grupos de controle de 

trabalhadores e crianças, os valores de P foram 0,1440 e 0,9505 para o extrato protéico 

ATCC, e 0,3401 e 0,3465 para o extrato de isolado clínico, respectivamente. 

A avaliação da reatividade cruzada foi realizada através da incubação dos soros 

com extrato protéico de C. neoformans (ATCC e clínico) ocorrendo à redução na 

reatividade dos mesmos frente aos dois extratos protéicos avaliados. No caso da incubação 

com extrato protéico de C. albicans a reatividade não foi abolida. 

A análise por Western blot com a utilização de extrato protéico da cepa ATCC 

sorotipo A como extrato antigênico total permitiu a identificação de diversos antígenos 

protéicos com massa molecular aproximada de 25, 34, 38, 50, 60, 70, 80, 95, 100 e 110 

kDa, conforme análise por Western blot mostrada na Figura 10.  

 

                                         
 

FIGURA 10: Análise por Western blot da reatividade de anticorpos de classe IgG de soro 
de pacientes com criptococose na diluição 1:100, frente a extrato protéico total de C. 
neoformans ATCC 32045 sorotipo A. O extrato antigênico foi fracionado por SDS-PAGE 
12% e após transferido para membrana de nitrocelulose. Os números acima das tiras 
identificam as amostras de soro utilizadas. 
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A análise por Western blot da imunorreatividade de soro de pacientes com 

criptococose, com a utilização de extrato protéico de cepa clínica da levedura C. 

neoformans sorotipo A como extrato antigênico total, permitiu a identificação de diversos 

antígenos protéicos com massa molecular aproximada de 25, 34, 38, 50, 60, 70, 80, 95, 100 

e 110 kDa, conforme mostrado na Figura 11. 

  

                                  
 
 
FIGURA 11: Análise por Western blot da reatividade de anticorpos de classe IgG de soro 
de pacientes com criptococose na diluição 1:100, frente a extrato protéico total de isolado 
clínico de C. neoformans sorotipo A. O extrato antigênico foi fracionado por SDS-PAGE 
12% e após transferido para membrana de nitrocelulose. Os números acima das tiras 
identificam as amostras de soro utilizadas. 
 
 

Para a avaliação de reatividade cruzada com a utilização da técnica de Western blot 

foi feita a utilização de extrato protéico total da levedura C. albicans e C. neoformans 

sendo pré-incubado com algumas amostras de soros de pacientes com criptococose. Os 

experimentos de adsorção, com extratos protéicos de C. neoformans e C. albicans, foram 

realizados misturando 5 µL de soro com 150 µg de extrato protéico total de C. albicans - 

concentração 1:200 (75 µg no caso do extrato protéico de C. neoformans) em um volume 

total de 25 µL, seguido pela incubação por 90 minutos a temperatura ambiente. 

Posteriormente, a reatividade dos soros foi avaliada por Western blot. Conforme mostrado 

na Figura 12, a reatividade dos anticorpos usualmente reconhecidos presente nos soros dos 

pacientes com criptococose não foi abolida, demonstrando a especificidade dos anticorpos 

identificados. A pré-incubação dos soros com o antígeno criptocócico diminuiu, mas não 

eliminou a reatividade dos soros dos pacientes.  
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FIGURA 12: Análise por Western blot com a utilização de extrato protéico total de C. 
neoformans ATCC 32045 sorotipo A. Reatividade de anticorpos de classe IgG do soro de 
pacientes com criptococose na diluição 1:100, adsorvidos com extrato protéico total da 
levedura C. albicans. O extrato antigênico foi fracionado por SDS-PAGE 12% e após 
transferido para membrana de nitrocelulose. Os números acima das tiras identificam as 
amostras de soro utilizadas. 
 

