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Seven cases of cryptococosis (six cats and one dog) were studied to establish the de-
termining histomorphological and histochemical characteristics in the histopathological
diagnosis of this condition. Additional data related to the epidemiology, clinical aspects,
sites of the lesions, and gross findings were obtained from the necropsy and biopsy proto-
cols. Histologically, yeasts were observed inside macrophages or free in the parenchyma,
associated with scarse to severe lymphohistioplasmacytic inflammatory reaction. In the
hematoxylin-eosin (HE) sections, the yeasts were round, with a central cell containing a
nucleus, surrounded by a clear halo (usually non-stained capsule). The techniques of pe-
riodic Schiff acid (PAS), Groccot (GMS), and Fontana-Masson (FM) were utilized and de-
monstrated the wall of the yeast cells. The FM stain showed the melanin present in these
cells. The Alcian blue and Mayer’s mucicarmin stains showed mainly the yeast polysaccha-
ride capsule. The diameter of the cells ranged from 1.67 to 10.00um and the full diameter
of the encapsulated yeasts varied between 4.17 e 34.16um. Yeast buddings were better
observed through the PAS stain and were narrow based, simple or multiple, mainly in the
opposite poles of the cells or forming chains. The definitive diagnosis of cryptococosis was
established through the histopathological exam, based on the specific morphology of the
agent (encapsulated yeast) and on histochemical proprieties, mostly in the cases without
fungal culture.

INDEX TERMS: Fungal infections, Cryptococcus spp., cryptococosis, histomorphology, histochemistry,
veterinary pathology, cats, dog.

RESUMO.- Sete casos de criptococose (seis gatos e um cio)
foram estudados para estabelecer as caracteristicas histo-
morfoldgicas e histoquimicas determinantes no diagnoéstico

! Recebido em 4 de dezembro de 2013.

Aceito para publicacdo em 6 de margo de 2014
Parte da Tese de Doutorado do primeiro autor.

2 Programa de Pés-Graduagdo em Medicina Veterinaria, drea de con-
centragdo em Patologia e Patologia Clinica Veterinaria, Centro de Ciéncias
Rurais (CCR), Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Av. Roraima
1000, Camobi, Santa Maria, RS 97105-900, Brasil.

3 Curso de Medicina Veterinaria, CCR-UFSM, Santa Maria, RS.

* Laboratdrio de Patologia Veterindria, Departamento de Patologia, Cen-
tro de Ciéncias da Saude, UFSM, Santa Maria, RS. *Autor para correspon-
déncia: glaukommers@yahoo.com

261

histopatolégico dessa condicdo. Os dados complementares
relacionados a epidemiologia, aos aspectos clinicos, a loca-
lizacdo das lesdes e as alteracdes macroscopicas foram ob-
tidos dos protocolos de necropsias e bidpsias. Na histologia,
as leveduras foram observadas no interior de macréfagos
ou livres no parénquima, associadas a reagdo inflamatoéria
linfo-histioplasmocitica que variou de escassa a acentuada.
Pela técnica de hematoxilina-eosina (HE) as leveduras eram
arredondadas, com célula central contendo um ntcleo, cir-
cundada por um halo claro (capsula geralmente ndo cora-
da). As técnicas histoquimicas do acido peridédico de Schiff
(PAS), Grocott e Fontana-Masson (FM) foram utilizadas e
evidenciaram a parede das células das leveduras. Pelo FM
observou-se a melanina presente nessas células. As téc-
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nicas do azul Alciano e da mucicarmina de Mayer eviden-
ciaram principalmente a capsula polissacaridica das leve-
duras. O didmetro das células das leveduras variou de 1,67
a 10,00pm e o diametro total das leveduras encapsuladas
variou entre 4,17 e 34,16pum. Os brotamentos foram melhor
visualizados através do PAS e ocorreram em base estreita,
de forma tinica ou multipla, principalmente em polos opos-
tos das células das leveduras ou formando uma cadeia. O
diagnostico definitivo de criptococose foi estabelecido atra-
vés do exame histopatolégico, baseando-se na morfologia
caracteristica do agente (levedura encapsulada) e em suas
propriedades tintoriais (histoquimicas), principalmente nos
casos em que a cultura micolégica nio foi realizada.

