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Introdução



 

Estima-se que existam entre 100.000 a 1.000.0000 de espécies de fungos 

habitando o nosso planeta. Esta ubiqüidade dos fungos no meio ambiente propiciou o 

desenvolvimento de diversos mecanismos de defesa antifúngicos inatos e adquiridos em 

hospedeiros multicelulares (LEVITZ, 2002; SHOHAM; LEVITZ, 2005). Dentro do 

gênero Cryptococcus existem 19 espécies conhecidas, sendo o Cryptococcus 

neoformans, o agente etiológico mais comum da criptococose humana. Este fungo foi 

identificado como patógeno humano em 1894 (BUSSE, 1894) e a partir de 1981 sua 

importância clínica aumentou drasticamente em virtude do aparecimento da síndrome 

da imunodeficiência adquirida (MITCHELL; PERFECT, 1995; LACAZ, 2002). O 

Cryptococcus neoformans pode infectar animais, sendo extremamente rara a 

transmissão homem a homem (BEYT; WALTMAN, 1978; GLASER; GARDEN, 1985; 

MITCHELL; PERFECT, 1995; ALVES et al., 2001). A transmissão pode ocorrer 

através da inalação das formas infecciosas, células leveduriformes dessecadas e 

carregadas pelo ar ou provenientes de basidiósporos que se depositam facilmente nos 

alvéolos, comprometendo inicialmente o pulmão e podendo disseminar-se para outros 

órgãos, mesmo se a infecção primária for leve ou assintomática (POWELL; DAHL; 

WEEKS; TOSH, 1972; NEILSON; FROMTLING; BULMER, 1977; OLIVEIRA 

NETO et al., 1993; MITCHELL; PERFECT, 1995; BAKER; REBOLI, 1997; BARONI 

et al., 2006). Frequentemente pode ocorrer disseminação para o sistema nervoso central 

(TOLKOFF-RUBIN; RUBIN, 1992), uma vez que este órgão apresenta concentrações 

ótimas de tiamina, carboidratos, minerais e nutrientes assimiláveis pelo fungo, assim 

como a presença de percussores de melanina como dopamina e lacase (POLACHECK ; 

KWON-CHUNG, 1988; POLACHECK; PLATT ; ARONOVITCH, 1990 ; LIFSON et 

al., 2006). A criptococose é uma micose cosmopolita que vem assumindo um papel 

relevante, principalmente em meningites. É considerada uma infecção oportunista, 



 

geralmente associada à imunodepressão e a pacientes acometidos de leucemia, câncer, 

diabetes, transplantados, em tratamento com corticosteróide ou infectados com o vírus 

da síndrome da imunodeficiência adquirida, sendo pouco freqüente em pacientes com 

imunidade normal. Pacientes receptores de transplantes, em conseqüência ao uso de 

substâncias imunossupressoras, podem apresentar infecções fúngicas sistêmicas, como 

criptococose e histoplasmose, consideradas responsáveis pela elevação das taxas de 

mortalidade neste grupo de pacientes. A incidência de infecções fúngicas invasivas em 

receptores de rins é de 5%, enquanto que de fígado e pâncreas pode chegar a 20% 

(TOLKOFF-RUBIN et al., 1992; DELFINO et al., 1994; MITCHELL; PERFECT, 

1995; LU et al., 2006) 

Apesar dos diversos avanços terapêuticos ainda é considerado difícil o 

tratamento da criptococose em indivíduos severamente imunossuprimidos, podendo 

chegar até 25% a mortalidade neste grupo, sendo que muito dos sobreviventes poderão 

apresentar seqüelas neurológicas permanentes (ANAISSIE et al., 1989; DELFINO et 

al., 1994; MITCHELL; PERFECT, 1995; SHOHAM; HUANG; CHEN; 

GOLENBOCK; LEVITZ, 2001; LU et al., 2006) 

 
Epidemiologia 

O Cryptococcus neoformans pode causar infecção em indivíduos hígidos, mas a 

maior proporção de humanos afetados são os indivíduos imunocomprometidos. 

Considerando as infecções oportunistas que acometem pacientes portadores de HIV, a 

criptococose é a segunda mais freqüente (CHUCK; SANDE, 1989; MITCHELL; 

PERFECT, 1995; CASALI et al., 2003). Em todo o mundo é estimado que 25% a 30% 

de indivíduos com SIDA têm como conseqüência a meningite por Cryptococcus. Sua 

incidência varia em diferentes partes do planeta apresentando-se entre 5 a 10% na 

Europa Ocidental e Estados Unidos e mais de 20% na África Central e leste da Ásia 



 

(MITCHELL; PERFECT, 1995; MENTZ, et al 2001; LIFSON et al., 2006). O número 

crescente de pacientes portadores de HIV no Brasil favorece ao aumento das infecções 

causadas por este fungo patogênico. De acordo com a Coordenação Nacional de 

DST/AIDS do Ministério da Saúde, no período de 1980 a 1997, 4,3% das infecções 

oportunistas associadas com pacientes HIV positivos foram causadas pelo C. 

neoformans (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 1998). 

 
Agente etiológico  

O Cryptococcus neoformans, é uma levedura ovalada com aproximadamente 3 a 

7 μm de diâmetro envolto por uma cápsula de polissacarídeos que varia de 1-3 μm de 

espessura, principal responsável por sua virulência e também por diversos efeitos 

inibitórios sobre a resposta imune (RIPON, 1988; JANBON, 2004). A cápsula do 

Cryptococcus neoformans é composta por 90% de glucoronoxilomanana (GXM), 7% de 

galactoxilomanana (GalXM) e 3 % de manoproteinas, (MOYRAND; KLAPROTH; 

HIMMELREICH; DROMER; JANBON, 2002). O estado leveduriforme corresponde à 

forma assexuada desse fungo e sua reprodução ocorre por brotamento. Entretanto, esse 

microorganismo também pode se reproduzir sexuadamente, correspondendo ao estado 

perfeito, sendo denominado de Filobasidiella neoformans (C. neoformans variedade 

neoformans), e Fillobasidiella bacillispora (C. neoformans variedade gattii). A forma 

teleomórfica tem como característica principal à produção de basidiósporos e, 

ocasionalmente, pseudo-hifas (KWON-CHUNG, 1976; HORTA et al., 2002). Ambas as 

variedades de C. neoformans são heterotálicas na forma teleomórfica com dois tipos 

genótipos MATa e MATalfa (HEITMAN; ALLEN; ALSPAUGH ; KWON-CHUNG, 

1999; BARONI et al., 2006).  

Amostras de C. neoformans acapsulares não são patogênicas; por outro lado, 

existem espécies de Cryptococcus que produzem uma cápsula similar ao C. neoformans, 



 

mas que não são patogênicas. Isto sugere que a cápsula é necessária, mas não suficiente 

para as células do fungo causarem a doença, e que a habilidade de provocar infecção 

também pode ser aumentada por outros fatores de virulência. Achados mostrando que, 

durante a criptococose humana podem ser isoladas amostras de C. neoformans 

acapsulares ou pobres em cápsulas, reforçam esta hipótese (KIMURA et al., 1997).  

 
Variedades de C. neoformans 
 

O Cryptococcus neoformans era classificado até 1999 em duas variedades, de 

acordo com os seus antígenos polissacarídeos capsulares, o C. neoformans variedade 

neoformans (sorotipos A, D e A D) e o C. neoformans variedade gattii (sorotipos B e C) 

(WILSON et al., 1968; KWON-CHUNG; POLACHECK ; BENNETT, 1982; 

DROUHET et al., 1997; NAKAMURA, 2001). A partir de 1999 foi relatado em um 

estudo, que devido a diferenças genéticas, o C. neoformans deveria ser reclassificado 

em três variedades: o sorotipo A, classificado como variedade grubii; os sorotipos B e C 

classificados como variedade gattii e os sorotipos D e AD como variedade neoformans 

(FRANZOT; SALKIN; CASADEVALL, 1999). Porém, estudos posteriores mostraram 

que não se deveria considerar a variedade grubii como uma variedade isolada, pois 

estudos de sorotipagem e analises de sequenciamentos genéticos não mostravam 

diferenças entre os sorotipos A, D, e AD, devendo o C. neoformans continuar sendo 

classificado apenas em duas variedades: a variedade neoformans (sorotipos A, D e AD), 

e a variedade gattii (sorotipos B e C) (DIAZ; BOEKHOUT; THEELEN ; FELL, 2000). 

Existem diferenças importantes entre as variedades de C. neoformans com 

relação ao seu habitat natural e distribuição geográfica. A variedade neoformans tem 

como principal ambiente as fezes de pombos e outras aves. A concentração das 

leveduras nas excretas pode exceder o número de 106 organismos viáveis por grama. 

Sua concentração pode estar relacionada com a habilidade de assimilar xantina, ácido 



 

úrico, uréia e creatinina, compostos abundantes nas fezes de aves, o que permite que o 

fungo sobreviva no material dessecado por vários meses (FROMTLING; BULMER, 

1981). O primeiro isolamento ambiental da variedade gattii foi descrito em 1990 na 

Austrália associada a uma árvore nativa da região da espécie Eucalyptus calmadulensis 

e, em conseqüência, uma alta incidência desta variedade em indivíduos 

imunocompetentes também foi registrada (ELLIS; PFEIFFER, 1990). A infecção por C. 

neoformans var. gattii no norte da Austrália e em Papua-Nova Guiné, é comum e com 

risco de  vida, sendo o tratamento prolongado e freqüentemente complicado (FISHER; 

BURROW; LO; CURRIE, 1993; SEATON; NARAQI; WEMBRI; WARRELL, 1996). 

O predomínio de C. neoformans var. neoformans também tem sido relatado na França, 

Itália e Bélgica, enquanto que a variedade gattii apresenta maior prevalência em regiões 

de climas tropicais e subtropicais (KWON-CHUNG; BENNETT, 1984). Na América 

Latina também existem descrições de isolamento de C. neoformans var. gattii 

(PASSONI; WANKE; NISHIKAWA; LAZERA, 1998; LICEA, et al., 1999). 

Recentemente, em 2003, foi relatado o primeiro isolamento ambiental da variedade 

gattii na Argentina em um parque localizado na cidade de Buenos Aires (DAVEL et al., 

2003). Também foi relatado que o C. neoformans var. neoformans e o C. neoformans 

var. gattii estão presentes no meio ambiente urbano da cidade de São Paulo em lugares 

onde se reúnem normalmente grande numero de pessoas (MONTENEGRO ; PAULA, 

2000). Embora a variedade gattii tenha sido encontrada com mais freqüência em zonas 

rurais e como causadora da criptococose em indígenas (ROZENBAUN et al., 1992), a 

detecção de C. neoformans var. neoformans e C. neoformans var. gattii na área urbana 

expõe regularmente a população à infecção por estas variedades, especialmente aqueles 

que apresentam algum grau de imunossupressão. 

Existem diferenças no comportamento das variedades de C. neoformans que são 



 

muito pouco compreendidas. A gravidade da doença e o seu prognóstico são 

dependentes em grande parte da integridade do sistema imune do hospedeiro e das 

características próprias de cada variedade. (COX et al., 2003; WORMLEY, JR.; 

HEINRICH; MILLER; PERFECT; COX, 2005; WORMLEY, JR.; PERFECT, 2005). O 

C. neformans var. gattii é emergente como um patógeno primário, bioquimica e 

geneticamente diferente do C. neoformans var. neoformans. A variedade gattii difere da 

neoformans por ser capaz de causar doença em hospedeiros imunocompetentes. A 

infecção causada pelo C. neoformans var. gattii também é diferenciada da variedade 

neoformans devido o aumento na incidência de granulomas no pulmão e cérebro, 

aumentando a morbidade neurológica e ocorrendo baixa resposta a terapia com 

antifúngicos (SEATON et al., 1996; KWON-CHUNG; SORRELL; DROMER; FUNG ; 

LEVITZ, 2000). Nos indivíduos imunocomprometidos pela síndrome da 

imunodeficiência humana, o principal variedade encontrada como responsável pela 

criptococose tem sido a neoformans enquanto que nos imunocompetentes ocorre a 

predominância de C. neoformans variedade gattii (ELLIS; PFEIFFER, 1990). 

 

Manifestações Clinicas 

A criptococose atinge principalmente indivíduos adultos, sendo rara na infância. 

A doença apresenta dois estágios: um primeiro delimitado ao sistema respiratório e um 

segundo onde há disseminação pela via hematogênica. O sistema respiratório é 

virtualmente a porta de entrada da infecção por C. neoformans, apesar da doença 

pulmonar sintomática não estar necessariamente presente quando a doença extra-

pulmonar for reconhecida, podendo assumir formas agudas, subagudas, crônicas, e 

apresentando-se de difícil diagnóstico sendo, às vezes, confundida com outras doenças 

pulmonares. É infreqüente a criptococose cutânea primária e, mesmo nos casos 



 

documentados, é difícil de excluir a presença de doença sistêmica. As manifestações 

cutâneas ocorrem em 10 a 15% dos casos e, na maioria das vezes, precede o surgimento 

da doença sistêmica (CONTRAN & ROBBINS, 1994; MITCHELL; PERFECT, 1995; 

HENRY, 1999). 

As manifestações clínicas gerais da criptococose podem ser inespecíficas. 

Geralmente, os doentes relatam história crônica, com duração de semanas ou meses, 

caracterizada por febre baixa, anorexia e perda de peso. As manifestações específicas 

são polimorfas e variam com os órgãos afetados. A infecção pulmonar subclínica é a 

forma mais comum da criptococose, ainda que seja diagnosticada menos 

freqüentemente do que a meningite, por ser muitas vezes assintomática. Os sintomas 

da forma pulmonar, quando presentes, incluem febre variável, dor no peito, tosse, e a 

produção de escarro mucóide e sanguinolento. Os achados radiológicos são variáveis 

com áreas bem circunscritas de pneumonite comum. As lesões podem ser bilaterais ou 

comprometer apenas um lobo. Infiltrado difuso e doença miliar semelhante à 

tuberculose também são diagnosticados. Cavitação, fibrose e calcificação não são 

comuns (MITCHELL; PERFECT, 1995; HENRY, 1999; KAVANAUGH; FRASER; 

DIETRICH, 2006) 

A infecção do cérebro e das meninges é a forma clínica mais importante, sendo 

também a mais relacionada com mortes em casos de criptococose. Em pacientes 

aidéticos a neurocriptococose é muito insidiosa no início, com poucos sintomas 

meníngeos. Em alguns pacientes, no entanto, a infecção é muito mais abrupta no 

princípio, sendo a cefaléia o sintoma mais comum. O paciente procura assistência por 

causa de borramento de visão ou é encaminhado devido aos distúrbios mentais, tais 

como confusão, depressão, ou agitação (BRANDÃO et al., 2004). Febre, quando 

presente, é de intensidade baixa e os sinais típicos de irritação meníngea, como rigidez 



 

de nuca e fotofobia, são pouco habituais e podem estar associados a náuseas e vômitos. 

O paciente imunocompetente com infecção por C. neoformans var. gattii tem tendência 

a apresentar lesões com massa pulmonar e/ou cerebral, e hidrocefalia (MITCHELL; 

PERFECT, 1995; HENRY, 1999). 

 

Diagnostico laboratorial 

O diagnóstico laboratorial da criptococose é baseado no achado microscópico de 

leveduras encapsuladas coradas por tinta da china em amostras biológicas; no 

crescimento do Cryptococcus neoformans em cultura e na detecção do antígeno 

capsular em fluidos biológicos, sendo esta última mais sensível e rápida. Dentre as 

técnicas de identificação empregadas em estudos epidemiológicos, os testes de 

sorotipagem tornaram-se valiosos devido à associação da infecção com isolados dos 

sorotipos A em pacientes com a síndrome da imunodeficiência adquirida (SIDA) 

(OHKUSU et al., 2002).  

 As culturas dos fungos provenientes de amostras biológicas são feitas em ágar 

Sabouraud e incubadas a 37ºC de cinco a oito dias. O fungo apresenta um 

desenvolvimento rápido em meio de cultura com ou sem antibióticos. Devido à 

reprodução por gemulação, geralmente unipolar, são visualizadas ao microscópio 

células de diferentes tamanhos. Crescem colônias úmidas brilhantes, mucóides, cuja cor 

varia do branco-creme ao amarelo-marrom. As células de culturas que perderam a 

viscosidade e/ou de culturas após sucessivos repiques, mostram um pequeno envoltório 

capsular. A produção de material capsular é estimulada pela adição de 1% de solução de 

peptona ao meio de cultivo (LACAZ, 2002).  