A partir de análise por Western blot da imunoreatividade de soro de trabalhadores 

em laboratório onde a levedura C. neoformans é manipulada, com a utilização de extrato 

protéico de cepa clínica da levedura C. neoformans como extrato antigênico total, foi 

possível a identificação de diversos antígenos protéicos com massa molecular aproximada 

de 25, 34, 38, 50, 70, 80, 90, 95, 100 e 110 kDa, conforme mostrado na figura 13.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 13: Análise por Western blot da reatividade de anticorpos de classe IgG de soro 
de trabalhadores em laboratório na diluição 1:100, frente a extrato protéico total de isolado 
clínico de C. neoformans sorotipo A. O extrato antigênico foi fracionado por SDS-PAGE 
12% e após transferido para membrana de nitrocelulose. Os números acima das tiras 
identificam as amostras de soro utilizadas. 
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A utilização de extrato protéico total de isolado clínico da levedura C. neoformans 

como extrato antigênico total foi utilizada para a avaliação por Western blot da reatividade 

de amostras de crianças de diferentes faixas etárias. A Figura 14 mostra a ausência de 

reconhecimento dos antígenos presentes na membrana.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
FIGURA 14: Análise por Western blot da reatividade de anticorpos de classe IgG de soro 
de crianças na diluição 1:100, frente a extrato protéico total de isolado clínico de C. 
neoformans sorotipo A. O extrato antigênico foi fracionado por SDS-PAGE 12% e após 
transferido para membrana de nitrocelulose. Os números acima das tiras identificam as 
amostras de soro utilizadas. 
 
 
 

Para a avaliação dos reconhecimentos de antígenos de ambos extratos usados neste 

estudo serem de origem protéica foi realizado o tratamento com Periodato de sódio dos 

antígenos nas membranas de nitrocelulose conforme mostrado na Figura 15. 

 
 

                                              
 
 
FIGURA 15: Análise por Western blot da reatividade de anticorpos de classe IgG de soro 
de pacientes na diluição 1:100, frente a extrato protéico total de isolado clínico de C. 
neoformans sorotipo A após tratamento com periodato de sódio. O extrato antigênico foi 
fracionado por SDS-PAGE 12% e depois de transferido para membrana de nitrocelulose.  
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A reatividade dos soros dos diferentes grupos foi avaliada comparando-se os 

reconhecimentos do número de proteínas nos diferentes grupos identificadas nas análises 

por Western blot. As amostras de soro de indivíduos que apresentaram reconhecimento de 

6 a 10 proteínas foram consideradas como reagindo com muitas proteínas, soros que 

reconheceram de 3 a 5 proteínas foram considerados como reagindo com algumas 

proteínas e soros que reconheceram entre 0 e 2 proteínas foram considerados como 

reagindo com poucas ou nenhuma proteína. A tabela 3 apresenta a percentagem de 

reatividade dos diferentes grupos que fzeram parte deste estudo. 

 
 
TABELA 3: Percentagem de reatividade dos soros frente aos diferentes extratos de C. 
neoformans. 

GRUPO na EXTRATO ATCC EXTRATO CLÍNICO 

  Mb Ac Pd Mb Ac Pd 

Pacientes 26 46,2 (12) 23 (6) 30,8 (8) 50 (13) 19,2 (5) 30,8 (8) 

Trabalhadores 24 25 (6) 16,7 (4) 58,3 (14) 25 (6) 12,5 (3) 62,5 (15)

Crianças 48 0 (0) 0 (0) 100 (48) 0 (0) 0 (0) 100 (48) 
a Número de indivíduos no grupo. 
b Reatividade com muitas, 6 a 10 proteínas. 
c Reatividade com algumas, 3 a 5 proteínas. 
d Reatividade com poucas ou nenhuma, 0 a 2 proteínas. 

 

As respostas individuais de reconhecimento em termos percentuais de anticorpos 

frente aos antígenos protéicos dos dois tipos de extrato utilizados neste estudo, extrato 

ATCC e extrato de isolado clínico recente de C. neoformans sorotipo A, são apresentadas 

nas tabelas 4 e 5 respectivamente. 



TABELA 4: Percentagem de pacientes, trabalhadores e crianças com reatividade contra 
proteínas de extrato protéico total de C. neoformans ATCC 32045 sorotipo A 
 

GRUPOS na % DE INDIVÍDUOS COM ANTICORPOS CONTRA ANTÍGENOS DE 
PROTEÍNAS COM MASSA MOLECULAR APROXIMADA EM kDa: 

  25 34 38 50 60 70 80 95 100 110 
PACIENTES 26 69 65 65 57 50 61 46 42 42 42 

TRABALHADORES 24 26 30 23 26 30 38 38 34 30 34 
CRIANÇAS 48 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 
a Número de indivíduos no grupo. 
 

