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RESUMO

GAZZONI, AF. Analise descritiva da histopatologia criptocdccica. 2009 96f. Tese
(Doutorado)- Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias Pneumoldgicas, Universidade

Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2009.

A identificacdo histopatologica dos agentes fangicos € um método excelente de
diagnostico, devido ao fato de que as estruturas sdo facilmente identificadas por meio das
técnicas histoquimicas. Até o momento, ndo dispdem-se de métodos aceitaveis para
quantificacdo da atividade da infeccdo. Esta investigacdo protocola um método de
estimativa para atividade bioldgica da criptococose através da determinacdo dos indice de
brotamentos e carminofilico do Cryptococcus. Objetivos: Descrever 0s aspectos
histopatoldgicos da criptococose atraves das técnicas histoquimicas bésicas e especiais da
micologia. Métodos: Foram avaliados 33 pacientes com diagnostico histopatol6gico prévio
da criptococose. Resultados: Houve predominancia do sexo masculino. A idade variou
entre 10 a 81 anos, com média de 45,6 anos. A criptococose é doenca definidora dos casos
de Aids, sendo considerado seu principal fator predisponente, seguido de transplantes. O
trato respiratorio € o mais envolvido. O microrganismos tem tropismo para o sistema
nervoso central e apresenta disseminacdo para outros 6rgdos. Resultados falso-negativos é
reflexo da deficiéncia de material capsular. A mortalidade foi de 36%, sendo o maior indice
obervado até os 3 primeiros meses ap0s o diagndstico. A criptococose apresenta-se sob
duas formas, reativa e paucireativa. Na infeccdo reativa, os organismos foram menos
abundantes e predominantemente intracelulares aos histiocitos e as células gigantes. Na
infeccdo paucireativa, ha um grande ndmero de leveduras, que proliferam-se
extracelularmente e estdo associadas a destruicdo do tecido afetado. Ambos infeccoes,
reativas e paucireativas mostraram grande variacdo no indice de brotamento. O indice
carminofilico foi menor nas infeccdo reativas, quando comparados a infec¢do paucireativa.
Discussdo: A coloracdo de Hematoxilina-Eosina € usada para visualizar as alteracGes
estruturais das lesbes, bem como da reacdo tecidual. A coloracdo da prata é a mais utilizada
para identificacdo dos organismos flngicos como o Cryptococcus. A coloracdo de
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Mucicarmim de Mayer detecta a capsula mucopolissacaridica circundante corada na cor
magenta. A coloracdo de FM oferece diagndstico diferencial nos casos inconclusivos a
coloragdo de Mucicarmim de Mayer. A quantificacdo de IB e IC é uma escala util na

interpretacdo da resposta inflamatdria do hospedeiro e atividade bioldgica da criptococose.

Palavras-chaves: Padrdo reativo. Infeccdo paucireativa. Coloracdo pela prata. indice de
brotamento. Coloracdo de Mucicarmim de Mayer. Indice carminofilico. Coloracdo de

Fontana-Masson.



ABSTRACT

GAZZONI, AF. Analisis descritiva of the cryptococcal histopatology. 2009 96f. Tese
(Doutorado)- Programa de Pdés-graduacdo em Ciéncias Pneumoldgicas, Universidade

Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2009.

The histopathologic identification from the fungal agents that's a method excellent
of diagnostic, due the fact of what the structures sao easily identified for histochemical
techniques. So far, there is no methods you accepted about to measurement of biologic
activity. This investigation aponta to an method of estimate of the activity biologic of
cryptococcal infection by determination of the Budding Index and Carminophilic Index of
the Cryptococcus. Objectives: Describes the histologic features of cryptococcosis by basic
and special histochemical techniques of mycology. Methods: Have been evaluated 33
patients with previous cryptococcosis histopathologic diagnostic. Results: There is an
predominance of the males. The age of the patients ranged from 10 to 81 years with a
median value 45,4 years. The HIV infection was the main risk factor for disease, followg of
transplants. The respiratory tract is the most frequently involved among the organ systems
organs. The false-negative latex test are due to capsular deficiency. The moratlity rate was
36%, The high rate of 50% was observed between of 1 to 3 months. The cryptococcal
infections is divided into two major histologic categories, reactive and paucireactive, based
upon the host reaction. In reactive infection, the organisms were lessa abundant and were
predominantly intracellular within histiocytes and giant cells. In paucireactive infection,
thre is large numbers of yeats in the lesions, cryptococci proliferate extracellarly within the
involved tissues, associated histologically with mucoid degeneration of the surrounding
tissue. Both reactice and paucireactive infections showed great variation in Budding Index.
The Carminophilic Inded was lower in the reactive infections, when compared with the
paucireactive infection. In this Carminophilic Index presented higher measurements..
Discussion: The Hematoxilin-Eosin stain is used to look for strucutural changes of the
infectd lesion, as well tissues reactions. The Gomori’s methenamine-silver stain is the more

commonly used in identificatifying these organisms. The mucicarmine stain detecting the



surrounding mucopolisacharides capsule of the magenta color. The Fontana-Masson
staining offers differential diagnostic. The determination of IB and IC is an scale that relied,
because it provides an interpretation of the host response and biological activity of the

cryptoccosis.

Key-words: Reactive pattern. Paucireactive infection. Grocott’s methenamine silver

stain. Budding index. Mucicarmine stain. Carminophilic index. Fontana-Masson stain.
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1 INTRODUCAO

A criptococose é uma infec¢do flngica sistémica, predominantemente oportunistica,
provocada pelo basidiomiceto naturalmente encapsulado do género Cryptococcus, o qual
tem como porta de entrada o sistema respiratorio, possuindo um importante tropismo pelo
sistema nervoso central (SNC) (CASADEVALL & PERFECT, 1998). Esta levedura causa
doenca em humanos que varia desde a colonizacdo assintomatica pulmonar a meningite e
infeccdo disseminada (MITCHELL & PERFECT, 1995).

A infeccdo criptocdccica € causada por duas espécies distintas do complexo
Cryptococcus: Cryptococcus gattii, tipicamente encontrado em zonas climaticas tropicais e
subtropicais, usualmente causa doenca em individuos aparentemente imunocompetentes,
enquanto presentes em fezes de pombos urbanos, Cryptococcus neoformans tem
distribuicdo mundial e comporta-se como uma comum infeccdo oportunistica (BOVERS et
al., 2008; SEVERO, et al., 1998; SEVERO et al., 1999).

Especificamente, condi¢bes que predispde a uma alteragdo na imunidade celular
associa-se a um aumento significativo do risco da doenca, que incluem desordens
linfoproliferativa, transplantes de érgdos e naqueles receptores de terapia imunosupressiva
(PERFECT & CASADEVALL, 2002). A criptococose € a umas das mais comuns infeccdes
fangicas oportunisticas em pacientes com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (Aids)
— considerado o seu principal fator predisponente (MITCHELL & PERFECT, 1995). Neste
subgrupo, a infec¢do criptococcica apresenta a altos indices de mortalidade, nos quais a sua
incidéncia é inversamente proporcional a contagem de linfocitos CD4. (KWON-CHUNG &
BENNETT, 1984; PERFECT & CASADEVALL, 2002).

A Organizacdo Mundial da Sadde (OMS) estima que a taxa mundial das infeccdes
oportunisticas, causadas pelo Cryptococcus, tenha uma frequéncia média de 11% (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 1998) e que a criptococose cause provavelmente cerca de
5% de todas as mortes associadas ao HIV (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002).
Em regibes como os Estados Unidos, Europa, Australia e América do Sul, a criptococose
acomete de 6 a 10% dos pacientes com Aids, enquanto no continente africano essa taxa
eleva-se para 15% a 35% (MITCHELL & PERFECT, 1995; WORLD HEALTH



ORGANIZATION, 1998). O indice de mortalidade global geralmente é elevado (TRILLES
et al, 2004). Segundo MITCHELL & PERFECT (1995), a mortalidade durante a terapia
inicial é de 10 a 25%, e em 12 meses eleva-se a 30 - 60%.

No Brasil, a estimativa da prevaléncia da criptococose em pacientes com HIV/Aids
é de 5%, necessitando de infraestrutura de suporte médio para diagnosticar e tratar a
infeccdo. Sem tratamento, a esperanca de vida do paciente é provavelmente inferior a um
més (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1998). A taxa de mortalidade entre pacientes
com criptococose, com ou sem doenca predisponente, fica em torno de 40 a 66% (CALVO
etal., 1991; CORREA et al., 1999; PAPPALARDO & MELHEM, 2003)

Em relagdo ao HIV, a sua prevaléncia é elevada, sendo estimada no final de 2006,
pela OMS, que cerca de 40 milhdes de pessoas estavam contaminadas com o HIV no
mundo, sendo 37 milhdes de adultos. A mortalidade global esta se elevando, sendo
estimada em 2.8 milh6es no ano de 2002 para 6.5 milhées no ano de 2030 (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2007).

No Brasil, a estimativa de adultos e criancas vivendo com HIV/Aids no periodo de
2003 a 2005 equivale a 620.000 pacientes em média, (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2006). Em 2007, a prevaléncia do HIV em adultos maiores que 15 anos
aumentou, apresentando indice de 454/100.000 habitantes. A estimativa da taxa de
mortalidade do HIV/Aids € 8%/100.000 habitantes ao ano, o que corresponde a
aproximadamente 15.000 oObitos no periodo (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2007).

Segundo PERFECT & CASADEVALL (2002), a criptococose ocorre em 2,8% dos
pacientes receptores de 6rgdos com um indice de mortalidade acima de 42%. Pacientes
submetidos a transplantes renais, hepaticos e pulmonares apresentam alto risco para a
doenca, bem como as maiores prevaléncias. Conforme os Registros Brasileiros de
Transplantes (RBT) (2007), em comparagdo com 0 ano anterior, houve incremento nos
transplantes de pulmao (9%), de figado (5%) e rim (3%). O estado do Rio Grande do Sul
(RS) coloca-se entre os principais estados, apresentando equipes transplantadoras ativas,
ocupando a primeira posicdo nos transplantes pulmonares (14 procedimentos); o segundo
lugar no transplante hepaticos (54 procedimentos), jA nos transplantes renais, ocupa a
terceira posicdo com 168 procedimentos. No transplante renal, a causa infecciosa é



responsavel por 50% dos Obitos; no transplante pulmonar apresenta porcentagem ainda
maior - 62%; ja no transplante hepatico ela corresponde a 45%. Conforme a Associacado
Brasileira de Transplantes de Orgdos (ABTO) (2008), embora tenha havido crescimento
nas taxas de transplantes de 6rgdos em 2008, este foi inferior ao planejado e as medidas
para acelerar esse crescimento devem ser ampliadas.