TERMOS DE INDEXACAOQ: Infecces fingicas, Cryptococcus spp.,
criptococose, histomorfologia, histoquimica, patologia veterinaria,
felinos, canino.

INTRODUCAO

Criptococose é a micose sistémica mais comum no gato,
mas que também afeta cies, cavalos, bovinos e muitas ou-
tras espécies animais, além de humanos (Caswell & Willia-
ms 2007). As duas espécies associadas com a doenca em
humanos e animais sdo Cryptococcus neoformans e C. gattii.
Essas duas espécies apresentam diferencas com relacdo ao
habitat natural, a epidemiologia, as caracteristicas fenotipi-
cas, as manifestacdes clinicas e a resposta a terapia antiftiin-
gica (Sorrel 2001, Bovers et al. 2008). A criptococose nao
é considerada uma doenca zoondtica ou uma antropozoo-
nose, tendo em vista que Cryptococcus spp. ndo podem se
disseminar no ambiente a partir de lesdes no tecido (Malik
etal. 2006). No entanto, casos descritos em humanos e em
animais podem resultar de uma fonte ambiental comum
(Malik et al. 2006, MacDougall et al. 2007).

Cryptococcus spp. sdo fungos pertencentes a classe
Blastomycetes, que no tecido animal e em condig¢des ide-
ais de laboratorio, apresentam-se em forma de leveduras
com uma capsula polissacaridica mucoide (Castella et al.
2008). Quatro sorotipos sdo descritos, sendo os soroti-
pos A e D pertencentes a C. neoformans var. neoformans,
C. neoformans var. grubii, respectivamente, e 0s sorotipos
B e C pertencentes a C. gattii (Bovers et al. 2008, Guarner
& Brandt 2011). Alguns isolados possuem caracteristicas
de ambos os sorotipos A e D, e tém sido classificados como
um quinto sorotipo, o sorotipo hibrido AD (Sorrel 2001).
C. neoformans apresenta distribuicdo cosmopolita, sendo
frequentemente isolado de excretas dessecadas de aves,
especialmente pombos urbanos (Farias & Xavier 2009). C.
gattii é encontrado principalmente em areas de plantacoes
de eucalipto em climas tropicais (Caswell & Williams 2007,
MacDougall et al. 2007, Datta et al. 2009).

No Brasil ha relatos de C. neoformans e C. gattii isolados
em areas urbanas e de mata, assim como casos clinicos em
humanos (Correa et al. 1999, Severo et al. 1999, Montene-
gro & Paula 2000, Fortes etal. 2001) e animais (Kommers et
al. 2005, Martins et al. 2008, 2010, Riet-Correa et al. 2011).
A infecgdo ocorre principalmente pelo trato respiratério,
através da inalacao de leveduras ou basidiésporos e as le-
sdes ocorrem principalmente na cavidade nasal e nos pul-
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moes (Castella et al. 2008). A disseminagdo do fungo ocorre
via hematoégena para o encéfalo, os olhos, a pele e outros
orgdos (Rodrigues et al. 1999, Farias & Xavier 2009). No
entanto, a infeccdo pode ocorrer na forma de lesdes solita-
rias na pele ou no tecido subcutaneo, decorrentes de inocu-
lacdo direta do agente (Malik et al. 2006, McGill et al. 2009).

A epidemiologia da criptococose depende diretamente
da espécie envolvida, sendo C. neoformans o principal cau-
sador da doenga em individuos imunocomprometidos (Ro-
drigues et al. 1999, Pappalardo & Melhem 2003). No entan-
to, C. gattii, além de afetar hospedeiros imunossuprimidos,
causa a doenca em individuos imunocompetentes (Duncan
et al. 2006). Varios fatores de viruléncia sio descritos para
os fungos pertencentes ao género Cryptococcus. Dentre
eles destacam-se: a capsula mucinosa composta por po-
lissacarideos, que bloqueia a interagdo entre anticorpos e
receptores da superficie de macréfagos; a producao de me-
lanina e manitol, que apresentam atividades antioxidantes
e favorecem o neurotropismo; e a capacidade de se desen-
volver em temperaturas fisioldgicas, em torno de 372C (Ko-
zel 1995, Rodrigues et al. 1999, Steenbergen & Casadevall
2003, Malik et al. 2006).

