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RESUMO

SILVA, Lurdeti Bastos da. Criptococose em um Centro de Referéncia em HIV-AIDS no
Extremo Sul do Brasil. 2018, 77p. Tese de Doutorado — Programa de Pds-Graduagdo em
Ciéncias da Saude. Universidade Federal do Rio Grande. Rio Grande. Rio Grande do Sul.
Brasil Orientadora: Profa. Dra. Melissa Orzechowski Xavier.

Introducdo: A incidéncia global dos casos de meningite criptocécica abrange 223.100
pessoas/ano, com a estimativa de 6% dos pacientes com contagem de TCD4*<100células/mm3
apresentando antigenemia criptocécica (CrAg). Na América Latina, o Brasil e a Colémbia se
destacam pelo maior numero de casos notificados (1001-2.500 casos). Considerando a
gravidade da Criptococose (Cr) para tais pacientes e a alta prevaléncia do HIV-AIDS no Rio
Grande do Sul, onde o municipio do Rio Grande se destaca como primeiro colocado no ranking
nacional em taxas de deteccdo do HIV-AIDS, este estudo teve como objetivo tragar o perfil
clinico, epidemioldgico da criptococose em pacientes HIV/AIDS atendidos no Servi¢o de
Referéncia Regional do Hospital Universitario da Universidade Federal do Rio Grande (SAE-
HU-FURG). Material e Métodos: Trata-se de estudo retrospectivo que abrange todos 0s casos
de Cr diagnosticados no periodo de janeiro de 2010 a dezembro de 2016. Foram considerados
casos de Cr os pacientes com titulacdo acima de 1:8 em soro ou liquor (LCR) no teste de
aglutinacdo do latex para deteccdo de antigeno criptocdcico e/ou aqueles com isolamento de
Cryptococcus sp. em cultivo micologico de amostras clinicas como: liquido cefalorraquidiano
(LCR), lavado broncoalveolar (LBA), liquido pleural (LP) e/ou hemocultura. Ainda foram
investigados, neste estudo, o0s casos de coinfeccdo com Cr e Tuberculose (TB) nestes
pacientes, cujo diagnéstico da TB foi comprovado por microscopia com Ziehl Neelsen e / ou
cultura liqguida em BACTECTM MGITTM 320 com confirmacao de M. tuberculosis por PCR-
IS-6110. Resultados: O estudo evidenciou 70 casos de Cr, cujo C. neoformans foi o agente
etioldgico da totalidade dos casos em que o cultivo foi (n=44). A maioria dos pacientes era do
sexo masculino (74,3%) e a idade média foi de 39,9 anos (20 - 78) (DP=11,4).
Neurocriptococose foi a principal apresentacdo clinica, abrangendo 84,3% dos casos. A
presenca de comorbidades associadas a coinfec¢do Cr/HIV-AIDS foi evidenciada em 43%
(n=30/70) dos , . A Cr foi condicdo definidora da AIDS em 40% (n=28/70) dos pacientes e a
taxa média de TCD4 foi de 73 cel/mm3 (2-447 cel/mm3) (DP=98,8) com deteccéo da carga viral
>50.000 copias/mm? em cerca de 75% dos pacientes. A mortalidade foi de 52,9% (37/70) e,
para estes pacientes cuja doenca foi fatal, a expectativa de vida foi em média de 81,8 dias (2-
930) (DP=168,7), a partir do primodiagnostico da doenca. A deteccdo de CrAg ocorreu em
92,5% (n=62/67) dos pacientes avaliados, com mais de 65% destes apresentando titulo >
1:1024. O cultivo micolégico apresentou 100% (44/44) de positividade. Ainda neste estudo,
casos da coinfeccdo Cr/TB/HIV-AIDS foram investigados, considerando o periodo de 3 anos, a
contar de Janeiro de 2010 a Dezembro de 2012. Nesse periodo, 10 casos da tripla coinfec¢do
foram descritos, cuja idade média dos pacientes foi de 39,3 anos(28-56) (DP= 9.5), sendo que,
80% dos casos foram do sexo masculino. Neurocriptococose e TB pulmonar ocorreram em
40% dos casos e a associagdo de Cr pulmonar e TB pulmonar em 30%. Os outros casos foram:
TB pulmonar e TB ganglionar (n = 01), meningite por Cr e TB ganglionar (n = 01) e meningite
criptococica e tuberculosa (n = 01). A média da taxa de TCD4 + foi de 118,6 cel / mm3 (DP =
135,36) com 80% dos pacientes mantendo TCD4 + <100 células / mm3. A carga viral
apresentada por 70% dos pacientes foi igual ou superior a 100.000 coOpias / mm3. Quatro
pacientes (40%) morreram em média 29 dias (DP = 8,75) ap6s o diagnostico de coinfeccédo
Cr/TB/HIV-AIDS. Conclusdo: O estudo relatou uma série de casos de Cr nos usuarios do
SAE-HU-FURG, evidenciando a alta prevaléncia e letalidade, revelando ainda a ocorréncia de
casos da tripla coinfeccdo Cr/TB/HIV-AIDS como um fator de pior prognostico clinico,
evidenciando a grave condi¢do de imunossupressdo dos pacientes coinfectados. Portanto, se



torna urgente a ampliacdo dos investimentos em prevencédo e otimizacdo do diagnostico tanto
para o HIV-AIDS quanto para Cr e TB.

Palavras Chave: Coinfeccdo, Epidemiologia, Cryptococcus neoformans, Infeccbes
Oportunistas Relacionadas com a AIDS.



ABSTRACT

SILVA, Lurdeti Bastos da. Cryptococcosis in a Reference Center on HIV-AIDS in the
Extreme South of Brazil. 2018, 77p. PhD Thesis - Post-Graduation Program in Health
Sciences. Federal University of Rio Grande. Rio Grande. Rio Grande do Sul. Brazil. Advisor:
Dr. Melissa Orzechowski Xavier

Introduction: The overall incidence of cryptococcal meningitis is 223,100 person-years, with
an estimated 6% of the patients with CD4 count <<100 cells / mm?3 presenting cryptococcal
antigenemia (CrAg). Latin America, Brazil and Colombia stand out for the highest number of
reported cases (1001-2,500 cases). Knowing the severity of the infection for such patients and
the high prevalence of HIV-AIDS in Rio Grande do Sul, where the city of Rio Grande ranks
first in the national ranking of HIV-AIDS detection rates, this study aimed to trace the clinical,
epidemiological and laboratory profile of cryptococcosis in HIV / AIDS patients attended at the
Regional Reference Service of the University Hospital of the Federal University of Rio Grande
(SAE-HU-FURG) Methods: It is a retrospective study that covered all cases diagnosed in the
period from January 2010 to December 2016. Patients with titers above 1: 8 in serum or CSF in
the latex agglutination test for the detection of cryptococcal antigen and / or patients with
Cryptococcus sp. (CSF), bronchoalveolar lavage (BAL), pleural fluid (LP) and / or hemoculture
were considered as cases of Cr. In this study, we investigated the cases of co-infection with Cr
and Tuberculosis (TB) in these patients, whose TB diagnosis was confirmed by microscopy
with Ziehl Neelsen and / or liquid culture in BACTECTM MGITTM 320 with confirmation of
M. tuberculosis by PCR- 1S-6110. Results: The study evidenced 70 cases of Cr, whose C.
neoformans was the etiological agent of all the cases in which the mycological culture was
performed (n = 44). The majority of the patients were male (74.3%) and the mean age was 39.9
years (20-78) (SD = 11.4). Neurocryptococcosis was the main clinical presentation, covering
84.3% (n = 59/70) of the cases. The presence of comorbidities associated with Cr / HIV-AIDS
coinfection was evidenced in 43% (n = 30/70) of the patients, with a predominance of
tuberculosis (n = 11). Cr was the AIDS-defining condition in 40% (n = 28/70) of the patients
and the mean rate of TCD4 was 73 cel / mm?3 (SD = 98.8) with load detection viral load
>50,000 copies / mm3 in about 75% of patients. Mortality was 52.9% (37/70) and, for these
patients with the fatal disease, the time of evolution to death was 81.8 days (2-930) (SD =
168.7), after the first diagnosis of the disease. The detection of CrAg occurred in 92.5% (n =
62/67) of the evaluated patients, with more than 65% of them presenting titre > 1: 1024.
Mycological culture showed 100% (44/44) of positivity. Also in this study, cases of co-
infection Cr / TB / HIV-AIDS were investigated, in a period of 3 years, from January 2010 to
December 2012. In this period, 10 cases of triple coinfection were described with a mean age of
39.3 years (28-56) (SD = 9.5) and 80% of the cases were male. In the study
neurocryptococcosis and pulmonary TB occurred in 40% of cases and the association of
pulmonary Cr and pulmonary TB in 30%. The other cases were pulmonary TB and lymph node
TB (n = 01), cryptococcal meningitis and lymph node TB (n = 01) and cryptococcal and
tuberculous meningitis (n = 01). In these cases the mean TCD4 + rate was 118.6 cel / mm3 (SD
= 135.36) with 80% of patients with TCD4 + <100 cells / mm3 and 70% of patients had a viral
load> 100,000 copies / mmg3. Four patients (40%) died on average 29 days (SD = 8.75) after
diagnosis of co-infection whith Cr/ TB / HIV-AIDS. Conclusion: The study reported a number
of Cr cases in SAE-HU-FURG patients, evidencing the high prevalence and lethality, also
revealing the occurrence of cases of triple Cr / TB / HIV-AIDS co-infection as a factor of worse
clinical prognosis, evidencing the serious condition of immunosuppression of coinfected
patients. Therefore, it is urgent to increase investments in prevention and optimization of
diagnosis for both HIV-AIDS and Cr and TB.



Key words: Co-infection, Epidemiology, Cryptococcus neoformans, HIV- AIDS Oportunistcs
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1 INTRODUCAO

A Criptococose (Cr) € uma micose sistémica que acomete de 6% a 10% dos pacientes
que desenvolvem a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) (RAJASINGHAM et al,
2017; WILLIAMSON, 2017). A estimativa global de incidéncia da Cr em pessoas vivendo com
HIV-AIDS, em 2014, foi de 223.000 novos casos, resultando em uma mortalidade de 181.000
pessoas, representando 15% das mortes relacionadas a AIDS (RAJASINGHAM et al, 2017;
WHO, 2018)

O desenvolvimento da doenca depende de fatores do hospedeiro (leucopenia), niveis de
exposicdo ambiental ao patdgeno e fatores de viruléncia da cepa infectante, principalmente a
termotolerancia, a producéo de pigmento melaninico e a presenca da capsula (YAMAMURA et
al., 2013; GIBSON & JOHNSTON, 2014; THOMPSON III et al., 2014; BRUNI et al., 2017).
A principal manifestacdo clinica da criptococose e a mais letal € a meningoencefalite,
prevalecendo em 70% a 90% dos casos, sendo o principal agente causal dentro do complexo de
espécies Cryptococcus neoformans, o C. neoformans var. grubii, responsavel por 95% dos
casos da coinfeccdo Cr/HIV-AIDS (DESJARDINS, 2017; RODHES et al., 2017).

Considerando que o Municipio do Rio Grande aparece em primeiro lugar no ranking
nacional de deteccdo do HIV-AIDS, se torna relevante o estudo epidemioldgico da Cr no
servico de referéncia regional (SAE-HU-FURG) para uma melhor compreensdo e abordagem
dos casos, Vvisto que esta € uma das principais doencas oportunisticas de desfecho fatal para os
pacientes com AIDS (BRASIL, 2018).

O estudo deu origem a dois artigos: o primeiro intitulado Cryptococcosis and
Tuberculosis Co-infection in a Regional Reference Service of HIV-AIDS from Southern
Brazil, o qual teve como objetivo descrever a ocorréncia de todos os casos de coinfecgédo Cr /
TB em pacientes atendidos no Servigo de Referéncia Regional de HIV-AIDS de um hospital do
sul do Brasil em um periodo de trés anos e, o segundo, intitulado Criptococose em Pacientes
HIV-AIDS no Sul do Brasil, cujo objetivo foi avaliar a ocorréncia da Cr, etiologia e perfil
clinico - epidemiologico no servigo de referéncia SAE-HU-FURG no Sul do Brasil, durante um

periodo de sete anos.


https://www-sciencedirect.ez40.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1473309917302438?via%3Dihub#!
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Definicéo e Historico da Criptococose

A criptococose € uma doenca infecciosa causada por fungos do género Cryptococcus
que acomete, principalmente, pacientes imunodeprimidos com doencas de base como diabetes,
neoplasias malignas, transplantados de 6rgdos solidos, transplantados de médula Ossea e,
predominantemente, pacientes com a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (DESNOS-
OLLIVIER et al., 2015). A doenca atinge primariamente os pulmdes, podendo se manifestar na
pele, 0ssos e ganglios linfaticos, no entanto, o fungo apresenta tropismo pelo sistema nervoso
central (SNC), de modo que a meningoencefalite prevalece como a principal apresentacéo
clinica (GBANGBA-NGAI et al., 2014; ARMSTRONG-JAMES, MEINTJES & BROWN,
2014; EL FANE et al., 2015).

A levedura encapsulada Cryptococcus neoformans foi isolada pela primeira vez em
suco de frutas por Sanfelice na Itdlia em 1895, sendo denominada Saccharommyces
neoformans. Neste mesmo ano, na Alemanha, Busse e Buschke descreviam o primeiro caso de
criptococose em uma mulher de 31 anos com lesdo 6ssea, cujo blastomiceto identificado em
cultivo recebeu a denominacgdo de Saccharomyces hominis. Em 1905, o primeiro caso de
meningite criptococica foi descrito por Von Hansemann. E, na década de 1970, Baker e
Haugen apresentaram dados de patologia e descreveram a rota da infeccdo primaria pulmonar
da criptococose com a hipotese da possivel aerosolizacdo dos propagulos flngicos infectantes
ambientais atingindo a arvore bronquica (MITCHELL & PERFECT, 1995; CASADEVALL &
PERFECT, 1998; SRIKANTA, SANTIAGO-TIRADO & DOERING, 2014).

Durante varios anos, permaneceram as controveérsias sobre a denominacdo do agente
etiologico da criptococose, sendo que 0 mesmo recebeu como denominagdes Saccharomyces
neoformans, Blastomyces neoformans, Cryptococcus hominis e Torula histolytica. Da mesma
forma, a infeccdo recebeu diversas nomenclaturas, incluindo como sinénimos da criptococcose:
torulose, blastomicose européia, blastomicose de focos multiplos ou blastomicose de Busse-
Buschke, Torula Meningitis e Torula Infection. A denominagdo Cryptococcus neoformans
proposta por Benham, em 1950, considerava uma Unica especie com trés sorotipos distintos (A,
B e C), sendo que a descricdo do sorotipo D se deu 20 anos mais tarde (MITCHELL &
PERFECT, 1995; DEL POETA & CASADEVAL, 2012, CHEN, MEYER & SORREL, 2014).