O C. neoformans e demais espécies do gênero não são fermentativas, possuindo, 

entretanto, capacidade assimilativa de carboidratos. A assimilação do inositol como 



 

única fonte de carbono diferencia as espécies de Cryptococcus das espécies de 

Rhodotorula. O C. neoformans distingue-se das outras espécies de Cryptococcus que 

não assimilam o nitrato de potássio, por utilizar sacarose, maltose e dulcitol, não 

assimilando, entretanto, a lactose. A hidrólise da uréia é positiva (SIDRIN; ROCHA 

2004). Através da produção de urease o Cryptococcus neoformans é capaz de hidrolisar 

a uréia em amônia e CO2. O indicador vermelho de fenol muda para a cor cereja (rosa 

escuro) na presença de produtos alcalinos caracterizando a positividade do teste 

(MAZA, 1999). O meio L-CGB (L-canavanina, glicina e azul de bromotimol) separa 

bioquimicamente as duas variedades de C. neoformans. O sorogrupo B/C utiliza a 

glicina e cresce em meio canavanina, tornando o meio azul cobalto. O sorogrupo A/D 

não cresce nesse meio de cultura permanecendo o mesmo inalterado em sua cor 

(TRABULSI; ALTERTHUM, 2004). 

 Antígenos solúveis tornam-se rapidamente detectáveis no soro e no local da 

infecção: líquido cefalorraquidiano (LCR), lavado broncoalveolar (LBA) e urina. A 

detecção de antígenos pode ser determinada pelo teste de aglutinação de partículas de 

látex sensibilizadas com anticorpo monoclonal contra o polissacarídeo principal (GXM) 

da cápsula do C. neoformans. Esta técnica tem demonstrado sensibilidade superior a 

90%, sendo especialmente indicada quando o exame direto e a cultura são negativos 

(ZAITZ, 1998). Títulos maiores ou iguais a 1:10 são considerados forte evidência de 

infecção ativa. A determinação antigênica durante a evolução da doença permite a 

avaliação do efeito terapêutico e o prognóstico da doença (HAMILTON; 

BARTHOLOMEW; FIGUEROA; FENELON; HAY, 1991).  

 



 

Susceptibilidade a antifúngicos  

Vários são os métodos usados in vitro para avaliar a susceptibilidade dos fungos 

a diferentes quimioterápicos. As técnicas disponíveis consistem em adaptações 

executadas a partir dos métodos antibacterianos, e normalmente não são utilizados como 

rotina nos laboratórios de micologia. O aparecimento de infecções fúngicas reincidentes 

e a presença de resistência de determinadas leveduras à terapia usual estimularam o uso 

de testes de susceptibilidade para escolha e acompanhamento da quimioterapia 

antifúngica mais adequada (CALHOUN et al., 1986; WEY et al., 1988; BANERJEE et 

al., 1991; PROTÓN; QINDÓS, 1992; COLOMBO; BARCHIESI; MCGOUGH; 

RINALDI, 1995). 

Técnicas como diluição em caldo, diluição e difusão em ágar, podem ser usadas 

em laboratório clínico para fornecer informações sobre a susceptibilidade do 

microrganismo em estudo. Nestes métodos utilizam-se vários parâmetros como tamanho 

do inóculo, concentrações definidas de agentes antifúngicos e diferentes condições que 

permitam o crescimento do microrganismo sem que haja interferência da atuação da 

droga (COLOMBO et al., 1995). 

Uma grande variedade de agentes antifúngicos está disponível para o tratamento 

de micoses e encontram-se divididos em grupos, segundo seu mecanismo de ação 

(VANDEN et al., 1993). Dentre os antifúngicos, o grupo dos poliênicos apresenta como 

principais representantes, a nistatina isolada em 1949 por Hazen & Brown (1950) a 

partir de Streptomyces noursei, e a anfotericina B, descoberta por Gold (1956) e isolada 

de Streptomyces nodosus (TREJO; BENNETT, 1963). Os antifúngicos poliênicos agem 

ligando-se aos esteróis da membrana citoplasmática do fungo, alterando sua 

permeabilidade (KINSKY, 1970; MEDOFF; KOBAYASHI; KWAN; 

SCHLESSINGER; VENKOV, 1972; KWAN et al., 1972). Ao se ligarem aos esteróis, 



 

em particular o ergosterol, principal esterol da membrana celular dos fungos, estes 

agentes antifúngicos produzem poros ou canais, que aumentam a permeabilidade da 

membrana, gerando uma grande perda de eletrólitos, especialmente potássio, 

determinando assim a lise e morte celular (VANDEN et al., 1994; VANDEN, 1997; 

ROCHA & SIDRIM, 1999). A anfotericina B é considerada o tratamento de escolha 

para criptococose e atua como um importante imunomodulador que pode aumentar a 

função de macrófagos (WHITE ; ARMSTRONG, 1994; CLEMONS; STEVENS, 1998; 

STEVENS et al., 1998), sendo o antifúngico mais usado no tratamento das micoses 

primarias sistêmicas e oportunistas e o único grupo disponível sob a forma parenteral, 

podendo ser administrado associado a outros agentes terapêuticos. A via intravenosa é 

normalmente utilizada, no entanto, em determinadas situações com comprometimento 

do sistema nervoso central, nos casos de criptococose, paracoccidoidomicose e 

coccidiodomicose, recomenda-se via intratecal. Este antifúngico é considerado tóxico, 

sendo responsável por numerosos efeitos colaterais imediatos ou tardios como febre, 

calafrios dores musculares e articulares, náuseas e vômitos e como conseqüência do 

efeito acumulativo, a elevação da uréia e creatinina sérica, diminuição do potássio, 

anemia, além de irritação do endotélio venoso, podendo provocar tromboflebite no local 

da injeção da droga (LACAZ et al., 1993). 

 Poucos relatos têm sido descritos na literatura sobre a resistência aos poliênicos. 

Mutantes de Candida albicans, C. neoformans e Aspergillus nidulans resistentes a este 

grupo de agentes antifúngicos já foram obtidos em laboratório. Esta resistência foi 

explicada pelo decréscimo de conteúdo do ergosterol que poderia levar a uma 

diminuição da sensibilidade a anfotericina B (VANDEN et al., 1997).  

 Os derivados azólicos, devido a seu elevado efeito antifúngico e baixa 

toxicidade, desempenham importante papel na terapia das micoses superficiais e 



 

sistêmicas. O primeiro azólico introduzido no mercado foi o micozanol em 1970 

(DERESINSKI; LILLY; LEVINE; GALGIANI; STEVENS, 1977; GRAYBILL; 

MITCHELL; LEVINE, 1978; SUNG et al., 1978). Esse imidazólico quando introduzido 

por via intravenosa mostrou-se eficaz em alguns casos que não respondiam 

satisfatoriamente ao tratamento com outros antifúngicos, como a anfotericina B 

(LACAZ; DEL NEGRO, 1994). Todavia, o miconazol demonstrou elevada toxicidade e 

seu papel terapêutico tornou-se limitado quando usado por via intravenosa (SAAG et 

al., 2000). O cetoconazol, outro derivado imidazólico, passou a integrar o conjunto de 

antifúngicos de amplo espectro em 1981, utilizado por via oral no tratamento de 

micoses superficiais e sistêmicas. Embora seja amplamente ligado às proteínas 

plasmáticas, o cetoconazol tem uma distribuição bem limitada no organismo, não 

atingindo o líquido cefalorraquidiano (LACAZ; DEL NEGRO, 1994). No hospedeiro, o 

cetoconazol interfere na síntese de esteróides androgênicos e adrenais, produz distúrbios 

gastrintestinais como náuseas e vômitos e apresenta elevado potencial tóxico quando 

ingerido em altas dosagens, tendo seu uso limitado (TERREL, 1999).  

Os triazólicos como o fluconazol de administração oral e venosa, e o itraconazol, 

ministrado por via oral, lançados no mercado em 1990 e 1992, respectivamente, têm-se 

mostrado como importantes opções terapêuticas contra uma série de infecções fúngicas. 

Estes antifúngicos apresentam vantagens, quanto à facilidade de administração oral e 

menor potencial de toxidade do que o cetoconazol e a anfotericina B (HOESLEY; 

DISMUKES, 1997; KAUFFMAN; CARVER, 1997; TERREL, 1999). Estes triazólicos 

também não possuem nenhuma atividade sobre o sistema endócrino e apresentam 

elevada solubilidade na água, além de extensa distribuição pelos tecidos e fluídos 

orgânicos como urina, escarro, saliva e líquido cérebro espinhal. Além disto, 

apresentam boa absorção por via oral, tem afinidade com proteínas plasmáticas e 



 

encontra-se em níveis elevados nos tecidos orgânicos ricos em lipídeos (PERFECT; 

DURAK, 1986; BRAMMER et al., 1990; TERREL, 1999). A terapia com fluconazol 

tem se mostrado mais eficaz e com melhor resposta clínica, quando os testes de 

susceptibilidade in vitro com os isolados de C. neoformans apresentam concentração 

inibitória mínima (CIM) menor que 16 μg/mL (PFALLER et al., 2004). Sabe-se 

também que isolados clínicos são menos suscptíveis ao fluconazol do que isolados 

ambientais (ALVES et al., 2001).  O tratamento de pacientes com SIDA e meningite por 

C. neoformans var. gattii com fluconazol apresenta uma resposta clínica pobre e os teste 

de susceptibilidade in vitro para esta variedade mostram, geralmente, CIMs elevados 

para o fluconazol, sugerindo resistência (PEETERMANS; BOBBAERS; 

VERHAEGEN; VANDEPITTE, 1993).  

Uma das diferenças observadas entre as variedades de C. neoformans é a 

dificuldade de se obter uma resposta terapêutica adequada em pacientes com infecção 

pelo C. neoformans var. gattii (DE BEDOUT et al., 1999), sendo que as infecções 

causadas por esta variedade requerem tratamentos mais longos do que os causados pelo 

C. neoformans var. neoformans (SPEED; DUNT, 1995) Além disto, a ocorrência de 

hibridização tem conseqüências na reprodutividade biológica de espécies de C. 

neoformans, com o aparecimento de novos genótipos com alteração da virulência ou 

susceptibilidade para drogas antifúngicas, que podem surgir através de trocas de 

material genético (BOEKHOUT et al., 2001). 

 

Resposta Imune ao C. neoformans 

Em diversas doenças, o conhecimento da imunorregulação exercida por citocinas 

tem facilitado o entendimento da patogênese e dos mecanismos protetores desenvolvidos 

pelo hospedeiro. Muitas citocinas têm grande potencial terapêutico ou como adjuvante 



 

em vacinas, prevenindo a infecção ou, pelo menos, retardando o desenvolvimento de 

formas clínicas mais graves (KULLBERG et al., 1992). 

Mosmann et al (1986), a partir de estudos de clones de células T CD4+ de 

camundongos, mostrou a existência de duas subpopulações diferentes de células T que 

foram divididas em grupos conforme a função e padrões diferenciais de produção de 

citocinas. A subpopulação que produzia IL-2, IFNγ e linfotoxina foi denominada Thl, 

enquanto a subpopulação que produzia IL-4 e IL-10 foi designada como Th2. 

Posteriormente um terceiro grupo foi identificado, o Th0, com capacidade de produzir 

citocinas de ambos os tipos e considerado como provável precursor das subpopulações 

Th1 e Th2 (FIRESTEIN et al., 1989; MOSMANN; MOORE, 1991; VELLA; PEARCE, 

1992). Além disto, Letterio; Roberts, (1998) conceituaram um outro subgrupo de 

linfócitos T denominado Th3, o qual produz TGF-β, mas não IL-4. As citocinas 

produzidas por células Th1 e Th2 podem regular-se mutuamente, sendo exemplo disto o 

IFNγ, produzido por células Th1, que inibe a proliferação de células Th2 e a produção de 

lL-10, enquanto que as citocinas Th2 são capazes de inibir a síntese de citocinas 

produzidas por células Th1 (FERNANDEZ-BOTRAN et al., 1988; GAJEWSKI; 

FITCH, 1998; FIORENTINO et al., 1991; MOSMANN; MOORE, 1991).  

A imunidade celular é decisiva na defesa dos pacientes contra a infecção pelo o 

C. neofornans. O pulmão é a porta de entrada para este patógeno, sendo os macrófagos 

alveolares um dos tipos celulares capazes de inibir e matar o fungo (DIAMOND; 

BENNETT, 1972; REARDON, et al., 1996). A imunidade celular contra patógenos 

intracelulares requer a presença de interferon gama (IFNγ), fator de necrose tumoral alfa 

(TNFα), IL-2, IL-12 e ausência de IL-4 e IL-10 (MOSMANN; COFFMAN 1989; 

(ALMEIDA; ANDRADE; BENTO, 2001; MARIANO; MONTEIRO; ALEXANDRE; 

VES MELO, 2003; SHAO et al., 2005). Alterações nas células T e também nas células 



 

dendríticas têm sido identificadas como um fator predisponente para as formas mais 

graves da criptococose, com rápida progressão e disseminação (ALMEIDA; 

ANDRADE; BENTO, 2001; BUENTKE; SCHEYNIUS, 2003; VECCHIARELLI et al., 

2003).  

Em paciente com Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (SIDA) há uma 

queda progressiva da imunidade celular em conseqüência da diminuição ou alteração do 

funcionamento de linfócitos T, o que leva a disfunção do sistema linfocítico-fagocitário, 

favorecendo o aparecimento de infecções fúngicas oportunistas (BACHIESI et al., 1994; 

MITCHELL; PERFECT, 1995; PERFECT; COX; DODGE; SCHELL, 1996; 

HERNÁNDEZ et al., 1998). A incapacidade de monócitos de indivíduos com SIDA em 

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

indivíduos (MONARI et al., 1997). O vírus da imunodeficiência humana determina 

múltiplos efeitos na resposta imune ao C. neoformans como a desregulação da produção 

de citocinas, queda na resposta Th1, queda da atividade anti-Cryptococcus de monócitos 

e macrófagos alveolares com redução na produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) e 

aumento da multiplicação viral nos monócitos infectados (HARRISON; NONG; 

LEVITZ, 1997; PIETRELLA et al., 1999; LUTZ; CLEMONS; STEVENS, 2000; 

PIETRELLA; PERITO; BISTONI; VECCHIARELLI, 2001; PIETRELLA; LUPO; 

BISTONI ; VECCHIARELLI, 2004;)  

A habilidade do C. neoformans para causar doença depende da combinação do 

crescimento intra e extracelular. Cinco estágios diferentes têm sido sugeridos para a 

infecção pelo C. neoformans: a iniciação, a dormência, a reativação, a proliferação e a 

disseminação (CASADEVALL et al., 1998; Del POETA, 2004) Durante o início do 

processo de infecção, células T produzem citocinas ativadoras de macrófagos com 

formação de granuloma, e destruição do fungo intracelular ou contido no estado de 



 

dormência (FELDMESSER; KRESS; CASADEVALL, 2001). Nos indivíduos com 

imunidade celular debilitada, o C. neoformans cresce intracelularmente, podendo lisar o 

macrófago (reativação da disseminação) com a liberação do microrganismo que pode 

então infectar outros fagócitos, aumentando o crescimento de fungo (proliferação). Por 

outro lado o C. neoformans também é capaz de crescer extracelularmente, escapando da 

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

internalização pela célula fagocítica, incapacitando o reconhecimento e o 

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

Desta forma, o C. neoformans é capaz de sobreviver e replicar-se intra e 

extracelularmente, aumentando a dinâmica de contato com todos os braços do sistema 

imune do hospedeiro.  

A cápsula do Cryptococcus tem sido reconhecida como o mais importante fator 

de virulência deste microrganismo (FROMTLING; SHADOMY; JACOBSON, 1982; 

KWON-CHUNG; RHODES, 1986; JANBON, 2004) Os antígenos polissacarídeos da 

cápsula (GXM) afetam diversos parâmetros da resposta imune capazes de promover a 

persistência do fungo no interior do hospedeiro. Os principais aspectos afetados são as 

funções de macrófagos (aumento na expressão de ligante de FAS, inibição da fagocitose 

e da apresentação de antígenos), de células T (modulação da secreção de citocinas e 

aumento da replicação do HIV) e interferência com a migração leucocitária (KOZEL; 

GOTSCHLICH, 1982; WALENKAMP et al., 2003; ELLERBROEK et al., 2004). Além 

disto, a cápsula do C. neoformans inibe a fagocitose por macrófagos, células dendriticas 

e neutrófilos e também inibe a internalização do fungo por células endoteliais (Del 

POETA, 2004). Os polissacarídeos da cápsula são capazes de reduzir a adesão e 

migração de leucócitos através do endotélio devido à sua habilidade de induzir a 

desensibilização cruzada de receptores de quimiocinas e aumentar a secreção de L-



 

selectinas da superficie dos leucócitos. O GXM de Cryptococcus neoformans também 

afeta a produção de interleucinas por leucócitos, induzindo a um aumento na produção 

de IL-10 e a perda de receptor de TNF da superfície de neutrófilos (ELLERBROEK; 

WALENKAMP; HOEPELMAN; COENJAERTS, 2004). Amostras de C. neoformans 

acapsulares não são patogênicos, por outro lado, embora outras espécies de 

Cryptococcus produzam uma cápsula similar, eles também não são patogênicos. Isto 

sugere que a cápsula é necessária, mas não suficiente para as células de fungo causarem 

a doença, e que a habilidade de provocar infecção é aumentada por outros fatores de 

virulência. Esta hipótese é sustentada por achados mostrando que durante a cripitococose 

humana, amostras de C. neoformans acapsulares ou pobres em cápsulas podem ser 

isoladas (KIMURA et al., 1997).  