Infec¢bes micoticas muitas vezes nido apresentam alte-
ragdes clinicas e lesdes macroscopicas caracteristicas que
permitam um diagndstico presuntivo (Kaufman 1992, Jen-
sen et al. 1996), o qual possa ser confirmado pela cultura
micoldgica, que é a técnica padrdo-ouro (Lima et al. 1977).
Consequentemente, o agente causal pode ser encontrado
ou suspeitado somente durante o exame histopatologico
dos tecidos afetados (Jensen et al. 1996). Nesses casos, o
reconhecimento detalhado das caracteristicas histomor-
fologicas e histoquimicas desses fungos constitui-se na
principal ferramenta de diagnostico etiolégico. Com esse
objetivo, foram analisados e discutidos os aspectos histo-
morfolégicos e histoquimicos de sete casos de criptococose
diagnosticados em animais de companhia no Laboratério
de Patologia Veterinaria (LPV) da Universidade Federal
de Santa Maria (UFSM). Aspectos clinico-epidemiolégicos
também foram apresentados.

MATERIAL E METODOS

Sete casos de criptococose (seis gatos e um cdo), diagnosticados
no LPV-UFSM, foram selecionados para este estudo. Avaliaram-se
os dados epidemiolégicos (incluindo raga, sexo e idade), sinais cli-
nicos, alteragdes macroscdpicas e histolégicas descritas nos pro-
tocolos de necropsias (quatro casos; Felinos 1-3 e Canino 1) ou de
exames histopatoldgicos a partir de bidpsias (trés casos; Felinos
4-6). Os espécimes provenientes de necropsias ou bidpsias ha-
viam sido fixados em formol a 10% e processados rotineiramente
para histopatologia. Se¢des de 3um, coradas pela hematoxilina e
eosina (HE), foram avaliadas visando principalmente classificar e
quantificar a resposta inflamatoéria em cada caso e nos diferentes
orgdos afetados. Utilizaram-se também técnicas histoquimicas
como a impregnacdo pela prata de Grocott (GMS), 4cido periédico
de Schiff (PAS), azul Alciano (AA), mucicarmina de Mayer (MM) e
Fontana-Masson (FM). As imagens e as dimensdes das leveduras
(incluindo a célula da levedura, a espessura da capsula e o diame-
tro total da levedura) foram obtidas através de um microscépio
Olympus BX51, com cdmera digital DP21, controlada pelo progra-
ma Olympus CellSens®.
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RESULTADOS

A epidemiologia, os sinais clinicos e o desfecho dos casos
analisados encontram-se no Quadro 1 e a localizagdo das
lesdes e as alteragdes macroscopicas observadas nas ne-
cropsias e nos tecidos obtidos de bidépsias encontram-se
no Quadro 2. Dos sete casos estudados, somente em dois
(Felinos 1 e 3) houve suspeita clinica de criptococose. No
Felino 1 foi enviado material para cultura micolégica, sen-
do cultivado Cryptococcus neoformans. Nos demais casos
ndo houve suspeita clinica de criptococose e o diagndstico
definitivo foi realizado com base nas alteracdes histologi-
cas, pela demonstracdo do agente e de suas caracteristicas
através de diversas técnicas histoquimicas.

Na coloragdo de HE as leveduras de Cryptococcus sp.
estavam associadas a infiltrado inflamatério constitui-
do predominantemente por macréfagos (com citoplasma
abundante), linfocitos e plasmocitos. A intensidade da rea-
¢do inflamatoria variou conforme o tecido analisado. Resu-
midamente, na pele a reagdo foi moderada a acentuada, na
faringe acentuada, nos linfonodos leve a acentuada, no rim,
no encéfalo e no cerebelo variou de ausente a moderada,
nos pulmaoes foi leve e no figado ausente.

Nos casos em que havia acentuada reacdo inflamatéria
as leveduras podiam ser visualizadas principalmente no ci-
toplasma de macrofagos e raramente livres no tecido. No
citoplasma de macroéfagos as leveduras ocorreram de for-
ma Unica ou em grupos. Em casos com reagdo inflamatdria
leve as leveduras eram observadas formando aglomerados
que, por vezes, eram circundados por escasso infiltrado in-
flamatorio linfo-histiocitico. Em lesdes cutaneas ulceradas,
além do infiltrado linfo-histiocitico, havia moderado infil-
trado inflamatério neutrofilico subjacente as tlceras.