Nesse contexto, a crescente taxa de prevaléncia dos casos de HIV/Aids no mundo e
no Brasil com a sua elevada taxa de mortalidade, bem como a era dos transplantes,
transformam as doencas oportunisticas, em especial a criptococose, em um importante alvo

de estudo.



2 JUSTIFICATIVA

Diante do aumento do namero nos casos de infeccdes fungicas motivado pelos

eventos imunossupressores descritos anteriormente, justifica-se o estudo:

1) A imersdo dos fragmentos em formol causa morte dos elementos flngicos,
restringindo-se o diagndstico aos achados micromorfoldgicos e tintoriais da
histopatologia.

2) Investigacdo de um método para estimar a atividade bioldgica da criptococose

visto que, ndo existe métodos aceitaveis para quantificar a atividade da infeccao.



3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Descrever aspectos histopatologicos da criptococose através das técnicas de
coloragdes histoquimicas de Hematoxilina-Eosina (H&E), Coloracdo pela prata (GMS),

Mucicarmim de Mayer (MM), Fontana-Masson (FM).

3.2 ESPECIFICOS

= Levantar dados epidemioldgicos dos casos de criptococose previamente
diagnosticados pelo exame anadtomo-patolégico.

= Estabelecer o tipo de reacdo tecidual (reativa, paucireativa, sem reagéo;
granulomatosa, necrose, sarcOide, supurativa; existéncia ou auséncia de halo;
presenca de células inflamatdrias como: macrofagos, linfocitos, eosinéfilos,
neutrdfilos, histidcitos, células epitelidides e célula gigante; presenca de
fagocitose: disposicdo intracelular ou extracelular do elemento fungico.

= Determinar o aspecto tecidual histopatolégico visualizado pela coloracdo pela
prata.

= Descrever as caracteristicas micromorfologicas oferecidas pela técnica de MM
como a presenca de capsula.,

= Caracterizar a presenca de aspectos histopatologicos proporcionados pela
técnica de FM, como o objetivo de avaliar a presenca de melanina na parede
celular do elemento fungico.

= Determinar o indice de brotamento (IB) e indice carminofilico (IC) das
leveduras com a finalidade de estimar a atividade biol6gica da criptococose.



4 CASUISTICA E METODOS

4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Trabalho descritivo que tem como carater fundamental um estudo qualitativo de

uma serie de casos de criptococose diagnosticados previamente por métodos histoquimicos.

4.2 POPULAGCAO DO ESTUDO

Na populacéo de estudo incluiram-se todas as amostras da casuistica que somaram
910 casos da doenca, no periodo compreendido entre 1981 a 2009. Foram incluidos na
analise blocos de parafina provenientes do arquivo do Laboratério de Micologia da Santa
Casa-Complexo Hospitalar e do Laboratério Geyer, ambos na cidade de Porto Alegre-RS.

4.3 CASUISTICA

Avaliaram-se aspectos histopatologicos e retrospectivamente, os epidemioldgicos,
de 33 casos previamente diagnosticados com criptococose. O estudo foi realizado no

periodo de janeiro de 2008 a marg¢o de 20009.

4.4 CRITERIOS DE INCLUSAO



Os critérios de incluséo foi:
= Ter diagnoéstico histopatolégico prévio de criptococose anterior a marco de
2009.

4.5 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Os critérios de exclusdo foram:
= Nao ter blocos de parafina disponiveis no Laboratério de Micologia, Santa
Casa-Complexo Hospitalar ou no Laboratério Geyer.
= Nao ter espécime clinico suficiente - incluso em blocos de parafina - para
confeccdo dos cortes sequenciados e posterior realizagdo das técnicas

histoquimicas.

4.6 ASPECTOS ETICOS

O estudo foi aprovado pelo Comite de Etica em Pesquisa da Santa Casa-Complexo
Hospitalar (processo n° 1151/2006).

4.7 OBTENCAO DAS INFORMAGOES

As informacdes de cada paciente foram obtidas por meio da anélise das fichas, bem
como do sistema eletrdnico de dados do Laboratério de Micologia; e outras recuperadas
através da revisdo dos prontudrios médicos pertencentes a Santa Casa-Complexo
Hospitalar.



Posteriormente, as informagfes compuseram o Instrumento de coleta de dados

(Apéndice A) pertinentes ao estudo.

4.8 AVALIACAO HISTOLOGICA

No estudo foram confeccionadas 10 laminas correspondentes a cada caso. Cada uma
delas foram coradas por meio de 4 técnicas histoquimicas: Hematoxilina-eosina (Anexo A)
(ARTAL, 2004; CHANDLER & WATTS, 1989; GAZZONI et al., 2008; LACAZ, 1998),
Coloragdo da prata (Anexo B) (BAKER & HAUGEN 1955; GAZZONI et al., 2008;
GROCOTT, 1955; KWON-CHUNG et al., 1981; LACAZ, 1998), Mucicarmim de Mayer
(Anexo C) (GAZZONI et al., 2008; LACAZ, 1998; LAZCANO et al., 1991; LAZCANO et
al., 1993) e Fontana-Masson (Anexo D) (GAZZONI et al., 2008; LACAZ, 1998).

As amostras, que continham mais de um bloco ou o0s casos, que possuiam mais de
um sitio infeccioso foram ambos analisados e também integraram o estudo.

Dessa forma, foram confeccionadas, coradas e analisadas um total de 1320 laminas
correspondente aos casos da série.

Em casos especiais, foram realizadas colora¢bes adicionais, resultando em uma

adicédo de 100 laminas.

4.9 DEFINICAO E CARACTERIZACAO DAS VARIAVEIS

4.9.1 Idade, média de idade e sexo

4.9.1.1 Idade



= Coletada como variavel continua, tomando como base a idade na data do
primeiro diagnostico da criptococose.

= A média de idade foi obtida através de calculo adequado.

= A idade foi apresentada através de graficos de distribuicdo de frequéncia

utilizando-se intervalos de classes.

4.9.1.2 Sexo

=  Masculino

=  Feminino

4.9.2 Definicdo do 6rgédo acometido

= Determinacdo da porcentagem e do numero de casos provenientes dos

diferentes sitios infecciosos acometidos.

4.9.3 Doenca predisponentes

= Definicéo dos fatores de risco.
= Determinacdo do numero de casos e da porcentagem das condicdes

predisponentes.

4.9.4 Criptococose como doenca definidora de Aids
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= Definiu-se esta variavel como desenvolver criptococose como primeira

manifestacdo oportunistica de Aids.

4.9.5 Tipo de envolvimento

= Caracterizacdo de envolvimento como:
a Pulmonar;
o Extra-pulmonar;
o Sistema Nervoso Central;
o Extra-neural;
o Disseminada;
o Extra-pulmonar e extra-neural;

= Defini¢do do nimero de casos e da porcentagem.

4.9.6 Espécime clinico proveniente de:

= Biopsia cirurgica;
= Necropsia;
= Biopsia transbronquica;

» Puncdo por agulha fina;

4.9.7 Sorologia pelo teste de aglutinacao das particulas de latex
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= Determinacdo da porcentagem e do numero de casos relacionados a presenca e
auséncia do teste.

= Derterminacdo de porcentagem de casos postivos e negativos.

4.9.8 Definicdo das espécies do complexo Cryptococcus

= C. gattii;
= C. neoformans;
= Determinacdo do numero de casos e da porcentagem das variedades

causadoras da infecgéo criptoccocica.

4.9.9 NUmero de 6ébitos

= Determinacao do casos e da porcentagem de Obitos.
= QOcorréncia de O6bito em trés pontos no tempo ap6s o diagndstico da

criptococose: 3 meses, 6 meses, 1 ano ou periodo superior a 1 ano.

4.9.10 Hematoxilina-Eosina (HE)

Categorias histoldgicas incluidas no estudo:

= Reativa, paucireativa
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Variaveis estudadas:

» Granulomatosa com necrose, sarcOide ou supurativa;

= Fibrose;

= Presenca ou auséncia de halo disposto pericelular ao fungo;

= Presenca de celulas inflamatorias como: macrofagos, linfocitos, eosinofilos,
neutréfilos, células gigante e célula epitelidide;

» Presenca de fagocitose: fungo disposto intracelular ou extracelular;

4.9.11 Avaliacdo da Coloracgéo pela prata (GMS)

= Presenca de espaco claro pericelular indicativo de presenca de material
capsular.

= Determinacdo da porcentagem e do nimero de casos positivos na técnica de
GMS.

= Quantificacdo dos microrganismos (SCHWARTZ, 1988).

= Determinacdo do indice de brotamento: consiste em 5 contagens de 100
microrganismos cada; a média das cinco contagem é expressada em um
namero sem unidade (SCHWARTZ, 1988).

4.9.12 Formas nao-classicas

= Definidas como:
o Estruturas deficientes de capsula;
a Pseudo-hifa;
o Estruturas semelhantes a tubo germinativo;
o Formacdo de brotamentos em cadeia;

= Determinacao do nimero de casos com suas apresentacdes teciduais;
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4.9.13 Avaliacdo do Mucicarmim de Mayer (MM)

» Presenca ou auséncia de capsula;

= Determinacdo da porcentagem e do numero de casos positivos pela técnica de

MM;

= Determinacdo do indice carminofilico: consiste na contagem de 100

microrganismos com indicacao dos escores (SCHWARTZ, 1988).

= Escores:
a
a
a

Q

25% ou menos: +
26% a 50%: ++
51% a 75%: +++

Superior a 75%: ++++

4.9.14 Avaliacao do Fontana-Masson (FM)

» Visualizagdo da melanina presente na parede celular do elemento fingico.

= Determinacdo da porcentagem e do numero de casos com presenca de

melanina pela técnica de Fontana-Masson.

4.9.15 Atividade biologica
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. Quantificacdo de indice de brotamento (IB) e indice carminofilico (IC)
culminado da determinacédo da atividade bioldgica do Cryptococcus nas lesdes reativas

e paucireativas.

5.0 ANALISE ESTATISTICA

Neste estudo foi realizado o método de triangulacdo sequenciada (NEVES, 1996),
na qual ha o uso ao mesmo tempo de métodos qualitativos e quantitativos. Dessa forma, 0s
resultados do método qualitativo serviram de base para o planejamento do emprego do
método quantitativo, complementando-os. A combinacdo da analise qualitativa e
quantitativa realizadas em trés momentos tornou a pesquisa mais forte e reduziu os
problemas da adocao exclusiva de somente um desses grupos (MORSE, 1991)

A indicacdo dos testes estatisticos foi feitas com a colaboracdo e orientacdo do
Departamento de Matematica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

A interpretacdo estatistica foi feita pela propria pesquisadora com a colaboracéo da
disciplina de Bioestatistica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Para realizacdo dos testes estatisticos foi utilizado o programa Pacote R, adotando-
se o nivel de significancia de 0,05 (a=5%).

