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Ferreira, MF. Prevaléncia de antigenemia criptocécica em pacientes HIV positivos com
imunossupressao avancada no Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas. Rio
de Janeiro, 2016. 70 f. Dissertacdo [Mestrado em Pesquisa Clinica em Doencas Infecciosas].
Instituto Nacional de Infectologia, Fiocruz.

RESUMO

A criptococose assume carater oportunista em pacientes vivendo com HIV-aids e
imunossupressdo avancada. A principal forma clinica é a meningoencefalite, responsavel por
625.000 mortes anuais. A identificagdo de antigenos capsulares (CrAg) em soro e liquor é uma
ferramenta que desempenha papel fundamental no diagnostico. A técnica de Lateral Flow
Assay é recomendada pela Organizacdo Mundial de Saude como rastreio de CrAg em pacientes
infectados pelo HIV com CD4 abaixo de 100 celulas/mm?3 em paises com prevaléncia da doenca
acima de 3%, além do tratamento preemptivo com fluconazol nos casos de antigenemia isolada.
O Brasil carece de estudos conclusivos sobre prevaléncia desta micose e a técnica de LFA ¢ de
baixo custo, facil realizacdo e interpretacdo. Objetivando estabelecer a prevaléncia da
criptococose no Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas-Fiocruz e descrever o perfil
clinico-laboratorial da meningite criptocécica no nosso meio, foi realizado um estudo hibrido,
Seccional e Coorte, utilizando LFA e cultura, com 89 pacientes infectados pelo HIV com CD4
abaixo de 200 céls/mm?3 ou sinais de imunossupressao. A prevaléncia de CrAg foi de 11,23%
(10/89), de meningite criptocdcica foi 6,74% (6/89) e de antigenemia isolada, de 4.81% (4/83).
A mediana de CD4 do grupo CrAg positivo foi de 20 céls/mm3. O CD4 dos casos de meningite
criptococica foi menor do que aqueles sem a doenca (p-valor=0.019). Rigidez de nuca teve
associacdo significativa entre os grupos CrAg positivos e negativos (p-valor 0.004). Estas
analises indicaram a importancia de se rastrear o CrAg na populacdo infectada pelo HIV para
diagndstico precoce e implementacdo do tratamento preemptivo nos casos de antigenemia

isolada.

Palavras-chave: 1) Criptococose, 2) HIV, 3) CrAg, 4) LFA, 5) Antigenemia



Ferreira, MF., Prevalence of cryptococcal antigenemia in HIV patients with advanced
immunossupression at the Instituto Nacional de Infecotlogia Evandro Chagas. Rio de
Janeiro, 2016. 70 f. Master [Science Dissertation in Clinical Research in Infectious Disease].
Instituto Nacional de Infectologia, Fiocruz.

ABSTRACT

Cryptococosis is opportunistic in  HIV infected patients and advanced
immunossupression. The leading clinical form is the meningoencephalitis, responsable for
about 625.000 deaths/year. The identification of capsular antigen (CrAg) in serum and cerebral
spinal fluid has an important role in diagnosis. The Lateral Flow Assay (LFA) is recommended
by World Health Organization for CrAg screening in HIV infected patients with CD4 less than
100 cels/mm3 in countries with disease’s prevalence higher than 3%.  Preemptive
treatment with fluconazole is indicated for isolated antigenemia. In Brazil there are no
conclusive studies about prevalence of this mycosis and LFA is inexpensive and easy to
perform. To estabilish the prevalence of cryptococosis in Instituto Nacional de Infectologia
Evandro Chagas-Fiocruz and describe clinical-laboratory features of cryptococcal meningitis
in our population, we conduced a hybrid study, Sectional and Cohort, including 89 pacientes,
that performed blood culture and LFA. The prevalence of CrAg positive was 11,23% (10/89),
meningitis prevalence was 6,74% (6/89) and isolated antigenemia, 4.81% (4/83). The median
CD4 count of the CrAg positive group was 20 céls/mm3. Criptococcal meningits patients had
lower CD4 count than those without clinical disease (p-value=0.019). Neck stiffness was
significantly associated with CrAg positive group (p-value=0.004). These analisis indicated the
need for CrAg screening in HIV infected people for early diagnosis and preemptive treatment

in isolated antigenemia.

Keywords: 1) Cryptococosis, 2) HIV, 3) CrAg, 4) LFA, 5) Antigenemia
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1) INTRODUCAO

Criptococose € micose de patogenia sistémica causada por fungos do Filo
Basidiomycota, classe Tremellomycetes e ordem Tremellales (Findley et al.; 2009), sob forma
de leveduras capsuladas, incluindo duas espécies: Cryptococcus neoformans e Cryptococcus
gattii (Lazéra et al., 2013); Bennett et al., 2014; Veronesi, 2009). C. neoformans tem
distribuicdo mundial e causa doenga principalmente em imunocomprometidos, como 0s
pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia Humana Adquirida. C. gattii tem distribuicao
geografica mais restrita, em areas de clima tropical e temperado, causando doenga
principalemte em individuos imunocompetentes (Lazéra et al., 2013; Heitman et al., 2011). Os
agentes de criptococose tém tropismo pelo o Sistema Nervoso Central (SNC) e a forma mais
comum nos pacientes com deficiéncia da imunidade celular é a meningoencefalite,

potencialmente grave e com alta letalidade (Heitman et al., 2011; Moretti et al., 2008).