TABELA 5: Percentagem de pacientes, trabalhadores e crianças com reatividade contra 
proteínas de extrato protéico de isolado clínico de C. neoformans sorotipo A 
 

GRUPOS na % DE INDIVÍDUOS COM ANTICORPOS CONTRA ANTÍGENOS DE 
PROTEÍNAS COM MASSA MOLECULAR APROXIMADA EM kDa: 

  25 34 38 50 60 70 80 95 100 110 
PACIENTES 26 65 53 42 50 65 61 53 53 50 50 

TRABALHADORES 24 38 38 23 23 26 38 34 34 34 34 
CRIANÇAS 48 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 
a Número de indivíduos no grupo. 

 

As Figuras 16 e 17 apresentam as correlações realizadas com o teste de Spearman 

entre os resultados das leituras de densidade ótica de IgG total sérica dos testes ELISA e os 

antígenos reconhecidos em número de bandas de proteínas detectadas pela técnica de 

Western blot.  

 

                         

FIGURA 16: Correlação entre leituras de ELISA e número de bandas detectadas no soro 
de pacientes com criptococose contra o extrato protéico ATCC (r = 0.501).  
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FIGURA 17: Correlação entre leituras de ELISA e número de bandas detectadas no soro 
de pacientes com criptococose contra o extrato protéico C101 (r = 0.334).  
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5. DISCUSSÃO  
 

A infecção causada pela levedura C. neoformans é doença cada vez mais 

diagnosticada na prática clínica, sendo comumente observada em indivíduos 

imunocomprometidos. Nos pacientes avaliados neste estudo, a imunodeficiência associada 

à AIDS foi o fator de risco prevalente em 24 dos 26 pacientes com menigite criptocócica, 

correspondendo a um percentual de 92,30% do total de pacientes com meningite 

criptocócica que fizeram parte deste estudo. A meningite criptocócica associada a AIDS é 

o principal fator predisponente para este tipo de infecção de acordo com a maioria dos 

estudos epidemiológicos desta infecção fúngica (DROMER et al., 2004; FRIEDMAN et 

al., 2005; HOANG et al., 2004). 

Neste estudo de soroprevalência foi padronizado um protocolo para a extração de 

proteínas totais de C. neoformans, sendo este extrato antigênico total composto por uma 

ampla faixa de proteínas que são evidenciadas na análise por eletroforese em gel SDS-

PAGE a 12%. 

A detecção do polissacarídeo criptocócico no soro dos pacientes, com a utilização 

do teste de aglutinação em látex, fornece uma evidência direta de infecção por C. 

neoformans, embora as reações do fator reumatóide possam causar um resultado falso 

positivo nestas avaliações, o que pode ser contornado pelo uso da enzima pronase, que 

elimina esta possibilidade (CASADEVALL & PERFECT, 1998; GOLDMAN et al., 2001; 

TANNER et al., 1994).  

A confirmação da suspeita clínica da meningite criptocócica pode ser realizada 

através da pesquisa do polissacarídeo capsular pela técnica de Látex, inclusive existindo 

proposta para que análises de cultivos fúngicos de amostras clínicas sejam descontinuadas 

e o diagnóstico seja embasado na pesquisa do antígeno polissacarídico capsular da 

levedura C. neoformans juntamente com o uso de meios de cultivo bacterianos 

(BARAFANGER et al., 2004). A quantificação do antígeno criptocócico no soro e líquor 

pode também ser utilizada para avaliar a resposta clínica frente ao tratamento com 

antifúngicos, onde uma diminuição nos títulos pode ser correlacionada com melhora 

clínica do paciente (McFADDEN et al., 2004).  

Nossos resultados de pesquisa de polissacarídeo capsular foram comparáveis aos 

resultados encontrados nos cultivos das amostras clínicas do líquor dos pacientes com 
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meningite criptocócica, onde obtivemos concordância de 100% com os resultados dos 

cultivos fúngicos que são considerados o Padrão ouro para o diagnóstico da criptococose 

(CASADEVALL & PERFECT, 1998). Assim como em outros estudos, em relação ao 

comparativo dos resultados da pesquisa de polissacarídeo capsular e as pesquisas de 

anticorpos não encontramos uma correlação positiva, onde os maiores títulos de Látex não 

corresponderam as maiores leituras de quantificação de anticorpos pelas leituras de 

absorbância pela metodologia de ELISA, fato que pode ser explicado pelo estado 

imunitário dos pacientes no momento das coletas sendo refletido em baixos níveis de 

anticorpos mesmo com altos títulos de antígenos polissacarídeos presentes nas amostras de 

soro dos pacientes (HAMILTON et al., 1997; LORTHOLARY et al., 2002; SEATON et 

al., 1996; SUBRAMANIAN et al., 2005). 