Para verificar as seguintes relacGes: a) sexo e aparecimento da doenca; b)
disseminacao e espécies do Cryptococcus foi utilizado o Teste Binomial (ndo-paramétrico).

Para verificar a seguinte relacdo: a) presenca ou ndo de fatores de risco e espécies
do Cryptococcus foi utilizado o Teste Exato de Fisher (n&o-paramétrico).



6 EMBASAMENTO TEORICO

6.1 MICROMORFOLOGIA

Microscopicamente, o agente fungico apresenta-se como leveduras esféricas a ovais
com capsula carminofilica circundante (GAZZONI et al., 2008) O envelope capsular é
altamente antigénico e considerado determinante da viruléncia deste microrganismo
(EDWARDS et al., 1967). As estruturas fungicas variam de tamanho com 5 a 10 um de
didmetro e exibem brotamentos unicos ou multiplos (PERFECT & CASADEVALL, 2002;
GAZZONI et al., 2009; LITMMAN & ZIMERMMAN, 1956).

As formas ndo-classicas deste basidiomiceto sdo encontradas no exame direto (ED),
na histopatologia e em cultivos, e incluem: pseudo-hifa, brotamentos em cadeia, e
estruturas semelhantes a tubo germinativo, bem como elementos fingicos desprovidos de
material capsular (GAL et al., 1986). Estas estruturas ndo-classicas foram relatadas pela
literatura causando infeccdo em humanos e em modelos animais (ALFONSO et al., 1994;
BOTTONE et al., 1986; COX & TOLHURST, 1946; FREED et al., 1971; GAZZONI et al.,
2008; GAZZONI et al., 2009; GORDON, 1970; HEENAN et al., 1981; KIMURA et al.,
1998; LEVINSON et al., 1974; LURIE & SHADOMY, 1971; MILCHGRUB et al.1989;
,MOORE, 1946; NEILSON et al., 1981; NEILSON et al., 1987; PASCHOAL et al., 2007;
SCHWARTZ, 1988; SEVERO et al., 1981; SHADOMY & UTZ, 1966; SHADOMY &
LURIE, 1971; TORRES et al., 2005; WATTS & CHANDLER et al.1987., WILLIAMSON
etal., 1996).

6. 2 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnostico laboratorial da criptococose inclui métodos convencionais como a
microscopia (exame direto e histopatologia) (BOVERS et al., 2008; GAZZONI et al., 2008;
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GAZZONI et al., 2009; GORDON & DEVINE, 1970; OHARA, 1986), usualmente
associados a soromicologia (pesquisa do antigeno capsular através do teste de aglutinacédo
das particulas de latex (BERLIN & PINCUS, 1989; BLOMMFIELD et al., 1963; HELOU
et al., 1999) e ao isolamento do microrganismo em cultivos (BERLIN & PINCUS, 1989;
BOVERS et al., 2008).

6.2.1 Histopatologia

A identificacdo histopatoldgica baseia-se nas caracteristicas micromorfoldgicas do
Cryptococcus, sendo composta pelas técnicas histoquimicas basicas de hematoxilina-eosina
(H&E) e Coloracdo pela prata (GMS), bem como as técnicas especiais de mucicarmim de
Mayer (MM) e de Fontana-Masson (FM) (ARTAL, 2004; GAZZONI et al.,, 2008;
GAZZONI et al., 2009; GROCOTT et al, 1955; KWON-CHUNG, et al., 1981;
LAZCANO etal., 1991; LAZCANO et al., 1993; RO et al., 1987; SEVERO et al.,1981). A

Tabela 1 apresenta as finalidades e limitacGes destas técnicas histoquimicas.

Tabela 1 - Finalidades e limitagcfes das técnicas histoquimicas no diagnéstico da criptococose.

Finalidades LimitacOes
H&E Reacdo tecidual N&o evidencia as estruturas fangicas
GMS Cora parede celular dos fungos Complexidade no procedimento
Alto custo
MM Cora envelope capsular Insuficiente no diagndstico de

Cryptococcus deficientes de capsula

FM Cora melanina na parede celular fingica Complexidade no procedimento
Alto custo

Fonte: Gazzoni et al., 2008
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Segundo a Classificacdo de Schwartz, a criptococose € dividida em duas categorias
histologicas baseadas nas reacdes teciduais, reveladas ao HE (CASADEVALL &
PERFECT, 1998; SCHWARTZ, 1988). A categoria reativa - resultado de resposta imune
celular ativa - apresenta intensa resposta inflamatoria composta por macrofagos, células
gigantes multinucleadas e linfocitos; as leveduras encontram-se intracelulares (fagocitadas)
(CASADEVALL & PERFECT, 1998; GAZZONI et al., 2008, SCHWARTZ, 1988).

A categoria paucireativa € resultado da falta de habilidade do hospedeiro em
desencadear a resposta inflamatoria. A imunidade celular tem papel importante nos
mecanismos de defesa; na sua auséncia 0os microrganismos proliferam-se extracelularmente
(CASADEVALL & PERFECT, 1998, SCHWARTZ, 1988 ). Portanto, as estruturas
exibem-se sob esta disposicao e estdo associadas a minima ou ausente resposta inflamatoria
e a destruicdo total da arquitetura tecidual (SCHWARTZ, 1988). Alguns estudos
fundamentam que a reagdo paucireativa indica mau prognostico (CASADEVALL &
PERFECT, 1998).

A coloracdo da prata é largamente utilizada na pesquisa dos elementos fungicos
tanto em cortes de tecido, quanto em esfregacos (GAZZONI et al., 2008). Observa-se
caracteristicas morfoldgicas como parede celular e brotamentos, além de sugerir a presenca
dos halos claros perinucleares circundantes aos micro-organismos. As lesdes ativas contém
numerosas estruturas fungicas brotantes. Brotamentos Unicos ou multiplos com estreita
base sdo comuns. As formas micromorfoldgicas ndo-usuais sdo facilmente evidenciadas por
esta coloracdo (GAZZONI et al., 2009).

A coloracdo de MM ¢é considerada um método especifico de visualizagcdo do
envelope mucopolissacaridico do Cryptococcus (CHANDLER & WATTS, 1997;
GAZZONI et al., 2008, GAZZONI et al., 2009; PERFECT & CASADEVALL, 2002;
SEVERO et al., 1981). Atraves da coloracdo magenta da capsula é possivel diferenciar a
levedura de outros fungos similares em tamanho e forma (GAZZONI et al., 2008;
GAZZONI et al., 2009).

A coloracdo de FM evidencia a melanina presente na parede celular fungica
(GAZZONI et al.,2008; PERFECT & CASADEVALL, 2002). Sua utilizagdo fica restrita a
casos em que ha resultados insuficientes na técnica de MM. Dessa forma, ela é considerada
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a alternativa diagnostica para casos de infecgdes por organismos deficientes de envelope
capsular mucopolissacaridico, morfologicamentes sugestivos de Cryptococcus (GAZZONI
et al., 2008).

6.2.1.1 indice de brotamento e indice carminofilico

Caracteriza-se a atividade biol6gica do Cryptococcus através de uma escala
confidvel desenvolvida para determinar o indice de brotamento (IB) e carminofilico (IC) da
levedura (CASADEVALL, 1998; SCHWARTZ, 1988). O IB ¢ calculado atraves da
porcentagem de micro-organismos que exibem 1 ou mais brotamentos, sendo indicativo de
replicacdo in vivo (SCHWARTZ, 1988). O IC é calculado pela determinacdo da
porcentagem de micro-organismos com capsula, corada pela técnica histoquimica de MM,
sendo indicativo de sintese capsular (CASADEVALL, 1998). A escala é potencialmente
atil na interpretacdo da resposta inflamatoria do hospedeiro, prognostico e atividade

bioldgica.

6.3 DIFERENGAS HISTOLOGICAS ENTRE PACIENTES IMUNOCOMPROMETIDOS E

IMUNOCOMPETENTES

As caracteristicas histologicas da criptococose diferem entre individuos
imunocomprometidos e imunocompetentes - reflexo do grau da integridade da resposta
imune celular JARVIS & HARRISON, 2008). Achados em pacientes imunocompetentes
variam de nodulos bem definidos a massas, apresentando infiltrado inflamatorio
circundante ao local da leséo (JARVIS & HARRISON, 2008; SHIBUYA et al., 2001;
SHIBUYA et al., 2002). E marcante a presenca de formacdo granulomatosa com
visualizacdo de extensos infiltrados linfocitarios e de células gigantes (BAKER, 1976;
GAZZONI et al., 2008; KERKERING et al., 1981).
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Em contraste a resposta imunoldgica normal em pacientes imunocompetentes,
pacientes imunocomprometidos usualmente desenvolvem doenga difusa (JARVIS &
HARRISON, 2008). Nestes, os achados compreendem-se na expansdo dos septos
alveolares associados a agregacdo macrofagica, a auséncia de granuloma e a destruicdo da
arquitetura tecidual (GAZZONI et al., 2009; SHIBUYA et al., 2002; SHIBUYA et al.,
2005). Caracteristicas em pacientes HIV positivos sdo mais agudas, com a observacdo de
numerosas leveduras brotantes, sem a presenca de inflamacéo significativa (JARVIS &
HARRISON, 2008).

6.4 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

A identificacdo histopatoldgica dos agentes fungicos é um excelente método de
diagndstico, devido ao fato de que as estruturas sdo facilmente detectadas através das
técnicas histoquimicas (GAZZONI et al., 2008; GAZZONI et al., 2009).

No Cryptococcus com capsula integra, as caracteristicas micromorfoldgicas sdo
diferenciadas e o diagnostico € Unico, desde que 0s micro-organismos sejam usualmente
associados a minima resposta inflamatéria (CHANLDER & WATTS, 1997). No fungo
deficiente de capsula, as caracteristicas histolégicas sdo bastante inespecificas encontrando-
se em outras patologias de origem infecciosa (GAZZONI et al., 2008).