2.2 Etiologia e Ecologia
Cryptococcus spp. sao basidiomicetos com mais de 30 espécies distribuidas de forma

onipresentes no ambiente, dentre as quais duas apresentam relevancia clinica a saide humana


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Doering%20TL%5Bauth%5D
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C. neoformans e C. gattii (DEL POETA & CASADEVAL, 2012; CHEN, MEYER &
SORREL, 2014 MAZIARZ & PERFECT, 2016). A espécie C. neoformans se divide em duas
variedades C. neoformans var. neoformans (sorotipo D) e C. neoformans var. grubii (sorotipo
A) apresentando ainda o sorotipo AD hibrido (intervariedades). A espécie C. gattii apresenta
dois sorotipos, os quais se distinguem como sorotipo B e sorotipo C. Essas duas espécies se
subdividem por tipos moleculares distintos: C. neoformans var. grubii (VNI, VNII e VNB), C.
neoformans var. neoformans (VNIV), sorotipo AD hibrido intervariedades (VNIII) e C. gattii
(VGI, VGII, VGIHI e VGIV) (SRIKANTA, SANTIAGO-TIRADO & DOERING, 2014;
RHODES et al., 2017, HAGEN, 2015; HAGEN et al, 2017).

Estudos mais recentes prop6em nova classificacdo para Cryptococcus neoformans,
sugerindo a distingdo das espécies entre o Sorotipo A (C. neoformans var. grubii) e Sorotipo D
(C. neoformans var. neoformans) e, ainda a classificacdo do sorotipo AD hibrido como inter-
espécies. Esta nova classificacdo € sugerida por meio de evidéncias de estudos filogenéticos
desenvolvidos em centros de referéncia em micologia de paises da Europa, Asia e América do
Norte, no entanto, ainda ndo esta vigente (BOVERS, HAGEN & BOEKHOUT, 2008;
DESNOS-OLLIVIER et al., 2015; HAGEN et al., 2015; RHODES et al., 2017 ).

C. neoformans € encontrado prioritariamente no solo e excretas de péassaros
(principalmente pombos) e se distribui de forma cosmopolita (MACHADO; AMARAL &
SEVERO, 1993; FILIU et al., 2002; MEZZARI et al., 2014; BRITO SANTOS et al., 2015). No
que diz respeito a C. gattii, os isolados sdo obtidos dos ocos de arvores e madeira em
decomposicdo, primeiramente apontando as espécies de eucaliptos (Eucalyptus camaldulensis e
E. tereticornis) de regiGes de clima tropical e temperado como principal reservatorio e, mais
recentemente, sendo observados em outras arvores nativas brasileiras como céssia, oiti, ficus e
mulungu nas regides norte e nordeste da Amazonia (BRASIL, 2012; WARPEHA, PARK &
WILLIAMSON, 2013; YAMAMURA et al., 2013; BRITO SANTOS et al., 2015).

Cryptococcus spp. pode ser identificado por um grupo de caracteristicas fisioldgicas e
bioquimicas a considerar: ndo fermentam agucares, e sim, 0 assimilam por metabolismo
oxidativo; utilizam como fonte de carbono a glicose, maltose, sacarose, galactose, trealose,
melizitose, D-xilose, L-raminose, sorbitol, manitol, dulcitol, D-manitol, a-metil-d-glucosideo,
salicina, inositol, além da frutose; tem capacidade de hidrolisar uréia, aumentando o pH do
meio e ndo sofrem redugdo por nitrito; crescem bem em temperaturas entre 25°C a 37°C,
apresentando termotolerancia maxima de 40°C. Possui uma capsula mucopolissacaridea que
Ihe confere antigenicidade e constitui o principal fator de viruléncia do fungo, atuando na

resisténcia a fagocitose mediada por macrofagos, neutrofilos e mondcitos, e ainda, conferindo
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protecdo contra raios ultra violeta (MITCHELL & PERFECT, 1995; CASADEVALL &
PERFECT, 1998; ALSPAUG, 2015). Assim, para transpor as condicdes fisiologicas do
hospedeiro o fungo dispde das habilidades de sobrevivéncia a 37°C, resisténcia a uma
concentragdo de CO2 de aproximadamente 5% e adaptacdo a valores de pH entre 7,3 e 7,4
(CASADEVALL & PERFECT, 1998; SIDRIM & ROCHA, 2012).

No seu ciclo de vida apresentam reproducdo assexuada (predominantemente) e
sexuada. Na forma assexuada ou anamorfica (C. neoformans e C. gattii) a reproducéo celular se
d& por brotamento Unico ou bipolar a partir da parede celular. O fungo apresenta forma
leveduriforme, cuja morfologia observada mediante o cultivo em agar Sabouraud se caracteriza
por blastoconidios esféricos a ovalados, encapsulados, variando de 3 a 8 um; a cor da coldnia
pode ser branca ou creme, de textura mucdide e aspecto brilhante com bordas regulares e lisas,
ndo havendo formagdo de micélio ou pseudohifas (KOSUBOWSKI & HEITMANN, 2012).

No ciclo sexuado ou teleomoérfico C. neoformans e C. gattii correspondem
respectivamente a Filobasidiella neoformans e F. bacillispora. Neste tipo de reproducdo ocorre
a conjugacao de duas células haploides de sexualidades distintas, denominadas mating type a
(mais frequente na natureza) e mating type a, as quais, produzidas in vitro, no laboratério,
apresentam formacdo de micélio e basidiosporos. Os basidiospéros produzidos no ciclo
sexuado diferem morfologicamente, apresentando forma esférica, alongada ou cilindrica com a
parede ligeiramente rugosa para F. neoformans, enquanto que F. bacillispora tem formato
baciliforme e parede lisa (KOSUBOWSKI &HEITMANN, 2012; SIDRIM & ROCHA, 2012;
CHEN, MEYER & SORREL, 2014).

2.3 Fatores de Patogenicidade do Cryptococcus spp.

No que tange a patogenicidade do fungo, C. neoformans e C. gattii expressam fatores
de viruléncia que determinam o seu potencial patogénico no desenvolvimento da infeccdo em
humanos relacionada a sua habilidade de evasdo ao sistema imune, tais como presenca da
capsula mucopolissacaridica, producdo de melanina, producdo de urease e termotolerancia,
entre outros (HENAO-MARTINEZ & BECKHAM, 2015; BRUNI et al., 2017). A capacidade
de produzir capsula tem sido o fator de viruléncia mais bem explorado na literatura cientifica.
Esta estrutura dindmica que pode crescer em dimensao, aumentando varias vezes o didmetro da
célula fangica em espessura, é composta principalmente por dois polissacarideos, a
glucuroxilomanana e a glucuroxilomananagalactana. Ambos o0s polissacarideos estdo
envolvidos na viruléncia com propriedades protetoras contra o estresse oxidativo, permitindo

que a levedura sobreviva dentro da célula hospedeira. Em adicdo, a capsula
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mucopolissacaridica tem a capacidade de promover a inibicdo da fagocitose, a deplecdo do
sistema complemento e a inibicdo da migracdo de leucécitos com consequente reducdo da
resposta imune humoral, mediada por anticorpos. E importante destacar que estirpes que néo
apresentam a capsula sdo avirulentas (GARCIA-RODAS et al., 2014; SRIKANTA,
SANTIAGO-TIRADO & DOERING, 2014; DENHAM et al, 2018).

Outro fator essencial que garante a sobrevivéncia desta levedura no organismo
humano é a sua habilidade de sobreviver e se desenvolver a 37°C, a qual esta associada a
producdo do D-manitol, um poliol produzido pela levedura a partir de carboidratos. A produgéo
do manitol é diretamente proporcional a carga flngica no sitio da infeccéo. Este alcool confere
ao patdgeno resisténcia ao calor e as variacfes da pressdo osmdtica, minimizando o estresse
oxidativo e intensificando o potencial patogénico do fungo (GEUNES-BOYER et al., 2012;
SRIKANTA, SANTIAGO-TIRADO & DOERING, 2014).

Da mesma forma, a habilidade do fungo em produzir melanina constitui um
importante fator de patogenicidade por conferir, ao patdgeno, resisténcia aos danos oxidativos
(BRILHANTE et al., 2017). A mielinizacdo da levedura é catalisada pela lacase, uma
difeniloxidase presente na parede celular. Para C. neoformans, os genes LAC1 E LAC2 sédo
conhecidos como codificadores da lacase, sendo LAC1 o principal envolvido na producgéo de
melanina. Outros metabolitos da levedura contribuem como fatores de viruléncia, dentre os
quais a superdxido dismutase, proteases, fosfolipases e urease, sendo que a urease é uma
enzima catalitica importante para hidrdlise da uréia, além de favorecer a disseminacdo do
patégeno do sitio pulmonar para o SNC pela sua capacidade de aumentar o sequestro
intravascular da célula fungica, facilitando a sua transposicao a barreira hematoencefalica. No
entanto, este mecanismo ainda permanece desconhecido, havendo suposi¢cdes sobre a ureia
aumentar a adesdo da célula fangica ao endotelio e/ou a aménia, potencialmente, causar lesdes
teciduais, rompendo a integridade da barreira hematoencefalica (OLSZEWSKI et al., 2004;
RUTHERFORD, 2014; GARCIA-RODAS et al., 2015; THAMMASITA et al., 2018).

C. neoformans e C. gattii apresentam caracteristicas de viruléncia e progndstico
clinico divergentes de acordo com seus sorotipos, genotipos, ploidia e mating type (LIN et al.,
2009; GUPTA & FRIES, 2010; DESNOS-OLLIVIER et al., 2015). Dentro do Complexo C.
neoformans, C. neoformans var. grubii (VNI, VNII e VNB) € considerado mais prevalente e
com potencial patogénico superior aos demais sorotipos, enquanto que na espécie C. gattii as
infeccGes em pacientes sem disfuncdo imunitaria aparente e nos pacientes com HIV/AIDS
ocorrem, mais comumente, pelos tipos VGII e VGIII, respectivamente (TRILLES et al., 2008;
GEUNES-BOYER et al., 2012; SPRINGER et al,2014; DESJARDINS et al., 2017).
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No processo infeccioso as células dipldides sdo consideradas atipicas ou raras,
limitadas pelas condices fisiologicas do hospedeiro como alta temperatura, umidade e niveis
elevados de CO2, enquanto que as células haploides sdao mais habilitadas para evadir o sistema
imunoldgico e garantir a progressdao da infecgdo (FERETZAKI et al.,, 2014; ROACH &
HEITMAN, 2014). O impacto do tipo de acasalamento (mating type) na viruléncia criptococica
parece estar relacionado a sintese de proteinas e ao perfil de expressdo génica de acordo com a
fisiologia e morfologia celular, dependente de cada estirpe (ZHAI et al., 2013; GIAWALI et
al., 2017). Sob esta perspectiva, Roach & Heitman (2014) destacam a relevancia da reproducéo
unissexuada dando origem a cepas mais virulentas de Cryptococcus spp., devido a sua
habilidade de purgar o genoma de mutacfes deletérias para produzir descendéncia com maior
aptiddo (selecdo natural) e viruléncia, apresentando maior diversidade genética e,
consequentemente, promovendo fendtipos distintos, produzindo estirpes mais virulentas, as
quais se dispersam no ambiente por expansédo clonal (ROACH & HEITMAN, 2014).

Chen et al. (2017) investigou a microevolucdo do patégeno a partir das cepas de
isolados incidentes e recidivantes, mostrando a plasticidade genética do microrganismo
mediante a pressdo da quimioterapia antifingica e da resposta imune dentro do hospedeiro, no
sitio neurolégico (LCR). Este estudo evidenciou a habilidade de adapta¢do do fungo ao estresse
por meio das mutacdes genéticas e fenotipicas observadas nas cepas recidivantes, capazes de
intensificar a viruléncia como a garantia da replicacdo fangica a temperaturas de 39°,
adaptacdo ao extresse oxidativo com maior producdo de melanina e de capsula, bem como, a
habilidade de amplificacdo do gene ERG11 para fornecer uma resisténcia estavel ao fluconazol,

dando origem a cepas mais letais (CHEN et al., 2017).

2.4 Epidemiologia Relacionada a Coinfec¢éo Criptococose e HIV-AIDS

Segundo Rajasingham et al. (2017)a incidéncia anual global da Cr na era pré TARV
era estimada em 957.900 casos ano, até 2008, com um alto nivel de incertezas a respeito das
estimativas. Portanto, este mesmo autor, considerou em seu relatério de evidéncias o0s
resultados da época mais recente de ampla expansdo da TARV, na qual se observou a redugéo
significativa das mortes relacionadas a AIDS em 45% (de 2 milhdes para 1,1 milhdo) em todo
0 mundo e ainda adicionou ao seu estudo a relevancia da investigacdo da antigenemia
criptocdcica (CrAg) para a atualizacdo da estimativa global da coinfeccdo Cr/HIV-AIDS
(UNAIDS, 2014; RAJASINGHAM et al, 2017). Neste interim, a estimativa global atualizada
de prevaléncia de criptococose encontra-se em 6% para pacientes com contagem de TCD4* <

100 celulas/mm3, contabilizando 278.000 pessoas CrAg positivas em ambito mundial, até 2014,
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sendo a meningite criptocdcica responsavel por 15% das mortes relacionadas a AIDS
(RAJASINGHAM et al, 2017; WILLIAMSON, 2017).

Neste contexto, a incidéncia global dos casos de meningite criptocdcica abrange
223.100 pessoas/ano, sendo que a Africa subsaariana detém 73% dos casos, seguida pelas
regides da Asia e do Pacifico, as quais retinem 19% do total de casos, com uma incidéncia de
43.200 casos/ano. O numero de 6bitos por meningite criptocdcica soma, anualmente, 181.100
casos (RAJASINGHAM et al, 2017; WHO, 2018).

Quanto a prevaléncia das espécies dentro do complexo C. neoformans como agente
etiolégico da Cr, C. neoformans var. grubii é responsavel por 95% dos casos, sendo
considerada a espécie mais virulenta e mais patogénica em humanos, o que coincide com o fato
das linhagens VNI e VNII serem altamente clonais e se distribuirem amplamente em nivel
global, do mesmo modo, a linhagem VNB, antes restrita a Africa Subsaariana, ocorre
naturalmente no ambiente sulamericano (DESJARDINS, 2017; RODHES et al., 2017).