Embora 90% da cápsula do C. neoformans seja constituída de antígenos 

polissacarídeos, também foram descritas outras moléculas como as manoproteínas, 

capazes de alterar a resposta imune do hospedeiro. Ao contrário dos efeitos anti-

inflamatórios descritos para os GXM, as manoproteínas parecem induzir macrófagos 

humanos a secretar IL-12 e desta forma podem favorecer ao desenvolvimento de uma 

resposta do tipo Th1 (PIETRELLA; KOZEL; MONARI; BISTONI; VECCHIARELLI, 

2001; PIETRELLA et al., 2002). O C. neoformans encapsulado promove a secreção de 

IL-10 por monócitos humanos, e em contraste, este parece suprimir a secreção de IL-12. 

Este fenômeno pode estar associado com a habilidade de C. neoformans encapsulado de 

suprimir a resposta Th1, pela supressão de IL-12, conseqüentemente, inibindo a 

produção de IFNγ (RETINI et al., 2001). O mecanismo de defesa do hospedeiro contra o 

C. neoformans em infecção do SNC aparentemente é similar ao dos pulmões; via 

resposta Th1 mediada por célula efetoras (HUFFNAGLE; MCNEIL, 1999). O papel da 

resposta Th1 também é reforçado por estudos mostrando que pacientes que 



 

sobreviveram a neurocriptococose apresentam níveis mais elevados de IL-6, IFN-γ e IL-

8 no líquido céfalo-raquidiano (LCR) do que os pacientes que vieram a óbito 

(SIDDIQUI; ZAMANI; PARADA, 2005).  Além disto, a interação do C. neoformans 

com as células NK inibe a produção de citocinas como o fator de estimulação de 

colônias de macrófagos e granulócitos (GM-CSF) e fator de necrose tumoral alfa 

(TNFα) (MURPHY; ZHOU; WONG, 1997; BLACKSTOCK; MURPHY, 2004).  

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

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

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

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

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

de que as citocinas Th1 contribuem para a resistência natural contra a infecção pelo C. 

neoformans (HOAG; STREET; HUFFNAGLE; LIPSCOMB, 1995; NICHOLS; 

BAUMAN; SCHAFER; MURPHY, 2002; LUBERTO et al., 2003; CHEN et al., 2005; 

SUMMERS; DORLING; BOYLE; SHAUNAK, 2005; LINDELL; MOORE; 

MCDONALD; TOEWS; HUFFNAGLE, 2005). Todavia, a resposta mediada por 

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

Th2 (BEENHOUWER; SHAPIRO; FELDMESSER; CASADEVALL; SCHARFF, 

2001). 

 Um ponto alto das reações inflamatórias é o recrutamento e a ativação de 

leucócitos. Grande parte deste processo e coordenado pela produção de quimiocinas, que 

são citocinas com propriedades quimiotáticas, capazes de atrair seletivamente sub-

populações celulares específicas para o local de infecção. Diversas quimiocinas, com a 

função de determinação de gradientes de quimioatração foram caracterizadas e seus 

genes clonados (SCHIMID;  WEISSMANN, 1987). Essas moléculas são constituintes de 



 

uma superfamília crescente de pequenos peptídeos e proteínas estruturalmente 

relacionadas (variando de 6 a 14 kDa). Atualmente, somando-se à função de 

direcionamento de diferentes populações leucocitárias, está a atribuição de que as 

quimiocinas também participam na ativação e proliferação de células T e na geração de 

outras citocinas (KUNKEL et al., 1995; MURPHY, 1996; BANGGIOLINI et al., 1997). 

Nas doenças infecciosas, as interações de microorganismos com as células de 

defesa do hospedeiro podem induzir diretamente a liberação de quimiocinas. 

Recentemente muitas informações relevantes têm sido apresentadas sobre o papel das 

quimiocinas em infecções causadas por vírus como HIV (COCCHI et al., 1995) e 

influenza (SPRENGER et al., 1996), espiroquetas como Borrelia (SPRENGER et al., 

1997), além de bactérias e parasitas que provocam reações tipicamente granulomatosas 

como o Mycobacterium tuberculosis (RIEDEL & KAUFMANN, 1997), helmintos 

como o S. mansoni (LUKAKS et al., 1993, 1995; CHENSUE et al., 1996), e fungos 

como o C. neoformans (KAWAKAMI et al., 1999; HUANG; LEVITZ, 2000; 

OLSZEWSKI et al., 2000; GOLDMAN et al., 2001). 

Estudos em modelo experimental identificaram algumas quimiocinas (MIP-1α, 

MCP-1 e IP-10) em associação com as respostas imunológicas protetoras desenvolvidas 

contra o C. neoformans (KAWAKAMI et al., 1999; HUANG et al., 2000; OLSZEWSKI 

et al., 2000; GOLDMAN et al., 2001). Estudos de imunohistoquimica localizaram a 

expressão de MCP-1 em macrófagos alveolares e células epiteliais. A indução de MCP-1 

que se segue à fagocitose foi observada para macrófagos alveolares em animais 

infectados e não infectados dependendo da interação de CD11b/c e CD18 com o C. 

neoformans (HE; CASADEVALL; LEE; GOLDMAN, 2003). A presença de MIP-1α é 

crucial para a prevenção do desenvolvimento da pneumonia eosinofílica e da 

disseminação do C. neoformans para o cérebro em modelo animal (OLSZEWSKI et al., 



 

2001). Baixos níveis de quimiocinas (MCP-1, RANTES, MIP- 1α, MIP-1β e IP-10) 

foram observados em animais infectados com cepas de C. neoformans que apresentavam 

alto grau de virulência (KAWAKAMI et al., 1999). Além disto, a microglia humana 

produz MIP-1α e MIP-1β em resposta à infecção pelo C. neoformans sendo um 

importante mecanismo de defesa, mas que pode ser inibido pelos polissacarídeos 

presentes na cápsula do fungo (GOLDMAN et al., 2001). Os GXMs da cápsula do C. 

neoformans são capzes de estimular a produção de IL-8 por células da micróglia e esta 

produção é parcialmente dependente da presença de proteínas do sistema de 

complemento (LIPOVSKY et al., 1998). O LCR de pacientes que sobreviveram à 

criptococose apresenta níveis aumentados de IL-8 embora seja interessante notar que 

existe ausência de leucocitose no LCR apesar da presença de IL-8 (CHAKA et al., 1997; 

SIDDIQUI et al., 2005) Todos estes dados descritos na literatura apontam para um 

possível papel protetor de algumas quimiocinas, em particular a MIP-1α, na defesa do 

hospedeiro contra a infecção pelo C. neoformans. 

A atividade anti-Cryptococcus exercida pelas células do sistema imune também 

parece ser dependente de outros mediadores solúveis além das citocinas e quimiocinas.  

A produção de óxido-nítrico (NO) e de espécies reativas de oxigênio (ERO) por 

leucócitos humanos apresenta um papel importante na defesa contra diversas infecções 

(FANG, 2004).  

O NO é um radical livre ubíquo gasoso, produzido por uma grande variedade de 

células através das ações sintetizadoras de uma família de enzimas coletivamente 

denominadas de óxido nítrico sintases (NOS) (HIBBS et al., 1987; NATHAN, 1994; 

FERRINI et al., 2001). Essas enzimas deaminam a L-arginina para liberar NO, havendo 

co-produção de L-citrulina (NATHAN, 1997). Tem-se descrito três isoformas da NOS 

que são codificadas por genes separados e que requerem induções distintas. Uma é a 



 

forma encontrada nas células neuronais (nNOS, NOS-1), a segunda nas células 

endoteliais (eNOS, NOS-3), sendo que estas duas formas produzem constitutivamente 

baixas quantidades de NO que agem em processos fisiológicos incluindo a 

neurotransmissão e a vasodilatação (PALMER et al., 1998; MONCADA et al., 1991; 

LYONS et al., 1995). A terceira isoforma é a NOS induzível (iNOS, NOS-2), que pode 

ser encontrada em quase todos os tipos celulares após estimulação (FORSTERMANN 

et al., 1995). Os principais estimuladores das NOS que levam a uma produção 

acentuada de NO são as citocinas pró-inflamatórias, como o IFN-γ, TNF-α e a IL-1β, 

e/ou produtos microbianos (LPS) (XIE et al., 1992; NATHAN, 1997).  

Sendo uma molécula instável (vida média de 3-10 segundos), o NO reage 

rapidamente com o oxigênio formando NO2 (dióxido de nitrogênio) originando em 

seguida NO2
- (nitrito) e NO3

- (nitrato). Além disso, combina-se com a hemoglobina, 

sabidamente um consumidor natural de NO, para formar metahemoglobina. (KEILIN; 

HARTRE, 1937).  

Trabalhos experimentais com camundongos Knock-out para a enzima sintase do 

óxido nítrico induzível (NOS2-/-) mostram um maior número de células fúngicas no 

pulmão destes animais após a infecção com C. neoformans se comparados aos 

camundongos normais (RIVERA; MUKHERJEE; WEISS; CASADEVALL, 2002). 

Além disto, a utilização de inibidores da NOS2 (L-NMMA) reduz a capacidade 

citotoxica de leucócitos estimulada por IFN-γ contra o C. neoformans (TOHYAMA; 

KAWAKAMI; FUTENMA; SAITO, 1996). De uma forma geral, os trabalhos da 

literatura mostram que o desenvolvimento de uma resposta protetora na criptococose, 

com a morte das células fúngicas, parece estar ligado à produção de IFN-γ e NO 

(GOLDMAN; CASADEVALL; CHO; LEE, 1996; TOHYAMA; KAWAKAMI; 

SAITO, 1996; ROSSI et al., 1999; NICHOLS; BAUMAN; SCHAFER ; MURPHY, 



 

2002; RIVERA; MUKHERJEE; WEISS; CASADEVALL, 2002). Além disto, as 

interações e o balanço entre as espécies reativas de nitrogênio (RNS) e as espécies 

reativas de oxigênio (ERO) é extremamente importante, visto que altos níveis de RNS e 

ERO podem levar á formação de altas concentrações de peroxinitrito, responsável por 

vários efeitos citotóxicos do NO e também capaz de causar lesão tecidual no hospedeiro 

(FANG, 2004) 

Com relação à produção de espécies reativas de oxigênio existem muito poucos 

trabalhos na criptococose. A produção de radicais livres de oxigênio e emissão de 

quimioluminescência por granulócitos durante a fagocitose de partículas opsonizadas 

foi originalmente descrita por (ALLEN et al., 1972) Este fenômeno está provavelmente 

associado à ativação metabólica da via das hexoses monofosfato (ALLEN et al., 1972; 

STJERNHOLM;  MANAK, 1970),  a produção  de espécies reativas  de  oxigênio ( O2
1 

, H202 ,  O2
- , OH.)  (ALLEN et al, 1972 ; BABIOR et al, 1973; KRINSKY, 1974 ; 

KLEBANOFF, 1975 ; TAUBER & BABIOR, 1977)  e a oxidação da partícula que está 

sendo englobada (KLEBANOFF, 1967). A quimioluminescência celular produzida por 

granulócitos ativados pode estar alterada em processos inflamatórios, infecções, 

doenças crônicas, neoplasias, e no envelhecimento (HIRANO; MATSUI, 1986;  

PATERHANS, 1986; SHAN, 1986; Van DYKE; Van DYKE, 1986; CHAVES et al., 

1998; NOGUEIRA-MACHADO et al., 2003). A produção de espécies reativas de 

oxigênio por granulócitos ativados é um processo bastante complexo onde várias etapas 

estão envolvidas. A interação do receptor localizado na membrana plasmática do 

granulócito (CR3) com o fragmento C3b do sistema de complemento na superfície de 

uma partícula opsonizada é capaz de induzir a transdução de sinais para o meio 

intracelular. Neste processo estão envolvidas inúmeras reações bioquímicas capazes de, 

em última instância, gerar espécies reativas de oxigênio (FOLLIN; DAHLGREN, 



 

1992). Sabe-se que algumas espécies reativas de oxigênio como o radical OH. e o HOCl 

são moléculas efetoras contra o C. neoformans (ROSSI; SASTRE; RUBINSTEIN; 

MASIH, 1994; CHATURVEDI; WONG; NEWMAN, 1996) e que o manitol produzido 

pelo fungo é uma molécula importante para enfrentar o ataque oxidativo dos fagócitos 

do hospedeiro (CHATURVEDI; WONG; NEWMAN, 1996). Além deste mecanismo de 

escape do ataque oxidativo o fungo também é capaz de produzir melanina que pode 

atuar como anti-oxidante, protegendo às células fúngicas do ataque de fagócitos 

(WANG; AISEN; CASADEVALL, 1995; MEDNICK; NOSANCHUK; 

CASADEVALL, 2005). 

A gravidade da doença e o prognóstico na criptococose são dependentes, em 

grande parte, da integridade do sistema imune do hospedeiro e das características 

próprias de cada variedade de Cryptococcus neoformans. (WORMLEY, JR. et al., 

2005). Alguns estudos na criptococose experimental mostram diferenças de 

comportamento entre as variedades de C. neoformans no que se refere ao infiltrado 

neutrofílico, tempo de início de fagocitose e taxa de ligação do C3 aos componentes da 

cápsula, sugerindo que a variedade gattii parece ser mais difícil de ser fagocitada 

(WASHBURN; BRYANT-VARELA; JULIAN; BENNETT, 1991). Os infiltrados de 

PMNs em pulmões de camundongos infectados com C. neoformans var. gattii são 

menores quando comparados com infiltrados de PMNs em pulmões de camundongos 

infectados com C. neoformans var. neoformans, indicando uma relativa inadequação do 

mecanismo de resistência do hospedeiro para prevenir a infecção pelo C. neoformans 

var. gattii, em parte pela inibição da migração de PMNs para o local onde se encontra 

esta variedade  (WRIGHT et al., 2002).  O maior tamanho da cápsula de polissacarídeos 

do C. neoformans var. gattii também deve contribuir para uma menor ativação da via 

alternativa do sistema do complemento, levando a uma maior dificuldade de tratamento 



 

da infecção causada por estes sorotipos (WASHBURN et al., 1991; YOUNG; KOZEL, 

1993; DONG; MURPHY, 1995). Além disto, sobrenadantes de cultura da variedade 

neoformans apresentam atividade estimuladora da quimiotaxia de neutrófilos enquanto 

que os sobrenadantes da variedade gattii são inibidores desta mesma atividade 

(WASHBURN et al., 1991; WRIGHT et al., 2002). Estes autores lançaram a hipótese 

de que a inibição da quimiotaxia poderia causar uma ausência ou diminuição do 

infiltrado neutrofílico em resposta à infecção pela variedade gatti, resultando em um 

“clearance” pulmonar reduzido deste patógeno o que poderia, por sua vez, favorecer ao 

aparecimento de granulomas. 

As diferenças no comportamento das variedades de C. neoformans ainda são 

muito pouco compreendidas e os trabalhos enfocam principalmente a criptococose 

experimental. A resposta imune à variedade gattii é muito pouco conhecida e a maioria 

dos trabalhos existentes restringe-se apenas ao estudo isolado da espécie C. neoformans. 

Existe, portanto, uma lacuna de conhecimento associado ao estudo comparativo da 

resposta imune às variedades do C. neoformans.  

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar a susceptibilidade a 

antifúngicos e a resposta imune in vitro de leucócitos humanos frente às variedades de 

C. neoformans. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Objetivos



 

Objetivo Geral:  

Avaliar a susceptibilidade à antifúngicos de variedades de C. neoformans 

isoladas de pacientes com criptococose atendidos no Hospital Escola da Universidade 

Federal do Triângulo Mineiro e a resposta imune in vitro frente às variedades gattii e 

neoformans. 

 

  Objetivos Específicos  

1- Identificar as variedades de C. neoformans que causam criptococose em pacientes 

do Hospital Escola da Universidade Federal do Triângulo Mineiro; 

2- Determinar o perfil de sensibilidade das variedades de C. neoformans isoladas no 

Hospital Escola da Universidade Federal do Triângulo Mineiro aos derivados 

azólicos como itraconazol, cetoconazol, e fluconazol e ao poliênico anfotericina B 

através das técnicas de microdiluição em caldo; 

3- Avaliar comparativamente a produção de citocinas (TNF-α, IFN-γ e IL-10) por 

leucócitos e células mononucleares do sangue periférico de voluntários saudáveis 

após a estimulação “in vitro” com C. neoformans var neoformans e C. neoformans 

var. gattii. 