0 aspecto morfoldgico caracteristico e as propriedades
tintoriais padrao estao ilustrados na Figura 1 (A-F). As le-
veduras de Cryptococcus sp. eram arredondadas, compos-
tas por um halo claro, que geralmente ndo corou pelo HE
(capsula da levedura), circundando uma estrutura leve-
mente basofilica, que era redonda, levemente alongada ou,
as vezes, em forma de foice (célula da levedura). No interior
de algumas células era possivel observar material granular,
por vezes arredondado, levemente eosinofilico (ntcleo da

célula da levedura). As capsulas das leveduras tinham dife-
rentes espessuras e, por ndo corarem, conferiam ao tecido
um aspecto vacuolizado, conhecido como “lesdo em bolha
de sabdo” (Fig.1A).

0 tamanho das leveduras de Cryptococcus sp. e as pro-
priedades histoquimicas do fungo estdo resumidos no
Quadro 3. O didmetro das células das leveduras variou de
1,67 a 10pum. A espessura da parede celular variou de 0,17
a1,18um.

A capsula das leveduras foi evidenciada pelas técnicas
histoquimicas de AA e MM. Na coloracdo de AA, a capsula
apresentava-se fortemente azulada e com aspecto radiado
(Fig.1B). A espessura da capsula apresentou variacoes de
acordo com a localiza¢do da levedura no tecido em alguns
casos. A capsula era mais delgada em leveduras visuali-
zadas no citoplasma de macroéfagos (variando de 0,94 a
7,41um), enquanto que leveduras livres nos tecidos apre-
sentavam capsulas mais abundantes (1,87 a 11,34pm). O
didametro total das leveduras (incluindo a capsula) variou
de 4,17 a 34,16pum. Além da capsula, a parede das células
das leveduras era, muitas vezes, fortemente corada por
essas duas técnicas. Raras leveduras ndo apresentavam
coloragdo na capsula pelo AA e pelo MM e a parede apre-
sentava-se levemente azulada no AA. Pela MM a cépsula
apresentou aspecto radiado, semelhante ao descrito no AA
(Fig.1C). Em algumas leveduras as células eram circunda-
das por material levemente avermelhado e a parede das
células era fortemente corada.

As capsulas de raras leveduras coraram-se levemente
na coloragao de HE (Felinos 2, 4, 6 e Canino 1) e apresenta-
ram aspecto levemente radiado basofilico (Fig.2A). No PAS
(Felinos 2, 5, 6 e Canino 1) a capsula de poucas leveduras
apresentou aspecto radiado com coloragao résea (Fig.2B).

As células das leveduras coraram fortemente pelo PAS e
foram fortemente impregnadas pela prata no GMS. No PAS,
a parede das células era fortemente positiva, apresentan-
do coloragdo résea com bordos levemente mais corados
(Fig.1D). Em algumas leveduras era possivel observar na-
cleos no interior das células.

Os brotamentos foram melhor visualizados no PAS do
que no HE e ocorreram em base estreita, principalmente

Quadro 1. Dados epidemioldgicos, sinais clinicos e desfecho de casos de
criptococose em felinos e um canino

Espécie Animal (n?) Raga Sexo Idade (anos) Sinais clinicos Desfecho
Felina 1* SRD M 2 Linfadenopatia submandibular EUT
2 Persa F 5 bilateral, disfagia e dispneia Tosse ME
3 SRD F 1,7 Emagrecimento acentuado ME
4 SRD F NI Anorexia, abdomen abaulado, ME
sinais neuroldgicos
5 SRD M 2 Lesdo no digito do membro NI
pélvico esquerdo
6 SRD M NI Feridas ulceradas em cabega, NI
pescoco, regido periorbital,
comissura labial e membros
Canina
1 Labrador M 1 Anorexia, incoordenagio ME

motora e cegueira

* Foi isolado Cryptococcus neoformans na cultura micolégica dos linfonodos; SRD = sem raga de-
finida; M = macho; F = fémea; NI = ndo informado. ME = morte espontanea; EUT = eutandsia.
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Quadro 2. Localizacdo e macroscopia das lesées em casos de criptococose em felinos e um canino