2)  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1) HISTORICO

Cryptococcus neoformans é levedura encapsulada, familia Tremellaceae, género
Cryptococcus (Bennett et al., 2014; Moretti et al., 2008; Chayakulkeeree and Perfect, 2006),
primeiramente descrito em 1894, por Otto Busse, patologista da Universidade de Greifswald,
Alemanha, que isolou a levedura de biopsia da tibia de uma mulher de 31 anos de idade com
uma lesdo sugestiva de sarcoma 0sseo (Heitman et al., 2011; Knoke and Schwesinger, 1994).
O achado foi descrito como corpusculos claros, brilhantes, circulares ou ovais, localizados
dentro e fora de células gigantes. A paciente evoluiu com lesdes cutaneas ulceradas na face,
hematémese, hematdria, perda de peso e febre. Busse e Abraham Buschke, cirurgido, isolaram
0 mesmo patodgeno de bidpsias de pele da mesma paciente, que faleceu cinco meses depois. Na
necropsia havia acometimento da face, pulmdes, ulna, tibia, rins e baco, sendo possivel a
identificacdo do agente post-mortem em alguns destes espécimes clinicos. Estes achados foram
publicados e o patdgeno nomeado Sacharomyces hominis ¢ a doenga, “doenga de Busse-
Bushke” ou “sacaromycosis hominis” (Heitman et al., 2011; Jerez Puebla, 2012). Em 1897,

Buschke renomeou a doenca para blastomicose (Moretti et al., 2008).

No mesmo ano da descoberta de Busse e Bushke, Francesco Sanfelice, na Italia, isolou
um fungo encapsulado de suco de péssego, denominando-o Saccharomyces neoformans
(Kurtzman and Fell, 1998) e, em 1895, descreveu efeitos patoldgicos desta levedura em animais
experimentais, observando a similaridade com o agente encontrado por Busse (Knoke and
Schwesinger, 1994; Kurtzman and Fell, 1998). Em 1901, Vuillemin transferiu o fungo de Busse
e 0 de Sanfelice para o género Cryptococcus porgue ndo continham 0S ascosporos
caracteristicos do género Saccaromyces e eram incapazes de fermentar carbono, denominando-
os C. hominis e C. neoformans, respectivamente (Heitman et al., 2011; Kurtzman and Fell,

1998). A partir de entdo, varios foram os relatos de casos descritos na literatura da ocorréncia



de patologias causadas por agentes muito semelhantes entre si, tanto em animais como em seres
humanos, em sistemas organicos distintos, como Sistema Nervoso Central, 0ssos, pele e

pulmdes (Heitman et al., 2011; Magarey and Denton, 1948; McConchie and Hayward, 1958).

Em 1916, Stoddard e Cutler relataram dois novos casos de meningite e denominaram o
fungo causador de Torula histolytica, por uma interpretacdo equivocada de que a capsula do
fungo provocasse uma reacao litica no tecido do hospedeiro (Heitman et al., 2011).

Em 1935, Benhan revisou detalhadamente 22 cepas de leveduras isoladas de espécimes
humanos designadas dentro dos géneros Cryptococcus, Saccaromyces e Torula. Baseado em
observacdes soroldgicas, patoldgicas e morfoldgicas, concluiu que se tratavam de uma Unica
espécie, C. hominis. Em 1950, 0 mesmo pesquisador prop6s o nome Cryptococcus neoformans,
que se tornou nomem conservandum (taxonomia formalmente aceita no Cédigo Internacional
de Nomenclatura Botanica) e aboliu a terminologia blastomicose, torulose e Torula histolytica
(Heitman et al., 2011).

Cryptococcus gattii foi descoberto em 1970. Foi descrito pela primeira vez por Gatti e
Eeckels como o achado de uma forma atipica de C. neoformans no liquor de uma crianca de
sete anos de idade que desenvolveu meningoencefalite, na Republica do Congo (Heitman et al.,
2011; Gatti and Eeckels, 1970; Vanbreuseghem and Takashio, 1970). O exame direto do liquor
apresentava células leveduriformes encapsuladas, com morfologia tipica arredondada, mas
algumas formas atipicas ovais, alongadas ou baciliformes. Houve crescimento de C.
neoformans em meio Sabouraud, 48 horas apds a semeadura. A crianca foi tratada com
Anfotericina B, mas permaneceu com sequela de reducdo da acuidade visual (Gatti and
Eeckels, 1970). No mesmo ano, Vanbreuseghem e Takashio caracterizaram este isolado a partir
da inoculacdo em animais experimentais por vias intravenosa, intraperitoneal e intracerebral.
Encontraram caracteristicas tipicas de C. neoformans: era uma levedura que se reproduzia por
brotamento; produzia uma capsula espessa nos tecidos; era patogénica tanto em humanos com
em animais experimentais; produzia urease; em anaerobiose ndao produzia gas a partir de acUcar;
assimilava sacarose, maltose, glucose e galactose, mas ndo lactose; ndo assimilava nitrato de
potassio. No entanto, reconheceram peculiaridades daquele isolado: quando cultivado em meio
Sabouraud, apresentava somente células arredondadas, mas quando inoculado em animais
experimentais, produzia células baciliformes e alongadas, “forma E”, além das tipicas

arredondadas, “forma R”. Independente da via de inoculacdo, esta levedura foi capaz de se



reproduzir em varios 6rgdos: cérebro, pulmdes, bago, figado, cavidade peritoneal e musculos.
Os 6rgaos acometidos com maior nimero de leveduras encontradas foram o cérebro e os
pulmdes (Vanbreuseghem and Takashio, 1970). Por estas razbes, concluiram que aquela cepa
isolada por Gatti e Eeckels era uma variedade de C. neoformans, propondo o0 nome
Cryptococcus neoformans (San Felice) Vuillemin var. gattii.(Vanbreuseghem and Takashio,
1970).