A terceira regido com a maior incidéncia de casos da coinfec¢do Cr/HIV-AIDS no
mundo é a América Latina, onde o Brasil e a Colémbia se destacam pelo maior nimero de
casos notificados (1001-2.500 casos), seguidos pela Argentina e México (501-1000 casos).
Nesses paises, a letalidade da doenca nos pacientes coinfectados com HIV-AIDS ¢ alta,
variando entre 13 % e 73% (NOGUERA, ESCANDON & CASTANEDA, 2015; FERREIRA-
PAIM et al., 2017; FIRACATIVE et al., 2018). No Brasil, a principal manifestacao clinica da
doenca é a neurocriptococose e a letalidade apresenta ampla variacdo segundo registros de
estudos regionais dos Servicos de Assisténcia Especializada distribuidos pelo pais, reunidos na
metanalise de Firacative et al. (2018), cujos percentuais oscilam entre 12% e 77% (DANZE et
al., 2000; MOREIRA et al.,2006; HASIMOTO E SOUZA et al.,2013; AGUIAR et al., 2017;
FIRACATIVE et al., 2018). Nas regides Sul e Sudeste do Brasil predomina a criptococose
associada a AIDS, causada pelo C. neoformans. Por outro lado, a infecgdo causada por C.
gattii, as quais acometem individuos imunocompetentes sdo de carater endémico e prevalecem
nas regides norte e nordeste do pais (TRILLES, 2008; CHEN, MEYER & SORREL, 2014;
BRITO-SANTOS et al., 2015).

Sobre a prevaléncia genotipica das espécies de Cryptococcus no territorio brasileiro,
Trilles et al. (2008), reuniu 443 isolados (clinicos e ambientais) C. neoformans e C. gattii
provenientes de 11 estados brasileiros, mostrando predominancia de C. neoformans var. grubi
(VNI 64%) sobre VNII (5%), VNIV (3%) e VNIII (<1%). Para C. gattii predominou o tipo
VGII (21%) sobre VGIII (4%) e VGI (3%) (TRILLES, 2008).
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No contexto regional, em estudo desenvolvido pelo Laboratério Central de Saude
Pablica (IPB-LACEN/RS) no periodo de 2000 a 2005, descreveu que a neurocriptococose no
Rio Grande do Sul, ocorre predominantemente em homens, causasianos com idade entre 30 e
39 anos, sendo 95% dos casos da doenga associados ao HIVV/AIDS. C. neoformans var. grubii
prevaleceu em 954% dos casos, enquanto C. gattii ocorreu menos frequentemente,
representando 4,58% dos casos (LEAL et al., 2008).

Na regido Oeste do pais (Uberlandia-MG), estudo de Aguiar et al., (2017)
demonstrou que a CR é mais prevalente em homens (83%) com idade entre 30 e 40 anos, e
manifestacdo clinica de meningoencefalite (51,2%). Neste estudo 97,6% dos isolados foram
identificados como C. neoformans var. grubii (sorotipo A, gendtipo VNI) e a letalidades entre
os pacientes coinfectados com Cr/HIV-AIDS foi de 60% (AGUIAR et al., 2017). Na regido
amazonica (Manaus-AM), estudo semelhante foi desenvolvido por Rocha et al. (2018) a partir
de 30 casos de Cr, identificando C. neoformans var. grubii (gen6tipo VNI) na totalidade dos
casos da coinfeccdo com HIV-AIDS (n=26), sendo neurocriptococcose a forma clinica mais
frequente da doenca (n= 15; 58%), a qual evoluiu com disseminacdo hematogénica (fungemia)
em 38% dos casos. Neste estudo a coinfeccdo também acometeu principalmente homens (73%)
com idade entre 19 e 68 anos (39,2+12,3) e a letalidade foi de 54% (ROCHA et al., 2018).

No sudeste brasileiro, a pesquisa de coorte do Instituto Emilio Ribas (Sdo Paulo-SP),
incluindo 98 casos de neurocriptococose causada pelo C. neoformans, em adultos com HIV-
AIDS, a partir das amostra de LCR, apontou a Cr como condicao definidora da AIDS em 31%
dos casos clinicos. Este estudo, em concordancia com os demais supracitados, evidenciou que a
coinfeccdo acomete principalmente o sexo masculino (78% dos casos) e a mediana de idade
entre os coinfectados foi de 38 anos. No entanto, a taxa de letalidade hospitalar registrada em
30%, neste estudo, foi menor se comparada aos relatorios regionais mencionados previamente
(VIDAL et al2012). No Brasil, a Cr ndo é uma doenca de notificagdo compulsoria o que

dificulta a estimativa precisa da incidéncia de casos (BRASIL, 2012).

2.5 Apresentacgoes Clinicas

A infeccéo criptocdcica se desenvolve no organismo do hospedeiro a partir da inalagdo
da levedura dessecada ou basidiosporos presentes na poeira do ambiente, chegando aos
pulmdes e atingindo os alvéolos (GEUNES-BOYER et al., 2012; BRUNI et al 2017). Apoés a
infeccdo, o desenvolvimento da doenca criptocécica é determinado pela triade de fatores

causais, relacionando fatores do hospedeiro (deficit imunitario), niveis de exposicdo ambiental
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ao patogeno e fatores de viruléncia do fungo (ARMSTRONG-JAMES, MEINTJES &
BROWN, 2014; GIBSON & JOHNSTON, 2014).

Em hospedeiros imunossuprimidos, a replicacdo e disseminacdo do patégeno ocorrem
em seguimento a invasdo pulmonar favorecida pelos fatores de viruléncia do fungo,
considerando a agdo antifagocitica da cépsula, a habilidade antioxidativa da melanina e a
producdo da urease que promovem a invasao do sistema nervoso central (SNC), permitindo ao
fungo transpor a barreira hematocefalica por meio das células endoteliais ou contido no interior
dos fagécitos. (WOZNIAK et al.; 2012; HENAO-MARTINEZ & BECKHAM, 2015). No
entanto, sabe-se que Cryptococcus spp. pode infectar outros sitios anatdmicos, incluindo a pele,
tecidos moles, masculos, 0ssos e articulacdes, cabeca e pescoco, os olhos, assim como, o trato
geniturinario, gastrointestinal e cardiovascular, além da tiredide e glandulas supra-renais
(GEUNES-BOYER et al., 2012, HENAO-MARTINEZ & BECKHAM, 2015). No homem, a
préstata pode servir como um importante reservatério para a recidiva da doenga em pacientes
com alta carga fangica infectante (EL FANE et al., 2015; MAZIARZ & PERFECT, 2016)

A criptococose pulmonar constitui a fase inicial da doenca que se desenvolve como
pneumopatia subaguda ou crbnica com sintomas de hipertermia, tosse e expectoragdo mucdide.
As lesbes pulmonares constituem o foco de disseminacdo do C. neoformans para SNC,
ganglios linfaticos e tegumentos (GIBSON & JOHNSTON, 2014). Os pacientes
imunossuprimidos, geralmente, desenvolvem a doenca com acometimento do SNC,
apresentando cefaléia, febre e vémitos como primeiros sinais e sintomas da criptococose
(NOGUERA, ESCANDON & CASTANEDA, 2015). Essa apresentacdo clinica de
meningoencefalite, mais frequentemente diagnosticada, é subaguda de evolucdo lenta e
considerada a forma mais grave da doenca (MEZZARI et al., 2013; NOGUERA, ESCANDON
& CASTANEDA, 2015).

Assim, a neurocriptococose se configura como a forma predominante em pacientes
HIV/AIDS, apresentando altas taxas de letalidade. Evidéncias histoldgicas mediante necropsia
mostram o envolvimento do parénquima do sistema nervoso central com o comprometimento
de ganglios basais, mesencéfalo e, menos frequentemente, do cerebelo. A presenca de grandes
criptococomas e infiltrados inflamatorios difusos é frequente em pacientes HIV/AIDS. Ainda
podem ser observados multiplos pseudocistos de aspecto gelatinoso com massiva concentragdo
de C. neoformans nos espacos de Virchow-Robin e areas adjacentes, como consequéncia da
disseminacdo fangica ao longo dos espacgos perivasculares (KLOCK, CERSKI & GOLDANI,
2009; SILVA JR. & GOLDANI, 2013; HENAO-MARTINEZ & BECKHAM, 2015).
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As formas ganglionares da doenca podem ser restritas ou coexistir com as demais
manifestacdes clinicas e a forma tegumentar pode se desenvolver por disseminagédo
hematogena, sendo a presenca de lesdes dermatologicas observada em cerca de 8% dos casos
clinicos. Estas lesdes apresentam aspectos diversos, desde acnes pustulosas ou Ulceras
granulomatosas a massas tumorais profundas e exsudativas (WANG et al., 2015). Segundo
estudos desenvolvidos por Klock, Cerski & Goldani (2009) pacientes HIV/AIDS com taxa de
CD4 abaixo de 100 cel/mm3 apresentam risco potencial para o desenvolvimento da infeccéo
disseminada, sendo que os 6rgdos mais frequentemente envolvidos sdo o bago (50%), os
intestinos (45%), os pulmdes (38%), os rins (38%), o figado (38%), o pancreas (18%) e a
tiride (16%). A pesquisa pés - mortem de Torres et al. (2016) apresenta um percentual de
68,9% de doenca disseminada em 45 pacientes HIV-AIDS com diagnostico confirmado de
criptococose (KLOCK, CERSKI & GOLDANI, 2009; TORRES et al., 2016)

2.6 Diagnostico da Criptococose

O diagnéstico laboratorial da criptococose pode ser realizado a partir de amostras
clinicas de escarro, lavado brénquico ou broncoalveolar, liquor (LCR), secrecdes de abscessos,
urina, aspirados de medula 6ssea e de ganglios e bidpsias teciduais com elevada sensibilidade.
Caracteristicas do fungo como a presenca da capsula, incluindo a massiva presenca dos
elementos fungicos no LCR e nas les6es teciduais facilitam a analise por microscopia direta e 0
diagndstico imunoldgico (MITCHELL &. PERFECT, 1995; WHO, 2018).

O exame microscopico direto pode ser realizado imediatamente apds a puncédo
lombar. A técnica utiliza nigrosina (tinta da china) para visualizar a levedura encapsulada, cuja
capsula € visualizada em contraste negativo (ndo corada) e se apresenta como um halo claro
com didmetro médio de 5 a 20 um, envolvendo a célula fungica (blastoconidio). O exame
direto € amplamente utilizado, rapido e de baixo custo. Em pacientes HIV/AIDS apresenta uma
sensibilidade de 80% e, nos demais pacientes, sua sensibilidade permanece em torno de 50%.
No entanto ndo permite a identificacdo do fungo em nivel de espécie (CASADEVALL &
PERFECT,1998; SEVERO, GAZZONI & SEVERO, 2009; ARECHAVALA et al.; 2018).

A técnica do cultivo micologico para as amostras clinicas é realizada em agar
Sabouraud acrescido de cloranfenicol e é padrdo-ouro para o diagnéstico da criptococose,
permitindo o isolamento da levedura em 48 a 72 horas. Outros meios de cultivo que néo
contenham cicloheximida como Agar-sangue, Agar infuséo de cérebro-coracdo também podem
ser utilizados. A sensibilidade para cultura do LCR nos pacientes HIV/AIDS varia entre 95% e

100% e nos pacientes sem infeccdo HIV se mantem em torno de 90% (MITCHELL &.
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PERFECT,1995; CASADEVALL & PERFECT,1998; SEVERO, GAZZONI & SEVERO,
2009; CHAE et al., 2012; MAZIARZ & PERFECT, 2016; WHO, 2018). Apds isolamento
fangico, para diferenciacdo em género faz-se subcultivo em Agar niger, o qual contem acidos
fendlicos obtidos do extrato de sementes de Guizotia abyssinica, componente do meio. Este €
um meio diferencial que permite detectar a atividade da fenoloxidase, identificando
Cryptococcus spp. pela producdo da melanina, apresentando colonias de cor marrom, e
diferindo-o de outras leveduras como Candida spp. (CHAE et al., 2012; SIDRIM & ROCHA,
201, BRILHANTE et al., 2017). J& para a diferenciacdo em espécie € utilizado repique em
Agar CGB, cuja técnica é baseada na habilidade do fungo de utilizar a glicina como fonte de
carbono e nitrogénio e na resisténcia a L-Canavanina. C. gattii utiliza a glicina e é resistente a
L-Canavanina, assim, na degradacdo da glicina ocorre a producdo de amdnia e consequente
alcalinizagdo do meio, alterando a cor de acordo com o indicador azul de bromotimol, corando
0 meio na cor azul cobalto ou azul esverdeado forte. Enquanto que C. neoformans sofre
inibicdo pela L-Canavanina e consequentemente ndo metaboliza a glicina, mantendo inalterada
a cor do meio de cultivo (SIDRIM & ROCHA, 2012; VAZQUEZ-GONZALEZ et al., 2013;
BEOGO et al., 2014; ELKHIHAL et al., 2015).

Na analise histopatoldgica, mediante material de bidpsia, a técnica com hematoxilina —
eosina (HE) é utilizada na rotina laboratorial para localizacdo e analise do padrdo das lesdes,
podendo também evidenciar o blastoconidio envolto na cépsula mucopolissacaridica. No
entanto, a coloracdo com mucicarmim de Mayer permite a melhor identificacdo da levedura,
devido ao pigmento corar de vermelho purpura a capsula do Cryptococcus spp., viabilizando
inclusive a identificacdo das estruturas hipocapsuladas. Outras técnicas como a impregnacao
com a prata pelo método de Gomori-Grocott, PAS e coloragdo de Fontana Masson também sdo
utilizadas nos cortes histolégicos para o diagnostico da criptococose, no entanto nenhuma delas
permite a identificacdo da espécie fungica (KLOCK, CERSKI & GOLDANI, 2009;
VAZQUEZ-GONZALEZ et al., 2013; MAZIARZ & PERFECT, 2016).

O imunodiagndstico realizado pela técnica de aglutinacdo das particulas do latex para
deteccdo de Antigeno Capsular do Cryptococcus spp. (CrAg) € considerado o principal teste
diagnostico utilizado na rotina laboratorial para deteccdo da criptococose. Esta técnica
compreende a pesquisa dos antigenos polissacarideos capsulares, glucuroxilomanana (GXM),
galactoxilomanana (GalXM) e manoproteinas (MP) do Cryptococcus spp. nos fluidos
biolégicos corporeos, usualmente, no soro e LCR (MEZZARI et al., 2013; ROBERT, NAIL-
BILLAUD & CLEMENT, 2015 ARECHAVALA et al.; 2018). Este teste, embora também n&o

permita a identificacdo da espécie, apresenta taxas de sensibilidade e de especificidade de 95%
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e 98%, respectivamente, é de facil execucdo, resultado rapido e com inimeros kits comerciais
disponiveis e de facil acesso. Os primeiros desenvolvidos foram com anticorpos policlonais
como: Cryptococcus Antigen Latex Agglutination (LA) Test System ou CrAg LA - IMMY
Norman; USA/Cryptococcal Antigen Latex Agglutination System (CALAS®) — Meridian
Bioscience, Cincinnati, USA e, atualmente, kits cujas particulas de latex sdo revestidas por
anticorpos monoclonais, dentre os quais Murex® Cryptococcus — Murex Diagnostic, Norcross;
USA/ Pastorex™ Crypto Plus — Bio-Rad; Marnes-la-Coquette, France ja estdo disponiveis
(ROBERT, NAIL-BILLAUD & CLEMENT, 2015).

