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APRESENTACAO

As obras “Ciéncia, Tecnologia e Inovacao: Desafio para um mundo Global”
Volume 2 e 3, consistem de um acervo de artigos de publicacdo da Atena Editora, a
qual apresenta contribuicées originais e inovadoras para a pesquisa e aplicacdo de
técnicas da area de ciéncia e tecnologia na atualidade.

O Volume 2 esta disposto em 26 capitulos, com assuntos voltados ao ensino-
aprendizagem e aplicacéo de procedimentos das engenharias em geral, computacéo,
quimica e estatistica. Sao apresentadas inUmeras abordagens de aplicacao dos
procedimentos, e além disso, estao dispostos trabalhos que apresentam as percepcdes
dos professores quando em aulas praticas e ludicas.

O Volume 3, esta organizado em 30 capitulos e apresenta uma outra vertente
ligada ao estudo da ciéncia e suas inovacdes. Tratando pontualmente sobre areas de
doencas relacionadas ao trabalho e sanitarismo. Além disso, expde pesquisas sobre
aplicacdes laboratoriais, como: estudo das caracteristicas moleculares e celulares.
Ainda, sdo analisados estudos sobre procedimentos no campo da agricultura. E por
fim, algumas pesquisas abordam precisamente sobre empreendedorismo, economia,
custos e globalizacéo na atualidade.

Desta forma, estas obras tém a sintese de temas e abordagens que facilitam as
relacées entre ensino-aprendizado e sdo apresentados, a fim de se levantar dados
e propostas para novas discussdes em relacdo ao ensino e aplicacdao de métodos
da ciéncia e tecnologia, cito: engenharias, computacao, biologia, estatistica, entre
outras; de maneira atual. Sem esquecer da criagcao de novos produtos e processos
levando a aplicacédo das tecnologias hoje disponiveis, vindo a tornar-se um produto
Ou processo de inovacgao.

Desejo uma boa leitura a todos.

Andrei Strickler
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CAPITULO 15

CRIPTOCOCOSE: ASPECTOS CLINICOS-LABORATORIAIS E
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RESUMO: A criptococose é uma infecgcao
fungica invasiva importante em hospedeiros
imunocomprometidos e aparentemente em
imunocompetentes, causada por levedura
encapsulada do género Cryptococcus, que
atualmente, asespéciesenglobamos complexos
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus
gattii; além disso, essas espécies distribuidas
consideradas  uma

importante causa de morbidade e mortalidade

mundialmente sao

em individuos imunocomprometidos. O risco
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mais comum de criptococose causada por C.
neoformans & a AIDS, enquanto infeccbes
causadas por C. gattii sdo mais freqliientemente
relatadas em pacientes imunocompetentes. A
infeccdo é causada pela inalagc&o de propagulos
viaveis dessas leveduras diretamente do meio
ambiente. Apds invadir o tecido pulmonar,
pode ocorrer disseminacdo hematogénica
determinando meningite, pneumonia e lesdes
cutaneas. Assim, nos Uultimos anos, houve
um progresso significativo com o estudo da
biologia basica e identificacdo laboratorial de
isolados criptococicos, na compreensdo de
sua epidemiologia clinica e para alcancar o
diagnostico correto afim de evitar um desfecho
desfavoravel de criptococose disseminada.
PALAVRAS-CHAVE: Cryptococcus
neoformans, Cryptococcus gattii, Criptococose,
Epidemiologia, Manifestagcdes clinicas.

CRYPTOCOCOSIS: CLINICAL-LABORATORY
AND EPIDEMIOLOGICAL ASPECTS

ABSTRACT: Cryptococcosis is a major invasive
fungal infection in both immunocompromised
and apparentlyimmunocompetent hosts, caused
by the encapsulated yeast genus Cryptococcus,
currently, there are: Cryptococcus neoformans
and Cryptococcus gattii, addition these species
is distributed worldwide are considered an
important cause of morbidity and mortality in

Capitulo 15




immunocompromised individuals. The most common risk for cryptococcosis caused
by C. neoformans is AIDS, whereas infections caused by C. gattii are more often
reported in immunocompetent patients. Infection is caused by the inhalation of viable
propagules of these yeasts directly from the environment. After invading the lung
tissue, hematogenous dissemination presenting with meningitis, pneumonia, and skin
lesions. Thus, in the recent years, significant progress has been made with the study of
the basic biology and laboratory identification of cryptococcal strains, in understanding
their clinical epidemiology and beneficial to reach the correct diagnosis and to prevent
an unfavorable outcome of disseminated cryptococcosis.