Espécie Animal (n?) Localizagdo das lesdes Macroscopia
Felina
1 Linfonodos, palato mole e faringe Massas brancoacinzentadas
2 Coracdo, linfonodos, Linfadenomegalia com superficie esbranquicada, exsudato
bago, pulmées, lingua, fibrinopurulento nos seios nasais, pulmées consolidados e palidos. Ulceras
figado, rins e cerebelo no palato mole e nédulos na lingua. Nédulos esbranquicados nos rins
3 Pele, figado, bago, pulmao, Noédulos ulcerados na pele da cabeca, membros e regides toracica
encéfalo e linfonodos e abdominal. Linfadenomegalia com superficie esbranquigada
4 Rim e pulmao Areas esbranquicadas e circulares no rim
5 Pele Sem descri¢do
6 Pele Pele hirsuta com crostas
Canina 1 Encéfalo Sem alteragdo

de forma Unica, mas também multipla, em polos opostos
das células das leveduras ou formando cadeias (Fig.3A-D).
No GMS apenas a parede da célula das leveduras apresen-
tou forte impregnacdo enegrecida (Fig.1E). Nao foram ob-
servadas diferencas tintoriais entre as células de tamanho
grande e pequeno ou com capsula (ndo corada) abundante
ou escassa.

Na coloragdo de FM, todos os casos apresentaram for-
te evidenciacdo da melanina na parede das células das
leveduras (Fig.1F). A intensidade da coloragdo variou de
marrom-acinzentada a enegrecida. Independentemente do
tamanho das células e da quantidade de capsula, todas as
paredes foram positivas para melanina.

Além de permitirem uma melhor visualizacdo dos com-
ponentes estruturais das leveduras, sejam eles a capsula ou
a célula, as coloracdes de PAS, GMS, AA, MM e FM facilita-
ram a visualizacdo da invasdo/disseminacdo do agente em
diversos érgaos e tecidos.

Em trés casos foram observadas alteragdes nos aspec-
tos morfolégicos e histoquimicos padrao das leveduras. Em
dois casos com lesdes cutaneas (Felinos 5 e 6) as leveduras
apresentavam uma grande quantidade de células peque-
nas (“células filhas”), com diametro que variou de 1,03 a
2,27um. As células filhas eram visualizadas no interior do
mesmo halo da célula mie e muitas vezes eram visualiza-
das mais de uma célula filha. Nesses dois casos, a grande
maioria das leveduras estava no citoplasma de macrofagos,
eram eosinofilicas e tinham nucleos abundantes, que, por
vezes, ocupavam quase toda a célula (Fig.4A). No AA e na
MM essas leveduras apresentavam pouca capsula e pare-
de fortemente corada (Fig.4B). A parede das células filhas
também era positiva no PAS, no GMS e no FM.

Em um caso com envolvimento pulmonar (Felino 2),
algumas leveduras localizadas em areas de hemorragia
apresentaram-se com células grandes de parede acentua-
damente espessa e eosinofilica (Fig.5A). Em algumas era
possivel identificar trés padrdes de coloragdo: um halo
interno levemente basofilico, seguido de uma camada for-
temente eosinofilica e bordos basofilicos a anfofilicos. A
espessura da parede variou de 0,66 a 3,06um. Nas colo-
racdes de AA e MM essas leveduras apresentavam capsu-
la fortemente corada (Fig.5B) e a parede espessa apenas
corada pela contracoloracdo. No PAS a parede apresentou
halo central intensamente corado circundado por uma ca-
mada levemente violacea. No GMS e no FM apenas a célula
apresentou-se enegrecida e a camada circundante corou-se

Pesq. Vet. Bras. 34(3):261-269, marco 2014

apenas com as contracoloragdes de cada técnica (verde e
rosa, respectivamente) (Fig.5C,D). Nas areas adjacentes a
hemorragia nos pulmoes e nos demais 6rgidos nao foi ob-
servado esse espessamento da parede da célula.