A quantificação do polissacarídeo capsular no soro dos pacientes, por aglutinação 

em látex, pode apresentar uma instabilidade em relação a imunorreatividade do 

polissacarídeo capsular presente no soro humano, que com o passar do tempo pode passar 

a não ser mais detectado (McFADDEN et al., 2004). A instabilidade do polissacarídeo 

capsular no soro não é um problema no sistema de análise com a utilização da técnica 

ELISA que, por ser muito mais sensível e específico que o teste de agutinação em látex, é 

utilizado como um método confirmatório. 

Outro aspecto importante do nosso estudo reside no fato de ser o primeiro trabalho 

que analisa o comportamento soroepidemiológico de resposta de anticorpos frente aos 

principais antígenos protéicos identificados e faz um comparativo das respostas de 

aglutinação em Látex com as pesquisas de anticorpos frente às proteínas de C. neoformans 

utilizando as metodologias de ELISA e Western blot (CHEN et al., 1999; HAMILTON et 

al., 1997; LORTHOLARY et al., 2002). Este é o primeiro estudo brasileiro que enfoca 

estes aspectos epidemiológicos da pesquisa de anticorpos na criptococose, um dos poucos 

realizados fora dos principais centros de estudo da criptococose como Austrália, Estados 

Unidos, França e Itália, todos países desenvolvidos também nesta área de 

soroepidemiologia de doenças infecciosas, sendo uma importante contribuição para o 

conhecimento da epidemiologia da infecção criptocócica. 

Aspectos epidemiológicos importantes na infecção criptocócica, sexo e idade 

aliados a imunodeficiência causada pela AIDS, também aqui foram corroborados em 

relação a outros estudos epidemiológicos. A infecção pelo HIV como principal fator de 
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risco para a aquisição da criptococose foi responsável por mais de 90% dos casos descritos 

em nosso estudo, pricipalmente em adultos e do sexo masculino, 100% e 69,23% 

respectivamente. A freqüência de portadores de meningite criptocócica foi 

significativamente maior entre os pacientes do que entre os grupos controle (P<0,005) 

(DROMER et al., 2004; FRIEDMAN et al., 2005; SUBRAMANIAN et al., 2005). 

Em relação ao sexo, em concordância com nosso estudo, a predominância da 

infecção no sexo masculino que também ocorre em outras micoses, parece bastante clara, 

onde diversos estudos já demonstraram a influência dos hormônios femininos no curso da 

infecção (HAMILTON et al., 1997; LORTHOLARY et al., 2002; SUBRAMANIAN et al., 

2005). 

Outro aspecto epidemiológico importante na aquisição da criptococose e já 

ressaltado anteriormente é a idade. Em nosso estudo os adultos, em concordância com 

outros estudos epidemiológicos, foram os grupos mais sucetíveis á infecção em 

comparação com os demais grupos que fizeram parte deste estudo, crianças e trabalhadores 

de laboratório que manipulam a levedura C. neoformans. Dados semelhantes foram obtidos 

em diversos inquéritos sorológicos como na França, Itália, Estados Unidos e Austrália. 

Estes estudos sugerem que quanto maior a possibilidade de contato com o fungo que tem 

ampla distribuição na natureza (ubíqüo), maior a possibilidade de adquirirmos a infecção, 

mesmo em crianças que com o passar do tempo e assim que elas começam a andar tornam-

se mais expostas ao contato e passíveis de adquirirem a infecção (HAMILTON et al., 

1997; KIERTIBURANAKUL et al., 2006; SEATON et al., 1996; SUBRAMANIAM et 

al., 2005). 

A utilização do método de ELISA possibilitou verificar diferenças significativas 

com os valores de densidade ótica (OD) das leituras de IgG sérica total entre os três grupos 

que fizeram parte deste estudo: pacientes, trabalhadores em laboratório e crianças, tanto 

frente ao extrato de proteínas de C. neoformans de isolado clínico sorotipo A, quanto de 

ATCC 32045 sorotipo A. 