KEYWORDS: Cryptococcus neoformans, Cryptococcus gattii, Cryptococosis,
Epidemiology, Clinical manifestation.

11 INTRODUCAO

A criptococose € uma infecgao fungica oportunistica relacionada com altas taxas
de morbidade e mortalidade. Esta infeccao € causada por uma levedura encapsulada,
encontrada principalmente em ambientes ricos em excretas de aves e plantagao de
eucaliptos, sendo que, a transmissao ocorre por inalacdo das formas infectantes
aerolizadas em locais contaminados. Atualmente duas espécies estéo relacionadas
com infec¢des criptocdcicas em humanos: Cryptococcus neoformans e Cryptococcus
gattii (MAZIARZ; PERFECT, 2016).

A frequéncia destas espécies pode ser relacionada de acordo com condi¢des
do hospedeiro, sendo que C. neoformans é relevante em decorréncia do seu
carater oportunista em situagdes de imunodepressdo, enquanto que C. gattii,
tem sido historicamente considerado um patdgeno de pacientes aparentemente
imunocompetentes (PARK et al., 2009; DAMASCENO-ESCOURA et al., 2018). De
acordo com a distribuicéo das espécies, C. neoformans var. grubii € responsavel por
aproximadamente 95% das infec¢des criptocécicas, seguido de C. neoformans var.
neoformans ou C. gattii, com 0s 4% a 5% restantes (MAZIARZ; PERFECT, 2016).

O aumento do numero de individuos infectados pelo HIV (Human
Immunodeficiency Virus) nos ultimos anos, foi acompanhado por uma maior
incidéncia de criptococose. Cerca de 80% - 90% dos casos de infecc¢ao criptocécicas,
estdo associados com infeccdo pelo HIV o que proporciona um aumento do risco
de morte em até 15% (PARK et al., 2009; KAMMALAC NGOUANA et al., 2016). As
espécies de Criptococcus sao capazes de acometer o sistema respiratério, como foco
primario de infeccao, e sistema nervoso central (SNC) em decorréncia da capacidade
disseminacao sistémica. (PERFECT, 2015; BROWN et al., 2012).

Adicionalmente, as manifestacbes pulmonares e neurolégicas ocasionam
complicacdes severas. Dessa forma, a melhor escolha terapéutica para evitar um
pior prognostico esté diretamente relacionada com uma rapida e precisa identificacao
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do agente etioloégico pelos métodos diagnodstico laboratoriais (MARTINS et al,
2015). Portanto, a escolha do método diagndstico depende da suspeita clinica e de
aspectos clinico-epidemiolégicos, sendo que pode ser realizado métodos micolégicos
tradicionais, como exame direto com tinta Nanquin e cultura, imunolégico pela pesquisa
antigeno polissacarideo criptocécico e métodos moleculares para determinacao das
caracteristicas genéticas de espécies de Cryptococcus (ZHANG et al., 2014; VIDAL
et al., 2018; MONTAGNA et al., 2018).

21 ASPECTOS CLINICOS DA CRIPTOCOCOSE

Atualmente, a taxonomia definida por estudos moleculares e genéticos das
espécies de Criptococcus aponta que o complexo C. neoformans consiste em duas
variedades e trés sorotipos: C. neoformans var. grubii (sorotipo A), C. neoformans
var. neoformans (sorotipo D) e C. neoformans (sorotipo hibrido AD); enquanto que
o complexo C. gattii consiste em cinco espécies cripticas e dois sorotipos: C. gattii,
C. bacillisporus, C. deuterogattii, C. tetragattii, and C. decagattii (sorotipos A e B).
A variabilidade genética entre os complexos de espécies € identificada através de
marcadores moleculares que apresenta oito genoétipos principais, sendo que 0s
gendtipos VNI, VNII, VNIl e VNIV englobam as espécies do complexo C. neoformans;
e VGI, VGlII, VGIIl e VGIV para o complexo C. gattii (HAGEN et al., 2015).

Apo6s surgimento e descoberta do HIV, a criptococose tem se destacado em
decorréncia de manifestacdes sistémicas com progndstico grave principalmente em
individuos imunodeprimidos com sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA).
Com isso, dados epidemioldgicos da infeccéo criptocécica demonstram um aumento
anual dos casos estimando-se que, a cada um milhdo de casos anuais tem 625.000
Obitos relacionados com a criptococose (DIACONU et al., 2016; KRONSTAD et al.,
2011).