DISCUSSAO

A dificuldade na formulacdo de um diagndstico presuntivo
de criptococose pode estar diretamente associada a diversi-
dade na sua apresentagdo clinica e na distribuicdo das lesdes
(Faria & Xavier 2009), como visto nos casos aqui estudados.
Na maioria desses casos os sinais clinicos foram inespecifi-
cos e ndo permitiram um direcionamento no diagndstico.
Os achados macroscopicos, bem como a distribuicdo das
lesdes em diversos 6rgdos, muitas vezes mimetizaram al-
tera¢des neoplasicas, dificultando o diagndstico presuntivo
de criptococose. O diagnostico definitivo foi realizado com
base nas alteragdes histopatoldgicas em seis dos sete casos,
pois somente em um gato foi realizada a cultura micolégica.
Situacdo semelhante tem sido descrita por outros autores
em infeccdes micdticas que, muitas vezes, ndo apresentam
alteragdes clinicas caracteristicas que permitam um diag-
nostico presuntivo (Kaufman 1992, Jensen et al. 1996), se-
guido da auséncia de cultura micoldgica, que é a técnica pa-
drdo-ouro (Lima et al. 1977), e que permite a identificacdo
definitiva do agente etiolégico. Consequentemente, o agen-
te causal de doengas micoticas (e oomicdticas) pode ser
encontrado ou suspeitado somente durante o exame histo-
patolodgico dos tecidos afetados (Jensen et al. 1996). Nesses
casos, nos quais ndo é possivel a cultura e a identificacdo do
fungo, o reconhecimento das caracteristicas morfoldgicas
e histoquimicas das leveduras de Cryptococcus spp. sdo as
principais ferramentas de diagnéstico (Guarner & Brandt
2011). Neste estudo, essas caracteristicas morfologicas e
histoquimicas das leveduras foram semelhantes nos casos
sem cultura e no caso com cultura bem sucedida.

No exame histopatoldgico, o padrao morfolégico do
fungo observado neste estudo foi semelhante ao descrito
por outros autores (Malik et al. 2006, Faria & Xavier 2009,
Guarner & Brandt 2011). Em todos os casos as leveduras
apresentavam uma célula central, com presenca de um nu-
cleo, circundada por uma capsula espessa (polissacaridica)
que geralmente ndo se corava pelo HE. Esse padrdo morfo-
légico das leveduras de Cryptococcus spp. tem sido descrito
como caracteristico por diversos autores (Bose et al. 2003,
McFadden et al. 2006, Okagaki et al. 2010, Guarner & Bran-
dt 2011, Kronstad et al. 2011).
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Fig.1. Criptococose em caninos e felinos. (A) Leveduras de Cryptococcus sp. arredondadas com célula central circundada por uma capsula
que nao se cora, conferindo ao tecido um aspecto de “lesdo em bolha de sabdo”. No detalhe a célula da levedura levemente basofilica
circundada por uma capsula espessa ndo corada (hematoxilina e eosina). (B) Leveduras fortemente coradas em azul. No detalhe a
levedura apresentou capsula com aspecto radiado externamente e parede fortemente corada (azul Alciano). (C) Leveduras fortemen-
te coradas em vermelho. No detalhe a levedura apresentou capsula com aspecto radiado externamente e parede fortemente corada
(mucicarmina de Mayer). Somente as células das leveduras coraram fortemente nas colora¢des do acido periédico de Schiff (D),

Grocott (E) e Fontana-Masson (F). Barra = 20um.
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Quadro 3. Tamanho e propriedades histoquimicas das leveduras em casos de criptococose em
felinos e um canino

Diametro (pm)

Histoquimica

Espécie Levedura* Célula HE AA MM PAS GMS FM
(n?) CE CA CE CA CE CA CE CA CE CA CE CA
Felina
1 5,50-7,82 2,00-4,64 + - + + + + + - + - + -
2 5,99-34,16  2,22-5,23 + +/- + + + + + +/- + - + R
3 6,72-21,11  2,55-5,23 + - + + + + + - + - + R
4 16,33-23,70 4,78-10,00 + +/- + + + + + - + - + -
5 5,19-7,58 2,64-3,71 + - + + + + + +/- + - + -
6 4,17-1895 2,16-8,67 + +/- + + + + + +/- + - + -
Canina
1 13,77-2298 1,67-7,28 + +/- + + + + + +/- + - + -

* Compreende célula + capsula polissacaridica. CE = célula da levedura; CA = capsula da levedura; HE = hematoxilina e
eosina; AA = azul Alciano; MM = mucicarmina de Mayer; PAS = 4cido periédico de Schiff; GMS = Grocott; FM = Fontana-
-Masson; (+) positiva; (+/-) raras estruturas fracamente positivas; (-) negativas.