As análises comparativas das respostas de densidade ótica dos soros de 26 

pacientes com meningite criptocócica nos mostraram que os valores de ELISA, utilizando 

extrato protéico de isolado clínico recente de C. neoformans sorotipo A, apresentaram 

níveis de reconhecimento de IgG sérica total mais elevados que os encontrados com o 

extrato ATCC sorotipo A, sendo estes resultados considerados significativos (P<0.05), 
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reconhecimentos significativamente maiores que podem ser explicados pelas diferenças 

genotípicas já demonstradas em outros estudos entre isolados de diferentes regiões: a cepa 

ATCC é americana, enquanto o isolado clínico pertencente a nossa coleção de fungos foi 

obtido no estado do Rio Grande do Sul (CASALI et al., 2003; HORTA et al. 2002).  

A comparação entre os níveis de reconhecimentos de leituras de densidade ótica de 

IgG sérica total das respostas de ELISA dos soros dos 98 indivíduos envolvidos neste 

estudo com os dois diferentes extratos antigênicos nos mostraram que os valores de 

leituras dos níveis de IgG correspondentes as faixas de OD também apresentaram 

diferenças significativas quando comparados os dois tipos de extratos protéicos 

(P=0,0437).  

Os comparativos das análises de anticorpos de IgG sérica total de ambos extratos, 

cepa ATCC sorotipo A e isolado clínico recente, encontrados com a utilização da técnica 

de ELISA não demonstraram a influência do sexo ou da faixa etária na prevalência da 

infecção criptocócica na população estudada (P>0,05). A maior incidência da infecção no 

sexo masculino e na idade adulta, aspectos epidemiológicos já apontados anteriormente em 

outros estudos com uma prevalência maior no sexo masculino devido a maior exposição 

aos antígenos criptocócicos não foi confirmada provavelmente em decorrência que os 

níveis de anticorpos uma vez formados que foram detectados não sofrem a influência do 

sexo ou de hormônios femininos (LORTHOLARY et al., 2002; SEATON et al., 1996; 

SUBRAMANIAN et al., 2005). Por outro lado, grande parte de nossas amostras 

pediátricas foram oriundas de crianças de idades variando de 1 a 5 anos, uma faixa etária 

onde provavelmente ainda não ocorreu uma grande exposição ambiental ao fungo, 

principalmente como ocorre em pequenas comunidades no interior, em locais afastados 

dos grandes centros. 

Foi observado em inquéritos soroepidemiológicos anteriores, a presença de 

anticorpos reativos pré-existentes frente ao polissacarídeo capsular da levedura C. 

neoformans, sendo estes anticorpos encontrados tanto em pacientes HIV+, quanto HIV-, 

ou seja, tanto numa população que é suscetível a criptococose, bem como em uma que é 

relativamente resistente (CASADEVALL et al., 2002; PITZURRA et al., 2003; 

SUBRAMANIAN et al., 2005). Conclusões definitivas sobre estes estudos sorológicos 

podem ser difíceis, em decorrência da presença de reatividade cruzada com outros 

polissacarídeos fúngicos, e que a resposta contra este principal polissacarídeo é 
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classicamente pequena em termos de produção de anticorpos (CASADEVALL et al., 

2002; DESHAW & PIROFSKI, 1995; HOUPT et al., 1994; ZHANG et al., 1997).  

A grande maioria dos estudos que avaliam a resposta imune humoral humana frente 

à levedura C. neoformans, avaliam a resposta de anticorpos frente ao polissacarídeo 

capsular, apresentando resultados altamente variados, dependendo do tipo de ensaio 

empregado (SEATON et al., 1996). Em contraste, poucos estudos têm investigado a 

resposta de anticorpos contra antígenos protéicos (CASADEVALL & PERFECT, 1998; 

HAMILTON et al., 1997; KAKEYA et al., 1997). Com a constatação da presença de 

reatividade cruzada de anticorpos contra outros antígenos polissacarídicos, a utilização da 

medida dos níveis de anticorpos IgG contra antígenos protéicos torna-se uma abordagem 

alternativa necessária. 

Nossa estratégia de utilização da combinação da técnica de ELISA e Western blot 

de pesquisar anticorpos frente a proteínas da levedura C. neoformans como maneira de 

avaliar o estado imunitário em relação ao desenvolvimento da criptococose buscou 

também evitar a presença de anticorpos pré-existente frente aos antígenos polissacarídicos 

que são causadores de reatividade cruzada entre diferentes microrganismos. 