Em 1896, Ferdinand Curtis, professor de patologia da Universidade de Lille, Franca,
publicou um relato de caso de um homem com abscesso subcuténeo, cujo agente etioldgico era
uma levedura que se apresentava baciliforme ou arredondada. Benhan propds que era uma
variedade de C. homins (de Busse), nomeando C. hominis var. tumefaciens. Em 2001, analises
moleculares identificaram que esta cepa de Curtis era idéntica a C. gattii, indicando que a
criptococose por esta espécie foi primeiramente descrita por Curtis, um ano depois da
descoberta de Busse e Bushke (Heitman et al., 2011).

2.2) NOMENCLATURA

Por questBes taxondmicas, sequéncias de DNA de varios genes de isolados de C.
neoformans var. neoformans e C. neoformans var. gattii (URA5, CNLAC1, CAP59, CAP64,
IGS e ITS RNAr, mtIRNA) foram comparadas e construidas arvores filogenéticas. Independente
do gene estudado, a variante gattii formou um cluster monofilético claramente diferente da
variante neoformans. Estudos moleculares reforcaram a separacao das duas variaveis em duas
espécies. Além disso, o cruzamento das duas variedades ndo resultou em recombinacédo
genética. Esses resultados evidenciaram que as duas variedades eram suficientemente distintas
e deveriam ser reconhecidas como espécies separadas (Kwon-Chung et al. 2002). O
conhecimento atual, portanto, identifica duas espécies: C. gattii e C. neoformans (Lazéra et al.,
2013; Kwon-Chung and Varma, 2006).



2.3) FATORES DE VIRULENCIA

A viruléncia de um microrganismo esta relacionada a sua habilidade de resistir as
barreiras naturais de defesa do hospedeiro, onde passa a se reproduzir e causar infecgdo (Franzot
et al., 1999).

Cryptococcus spp. possui diversos fatores de viruléncia, dentre eles a capsula
polissacaridea determinante dos diferentes sorotipos, a producdo de melanina pela presenca da
enzima fenol-oxidase e a capacidade de crescer a 37°C. A termotolerancia é fundamental para
0 crescimento e sobrevivéncia nos tecidos dos mamiferos (Lazéra et al., 2013).

2.3.1) Sorotipos e tipos moleculares

Em 1949, Evans dividiu a espécie C. neoformans em trés sorotipos, A, B e C, baseado
em diferencas soroldgicas entre os isolados. O sorotipo D sé foi identificado em 1968, por
Vogel (Heitman et al., 2011). A especificidade antigénica da capsula polissacaridea define os
sorotipos, baseado em testes de aglutinacdo ou imunofluorescéncia (Heitman et al., 2011).
Kwon-Chung e colaboradores. propuseram que 0s sorotipos fossem agrupados nas duas
variedades distintas: sorotipos A e D como C. neoformans var. neoformans e sorotipos B e C

como C. neoformans var. gattii (Lazéra et al., 2013; Kwon-Chung and Varma, 2006)

Estudos moleculares através de analises da sequencia do gene URAS e de hibridizacdo
da sonda CNRE-1 (elemento repetitivo 1 de C. neoformans) por DNA fingerprint evidenciaram
que os sorotipos A e D eram diferentes genotipicamente. Foi sugerido que os sorotipos A e D
eram da mesma espécie, porém, de variedades diferentes, propondo-se o nome C. neoformans
var. grubii para o sorotipo A e C. neoformans var. neoformans para o sorotipo D (Franzot et
al., 1999). No entanto, Diaz et al., em 2000, através de sequenciamento da regido do espaco
intergénico (IGS) associado a DNA ribossomal, concluiram que C. neoformans var. grubii ndo
deveria ser reconhecida como uma variedade separada (Diaz et al., 2000; Kwon-Chung and
Varma, 2006).



Vérios hibridos diploides ou anapldides ocorrem no complexo C. neoformans-C. gattii,
sendo o mais estudado o AD, que é formado apés a conjugacdo de C. neoformans sorotipo D
e C. neoformans sorotipo A, por sua relevancia clinica nos estudos de prevaléncia,

principalmente na Europa (Heitman et al., 2011).

Os sorotipos apresentam diferencas epidemioldgicas e alguns estdo associados a surtos
de doenca e maior viruléncia. O sorotipo A de C. neoformans é o implicado na maioria das
infeccbes em humanos e animais mundialmente (Horta et al., 2002, Franzot et al., 1997.;
Heitman et al., 2011). Nos ultimos anos, os relatos de sorotipo C em pacientes infectados pelo
HIV na Africa Subsaariana tém surgido como pequenos surtos, assim como um aumento de
casos de sorotipo D na Europa (Litvintseva et al., 2005; Gates-Hollingsworth and Kozel, 2013).
O sorotipo B € normalmente implicado em infec¢bes em imunocompetentes, principalmente o
tipo molecular VGII, que causa doenca pulmonar grave sem disseminacgéo e foi identificado
como causa de surto na Ilha de Vancouver, no Canada, no final dos anos 90 (Chen et al., 2014;
Kidd et al., 2004).