O uso das coloracdes especiais justifica-se pelo fato de que o Cryptococcus
mimetiza outros fungos leveduriformes devido a sua variavel micromorfologia (TRAVIS et
al., 2002). O reconhecimento da céapsula pela coloracdo de MM é o primeiro passo para
distinguir a levedura de outros fungos similares em tamanho e forma (CHANDLER &
WATTS, 1997; GAZZONI et al., 2008; TRAVIS et al., 2002). A maior dificuldade ocorre
com micro-organismos deficiente de capsula, pois eles confundem-se - devido ao seu
menor tamanho — com Histoplasma capsulatum, esférulas imaturas de Coccidioides
immitis, formas pequenas de Blastomyces dermatitidis e de Paracoccidioides brasiliensis,
Candida glabrata e Sporothrix schenckii (TRAVIS et al, 2002; GUTIERREZ et al, 1975;
HARDING et al., 1979; FARMER et al., 1973; LOVE et al., 1985). Nesses casos, a
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coloracdo histoquimica especial de FM ¢é utilizada proporcionando diagnostico diferencial
entre as formas micromorfolégicas ndo usuais do Cryptococcus e as estruturas fungicas que
simulam esta levedura (GAZZONI et al., 2008; TRAVIS et al., 2002).



7RESULTADOS

7.1 POPULACAO AMOSTRAL

Participaram deste estudo 33 pacientes com diagndstico prévio da criptococose por
meio de exame histopatoldgico

No que diz respeito ao perfil epidemiolégico, todos os 33 pacientes foram incluidos
na analise. Dentre estes, 7 casos enquadraram-se em alguns dos critérios de exclusdo. Por
sua vez, a descri¢do histopatoldgica realizou-se nos 26 casos restantes.

7.2 PERFIL CLINICO-EPIDEMIOLOGICO

Figura 1- Distribuicdo e percentual dos sexos (n=33).
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Figura 2 - Distribuicéo das frequéncias de idade em intervalo de classe na
amostra estudada (n=33).

Cada intervalo de classe apresenta limites minimo e maximo.

Houve predominancia do sexo masculino 85% (28 casos) sobre o feminino (15%, 5
pacientes). De acordo com o Teste Binomial, quando verificamos as diferengas entre a
variavel sexo, a proporcdo de sexo masculino é significativamente diferente (p=0.0003241)
da proporcdo do sexo feminino. Estes dados indicam que a propor¢do de sexo masculino é
maior, sugerindo estar a criptococose relacionada ao sexo masculino nesta amostra. A
Figura 1 apresenta o percentual dos sexos na amostra estudada.

O intervalo 40 - 49 anos demonstrou maior freqiiéncia - 12 entre os 33 pacientes. A
maioria - 37% - enquadraram-se neste intervalo. A média de idade foi 45,4 anos, com
variacdo de 10 a 81 anos. A Figura 2 demonstra a distribuicdo das frequéncia de cada

intervalo de classe.
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Figura 3- Fatores predisponentes para criptococose na amostra estudada (n=33).

DBOPC: Doenca Bronco Pulmonar Obstrutiva Crénica; HIV: Virus da
imunodificiéncia adquirida.

Figura 4 — Visao perspectiva das condic¢des predisponentes para criptococose (n=33).

HIV: Virus da imunodeficiéncia adquirida
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A presenca da infec¢do pelo HIV foi o principal fator de risco para a criptococose
(Figura 3) - sendo observada em 13 (39%) dos pacientes (Figura 4). Transplante, que
incluiram 4 renais e 2 pulmonares, ocupa o segundo lugar no estudo (17%) (Figura 3 e 4).
Entre os pacientes transplantados, o tempo médio de aparecimento da infec¢do fungica foi
de 43,8 meses, com variagdo de 35 a 53 meses. Destaca-se a alta frequéncia de pacientes
sem fator identificdvel (Figura 3 e 4). A Figura 3 informa a frequéncia dos fatores
predisponentes no estudo. A Figura 4 apresenta o cenario em perspectiva das condicdes de

risco desta infeccdo fungica.

Figura 5 — Porcentagem da criptococose como primeira manifestacdo da Aids (n=13).

Em seis dos 13 (46%) pacientes HIV positivos, a criptococose apresentou-se como

doenca definidora da Aids. A Figura 5 demonstra a porcentagem entre 0s casos.
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Figura 6 — Orgdos acometidos submetidos ao diagnostico histopatoldgico.

Alguns pacientes demonstraram mais de um 6rgao acometido.

Permite-se verificar que o 6rgdo acometido que apresentou maior frequéncia a
histopatologia foi 0 pulm&o (20 casos), seguido de linfonodo (5), pele (3) e figado (2).
Medula dssea, baco, SNC (Sistema Nervoso Central), lingua e axila esquerda/parede
toraccica anterior apresentaram 1 casos cada. A Figura 6 revela o cenario dos sitios

acometidos tendo como base o espécime clinico submetido a histopatologia.
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Figura 7 — Tipo de envolvimento na amostra estudada (n=33).

Alguns pacientes apresentaram mais do que um sitio infeccioso.

Figura 8 — Potencial disseminacéo da criptococose na amostra avaliada (n=33).
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A Figura 7 permite-nos informar que o envolvimento pulmonar foi o tipo mais
frequente (21 casos), seguido de comprometimento do SNC (17 casos). Envolvimento
extra-pulmonar, extra-neural e extra-pulmonar/extra-neural revelaram 13, 15 e 6 casos
respectivamente.

A Figura 8 revela que 66% dos pacientes apresentaram doenca disseminada,
revelando o SNC como principal sitio de disseminacdo (55% entre os 33 pacientes do

estudo).

Figura 9 — Procedimentos para obtencao do espécime clinico submetidos a exame
histopatolégico (n=36)
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Alguns pacientes apresentaram mais do que uma identifcacdo do fungo por meio da histopatologia.

Em relacdo a obtencdo do espécime clinico, em 27 casos os fragmentos de tecido
foram provenientes de bidpsia cirdrgica. O restante inclui, bidpsia transbrénquica (1 caso),
puncdo por agulha fina (1 caso), puncdo lancetante (1 caso), mediastinoscopia (4 casos),
bidpsia a ceu aberto (1 caso) e toracotomia (1 caso). A Figura 9 apresenta a distribuicdo dos

procedimentos utilizados para obtencéo do espécime clinico.
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Figura 10 — Porcentagem de realizacdo do Latex na amostra estudada (n=33).

Sessenta e nove porcento (69%) dos casos apresentaram diagnostico da criptococose
também pela sorologia. Entre estes, 16 (79%) pacientes apresentaram teste positivo e 7
(21%) demonstraram resultados negativos. A Figura 10 revela a porcentagem da realizagédo

do latex na amostra analisada (n=33).

Figura 11 — Frequéncia e porcentagem dos casos com e sem identificacdo de espécies
(n=33).
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Entre os 33 pacientes, 25 tinham teste diagndstico para diferenciar as espécies do
complexo Cryptococcus. Destes, 19 casos foram identificados como C. neoformans e 6
casos como C. gattii. Oito casos ndo possuiram teste diagnostico. A Figura 11 demonstra a
frequéncia e a porcentagem dos pacientes com e sem teste diagnostico para discriminacéo
das espécies.

Verificou-se a relagdo existente entre as espécies do complexo Cryptococcus e a
possibilidade de disseminagédo da doenca. De acordo com o Teste Binomial, a proporgéo de
ocorréncia de doenca disseminada por C. neoformans é significativamente diferente
(p=0.04139) da proporc¢éo de ocorréncia de doenca dissimenada por C. gattii. Estes dados
indicam que a proporcéo de doenga disseminada por C. neoformans é maior nesta série
analisada.

Verificou-se a associacdo existente entre C. neoformans/C. gattii e
imunocompetente/imunocomprometido. De acordo com o Teste Exato de Fisher, a
condicdo neoformans/gattii é significativamente associada (p=0.008696) com a condicéao
imunocompetente/imunocomprometido. Estes dados indicam que a espécie neoformans
estd associada a imunocomprometidos e que a espécies gattii apresenta evidéncias de estar

associada a imunocompetente nos casos estudados.

Tabela 2 — Obitos como conseqiiéncia direta da criptococose na amostra estudada (n=33).

Condicao Frequéncia/Porcentagem
Nao 6bito 21 (64%)

Obito 12 (36%)
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Figura 12 — Mortes por criptococose em intervalos de tempo (n=33).

Na série analisada (n=33), a taxa de mortalidade foi de 36% (12 pacientes). A
Tabela 2 revela a frequéncia e porcentagem dos 6bitos.

O intervalo de 0 a 3 meses revelou indice equivalente a 50% (6 entre os 12
pacientes). Os intervalos 3 a 6 meses, 6 meses a 1 ano e 1 ano apresentaram taxa de
mortalidade igual a 6% (2), 9% (3) e 3% (1). A Figura 12 apresenta o nimero de ébitos por

intervalo de tempo.

7.3 PERFIL HISTOLOGICO

7.3.1 Coloracgéo de Hematoxilina- Eosina

De acordo com a tabela 3, verifica-se que 22 (61%) pacientes apresentaram padrao
histoldgico paucireativo (Figura 13A). O padrdo reativo foi observado em 14 (39%) casos
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(Figura 13B). Cryptococcoma, uma variante morfologica do padréo reativo esteve presente
em 3 (8%) destes 14 casos.

A criptococose apresentou-se sob duas formas: gelatinosa na maioria (24, 66%) e
granulomatosa (12, 34%). Padrdes inflamatdrios como necrose, sarcéide e supurativo foram
visualizado em 20 (56%), 14 (38%) e 2 (6%) casos, respectivamente. Areas marginais de
fibrose foram presentes em 28 (77%) pacientes (Figura 14). Infiltrados inflamatdrios foram
observados em 100% dos casos, sendo linfocitario o mais frequente (31, 86%) (Figura
15A), sequido de macrofagico (5, 14%) e neutrofilico (4, 11%). Revelou-se células
epitelidides em 16 (44%) pacientes (Figura 15A). Detectaram-se células gigantes bem
definidas em 12 (33%) casos (Figura 15B). Por sua vez, as do tipo mal definidas foram
observadas em 3 (8%); todos estes apresentaram como condicdo predisponente a infeccéo
pelo HIV.

Em relacdo ao halo pericelular, a presenca foi relatada em 23 (64%) (Figura 16A e
16B). A visualizacdo desta caracteristica morfolégica € representativa de fungo com
capsula integra. Logo, em 13 (36%) casos ndo detectou-se halo circundante, sendo
indicativo de fungo desprovido de envelope capsular. Quanto a disposi¢do fungica, 26
(78%) casos apresentaram localizacdo extracelular, com elementos fungicos dispersos pelo
tecido, ou ainda em locais isolados. Em 7 (19%) as estruturas fungicas estavam dispostas
intracelulares as células gigantes (fagocitadas). Em trés (8%) pacientes os agentes fungicos
foram encontrados ora no interior dos fagocitos, ora dispersos pelo tecido. Visualizou-se

destruicdo da arquitetura tecidual em 6 (16%) casos (Figura 17).