4- Avaliar comparativamente a produção de óxido-nitrico (NO) por leucócitos e 

células mononucleares do sangue periférico de indivíduos normais após a 

estimulação “in vitro” com C. neoformans var. neoformans e C. neoformans var. 

gattii. 

5- Avaliar comparativamente a produção de radicais livres de oxigênio (ERO) por 

granulócitos do sangue periférico de indivíduos normais após a estimulação “in 

vitro” com C. neoformans var. neoformans e C. neoformans var. gattii. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Justificativa



 

Existem muitas diferenças não compreendidas entre as variedades de C. 

neoformans. Importantes estudos epidemiológicos têm demonstrado diferenças 

geográficas na distribuição das variedades e existem relatos de maior dificuldade no 

tratamento com antifúngicos nas infecções por C. neoformans variedade gattii.  

Do ponto de vista imunológico a maioria dos trabalhos existentes não enfoca 

comparativamente a resposta imune às variedades, restringindo-se ao estudo da 

espécie C. neoformans. Existe, portanto uma lacuna de conhecimento associado ao 

estudo das variedades deste patógeno e em especial à variedade gattii. 

    Através do estudo da susceptibilidade das variedades de C. neoformans aos 

antifúngicos, saberemos quais podem ser mais eficazes para o tratamento de cada 

variedade a partir da determinação da concentração inibitória mínima necessária para 

inibir o crescimento do fungo in vitro. 

      A identificação do perfil de mediadores (citocinas, óxido-nítrico e espécies 

reativas de oxigênio) produzidos após a estimulação in vitro com cada variedade 

poderá ampliar os conhecimentos sobre os mecanismos da resposta imunológica e 

possibilitar o estabelecimento de estratégias futuras no tratamento da criptococose nos 

pacientes acometidos.   

    

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 

Hipótese



 

Variedades de C. neoformans podem apresentar diferentes susceptibilidades à 

antifúngicos e induzir respostas imunológicas distintas. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Material e Métodos



 

Amostras biológicas de paciente com criptococose 
 

As amostras biológicas (líquido cefalorraquidiano - LCR, raspado de lesão, lavado 

brônquio-alveolar e sangue) previamente utilizadas para fins de diagnóstico, foram 

cedidas pelo Serviço de Patologia Clínica da UFTM. Após ser identificada a presença 

de fungo encapsulado nestas amostras, os mesmo foram isolados por cultivo em ágar 

Sabouraud dextrose (DIFCO-USA). 

Foram isoladas 33 amostras no período de dezembro de 2001 a julho de 2005 e 

identificadas comprovadamente como positivas para Cryptococcus neoformans e suas 

variedades. Os dados epidemiológicos como idade, sexo, procedência e sorologia para 

HIV, foram obtidos no SAME (Serviço de Arquivo Médico) da UFTM e organizados 

em bancos de dados.  

Identificação e isolamento das variedades de Cryptococcus neoformans 

Após identificação microscópica pelo exame direto para fungo encapsulado 

corado por tinta da nanquim (figura 1), as amostras foram cultivadas em ágar Sabouraud 

dextrose (DIFCO-USA), em estufa a 28°C (para melhor crescimento de fungos 

filamentosos) e 36°C (para melhor crescimento de fungos leveduriformes). Colônias 

sugestivas de C. neoformans (figura 2) eram repicadas em meio ágar niger, meio de 

Christensen, para avaliar respectivamente a atividade de fenoxidase e urease (figura 3). 

O teste de assimilação de açúcar inositol também foi realizado. Quando os resultados de 

todas estas provas eram positivos identificava-se a espécie Cryptococcus neoformans. 

(CHRISTENSEN et al., 1946, STAIB  et al., 1987; LACAZ, 2002). As variedades 

foram determinadas com base nas características de reação das cores no meio L-

canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB). As amostras de C. neoformans foram 

crescidas em tubos contendo ágar Sabouraud dextrose (DIFCO-USA), a 36°C por 48 

horas. Após este período era feito o repique em tubos contendo meio CGB e incubados 



 

novamente por 48 horas a 36°C. Quando o meio mudava da cor amarela para azul 

cobalto (figura 4), os isolados eram identificados como variedade gattii e os que não 

mudavam a cor do meio ou mudavam para verde foram identificados como variedade 

neoformans (KWON-CHUNG; POLACHECK; BENNETT, 1982). 

  

 

 

 

  

 

 

 

 

             

 

 

 

 

 

Teste de susceptibilidade a antifúngicos 

Figura 2: Cultivo de C. neoformans 
em àgar Sabouraud  

Figura 1: Pesquisa direta pela tinta 
nanquim para fungo encapsulado. 

Fonte: Disciplina de Microbiologia - UFTM 

Figuras 3: Meios de cultura 
utilizados para: identificação de C. 
neoformans. Teste de produção 
urease. A coloração rósea 
caracteriza a positividade do teste.  

Positivo Negativo 

Figuras 4: Identificação por L-CGB 
(canavanina-glicina-bromotimol). A 
coloração azul-cobalto identifica C. 
neoformans variedade gatti. Enquanto 
a coloração verde identifica   
C. neoformans variedade neoformans. 

Controle neoformans gatti



 

  Foi realizado o teste de microdiluição em caldo utilizando método proposto 

pelo CLSI (“Clinical and Laboratory Standards Institute”), antigo NCCLS (“National 

Committee for Clinical Laboratory Standards”) segundo protocolo M-27–A2 (NCCLS, 

2002) para quantificar a concentração inibitória mínima (CIM), visando avaliar o perfil 

de susceptibilidade das variedades de C. neoformans isoladas neste estudo.   

 

Cultivo e preparo do inóculo das variedades de Cryptococcus neoformans  

Amostras de cada variedade de C. neoformans foram cultivadas em placas de 

Petri estéreis com ágar Sabouraud dextrose (DIFCO-USA), em estufa bacteriológica a 

36ºC por 48 horas. Para o preparo do inóculo coletava-se cinco colônias de 1 mm de 

diâmetro e ressuspendeu-se em tubos com 10ml de salina estéril. Em seguida, através da 

adição de solução salina ou amostras do fungo, a turvação da amostra era ajustada para 

85% de transmitância (0,5 da escala de Mac Farland) por espectrofotometria em 

comprimento de onda de 530 nm (MICRONAL Mod. B 582), o que correspondia, 

aproximadamente, a 1,0 x 106 células/mL (BIER, 1980).  

Posteriormente esta suspensão era diluída em solução salina estéril (1:50), e em 

seguida diluída (1:20) em meio de cultura RPMI 1640 com L-glutamina sem 

bicarbonato (INLAB-BRASIL) para obter-se uma concentração entre 500 a 2500 

céls/mL que corresponde ao inóculo utilizado em cada experimento.  

 
Preparo e diluições dos agentes antifúngicos 

Foram preparadas soluções estoque (3200 μg/mL) de anfotericina B 

(CRISTÁLIA-BRASIL), cetoconazol (GENIX-ÍNDIA), e itraconazol (GENIX-ÍNDIA) 

em dimetil-sulfóxido, DMSO (SIGMA-USA) e homogeneizada em vórtex. A solução 

estoque era então diluída 100 vezes em RPMI 1640 contendo L-glutamina e sem 



 

bicarbonato (INLAB-BRASIL) obtendo-se uma solução de uso com concentração de 

32μg/mL. 

Para o fluconazol (GENIX-ÍNDIA) foi preparada uma solução estoque (1280 

μg/mL) em água destilada estéril homogeneizada em vórtex. A solução estoque era 

então diluída 10 vezes em RPMI 1640 contendo L-glutamina e sem bicarbonato 

(INLAB-BRASIL) obtendo-se uma solução de uso com concentração de 128 μg/mL. 

O teste de susceptibilidade foi realizado em placas de microtitulação estéreis 

(DIFCO). No primeiro poço de cada fileira horizontal da placa, foi colocado 200 μL da 

solução de antifúngico (cetoconazol, itraconazol e anfotericina B com concentração de 

32 μg/ml.). Com relação ao fluconazol, colocou-se no primeiro poço de cada fileira, 

200 μL da solução (com concentração de 128 μg/mL), do segundo ao décimo poço 

colocou-se 100 μl de meio de cultura RPMI, no décimo primeiro poço colocou-se 100 

μl de antifúngico e 100 μl de meio de cultura RPMI, (controle negativo) e no décimo 

segundo poço colocou-se 100 μl de meio RPMI e 100 μl de inóculo de cada variedade 

de fungo (controle positivo). 

 Posteriormente realizou-se uma diluição seriada com volume de 100 μl, indo 

do 1º poço até o 10º poço, desprezando-se no final um volume de 100 μl da solução de 

diluição. Em seguida colocou-se 100 μl de inoculo do fungo já preparado do primeiro 

ao décimo poço, e incubaram-se as placas tampadas a 36ºC por 72 horas em estufa 

bacteriológica. Após esta etapa era realizada a leitura macroscópica da placa sendo a 

CIM determinada como o poço com crescimento menor que 50% do crescimento do 

poço controle (figura 05). O mesmo procedimento foi realizado com uma cepa 

controle de Candida parapsilosi, (ATCC 22019) com CIMs pré-conhecidas para cada 

experimento realizado, para a validação dos resultados obtidos nas amostras. Para cada 

fileira de 12 poços da placa foi testada uma amostra de fungo e uma de antifúngico. 



 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Placa de microtitulação com resultados de concentração 
inibitória mínima (CIM) para antifúngicos das amostras testadas. 
Fonte: Disciplina de Laboratório Clínico DCM-UFTM  



 

Cultivo de amostras de C. neoformans para estimulação de leucócitos 

Foram utilizadas amostras de Cryptococcus neoformas variedade neoformans 

(sorotipo A CBS 132) e Cryptococcus neoformans variedade gattii (sorotipo B, ICB 

565), cedidos gentilmente pela Prof. Orionalda de Fátima Lisboa Fernandes do Instituto 

de Patologia Tropical e Saúde Pública da Universidade Federal de Goiás. As amostras 

foram cultivadas em placas de Petri contendo ágar Sabouraud com 1% de peptona 

(LACAZ, 2002), durante quatro dias. Em capela de fluxo laminar, foram coletadas 

cinco colônias de cada variedade de C. neoformans e ressuspensas em tubos de vidro 

com tampa de roscas estéreis contendo 5 mL de solução salina estéril, lavadas três vezes 

por centrifugação a 300 g por cinco minutos. Após a lavagem o sedimento foi 

resuspenso em 1 mL de solução salina estéril. Para contagem em câmara de Neubauer, a 

suspensão diluída 1:100 em solução salina estéril, ajustando-se a concentração para 1,0 

x 107 células de fungo encapsuladas por mL.        

 

Obtenção de amostras de sangue periférico de indivíduos voluntários saudáveis.  

 Para os ensaios de estimulação de leucócitos com as variedades de Cryptococcus 

neoformans foram utilizadas amostras de sangue venoso periférico (10,0 mL) coletadas 

com anticoagulante (heparina), de dez (10 doadores voluntários saudáveis maiores de 18 

anos, pareados por sexo e idade.  

 

Ensaio de estimulação de leucócitos em sangue total 

Em tubos de polipropileno eram pipetados 0,25 mL de sangue venoso periférico 

de doadores voluntários saudáveis, juntamente com 0,75 mL de solução salina estéril e 

50 μl de suspensão de células de fungo encapsuladas (1,0 x 107 por mL). No tubo 

denominado de controle negativo foi adicionado 50 μl de solução salina estéril ao invés 



 

da suspensão de células de fungo. A seguir, todos os tubos incubados por 18 horas em 

estufa a 37oC /5% de CO2. Posteriormente, os tubos centrifugados a 224 g por 10 

minutos e os sobrenadantes eram coletados e armazenados a -20 oC, para posterior 

dosagem das citocinas por ELISA.         

 

Isolamento de células mononucleares do sangue periférico (PBMC)  

 O sangue venoso periférico (10ml) foi coletado de indivíduos voluntários 

saudáveis com heparina e cuidadosamente colocado sobre 5 mL de uma solução de 

ficol-hypaque em tubos plásticos cônicos (FALCON) de 15 mL. Os tubos foram 

centrifugados a 384 g por 30 minutos a 4°C em centrífuga refrigerada. Ao final da 

centrifugação, obteve-se um anel de células mononucleares na interface entre a solução 

de ficoll e o plasma. O plasma foi retirado cuidadosamente e o anel de células coletado 

com o auxílio de uma pipeta Pasteur e transferido para um tubo cônico de 50,0 mL 

(FALCON). O excesso de ficoll foi removido por centrifugação lavando-se as células 

por 3 vezes com 30,0 ml de RPMI sem soro, a 4°C e 216 g por 10 minutos. As células 

foram ressuspensas em 5,0 ml de RPMI contendo 4,75 g/L de Hepes, 5% de soro fetal 

bovino inativado, 1% de L-glutamina e 40 μg/mL de gentamicina. A quantidade de 

células obtidas foi determinada por contagem em câmara de Neubauer e a viabilidade 

celular utilizando-se o teste do azul de tripan. Todos os procedimentos foram realizados 

em condições estéreis utilizando-se capela de fluxo laminar, com exceção da contagem 

de células.  

 

Ensaio de estimulação com variedades de Cryptococcus neoformans 

 Células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foram estimuladas com 

células de fungo encapsuladas mortas pelo calor (60oC por 60 minutos) na proporção 



 

1:10, ou seja, 1,0 x 106 PBMC para 1,0 x 107 células de fungo em placas de cultivo 

estéreis de 24 poços (BD/FALCON-USA). A seguir, as placas foram incubadas por 18 

horas em estufa a 37oC/5% de CO2. Após a incubação os sobrenadantes eram 

centrifugados a 305 g por sete minutos, coletados e estocados a -20°C, para 

posteriormente dosagem das citocinas por ELISA.     

 

Produção de radicais livres de oxigênio (ERO) por granulocitos humanos  

O sangue periférico de doadores voluntários normais (10,0 mL) era coletado em 

tubo com heparina. Em tubos de vidro estéreis e siliconizados (15 mL), pipetou-se 3mL 

de solução de leucopaque (BION-BRASIL) com densidade 1,12 e lentamente sobre a 

solução anterior, 3mL de solução de monopaque (BION-BRASIL) de densidade 1,077. 

O sangue previamente coletado foi então adicionado vagarosamente sobre este gradiente 

duplo até um volume total 10 ml.  Depois de centrifugado a 400 g por 30 minutos e 

22°C, o plasma foi removido para outro tubo. O anel de células mononucleares e o anel 

de granulócitos foram transferidos separadamente para tubos siliconizados. Em seguida 

lavou-se a suspensão de granulócitos com 8 mL de tampão salina fosfato estéril (PBS) 

por 30 minutos a 250 g e 22°C. O sobrenadante foi retirado e acrescentou-se mais 8 ml 

de tampão PBS, lavando-se por 15 minutos a 250 g e 22°C. Após esta etapa, desprezou-

se todo o sobrenadante e ressuspendeu-se os granulócitos em 1,0 ml de tampão PBS 

estéril. Para a contagem em câmara de Neubauer diluiu-se 1:100 com PBS a suspensão 

de granulócitos em tubos siliconizados acertando a concentração final para 1,0 x 106 

células por mL. Todos os procedimentos foram realizados em condições estéreis 

utilizando-se capela de fluxo laminar, com exceção da contagem de células.  

As variedades de Cryptococcus e o zimosan (parede de leveduras 

Saccharomyces cerevisae) foram opsonizados com plasma do próprio doador, sendo 1,0 



 

x 107 células lavadas com PBS por centrifugação a 250 g por 4 minutos e desprezados 

os sobrenadantes. Em seguida adicionou-se 0,2 mL de plasma autólogo e 0,8 mL de 

PBS estéril,  homogeinizando-se com pipeta Pasteur a cada 10 minutos em banho maria 

37°C durante 30 minutos. Depois de centrifugados a 250 g por 4 minutos, retirou-se 

todo o sobrenadante e acrescentou-se 0,5 mL de tampão PBS estéril.  

A detecção de radicais livres foi realizada segundo Chaves et al., (1998) em um 

luminômetro (Lumat LB 9501 Berthold, GERMANY) após adição de 0,5 mL de 

reagente  luminescente (luminol) diluído 1:100 em PBS juntamente com 0,1 mL de 

suspensão de granulócitos (1,0 x 106 células por mL)  em PBS estéril durante 10 

minutos, medidos a cada minuto, em unidades relativas de luz por segundo (RLU/s). 