O complexo C. neofomans-C-gattii possui oito tipos moleculares maiores, identificados
por PCR fingerprint (Heitman et al., 2011) que se relacionam com o sorotipo e a espécie: para
C. neoformans, VNI (sorotipo A), VNII (sorotipo A), VN I1lI (sorotipo AD), VN IV (sorotipo
D) e para C. gattii, VGI, VGII, VGIII e VGIV, todos sorotipos B ou C (Meyer et al., 2003;
Trilles et al., 2014).

Estudos moleculares envolvendo técnicas de cariotipagem, Polimorfismos de
Fragmentos Amplificados (AFLP), Polimorfirmos Fragmentos de Restricdo (RFLP) por
hibridizacdo da sonda CNRE-1, sequenciamento do gene URA5, hyperbranched rolling circle
amplification (HRCA) com gene PLB1 sdo usados para identificacdo dos tipos moleculares e
inquéritos epidemioldgicos da criptococose. Varios estudos identificaram o sorotipo A como
0 mais prevalente no Brasil e no mundo, principalmente nos pacientes com aids (Franzot et al.,
1997; Meyer et al., 2003; Horta et al., 2002; Rozenbaum et al., 1992; Igreja et al., 2004). Além
disso, permitiram estabelecer a associacdo entre doenca em imunocomprometidos com infeccéao
por C. neoformans e doenca em imunocompetentes com a infec¢do por C. gattii (Rozenbaum
et al.,, 1992). Em relacdo a criptococose em pacientes com aids, as técnicas moleculares

esclarecem que as recidivas da doenga acontecem em sua maioria com a mesma cepa da



infeccdo original, sugerindo a persisténcia do agente no hospedeiro ao invés da aquisi¢do de
uma nova cepa infectante (Franzot et al., 1997; Igreja et al., 2004).

2.3.2) Tipos sexuados e assexuados

Os tipos sexuados e assexuados também apresentam diferencas em relagdo a viruléncia,
sendo o tipo sexuado alfa (o) 0 mais comumente encontrado nos isolados clinicos e ambientais
(Heitman et al., 2011; McClelland et al., 2004).

A fase em levedura dos agentes da criptococose corresponde ao ciclo assexuado, ou
anamorfico, em que ocorre multiplicacdo por mitose. A forma filamentosa corresponde a fase
sexuada ou teleomorfica ou estado perfeito, quando ocorre meiose e recombinacdo génica,
descoberta por kwon-Chung e colaboradores, por meio de reproducao in vitro e descrita como
Filobasidiella neoformans (anamorfo C. neoformans) e Filobasidiella bacillispora (anamorfo
C. gattii), resultado da conjugacao entre duas células leveduriformes haploides compativeis de
tipos sexuados opostos (Heitman et al., 2011; Lazéra et al., 2013). Os tipos sexuados sdo “o” e
“a”, determinados por um locus (MAT) e dois alelos e 0 MAT-a € o tipo mais encontrado na
natureza (McClelland et al., 2004). F. neoformans foi identificado apds conjugacéo entre duas
cepas compativeis, MAT-o ¢ MAT-a, dos sorotipo A, D e AD. F. bacillispora foi identificada
apos a conjugacdo de cepas compativeis do sorotipo B e C (Heitman et al., 2011; Kwon-Chung
and Varma, 2006). A conjugacdo destas cepas produzem hifas dicaridticas que possuem
dilatacbes terminais, os basidios, onde ocorre formacdo de basididsporos, estruturas
arredondadas, sem capsula, que formam cadeias e, caindo em meio de cultura, reiniciam a
reproducdo em forma de levedura (fase assexuada ou anamérfica) (McClelland et al., 2004).
Vide figura 1, foto de microscopia éptica de F. neoformans. Na figura 2, um quadro
esquematico contendo um resumo da nomenclatura, sorotipos, tipos moleculares e distribuicéo

geografica do complexo Cryptococcus neoformans-gattii.



Figura 1. Fase teleomorfica in vitro. F. neoformans. Filamentos hialinos
com dilatacdo distal (basideos) com basididsporos (elementos redondos em
azul). Montagem em algod&o azul 1000X. FONTE: foto cedida pelo Lab.

Micologia INI, Fiocruz
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Figura 2. Nomenclatura e divisdo do complexo Cryptococcus neoformans-gattii de acordo com sorotipos,

tipos moleculares e distribuicdo geografica. FONTE: quadro cedido pelo Lab. Micologia INI, Fiocruz