Tabela 3 - Distribuicdo dos parametros histologicos revelados ao HE na criptococose,

Laboratério de Micologia, Santa Casa/Complexo Hospitalar, 1981-20009.

Parametro histologico
Paucireativa

Reativa

Gelatinosa
Granulomatosa
Necrose
Sarcoéide
Supurativa
Fibrose

Células inflamatérias

Halo pericelular

Disposic¢ao fungica

Destruicéo tecidual

Alguns pacientes tem mais de um espécime clinico, positivo para criptococose, identificado por exame

histopatolégico.

Cryptococcoma
Macrdéfagos
Linfécitos
Neutrofilos
Células gigante Definidas
Mal definidas

Celulas epiteliodes

Presenca

Auséncia

Intracelular
Extracelular

Intracelular/Extracelular

N
22

14

3

24

12

20

14

2

28

5
31
4
12
3
16

23
13

7
25
3

6
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(%)
(36%)

(64%)
(8%)
(66%)
(34%)
(56%)
(38%)
(6%)
(77%)

(14%)
(86%)
(11%)
(33%)
(8%)
(44%)

(64%)
(36%)

(19%)
(72%)
(8%)

(16%)
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Flgura 13 - Categoria paucweatlva e reativa na criptococose.

e Y -,:' > ar il
A) Fragmento de linfonado: paucireativa - auséncia de celulas inflamatorias;
pulméo: reativa — presenca de necrose e granuloma em pali¢ada.

B) Fragmento de

Figura 14 - Fibrose na criptococose.
= r-= e
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Figura 15 - Padré&o inflamatorio na criptococose.
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Fragmento pulmonar: A) Células epiteliédes e infiltrado linfocitario; B) Célula gigante multinucleada
com leveduras fagocitadas no interior
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A) Fragmento de lingua apresentando estruturas com halo perinuclear de tamanho grande;
B) Fragmento pulmonar demonstrando estruturas com claro pericelular de tamanho pequeno.



Figura 17 - Destruicao total da arquitetura tecidual na criptococose.
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7.3.2 Coloracao pela prata

Todos os casos foram positivos pela coloracdo da prata.

De acordo com a Tabela 4, caracteristicas indicativas da presenca de cépsula foi
observada em 28 (77%) casos. Detec¢do de capsula integra com tamanho normal ocorreu
em 19 (52%) pacientes (Figura 18A). A observacdo de halos circundantes de tamanho
pequeno, sugerindo infec¢do por cepas deficientes de capsula, foi detectada em 9 (35%)
casos (Figura 18B). Verificou-se que em 8 (22%) pacientes ha auséncia total de estrutura

mucopolissacaridica circundante, sugerindo presenca da infeccdo por fungos totalmente

ausentes de envelope capsular (Figura 19).
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Pseudo-hifa, cadeia de leveduras brotantes, elementos semelhantes a tubo

germinativo foram bem delineadas por esta colorac¢do (Figura 20A, Figura 20B e Figura

20C; Tabela 4).
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Tabela 4 - Distribuicdo das caracteristicas micromorfoldgicas reveladas pela coloracao da
prata no Laboratdrio de Micologia, Santa Casa/Complexo Hospitalar, 1981-2009.

Aspectos micromorfoldgicos N (%)
Capsula mucopolissacaridica Presenca 19 52%
Deficiéncia 9 25%
Auseéncia total 8 22%
Formas néo-classicas Pseudo-hifa 3 (8%)
Cadeia de leveduras brotantes 1 (3%)
Tubo germinativo 1 (3%)

A escala de quantificagdo fungica nos cortes corados pela coloracdo pela prata
utilizada para quantificacdo do numero de micro-organismos variou de + a ++++. O IB
calculado apresentou valor de 0 a 22. A tabela 5 expressa a distribui¢cdo da quantificacdo

dos elementos fangicos.

Tabela 5 - Distribui¢do da quantificacdo dos elementos fungicos realizados pela coloracao de

GMS.
Escala Ocorréncia dos casos
+ 4 (11%)
++ 11 (30%)
+++ 9 (25%)

++++ 12 (33%)



Figura 18 - Tamanho do halo perinuclear na crlptococose

A) Fragmento de linfonodo apresentando leveduras com halo claro perinuclear bem definido;
B) Fragmento da lingua, mostrando leveduras com tamanho pequeno.

Flgura 19 - Crlptococose por fungo totalmente deficiente de capsula

Fragmento de linfonodo apresentando leveduras totalmente desprowdas de materlal capsular.
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Figura 20 - Formas nao-classicas do Cryptococcus.

Fragmento de linfonodo em paciente HIV positivo. A) Pseudo-hifa; B) Estruturas semelhantes a tubo
germinativo; C) Cadeia de leveduras brotantes. As figuras A, B e C também apresentam formas usuais
com capsula bem definida.

7.3.3 Coloragédo de Mucicarmim de Mayer

O célculo do nimero de micro-organismos por meio da coloracdo de MM variou de
0 a ++++. O escore 0 esteve presente em 8 (22%) pacientes. Nestes, o diagndstico da
criptococose foi considerado inconclusivo. Esses casos compreendem isolados clinicos
deficientes ou totalmente ausentes de cépsula. A Tabela 6 revela a distribuicdo dos casos e
dos escore. A Figura 21A mostra pseudo-hifa com material polissacaridico de tamanho
pequeno. A Figura 21B apresenta as leveduras com capsula corada na cor magenta. A

Figura 21 C e D apresenta as leveduras em cadeia. A Figura 21E apresenta pesudo-hifa.
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A quantificacdo do IC compreendeu-se em um intervalo de 0 a 4. Este é diretamente
proporcional a existéncia e ao tamanho do polissacaridico capsular corado pela cor

magenta.

Tabela 6 — Frequéncia entre os casos e escala pela coloracdo de MM.

Morfotipos Escala Distribuicdo dos casos
Sem caspula 0 8 (22%)
Céspular + 10 (28%)

++ 4 (11%)

+++ 6 (17%)

++++ 8 (22%)
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A) Fragmento de bac;o apresentando Ievedura com capsula pequena e pseudo hifa corada na cor
magenta; B) Fragmento de lesdo tumoral na axila esquerda mostrando Cryptococcus gattii com capsula
grande intensamente corada; C e D) Cadeias de leveduras brotantes em lesda tumoral da axila
esquerda; E e F)) Pesudo-hifa em bidpsia de linfonodo.
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7.3.4 Coloracgéo de Fontana-Masson

Em 100% das amostras, n=36, a coloragcdo de FM revelou-se positiva. A reacdo para
pigmentos de melanina na parede celular fungica em todos estes casos apresentou
independéncia quanto a existéncia (Figura 22A) ou auséncia (Figura 22B e Figura 22C) e
tamanho do polissacaridico capsular.

Figura 22 - Coloragéo de Fontana-Masson na criptococose.
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A,BeC) Fragme'rit'os de ulméo de 3 pacientes transplantados pulmonares.
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7.4 ATIVIDADE BIOLOGICA

7.4.1 Criptococose reativa e paucireativa

Na categoria reativa, 0s numeros de micro-organismos variaram de escassos (+) a
abundantes (++++). Estes casos apresentaram escore +++ (7 casos) como o mais freqiente
(Figura 23). A média do IB dos organismos foi 8,64 brotamentos (intervalo de 0 a 20). O
IC mostrou variacdo, apresentando quantificacbes baixas, sendo o escore mais freqiiente o
+ (6 casos) (Figura 24A) . Quatro casos demonstraram IC igual a zero (Figura 24B).

A Tabela 7 revela a atividade bioldgica na criptococose reativa.

A categoria paucireativa houve predominio dos escores mais altos. Nove casos
apresentaram o escore ++, seguido de 8 casos o0 escore ++++ (Figura 25). Logo, verifica-se
grande numero de leveduras nas lesdes, quando comparados a categoria reativa. A media
do IB foi 6,0 brotamentos (intervalo amplo de variacdo entre 0 a 22); em muitos casos
apresentou menos que 5% de formas brotantes. O IC mostra uma maior quantificacao,
quando comparados a categoria reativa (Figura 26A, 26B, 26C, 26D). Nesta categoria,
muitos casos apresentaram alta quantificacdo de IB, os quais também revelaram alta
quantificacdo de IC.

A Tabela 8 apresenta a atividade bioldgica na criptococose paucireativa.



Tabela 7 - Atividade biolégica na criptococose reativa por meio de IB e IC.

Casos

10

11

12

13

14

Espécime

clinico

Pulmao

Pulméao

Pulmao

Pulmao

Pulmao

Pulmao

Pulmao

Pulmao

Pele

Pulmao

Pulmao

Pulmao

Pulmao

Pulmao

NuUmero de micro-
organismos

++++

+++

++

+++

++++

+++

+++

+++

++

++++

++++

+++

+++

1B

15

15

20

15

12

16

IC

+++

++++

++++

++++
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Tabela 8 - Atividade bioldgica na criptococose paucireativa por meio de IB e IC.

Casos Espécime clinico NUmero de micro-organismos IB IC

1 Pulmaéo ++ 2 FH++
2 Pulmdo ++ 5 +

3 Pulmaéo ++ 2 4+
4 Axila esquerda e +H++ 4 444

parede toracica anterior

5 Pulméo ++ 7 ++

6 Medula ++ 2 ++

7 Baco +++ 12 +++
8 Pulméo ++ 2 0

9 Linfonodo ++ 7 444
10 Linfonodo ++++ 4 4+
11 Lingua + 1 +4+
12 Pele ++++ 1 0

13 Pele ++++ 4 0

14 Pulméo +++ 3 F++
15 Pulmdo ++ 5 A+
16 Linfonodo ++++ 3 0

17 Linfonodo +H++ 19 444
18 Linfonodo ++++ 22 S+
19 Figado ++++ 0 +

20 Linfonodo ++ 12 ++
21 Figado + 0 +

22 Linfonodo + 10 +
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Figura 23 — Quantificacédo de elementos fingicos em fragmento pulmonar corado pelo GMS,
evidenciando-se o padréo correspondente ao escore +++.