A prova do latex é considerada um teste semi-quantitativo, cujos titulos de aglutinacdo
para particulas de latex de 1:4 sugerem fortemente a infec¢do por Cryptococcus spp. e titulos
com valores superiores a 1:8 determinam doenca ativa. Titulos do latex superiores a 1:1.024
indicam alta carga fungica associada a déficit imunitario e mau progndstico. Resultados falso-
positivos ocorrem, geralmente, em reacdo cruzada com fator reumatdide. Testes falsos
negativos sao raros e podem estar associados a baixos titulos do antigeno, presenca de
imunocomplexos, altos titulos de anticorpos (fendmeno prozona) e infec¢do por Cryptococcus
spp. ndo capsulados (CASADEVALL & PERFECT,1998; WHO, 2018). A abordagem
diagndstica recomendada prioritariamente para adultos, adolescentes e criancas segundo a
WHO (2018) deve ser o teste CrAg por ensaio de fluxo lateral ou de aglutinacdo de latex,
imediatamente a pun¢do lombar ou para amostras de soro ou plasma WHO (2018).

O teste CrAg por ensaio de fluxo lateral (teste rapido) é um ensaio
imunocromatografico que utiliza dois anticorpos monoclonais conjugados a ouro, impregnados
em uma fita de teste. Os anticorpos monoclonais garantem a alta qualidade de desempenho do
reagente, sendo capaz de identificar todos os sorotipos do Cryptococcus spp., fornecendo
resultados qualitativos e semiquantitativos e pode ser utilizado para amostras de soro, plasma,
liquido cefalorraquidiano ou urina com sensibilidade e especificidade acima de 98% (VIDAL&
BOULWARE, 2015).

Exames de imagem nao sdo definidores, porém podem contribuir para o diagnostico da
doenca, apresentando como principais sinais da criptococose pulmonar: nodulos isolados ou
multiplos, massas de localizagdo subpleural e consolidacdo com broncograma aéreo. Na
meningoencefalite criptocdcica a tomografia computadorizada e a ressonancia magnética do
cranio, geralmente, mostram-se normais em metade dos casos da doenca, nos demais casos,
podem revelar hidrocefalia, reforco em torno dos giros, nédulos Unicos ou mdaltiplos

(criptococomas) em encéfalo ou leptomeninges e, mais raramente, nodulos miliares
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disseminados por todo o sistema nervoso (SEVERO, GAZZONI & SEVERO, 2009; HU et al.,
2017).

Em adicdo, a abordagem do uso de técnicas moleculares para o diagnostico da
criptococose, dentre os quais PCR fingerprinting, MLST, espectofotometria de massa,
permitem estudos mais abrangentes sobre a epidemiologia e histdria natural da doenca, assim
como o0 monitoramento das cepas resistentes do microrganismo, identificacdo de potenciais
biomarcadores e mapeamento genético da diversidade de espécies ambientais. Estas novas
técnicas somadas as demais preexistentes tendem a otimizar o diagndstico micologico para
melhorar o progndéstico e promover a eficiéncia no tratamento desta infec¢do (SIDRIM et al.,
2010; CHAE et al., 2012; FENG et al.,, 2013; RHODES et al., 2017). As técnicas de
diagnostico molecular mais comumente utilizadas para a distincdo de tipos moleculares e
sorotipos do complexo Cryptococcus séo PCR-RFLP, RAPD, AFLP, PCR fingerprinting e
MLST. Técnicas de PCR e MLST também sdo utilizadas na distingdo do mating type. Para
distincdo da ploidia, a técnica mais utilizada, recentemente, tem sido a citometria de fluxo (LIN
et al.,2009; SIDRIM et al., 2010; ZHAL et al., 2013; DESNOS-OLLIVIER et al., 2015;
FERREIRA-PAIM et al., 2017).

2.7 Tratamento da Criptococose

Os antigungicos utilizados para tratamento da Cr se restringem a trés: anfotericina B e
seus derivados lipossdmicos , 5-fluorocitosina (5FC) e fluconazol, sendo considerado o “padréo
ouro” de tratamento a combinacdo de anfotericina B e 5FC, capaz de garantir acdo fungicida
mais rapida e maior chance de sobrevida. No entanto, o manejo clinico da doenca deve levar
em consideracdo o sitio da infeccdo e a condi¢do imunoldgica do paciente (PERFECT&
BICANIC, 2015; MURAD & PERFECT, 2018).

De acordo com as diretrizes da WHO (2018), o tratamento da Cr é dividido em trés
fases: terapia de inducdo inicial durante duas semanas com Anfotericina B, seguida pela terapia
de consolidacdo de 8 semanas e subsequente terapia de manutencdo com Fluconazol,
continuada por 6-12 meses e / ou até o restabelecimento da imunidade do hospedeiro
(MAZIARZ & PERFECT, 2016; WHO, 2018). Por conseguinte, a fase de inducdo tem por
objetivo reduzir ou negativar efetivamente a carga fangica, a fase de consolidacdo mantem a
negatividade micoldgica, normalizando os parametros clinicos e laboratoriais e a fase de
manutencdo garante a supressdao micoldgica e esterilidade do LCR (WILLIAMSON et al.,
2017; MOLLOY et al, 2018).


https://www-sciencedirect.ez40.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/flucytosine
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Seguindo as recomendacdes da WHO (2018) para tratamento preferencial da
meningoencefalite em adultos, adolescentes e criancas, vivendo com AIDS, é estabelecido um
regime de inducdo de curta duracdo (uma semana) com anfotericina B (1,0 mg / kg / dia) e
flucitosina (100 mg / kg / dia , dividido em quatro doses por dia), seguido por uma semana de
fluconazol (1200 mg / dia para adultos, 12 mg / kg / dia para criangas e adolescentes, até uma
dose maxima de 800 mg por dia (WHO, 2018). Para a profilaxia secundaria € recomendado o
uso do fluconazol (200 mg por dia para adultos, 6 mg / kg / dia para adolescentes e criangas).
Incluido a terapéutica fungicida, deve ser adicionado um esquema de hidratacdo preventiva e
substituicdo de eletrélitos com o monitoramento da toxicidade para minimizar os eventos
adversos do tratamento (MAZIARZ & PERFECT, 2016; MOLLOY & KANYAMA, 2018;
WHO, 2018). A anfotericina B desoxicolato tem propriedades nefrotoxicas e, geralmente,
associa a hipocalemia como evento adverso da medicacdo, portanto, formulacdes lipidicas de
anfotericina B s&o as que oferecem menor toxicidade, no entanto, pelo seu alto custo, ndo séo
disponibilizadas regularmente para a maioria dos hospitais publicos e centros de referéncia
HIV/AIDS no Brasil ( LIGHTOWLER et al., 2010; WILLIAMSON et al., 2017, BRASIL,
2018).

Além da terapéutica fungicida, o monitoramento da pressdo intracraniana é
preconizado a partir da puncao lombar inicial para os casos de neurocriptococose, pois este €
um fator de risco relevante para um pior progndéstico da doenca. Para 0 manejo da hipertensédo
intracraniana, secundaria a doenca criptocdcica sao adotadas as condutas a seguir: quando a
pressao de abertura liqudrica for superior a 25 cm H20 e estiverem presentes sinais de edema
cerebral, esta deve ser reduzida em 50% da pressao inicial por meio de puncao lombar (PL) de
alivio (normalmente com retirada de 20 a 30 ml de liquor). A PL de alivio deve ser repetida
diariamente até a estabilizacdo da PIC; na presenca de PIC estavel e normal em duas aferi¢cdes
consecutivas, recomenda-se PL semanal para monitoramento de resposta terapéutica e quando a
PIC se mantiver persistentemente elevada ap6s duas semanas de PL diaria, é recomendada a
abordagem neurocirurgica para derivacdo liquorica (BRASIL,2018; WHO, 2018). A derivagdo
liqudrica é indicada para aqueles pacientes que ndo toleram a puncéo diaria e persistem com
sinais e sintomas de edema cerebral (AZAMBUJA et al., 2018; BRASIL, 2018).

A TARV é recomendada para todos os pacientes coinfectados com Cr/ HIV-AIDS, no
entanto, ha o risco de interacdo medicamentosa e eventos adversos da medicacdo, decorrente da
toxicidade pelo uso de varios farmacos, além do risco de desenvolvimento da Sindrome
Inflamatoria de Reconstituicdo Imune (IRIS), sendo recomendado, preferencialmente, a fase de

manutenc¢do da terapia antifingica para instituir a TARV, devido ao paciente se encontrar no
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momento de maior estabilidade clinica (MANOSUTHI et al., 2015; MOURAD & PERFECT,
2018).

A falha terapéutica tanto pode estar relacionada a fatores do hospedeiro quanto a
existéncia de cepas de Cryptococcus resistente aos antifingicos. Cannon et al. (2009), sugere
que a resisténcia aos azois € determinada pela mutacdo do gene C. neoformans ERG11 com
consequente aumento do efluxo das drogas, sendo que, a resisténcia pode ser adquirida durante
a terapia de manutencdo prolongada. Enquanto que, a resisténcia cruzada a Anfo B e
Fluconazol se refere a mutacdo do gene C. neoformans ERG2p ou ERG3p, a qual resulta em
uma reducdo dos niveis de ergosterol (CANNON et al., 2009). Basso et al. (2015), em estudo
experimental, identificou a expressao de genes mutantes C. gattii e C. neoformans (AFR1,
MDR1 e AFR2) codificadores dos transportadores ABC (bombas de efluxo), os quais
bombeiam mdltiplos azdis, resultando na resisténcia aos farmacos (BASSO et al., 2015).

2.8 Coinfeccdo com Criptococose e HIV/AIDS

A despeito da era pés TARV e da comocdo global para erradicacdo da pandemia da
AIDS (meta 90-90-90), somando avancos terapéuticos responsaveis pela reducdo significativa
da mortalidade, a infeccdo criptocdcica emerge como o indicador de uma lacuna na efetividade
dos Servicos de Assisténcia Especializada (SAE), cujo teste rapido para diagnostico precoce e
a adesdo dos soropositivos a TARV, de forma ininterrupta permanecem como uma prioridade
urgente (RAJASINGHAM et al, 2017; UNAIDS, 2018).

Conforme ja citado previamente, o principal agente etiolégico da Cr em pacientes que
desenvolvem a AIDS ¢é o C. neoformans var. grubii (DESJARDINS et al., 2017; FERREIRA-
PAIM et al., 2017; RHODES et al., 2017). Em tais pacientes, a principal manifestacdo clinica é
a meningoencefalite, prevalecendo em 70% a 90% dos casos da infecgdo. A forma disseminada
ocorre, mais frequentemente, naqueles pacientes com a doenga em estagio avancado, cuja taxa
de TCD4" esta abaixo de 100 cel/mm3 (ANTINORI, 2013; ARMSTRONG-JAMES,
MEINTJES & BROWN, 2014; TORRES et al., 2016). A meningite criptococica cursa como
uma infec¢do subaguda, cujos primeiros sintomas sdo ceéfaléia, febre e vémitos. No decorrer do
processo infeccioso podem aparecer sinais como alteragdes da consciéncia, rigidez de nuca e
coma. Na analise citoquimica do liquido cefalorraquidiano (LCR) compativel com
neurocriptococose pode ser observado, na maioria dos pacientes, LCR de aspecto incolor,
pleocitose (acima de 10 cel/mm3) linfomonocitaria, hipoglicorraquia e hiperproteinorraquia. No

teste de aglutinacdo do latex, titulos com valores acima 1:1.024 sugerem alta carga fingica,
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acompanhada de déficit imunitéario e pior prognostico para pacientes HIV/AIDS (KADJO et al.,
2011; GBANGBA-NGAI et al., 2014, PERFECT & BICANIC, 2015; WHO, 2018).

Estudos in vitro sustentam a hipGtese da interacdo sinérgica entre o virus HIV e C.
neoformans, de forma que o virus causa a degradacdo das células de resposta inflamatoria do
sistema imunoldgico do hospedeiro, contribuindo para a disseminacao da infeccéo criptococica,
enquanto que C. neoformans, reciprocamente, ¢ capaz de induzir e acelerar a replicacdo do
RNA viral favorecendo a progressdo da AIDS (CASADEVALL & PERFECT, 1998; CHANG
et al., 2013). A Cr é reconhecida como uma condicdo definidora da AIDS (ANTINORI, 2013;
CHEN et al., 2015; ROCHA et al., 2018). Segundo Abara et al. (2016), as condigdes
definidoras de HIVV/AIDS séo as causas principais de hospitalizacdo e de doenca avancada nos
pacientes que desenvolvem a sindrome, apresentando alto impacto na adesdo do paciente a
TARYV relacionadas as limitacfes fisica e psicoldgicas quanto a perspectiva da doenca, tanto
quanto, a carga de toxicidade e eventos adversos da terapia medicamentosa com multidrogas,
0s quais podem desencorajar 0 uso e comprometer a adesdo ideal ao tratamento (ABARA et al.,
2016).

As complicagdes decorrentes da evolugdo da doenca podem incluir insuficiéncia
respiratéria, hidrocefalia, acidente vascular cerebral e criptococcemia que, igualmente,
incidem8negativamente sobre o prognoéstico da letalidade (CHEN et al., 2015, TORRES et al.,
2016). Neste interim, ainda se pode considerar mais um fator determinante da mortalidade, a
presenca de coinfecgdes oportunisticas concomitantes associadas a Cr, que acometem 0s
pacientes com AIDS, dentre as quais, se destacam a tuberculose, a pneumocistose e a
neurotoxoplasmose (KRA et al., 2013; KATCHANOV et al., 2014, FANG et al., 2017).