2.3.3) Capsula

A levedura € envolta por uma capsula polissacaridea (Figura 3), elemento critico na
viruléncia e patogénese, cujo principal polissacarideo € a GXM, que representa 90% dos seus
componentes, seguida de galactoxilomanana e manoproteinas (estas representando menos de
1%) (Robertson et al., 2014; Vecchiarelli et al., 2013). Quatro genes essenciais para a formacéo
da cépsula foram identificados: CAP59, CAP64, CAP60 e CAP10(Chang and Kwon-Chung
1999; Chang et al., 1996). A funcdo primaria desta estrutura é proteger a célula fngica dos
mecanismos de defesa do hospedeiro, escapando da fagocitose pelos macrofagos (Vecchiarelli
et al., 2013). Espécies ndo patogénicas apresentam diferencas estruturais dos polissacarideos
capsulares, sendo menos eficientes neste mecanismo de escape (Araujo et al., 2012). O tamanho
da capsula interfere diretamente na patogenicidade do fungo. Mutantes acapsulados sdo
incapazes de produzir infeccdo em modelos experimentais (Robertson et al., 2014; Kwon-
Chung and Rhodes, 1986). Durante a infecgdo de tecidos, ocorre variagdo de seu tamanho, de
sua estrutura e proporcdo relativa ao volume celular total, estimulado por fatores como
disponibilidade de ferro e gas carbdnico fisiologico (Robertson et al., 2014). A glucoroxilomana
(GXM), antigeno criptococico usado para diagndstico laboratorial da criptococose, tem alto
peso molecular (1700 a 7000 KDa) (Vecchiarelli et al., 2013) e viscosidade, 0 que pode
contribuir para aumento da pressao intracraniana (PIC) por obstrucdo do fluxo do liquido
cefalorraquidiano (LCR) através da membrana aracndide (Robertson et al., 2014). E composta
por ligacdes lineares de (1-3) a-D monopiranana com B-D xilopiranosil, B-D-glicopiranosil-
acido-uroénico e substituintes 6-O-acetil (Vecchiarelli et al., 2013). Pacientes com criptococose
apresentam altos titulos de GXM no soro e no LCR (Vecchiarelli et al., 2013). Uma vez
internalizadas nos macrdfagos, iniciam mecanismos para escapar da morte pela fagocitose,
reduzindo a capacidade das células apresentadoras de antigenos, desregulando a secrecdo de
citocinas pro-inflamatérias, inibindo a proliferacdo das células T e induzindo apoptose dos
macrofagos ativados via superexpressdo de receptores FasL nestas células (Vecchiarelli et al.,
2013).
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Figura 3. C. neoformans montado em tinta nanquim,
evidenciando a capsula polissacaridea e unibrotamento
1000X. FONTE: foto cedida pelo Lab. Micologia INI,

Fiocruz

2.3.4) Melanina

C. neoformans e C. gatti possuem capacidade de produzir melanina atraves da enzima
fenol-oxidase, caracterizada como uma lacase, que oxida compostos di ou polifendlicos,
representando um importante fator de viruléncia. Este mecanismo de pigmentacdo ndo ocorre
em outras espécies de Cryptococcus spp. € nem em outras leveduras de interesse médico
(Lazera et al., 2013). O deposito de melanina na parede celular atua como protecdo aos
mecanismos de defesa do hospedeiro. A presenca do pigmento altera a producao de citocinas,
diminui a capacidade de fagocitose dos macrofagos, diminui a toxicidade de espécies reativas
de oxigénio e antifungicos (Nosanchuk et al., 2015). Mutantes incapazes de produzir melanina
tornam-se ndo virulentos e estdo associados a um aumento significativo da sobrevida de
camundongos em experimentos quando comparados com as cepas selvagens (Kwon-Chung et
al., 1982b; Kwon-Chung and Rhodes, 1986). Associado a isto, estes agentes possuem tropismo
pelo o SNC e o cérebro é rico em catecolaminas, que funcionam como substrato para a enzima
fenol-oxidase (Kwon-Chung et al., 1982b).

A idade da célula leveduriforme também € alvo de estudos sobre a viruléncia do fungo.
Alguns autores sugerem que as células mais antigas possuem parede celular mais espessa do
gue as mais novas, o que interfere na sensibilidade aos polienos e azo6licos (Bouklas and Fries,
2015).
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2.4) PATOGENIA

2.4.1) Forma de aquisigao

Uma vez no meio ambiente, leveduras (blastoconideos) secas e basidiosporos se
encontram suficientemente pequenos, com diametro igual ou menor a 3 um, dispersando-se no
ar, podendo ser inalados pelo hospedeiro e chegar aos alvéolos pulmonares.
Experimentalmente, leveduras encapsuladas, que tém aproximadamente 4-20 pum de diametro,
quando expostas a ambientes contendo pouco nutriente ou solo esterilizado, perdem a capsula,
diminuindo o tamanho da célula. Basidiosporos apresentam menos de 2 pum de diametro e se
dispersam facilmente pelo ar (Sorrell and Ellis, 1997; Ellis and Pfeiffer, 1990). Dependendo da
imunidade do hospedeiro e da viruléncia da cepa, este processo pode evoluir para cura
espontanea, infeccdo latente ou doenga, que pode ser restrita ao pulmao ou se disseminar por
via hematogénica e alcangar 6rgdos a distancia, com tropismo pelo o Sistema Nervoso Central

(SNC), causando meningoencefalite (Heitman et al., 2011; Lazera et al., 2013).

2.4.2) Resposta imune

A rota de aquisicdo mais comum da criptococose € via inalacdo dos propagulos
infectantes (blastoconideos ou basididsporos) (Heitman et al., 2011). Embora extremamente
rara, na literatura encontram-se publicacbes de criptococose cutanea primaria, por provavel
inoculacdo direta; a maioria com historia de trauma local, causada por ambas as espécies
patogénicas discutidas nesta dissertacdo e até mesmo por C. laurenttii (que, via de regra, €
considerada ndo patogénico), mas esta via € extremamente rara (Christianson et al., 2003; Ledo

et al., 2011; Molina-Leyva et al., 2013). Nesta revisao, focaremos na via inalatéria.