Figura 24 - I'ndice carminofilico na criptococose reativa.
4 L7,

-4‘

A) Fragmento de Imfonodo apresentando IC igual a 1; B) Fragmento de pulmao demonstrando
leveduras com IC igual a zero (resultado insatisfatério).
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Figura 25 - Namero de micro-organismos e IB por meio da coloragdo da prata.
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Fragmento de pele Numero de organlsmos |gua| a++++: IB igual a 6.

Flgura 26 - IC por meio da colorag:ao de MM na criptocoocose paucireativa.
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Fragmentos de lesédo tumoral na axila esquerda e parede toraccica anterior. A, B e D apresentam IC
igual a4; C demonstra IC igual a 4 e levedura brotante.



8 DISCUSSAO

8.1 CONSIDERACOES SOBRE DADOS CLINICO-EPIDEMIOLOGICOS ESTUDADOS

Como observado por outros autores (COLOM et al., 2001; DIAZ et al., 2005;
MIRZA et al., 2003), pacientes do sexo masculino foram predominantes no nosso estudo.
Na era da Aids, a criptococose acompanha a distribuicdo de sexo na infeccdo do HIV. Por
sua vez, 0 sexo masculino comporta-se como uma condi¢do predisponente. No entanto,
com a feminizagdo mundial da Aids, esta situacdo esta sujeita a alteracfes. Em pacientes
sem Aids mantém-se o predominio de homens porém, em uma propor¢cao menor.

A predominéancia da criptococose na terceira e quarta década de vida, coincide com
a média de idade, na qual a HIV é mais prevalente, o que corresponde a 39% dos nossos
pacientes. Ainda constituem os dois extremos de idade: o inferior, pacientes pediatricos
acometidos por C. gattii; e o superior, casos que demonstram condicdes clinicas da quinta e
sexta década de vida, como doencas oncoldgicas e transplantes. Um outro importante fator
predisponente associado é 0 uso de drogas imunossupressoras (GAL et al., 1986; JARVIS
& HARRISON, 2008).

De acordo com o MINISTERIO DA SAUDE (1999), a criptococose ocorre como
primeira manifestacdo oportunista em cerca de 4,4% dos casos de Aids no Brasil. No nosso
estudo, o indice foi elevado, sendo esta caracteristica observada em 46% da serie.

O pulmédo é a porta de entrada para a infeccdo fungica, sendo o 6rgdo mais
frequentemente envolvido. O envolvimento pulmonar varia desde infeccdo nodular
assintomatica a sindrome de dificuldade respiratéria grave (ARDS) (SUBRAMANIAN,
2005). Apds a inalacdo do fungo, é desencadeada uma resposta imune, elemento que
determina o curso da infeccdo (CAMERON et al., 1991). O organismo apresenta uma
predilecdo especial para 0 SNC (neurotropismo), indicando disseminagdo fungica via
hematogénica. Dependendo deste comprometimento revela-se 0s quadros da doenca:
meningite, encefalite ou meningo-encefalite. A maioria dos casos apresentam-se como

meningite. Em um estudo no Brasil sobre complica¢cdes neuroldgicas em pacientes HIV
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positivos, o Cryptococcus foi responsavel por 12,9% delas. Manifestacbes extra-
pulmonares e extraneurais também sdo observadas, especialmente naqueles infectados pelo
HIV ou naqueles em terapia imunossupressora. Linfonodos (GAZZONI et al., 2009; WITT,
1987), mucosa oral (GAZZONI et al., 2009; SAMARANAYAKE, 1992), pele (DORA et
al., 2006; MOE et al., 2005; REVENGA et al. 2002), baco (CASADEVALL & PERFECT,
1998), figado (GOLLAN et al., 1972; PROCKNOW et al., 1965) e medula (CASDEVALL
& PERFECT, 1998) também séo sitios alvos da disseminacdo do Cryptococcus.

Entre os principais métodos de obtencdo do espécime clinico esta a bidpsia
cirdrgica. Destaca-se nesta série a auséncia de espécime clinico oriundos de necropsia.

A deteccdo do antigeno capsular do Cryptococcus pela aglutinacdo do latex é
realizada no sangue, urina, liquor (LCR) e lavado brénquico alveolar (LBA). Na pratica
clinica, a deteccdo do antigeno é feita no LCR e no soro. Estes dois Gltimos sdo positivos
em mais de 90% dos pacientes com meningite criptocdccica. Testes negativos sdo reflexos
da deficiéncia de material capsular, j& que o teste tem capacidade de detectar concentragdes
de polissacarideo capsular maiores que 10 ng/mL (CASADEVALL & PERFECT, 1998).

O complexo de espécies Cryptococcus neoformans-Cryptococcus gattii apresenta
habilidade de crescimento a 37° C. As coldnias revelam aspectos mucdides (dependendo do
tamanho da cépsula), de coloragdo que varia de branca a creme, dentro de 48-72 horas, apos
cultivo em meios para fungos — SAB a 25° C e BHI a 37° C (MITCHELL & PERFECT,
1995). A discriminacao entre as espécies do complexo estd baseada na reacdo de coloragédo
quando do crescimento em canavanina-azul de bromotimol (CGB) (BOVERS et al., 2008).
A histopatologia as diferencas existentes entre estas espécies sdo sutis. Todos 0s casos
identificados como Cryptococcus gattii apresentaram IC igual a ++++, sugerindo que o
Cryptococcus gattii apresenta cépsula de tamanho maior, quando comparada ao
Cryptococcus neoformans. As lesdes pela espécie gattii revelaram-se nodulares ou como
massas, ou ainda tumorais bem delimitadas e usualmente ndo associaram-se a disseminagéo
para varios 6rgaos do corpo, fator este associado ao C. neoformans (BOVERS et al., 2008;
SEVERO et al., 1999; SEVERO et al., 1998).

A mortalidade na criptococose é elevada. Sem tratamento a sobrevida é baixa.
Durante o curso terapéutico inicial 10-25% dos pacientes morrem, sendo a mortalidade de
30-60% no primeiro ano (POWDERLY, 1993). Os parametros clinicos e laboratoriais
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preditores de morte durante a terapia inicial incluem alteracdes do estado mental, titulos
antigénicos no liquor superior a 1:1024 e contagem de linfocitos no liquor inferior a 20
células/uL (SAAG et al.,, 1992). A hipertensdo diastdlica, provavelmente reflexo da
hipertensdo intracraniana, também estd associada a morte precoce nestes doentes (FAN-
HARVARD P, 1992). A manutengdo da infeccdo depende do estado imunolégico do
hospedeiro, da forma da doenca e do tratamento (GUIDELINE IN CRYPTOCOCCOSIS,
2008). Na nossa casuistica, até os trés primeiros meses 0 Obito ocorreu em 50% dos
pacientes. Aponta-se que a criptococose é uma doenca fatal e aguda e que se ndo

diagnosticada e tratada adequadamente sua expectativa de vida é inferior a 3 més.

8.2 CONSIDERACOES SOBRE A AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

Vérias coloracBes histoquimicas sdo empregadas na idenficacdo dos agentes
fangicos. A coloragdo de HE é util no rastreamento fungico, na observacéo das alteracoes
estruturais das lesGes, bem como das reac6es teciduais (GAZZONI et al.,2008).

Conforme estudos de BAKER (1976) e SCHWARTZ (1988), sobre associacdo entre
estado imune e achados histologicos, granulomas imunoldgicos associam-se a
imunocompetentes. Imunocomprometidos tendem a apresentar aspecto difuso, lesdes
gelatinosas e reacdo paucireativa (SHIBUYA et al., 2005). E importante valorizar o estado
imunoldgico do paciente, ja que o seu déficit condiciona o grau de resposta inflamatoria.
Ainda ha uma série de fatores que favorecem a observacao das tais caracteristicas teciduais
como: viruléncia, quantidade de células fungicas e coexisténcia com outras enfermidades
(ARTAL, 2004).

A coloracdo pela prata é util no estudo da micromorfologia fungica (GAZZONI et
al., 2008). A quantificacdo de IB € realizada através desta coloracao, indicando replicacéo
in vivo, o0 qual serve de base para a quantificacdo da atividade bioldgica da criptococose
(SCHWARTZ, 1988). Na casuistica estudada, esta coloracfes identificou uma variagao do

tamanho do espaco perinuclear sugestivo de capsula.
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As espécies de Cryptococcus raramente produzem pseudo-hifa (GAZZONI et al.,
2009). A auséncia desta caracteristica € um dos critérios propostos para a identificacdo do
Cryptococcus e um dos principais aspectos utilizados para diferenciar a criptococcose da
candidose (GAZZONI et al., 2009). Em uma revisdo em pacientes com Aids, 0s autores
sugerem que a distingdo entre o Cryptococcus e as espécies de Candida esta baseada na
presenca da capsula do Cryptococcus, na forma esférica da levedura, pelos brotamentos em
estreita base e pela auséncia de pseudo-hifa (GALL et al., 1986). No entanto, como
mostramos neste trabalho, caracteristicas ndo-usuais como pseudo-hifa, cadeias de
leveduras brotantes e estruturas semelhantes a tubo germinativo, além elementos
leveduriformes deficiente de capsula foram identificados durante a infeccdo. Essas
caracteristicas sdo facilmente evidenciadas pelas técnicas especiais de GMS e MM (salvo
as estruturas desprovidas de material capsular pelo MM), realizada tanto em esfregacos
como em cortes de tecidos (GAZZONI et al., 2008; GAZZONI et al., 2009).

Entretanto, algumas coloragdes histoquimicas possuem seletividade a determinados
agentes fangicos, sendo estas utilizadas para diagnostico diferencial. O diagndstico da
criptococose sustenta esta hipOtese. A coloragio de MM detecta a capsula
mucopolissacaridica da levedura. Quantificacdo dos IC € realizada por meio desta
coloracdo, e indica sintese capsular in vivo, que juntamente com o IB formam a escala que
determina a atividade bioldgica da criptococose. Na coloragdo de FM, utilizada nos
resultados inconclusivos pelo MM, quando da infeccdo por Cryptococcus deficiente de
capsula. Estas técnicas sdo especificas para o diagnostico deste fungo e devem ser
utilizadas em associacdo ao HE e a coloragdo pela prata. Este protocolo de coloragdes
sustenta a distin¢cdo do Cryptococcus de outros organismos similares em tamanho e forma.
A tabela 9 apresenta as caracteristicas morfologicas de algumas leveduras e de algumas

formas leveduriformes permitindo a comparacdo com a micromorfologia do Cryptococcus.



Tabela 9 - Caracteristicas micromorfolégicas das leveduras.