Nossos resultados dos níveis de IgG total sérica avaliados pela técnica de ELISA 

com leitura em espectrofotômetro em 492 nm possibilitaram a diferenciação entre os 

diferentes grupos de paciente e controles que fizeram parte deste estudo, o que tornou 

viável a partir dessa análise comparativa, a utilização de extrato protéico de isolados 

regionais para a avaliação do estado imunitário frente ao desenvolvimento da criptococose, 

bem como para sua utilização como uma ferramenta auxiliar para diagnósticos clínicos e 

para a utilização em inquéritos soroepidemiológicos que avaliam a resposta imunológica 

frente a proteínas da levedura C. neoformans. 

Embora nossos achados possam ser interpretados por representar anticorpos de 

reatividade cruzada, diversas linhas de evidências sugerem que as respostas de anticorpos 

observadas são resultado da exposição à levedura C. neoformans. Primeiro, a pré-

incubação do soro com extrato de C. neoformans reduziu a resposta de reconhecimentos 

avaliados com a utilização da técnica de ELISA. Segundo, a pré-incubação do soro com 

extrato de C. albicans não reduziu os níveis de reconhecimento de anticorpos de IgG sérica 

total através da técnica de ELISA. Finalmente, a distribuição de anticorpos em relação aos 

distintos grupos que fizeram parte deste estudo foi diferente, conforme observação na 
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elevação dos títulos de anticorpos de acordo com o aumento da exposição ambiental e da 

idade (HAMILTON et al., 1997; GOLDMAN et al., 2001; SEATON et al., 1996; ZHANG 

et al., 1997). 

Nossos achados também sugerem que as crianças, em áreas urbanas, apresentam 

anticorpos reativos contra antígenos protéicos de C. neoformans com a utilização da 

técnica de ELISA. Estes achados são consistentes com infecção persistente ou recidiva por 

C. neoformans (ABADI & PIROFSKI, 1999; RAMSAY, 2001). Um estudo prospectivo é 

necessário para definir os sintomas associados com a infecção primária criptocócica em 

crianças. A infecção primária pulmonar pode ser assintomática ou produzir sintomas que 

podem ser confundidos com infecções virais e então não ser reconhecida clinicamente, 

similar a outras infecções causadas por micoses endêmicas (GOLDMAN et al., 2001; 

SUBRAMANIAM, 2005). 

A utilização da técnica de Western blot possibilitou a identificação de diferenças 

nas respostas individuais entre os pacientes com criptococose, tanto frente ao extrato de 

proteínas de C. neoformans de isolado clínico sorotipo A, quanto da cepa de C. 

neoformans ATCC 32045 sorotipo A. As diferenças em relação aos antígenos 

reconhecidos podem estar relacionadas às cepas avaliadas, ao estado imunitário no 

momento em que foram realizadas as coletas de amostras para este inquérito 

soroepidemiológico e inclusive em relação ao meio de cultivo utilizado para a obtenção 

dos extratos protéicos que podem influenciar nos antígenos usadas para a avaliação da 

resposta de anticorpos nos grupos de pacientes e controles. A utilização de caldo 

Sabouraud como meio para a preparação dos extratos antigênicos é implicada em termos 

de produção de bandas de proteínas em um pequeno número de reconhecimentos 

(HAMILTON et al., 1997; LORTHOLARY et al. 2002; SUBRAMANIAM et al., 2005). 

Diferenças genotípicas podem significar a expressão de um padrão de proteínas diferentes 

que possam significar um menor reconhecimento em termos de resposta de anticorpos 

como nos nossos resultados encontrados neste comparativo entre uma cepa ATCC e um 

isolado clínico recente. 

Em concordância com outros estudos, às análises comparativas das respostas de 

prevalência de anticorpos no soro dos pacientes com meningite criptocócica nos mostram 

que os antígenos reconhecidos apresentaram uma variação de reconhecimentos, mesmo 

que os principais antígenos reconhecidos tenham sido semelhentes. Diferenças em termos 
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de reconhecimentos dos antígenos também pode ser decorrência dos níveis de exposição 

ambiental ao fungo e ao tempo das coletas das amostras analisadas (HORTA et al., 2002; 

SANTANGELO et al., 2005; SUBRAMANIAM et al., 2005). 