A Cr atinge mais frequentemente os homens do que as mulheres, assim como, o HIV-
AIDS concentra a maior prevaléncia de casos na populagdo masculina (BRASIL, 2017;
UNAIDS 2018; WHO, 2018). Sob 0 mesmo contexto, Lortholary et al. (2002) observa, a
partir de experimento in vivo, o potencial efeito protetor dos horménios femininos na defesa
contra a infecgdo por C. neoformans. A partir de estudos com murinos, foi evidenciada a
producdo de altos niveis de citocinas no plasma das fémeas infectadas com C. neoformans,
assim como, concentracdes elevadas de TNF-a and IFN-y presentes no baco e no sangue,
relacionados a expressdo do 17 festradiol e da progesterona, mas, ndo da testosterona,
supondo uma potencial atividade hormonal no controle da infecgdo criptococica nas fémeas,
gue somada a outros aspectos da resposta imune, explicaria a menor taxa de incidéncia da
coinfeccdo Cr/TB no sexo feminino (LORTHOLARY et al., 2002).
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Com relagdo a forma clinica prevalente da Cr nos pacientes com AIDS, estudos
realizados no Instituto de Doencas Infecciosas Emilio Ribas, em S&o Paulo, além de
evidenciarem a Cr como principal causa de morte por infeccdo oportunistica nestes pacientes,
revelaram que a neurocriptococose integrou 80% dos casos da doenga (VIDAL et al., 2012;
OLIVEIRA et al., 2014). Nos pacientes estudados por Vidal et al. (2012), a meningoencefalite
representou, aproximadamente, 50% dos casos letais, cujos principais fatores de risco
associados ao 6bito foram os sintomas persistentes por mais de 14 dias, alteracdes do estado de
consciéncia, carga viral HIV superior a 50.000 copias/ml e descontrole persistente da pressdo
intracraniana com valores acima de 50 cmH20 (VIDAL et al., 2012).

Este estudo, em conformidade com outros descritos na literatura cientifica, aponta os
principais fatores de risco para o desenvolvimento da Cr em pacientes HIV/AIDS a considerar:
niveis de TCD4 inferior a 100 cel/mm3, carga viral superior a 50.000 copias/ml, baixa adesdo a
TARYV, patogenicidade da estirpe infectante. Ainda é importante destacar certas condi¢cdes que
corroboram com o risco para a infeccdo oportunistica, como diagnostico tardio do HIV-AIDS e
a baixa suspeicdo clinica da coinfec¢cdo com consequente retardo do diagndstico e, ainda a
existéncia de cepas C. neoformans resistentes aos antiflngicos, o que predispde a falha
terapéutica (KADJO et al., 2011; VIDAL et al.,2012; ANTINORI, 2013; GBANGBA-NGAI et
al., 2014; OLIVEIRA et al.,2014; KWINZERA et al., 2014; KIM et al., 2015).

A alta letalidade da Cr esta diretamente relacionada a fatores progndésticos negativos,
dentre 0s quais estdo a elevada carga fungica infectante (titulo do latex > 1:1.024), baixa do
sensdrio como primeiros sintomas da doencga, auséncia de resposta inflamatéria no LCR (< 20
celssmm3), doenca disseminada e imunossupressdo avancada (linfécitos T CD4 < 50
cels/mm3)(JARVIS et al., 2014). Outrossim, a IRIS pode manifestar-se como uma resposta
inflamatdria exacerbada, determinada pela recuperagéo do sistema imune mediada pela TARV,
principalmente nos pacientes com contagem baixa de células TCD4". Este fendmeno pode
ocasionar a deterioracdo clinica do paciente coinfectado, além de favorecer a recidiva da Cr em
consequéncia do uso de farmacos imunossupressores para a resolucdo da IRIS (GOPAL,
RAPAKA & KOLLS, 2017). O estudo de coorte realizado por Nascimento et al. (2016)
chama a ateng&o para a o elevado indice de letalidade relacionado a Cr refrataria ou recorrente,
a qual atingiu em tal estudo o dobro do percentual de ébitos das séries de casos brasileiros,
apresentando indice de mortalidade proximo a 70% (VIDAL et al,, 2012; OLIVEIRA et al.,
2014; NASCIMENTO et al., 2016).

2.9 Coinfeccdo com Criptococose e Tuberculose em Pacientes HIV/AIDS
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A coinfecgédo Criptococose (Cr) e Tuberculose (TB) em pessoas vivendo com HIV-
AIDS, antes considerada uma entidade rara, hoje emerge em varias partes do mundo,
principalmente nos paises onde ha uma alta incidéncia da TB (HUANG et al., 2010; CHEN et
al., 2016; ESCADA et al.,2017; FANG et al., 2017, CACERES et al., 2018). Na literatura
cientifica, o primeiro relato da coinfeccdo Cr+TB data de 1951 nos EUA (RODGER et
al.,1951), no entanto, embora tenha havido um aumento na sua casuistica com o advento da
pandemia HIV-AIDS, ainda hoje, esta coinfec¢do continua severamente subestimada (SHING
etal., 2013; HUANG, 2014; FANG et al., 2017).

A descricgdo da tripla infeccdo CR/TB/HIV-AIDS é encontrada em relatos de séries de
casos de Huang et al, 2010 (23 casos, sendo 11 pacientes HIV-AIDS) em Taiwan,
compreendendo um periodo de 14 anos e de Chen et al., 2016 na China (8 casos) avaliando um
periodo de 15 anos e, ainda, na metanalise de Fang et al, 2017 na China (HUANG et al.,2010;
CHEN et al.,2016; FANG et al., 2017). A revisdo sistematica sobre coinfecgdo Cr/TB na China
entre 1965 e 2016, realizada por Fang et al. (2017), incluindo 56 estudos que permitiram
levantar 197 casos, evidenciou taxas médias de incidéncia desta coinfec¢do entre 5,4 e 26,7%
nos pacientes com diagnostico de Cr, e entre 0,6 e 9,7% nos pacientes com TB. Mais da metade
dos casos da coinfecgéo (56,3%) foi descrita entre os anos de 2010 e 2015, com os dois maiores
estudos relatando 23 e 52 casos. Considerando este ultimo periodo do estudo, a média de casos
descritos foi de 18,5 casos/ano em todo o pais, visto que, a China detém 63% dos casos Cr/TB
relatados no mundo (FANG et al., 2017). No Brasil, a producao cientifica quanto a coinfecgéo
Cr/TB/HIV-AIDS ¢ rara, apresentando como relatos de maior relevancia a investigacdo pos -
mortem de Gutierrez et al, 2002 (4 casos) no Estado de Sdo Paulo (periodo de 3 anos) e o
estudo observacional de Escada et al., 2017 (3 casos) no estado do Rio de Janeiro, no periodo
de 2000 a 2010 (GUTIERREZ et al., 2002; ESCADA et al., 2017)

A coinfeccdo Cr/TB/HIV-AIDS pode apresentar associagfes distintas nas
manifestagdes clinicas da doenca, sendo considerada a mais grave Cr meningite/Th meningite.
E predominante em homens e dentre os sinais e sintomas da coinfeccdo mais frequente estéo a
febre, de um modo geral, e a cefaléia naqueles pacientes com acometimento do SNC, por
quanto, tosse e dispnéia seguem como sintomas comuns as formas pulmonares da coinfeccéo
(SINGH et al., 2013 SHIMODA et al., 2014). Soumaré et al. (2005), evidencia a intensificacdo
da gravidade dos sintomas comparando os casos da dupla infeccdo Cr/HIV-AIDS com 0s casos
da tripla, e mais grave infeccdo, Cr/TB/HIV-AIDS nos pacientes estudados em Dakar na
Africa, relacionando os sinais de déficit neuroldgico ao aumento das taxas de letalidade
(SUMARE et al., 2005; EL FANE et al., 2015). N&o obstante a associacao entre linfocitopenia
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de TCD* ocasionada pelo HIV favorecer o desencadeamento da Cr e da TB, tanto a TB pode
ser um fator de risco independente para o desenvolvimento da Cr por ocasionar supressao da
imunidade inata, quanto a Cr, supostamente, predispde os pacientes a reativacdo da TB por
inibicdo da produgdo do TNF-a (HUFFNAGLE et al., 1995; BOTTASSO et al., 2009;
JARVIS et al., 2010;WILLCOCKS & WREN, 2014)

Considerando o perfil clinico dos relatos de casos de pacientes coinfectados é possivel
concluir que a tripla coinfeccdo Cr/TB/HIV-AIDS tem efeitos deletérios matuos que agravam o
processo da doenga e aumentam significativamente o risco de letalidade (JARVIS et al, 2010;
KAKEYA et al., 2014; WILLCOCKS & WREN, 2014; THENFORDE et al., 2017). Neste
interim baixos niveis de TCD4 (<100 cells/ul) e alta carga viral >50.000cel/mm3, o0s quais sdo
fortes preditores de imunossupressdo grave, indicam pior prognostico para a coinfeccdo Cr/TB,
bem como, a alta carga fungica infectante evidenciada naqueles pacientes com titulo da prova
do latex > 1024 (PERFECT et al., 2010; SINGH et al., 2013; ESCADA et al.; 2017; CACERES
etal., 2018).

Singh et al. (2013) observa nos achados de trés casos clinicos da coinfeccdo Cr/TB
que a sobreposicdo dos sintomas dificulta a suspei¢do clinica e que o atraso no diagndstico foi a
principal causa do aumento da mortalidade (SINGH et al.,2013). Da mesma forma, Siddiq et
al., 2014 em levantamento de 331 casos de coinfeccdes do SNC em pacientes HIV-AIDS na
Zambia -India, revela que as coinfec¢cbes com TB e/ou Cr tendem a uma maior chance de
morte, no entanto, comprova, neste mesmo estudo, que a terapia com AnfoB reduziu a taxa de
mortalidade da coinfec¢do Cr/HIV-AIDS de 100% para 39%, evidenciando que as falhas no
diagnostico e a auséncia de tratamento antifungico, somada a imunossupressao grave, foram
responsaveis pela alta taxa de 6bito (SIDDIQ et al., 2014).
3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Estudar os aspectos clinico-epidemioldgicos e laboratoriais da criptococose em
pacientes HIV/AIDS atendidos no servico de referéncia do Hospital Universitario Dr. Miguel
Riet Correa Jr. da Universidade Federal do Rio Grande (SAE-HU-FURG).

3.2 Objetivos Especificos
3.2.1 Avaliar a prevaléncia da criptococose e o perfil da populacdo acometida pela
doenca no SAE-HU-FUR

3.2.2 Avaliar o desfecho dos pacientes HIV diagnosticados com criptococose;
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3.2.3 Avaliar os fatores de mau progndstico (niveis de CD4, carga viral, altos titulo de
CrAg, comorbidades) e sua relacdo com o desfecho na populagéo estudada;

3.2.4 Estudar os casos de coinfec¢cdo Cr e TB nos pacientes HIV-AIDS.
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ABSTRACT

BACKGROUD Cr and TB are prevalent diseases in immunosuppressed patients and the co-
infection Cr/TB may represent a new challenge in the panorama of the HIV-AIDS pandemic.

DESIGN: Retrospective analysis of hospital records.

AIM: Describe clinic-epidemiological data of cryptococcosis and tuberculosis (Cr/TB) co-
infection in patients treated at the Regional Reference Service of HIV-AIDS of a hospital in
southern Brazil.

METHODS: A retrospective study was conducted including all cases of coinfection during the
period of three years.

RESULTS: The mean age of the ten patients diagnosed with Cr/TB was 39.3 years and 80%
were male. CR meningitis and pulmonary TB occurred in 40% of cases, and the association of
the pulmonary form in both Cr and TB in 30%. The other cases were pulmonary Cr and lymph
node TB (n = 01), Cr meningitis and lymph node TB (n = 01), and cryptococcal and
tuberculous meningitis (n = 01). The mean TCD4 + rate was 118.6 cel / mm? (SD = 135.36),
with 80% of patients maintaining TCD4 + <100 cells / mm3. The viral load presented by 70%
of the patients was equal or higher than 100,000 copies / mmg3. Four patients (40%) died on
average 29 days (SD = 8.75) after diagnosis of coinfection.

CONCLUSION: A broad diagnostic investigation on the co-infection of Cr/TB/HIV-AIDS are
required in immunosuppressed patients due to the similar clinical manifestation of both
diseases.

KEYWORDS: Cryptococcus neoformans, Mycobacterium tuberculosis, immunosuppression.
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INTRODUCTION

Cryptococcosis (Cr) and tuberculosis (TB) are infectious diseases potentially fatal to
HIV-AIDS patients. Both are widely distributed around the world and their diagnosis is
recognized as a defining condition for AIDS*23

Cryptococcus neoformans is the main etiologic agent of Cr in immunosuppressed
patients. This systemic mycosis affects 6% to 10% of patients who develop AIDS. In 2014, the
estimative was 223,000 new cases of Cr in HIV patients, resulting in a mortality of 181,000
people, accounting for 15% of all AIDS-related deaths globally*®. TB, caused by
Mycobacterium tuberculosis, is considered by the World Health Organization (WHQO) the most
frequent HIV-AIDS infection, accounting for an estimated 920,000 new cases and 300,000
deaths in people living with HIV-AIDS in 2017 &7,

In this context, such Cr as TB shows a high relevance in immunosuppressed patients
and the coinfection Cr/TB in endemic regions may represent a new challenge in the panorama
of the HIV-AIDS pandemic 138910 Thus, this study aimed to describe the occurrence of all
cases of Cr/TB coinfection in patients attending in the Regional Reference Service of HIV-
AIDS of a hospital in southern Brazil in a period of three years.

METHODS

A retrospective study including all cases of coinfection by C. neoformans and M.
tuberculosis diagnosed in HIV-AIDS patients at SAE-HU-FURG during the period January
2010 to December 2012 was performed. SAE-HU-FURG is implemented in the University
Hospital (HU) of the Federal University of Rio Grande (FURG) since 1989, and covers 27
cities in the South Health Region of Rio Grande do Sul (RS). HU-FURG is located in the city
of Rio Grande, RS, Brazil. This hospital carries out clinical follow-up of about 1300 HIV-AIDS
patients/year.

The project was approved by Health Research Ethics Committee of the FURG, under
the number 1,091,685/2015. Data were obtained from the electronic medical records of SAE-
HU-FURG, Medical and Statistical Archive Service (SAME), Logistic Control Service (HU-
FURG) and the records of the FAMED-FURG Mycology Laboratory, the HU-FURG Clinical
Analysis Laboratory and the FAMED-FURG Mycobacteriology Laboratory.