A forma mais frequentemente de transmissao das infecgbes criptococicas
ocorre pela inalacdo de propagulos de leveduras veiculadas pela corrente de ar
no ambiente'. Deste modo, pode ocorrer acometimento pulmonar sintomatico
ou assintomatico seguido de uma disseminacao linfatica ou hematogénica para o
sistema nervoso central (SNC), pele, olho, ou até mesmo para érgaos do aparelho
reprodutor masculino, como prostata (KAWAMOTO et al., 2017; SETIANINGRUM et
al., 2018; RAJASINGHAM et al., 2018; SACHT et al., 2016; ATHERTON et al., 2018;
SHAH et al., 2012). Outras vias de transmissdo e consequente disseminacéo sao
descritos em raros casos, como uma forma rara de transmissao transplacentaria,
além da inoculagdo das leveduras em traumatismos cutaneos, determinado lesbes
primarias na pele (HURTADO et al., 2016; TABASSUM et al., 2013).

A patogenia e evolugado da infeccéo criptocécica pode ser variavel dependendo
de condi¢cbes predisponente do hospedeiro associados com fatores relacionados

Ciéncia, Tecnologia e Inovacao: Desafio para um Mundo Global 3 Capitulo 15




com o microrganismo. Sendo assim, infec¢do criptocécica oportunistica normalmente
estéa relacionado com C. neoformans, enquanto que infec¢do primaria em individuos
imunocompetentes € associado com C. gattii, e geralmente apresenta discreto quadro
clinico e inespecificidade dos sintomas. Independente das condi¢ées do hospedeiro,
as manifestacdes clinicas sao variadas de acordo com o sitio anatémico acometido
(FIRACATIVE et al., 2018; KASHEF et al., 2018). Algumas condi¢des sao consideradas
essenciais para o estabeleci-mento e sobrevivéncia do fungo no hospedeiro, como
capacidade de crescimento a 37°C, presenca de capsula polissacaridica, e habilidade
de produzir melanina sao os principais fatores de viruléncia (ALSPAUGH, 2015).

As formas clinicas pulmonares de criptococose podem variar de assintomaticas,
mas que, no entanto, pode ser acompanhado pela presenc¢a de nddulos e massas
de infiltracdo com sinais e sintomas semelhantes ao da gripe, como tosse,
expectoragdo mucosa, dor toracica e febre, podendo evoluir para um prognoéstico de
carater grave (SETIANINGRUM et al., 2018). Desta forma, o diagndstico clinico da
criptococose pulmonar é dificil de ser estabelecido em decorréncia da similaridade
das caracteristicas clinicas da tuberculose ou cancer de pulméo quando associados
com achados radiolégicos, como nddulos, cavidades e linfonodos aumentados.
A formacao de nédulos e massas de infiltracdo pulmonar estdo relacionados com
sitios de laténcia e, consequentemente de disseminag¢ao das leveduras diante de
uma predisposicdo do hospedeiro, como vulnerabilidade imunoldgica. No entanto,
em pacientes imunocompetentes, apesar de ser associada com achados radiol6gicos
atipicos e/ou agressivos, os sintomas desaparecem gradualmente apds o tratamento
(XIE et al., 2015; BASNAYAKE et al., 2018; SUWATANAPONGCHED et al., 2013).

Adisseminacgao para SNC resulta meningite criptocoécica, que é uma complicacao
comum no Brasil, representando uma das principais consequéncias clinica pela
acao do HIV em individuos soropositivos sem tratamento antirretroviral, além de
ser responsavel pela maioria das mortes atribuidas a essa infeccéo fungica'44!. A
apresentacao clinica da meningite criptococica é frequentemente atipica, sobrepondo
outras condicdes médicas e em locais de baixa prevaléncia, o que resulta em um
diagnéstico tardio. Os sinais e sintomas, como febre, cefaleia, neuropatia craniana,
alteracéo da consciéncia, perda de memodria, letargia, sinais de irritacdo meningea,
podem persistir semanas ou meses, com periodos alternados de melhora e piora
clinica’,*2. No entanto, as manifesta¢cdes neurolégicas podem evoluir para situacoes
clinicas mais graves, como perda visual ou auditiva, geralmente, em decorréncia a
hipertenséo intracraniana®3.

31 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnéstico da criptococose € simples, devido ao fungo possuir estruturas
com morfologia bem definidas e de facil visualizagdo microscépica. No entanto, a
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falta de especificidade das manifestacdes clinicas retarda o diagnoéstico e piora o
prognostico principalmente em pacientes imunodeprimidos (MAZIARZ; PERFECT,
2016; ZHANG et al., 2014).