Variagdes no tamanho da célula das leveduras, na es-
pessura da capsula e no diametro total das leveduras po-
dem ser associadas a infec¢do por sorotipos diferentes.
Estudos realizados em casos de criptococose humana e
infeccoes experimentais em animais tém também demons-
trado variagdes na espessura da capsula, na parede e no
didmetro da célula das leveduras de acordo com o érgao
analisado e o tempo de infeccdo (Feldmesser et al. 2001,
Del Poeta 2004, Charlier et al. 2005, Xie et al. 2012). Diver-
sos autores tém sugerido que o espessamento da capsula
ocorre principalmente em leveduras maduras devido a adi-
¢do de novos polissacarideos e nanoproteinas a estrutura
pré-existente (Charlier et al. 2005, McFadden et al. 2006).
Apesar de haver variagdo na espessura da capsula das le-
veduras nos casos de criptococose deste estudo, ndo foram
observadas leveduras totalmente sem capsula. Em alguns
pacientes humanos as leveduras de Cryptococcus spp. po-
dem apresentar-se pouco (Guarner & Brandt 2011) ou ndo
encapsuladas (Gazzoni et al. 2008), tornando-as semelhan-
tes a Candida spp. ou Histoplasma spp. A coloragio positiva
para melanina identifica que as leveduras sao de Cryptococ-
cus spp. em situagdes como essa (Guarner & Brandt 2011).

O tamanho das leveduras variou de acordo com a sua
localizacdo. Leveduras menores foram observadas, na sua
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Fig.2. Criptococose em caninos e felinos. Levedura de Cryptococcus apresentou (A) leve coloragio basofilica radiada na capsula na colo-
racdo de hematoxilina e eosina e (B) résea na coloracdo de acido periddico de Schiff. Barra = 10pm.

grande maioria, no interior de macréfagos, enquanto que
leveduras maiores eram visualizadas principalmente livres
no parénquima dos 6rgdos. Essa diferenca na localizagdo
entre leveduras pequenas e grandes pode estar relacionada
principalmente com relagdo a abundancia de capsula, tama-
nho da célula ou localiza¢do da levedura em determinados
orgdos. Estudos tém demonstrado que leveduras menores
e com pouca capsula foram observadas principalmente no
interior de macréfagos devido a facilidade de opsonizacdo
e formacdo de fagolisossomas no interior de macréfagos
(Xie et al. 2012), enquanto que leveduras grandes, com
capsula abundante, eram observadas principalmente livres
nos tecidos (Feldmesser et al. 2001, Okagaki et al. 2010).

A variagdo no tamanho da célula das leveduras é um
achado constante nas infecgdes em humanos e em animais
(Feldmesser etal. 2001, Okagaki etal. 2010, Xie etal. 2012).
No entanto, neste estudo nio foram observadas leveduras
com células de tamanho gigante (denominadas “células ti-
tds”), como descritas em alguns casos de criptococose com
envolvimento pulmonar (em humanos e camundongos), as
quais podem atingir até 100pm de diametro (Feldmesser et
al. 2001, Okagaki et al. 2010).

Os brotamentos das leveduras, na sua maioria, apresen-
tavam caracteristicas morfologicas semelhantes as descri-
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Fig.3. Criptococose em caninos e felinos. (A) Observa-se brotamento tinico em base estreita. (B) Uma célula com dois brotamentos. (C,D)
Brotamentos em base estreita formando uma cadeia (4cido periédico de Schiff).
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Fig.4. Criptococose cutdnea em felinos. (A) Numerosas “células filha

y - ) . ) e o 2
s” (células menores) proximas de uma “célula mae” (células maio-

res) (hematoxilina e eosina). (B) A capsula e a parede das células filhas e das células mées coraram-se fortemente na coloragdo de

azul Alciano. Barra = 20pm.