Após estes 10 minutos, adicionou-se 50 μL (1,0 x 107 céls/mL) de suspensão de 

variedades de C. neoformans  mortos pelo calor (60 minutos em banho Maria à 60°C) 

ou zimosan (controle de fagocitose) durante 40 minutos, medidos em RLU/s a cada 

minuto. Os resultados foram expressos em pico-máximo (em RLU/s) e/ou integral 

(área) da curva obtida com o auxílio do software Image J versão 1.32. 

 

Fagocitose de variedades de C. neoformans por granulócitos humanos 

 Pipetou-se 0,2 mL (1,0 x 107 por mL) de suspensões contendo variedades de C. 

neoformans mortas pelo calor e opsonizadas. Estas soluções eram coradas com 0,2 mL 

de azul de tripan a 1% por 15 minutos a 37oC.  Posteriormente, lavou-se a suspensão de 

células de fungo coradas com 3,0 mL de tampão PBS (5 minutos, 190 g por 2 vezes) e 

desprezou-se o sobrenadante. Adicionou-se então 0,2 mL de suspensão de granulócitos 

humanos (1,0 x 106 céls/mL),  e incubou-se em banho maria a 37°C por 20 minutos. 

Para observação  colocava-se 10 μl em câmara de Neubauer. A fagocitose era então 



 

observada em microscópio de luz trinocular (em aumento de 400x) contendo filmadora, 

placa de captura de vídeo e software para captura e análise de imagens.     

ELISA (“Enzime Linked Immunosorbent Assay”) 

As citocinas presentes nos sobrenadantes de cultura foram dosadas por ELISA 

utilizando citocinas recombinantes e pares de anticorpos monoclonais comercialmente 

disponíveis (BD/Pharmingem-USA para IL-10 e TNF-α e R&D-USA para o IFN-γ). 

Foram utilizadas placas de 96 poços de fundo chato (NUNC, USA), recobertas com 

anticorpos monoclonais específicos (concentração final de 1μg/mL) em tampão 

carbonato (pH = 9,4) e mantidas a 4oC por 18 horas. Após esta incubação as placas 

eram lavadas por quatro vezes com uma solução de PBS-Tween 20 (PBS-T) e 

bloqueadas com 200 μl por poço de tampão PBS contendo 2% albumina bovina 

(SIGMA-USA) e incubadas por 4 horas à temperatura ambiente. Após mais esta 

incubação as placas eram lavadas por quatro vezes com uma solução de PBS-Tween 20 

(PBS-T). Às colunas 11 e 12 de cada placa foi adicionado 100 μl de citocina padrão 

recombinante, seguindo diluições seriadas 1:2 em PBS, contendo 5% de soro fetal 

bovino (FCS) a partir das concentrações iniciais. Às outras colunas foram adicionados 

100 μl/poço de sobrenadante de cultura a ser dosado. As placas foram incubadas a 

37°C, por duas horas e lavadas por quatro vezes com uma solução de PBS-Tween 20 

(PBS-T). A seguir, foram adicionadas 100 μl/poço do anticorpo anti-citocina a ser 

dosada, marcada com biotina, diluída 1:1000 em PBS-T. As placas foram reincubadas 

por 2 horas, a temperatura ambiente e, novamente lavadas por 4 vezes em PBS-T. Após 

esta etapa, foram adicionadas 100 μl/poço de streptoavidina marcada com fosfatasse 

alcalina (PIERCE-USA), diluída 1:1000 em PBS-T. As placas foram incubada por 2 

horas e lavadas por 4 vezes com PBS-T, quando então foi adicionado 100 μl/poço do 

substrato p-nitrofenilfosfato - pNPP (SIGMA-USA). A leitura dos resultados em 



 

densidade ótica (D.O.) foi obtida pela diferença entre as absorbâncias medidas a 405 e 

490nm (Abs405 – Abs490), em um leitor automático de ELISA. A concentração de 

citocinas nos sobrenadantes foi determinada em pg/mL, pela comparação com as 

absorbâncias obtidas em uma curva padrão com a respectiva citocina recombinante 

realizada simultaneamente. 

 

Dosagem de nitrito/nitrato: 

A concentração de nitrito/nitrato foi determinada pela reação de Griess, 

(GREEN et al., 1982), após redução enzimática de nitrato a nitrito com a enzima nitrato 

redutase em tampão de redução (para sobrenadantes de cultura de sangue total) ou sem a 

etapa de redução (quando os sobrenadantes eram obtidos de células mononucleares 

purificadas). A redução do nitrato nas amostras de plasma, obtido do sobrenadantes de 

cultura de sangue total, foi feita a 37oC por 18 horas. A detecção do nitrito foi realizada 

pela adição de 50μl de reagente de Griess (preparado pela mistura de volumes iguais de 

solução de sulfanilamida a 1% em H3PO4 2,5% e solução de naftiletilenodiamida a 

0,1% de em H20) e incubando-se à temperatura ambiente por dez minutos. A 

absorbância foi medida a 540nm usando um leitor automático de microplacas. As 

concentrações de nitrito foram calculadas por extrapolação para uma curva padrão de 

NaNO2 e os dados expressos em μmoles de nitrito/nitrato. 

 

Condições livres de endotoxina 

 Para se garantir condições livres de endotoxina, toda a vidraria utilizada no 

preparo de soluções e reagentes foi aquecida a 200oC e posteriormente autoclavada. 

Todas as soluções foram esterilizadas e filtradas (0,22μm). As ponteiras e todos os 

materiais utilizados foram mantidos em condições estéreis e livres de pirógenos.  



 

Aspectos éticos 

 Este trabalho foi aprovado pelo comitê de ética da UFTM (CEP-UFTM) com o 

número de protocolo CEP/FMTM: 472  

 
 
Análise Estatística 

Os dados obtidos neste trabalho foram analisados pelo aplicativo Statview. Para os 

dados que apresentam dispersão gaussiana, foram utilizados testes e análise de variância 

(ANOVA) com repetição (amostra em triplicata) e testes Bonferroni para comparação 

do valor obtido de p com o valor esperado p<0.05, e de Tuckey e Dunnet para dados 

não pareados com significância estabelecida em 5%. Testes não paramétricos foram 

aplicados para os dados onde a distribuição não era Gaussiana. O teste de Kruskal-

Wallis foi utilizado para comparar os diferentes grupos e o teste de Mann-Whitney para 

comparar diferenças entre dois grupos (p<0,05). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resultados 



 

Neste trabalho foram estudadas trinta e cinco amostras de C. neoformans. Com 

relação à origem, vinte e oito amostras (85%) foram isoladas do LCR, sendo vinte e sete 

identificadas como variedade neoformans, e uma como variedade gattii. A partir do sangue foram 

isoladas duas amostras (6%), todas identificadas como pertencentes à variedade neoformans. Duas 

amostras foram obtidas de lavado brônquico (6%), sendo uma da variedade gattii e outra da 

variedade neoformans, e uma amostra foi isolada de raspado de lesão de couro cabeludo (3%), 

identificada como variedade gattii (tabela I). Também foram incluídas no estudo duas amostras 

cedidas pela Universidade Federal de Goiás (UFGO), identificadas como CBS 132, (sorotipo A, 

variedade neoformans) e ICB 565 (sorotipo B, variedade gattii).  

 

Tabela I: Distribuição das amostras de C. neoformans quanto ao local de isolamento e 
variedades encontradas. 

 
 

 
Epidemiologia dos C. neoformans isolados 

 
Em relação à sorologia para HIV, das trinta e três amostras isoladas e identificadas como 

C. neoformans na UFTM no período de dezembro de 2001 a julho de 2005, vinte e sete destas 

(81,8%) foram de pacientes com sorologia positiva para HIV, e seis (18,2%) com sorologia 

negativa (figura 6). A maioria dos pacientes acometidos de criptococose foi do sexo masculino (85 

%) conforme apresentado na figura 7 e a faixa etária (figura 8) apresentou uma maior freqüência 

entre trinta e um a quarenta anos (42,4%).  

Local de 
isolamento 

Variedade 
neoformans 

Porcentagem 
(%) 

Variedade 
gattii 

Porcentagem 
(%) 

Total Porcentagem 
(%) 

LCR 27 90,0 01 33,3 28  84,8 
Lavado 

brônquico 
01  3,3 01 33,3 02  6,06 

Sangue 02 6,7 00  0,0 02  6,06 
Raspado de 

lesão 
00  0,0 01 33,3 01  3,00 

Total 30 100,0 03 100,0 33 100,0 



 

Com relação à procedência, a maioria dos indivíduos acometidos é da cidade de Uberaba 

(45 %) e em relação ao óbito, vinte quatro (72,7%) dos trinta e três faleceram (dados não 

mostrados) em relação a amostragem estudada.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 7: Distribuição por sexo 
(%) dos pacientes com 
criptococose atendidos no 
Hospital Escola da UFTM no 
período de dezembro de 2001 a 
julho de 2005. 

Figura 8: Faixa etária dos 
pacientes com criptococose 
atendidos no Hospital Escola 
da UFTM no período de 
dezembro de 2001 a julho de 
2005. 
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Figura 6: Sorologia para HIV 
de pacientes com criptococose 
atendidos no HE-UFTM no 
período de dezembro de 2001 a 
julho de 2005. 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Susceptibilidade aos antifúngicos 



 

 
Após identificação das variedades de C. neoformans mais encontradas no Hospital 

Escola da UFTM, passamos a investigar, para cada isolado, a concentração inibitória 

mínima (CIM) in vitro dos antifúngicos.  

O valores de CIM para o cetoconazol (figura 9), frente aos diferentes isolados da 

variedade neoformans variaram de 0,125 a 1,0 μg/mL, sendo que todos os isolados desta 

variedade apresentaram susceptibilidade a este antifúngico. Por outro lado, a variedade 

gattii apresentou uma variação de 0,125 a 4,0 μg/mL sendo que um dos isolados 

encontrados foi classificado como dose dependente (isolado no 01), apresentando uma 

CIM de  4,0 μg/mL. 

Para o antifúngico fluconazol (figura 10) a variação da CIM foi de 0,25 a 8,0 

μg/mL frente a variedade neoformans indicando que os isolados desta variedade foram 

susceptíveis a este antifúngico. No entanto para as amostras de variedade gattii 

encontramos valores entre 0,25 e 16 μg/mL, com um dos isolados sendo classificado 

como dose dependente (isolado no 01 com CIM de 16 μg/mL).  

A variação da CIM para o itraconazol (figura 11) foi de 0,625 a 1,0 μg/mL para as 

variedades neoformans e gatti, com a maioria dos isolados apresentando susceptibilidade 

a este antifúngico. Foram encontradas duas amostras resistentes (isolado no 01 com CIM 

= 1,0 μg/mL , e isolado no 05 com CIM = 1,0 μg/mL ), sendo uma de cada variedade. 

Em relação a anfotericina B (figura 12) os valores de CIM para a variedade 

neoformans foram de 0.625 a 2,0 μg/mL indicando que a maioria das amostras foi 

susceptível in vitro à ação deste antifúngico. Com relação à variedade gattii encontramos 

uma variação de 0,125 a 2,0 μg/mL. Detectamos cinco amostras resistentes sendo três 

amostras de variedade neoformans (isolados nos 2, 4 e 6), com CIM igual a 1 μg/mL e 

duas amostras com CIM igual a 2 μg/mL (isolados nos 1 e 5), sendo uma de cada 

variedade.    

Na tabela II apresentamos a mediana e os valores máximos e mínimos de CIM 

para os quatro antifúngicos estudados frente às variedades de C. neoformans isoladas.  

 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Susceptibilidade in vitro de isolados de C. neoformans ao cetoconazol avaliada pelo 
método de microdiluição em caldo. Os valôres representam a concentração inibitória mínima (CIM) 
expressos em μg/mL frente aos diferentes isolados (numerados de 01 a 33). CBS 132 representa 
amostra controle de C. neoformans variedade neoformans (sorotipo A) e ICB565 representa amostra 
controle de C. neoformans variedade gattii (sorotipo B), ambos cedidos pela UFGO. 
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Figura 10: Susceptibilidade in vitro de isolados de C. neoformans ao fluconazol avaliada pelo 
método de microdiluição em caldo. Os valores representam a concentração inibitória mínima (CIM) 
expressos em μg/mL frente aos diferentes isolados (numerados de 01 a 33). CBS 132 representa 
amostra controle de C. neoformans variedade neoformans (sorotipo A) e ICB565 representa amostra 
controle de C. neoformans variedade gattii (sorotipo B), ambos cedidos pela UFGO. 
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Figura 11: Susceptibilidade in vitro de isolados de C. neoformans ao itraconazol avaliada pelo 
método de microdiluição em caldo. Os valores representam a concentração inibitória mínima 
(CIM) expressos em μg/mL frente aos diferentes isolados (numerados de 01 a 33). CBS 132 
representa amostra controle de C. neoformans variedade neoformans (sorotipo A) e ICB565 
representa amostra controle de C. neoformans variedade gattii (sorotipo B), ambos cedidos pela 
UFGO. 
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Figura 12: Susceptibilidade in vitro de isolados de C. neoformans a anfotericina B avaliada pelo 
método de microdiluição em caldo. Os valores representam a concentração inibitória mínima (CIM) 
expressos em μg/mL frente aos diferentes isolados (numerados de 01 a 33). CBS 132 representa 
amostra controle de C. neoformans variedade neoformans (sorotipo A) e ICB565 representa 
amostra controle de C. neoformans variedade gattii (sorotipo B), ambos cedidos pela UFGO. 
 



 

 
Tabela II: Susceptibilidade a antifúngicos de variedades de C. neoformans isoladas de 
pacientes atendidos no HE-UFTM de dezembro de 2001 a julho de 2005. 

 

 

Quanto ao local de isolamento das amostras de C. neoformans podemos observar 

que a concentração inibitória mínima (CIM) frente aos antifúngicos mostrou, para o 

cetoconazol, valor máximo de CIM mais elevado para os isolados do LCR (tabela III). O 

fluconazol apresentou valor máximo de CIM mais elevado para isolados de lavado 

brônquico (tabela III). Os antifúngicos itraconazol e anfotericina B também apresentaram 

valôres máximos de CIM para isolados de LCR (tabela III) quando comparados com os 

isolados de sangue, pele e lavado-brônquico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Variedades 

testadas 

Mediana 

Variação 

Cetoconazol 

(μg/ml) 

Fluconazol

(μg/ml) 

Itraconazol 

(μg/ml) 

Anfotericina-B

(μg/ml) 

C. neofromans 

var. neoformans 

(n = 31) 

Mediana 

Variação 

0,250 

(0,125- 1,00) 

4,000 

(0,25 - 8,0)

0,125 

(0,0625 - 1,0) 

0,250 

(0,0625 - 2,0)

C. neoformans 

var. gattii 

(N = 4) 

Mediana 

Variação 

0,750 

(0,1250- 4,000)

8,000 

(0,25 - 16) 

0,157 

(0,0625 - 1,0) 

 

0,313 

(0,125 - 2,0) 

Total  

(n = 35) 

Mediana 

Variação 

0,250 

(0,250 - 4,000)

4,000 

(0,25 - 16) 

0,125 

(0,0625 - 1,0) 

0,250 

(0,0625 - 2,0)



 

 

Tabela III - Susceptibilidade in vitro de isolados de C. neoformans aos antifúngicos, 

cetoconazol, fluconazol, itraconazol e anfotericina B avaliada pelo método de 

microdiluição em caldo, com relação ao local de isolamento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Local de 
isolamento 

No de 
isolados 

Cetoconazol 
(CIM μg/mL)

Fluconazol 
(CIM μg/mL)

Itraconazol 
(CIM μg/mL) 

Anfotericina B
(CIM μg/mL) 

LCR 28 4,00 16,00 1,00 2,00 
Lavado 

brônquico 
02 1,00 8,00 0,12 0,12 

Sangue 02 0,50 4,00 0,12 0,25 
Raspado de 

lesão 
01 0,06 2,00 0,06 0,06 

Susceptibilidade in vitro de isolados de C. neoformans aos antifúngicos, cetoconazol, 
fluconazol, itraconazol, e anfotericina B, avaliada pelo método de microdiluição em caldo, 
em relação ao local de isolamento (LCR, lavado brônquico, sangue e raspado de lesão). A 
tabela mostra os valores máximos de CIM distribuídos por local de isolamento das amostras 
e expressos em μg/mL frente aos diferentes isolados. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resposta imune in vitro às 
variedades do C. neoformans 



 

A resposta imune in vitro foi avaliada pela quantificação de citocinas pró e anti-

inflamatórias (TNF-α,  IFN-γ e IL-10), espécies reativas de oxigênio (ERO) e óxido-nítrico 

(NO) produzidos em resposta à estimulação in vitro com às variedades de  C. neoformans. 