Para a realizacdo do exame direto, o material clinico utilizado depende da
suspeita clinica, sendo normalmente amostras de liquor, escarro, urina, aspirado
da medula éssea, fragmentos de tecidos e ganglios. A metodologia mais usada é
o exame direto a fresco com tinta de nanquim ou “tinta da china”, que é um corante
composto de carbono e que proporciona um fundo de lamina totalmente escuro o
gue contrasta com mais evidencia a levedura encapsulada (Figura 1), pois a tinta néo
penetra na camada mucopolissacaridica (ZHANG et al., 2014; CHAYAKULKEEREE;
PERFECT, 2006).

Figura 1. Leveduras do género Criptococcus visualizadas na microscopia direta pela
metodologia com tinta nanquin mostrando com evidéncia a presenca da capsula em toda a
extensao da levedura.

Para a identificacéo e sorotipagem da espécie de Criptococcus é necessario
o crescimento em meios de cultura especifico para fungos, sendo que o Agar
Sabouraud-dextrose acrescido com antibiético é o meio classico para crescimento
fungico (GORALSKA; BLASZKOWSKA; DZIKOWIEC, 2018; KOSMIN; FEKETE,
2008).

Outros meios de cultura séo utilizados para uma caracterizacdo fenotipica
de Criptococcus sp. Agar Niger, ou também denominado DOPA, e agar ureia s&o
utilizados na diferenciagcdo das espécies de Criptococcus de outras leveduras
pois verificam acdo enzimatica respectivamente de fenoloxidase e urease. O meio
L-canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB) diferencia as var. gatti e neoformans,
nesse meio as colbénias de C gatti utilizam a glicina como fonte de carbono e sédo
resistentes a canavanina, tornando a coloracao azul cobalto (PINI; FAGGI; CAMPISI,
2017; PERFECT; CASADEVALL, 2002).

Como alternativa para o diagnéstico de infec¢des criptocécicas, os testes
sorolégicos detectam antigenos capsulares liberados pelas leveduras durante o
desenvolvimento da infec¢do. Os testes de aglutinagcdo em particulas de latex e ELISA
(Imunoenzimatico) sdo as metodologias mais realizadas, podendo ser utilizado tanto

Ciéncia, Tecnologia e Inovacao: Desafio para um Mundo Global 3 Capitulo 15




soro como liquido cefalorraquidiano e que apresentam sensibilidade e especificidade
variando de 86% a 100% (HE; HE, 2007; WILLIAMSON et al., 2017). O ensaio de fluxo
lateral, € um teste qualitativo ou semi-quantitativo que detecta antigeno criptocécico
(CrAg) em soro, plasma e liquor, usando tiras de teste imunocromatogréficas revestida
com anticorpos monoclonais especificos para Cryptococcus (VIDAL et al., 2018).

Apesar das varias opcoes de metodologias para a identificacédo de Criptococcus
em amostras clinicas, observa-se que nenhum método é inteiramente efetivo.
Assim, as técnicas moleculares, como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
sdo altamente sensiveis e especificas além de serem Uteis para determinar as
caracteristicas genéticas das espécies de Cryptococcus, e consequentemente a
caracterizacao epidemiolégica deste fungo em diferentes regides (MONTAGNA et al.,
2018). APCR é uma técnica importante para o diagnostico de neurocriptococose, com
sensibilidade de 92,9%, que é superior quando comparada com a cultura do fungo,
que apresenta 85,7%, e a prova da tinta Nanquim, com 76,8% (RAJASINGHAM et al.,
2018). Assim, as informacgdes genotipicas monitoradas pelos métodos moleculares
podem determinar um impacto positivo no monitoramento epidemiologico dos isolados
em areas endémicas.

4 | EPIDEMIOLOGIA ETIOLOGICA DA CRIPTOCOCOSE NO BRASIL.

As espécies do complexo C. neoformans s&o mais frequentemente isoladas
de manifestacdes disseminadas sintomaticas em todo mundo, sendo que a grande
maioria dos pacientes sao imunocomprometidos em decorréncia de alguma doenca
de base. Enquanto que, o complexo C. gattii engloba espécies endémicas nas
regides tropicais e subtropicais do mundo e acomete predominantemente individuos
imunocompetentes e/ou aqueles que apresentam uma imunodepressao subclinica
(KASHEF HAMADANI et al., 2018). Essa diferenca nas frequéncias das espécies
de Criptococcus pode ser relacionada com caracteristicas ecologicas, bioquimicas
e genéticas, bem como com fatores do hospedeiro e nas manifestacdes clinicas da
doenca (COGLIATI 2013).