Co-infected HIV-AIDS patients with C. neoformans and M. tuberculosis were
considered those with concomitant diagnosis of Cr and TB, and those diagnosed with TB
within six months prior to, or two months after, the diagnosis of Cr!. According to the period

of diagnosis of Cr and TB, coinfection was classified concomitantly, when the diagnosis
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occurred simultaneously, or sequential, when the diagnosis of one of the diseases preceded
another one within the pre-established cutoff period®,

Cases of Cr were those patients with titers above 1:8 in serum or cerebrospinal fluid
(CSF) in the latex agglutination test for cryptococcal antigen (Cryptococcal Antigen Latex
Agglutination System-CALAS®); and / or those with isolation of Cryptococcus sp. in
mycological culture of clinical samples such as CSF, bronchoalveolar lavage (BAL), pleural
fluid (PF) and / or hemoculture. Subsequent identification of the fungal species was performed
by sub-culture on Canavanine-Glycine-Bromothymol Blue (CGB) >t

We considered TB cases those diagnosed by microscopy with Ziehl Neelsen and / or

liquid culture on BACTEC™ MGIT™ 320 (BD - Becton, Dickinson and Company), with
confirmation of M. tuberculosis by PCR-1S-6110 7.

Data evaluated were sex, age, clinical presentation of Cr and TB, rates of CD4 + and
viral load (at the time of diagnosis of Cr and / or TB), cytorkinesis (leukocytes / mmg3) of
patients with central nervous system commitment, use of Highly Active Antiretroviral Therapy
(HAART) at the time of diagnosis, hospitalization period, treatment and outcome (cure or
death).

Cr clinical presentations were classified as disseminated in patients with positive blood
culture or fungal isolation in clinical samples from two or more non-contiguous sites; as
neurocryptococcosis in patients with titer >1: 8 in CSF, direct examination and / or positive
culture of CSF; and as pulmonary cryptococcosis when a positive culture occurs only in BAL
or PF sample with CSF examination and negative serology®'>!* Regarding the clinical
presentations of TB, the criteria for classification in disseminated TB were positive blood
culture and / or lung injury associated with an extrapulmonary disease or findings of two or
more concomitant extrapulmonary lesions; for lymph node TB was the isolation of M.
tuberculosis on excisional or aspirated lymph node biopsy; for tuberculous meningitis was the
pathogen isolation from the CSF; and for pulmonary TB was considered positive smear
microscopy and / or positive culture of sputum, BAL or PF '

Data were described and frequency analyzes were performed using statistical program
SPSS 19.0.

RESULTS
During the three years of the study, ten cases of Cr/TB coinfection were detected in
HIV/AIDS patients in SAE-HU-FURG. The mean age of the patients was 39.3 years (28-56)

(Standard Deviation = 9.5) and 80% were male.
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In all of the ten cases, Cr was diagnosed by mycological culture, allowing the isolation
and identification of C. neoformans from CSF samples, in six patients, and respiratory samples,
in four. These six patients with positive CSF cultures, classified as neurocryptococcosis,
presented titers >512 of capsular cryptococcal antigen in serum and/or CSF, of which 83% had
a titer > 1024 (05/06). The others four patients were classified as pulmonary Cr, presenting
positive culture in BAL (n=03) and PF (n=01). The patients with pulmonary clinical
presentation of Cr, were also investigated for CNS involvement showing negatives results in
culture and cryptococcal antigen from CSF samples. Antigenemia was investigated in two of
the four cases being negative in both.

Regard to TB, in six patients, the diagnosis was defined by positive microscopy
associated with liquid culture with confirmation of M. tuberculosis by PCR-I1S-6110, from
BAL (n=02), lymph node (n=02), CSF (n=01) and sputum (n=01) samples. In the others four
cases, microscopy, from BAL (n=03) and sputum (n=01), was the diagnostic method.
Pulmonary TB was the predominant clinical presentation (70%), followed by two cases of
lymph node TB and one of tuberculous meningitis.

Neurocryptococcosis associated with pulmonary TB occurred in four cases, and the
pulmonary presentation of both diseases in three. The other co-infections were pulmonary Cr
and lymph node TB, neurocryptococcosis and lymph node TB, and cryptococcal and
tuberculous meningitis. Concomitant diagnosis was found in 40% of cases. In other 40%, TB
preceded the diagnosis of Cr, in average 4 months (120.5 days) (SD = 55.6) and in two cases,
Cr preceded the diagnosis of TB, in average 31 days (SD = 24.04) (Table 1).

Crand / or TB presented as defining condition for AIDS in five patients. Four patients,
with HIV-AIDS diagnosis prior to Cr/TB coinfection, were non-adherent (n=2), abandoned
(n=1) or used irregular HAART (n=1). The mean rate of TCD4" was 118.6 cel / mm3 (SD =
135.36), with 80% of patients presenting values lower than 100 cells / mm?, and 70% with viral
load >100.000 copies / mm?®. Besides, only one patient had satisfactory adherence to HAART,
with undetectable viral load and TCD4" levels >200 cells / mm?3 at the diagnosis of the
coinfection. All patients remained on average 34.2 days (SD = 18.26) hospitalized for
treatment, and four (40%) died, on average 29 days (SD = 8.75) after diagnosis of coinfection
(Table 1).

DISCUSSION

Although both Cr and TB are opportunistic diseases of high incidence in HIV-AIDS

patients, the description of the triple Cr/TB/HIV-AIDS infection is scarce. In fact, it is mainly

composed by reports or by series with few cases described in a long period of study!&°1415,
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A systematic review of Cr/TB coinfection in China including 56 studies (1965-2016),
allowed to survey 197 cases and to show an average incidence of this coinfection of 5.4% to
26.7% of all the patients diagnosed with Cr, and 0.6% to 9.7% of all tuberculosis cases. More
than half of the cases included in this review were described between the years 2010 and 2015,
representing a mean of 18.5 cases / year in all the country 3. Thus, our data deserves attention
since highlights a great number of cases in a short period of time, corresponding to a mean of
3.3 cases of this coinfection / year only in a single hospital in southern Brazil. In addition, our
study also showed that the occurrence of Cr/TB coinfection cases corresponded to 34.5% of
patients diagnosed with Cr in the same period, in SAE-HU-FURG. This value surpasses the
data from the above study, whose country (China) holds 63% of Cr/TB cases reported
worldwides.

Brazil is among the 30 countries with the highest rates of TB and TB / HIV coinfection,
whose number of deaths was approximately 1900 coinfected people in the year 2016 °.
According to Brazil's Epidemiological Bulletin (2018), the Southern region, where the study
was developed, is the second in the national HIV-AIDS detection ranking*®. In addition, Brazil
is one of the Latin American countries with the highest incidence of Cr / HIV-AIDS
coinfection cases (1000-2500 reported cases), with lethality rate between 12% to 77% /18,
However, the national scientific literature is scarce in relation to Cr/TB/HIV-AIDS coinfection,
with only few reports in the State of Sdo Paulo4, Rio de Janeiro® and now our data in Rio
Grande do Sul.

The mean age and the prevalence of cases in male patients found in our study are in
accordance with the literature'®. Probably it is associated with groups at risk for HIV infection
and AIDS, which is responsible for the immunosuppression necessary for the development of
opportunistic diseases such as Cr and TB *#10 However, there is a possibility of female
hormones be an important defense against Cr observed from an experimental study with mice,
whose infected females with C. neoformans produced higher levels of citokines in plasma and
higher levels of TNF (tumor necrosis factor)-a and TNF-y in spleen and blood, which was not
observed in males®®

Most of the Cr/TB coinfection cases described in the study occurred sequentially.
Nevertheless, the association between HIV-induced CD4 + lymphocytopenia favors the onset
of Cr and TB. Some authors have suggested that TB may be an independent risk factor for the
development of Cr because it causes suppression of innate immunity. In the same hand, it is
hypothesis that Cr predisposes patients to reactivation of TB by inhibiting the production of
TNE-a 20,21,22.
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According to the clinical profile of coinfection already described in the literature, it can
be affirmed that triple Cr/TB/HIV-AIDS coinfection has mutual deleterious effects that
aggravate the disease process and significantly increase the risk of lethality 24?22, In
agreement, 80% of the patients studied showed CD4+ T cell count <100 cells/ul and 75% of
the patients presented viral load >100.000cel/mm3, which is the strongest predictor of HIV-
related complications, including opportunist infections as Cr and TB3¥ . Included in this
context of poor prognosis, is the high infective fungal load observed in latex titer reading
>1:1024, presented by more than 80% of patients %1%121% Although 50% of the patients studied
were cured, the number of deaths (42%) was higher in comparison to reports by Fang et al.
(2017) and represents an important lethality rate.

The first report of the coinfection Cr/TB dates from 1951 in the United States of
America (USA)?*. However, although there has been an increase in its casuistic with the advent
of the HIV-AIDS pandemic, even today, this coinfection remains severely underestimated 3815,
Singh et al. (2013) emphasizes that the overlapping of symptoms in Cr/TB coinfection hinders
clinical suspicion and culminates with delayed diagnosis, which, together with the risk factors
of the host, generates the worst prognosis *°. In conclusion, this study revealed a series of ten
cases of Cr/TB coinfection in HIV-AIDS patients in only three years, emphasizing the need for
a broad diagnostic investigation in immunosuppressed patients and rising clinical awareness of
this condition among clinicians and other health professionals from the Southern region of
Brazil.
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Table 1: Clinic-epidemiological and laboratory data of patients (n = 10) diagnosed with
cryptococcosis and tuberculosis co-infection at a Regional Reference Service of HIV / AIDS
from Southern Brazil over a period of three years.

Clinical Data CM + PTB
(n=04)

Signs and Symptoms

Fever (n=07) 75% (3/4)
Nausea/Vomiting (n=4) 50% (2/4)
Cough / dyspnea (n=6) 100% (4/4)
Headache (n=6) 75% (3/4)
Sensory deficit (n=5) 50% (2/4)
Motor deficit (n=2) 0
Visual impairment (n=2) 0

Laboratory Data

TCD4 + mean 50.5 (SD=38.5)
(cells / mm3)

Average Viral Load 367,758
(copies) (SD=186,007)
Mean cytorkine (cells / 3

mm3)

Diagnosis of Coinfection Cr/TB

Concomitant (n=04) 25% (1/4)
Sequential with previous 50% (2/4)
TB (n=04)

Sequential with previous 25% (1/4)
Cr (n=02)

Treatment of Coinfection Cr/TB/HIV-AIDS
HAART (n=02) 0
Anti-TB therapy (n=10) 100% (4/4)
Antifungal therapy (n=9) 100% (4/4)
Length of Hospital Stay

Average days 29 (SD=20.3)
Outcome

Death (n=4) 50% (2/4)
Cure (n=5) 50% (2/4)
No registry* (n=1) 0

Clinical Forms of Coinfection **

PC +PTB
(n=03)

67% (2/3)
33% (1/3)
67% (2/3)
0
67% (2/3)
0
0

105
(SD=124.3)
109,867

(SD=1,310)

NR

33% (1/3)
33% (1/3)

33% (1/3)

33% (1/3)
100% (3/3)
67% (2/3)

40 (SD=21.9)

67% (2/3)

0
33% (1/3)

CM+LTB

(n=01)

100%
0
0
100%
100%
100%
76

184,149

NR

100%

100%
100%
100%

49

0

100%
0

CM +TBM
(n=01)

100%

100%

100%
100%

146

606

100%

100%
100%

41

0

100%
0

PC +LTB
(n=01)

100%
0
0
100%

100%

447

20,898

NR

100%

100%
100%

16

0

100%
0

CM criptococcal meningitis; PTB pulmonary tuberculosis; PC: pulmonary cryptococcosis;
LTB lymph node TB; TBM tuberculous meningitis

NR unperformed

*patient transferred to another hospital.

**the variables results of coinfection Cr/TB could not be used in a statistical analysis due to the

small sample size of the groups.
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RESUMO

Introducdo: O estudo teve como objetivo tracar o perfil clinico-epidemioldgico da
criptococose (Cr) em pacientes de um Servico de Referéncia HIV-AIDS do extremo sul do
Brasil. Material e Métodos: Trata-se de estudo retrospectivo avaliando dados clinicos,
epidemioldgicos e laboratoriais de todos os casos de Cr diagnosticados por isolamento fungico
ou deteccdo de antigeno criptocdcico no Hospital Universitario da Universidade Federal do Rio
Grande (HU-FURG) no periodo de janeiro de 2010 a dezembro de 2016. Resultados: O estudo
evidenciou 70 casos de Cr, cujo C. neoformans foi o agente etioldgico na totalidade dos casos
em que o cultivo foi solicitado (n=44). A maioria dos pacientes (74,3%) eram do sexo
masculino e a idade média foi de 39,9 anos (variando de 20 a 78). Neurocriptococose foi a
principal apresentacdo clinica (84,3%), e a Cr foi condigdo definidora da AIDS em 40% dos
pacientes. Taxa de TCD4 <100cel/mm? foi encontrada em 80% dos pacientes, assim como
carga viral >50.000 copias/mm* em cerca de 75% dos casos. Mais da metade dos pacientes
evoluiu para 6bito (52,9%) e, para estes pacientes cuja doenca foi fatal, a expectativa de vida
foi em média de 81,8 dias, a partir do primodiagnostico da doenca. O estudo evidenciou a
relevancia da Cr em pacientes HIV-AIDS, do HIV-AIDS, revelando a grave condicdo de
imunossupressao dos pacientes coinfectados e alta taxa de letalidade. Assim, se faz necessario
investimentos mais amplos para a otimizagédo do diagnostico, tanto do HIV-AIDS, quanto da Cr
na regido estudada.

Palavras-chave: Cryptococcus neoformans, epidemiologia, infeccbes oportunisticas
relacionadas ao HIV-AIDS
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INTRODUCAO

A Criptococose (Cr) € uma das principais micoses oportunistas em pacientes
imunossuprimidos, destacando-se como grupo de risco pacientes HIV-AIDS. Meningite por
Cryptococcus neoformans é responsavel por 15% das mortes relacionadas a AIDS, atingindo
uma estimativa global de 181.100 6bitos/ano em pessoas vivendo com AIDS. Ainda em ambito
mundial, 6% dos pacientes com contagem de TCD4*<100células/mm3 apresentam antigenemia
criptococica (CrAg), representando uma incidéncia estimada de 223.100 casos de meningite
criptocococia/ano?®

A América Latina ocupa o terceiro lugar em relacdo a incidéncia da criptococose
relacionada a AIDS, com uma estimativa de 5.300 casos/ano correspondendo a 2.400
6bitos/ano®®. No Brasil, a maioria dos casos de Cr relacionada ao HIV-AIDS encontram-se na
Regido Sudeste e Sul, demonstrando taxa de incidéncia de 36 casos de Cr a cada 100
hospitalizacbes de paciente HIV/AIDS /ano 141520.22,

A cidade do Rio Grande, localizada no sul do estado do Rio Grande do Sul, ocupa o
primeiro lugar no ranking nacional de taxas de deteccdo do HIVV/AIDS entre os municipios com
uma populacdo maior que 100.000 habitantes3. Considerando a importancia da criptococose
como doenca oportunista nestes pacientes, o estudo objetivou avaliar sua ocorréncia, etiologia e
perfil clinico-epidemiolégico em um servico de referéncia para pacientes HIV-AIDS da regido
Sul do RS, Brasil, durante um periodo de sete anos.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado estudo retrospectivo incluindo todos os casos de criptococose
diagnosticados em pacientes HIV-AIDS no Hospital Universitario da Universidade Federal do
Rio Grande (HU-FURG), RS, Brasil, durante o periodo de Janeiro de 2010 a Dezembro de
2016. O Servico de Referéncia em HIV-AIDS (SAE) foi implementado no HU-FURG e segue

em funcionamento desde 1989. Este Servigo de Referéncia Regional abrange 27 cidades da
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Macrorregido Sul de Salde, com um numero de 1.356 usuarios em acompanhamento
terapéutico para HIV/AIDS no ano de 2016.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da instituicdo (CEPAS_FURG Parecer n°
1.091.685), e os dados foram obtidos dos prontuarios eletronicos do SAE e bancos
laboratoriais, Servico de Arquivo Médico e Estatistico (SAME) e Servico de Controle
Logistico de Medicamentos (histdrico de dispensacdo HU-FURG.