 
 “C. neoformans variedade gattii e C. neoformans variedade neoformans induzem à 
produção de quantidades similares de TNF-α por leucócitos humanos” 
 

A produção da citocina pró-inflamatória TNF-α após estimulação de leucócitos de 

sangue total com as variedades de C. neoformans foi avaliadas por ELISA em sobrenadantes 

de cultura. Não foram encontradas diferenças estatisticamente significativas entre as 

variedades neoformans e gattii (figura 13).  

Quando isolamos as células mononucleares do sangue periférico (PBMCs), 

observamos uma tendência à detecção de níveis mais elevados de  TNF-α nos sobrenadantes 

de cultura que foram estimuladas com a variedade neoformans, se comparados com a 

variedade gattii, porém sem significância estatística (figura 14).  

As variedades de C. neoformans foram capazes de estimular uma produção 

significativa de TNF-α (p<0,05) em comparação ao controle negativo (somente meio de 

cultura ou salina), tanto nos ensaios de sangue total quanto naqueles em que foram utilizadas 

células mononucleares purificadas (figuras 13 e 14). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 

Figura 13: Produção de TNFα por 
leucócitos de sangue total humano 
obtido de doadores voluntários 
saudáveis (n=10) após estimulação in 
vitro com variedades de C. neoformas. 
Os leucócitos foram cultivadas na 
presença de 1 x 107 células de fungo da 
variedade neoformans (CNA), da 
variedade gattii (CNB) ou somente 
salina. A produção de TNFα foi 
quantificada por ELISA em 
sobrenadantes de 18 horas de cultura. 
Os resultados estão expressos em 
picogramas por mililitro (pg/mL) e 
representados pela mediana em gráfico 
de box. A presença de símbolos iguais 
(*,@) representa diferenças 
estatisticamente significantes entre os 
grupos (p<0,05). 

Figura 14: Produção de TNFα por 
células mononucleares humanas obtidas 
de doadores voluntários saudáveis 
(n=10) após estimulação in vitro com 
variedades de C. neoformas. As células 
mononucleares humanas (1 x 106) 
foram cultivadas na presença de células 
de fungo (1 x 107) da variedade 
neoformans (CNA), da variedade gattii 
(CNB) ou somente meio de cultura 
(Meio). A produção de TNFα foi 
quantificada por ELISA em 
sobrenadantes de 18 horas de cultura. 
Os resultados estão expressos em 
picogramas por mililitro (pg/mL) e 
representados pela mediana em gráfico 
de box. A presença de símbolos iguais 
(*,@) representa diferenças 
estatisticamente significantes entre os 
grupos (p<0,05). 
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“O C. neoformans var. gatti induz níveis mais altos de produção da citocina anti-
inflamatória  IL-10 quando comparado à  variedade neoformans” 

 
A estimulação de leucócitos de sangue total humano de indivíduos saudáveis 

com o C. neoformans variedade gattii induz a produção de níveis mais elevados de IL-10 

(p<0,05) se comparados à estimulação com a variedade neoformans (figura 15).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15: Produção de IL-10 por 
leucócitos de sangue total humano obtido 
de doadores voluntários saudáveis (n=10) 
após estimulação in vitro com variedades 
de C. neoformas. Os leucócitos foram 
cultivadas na presença de 1 x 107 células 
de fungo da variedade neoformans 
(CNA), da variedade gattii (CNB) ou 
somente salina. A produção de IL-10 foi 
quantificada por ELISA em 
sobrenadantes de 18 horas de cultura. Os 
resultados estão expressos em 
picogramas por mililitro (pg/mL) e 
representados pela mediana em gráfico de 
box. A presença de símbolos iguais (*,@, 
#) representa diferenças estatisticamente 
significantes entre os grupos (p<0,05).  
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A seguir, foi isolada a fração de células mononucleares do sangue periférico de 

voluntários saudáveis. As PBMCs foram então estimuladas in vitro com as variedades de C. 

neoformans e os níveis de IL-10 presentes nos sobrenadantes de cultura foram quantificados 

por ELISA.  

Os resultados obtidos mostram que a estimulação in vitro com a variedade gattii induz a 

produção de níveis mais elevados de IL-10 quando comparada com a variedade neoformans 

(figura 16), sendo as diferenças encontradas estatisticamente significativas (p<0,05).  

Controles negativos de estimulação foram realizados sem a presença do C. neoformans 

para ambos os casos (sangue total e PBMCs) e os níveis de IL-10 detectados foram bastante 

reduzidos e inferiores (p<0,05) àqueles encontrados após a estimulação com as variedades 

deste fungo. 

           

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16: Produção de IL-10 por 
células mononucleares humanas 
obtidas de doadores voluntários 
saudáveis (n=10) após estimulação 
in vitro com variedades de C. 
neoformas. As células 
mononucleares humanas (1 x 106) 
foram cultivadas na presença de 
células de fungo (1 x 107) da 
variedade neoformans (CNA), da 
variedade gattii (CNB) ou somente 
meio de cultura (MEIO). A 
produção de IL-10 foi quantificada 
por ELISA em sobrenadantes de 18 
horas de cultura. Os resultados estão 
expressos em picogramas por 
mililitro (pg/mL) e representados 
pela mediana em gráfico de box. A 
presença de símbolos     iguais 
(*,@,#) representa diferenças 
estatisticamente significante entre os 
grupos (p<0,05). 
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“C. neoformans variedade gattii e C. neoformans variedade neoformans induzem à 
produção de níveis similares de IFN-γ por leucócitos humanos” 
 
 
 Os níveis de IFNγ encontrados após estimulação de leucócitos de sangue total de 

indivíduos saudáveis com as variedades de C. neoformans foram muito baixos tanto para os 

estimulados com a variedade neoformans quanto para variedade gattii, não apresentando 

diferenças estatisticamente significativas entre os grupos (figura 17). 

As células mononucleares isoladas do sangue periférico estimuladas com 

variedades de C. neoformans também apresentaram baixos níveis de IFNγ nos sobrenadantes 

de cultura, sendo discretamente mais elevados quando estimulados com variedade gattii, 

porém sem significância estatística (figura 18). 
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Figura 17: Produção de IFN-γ por 
células mononucleares humanas 
obtidas de doadores voluntários (n=10) 
após estimulação in vitro com 
variedades de C. neoformas. As células 
mononucleares humanas (1 x 106) 
foram cultivadas na presença de 
células de fungo (1 x 107) da variedade 
neoformans (CNA), da variedade gattii 
(CNB) ou somente meio de cultura 
(Meio). A produção de IFNγ foi 
quantificada por ELISA em 
sobrenadantes de 18 horas de cultura. 
Os resultados estão expressos em 
picogramas por mililitro (pg/mL) e 
representados pela mediana em gráfico 
de box, não existindo diferenças 
estatisticamente significantes entre os 
grupos considerando p<0,05. 
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Figura 18: Produção de IFNγ por 
leucócitos de sangue total humano 
obtido de doadores voluntários 
saudáveis (n=10) após estimulação in 
vitro com variedades de C. neoformas. 
Os leucócitos foram cultivadas na 
presença de 1 x 107 células de fungo da 
variedade neoformans (CNA), da 
variedade gattii (CNB) ou somente 
salina. A produção de IFNγ foi 
quantificada por ELISA em 
sobrenadantes de 18 horas de cultura. 
Os resultados estão expressos em 
picogramas por mililitro (pg/mL) e 
representados pela mediana em gráfico 
de box não existindo diferenças 
estatisticamente significantes entre os 
grupos considerando p<0,05. 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Produção de óxido-nítrico e espécies 
reativas de oxigênio (ERO) 



 

Produção de oxido nítrico após estimulação com as variedades de C. neoformans 
   
  Os resultados da produção de oxido nítrico por leucócitos de sangue total 

humano, após estimulação com as variedades de C. neoformans estão apresentados na figura 

19. Foram encontrados níveis reduzidos de NO nos sobrenadantes de leucócitos humanos 

estimulados com a variedade gattii, quando comparados à variedade neoformans, com 

diferenças estatisticamente significativas p<(0,05).       

Os resultados obtidos após a estimulação das células mononucleares isoladas do 

sangue periférico com as variedades de C. neoformans mostraram níveis de oxido nítrico 

similares entre os sobrenadandes estimulados com a variedade neoformans ou com a 

variedade gattii (figura 20). 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19: Produção de oxido nítrico 
por leucócitos de sangue total 
humano obtido de doadores 
voluntários saudáveis (n=10) após 
estimulação in vitro com variedades 
de C. neoformas. Os leucócitos  (1 x 
106) foram cultivadas na presença de 
células de fungo (1 x 107) da 
variedade neoformans (CNA), da 
variedade gattii (CNB) ou somente 
meio de cultura (Meio). A produção 
de oxido nítrico foi quantificada por 
reação de Griess, em sobrenadantes 
de 18 horas de cultura. Os resultados 
estão expressos em picogramas por 
mililitro (pg/mL) e representados pela 
mediana em gráfico de box. A 
presença de símbolos igual (@,#) 
representa diferenças estatisticamente 
significantes entre os grupos 
(p<0,05). 0
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Figura 20: Produção de oxido nítrico 
por células mononucleares humanas 
obtidas de doadores voluntários 
saudáveis (n=10) após estimulação in 
vitro com variedades de C. neoformas. 
As células mononucleares humanas (1 
x 106) foram cultivadas na presença de 
células de fungo (1 x 107) da variedade 
neoformans (CNA), da variedade gattii 
(CNB) ou somente meio de cultura 
(Meio). A produção de oxido nítrico foi 
quantificada por reação de Griess, em 
sobrenadantes de 18 horas de cultura. 
Os resultados estão expressos em 
picogramas por mililitro (pg/mL) e 
representados pela mediana em gráfico 
de Box. Não existindo diferenças 
estatisticamente significantes entre os 
grupos considerando p<0,05. 
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Produção de espécies reativas de oxigênio por granulócitos humanos após estimulação 
com as variedades de C. neoformans 

 

Nossos resultados (figura 21) mostraram uma menor produção de espécies reativas de 

oxigênio (ERO), por granulócitos purificados a partir do sangue periférico de doadores 

saudáveis estimulados com C. neoformans variedade gattii, se comparados à variedade 

neoformans. Os parâmetros de pico máximo e área total sob a curva no ensaio de 

quimioluminescência foram maiores para a variedade neoformans indicando uma produção 

mais elevada de ERO por granulócitos humanos quando estimulados por esta variedade 

(tabela IV). 
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Figura 21: Produção de espécies reativas de oxigênio (ERO), por granulócitos de doadores 
voluntários saudáveis após estimulação in vitro com variedades de C. neoformans. Os 
granulocitos (1 x 106) foram cultivados na presença de células de fungo (1 x 107) da variedade 
neoformans (CNA), da variedade gattii (CNB) ou com zimozan. A produção de ERO foi 
quantificada por ensaio de quimioluminescência (50 minutos) em luminômetro (Lumat LB 
9501 Berthold) e s resultados estão expressos em unidades relativas de luz por segundo 
URL/s. A figura mostra um experimento representativo de quatro experimentos similares 
realizados. 
 



 

 
Tabela IV: Produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) por granulócitos 
humanos na presença de variedades do C. neoformans.   
 

Estímulo Pico Maximo 
(mV) 

Tempo gasto 
(minutos) 

Área sob a 
curva (cm2) 

Zim 1250 45 46,34 
CNA  1090 45 42,65 
CNB    265 38 10,77 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Produção de espécies reativas de oxigênio (ERO), por granulócitos humanos de doadores 
voluntários saudáveis após estimulação in vitro com variedades de C. neoformans. Os 
granulocitos purificados (1 x 106) foram cultivados na presença de células de fungo (1 x 
107) da variedade neoformans (CNA), da variedade gattii (CNB) ou com zimozan (Zim). A 
produção de ERO foi quantificada por ensaio de quimioluminescência (50 minutos) em 
luminômetro (Lumat LB 9501 Berthold). Os resultados estão expressos em valores de pico 
máximo em unidades relativas de luz por segundo URL/s, área total sob a curva em cm2 
(calculada pelo software Image J versão 1.32) e tempo em minutos para o pico máximo de 
produção de espécies reativas de oxigênio de um experimento, representativo de quatro 
experimentos similares realizados. 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Discussão



 

A neurocriptococose, tendo como manifestação clinica mais freqüente a 

meningoencefalite, é a micose profunda mais comum entre pacientes acometidos pela 

SIDA e apresenta-se altamente responsável não só pela morbidade, mas também pela 

mortalidade entre estes (ROZEMBAUM; RIOS-GONÇALVES, 1994; MITCHELL; 

PERFECT, 1995; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 1998). Segundo Branchini et al., (2000), 

a grande maioria dos casos de criptococose ocorre em pacientes imunossuprimidos, 

principalmente HIV positivos. Este fato é responsável pela mudança na epidemiologia 

desta doença, pois, antes do início da epidemia de SIDA, a criptococose ocorria 

principalmente em pacientes acometidos por doenças imunossupressoras graves como 

as doenças linfoproliferativas, nos pacientes em terapia com corticoesteróides, na 

sarcoidose, em transplantados de órgãos e ocasionalmente em portadores de diabetes 

mellitus. Em nosso estudo, a maioria dos isolados de C. neoformans foram obtidos de 

pacientes HIV positivos (81,8%) os quais em grande parte estavam acometidos por 

meningoencefalites. Dados equivalentes foram encontrados por BRANDÃO et al., 

(2004) mostrando que a criptococose ocorre, na maioria dos casos, em pacientes com 

alto grau de comprometimento imunológico. 

Dentre os pacientes pesquisados em nosso estudo, 48% apresentavam infecção 

pulmonar. Esse dado sugere a disseminação do C. neoformans a partir do sistema 

respiratório, porta de entrada da infecção, atingindo o sistema nervoso central. Em 

apenas 02 (6,06%) dos pacientes aparentemente não ocorreu à disseminação, 

apresentando somente a fase pulmonar da doença diagnosticada por hemocultura. 

Nossos dados são similares aos de Laerte (2003) que encontrou a forma pulmonar 

isolada em 6,8% dos casos de criptococose.  

Nosso estudo identificou apenas um paciente com criptococose cutânea 

apresentando lesões no couro cabeludo, de onde foram isolados os fungos. A 



 

criptococose cutânea primária resulta da inalação do Cryptococcus sem o 

desenvolvimento de lesão pulmonar ou, menos freqüentemente, da inoculação local. É 

infreqüente e mesmo nos casos documentados é difícil de excluir a presença de doença 

sistêmica. Mentz et al. (2001) relatam que as manifestações cutâneas ocorrem em 10 a 

15 % dos casos e, na maioria das vezes, precede o surgimento de doença sistêmica. É 

interessante notar que o paciente com criptococose cutânea de nosso estudo estava 

infectado pelo C. neoformans variedade gattii. Este paciente não apresentava nenhum 

fator predisponente para o desenvolvimento da infecção e não tinha nenhuma doença de 

base associada. 

A maioria dos casos diagnosticados de criptococose apresenta o C. neoformans 

variedade neoformans como principal agente etiológico. Esta variedade também é 

considerada a principal responsável por criptococose em pacientes com SIDA, enquanto 

o C. neoformans variedade gattii tem sido raramente relatado em pacientes infectados 

com o vírus HIV, mesmo em áreas  tropicais e subtropicais onde essa variedade é mais 

encontrada (MITCHELL; PERFECT, 1995; SPEED et al., 1995). Nossos resultados 

mostram que dos trinta e três isolados de C. neoformans, trinta (91%) foram da 

variedade neoformans e três (9%) da variedade gattii. Brandão et al., 2004, relata que a 

criptococose além de acometer aqueles pacientes com defiência da resposta imune 

celular, também pode ocorre mais raramente em pessoas sem nenhum fator 

imunossupressor detectado, sendo que em 4,2% dos pacientes não foi detectado nenhum 

fator predisponente para o desenvolvimento da infecção pelo C. neoformans. Em nosso 

trabalho encontramos dois isolados de C. neoformans variedade gattii em pacientes HIV 

negativos. Branchini et al., 2000, relatam que o C. neoformans variedade neoformans é 

responsável por mais de 90% das infecções nos pacientes com SIDA, enquanto a 



 

variedade gattii age como patógeno primário, infectando pacientes imunocompetentes 

residentes em área rural (CORRÊA et al., 1999).  

No Hospital Escola da UFTM, no período compreendido entre dezembro de 

2001 a julho de 2005, a criptococose ocorreu mais freqüentemente em pacientes na 

faixa etária de trinta a quarenta anos de idade (45% dos casos). Segundo Corrêa et al., 

(1999) a criptococose tem sido descrita em pacientes de diversas faixas etárias. Todavia, 

Pinner; Hajjeh; Powderly, (1995) relatam que as faixas etárias compreendidas entre 30 a 

40 anos (42%) e entre 40 a 50 anos (29%) são as mais freqüentes, sendo rara a 

criptococose infantil.  