A incapacidade do hospedeiro de estabelecer uma resposta imune adequada ao

Cryptococcus spp. resulta na disseminagéo da infeccdo além do sitio primario. Esta condicdo é
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comum em pacientes infectados pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) em estagios
avancados da doenca, além de outras condigdes imunossupressoras, como uso de

corticosteroides por longo prazo e neoplasias (Veronesi, 2009).

Apos vencer as barreiras fisicas de protecdao do organismo, como 0s movimentos ciliares
das vias respiratorias, os propagulos alcancam os alvéolos pulmonares aonde irdo ser
confrontados com as respostas imunes inata e adquirida do hospedeiro (Heitman et al., 2011;
Veronesi, 2009).

Fagocitos presentes nas vias aéreas, macrofagos alveolares e proteinas do surfactante
formam a primeira linha da defesa inata do hospedeiro. Os macréfagos representam um papel
importante nesta etapa, atraves de receptores que reconhecem antigenos da parede celular do
fungo, como os TLR (receptores Toll-like). Uma vez ativados, ocorre fagocitose, tentativa do
processo de apoptose e secrecdo de citocinas para recrutamento de mais células de defesa
(Veronesi, 2009; Vecchiarelli et al., 2013). Células dendriticas apresentadoras de antigenos
internalizam os antigenos da célula fangica, migram dos alvéolos até os linfonodos regionais e
0s apresentam aos linfécitos T (Heitman et al., 2011). As citocinas secretadas pelos macrofagos
modulam a resposta celular do linfécito T CD4, determinando padrdo de resposta imune para
Th1, protetora, ou Th2, favorecendo a infeccdo (Heitman et al., 2011; Vecchiarelli et al., 2013).
A producdo de Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a), interleucina 12 (IL12) ¢ interleucina
18 (IL18) nos estagios iniciais da infeccao direciona o tipo de resposta Thl protetora, enquanto
que concentracdes altas de interleucinas 10 e 4 (IL10 e IL4) direcionam para o padrdo Th2
(Heitman et al., 2011; Veronesi, 2009; Vecchiarelli et al., 2013).

Linfécitos CD4 e CD8 agem sinergicamente para a defesa do hospedeiro contra a
infeccdo causada por Cryptococcus spp.. Deficiéncia na imunidade mediada por células, como
ocorre nos pacientes vivendo com HIV/aids, favorece o desenvolvimento da doenca e
disseminacdo da infeccdo. Linfocitos T CD4 recrutam e ativam células inflamatorias, enquanto
que os linfocitos CD8 promovem a lise de fagdcitos inativados contendo Cryptococcus spp. ho
citoplasma ou induz sua ativacao através da secre¢do de interferon-gama (IFN-y) (Heitman et
al., 2011).

A imunidade humoral ¢ ativada pela infeccdo pulmonar, que estimula a producéo de
anticorpos contra antigenos do fungo, como a céapsula polissacaridea, cujo componente

principal €é a GXM (Heitman et al., 2011; Vecchiarelli et al., 2013), principal fator de viruléncia.
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Ocorre a producdo de imunoglobulinas M e G (IgM e IgG), mas sua relacdo com a protecao
contra Cryptococcus ndo € bem elucidada (Heitman et al., 2011). A opsonizagdo de formas
capsuladas ocorre principalmente por anticorpos IgG, com alguns estudos clinicos e
experimentais sugerindo uma evolugdo mais favoravel na presenca desses anticorpos (Veronesi,
2009). No entanto, a resposta imune celular € a mais importante e sua deficiéncia aumenta a
susceptibilidade do hospedeiro as formas mais graves da doenca.

2.5) ECOLOGIA

A infeccdo criptococica € adquirida pela inalagdo de propagulos infectantes presentes
no meio ambiente (Bennett et al., 2014; Heitman et al., 2011; Veronesi, 2009). A emergéncia
da criptococose no mundo desencadeou ao longo dos anos o estudo do habitat natural destes
agentes, de microfocos e de sua distribuicdo geogréafica. Durante seu crescimento saprobidtico,
o0s blastoconideos ou os basididsporos se dispersam pelo ar, sendo inalados pelos humanos ou
outros vertebrados, estabelecendo uma infec¢do pulmonar, ativando a resposta imunologica do

hospedeiro (Heitman et al., 2011).

C. neoformans € o principal agente causador de meningite fingica em pacientes com
aids e outras imunodeficiéncias, sendo o sorotipo A (genotipo VNI) o mais prevalente, de
distribuicdo mundial (Heitman et al., 2011). Tem sido isolado de vérias fontes e substratos no
ambiente, notadamente em solos ricos em nitrogénio contendo excretas secas de pombos, mas
também de outras aves, como papagaios, canarios e periquitos, com elevada concentracdo deste
agente, constituindo microfocos. Ambientes com madeira em decomposicéo, solo e arvores de
varias espécies também sao reservatorios e estdo relacionados ao habitat natural deste agente
(Sorrell and Ellis, 1997).