Foram considerados casos de Cr os pacientes com titulacdo acima de 1:8 em soro ou
LCR no teste de aglutinacdo do latex (Cryptococcal Antigen Latex Agglutination System
(CALAS ®) para deteccdo de antigeno criptococico (CrAg); e/ou aqueles com isolamento de
Cryptococcus sp. em cultivo micologico de amostras clinicas como: liquido cefalorraquidiano
(LCR), lavado broncoalveolar (LBA), liquido pleural (LP) e/ou em hemocultura.

A doenca foi classificada como Cr disseminada em pacientes com hemocultura
positiva ou isolamento fangico em amostras clinicas de dois ou mais sitios ndo contiguos; como
neurocriptocococose em pacientes com titulo de CrAg >1:8 no LCR, e/ou com detec¢do de
Cryptococcus sp. em exame direto e/ou cultivo de LCR; ou como Cr pulmonar em pacientes
com isolamento de Cryptococcus sp. em cultivo de LBA ou LP, e CrAg sérico e liquorico
negativo®1724,

As variaveis estudadas foram: sexo, idade, municipio de residéncia, periodo de
internacdo, manifestacdo clinica da doenga, comorbidades (somente as com comprovagdo
diagndstica laboratorial), taxas de TCD4" e carga viral, citorraquia (leucocitos/mms3), uso da
terapia antirretroviral (TARV) no momento do diagndstico, terapia antiflngica prescrita e
desfecho (alta ou 6bito). Os casos de Cr com diagnéstico precedente ou simultdneo ao
diagndstico de HIV/AIDS foram considerados como condicdo definidora de HIV/AIDS.

Os dados foram duplamente digitados em programa Epi-Info e foram realizadas

andlises descritivas, e teste exato de Fisher para avaliar a relagdo entre desfecho e fatores de
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mau prognostico, utilizando o programa estatistico SPSS 19.0 e considerando um grau de
significancia de 95%.
RESULTADOS

No periodo de sete anos do estudo 70 casos de Cr foram diagnosticados em pacientes
HIV/AIDS no HU-FURG, mantendo uma média de 10 casos diagnosticados por ano, oscilando
sua distribuicdo ao longo do periodo estudado (Figura 01). A maioria dos pacientes era do sexo
masculino (74,3%), residente no municipio do Rio Grande (72,8%) e com idade média de 39,9
anos (variando de 20 a 78). C. neoformans foi o agente etiolégico identificado na totalidade dos
casos em que o cultivo foi realizado (n=44).

A Cr foi condicao definidora da AIDS em 40% (n=28/70) dos pacientes, e em mais da
metade dos casos (60%) a taxa de TCD4 foi <100 cel/mm3 e a carga viral >50.000 copias/mm?
(75%). A maioria dos pacientes (75,7%) ndo fazia uso da TARV no periodo antecedente ao
diagnostico da Cr, sendo que 70% destes eram virgens de TARV e 30% abandonaram ou ndo
aderiram ao tratamento do HIV/AIDS. Neurocriptococose representou 84,3% (n=59) dos casos,
e 0s principais sinais/sintomas foram cefaléia (n=43/70) e febre (n=37/70) (Tabela 1).

A deteccdo de CrAg ocorreu em 92,5% (n=62/67) dos pacientes avaliados, com mais
de 65% destes apresentando titulo > 1:1024. O cultivo micologico apresentou 100% (44/44) de
positividade, sendo isoladamente o método definidor do diagnoéstico em 08 pacientes, 5 casos
de Cr pulmonar, 2 casos de Cr disseminada e 01 caso de neurocriptococose. A figura 2 destaca
0s métodos utilizados para diagnostico definitivo da doencga nos 70 casos estudados.

Quanto a terapia antifungica, cumpriram o tratamento de eleicdo com Anfotericina B
desoxicolato somada a profilaxia secundaria com Fluconazol 52,9% (n=37) dos pacientes. Os
demais (n=24) realizaram tratamento somente com Anfotericina B ou receberam monoterapia
com Fluconazol (n=3). Apenas um paciente recebeu AnfoB+Fluconazol+Flucitocina, e um foi

tratado com AnfoB+Itraconazol. Houveram 5,7% (4/70) dos pacientes sem tratamento, dentre
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0s quais evoluiram a Obito 50% (2/4), dentre os quais, dois Obitos de paciente com
neurocriptococose e 0s sobreviventes foram os pacientes com Cr pulmonar.
O periodo de internacdo para tratamento da Cr foi em média de 39,4 dias (DP=31,3), e

mais da metade dos pacientes (52,9%) dos pacientes evoluiram para 6bito apds em media 81,8
dias (2-930) do primodiagnostico da doenca. Trinta pacientes (43%) apresentavam
comorbidades, destacando-se tuberculose (TB) (n=11), sifilis (n=10) e hepatites (n=9). Dentre
o0s quais, foram evidenciados dois pacientes com coinfeccdo por TB e Hepatite C, dois por TB e
sifilis e um caso de coinfec¢éo por sifilis/Hepatite C.

Dentre os fatores de mau progndstico avaliados a presenca de comorbidades foi o
Unico fator significativamente associado ao desfecho 6bito (p=0,04).
DISCUSSAO

A criptococose tem sido considerada como uma das principais doencas oportunistas
em pacientes HIV-AIDS ha& décadas, atingindo altos indices de morbimortalidade nessa
populacio desde o inicio da pandemia da AIDS'®?* Apesar dos esforcos que tem sido
propostos a partir de guidelines de prevencdo e manejo essa micose ainda segue impactando na
sobrevida dos pacientes e sendo utilizada inclusive como um balizador do contexto de controle
no avanco da epidemia da AIDS*. Ao encontro desse dado, os resultados do estudo revelam
uma mortalidade acima de 50% nos casos estudados em um hospital terciario no sul do Rio
Grande do Sul, Brasil. De fato, esse hospital atende uma regido com altos indices de infeccdo
pelo virus HIV, se destacando nacionalmente como o primeiro no ranking de municipio com
populagédo superior a 100.000 habitantes em taxas de deteccdo do HIV-AIDS, localizado no
Estado que detém o segundo lugar no ranking nacional de maior casuistica do HIV-AIDS® .

A espécie C. neoformans evidenciada em 100% dos casos avaliados por cultivo é o
agente etiolégico associado a Cr em pacientes imunossuprimidos em ambito mundial, sendo de
distribuicdo cosmopolita, e também evidenciada nas regifes Sul e Sudeste do Brasil (TRILLES

et al.; 2008). Estudos demonstram uma possivel interacdo sinérgica entre o virus HIV e C.
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neoformans, baseada na degradacdo das células de resposta inflamatoria do sistema
imunoldgico do hospedeiro, causada pelos virus, contribuir para a disseminacdo da infeccao
criptococica, enquanto que C. neoformans, reciprocamente, € capaz de induzir e acelerar a
replicacdo do RNA viral favorecendo a progressdo da AIDS*>619,

A média de idade e os principais sinais e sintomas encontrados em nosso estudo estao
de acordo com os descritos na literatura®!141® = Assim como a predominancia do sexo
masculino, que geralmente esta relacionada a maior prevaléncia da infeccdo pelo HIV? . No
entanto, Lortholary et al. (2002) sugere, a partir de estudo em modelo murino, um efeito
protetor do 17 f estradiol e da progesterona a infeccdo por C. neoformans, resultando na
producdo de maiores niveis de citocinas, TNF-a e IFN-y em fémeas infectadas com C.
neoformans em comparagdo com machos!? (LORTHOLARY et al., 2002), permanecendo em
aberto essa hipotese para comprovacao.

Estudo realizado no Instituto de Doencas Infecciosas Emilio Ribas, em S&o Paulo, que
evidenciou a Cr como principal causa de morte por infeccdo oportunistica em pacientes HIV-
AIDS, demonstrou a predominancia da neurocriptococose, representando 80% dos casos?2. A
neurocriptococose, também encontrada em mais de 80% dos pacientes de nosso estudo,
corresponde a forma clinica mais frequentemente diagnosticada da doenca, e embora seja
subaguda e de evolucgdo lenta, € considerada a forma mais grave, tardia e potencialmente letal
13,14.

A maioria dos pacientes do HU-FURG apresentavam caracteristicas de mau
progndstico na Cr como taxas de TCD4*<100 cels/mm3, carga viral >50.000 copias, leucocitos
<20cels/mm3 no LCR e alta carga fangica comprovada pelo titulo >1:1024. Em adigdo, em
40% a Cr foi doenca definidora de AIDS, 43% dos pacientes apresentavam outras doencas
oportunistas associadas, e 75% ndo estavam em uso de TARV. Estas caracteristicas sdo
reconhecidas como fatores de impacto para a letalidade, relacionados diretamente ao

diagndstico tardio do HIV-AIDS e a baixa suspeicdo clinica da coinfec¢cdo com consequente
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morosidade do diagnostico da Cr e retardo do tratamento antiflingico 810122 De fato, a
evidéncia de comorbidades, em especial a tuberculose, teve relacdo significativa com o
desfecho, e mais da metade dos pacientes do nosso estudo evoluiram a 6bito, estando entre 0s
valores mais altos com relagdo a estimativa nacional de letalidade, calculada a partir dos
registros de estudos regionais dos Servigos de Assisténcia Especializada distribuidos pelo pais,
reunidos na metanalise de Firacative et al. (2018), cujos percentuais oscilam entre 12% e 77%
7.

Nos ultimos anos, encontra-se comercialmente disponivel teste rdpido de alta
sensibilidade e especificidade para deteccdo da Cr em pacientes HIV-AIDS, e, no sentido de
reduzir a letalidade da doenca a partir da precocidade diagnoéstica, preconiza-se que todos 0s
pacientes com TCD4"<100 cels/mm3 sejam rastreados para antigenemia criptocécica, sendo
tratados empiricamente em caso de CrAg sérico positivo?’. No entanto, este método diagndstico
ndo é utilizado no HU-FURG, e a conduta de rastreamento também n&o estava sendo realizada
no periodo do estudo em nosso hospital.

Atualmente, o “padrdo ouro” de tratamento para criptococose trata-se de associagdo
entre Anfotericina B e 5fluorocitosina (5FC), a qual é capaz de garantir acdo fungicida mais
rapida e maior chance de sobrevida 1”224 Embora o tratamento com AnfoB tenha sido
utilizado em 87% dos pacientes estudados, conforme preconizado pela WHO, 2018, a 5FC nao
estd disponivel para uso no hospital estudado, assim como na maioria dos hospitais publicos e
centros de referéncia HIV/AIDS no Brasil®.

O estudo evidenciou a importancia da criptococose como doenca definidora de AIDS e
de alta letalidade em pacientes no sul do Brasil, ressaltando a necessidade de maiores
investimentos no sentido de ampliar o acesso a testes diagndsticos rapidos que culminam em
precocidade diagndstica e otimizacdo do diagndstico, tanto do HIV-AIDS quanto da Cr. Bem

como a melhoria no acesso a farmacos de eleicdo como a 5FC, para maior eficdcia no
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tratamento e consequentemente melhor prognostico do paciente, minimizando a impacto dessa

micose como doenca oportunista e causa de morte nos pacientes HIV-AIDS do sul do Brasil.
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Tabela 1. Dados clinico-epidemioldgicos e laboratoriais de pacientes HIV-AIDS com
criptococose (n=70) do HU-FURG, RS, Brasil, no periodo de 2010 a 2016.

Variaveis

Sexo

Masculino (n=52/70)
Feminino (n=18/70)
Sinais e sintomas
Cefaléia (43/70)

Febre (37/70)

Queda de sensorio (33/70)
Néausea/vémito (31/70)
Tosse (23/70)

Dispnéia (22/70)

Déficit motor (15/70)
Alteragdes visuais (14/70)
Convulséo (10/70)
Rigidez de nuca (3/70)
Coma (2/70)
Assintomaticos (2/70)

Formas Clinicas da Criptococose

MC (n=59)

72,9% (43/59)
27,12% (16/59)

69,5% (41/59)
47 5% (28/59)
49,15% (29/59)
49,15% (29/59)
25,4% (15/59)
27,12% (16/59)
20,3% (12/59)
23,7% (14/59)
15,25% (9/59)
5.08% (3/59)
3,4% (2/59)
3,4% (2/59)

Dados laboratoriais de pior progndstico da Cr

TCDA4<100cels/mm? (n= 42/53 testes)
TCD4<50cels/mm?® (n= 34/53)

Carga viral >50.000copias (n= 40/53)
Citorraquia < 20 cels/mm?3 (n= 42/51)
Titulo Latex >1:1024 (n=45/67)
Tempo de Permanéncia Hospitalar
Meédia de dias

Desfecho

Obito (n=37/70)

Alta (n=32/70)

Sem registro* (n=1/70)

79,5% (35/44)
65,9% (29/44)
76% (35/46)
81,4% (35/43)
68,8% (42/61)

39,86 dias
(DP=33,13)

54,2% (32/59)
45,8% (27/59)
0%

CP (n=07)

71,4% (5/7)
28,6% (2/7)

14,28% (L/7)
85,7% (6/7)
42,9 % (3/7)
28,6% (2/7)

71,4% (5/7)

57,14% (4/7)

14,3% (1/7)
0%
0%
0%
0%
0%

60% (3/5)
40% (2/5)
500 (2/4)
100% (5/5)
0% (0/3)

33,3 dias
(DP=18,81)

42,8% (3/7)
42,8% (3/7)
(1/7)

CD (n=04)

100% (4/4)
0%

25% (1/4)
75% (3/4)
25% (1/4)
0%
75 % (3/4)
50% (2/4)
50% (2/4)
0%
25% (1/4)
0%
0%
0%

100% (4/4)
75% (3/4)
100% (3/3)
66,7% (2/3)
100% (3/3)

42 5 dias
(SD=22,87)

50% (2/4)
50% (2/4)
0%

MC: Meningite Criptocdcica; CP: Cr Pulmonar; CD: Cr Disseminada.