Estudos brasileiros apontam que entre as espécies do complexo C. neoformans,
C. neoformans var. grubii € predominante como agente de criptococose em pacientes
com AIDS, acompanhado de uma pequena porcentagem de isolados do complexo C.
gattii. Em um estudo realizado em Goiania entre os anos de 2009 e 2010, verificou
que entre 71 isolados de Criptococcus de pacientes HIV positivo, 94,4% foram
identificados como C. neoformans var. grubiilNNI, e 5,6% C. gattii’VGIl (HASIMOTO
E SOUZA et al., 2013). Essa menor frequéncia de C. gattii pode ser justificada pelos
resultados apresentados por Kobayashi et al., (2005) que verificaram que entre 290
amostras ambientais coletadas na mesma regiao, foi identificado apenas isolados de
C. neoformans var. grubii, demonstrando uma area ndo endémica para esta espécie
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na regido estudada. Assim como observado no estado de Goias, a epidemiologia
da distribuicdo das espécies agentes de criptococose em outros estados da regiao
Centro-Oeste, Mato Grosso (FAVALESSA et al., 2014) e Mato Grosso de Sul (NUNES
et al., 2018), mostram uma predominancia C. neoformans var. grubii/\/NI.

Estudos prévios atestam que C. neoformans/VNI, além de ser com mais
frequéncia associado com criptococose oportunistica em HIV positivos, ocorre com
maior incidéncia nas regides Sul e Sudeste. Considerando a regido Sudeste brasileira,
durante um periodo de dez anos, foram observados 77 casos de criptococose em
um hospital universitario na cidade de Uberaba, Minas Gerais, onde foi relatado que
as condicdes que propiciaram a infec¢ao foi AIDS, lupus eritematoso sistémico e
transplante renal. Entre esses casos, foram identificados 81 isolados, que apds a
caracterizacao genotipica, 93,82% eram C. neoformans/VNI, enquanto 6,17% C.
gattiilVGll (MORA et al., 2010). Resultados semelhantes foram observados em outros
estados da regido, sendo 95,7% e 82,9% dos isolados em S&o Paulo e Rio de Janeiro,
respectivamente, foram C. neoformans/VNI (IGREJA et al., 2004; MATSUMOTO et
al., 2007).

Desta forma, espécies do complexo C. gattiisao as principais responsaveis pelos
casos de criptococose endémica em individuos aparentemente imunocompetentes em
diferentes estados das regides Norte e Nordeste do Brasil. A caracterizac&o molecular
de 56 isolados de Criptococcus identificados de amostras de liquor e sangue no
Hospital Joao Barros Barreto, Belém, mostrou que 50% foram identificados como C.
gattiilNGl e VGII, sendo que a maioria dos pacientes ndao apresentavam histérico de
imunossupressao (SANTOS et al., 2004). Em um estudo realizado na Bahia, com 62
isolados clinicos de meningite criptococica diagnosticados no Hospital Couto Maia,
no periodo de 2006 a 2010, foi verificado que 79% eram C. neoformans/VNI-VNII
e 21% C. gattiilNGl (MATOS et al., 2012). Em um estudo epidemiolégico realizado
em Terezina, Piaui, foi verificado que 38,1% de 63 casos de criptococose ocorreram
por espécies do complexo C. gattii, especificamente pelo gendtipo VGI, associada a
pacientes HIV negativos, ocorrendo com mais frequéncia em residentes em areas
rurais da regiao (MARTINS et al., 2011).

E provavel que a distribuicdo geografica das espécies que enquadram no
complexo C. neoformans e C. gattii, seja muito mais ampla do que atualmente é
documentada, pois a criptococose é uma doenca de nao notificacdo compulséria
no Brasil. Associado nessa questdo, infelizmente, ainda sdo escassos trabalhos
epidemiologicos realizados no Brasil o que restringe a real compreenséo dos
dados clinicos, epidemioldgicos e genotipicos; além disso, outro fator pode ser
relacionado com métodos diagnésticos, pois nenhum método € inteiramente efetivo
na determinacdo da presenca deste patégeno, sendo essencial o diagnoéstico por
diferentes metodologias para descartar resultados falso-negativos ou falso-positivos.
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