Na cidade do Rio de Janeiro, RJ, Brasil, C. neoformans ja foi isolado em arvores de
varias espécies, como Cassia grandis, Figus microcarpa, Sena multijuga, entre outras,
sugerindo que este agente ndo tem associacdo com uma espécie especifica de arvore (Lazéra et
al., 1996).
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C. gattii ocorre em areas de clima tropical, subtropical e temperado, incluindo paises
como Australia, Papua Nova Guiné, partes da Africa e Asia, India, México, Brasil, Paraguai e
Califérnia e mais recentemente, Canada e costa do pacifico nos Estados Unidos (Sorrell and
Ellis, 1997; Kidd et al., 2004; Espinel-Ingroff and Kidd, 2015). O primeiro isolado ambiental
desta espécie foi na Australia, associado com Eucalyptus camaldulensis, mas estudos
subsequentes no mesmo pais identificaram a presenca do agente em outras espécies de
eucaliptos, como E. rudis, E. tereticornis e E. gomphocephala. Coalas que vivem nessas areas
e mantém contato direto com estas arvores também sdo hospedeiros de C. gattii (Sorrell and
Ellis, 1997). Pesquisas de campo ao longo dos anos nos paises de clima favoravel a presenca
de C. gattii estabeleceram que este fungo pode ser recuperado em outros tipos de arvores e ndo
sdo especificos ou originarios de eucaliptos, pois seu nicho ecolégico esta relacionado a

substratos vegetais , principalmente madeiras em decomposigdo (Lazera et al., 2000).

Nos isolados clinicos, observa-se variagdo na distribuicdo geogréafica entre os tipos
moleculares de C. gattii, ainda que inquéritos mais amplos com amostras ambientais e clinicas
sejam necessarios para melhor entendimento desta distribuicdo. Os tipos mais prevalentes séo
VGI e VGII. Na Australia, VGI é o principal, seguido de VGII, mas na América do Sul o VGII
sorotipo B é o que predomina (Chen et al.,, 2014). Na Europa, a maioria dos C. gattii
encontrados foi VGI (Hagen et al., 2012) No Brasil, além das arvores ja mencionadas, C. gattii
ja foi isolado de psittacideos (Raso et al., 2004) e excretas de morcegos, assim como de poeira
doméstica (VGII) (Brito-Santos et al., 2015)

Em Teresina (Piaui), Brasil, a maioria dos pacientes imunocompetentes diagnosticados
com meningite criptococica tem como principal agente C. gattii (Martins et al., 2011) e reflete
endemia da Regido Nordeste do pais, que se estende até a Regido Norte, englobando a
Amazonia, onde o principal agente de meningite criptococica € o genotipo VGII (Trilles et al.,
2008).

2.6) CRIPTOCOCOSE E AIDS

Desde o inicio da epidemia, quase 75 milhdes de pessoas foram infectadas com o HIV

e aproximadamente 38 milhdes de pessoas morreram em consequéncia desta infec¢do. Segundo
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a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em 2013 existiam aproximadamente 35 milhdes de
pessoas vivendo com HIV/aids no mundo, com 1,5 milhGes de mortes relacionadas a doenga.
A Africa Subsaariana é a regido mais afetada pela epidemia, com um em cada 20 adultos
infectados, contribuindo com 71% dos casos mundiais (Organiza¢do Mundial de Saude, 2016).
No Brasil, desde o inicio da epidemia até 2015 foram notificados 798.366 casos (Ministério da
Saude, 2015a). No ultimo boletim epidemiolégico do Ministério da Salde estimou-se que, no
fim de 2014, 781.000 individuos viviam com HIV/aids no Brasil, representando uma taxa de
prevaléncia de HIV de 0.39%. Dentre esta popula¢do, um pouco mais da metade, 52%, estava
em uso de terapia antirretroviral (TARV) e destes, 46% apresentavam supressao viral apds seis
meses de inicio da terapia (Ministério da Saude, 2015a).

Adult HIV prevalence (1549 years), 2013
By WHO region

Prevalence (%) by WHO region

Western Pacific: 0.1 [0.1-0.1] | Europe: 0.4 [0.3-0.4]
Eastern Mediterranean: 0.1 [0.1-0.1] [l Americas: 0.5 [0.4-0.6] | Global prevalence: 0.8% [0.7-0.8]
South-East Asia: 0.3 [0.3-0.4] B Africa: 4.5[4.2-4.7) 0. 678 AT 3800 Kiemears
O —
The boundanas and names shown and the designations used on this map do not imply the expression of any opinion whatsoever Deta Sowrce: World Health Organizabon s
on the part of the World Heaith Organzation concerning the legal status of any country, termtory, city or area or of s authonties, Map Production: Health Staksics and @ World ."u"h
or conceming the delimitaton of its frontiers or boundancs, Dotied and dashed ines on maps represent apprommate border lines Informasion Syskems (HSI) Sk O'ga“'la"o"
for which there may not yet be ful agreement World Health Organzation

©WHO 2014 All ights reserved

Figura 4. Prevaléncia de adultos vivendo com HIV/aids no mundo. FONTE: Organizacdo
Mundial de Saude, 2014
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O acesso a TARV de alta poténcia é um avango no combate a epidemia, reduzindo a
propor¢do de mortes apos sua introdugdo. A taxa de mortalidade relacionada ao HIV em 2013
foi 22% menor do que a de 2009 e 35% menor que a calculada em 2005 (Organizagdo Mundial
de Saude, 2016).

A aids é o principal fator de risco para o desenvolvimento de meningite criptocdcica ou
criptococcemia (Lin et al., 2015; Hajjeh et al., 1999; Leimann and Koifman, 2008). Ocorre
predominantemente em pacientes com contagem de CD4 abaixo de 100 céls/mm3 e a espécie
C. neoformans é a principal envolvida nesta populacdo (Moretti et al., 2008; Perfect et al.,
2010).