*paciente transferido para outro hospital.
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Figura 01. Distribuigdo anual dos 70 dos casos da coinfecgdo Cr/HIV-AIDS diagnosticados no
HU-FURG, RS, Brasil, de Janeiro de 2010 a Dezembro de 2016.
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Figura 2: Organograma demonstrando os métodos laboratoriais de confirmacao diagndstica da

Cr em pacientes HIV-AIDS no HU-FURG durante o periodo de 2010 a 2016.
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5 CONCLUSOES

- Em sete anos foram diagnosticados 70 casos de Cr, com predominio de acometimento
de SNC, e representando 5% do total de usuérios do servi¢o. Os pacientes, em sua maioria,
eram homens, na faixa etéria de 39 anos e residentes do municipio do Rio Grande.

- Cerca da metade dos pacientes apresentava alguma outra comorbidade associada, com
destaque a tuberculose, seguida de sifilis e hepatites.

- Mais da metade dos pacientes HIVV-AIDS diagnosticados com criptococose no periodo
do estudo evoluiram para 6bito em média apds cerca de trés meses do primodiagnostico da
doenca.

- A maioria dos pacientes apresentava fatores de mau progndéstico, porém o desfecho
Obito sé teve relagdo significativa com a presenca de comorbidades.

- A TB ocorreu em uma frequéncia elevada nos pacientes estudados representando mais

de um terco dos casos de criptococose diagnosticados no periodo.



XV APENDICES

APENDICE A

FORMULARIO PADRAO DE COLETA DE DADOS

1. DADOS DE IDENTIFICACAO E DEMOGRAFICOS

63

Nome do Paciente: (data de nascimento: )
Pac no: Proveniéncia Sexo Estado Civil Idade | Naturalidde | Cor Ocupacéo
(rural/urbano) da
pele
Ne de | mé | an | municipio | area | feminino | masculino | solteiro | casado | divorciado
registro S o}
prontuério

Registro

2.DADOS CLINICOS
2.1 Acompanhamento Clinico

ternagdes Altas Obito | Fuga
n° data | diag | apresentacdo unidade antifngico Diag. TARV n° Data | data | data
clinica hospitalar HIV
Anfotericina | Fluconazol | Profilaxia | data inicio | adesdo
B sec.
1a 1a
2& Za
3a 33
4a 4a
5& 5a
6& 66
7a 7a
8a 83
ga ga
10? 102
2.2 Investigacdo Clinica para Diagndstico
Sinais /sintomas(internacéo) Sinais de pior prognéstico Comorbidades
SINTOMA presente | ausente | SINAL presente | ausente | COINFECCAO presente | ausente
Cefaléia LCR>1:1024 tuberculose
Vomito hipernatremia neurotoxoplasmose
Febre hipopotassemia citomegalovirus
Tosse Comp. pares cranianos hepatites
Dispnéia TCD4<50cel/mm3 pneumacistose
fadiga Carga histoplasmose
viral>50.000c6pias/ml
LesBes de pele LCR<20cel/mm3 candidiase

Alteracdes visuais

doenga disseminada

criptosporidiose

Rigidez de nuca

coma

Rebaixamento do

sensorio

Outros
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3. DADOS LABORATORIAIS
3.1 Exame Direto e Cultivo Micoldgico

° da amostra Espécime clinico Exame direto Cultivo Espécie Sorotipo Tipo molecular MIC MIC CFM CFM
Anfo Fluco Anfo Fluco

3.2. Curvas da prova do Latex, TCD4 e Carga Viral

Latex TCD4 Carga Viral

Data LCR SANGUE data valor data valor

Titulo aspecto | citorraquia | glicorraquia proteinorraquia | titulo
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APENDICE B
CEPAS
‘ ' COMITE DE ETICA EM PESQUISA NA AREA DA SAUDE
Universidade Federal do Rio Grande / FURG
- www.cepas.furg.br

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

1 - CRIPTOCOCOSE EM PACIENTES HIV/AIDS ATENDIDOS NO HOSPITAL DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE E SUSCETIBILIDADE IN VITRO
DOS ISOLADOS CLINICOS

2 — Trata-se de estudo retrospectivo e prospectivo que abrangera o periodo de janeiro de 2010 a
dezembro de 2017 e tem como objetivo Estudar a epidemiologia e os métodos diagndsticos da
criptococose em pacientes HIV/AIDS atendidos no servico de referéncia do Hospital
Universitario Dr. Miguel Riet Correa Jr. da Universidade Federal do Rio Grande (FURG) e
identificar o agente causal e sua suscetibilidade in vitro aos antifingicos de eleicdo para o
tratamento da doenca Essas informacOes estdo sendo fornecidas para sua participacdo
voluntaria neste estudo, que visa utilizar os registros do seu prontuario (com o seu
consentimento) para avaliar a historia clinica da doenca.

3 — Para coleta de dados sera utilizado um formulario padrdo preenchido a partir das
informaces do seu prontuéario sem nenhuma alteracdo da sua rotina durante a internacéo;

4 — Nao serd solicitado nenhum exame adicional que ndo sejam e 0s exames de rotina
solicitados pelo seu médico, durante o tratamento;

5 — E importante salientar que esta pesquisa sera feita utilizando, exclusivamente, dados
documentais sem que haja qualquer desconforto ou risco de procedimento invasivo;

6 — O desenvolvimento deste estudo pode vir a beneficia-lo, bem como a outros portadores da
doenca quando estiver concluido e pudermos confirmar as hipdteses da pesquisa quanto ao
diagnostico e tratamento da doenca.

7 — Se pode reafirmar quanto a este estudo que ndo havera abordagem ou questionamentos
individuais quanto a sua vida pessoal ou qualquer procedimento de coleta de amostras,
conforme referido nos itens 3, 4 e 5;

8 — Fica garantido ao Sr/Sr® que, em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos
profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais davidas. O principal
investigador € Msc. Enfermeira Lurdeti Bastos, a qual pode ser encontrada no endereco. Rua
Visconde de Paranagua, n° 102.Telefone(53)32338882/32334636, e-mail:
enferlu01@yahoo.com.br. Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a pesquisa entrar
em contato com Lurdeti Bastos.

9 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicao;

10 — Direito de confidencialidade — As informagOes obtidas serdo analisadas em conjunto com
outros prontudrios de outros pacientes, ndao sendo divulgado a identificacdo de nenhum
paciente;

11 — Seré garantido ao Sr/Sr? o direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais
das pesquisas, quando em estudos abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos
pesquisadores;



mailto:enferlu01@yahoo.com.br
http://www.cepas.furg.br/
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12 — Certamente,ndo havera nenhuma despesa pessoal para o participante em qualquer fase do
estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensacao financeira relacionada a
sua participacdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da
pesquisa.

13 — Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos
propostos neste estudo (nexo causal comprovado), o participante tem direito a tratamento
médico na Instituicdo, bem como as indenizagdes legalmente estabelecidas.

14 — E compromisso assumido pelo pesquisador utilizar os dados e o material coletado somente
para esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacgdes que li ou que foram
lidas para mim, descrevendo o estudo “CRIPTOCOCOSE EM PACIENTES HIV/AIDS
ATENDIDOS NO HOSPITAL DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE E
SUSCETIBILIDADE IN VITRO DOS ISOLADOS CLINICOS”. Eu discuti com a Msc
Enfermeira Lurdeti Bastos da Silva sobre a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram
claros para mim quais sdo 0s propo6sitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes.
Ficou claro também que minha participacdo é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso
a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste
estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo,
sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no
meu atendimento neste Servico.

Assinatura do paciente/representante legal
Data [

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste
paciente ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo
Data [
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APENDICE C

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE - FURG

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Pesquisador:

Titulo da Pesquisa:

Instituicdo Proponente:

Verséo:

CAAE:

CRIPTOCOCOSE EM PACIENTES HIV/AIDS ATENDIDOS NO HU-FURG

Melissa Orzechowski Xavier

Universidade Federal do Rio Grande - FURG

2

44604115.5.0000.5324

Area Tematica:

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Numero do Parecer:

Data da Relatoria:

1.136.458

03/07/2015

DADOS DO PARECER

O estudo tem como objetivo tracar o perfil epidemiolégico da criptococose em pacientes
HIV/AIDS atendidos

no servigo de referéncia do Hospital

Universitario (HU) da Universidade Federal do Rio Grande (FURG), bem como avaliar 0s
métodos

diagnosticos empregados, proceder a

genotipagem e realizar testes de sensibilidade in vitro dos isolados clinicos frente aos
antifangicos de

eleicdo para o tratamento da criptococose.

Trata-se de estudo retrospectivo e prospectivo que abrangera o periodo de janeiro de 2011 a
dezembro de

2017. A coleta dos dados demograficos e

clinicos sera realizada mediante avaliacdo de prontuarios para preenchimento de formulario
padrao

previamente elaborado. Os testes laboratoriais

serdo realizados a partir dos isolados clinicos de Cryptococcus spp. mantidos na micoteca do
servicgo de

diagnostico do Laboratério de Micologia da

FAMED-FURG. O teste de suscetibilidade in vitro sera desenvolvido por técnica de
microdiluicdo em caldo

para Fluconazol e Anfotericina B,

seguindo o protocolo do CLSI M27-A3 para a determinacdo da MIC (Concentragdo Inibitdria
Minima). A

CFM (Concentracdo Fungicida Minima) sera

realizada ap6s semeadura em duplicata de uma aliquota de 10L dos pocos correspondentes a
Apresentacdo do Projeto:

Financiamento PréprioPatrocinador Principal:

96.201-900

(53)3237-4652 E-mail: cepas@furg.br

Endereco: Bairro: CEP:
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Telefone:

Rua Visconde Paranagud,112/Hospital Universitari Campus Saude UF: Municipio: RS RIO
GRANDE Fax: (53)3233-6822
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MIC e as concentracfes mais elevadas, em

Sabouraud a 35°C por 48 horas. A avaliagdo dos métodos diagnosticos se dara por
levantamento de dados

laboratoriais sobre os resultados dos

testes soroldgicos e micoldgicos. Os isolados clinicos serdo identificados genotipicamente a
partir da técnica

de reacdo em cadeia da polimerase

associada a restricdo do fragmento do gene URA5 (PCR-RFLP) por meio das enzimas de
restricdo SAU96I

e Hhal, sendo o resultado observado em

gel de agarose 3% por eletroforese, e a identificacdo final interpretada de acordo com o perfil
de bandas

obtido. O estudo proposto busca

demonstrar a prevaléncia da criptococose no HU-FURG, observando dados epidemiolégicos e
clinicos

referentes a casuistica da infecgdo em

pacientes HIV/AIDS, assim como, a ocorréncia de cepas resistentes a antifungicos de eleicédo
para o

tratamento da criptococose. A caracterizacao

genotipica das cepas permitird avaliar a frequéncia e a distribuicdo dos agentes causais da
doenca na

regiao.

Obijetivo Primério:

Estudar a epidemiologia e os métodos diagndsticos da criptococose em pacientes HIV/AIDS
atendidos no

servico de referéncia do Hospital

Universitario Dr. Miguel Riet Correa Jr. da Universidade Federal do Rio Grande (FURG) e
identificar o

agente causal e sua suscetibilidade in vitro

aos antiflngicos de eleicdo para o tratamento da doenca.

Objetivo Secundario:

Conhecer a prevaléncia da criptococose no servico de referéncia em HIV/AIDS do HU-FURG;
Identificar a

taxa de mortalidade relacionada a

criptococose em pacientes HIVV/AIDS acompanhados pelo servico de referéncia do HU-FURG,;
Avaliar

comorbidades, uso de HAART, CD4 e carga

viral e suas implicacBes no prognostico da doenca; Avaliar a taxa de recidiva, as principais
apresentacoes

clinicas e sinais clinicos da doenca;

Avaliar os métodos diagnosticos empregados para a deteccdo da criptococose no HU-FURG e
comparar a

concordancia entre 0s mesmos;

Pesquisar a ocorréncia de cepas resistentes aos antifingicos Fluconazol e Anfotericina
B;ldentificar
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genotipicamente o agente causal dos casos de
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criptococose diagnosticados, evidenciando a freqliéncia e distribuicdo dos mesmos.

Riscos:

Os riscos e desconfortos aos participantes decorrentes da investigacdo diagndstica da doenca
fangica ndo

estdo condicionados a participacdo no

projeto, sendo realizados de forma rotineira mediante solicitacdo do médico. O estudo
investigara somente

os dados documentais e incluird os

isolados clinicos de Cryptococcus spp. previamente identificados e armazenados na micoteca
do

Laboratério de Micologia da FAMED-FURG. A

abordagem para obtencdo do documento TCLE para a autorizacdo do uso dos prontuérios sera
realizada

garantindo a confidencialidade das

informagdes e privacidade do paciente, mantendo o mesmo e/ou seus familiares em lugar
reservado, sob

testemunho de um profissional da

assisténcia da unidade para garantir a idoneidade da acdo e/ou evitar qualquer situacédo de
constrangimento.

Beneficios:

Como beneficios, o estudo proposto demonstrard a casuistica da criptococose no HU-FURG,
revelando

dados epidemioldgicos, clinicos e

laboratoriais da infeccdo em pacientes HIVV/AIDS, assim como, a suscetibilidade in vitro de
isolados clinicos

a antifangicos de eleicdo no HU-FURG

para o0 tratamento da criptococose, com perspectivas de consubstanciar informacdes relevantes
sobre os

fatores que influenciam o prognostico da

doenca. A caracterizagdo genotipica das cepas poderd demonstrar a relagdo com a resisténcia
aos

antifangicos e permitird uma melhor

caracterizacdo dos agentes etiologicos envolvidos nos casos regionais, contribuindo para a
otimizacéo do

diagnostico. Esses dados agregaréao

informacdes importantes sobre a criptococose em pacientes HIV/AIDS na regido, podendo
servir de base

para uma melhor compreensdo da

fisiopatologia e das alternativas terapéuticas de controle desta infeccdo, considerando que
estudos similares
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na regido sul do Rio Grande do Sul sdo

escassos na literatura cientifica.
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Pesquisador: Melissa Orzechowski Xavier.
PARECER DO CEPAS:
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para o projeto
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