A avaliação da resposta imunológica também deve levar em conta além dos fatores 

relacionados à levedura C. neoformans utilizada na produção dos antígenos protéicos como 

também aos aspectos relacionados ao hospedeiro, como a severidade da infecção que 

durante a fase aguda é diferente da fase crônica e que pode levar a diferentes respostas em 

termos de produção de anticorpos (NEUVILLE et al., 2000). A resposta imunológica 

celular também irá diferir em relação ao órgão afetado seja como infecção primária 

pulmonar ou doença sistêmica disseminada como no caso da meningite criptocócica aqui 

descrita em nosso estudo. 

A massa molecular aproximada dos principais antígenos reconhecidos é 

correspondente a algumas das proteínas já anteriormente descritas como envolvidas no 

processo de infecção e na sua importância em termos de reconhecimento imunológico 

apontando para uma resposta que pode ser considerada protetora. A resposta humoral 

contra duas manoproteínas reconhecidas pelo sistema imunológico e produzidas pela 

levedura C. neoformans com massa molecular de 80 e 105 kDa é produzida em indivíduos 

sadios e a falta da produção destes anticorpos pode estar relacionada a incapacidade de 

montar ou manter uma resposta imunológica ou refletir um defeito específico 

predisponente a criptococose (PITZURRA et al., 2003). 

Os principais constituintes de sobrenadantes de cultivos de C. neoformans têm sido 

caracterizados como glicuronoxilomananas, galactoxilomananas e manoproteínas. A 

identificação de uma deacetilase criptocócica, com massa molecular de 25 kDa, que 

produz resposta imune protetora e pode ter um importante papel na síntese da parede 

celular também é reconhecida como possível alvo de quimioterapia antifúngica, por 

apresentar importante papel na biossíntes de componentes da parede celular fúngica 

(BIONDO et al., 2005; BIONDO et al., 2006). 

Membros da família de proteínas HSP 70, com massa molecular 77 kDa, podem 

mediar efeitos protetores em criptococose murina sendo uma das principais moléculas alvo 

da resposta imune humoral da infecção criptocócica pulmonar murina ( KAKEYA et al., 

1997). Nós estudamos sitematicamente proteínas secretadas ou liberadas de C. 

neoformans. Observamos múltiplas proteínas cuja expressão pode variar com as condições 
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de cultivo e com as cepas utilizadas. Em condições padronizadas esta expressão foi 

reprodutível de experimento para experimento e que estas proteínas reconhecidas são 

candidatas para futuros estudos de fatores de virulência e antígenos que elicitam resposta 

imunológica (KAKEYA et al., 1997; BIONDO et al., 2005). 

Glicoproteínas com massa molecular de 34 e 38 kDa produzidas como 

exoantígenos pela levedura C. neoformans apresentam potencial uso no sorodiagnóstico da 

infecção. Proteínas com massa molecular semelhante foram por nós também identificadas 

como um dos principais antígenos reconhecidos pelo sistema imune do grupo de pacientes 

com meningite criptocócica e o grupo controle de trabalhadores de laboratório que 

manipulam a levedura C. neoformans (HAMILTON et al., 1997). 

A reatividade cruzada também foi avaliada com a utilização da técnica de Western 

blot. Embora nossos achados possam ser interpretados por representar anticorpos de 

reatividade cruzada, algumas linhas de evidências sugerem que as respostas de anticorpos 

observadas são resultados da exposição à levedura C. neoformans. Primeiro, a pré-

incubação do soro com extrato de C. neoformans aboliu a resposta de reconhecimento das 

proteínas criptocócicas em análises com a utilização da técnica de Western blot. Segundo, 

a pré-incubação dos soros com o extrato total de C. albicans não reduziu a intensidade dos 

reconhecimentos obtidos através das análises por Western blot. Finalmente, a distribuição 

de proteínas reconhecidas por anticorpos de classe IgG em relação aos pacientes pode ser 

influenciada também de acordo com o aumento da exposição ambiental e da idade dos 

pacientes que compõe a nossa amostra (GOLDMAN et al., 2001; ZHANG et al., 1997). 