Altas taxas de aparecimento de doenças fúngicas e a reincidência destas tem sido 

uma preocupação crescente entre os clínicos, considerando o potencial emergente de 

resistência a antifúngicos entre os isolados de C. neoformans (PFALLER et al., 2005). 

A freqüência crescente de criptococose em pacientes imunocomprometidos e a 

existência de cepas de C. neoformans resistentes aos principais agentes antifúngicos 

utilizados tem dificultado a terapia contra esta doença. Diante disto, estudamos o perfil 

de sensibilidade de trinta e cinco amostras de C. neoformans, sendo trinta e uma da 

variedade neoformans e quatro da variedade gattii, frente a quatro antifúngicos.   

A anfotericina B é considerada o tratamento de escolha como terapia inicial para 

criptococose (WHITE; ARMSTRONG, 1994). Em estudo realizado por De Bedoult et 

al. (1999), 10% dos isolados de C. neoformans var. neoformans foram considerados 

resistentes a este antifúngico. Tem sido descrita a resistência in vitro a anfotericina B 

bem como in vivo em pacientes com SIDA, (LOZANO-CHIU; PAETZNICK; 

GHANNOUM; REX, 1998; POWDERLY, 1990). Apesar disto, o número de pacientes 

com criptococose resistentes a anfotericina B é considerado pequeno (VANDEN et al., 

1998).  Em nosso estudo encontramos cinco (17.5%) cepas resistentes a anfotericina B 



 

com duas apresentando CIM igual 2 μg/mL (5,7%) 1 sendo uma da variedade 

neoformans e outra da variedade gatti de acordo com padrões de resistencia proposta na 

literatura  (NGUYEN; YU, 1998; LOSANO-CHIU, et al. 1998). Dentro deste contexto, 

o estudo de Trilles; Fernandez-Torres; Lazera; Wanke; Guarro (2004) mostra que, de 

uma forma geral, o C. neoformans variedade gattii é menos susceptível aos vários 

antifúngicos testados com exceção da fluocitocina e da anfotericina B. O aumento na 

síntese de óxido-nítrico por macrófagos estimulados por anfotericina B (TOHYAMA; 

KAWAKAMI; SAITO, 1996; MOZAFFARIAN; BERMAN; CASADEVALL, 1997), 

constitui-se em um mecanismo adicional de ação desta droga o que torna complexa e 

difícil a extrapolação direta dos resultados obtidos com a anfotericina B in vitro para os 

reais efeitos in vivo. 

Embora o antifúngico cetoconazol não seja indicado para tratamento de 

meningoencefalites, ele foi incluído em nosso trabalho para avaliar uma possível 

resistência cruzada entre os azólicos. No estudo realizado por (ALVES et al., 2001), 

foram observados CIMs muito baixas para as amostras de C. neoformans investigadas. 

Em nosso trabalho, das trinta e cinco amostras estudadas, apenas uma, da variedade 

gattii, apresentou uma CIM elevada (igual 4 μg/mL), sendo que todos os outros isolados 

foram sensíveis, com CIMs menores que 1μg/mL. 

Para o antifúngico fluconazol que é comumente utilizado em paciente com SIDA 

como preventivo de doenças fúngicas oportunistas, têm sido descrito o aparecimento de 

cepas resistentes, isoladas de pacientes com imunossupressão devido a tratamentos 

prolongados (ALVES; LOPES; COSTA ; KLOCK, 1997; ESPINEL-INGROFF et al., 

1998). Também tem sido descrito que os isolados clínicos são menos susceptíveis ao 

fluconazol do que os isolados ambientais (ALVES et al., 2001). Encontramos neste 

trabalho apenas uma cepa da variedade gattii que foi classificada como dose dependente 



 

apresentando um CIM igual a 16, sendo considerados sensíveis todos os outros isolados  

(ALLER et al.; 2000, NCCLS, 2002) mostraram que uma melhor resposta clínica a 

terapia era observada quando as amostras de C. neoformans apresentavam valores de 

CIM menores que 16 μg/mL e Larsen et al., (2005) relataram que os resultados de CIM 

in vitro correspondem ao efeito in vivo para o antifúngico fluconazol. O trabalho de 

Fernandes et al. (2003) mostra que isolados da variedade gattii apresentam maiores 

valores de CIM para o fluconazol quando comparados à variedade neoformans. Em um 

estudo realizado no sul do Brasil verificou-se que a susceptibilidade dos isolados C. 

neoformans frente ao fluconazol foi similar a estudos similares reportados nas 

Américas. Em Minas Gerais, isolados de C. neoformans apresentaram 100% de 

sensibilidade para fluconazol com CIMs < 16 μg/mL (FRANZOT ; HAMDAN, 1996).   

Com relação ao itraconazol, não detectamos um perfil distinto de 

susceptibilidade quando comparamos isolados da variedade neoformans com isolados 

da variedade gattii. Nosso estudo encontrou dez amostras com CIMs entre 0,25 a 

0,5μg/mL e duas amostras resistentes com CIMs iguais a 1 μg/mL, sendo uma de cada 

variedade. Os dados da literatura mostram que para o itraconazol, são considerados 

resistentes os isolados de C. neoformans que apresentam CIM > 1 μg/mL, e dose 

dependentes aqueles com valores entre 0,25 a 0,5 μg/mL (NGUYEN ; YU, 1998; 

VANDEN et al., 1998; LOSANO-CHIU, et al. , 1998).  

Nosso estudo também mostrou que os C. neoformans isolados de LCR 

apresentaram CIMs mais elevados sendo encontrado cepas resistentes e doses 

dependentes. Para os isolados de lavado brônquico foram encontrados CIMs mais 

elevados somente para o fluconazol. O aparecimento de cepas de C. meformans 

resistentes está geralmente associado com infecções crônicas encontradas em pacientes 

imunocomprometidos com neurocriptococose, sendo mais facilmente encontrado, nestes 



 

casos, cepas resistentes ou doses dependentes nas amostras de LCR rotineiramente 

utilizadas para o diagnóstico laboratorial destes pacientes (DELFINO, et al., 1994; 

SHOHAM, et al., 2001). Embora tenha sido isoladas somente duas cepas no lavado 

brônquico, estas também apresentaram CIMs mais elevados para fluconazol, devido ao 

seu uso constante por pacientes imunocomprometidos por SIDA, podendo o fungo 

inicialmente causar uma infecção pulmomar sintomática ou não e posteriormente 

disseminar-se para as meninges e causar neurocriptococose (BAKER; REBOLI, 1997). 

Assim se torna cada vez mais importante à realização de testes de susceptibilidade para 

isolados de C. neoformans para o controle das criptococoses pulmonares e 

neurocriptococose visando obter melhores resultados na terapia contra o C. neoformans.                 

Analisando todos os resultados de CIMs obtidos neste trabalho para os diferentes 

antifúngicos testados, podemos dizer que detectamos alguns isolados com CIMs 

elevados, tanto para a variedade neoformans quanto para a variedade gattii, mas não foi 

detectado um perfil distinto de susceptibilidade entre as variedades.  

Tem sido descrito manifestações clínicas diferentes do hospedeiro, dependendo 

de qual variedade de C. neoformans é a causadora da infecção. Sabe-se que a variedade 

gattii pode causar meningoencefalites em indivíduos saudáveis, enquanto o mesmo não 

é conhecido para a variedade neoformans, comumente encontrada como causadora de 

doença em indivíduos imunodeprimidos (NARASIPURA; AULT; BEHR; 

CHATURVEDI; 2003). Além disto, a variedade gattii quando inoculada 

experimentalmente na cavidade peritonial de camundongos mostrou-se mais patogênica 

do que a variedade neoformans (TORRES-RODRIGUES, MORERA; BARO; 

COROMINAS; CASTANEDA, 2003). Embora existam diversos relatos de 

comportamento clínico diferencial entre as variedades, poucos são os estudos 

descrevendo a resposta imune à variedade gattii. Neste trabalho realizamos uma 



 

investigação comparativa in vitro de diversos parâmetros da resposta imunológica 

induzida pelas variedades do C. neoformans em células humanas. Os parâmetros 

investigados foram a produção de citocinas pró e anti-inflamatórias (TNF-α,  IFN-γ e 

IL-10), espécies reativas de oxigênio (ERO) e óxido-nítrico (NO). 

Inicialmente avaliamos a produção da citocina pró-inflamatória, TNF-α, por 

leucócitos de sangue total estimulados com as variedades do C. neoformans.  Os 

resultados obtidos mostraram uma produção equivalente de TNF-α por leucócitos de 

doadores voluntários saudáveis, independente da variedade de C. neoformans utilizada 

para estimulação. Resultados similares também foram obtidos quando trabalhamos com 

células mononucleares purificadas do sangue periférico. Observou-se uma tendência à 

produção de níveis mais elevados de TNF-α quando os PBMCs eram estimulados com a 

variedade neoformans se comparados à variedade gattii, porém sem significância 

estatística. Netea et al., (2004) demonstraram que indivíduos imunocomprometidos, 

apresentavam produção de baixos níveis de IFN-γ e TNF-α e altos níveis de IL-10 e que 

isto favorecia o desenvolvimento da meningite criptocócica, podendo esta situação ser 

induzida pelo C. neoformans. O TNF-α parece ser uma citocina importante para o 

hospedeiro no controle da criptococose. A neutralização parcial do TNF-α com 

anticorpos monoclonais em camundongos infectados experimentalmente com o C. 

neoformans, leva ao desenvolvimento de uma infecção fúngica crônica em animais 

imunocompetentes (HERRING et al., 2005). Pacientes que sobreviveram à criptococose 

apresentam níveis mais elevados de TNF-α no LCR quando comparados aos pacientes 

que vieram a óbito (SIDDIQUI et al., 2005) e existem casos descritos de uso de 

“infliximab” (anticorpo monoclonal anti-TNF−α disponível comercialmente) 

aumentando, nestes casos, à susceptibilidade a infecções oportunistas pelo C. 

neoformans (BUENTKE; SCHEYNIUS, 2003).  



 

Sabe-se que as manoproteínas presentes na cápsula do C. neoformans são capazes de 

induzir a produção de TNF−α por leucócitos humanos (LEVITZ, 2002; PIETRELLA et 

al., 2002). Por outro lado, os polissacarídeos capsulares (GXM) não têm sido descritos 

como bons indutores da secreção de TNF-α por células humanas, dependendo 

fortemente da presença de outras moléculas, tais como as proteínas do sistema de 

complemento, para que sejam capazes de induzir níveis não muito elevados de TNF−α 

(CHAKA et al., 1997; LEVITZ, 2002). A dependência de proteínas do sistema do 

complemento para que o GXM seja capaz de induzir à produção de TNF-α também 

transforma o cérebro em um local imunologicamente privilegiado e relativamente 

seguro para o C. neoformans, devido à ausência ou inacessibilidade de um sistema do 

complemento funcional no sistema nervoso central (KOZEL, 1993). Os principais 

receptores descritos para os GXM em células humanas incluem as moléculas: CD14, 

TLR2 (receptor “toll-like” 2), TLR4 (receptor “toll-like” 4) e CD18 (SHOHAM; 

HUANG; CHEN; GOLENBOCK ; LEVITZ, 2001; LEVITZ, 2002) sendo que a 

fagocitose de C. neoformans não opsonizado pode ser facilitada pelo CD14 

(LIPOVSKY et al., 1997; LEVITZ, 2002). A estimulação com GXM ativa a 

translocação do fator NFkB, sem que ocorra a ativação concomitante de MAP cinases 

(SHOHAM et al., 2001; LEVITZ, 2002). Esta via leva a uma não expressão de genes 

codificadores de moléculas pró-inflamatórias. Já as manoproteínas podem ser 

reconhecidas por receptores de manose e lectinas ligadoras de manose (MBL) em 

conjunção com moléculas CD14, sendo que anticorpos monoclonais anti-CD14 são 

capazes de inibir a produção de TNF-α induzida pela manoproteína-2 (CHAKA et al., 

1997; LEVITZ, 2002).  

O fato de não termos encontrado diferenças entre as variedades quanto à 

capacidade de indução da produção de TNF-α nos levou a indagar se estes resultados 



 

não poderiam refletir um mecanismo de ação equivalente entre as manoproteínas das 

variedades gattii e neoformans, não cabendo também um papel preponderante, neste 

caso, para possíveis diferenças entre os GXMs. Todavia estas especulações ainda 

requerem muitos estudos comparativos visando esclarecer todas as vias de trasndução de 

sinais estimuladas por moléculas presentes na cápsula das variedades do C. neoformans. 

Muitos dos efeitos atribuídos ao TNF-α podem ser antagonizados pela citocina 

antiinflamatória, IL-10 (MOORE et al., 1993). Os resultados obtidos em nosso estudo 

mostram que tanto a estimulação de PBMCs quanto de leucócitos de sangue total in vitro 

com a variedade gattii são capazes de induzir à produção de níveis significativamente 

mais elevados de IL-10 (p<0,05) quando comparados a variedade neoformans. A IL-l0 é 

uma citocina sintetizada por vários tipos célulares e que pode levar a uma modulação da 

resposta imune, inibindo a produção de citocinas proinflamatórias, induzindo a apoptose 

e reduzindo a capacidade de apresentação de antígenos, e também a produção de 

quimiocinas (STAPLES, BERGMANN, BARNES, NEWTON, 2000; KOGUCHI; 

KAWAKAMI, 2002; CHIAPELLO et al., 2004). Várias hipóteses podem ser levantadas 

para explicar a indução da produção de altos níveis de IL-10 pela variedade gattii. Foi 

descrito à produção de prostaglandina da série E pelo. C. neoformans (NOVERR; 

PHARE; TOEWS; COFFEY; HUFFNAGLE, 2001) e sabe-se que as prostaglandinas 

induzem a um aumento na produção de IL-10 (DEMEURE et al., 1997). Poderiamos 

sugerir que a variedade gattii seja capaz de produzir níveis mais elevados de 

prostaglandinas do que a variedade neoformans e desta forma induzir indiretamente à 

produção de maiores quantidades de IL-10 pelas células do hospedeiro. Todavia esta 

explicação não se aplica aos nossos resultados porque trabalhamos com células de C. 

neoformans mortas pelo calor e, portanto incapazes de secretar mediadores solúveis 

como a PGE. Uma segunda causa provável para a indução de altos níveis de IL-10 



 

podem ser os glicopolissacarídeos (GXM) encontrados em grande quantidade na cápsula 

do C. neoformans. Em ratos Wistar os GXM podem modificar a síntese de citocinas por 

células mononucleares, levando a produção de altos níveis de IL-10 e baixos de IL-2, 

IFN-γ e TNF-α, afetar a maturação de células dendríticas (VECCHIARELLI et al., 

2003) e induzir à apoptose celular (CHIAPELLO et al., 2004). Sabe-se que os GXM 

presentes na cápsula do C. neoformans afetam a produção de citocinas, induzindo a um 

aumento na produção de IL-10 e a perda do receptor de TNF-α da superfície de 

neutrófilos, reduzindo a migração de fagócitos para o local da infecção e a adesão de 

leucócitos às células do fungo; sendo este efeito mais pronunciado quando os 

camundongos eram infectados pela variedade gattii em comparação àqueles infectados 

pela variedade neoformans (DONG; MURPHY, 1995; DONG; MURPHY, 1996; 

MONARI et al., 2003).  Sabe-se que o TLR2, o TNF-α, o IFN-γ e a IL-12 são 

importante para a defesa contra a infecção pelo C. neoformans, mas não o TLR4 

(BIONDO et al., 2005). Com os resultados obtidos neste estudo, poderíamos indagar se 

os GXMs da variedade gattii não estariam estimulando preferencialmente o TLR4, 

levando a uma produção de IL-10, sem produção de TNF-α  através de uma ativação 

incompleta mediada pela translocação de NFkB, mas sem a ativação de MAP quinases. 

(SHOHAM; HUANG; CHEN; GOLENBOCK; LEVITZ, 2001). A resposta a esta 

pergunta requer novos estudos visando identificar quais são as vias de transdução de 

sinal preferencialmente ativadas pelas diferentes variedades de C. neoformans.  

Diversos trabalhos descritos na literatura mostram que as prováveis 

conseqüências de uma elevação na produção de IL-10 incluem a redução na expressão 

de moléculas HLA de classe II e a apresentação de antígenos por macrófagos (RETINI; 

VECCHIARELLI; MONARI; BISTONI; KOZEL, 1998). Estes fenômenos, por sua vez, 

também levam à uma diminuição da proliferação celular e da secreção de citocinas 



 

inflamatórias como TNF-α, IFN-γ e IL-12 entre outras, reduzindo por sua vez a 

produção de oxido nítrico e espécies reativas de oxigênio. Todos estes aspectos 

conduzem a uma inibição de resposta Th1, ficando o hospedeiro mais susceptível 

infecção e facilitando o escape do C. neoformans (ELLERBROEK; ULFMAN; 

HOEPELMAN; COENJAERTS, 2004). Os dados obtidos neste trabalho sugerem que 

uma excessiva produção de IL-10 poderia levar ao desenvolvimento de uma infecção 

mais grave pela variedade gattii em relação à infecção pela variedade neoformans.  