tas por outros autores (McFadden et al. 2006, Guarner &
Brandt 2011). No entanto, varia¢cdes na quantidade de bro-
tamentos e no ponto de origem na célula foram observa-
das em alguns casos. Em casos com brotamentos multiplos,
dando um aspecto em cadeia as leveduras, é fundamental
realizar a diferenciacdo entre esse tipo de brotamento e
infeccbes por fungos que podem apresentar-se como le-

veduras ou estruturas filamentosas nos tecidos, como
Candida spp. (Guarner & Brandt 2011). Cryptococcus spp.
apresentam forma filamentosa quando localizados no meio
ambiente ou em condig¢des especiais de cultura, associada
a fase de reprodugido sexuada (Bovers et al. 2008, Kronstad
etal. 2011).

A abundancia de células filhas observada nos casos de
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parede da célula foi fortemente eosinofilica (hematoxilina e eosina). (B) Na coloragdo de azul Alciano, o espessamento da parede
da célula apresentou apenas a contracoloracdo enquanto a capsula esta fortemente corada. (C). Nas coloragdes de Grocott e (D)
Fontana-Masson apenas a célula apresentou-se enegrecida enquanto que a camada circundante corou-se apenas com as respectivas

contracoloragdes. Barra = 20pum.

envolvimento cutaneo em felinos pode estar associada ao lo-
cal primario dainfecgdo e ao periodo inicial de multiplicacdo
do agente no tecido. Casos de leveduras com grande quanti-
dade de células filhas pequenas ndo podem ser confundidos
com o estagio de reproducdo baseado na formagdo de mi-
célios com basidiésporos, tendo em vista que essa forma de
reproducdo sexuada s6 tem sido descrita no meio ambien-
te e em condig¢des especiais de laboratoério (Kronstad et al.
2011), ndo existindo relatos da forma sexuada de reprodu-
¢do da levedura de Cryptococcus spp. em tecidos infectados.

As propriedades histoquimicas das leveduras de Cryp-
tococcus spp. foram conforme descritas na literatura (Malik
et al. 2006, Faria & Xavier 2009, Guarner & Brandt 2011).
No entanto, em alguns casos ocorreu leve coloracio radia-
da da capsula nas técnicas de HE e PAS; isso sugere que al-
guns componentes da parede da célula da levedura podem
também estar presentes na cdpsula em menores quantida-
des. Situacdo semelhante também foi observada em todos
os casos utilizando-se AA e MM, que coram fortemente a
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capsula e a parede da célula das leveduras, reforcando uma
possivel semelhanca de alguns componentes presentes
nessas duas estruturas. Estudos com leveduras mutantes,
com altera¢des nos componentes da parede celular, princi-
palmente glucagon, tém resultado em células com paredes
defeituosas e sem capsula, indicando possivel associacdo
necessaria da capsula com a parede, embora ainda ndo se
saiba se essa interacdo é direta ou indireta através de outro
componente celular (Doering 2009).

Em um caso de infec¢do pulmonar em um felino ob-
servou-se, pelo HE, um espessamento eosinofilico circun-
dando a parede da célula, com caracteristicas morfologicas
semelhantes as descritas por Xie et al. (2012) em infec¢des
de humanos. Diferentemente desses autores, que propdem
espessamento da capsula, através das técnicas histoquimi-
cas evidenciou-se que o espessamento era na verdade na
parede, tendo em vista que, nas coloragdes especificas para
a capsula, o espessamento corou-se apenas pela coloracdo
de fundo.
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CONCLUSAO

O diagnéstico etioldgico da criptococose em caes e gatos
pode ser realizado através do exame histopatoldgico, base-
ando-se na morfologia especifica do agente e em suas ca-
racteristicas histoquimicas tipicas, principalmente naque-
les casos em que a cultura micolégica ndo esta disponivel.
Para isso é necessario o conhecimento do padrao morfolé-
gico e histoquimico da infec¢ao por Cryptococcus spp., as-
sim como suas variagdes morfoldgicas e histoquimicas nos
tecidos afetados. A presenca da capsula polissacaridica e a
producdo de melanina diferenciam esse agente de outros
fungos leveduriformes que afetam animais domésticos.
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