As análises comparativas das respostas de prevalência e especificidade de 

anticorpos de classe IgG no soro dos pacientes com meningite criptocócica nos mostram 

que os antígenos reconhecidos podem apresentar uma ampla variabilidade de indivíduo 

para indivíduo. Esta variabilidade pode ser influenciada inclusive como decorrência do 

estado imunitário no momento da coleta das amostras dos soros dos pacientes que 

participaram deste inquérito de soroprevalência. A utilização de diferentes extratos 

protéicos, um extrato protéico originário de cepa ATCC de C. neoformans e um extrato 

protéico oriundo de isolado clínico recente pertencente a nossa coleção de fungos de 

importância médica, também possibilita que os resultados encontrados neste estudo 

apresentem diferenças nos padrões de reconhecimento dos anticorpos entre os diferentes 

indivíduos que fizeram parte deste estudo (CASALI et al., 2003; HORTA et al., 2002). 
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Nossos resultados das análises de soros de crianças indicaram uma falta de 

reconhecimento de antígenos criptocócicos com a utilização da técnica de Western blot em 

relação à reatividade de anticorpos de classe IgG  frente a proteínas criptocócicas. Esta 

discordância com relação a outros estudos pode refletir diferenças nas metodologias usadas 

nestes estudos ou inclusive diferenças individuais na exposição à levedura C. neoformans 

em diferentes países e regiões (GOLDMAN et al., 2001).  

O tratamento da membrana de nitrocelulose com periodato de sódio, após a 

transferência das proteínas do gel de SDS-PAGE a 12% não alterou a capacidade do 

reconhecimento dos antígenos pelos anticorpos presentes nas amostras soro que fizeram 

parte deste estudo. Estes resultados, apresentados na Figura 15, indicam que os epitopos 

reconhecidos são protéicos e não glicídicos, no entanto, não excluindo a possibilidade de 

que os antígenos sejam glicoproteínas (HAMILTON et al., 1997). 

A comparação entre os resultados obtidos com a utilização da técnica ELISA e a 

técnica de Western blot apresentaram uma melhor qualidade de correlação para ambos os 

extratos, ATCC e amostra clínica C 101 de nossa coleção de fungos, conforme mostrado 

com a análise estatística apresentada nas Figuras 16 e 17. 

A identificação dos principais antígenos da levedura C. neoformans reconhecidos 

pelo sistema imune é de relevância para a escolha de possíveis candidatos para a 

elaboração de vacinas porque concentrados de sobrenadantes da levedura já mostraram ser 

imunoprotetores em estudos prévios (BIONDO et al., 2006; DATTA & PIROFSKI, 2006; 

MAGLIANI et al, 2005).  

O campo das doenças infecciosas necessita de novas abordagens na terapia 

antimicrobiana (MARTINEZ et al., 2005). A utilização de anticorpos isotópicos tem 

obtido suscesso com certos tipos de câncer. Investigações preclínicas e clínicas 

recentemente publicadas tem mostrado que anticorpos isotópicos microrganismo-

específicos localizam sítios teciduais de infecções bacterianas e fúngicas (DADACHOVA 

& CASADEVALL, 2005; DADACHOVA & CASADEVALL, 2006; MITCHELL, 2006). 

Este estudo examinou a prevalência e distribuição de anticorpos de classe IgG, em 

diferentes grupos populacionais, frente a antígenos protéicos da levedura C. neoformans 

com a utilização das técnicas de ELISA e Western blot. Os antígenos usados compreendem 

um grande número de proteínas, sendo esta a primeira vez que esta técnica juntamente com 

a análise por Western blot, é utilizada com a finalidade de quantificar a resposta de IgG 
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total e com a posterior identificação dos principais antígenos reconhecidos pelo sistema 

imune. 

Este estudo demonstra a necessidade da realização de mais inquéritos sorológicos, 

com análises em diferentes regiões e grupos populacionais distintos, para que seja possível 

investigar problemas na epidemiologia e patogênese das infecções por C. neoformans. Os 

principais antígenos identificados neste estudo podem também ser de grande relevância 

para a elaboração de testes diagnósticos, na identificação de possíveis alvos para a 

elaboração de vacinas e na avaliação do estado imunitário em relação ao desenvolvimento 

da criptococose. 

Nossos resultados apresentados neste estudo mostram pela primeira vez que a 

detecção e a quantificação de anticorpos frente aos antígenos protéicos da levedura C. 

neoformans com a utilização combinada das técnicas de Western blot e ELISA são 

métodos sensíveis para o diagnóstico da criptococose, abrindo uma nova possibilidade 

onde os métodos convencionais possam apresentar limitações. A avaliação da reatividade 

de anticorpos frente a antígenos protéicos de C. neoformans em pacientes com meningite 

meningocócica também pode se tornar uma ferramenta útil para avaliar populações em 

áreas endêmicas e em inquéritos soroepidemiológicos.  
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