Organismos  Tamanho  Forma
Coccidiodes Esférulas-  Esféricos
Endosporos  a ovais
2-5um
Histoplasma 2-4 um Ovais
capsulatum
Cryptococcus  2-20 um  Esféricos
a ovais
Candida SP 2-6 um Esféricos
a ovais
Candida 2-5 um Esféricos
glabrata a ovais

Brotamentos Pseudohypha/ Nucleo

Endosporos

Raramente
com
brotamento
anicos
Unicos ou

multiplos

Unicos,
maultiplos,
cadeias

Unicos

Hifa
Raros

Formas ndo-

classicas

Usualmente

Ausente

Unico

Unico

Unico

Unico

Unico

Parede
celular
Grosseira

Grosseira

Capsular
Desprovido*
de caspula

Grosseira

Grosseira

*: Indicacdo para o uso da coloracéo de Fontana-Masson sustentando a hipétese de diagndstico
diferencial; um: micrométros.
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Mucicarmine
stain
Negativo

Negativo

Positivo

Inconclusivo*®

Negativo

Negativo

Nos 22 casos da infec¢do paucireativa estudados, todos demonstraram auséncia de

células inflamatorias, bem como grande nimero de leveduras dispersas nos tecidos. Estas
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informacdes indicam alteracdo na resposta imune celular. A maioria dos casos apresentam
altos ICs. Este dado suporta a hipdtese de que os elementos flngicos estejam viaveis nestas
lesGes, j& que ha auséncia de células inflamatorias e de fagocitose, que na sua presenca
promoveriam a morte fungica. Dessa forma, ha uma relacdo inversa entre alta producéo
capsular e menor intensidade da resposta inflamatéria (CASADEVALL & PERFECT,
1998; PERFECT & CASADEVALL, 2002; SCHWARTZ, 1998).

O IB apresentou variacdo e muitos casos demonstraram menos que 5% de formas
brotantes, suportando o fato de que o IB é analogo ao indice mitotico das células dos
mamiferos, sendo indicativo da atividade divisional das leveduras (SCHWARTZ, 1988),
que por sua vez, variaram, mas que apresentou-se relativamente diminuida na infeccédo
paucireativa. Atividade criptococcica nos tecidos € afetada pela grande carga fungica, e que
apos promoverem a destruicdo total da arquitetura tecidual, essa atividade divisional das
leveduras estabilizam-se (ARTAL, 2004; SCHWARTZ, 1988). Esta afirmacdo é
semelhante aquela presente na populacdo fangica nos cultivos. Muitos organismos
apresentam fase logaritmica de crescimento e ap0s o pico, a densidade fungica tende a se
equilibrar (SCHWARTZ, 1988).

Dos 14 casos da infeccdo reativa estudados, todos apresentaram resposta
granulomatosa caracterizada pela presenca de células gigantes, varidvel infiltracdo
inflamatoria e fibrose. Estas caracteristicas demonstram-se em proporgGes variaveis.
Comparados a categoria paucireativa, as leveduras apresentaram-se intracelulares aos
histiocitos e células gigantes, consistente com resposta imune ativa e fagocitose efetiva. A
variacdo do IB e IC, influenciada pela intensidade e duracdo da resposta inflamatoria,
determina a viabilidade e a atividade divisional das leveduras (CASADEVALL &
PERFECT, 1998; SCHWARTZ, 1988). Nesse contexto, a resposta granulomatosa associa-
se ao controle da infeccdo (SCHWARTZ, 1988; PERFECT & CASADEVALL, 2002). Os
quatro casos de IC igual a zero é reflexo da presenca de fungos deficientes de capsula, estes
demonstraram altas quantificacGes de IB. Ha inviabilidade fingica naqueles casos em que

ha baixas quantificacdes de IC e IB.



9 CONCLUSAO

Neste trabalho, descreveu-se os aspectos histopatoldgicos da infecgdo criptococcica
através das técnicas basicas de HE e GMS, bem como das coloragdes especiais de MM e
FM. Além disso, comprovou-se a eficacia das coloragdes histoquimicas, que devem ser
utilizadas em conjunto.

No que diz respeito a atividade bioldgica da doenca, a interpretacdo dos sitios
infecciosos pelas técnicas de GMS e MM, servem de base para quantificacdo dos indices de
brotamento e carminofilico. Estes indices sdo representativos da atividade divisional da
levedura e da sintese capsular do microrganismo, respectivamente. Dessa forma, estes
indices devem compor os laudos médicos, oferecendo informacgbes adicionais, que
contribuem para o tratamento e manuntencdo da infeccéo.

Nesse contexto, a histopatologia tranforma-se um dos principais métodos de
diagndstico para identificacdo laboratorial da criptococose, quando da imersdo dos

especimes clinicos em formol.
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APENDICE A
FICHA DE COLETA DE DADOS HISTOPATOLOGICOS



Nome:

Caso: Cryptococcus Cn Cg
AP: Data:

Orgao: Fragmento de tecido:

Doenca PrediSPONENTE: ........coveiirierie e

AIDS: Sim( ) Néo ( ) )
Transplante: Sim ( ) Nao( ) Orgao: Tempo:
Outras:

Envolvimento: Pulmdo: Sim( ) Ndo( ) SNC:Sim( ) Nao( )
Disseminada: Sim ( ) Ndo ( )
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Bidpsia: Peca cirdrgica: AULOPSIA e
Cavitagéo: Calcificacao: Fibrose:
HE Categorias histoldgicas: Reativa () Paucireativa ()  Sem reacdo: (

Granulomatosa: Necrose caseosa: () Sarcoide: ()

Supurativa: (

Gelatinosa: ()

Halo: Presenca: () Auséncia: ( )

Células inflamatorias: Macrofago: ( ) Célula Epitelidide: ()
Linfocito:  ( ) Célula Gigante: ( )
Eosindfilo: ( )
Neutrofilo: ( )
Histiocito: ( )

Fagocitose: Cryptococcus intracelular: () Cryptococcus extracelular: (

)

GMS NUmero de microrganismos*:

Indice de brotamento:

MM NuUmero de microrganismos™:

Cépsula: Presenca: () Auséncia: ()

Indice carminofilico*:

(*:H/++/+++[+++4)

|FM | Melanina:

FM/MM | Cépsula: Presenca. ()  Auséncia: ( )

Melanina:

Titulacdo do latex: Soro: Liquor:

Presenca de formas atipicas:

Urina:

OBS.:




ANEXO A -

HEMATOXILINA-EOSINA



Seqiéncia da coloracao

Desparafinizar, alcoolizar e hidratar
Hematoxilina durante 10 minutos

Lavar em agua corrente até azulecer os cortes
Diferenciar rapidamente em &lcool-acido
Lavar em agua corrente, por 5 a 10 minutos
Lavar rapidamente em &lcool a 95°

Eosina, por 1 a 2 minutos

Diferenciar em &lcool a 95°

Desidratar, diafanizar e montar

Interpretacéo do teste

Nucleos em azul; citoplasmas, fibras colagenas, elasticas e neutréfilos em vermelho
(LACAZ et al., 2002).
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ANEXO B -
METODO DE COLORACAO PELA PRATA (GMS)
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Sequiéncia da coloracéo:

a) Desparafinar os cortes em estufa a 64°C por 5 min. e passar em alcoois: xilol - 10 min;
alcool 99 °GL - 1 min; alcool 96 °GL - 1 min; apds agua destilada, para hidratacdo por 10
min;

b) Acido cromico 5%: num becker colocar 4cido e esquentar até a temperatura de 64°C,
apos colocar as laminas dentro por 1 min;

c) Deixe as laminas esfriarem e lavar com agua destilada por 3 vezes;

d) Metabissulfito de potassio 1%: colocar no becker metabissulfito e as laminas deixando-
as por 1 min;

e) Lavar laminas com agua destilada por 3 vezes;

f) Numa proveta colocar 30 ml de DMSO e em outra 50 ml de H,O dest , 4 ml de Borato e
50 ml de MSN. Misturar num becker ambas as soluc¢des (somente quando for usar) e
colocar as laminas dentro, esquentando até a temperatura de 74°C. Chegando a essa
temperatura, retire todas as laminas e olhar lamina controle no microscépio, caso esteja
com coloracao boa prossiga, caso contrario, coloque novamente as laminas na solucao
deixando-as por mais 1 min, olhando novamente o controle no microscopio (repetir esta
etapa quantas vezes for necessario);

g) Lavar com &gua destilada (3 mudas);

h) Cloreto de ouro 0,1%: colocar num becker cloreto de ouro e as Iaminas por 1 min;

i) Lavar as laminas com agua destilada por 3 vezes;

j) Tiossulfato de sddio 2%: num becker colocar tiossulfato e laminas por 1 min;

I) Lavar com &gua destilada por 3 vezes;

m) Verde Claro (verde luz): num becker colocar verde luz laminas de 1 min ;

m) Desidrataco: alcool 96 GL-1 min; &lcool 99°GL-1 min; xilol: 15 min ou mais (méximo
de 24h); Montar as laminas com balsamo do Canada.

Interpretacéo do teste

Fungo: bem delineados em marom-negro;

Mucina: amarelo-acinzentado

Parte central das hifas - rosa antigo (marrom-negro)

Cor de fundo - verde claro, mas depende da cor de fundo que utilizar(LACAZ et al., 2002).



ANEXO C -
METODO DE MUCICARMIM DE MAYER (MM)
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Seqiéncia da coloragéo

a)

b)

c)
d)

e)
f)
9)
h)

Desparafinizar os cortes em esufa a 64° C por 5 min. e passar em alcoois: xilo- 10 min;
alcool 99° GL- 1 min; &lcool 96° GL- 1 min; ap6s &gua destilada, para hidratacdo por
10 minutos

Num becker colocar as laminas coma mistura de 50mL da solu¢do A com a B por 3 min
para corar;

Lavar em agua corrente por 5 a 10 min

Colocar as laminas num becker com a solucdo diluida de mucicarmim por 30 a 60 min
ou por mais tempo (controlar ao microscopio a coloragdo apds 30 min

Lavar em agua destilada

Num becker por a solucéo de amarelo de metanila a as laminas por 1 min

Lavar em agua destilada, apds em alcool 95° GL

Desidratacdo: por a ldAminas em alcoois: alcool 96° GL- 1 min; alcool 99° GL- 1 min;
xilol: 15 min ou mais (méximo de 24 horas); montar as laminas com balsamo do
Canada.

Interpretacéo do teste

Mucina: vermelho intenso a réseo; nucleos: escuros; fundo :amarelo.

Permite a diferenciacdo do Cryptococcus da maioria dos fungos com igual tamanho e
forma.