De todas as citocinas conhecidas, a IL-10 é, provavelmente, aquela que apresenta 

a mais potente ação anti-inflamatória sobre diversos aspectos da resposta imunológica 

do hospedeiro. Poderiamos levantar a hipótese de que os achados de maior virulência 

clínica previamente descritos na literatura para a variedade gattii devem ser explicados, 

pelo menos em parte, pela secreção de maiores quantidades de IL-10. A indução de uma 

“imunossupressão temporária” das células do hospedeiro seria um mecanismo de escape 

desenvolvido por esta variedade. Novos estudos sobre o “arranjo” ou “estrutura 

espacial” e densidade de expressão de GXMs, GalXMs e manoproteínas na cápsula das 

diferentes variedades podem ajudar a esclarecer os mecanismos envolvidos na maior 

produção de IL-10 induzida pela variedade gattii e detectada em nosso trabalho. Além 

disto, conforme citamos anteriormente, o estudo de receptores e vias de transdução de 

sinais que são específicamente ativadas ou inibidas pelos componentes da cápsula das 

diferentes variedades constitui-se em importante campo futuro de investigação. 

Varias citocinas Th1 são importantes na resposta contra o C. neoformans tais 

como o IFN-γ, IL-2, IL-12, IL-18, TNF-α, e IL-15 (DONG; MURPHY, 1995; 

KAWAKAMI; ZHANG; QURESHI; SAITO, 1997; QURESHI et al., 1999). De todas 

estas citocinas, o IFN-γ parece exercer um papel central neste processo (ARORA et al., 

2005; CHEN et al., 2005; SIDDIQUI et al., 2005). O IFN-γ limita o crescimento do C. 



 

neoformans em macrófagos e ainda pode ser utilizado em protocolos experimentais para 

tratamento e cura da criptococose disseminada in vivo (RAYHANE et al., 1999; 

SUMMERS; DORLING; BOYLE; SHAUNAK, 2005). Com relação ao IFN-γ, nossos 

resultados mostraram uma produção extremamente reduzida desta citocina quanto 

estimulamos PBMC ou leucócitos de sangue total, sendo observado um discreto 

aumento somente em sobrenadantes de PBMCs estimulados com a variedade gattii 

porém sem nenhuma significância estatística. Os dados obtidos sugerem que o C. 

neoformans parece não ser capaz de induzir in vitro à produção de grandes quantidades 

de IFN-γ. Outra explicação possível é a de que o tempo de estimulação em cultura 

utilizado em nossos experimentos (18 horas) não tenha sido suficiente para induzir à 

produção de quantidades detectáveis de IFN-γ por leucócitos estimulados pelo C. 

neoformans.  

A imunidade celular é decisiva na defesa dos pacientes contra a infecção pelo o 

C. neofornans. (REARDON; KIM; WAGNER; KORNFELD, 1996; LINDELL; 

MOORE; MCDONALD; TOEWS; HUFFNAGLE, 2005). A resposta imune é realizada 

por células T ativadas e através da produção de citocinas, ativação de macrófagos, 

formação de granuloma, e destruição do fungo intracelular ou contido no estado de 

dormência. (DIAMOND; ROOT; BENNETT, 1972). Os principais mecanismos 

efetores da morte do C. neoformans envolvem a produção de óxido-nítrico (NO) e 

espécies reativas de oxigênio (ERO) (ROSSI et al., 1999, BARLUZZI et al., 2000; 

FELDMESSER; TUCKER; CASADEVALL, 2001; NICHOLS; BAUMAN; 

SCHAFER; MURPHY, 2002; FANG, 2004).  

O C. neoformans pode desenvolver se intracelularmente, e o oxido nítrico é 

capaz de provocar a morte de microrganismos intracelulares. Dentro deste contexto o 

NO parece ser um fator importante no controle da infecção causada por este fungo. Não 



 

detectamos em nossos experimentos, diferenças entre as variedades do C. neoformans 

com relação à produção de NO por PBMCs, Por outro lado, nossos resultados 

mostraram que quando leucócitos do sangue total foram estimulados com C. 

neoformans variedade gattii houve uma redução na produção de oxido nítrico em 

relação àqueles estimulados com a variedade neoformans, com diferenças 

estatisticamente significativas (p<0,05). O C. neoformans é capaz de produzir 

mediadores, tais como as prostaglandinas (NOVER; PHARE; TOEWS; COFFEY; 

HUFFNAGLE, 2001), que poderiam afetar a produção de NO por leucócitos humanos. 

Também foi descrito que o C. neoformans é capaz de neutralizar o efeito do NO 

produzido por macrófagos sem interferir com a ação da enzima sintetizadora de óxido-

nítrico induzível (NOS2) provavelmente por consumo deste gás (TRAJKOVIC et al., 

2000). Todavia, estes dados da literatura não explicam os resultados obtidos em nossos 

experimentos, pois utilizamos variedades de C. neoformans inativadas pelo calor. Uma 

explicação mais provável para os nossos resultados seria a inibição indireta da produção 

da NO pela ação da IL-10 induzida em maiores quantidades pela variedade gattii. 

Nossos dados sugerem que uma infecção pela variedade neoformans poderia resultar em 

uma resposta imune mais favorável para o hospedeiro com menor inibição da produção 

de oxido nítrico pelos granulócitos em comparação com o observado para a variedade 

gattii.  

Avaliamos também a produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) por 

granulócitos e observamos que aqueles estimulados com a variedade gattii, produziram 

menores quantidades totais de ERO em relação aos estimulados com a variedade 

neoformans. Estudos realizados por Huffnagle; Lipscomb, (1998); Cox et al., (2003); 

Narasipura; Ault; Behr; Chaturvedi; Chaturvedi, (2003) e Narasipura; Chaturvedi ; 

Chaturvedi, (2005) mostraram que o C. neoformans pode neutralizar os efeitos de 



 

radicais livres de oxigênio produzidos pelos leucócitos do hospedeiro através da enzima 

superóxido dismutase presentes nas células do fungo (SOD). Outro mecanismo de 

escape descrito na literatura é a síntese de melanina pelo C. neoformans a partir de 

precursores como catecolaminas e dopamina encontrados no SNC (POLACHECK; 

PLATT; ARONOVITCH, 1990). A melanina e o manitol produzidos pelo fungo 

protegem contra o ataque oxidativo das células do hospedeiro, além de aumentar à 

síntese de citocinas Th2 (WANG; CASADEVALL, 1994; WANG; AISEN; 

CASADEVALL, 1995, CHATURVEDI; WONG; NEWMAN, 1996; MEDNICK; 

NOSANCHUK ; CASADEVALL, 2005). A partir dos dados obtidos em nosso trabalho, 

seria importante pesquisar se a variedade gattii é capaz de inibir mais eficientemente a 

atividade da NADPH oxidase em granulócitos humanos. A investigação dos 

mecanismos envolvidos neste processo deve contribuir para o conhecimento das 

estratégias de escape desta variedade do ataque imunológico do hospedeiro. Dentro 

deste contexto existem estudos mostrando que amostras de C. neoformans var. gattii 

que apresentam mutações na enzima SOD são mais susceptíveis ao ataque oxidativo de 

leucócitos do que as células de C. neoformans var. gattii com atividade normal de SOD 

(COX et al., 2003; NARASIPURA; AULT; BEHR; CHATURVEDI; CHATURVEDI, 

2003; CHEN et al., 2005;). Outras investigações também necessitam ser realizadas em 

futuros projetos, tais como testar comparativamente a cinética de deposição de C3b e 

outras opsoninas entre às variedades de gattii e neoformans, o que também poderia 

explicar os resultados mostrando a produção de quantidades diferentes de ERO por 

granulócitos humanos expostos às duas variedades.  Os dados obtidos em nosso estudo 

sugerem que uma menor produção de ERO in vivo poderia levar a uma infecção mais 

persistente pela variedade gattii, sendo este mais um aspecto envolvido na patogênese 



 

do C. neoformans var. gattii e que o tornaria mais virulento que o C. neoformans var. 

neoformans. 

  Os resultados obtidos neste trabalho mostram que a variedade gattii induz a uma 

produção de níveis mais elevados de IL-10, níveis reduzidos de óxido nítrico e menor 

produção de ERO por células do sistema imune em humanos em comparação com a 

variedade neoformans.  Todos estes dados, associados ao fato que a IL-10 apresenta 

ações inibitórias sobre células do sistema imune e que NO e ERO são mediadores 

importantes da morte de C. neoformans, podem explicar, pelo menos em parte, a maior 

virulência previamente descrita para a variedade gattii.  

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Conclusão



 

De acordo com os nossos resultados a variedade que mais causou criptococose 

no Hospital Escola da UFTM no período de dezembro de 2001 a julho de 2005 foi a 

variedade neoformans.  

Com relação à susceptibilidade aos antifúngicos, o estudo comparativo mostrou, 

em geral, um perfil equivalente com a maioria dos isolados de ambas as variedades 

sendo considerados sensíveis às drogas testadas. Também foram encontradas cepas 

resistentes e doses dependentes em ambas as variedades, com destaque para um isolado 

de C. neoformans var. gattii que apresentou CIMs elevadas para todos os quatros 

antifúngicos testados. Devido ao fato de termos detectados isolados dose dependentes e 

resistentes, concluímos que a realização de testes de susceptibilidade é necessária para 

avaliar a sensibilidade das cepas, visando uma terapia mais adequada aos pacientes.  

Quanto à resposta imune encontramos níveis mais elevados de IL-10 e menor 

produção de NO e ERO pelas células estimuladas com a variedade gattii em 

comparação à variedade neoformans sugerindo que estes fatores podem conferir maior 

virulência ao C. neoformans var. gattii.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resumo 



 

A criptococose é uma micose cosmopolita que vem assumindo um papel 

relevante, principalmente em meningites. É considerada uma infecção oportunista, 

geralmente associada à imunodepressão e a pacientes acometidos de leucemia, 

câncer, diabetes, transplantados, em tratamento com corticosteróide ou infectados 

com o vírus da síndrome da imunodeficiência adquirida, sendo menos freqüente, 

embora possível, em pacientes com imunidade normal. Apesar dos diversos avanços 

terapêuticos ainda é considerado difícil o tratamento da criptococose em indivíduos 

severamente imunossuprimidos, podendo chegar até 25% a mortalidade neste grupo, 

sendo que muito dos sobreviventes poderão apresentar seqüelas neurológicas 

permanentes. 

O Cryptococcus neoformans é classificado em duas variedades, de acordo com 

os seus antígenos polissacarídeos capsulares, o C. neoformans variedade neoformans 

(sorotipos A, D e A/D) e o C. neoformans variedade gattii (sorotipos B e C). 

Importantes estudos epidemiológicos têm demonstrado diferenças geográficas na 

distribuição das variedades e existem relatos de maior dificuldade no tratamento com 

antifúngicos nas infecções por C. neoformans variedade gattii. O C. neformans var. 

gattii é emergente como um patógeno primário, bioquimica e geneticamente diferente 

do C. neoformans var. neoformans. A variedade gattii difere da neoformans por ser 

capaz de causar doença em hospedeiros imunocompetentes. A infecção causada pelo 

C. neoformans var. gattii também é diferenciada da variedade neoformans devido o 

aumento na incidência de granulomas no pulmão e cérebro, aumentando a morbidade 

neurológica e ocorrendo baixa resposta a terapia com antifúngicos 

A imunidade celular é decisiva na defesa dos pacientes contra a infecção pelo o 

C. neofornans. A gravidade da doença e o prognóstico na criptococose são dependentes, 



 

em grande parte, da integridade do sistema imune do hospedeiro e das características 

próprias de cada variedade de Cryptococcus neoformans.  

As diferenças no comportamento das variedades de C. neoformans ainda são 

muito pouco compreendidas e os trabalhos existentes enfocam principalmente a 

criptococose experimental. A resposta imune à variedade gattii é muito pouco conhecida 

e a maioria dos estudos restringe-se apenas ao estudo isolado da espécie C. neoformans. 

Existe, portanto, uma lacuna de conhecimento associado ao estudo comparativo da 

resposta imune às variedades do C. neoformans.  

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar a susceptibilidade a 

antifúngicos e a resposta imune in vitro de leucócitos humanos frente às variedades de 

C. neoformans. Realizamos uma investigação comparativa in vitro de diversos 

parâmetros da resposta imunológica induzida pelas variedades do C. neoformans em 

células humanas. Os parâmetros investigados foram a produção de citocinas pró e anti-

inflamatórias (TNF-α,  IFN-γ e IL-10), espécies reativas de oxigênio (ERO) e óxido-

nítrico (NO). 

De acordo com os nossos resultados a variedade que mais causou criptococose 

no Hospital Escola da UFTM no período de dezembro de 2001 a julho de 2005 foi a 

variedade neoformans. Com relação à susceptibilidade aos antifúngicos, o estudo 

comparativo mostrou, em geral, um perfil equivalente com a maioria dos isolados de 

ambas as variedades sendo considerados sensíveis às drogas testadas. Também foram 

encontradas cepas resistentes e doses dependentes em ambas as variedades, com 

destaque para um isolado de C. neoformans var. gattii que apresentou CIMs elevadas 

para todos os quatros antifúngicos testados. Devido ao fato de termos detectados 

isolados dose dependentes e resistentes, concluímos que a realização de testes de 



 

susceptibilidade é necessária para avaliar a sensibilidade das cepas, visando uma terapia 

mais adequada aos pacientes.  

Quanto à resposta imune encontramos níveis mais elevados de IL-10, níveis 

equivalentes de TNFα e IFNγ e menor produção de NO e ERO pelas células 

estimuladas com a variedade gattii em comparação à variedade neoformans. Todos estes 

dados, associados ao fato que a IL-10 apresenta ações inibitórias sobre células do 

sistema imune e que NO e ERO são mediadores importantes da morte de                      

C. neoformans, podem explicar, pelo menos em parte, a maior virulência previamente 

descrita para a variedade gattii.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abstract 



 

Cryptococosis is an opportunist infection generally associated to 

imunossupressed states, such as leukemia, cancer, diabetes, organ transplantantion or 

HIV infection, being less frequent, although possible, in patients with normal 

immunity. Treatment of cryptococosis is considered difficult especially in 

imunossupresed individuals, with a 25% mortality in this group, and much of the 

survivors will present permanent neurological sequels. 

Cryptococcus neoformans is classified in two varieties, in accordance with its 

antigens, the C. neoformans variety neoformans (sorotype, A and D) and the C. 

neoformans variety gattii (sorotype B and C). Important epidemiological studies have 

demonstrated geographic differences in the distribution of the varieties and also 

difficulties in the treatment of infections caused by C. neoformans variety gattii. The 

gattii variety is genetically and biochemically different from neoformans variety, 

being able to cause illness in imunocompetentes hosts. The infection caused by the C. 

neoformans var. gattii is also differentiated from the neoformans variety by an 

increase incidence of lung and brain granulomas and greater neurological morbidity 

with a poor response to antifungic drugs.  

The cellular immune response is decisive in the defense of the patients against 

C. neofornans infection. The severity of infection depends, to a large extent, on the 

integrity of host immune system and the specific characteristics of each Cryptococcus 

neoformans variety. Litle is knwon about the immune response to the gattii variety 

and the majority of the papers are restricted to the C. neoformans specie.  

 Based on these facts, we evaluated the antifúngic susceptibility and in vitro 

immune response of human leukocytes to different C. neoformans varieties. The 

investigated parameters were the production of pro and anti-inflammatory cytokines 

(TNF-α IFN-γ and IL-10), reactive oxygen species (ROS) and nitric-oxide (NO). 



 

Our results show that neoformans variety was the main cause of criptococosis in 

the Hospital Escola (UFTM) during the period of December 2001 to July 2005. With 

regard to the antifungal suscepptibility, this comparative study showed a similar 

profile with the majority of isolated from both varieties being sensible to all tested 

drugs. Resistant and dose-dependent C. neoformans were also found in both varieties, 

with one isolated gattii variety presenting high CIMs for all the tested drugs. This fact 

led us to conclude that the execution of susceptibility tests are necessary to evaluate 

the sensitivity of C. neoformans varieties, in order to develop a better therapy 

program for infected patients. 

Our data also sohws higher IL-10 levels and lower production of NO and ROS 

by immune cells stimulated with the gattii variety in comparison to the neoformans 

variety. Due to the fact that IL-10 presents inibitory actions on immune cells and NO 

and ROS are key mediators of C. neoformans killing, the data obtained in our study 

may explain, at least in part, the higher virulence previously described for the gattii 

variety. 
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