Usada para fungos que contém capsulas mucoplissacaridicas, pois 0s reagentes interagem
com a mucina presente nessas capsulas, resultando numa coloracédo de rosa a vermelho
intenso, enquanto os nucleos coram-se em negro e demais estrututras em amarelo,
facilitando as formas lipocapsuladas( LACAZ et al., 2002).



ANEXO D -
METODO DE FONTANA-MASSON (FM)



Sequéncia da impregnacéo

a)
b)
c)

d)
e)
f)
9)
h)

Desparafinizar, alcoolizar e hidratar

Liquido de Fontana durante duas horas a quente (56°C)

Lavar bem em 4gua destilada e verificar a impregnacao ao microscopio. Lavar
novamente em agua destilada

Solucéo de Cajal sobre a lamina durante dois minutos

Fixar em hipossulfito de sodio a 5% durante dois minutos

Lavar em agua corrente durante 10 minutos

Coloracéo de fundo pelo carmim ou pelo amarelo de metanila por 1 mim.
Desidratar, diafanizar e montar
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Atypical Micromorphology and Uncommon Location
of Cryptococcosis: A Histopathologic Study Using Special
Histochemical Techniques (One Case Report)

Alexandra Flavia Gazzoni + Cecilia Bittencourt Severa «

Marines Bizarro Barra * Luiz Carlos Severo

Receved 26 Juse 2008/ Accepead: 6 November 2008 /Published calne: 4 Docember 2004

D Speage SclencesHusness Moty B V. 2006

Abstract Here we report an unusual case of
disseminaed cryptocaccasis in 2 patient with AIDS.
Akhough typical Cryptococcus necformans microe
morphalogy was ohserved in tangoe biopsy, cervical
lymph node examination revealed atypical histopathe
alkgic findings. These inchxled pseudohyphee, chains
of budding yeas and stroctures resembling germ
tubes. Crypicoccus negfarmans infection in suprae
claviculer lymph nodes was also confirmed by
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cultare, The impartance of using special histochems
xal echniquess=Mayer's mucicarmine sin for
mucicarminophilic capsule and Grocon's silver
stiainemin the diagnosis of crypococcosis
rein farced.

Keywards Cryprococcus neafarmans
Pseudohyphae « Lymphadenitis -
Mayer's mucicarmine stain + Grocent's silver stain

Abbreviations

CNS  Central nervous system
GMS  Grocet's silver stain

HE  Hemataxylin and exsin stin
MM Mayer's mucicarmine stain

Introduction

The lungs are the porial of emry for Cryptcoccus
infections |1, 2} These arganisms have a special
wopism for the cemral nervous system (CNS) [3],
frequemtly causing meningoencephalitis in patients
with AIDS [4 5|. Although crypicoccosis may
#ffect several organs, peripheral lymphadenapathy
|6=8] and aral cavity involvemem [& 9, 10] are
hardly ever seen.

Microscopically Cryptacoccus species are idene
tfied as sphericaltoeaval yeast cells, measuring
&X) ym in diameter, and swrounded by a
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mucapalissccharide capsule [11]. Single or maltiple
budding cells with a narrow base are usually observed
[4]. In addition % these classical aspectws, these
organisms may also be present in unusual forms,
which inchxde pseudohyphae [5, 6§, 12=17], chains of
budding yeass [5] and structures resembling germ
tubes |5, 18]. Here we describe atypical histopatho.
lagic findings observed in a patient with disseminated
crypacaccasis.  Special histochemical techniques
allowing for the differentiation of Crypwcoccus
species from ather yeasts are reviewed.

Case Report

A 2eyears ald Caucasian man from the urhan area of
Poro Alegre (Southern Brazil) was diagnosed with
HIV atthe age of 21. The patiem had 2 history of illicit
drug abuse and no adherence % antiretraviral therapy.
He had been 2 smoker for the last 17 years ald (one
pack of cigarettes per day). His medical history
included previous bacterial pneumania, pneumocyse
tasis, tricuspid infectious endocarditis, hepatitis C,
and herpes zaster infection. He was admitted %0 the
haspital in 2006 for dyspnoea and cough. He gave a 3.
week histary of fever (20°C), and his sputum was
mucopuralent t mot a2bundamt. He was in good
clinical conditions though his mucosas were pale.
There was right posteriar cervical and supraclavicular
lymphadenapathy. His tongue was cavered by thrushe
like lesions, and some papuler lesions were ako
ohserved an the tongue. Chest radiography showed
bilateral infilirates with alvealar consalidation in the
right lower lobe. Bronchoscopy shawed a diffusely
ocedematous bronchizl mucose and C. negformans
was recavered from bronchoalveoler lavage fluid
culture. As shawn in Tadle |, C. negformans was akso
identified in other clinical specimens, including bload,
urine, cerehrospinal fluid, sputum, supraclavicular
lymph node and serum. The patient respanded well to
2 l&day course of deaxycholate amphatericin B,
which was followed by fluconazale. Amiretraviral
therapy was resumed with good tolerance.

Histopathologic Findings

Biapsy specimens of cervical lymph nade and of the
tongue were submitted for standard histological

€ springer

processing. Tissue sections were stained by hemae
taxylin and easin (HE), Grocet's silver (GMS) and
Mayer's mucicarmine (MM).

Sections of the cervical lymph node stined with
HE revealed %ul destruction of the nodal architece
ture, with presence of numercus to spherical © oval
stroctures displaying perinuclear clear zone (halos)
(Fig. |, Panel 2). These were seen as black organisms
an a light green hackground by GMS staininge=the
fungal cells showed surrounding zones, indicating the
presence of a capsuler structure. In spite of the
presence of many yeasws revealing single budding
with narrow necks, ather structures such as pseudae
hyphae, chains of budding yeas and germ tubeelike
siractures were also observed (Fig. 1, Panel b). The
MM staining also allowed the ohservation of fungal
cells comaining single budding with narrow necks,
pseudohyphae (Fig. |, Panel c), chains of budding
yeass (Fig. |, Panel d) and germ tubeelike structures.
The magenta capsule was stined and the colour
canfirmed the presence of capsuler palysaccharide
material exclusive of Cryptacoccus.

Sections of the tongue hiopsy stained with HE
revealed an ulcerated epithelium with exudates and
same spherical %o oval structures showing perinuclear
clear zones (Fig. 2, Panel 2). When sained by GMS
these arganisms were found % be surrounded by clear
spaces, indicating the presence of capsular structures.
Few budding yeass were visualised. The magema
colour seen at MM sumining (Fig. 2, Panel b)
caonfirmed the presence of capsuler paolysaccharide
material exclusive of Cryptacoccus species.

Discussion

The kings are the primary site of crypococcal
infection, from which the arganisms can get access
% the bloodstream and disseminate. Akhough virtue
ally any organ can be imwuolved in disseminated
crypaacaccasis [8, 9] lymphadenitis is a rare mani.
festation of the disease [8, 19, 20). In addition %
cervical lymphadenopathye=as that accurred %o cur
Patiensm=crther reparts have also described abdominal
and mediastinal lymph node involvemem 21, 22).
Oral cavity involvement has also rarely been reporied
[23]. Previous reparts of oral crypicoccasis
descrined thrushelike and ukerative lesions with
elevated barders, with marked induration beyond
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Fig. 1 Pasel a-d 2ows onypaococal ymphalenss Pasel @
ows compliee disomion of lymeh acde archiecoue by Gie
presece of compan makes of crypaococs: remanany e ad
el s, 40x magaificron). Pawel b oaypicdl fagal
SOERoogies e obienel, Cudiag geom nabe- Lke sauoures
@d sarowbased buddag Fungalcell wal s samed i black
(Goeom’s siver wua, 40 mggaificaoa) Pasel ¢ sagle

Mucue AOWs SOaZEos Coassent Wi pasalodyphae, @
RAOCEION WD BUSeTs [y il yeats showing camlaoph .
X capauies (Mayer's mucicammine saa, 40x magaifioxon)
Panel d Dows ercupes el budd g yeuss arangel o chans
The magenta Ccupeules e swoagly sumed by moccammise
(Mayers mecicamne sara, 40w magaificaon)

Fig-2 Paela b Qows wague crypaocodioas. Patel asows
Logdl sweowes suscaadel By periuciedms clear daes
(Raiod) emgoxyla aad eod s, 40x magaificaioal

the barder of the uker and minimal inflammation [£,
9, 24}, especially in asaciation with HIV infection
19, 10, 22, 25).

The firet observation of hyphae in Cryptocoaccus
strzins was documented by Shadomy and Utz and
was regarded as 2 chance mutation [26]. However,
review of the lisratuore and mare recemt ohservations

&) Springer

Pasel b hows Lagd cells peeseatag cammncphlc capanle
are mnersely el B mggesd (Mayers mucicemise saa,

40x magaficzoa)

saggest cherwise, In 189 Sanfelice described
hyphae in the tissues of animals inoculed with a
micraearganism isolated from frur juice and which
was in all prodedility Crypsococcus |27). Cax and
Tohurst ohserved hyphal projections in the ventrice
ular flud ohained pastmwreem in ane human case
|28} Moare documented germ tabes in the liverof a
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patiem with crymocaccosis | 16) Shadomy and Lurie
demonstrated hyphae in 11 strains of Cryprococcus in
tissue of mice |27, 29]. This repart shaws an atypical
histopathologic manifestations of Cryptococcus, as
alsa seen in CSF oy aters [30].

Cryptacoccus species rarely produce pseudohype
hae [5, 17, 31]. Actally, abeence of pseudohyphae
has been ane of the propased criteria for Cryptococe
cus ientification and one of the main aspects used to
differentiate crymocaccasis from candidosis [S). Ina
review of crypocaccasis in patiems with AIDS, the
authars stated that e distinction between the Crype
tococcus and Candidoetypes species can be made by
the presence in Cryprocaccus of a capsule, spherical
form of the yeasx, narowehesed budding and the
kck of pseudohyphee |31). However, as shown in
this repart, atypical features such as pseudchyphee
productian, cheins of budding yeasts and structures
resembling germ tubes can all occur during crypoe
caccal infection. These characeweristics are easily
made evidert By special staining techniqoes such as
GMS and MM, performed in smears as well as in
tissue hiopsies [32]. These techniques are specific for
the disgnasis of crypiocaccnsis and should be wsed to
distingaish Cryptococcus species from aother argane
isms that are similar in size and form.

In summary, the staining for the mucicarminoe
philic polysaccharide capsule in association with
GMS suining allkows for the carrect idemtification of
the atypical forms of Cryptocaccus species.
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