C. neoformans €é o principal agente causador de meningite na Africa Subsaariana e é
responsavel por 10-20% de todas as mortes em pacientes vivendo com HIV/aids nesta regido
(Park et al. 2009). Na Tailandia a taxa de mortalidade encontrada nesta populacao foi de 17%
(Jarvis et al., 2014). Em um estudo realizado no Rio de Janeiro em um Centro de Pesquisa de
Doencas Infecciosas, a criptococose foi a primeira doenga oportunista em 15,7% dos pacientes
com aids (Junior et al., 2006). A letalidade no Brasil varia entre 35 a 40% e a prevaléncia entre
8 e 12%, mas os estudos de prevaléncia em nosso meio sd0 poucos e nao conseguem uma

estimativa representativa de todo o pais (Lazéra et al., 2013).

A meningite é a principal forma de acometimento da doenca criptocdcica e entre seus
sintomas mais comuns estéo cefaleia e febre. Sinais meningeos séo observados em menos da
metade dos casos e na presenca de hipertensdo intracraniana (HIC), vomitos, diplopia,
confusdo, coma e papiledema podem estar presentes. Além disso, pode haver envolvimento
pulmonar e cutaneo, com papulas umbilicadas semelhantes as les6es de molusco contagioso
(Ministério da Saude, 2015b). De uma forma geral, no entanto, os sinais e sintomas podem ser
pouco expressivos e inespecificos, dificultando a identificacdo dos casos e o diagndstico

precoce.
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2.7) TRATAMENTO

O tratamento da criptococose depende da forma clinica e do estado imunoldgico do
individuo infectado. A meningite criptocdcica em pacientes com aids deve ser tratada com
Anfotericina B desoxicolato, 0,7-1 mg/Kg/dia, associada a 5-flucitosina, 100 mg/Kg/dia, na
fase de inducdo, por pelo menos duas semanas. A fase de consolidacdo s6 deve ser iniciada
apos este periodo e se a cultura do liquor for negativa na segunda semana do tratamento. A
droga de escolha nesta fase é o fluconazol, 400 mg/ dia, utilizado por 8 a 10 semanas. Depois
segue-se a fase de manutencdo com fluconazol, 200 mg/dia, até recuperacdo da imunidade, ou
seja, até CD4 acima de 100 céls/mm3 por pelo menos 6 meses, em uso de TARV eficaz com
carga viral de HIV indetectavel (Moretti et al., 2008; Panel...,2016; Organiza¢cdo Mundial de
Salde, 2011; Jarvis and Harrison, 2007). O uso da formulacéo lipossomal da anfortericina B,
no lugar da desoxicolato, na dose de 4 mg/Kg/dia é uma alternativa eficaz, principalmente nos
individuos com alto risco de deterioriza¢ao da funcéo renal (Masur et al., 2014; (Panel..., 2016).

A criptococose € sabidamente associada a Sindrome Inflamatéria de Reconstituicdo
Imunologica (IRIS) apos o inicio da TARV. A forma classica ou paradoxal ocorre quando o
paciente inicia o tratamento da micose antes do inicio do antirretroviral. Ocorre melhora clinica
inicial devida a terapia antifungica e, apos inicio da TARV, o paciente apresenta deterioracéo do
estado geral, desenvolve novas manifestacdes clinicas, resultantes da restauracdo imunologica
mediada pelo inicio dos antirretrovirais. A outra forma de IRIS, associada a TARV, ocorre
quando o paciente apresenta o primeiro episodio de criptococose ap6s o inicio da TARV. Nesses
casos, a restauracdo imunoldgica exacerba os sinais e sintomas clinicos de uma criptococose
ativa, mas que antes do inicio das drogas antirretrovirais estavam em estagio subclinico (Haddow
et al., 2010).

A incidéncia de IRIS paradoxal varia de 8-49%. O tempo de inicio dos sintomas deve ser
dentro de 12 meses apds o inicio da TARV eficaz. As manifestacBes clinicas podem variar:
meningite, linfadenopatia, lesdes cerebrais, aumento da pressdo intracraniana, doenca multi-
focal, lesdes cutaneas e penumonites ou nodulos pulmonares (Haddow et al., 2010). A
mortalidade relacionada & esta forma varia de 27-83% na Africa e 0-20% na América do Norte,
Europa e Sudeste da Asia. Em contraste, a incidéncia de IRIS associada & TARV varia de 0,2-

1,6%. O rastreio de criptococose antes do inicio de antirretrovirais € recomendavel e a pesquisa
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de CrAg, por Aglutinacdo em Latex (AL) ou LFA, é ferramenta Gtil nesses casos. A terapia
preemptiva antes da TARV para os casos de antigenemia sem sintomas diminui o risco de

criptococose clinica (Longley et al., 2013).

Os fatores de risco estabelecidos para IRIS so: baixa resposta inflamatdria inicial,
evidenciada por celularidade baixa no liquor, rapida reconstituicdo imune em comparagao ao

CD4 inicial e alta carga fungica ou titulo de CrAg (Longley et al., 2013).

O tempo de inicio de TARV nos pacientes com meningite criptococica ainda é incerto,
mas alguns dados mostraram que, nestes casos, a terapia deve ser postergada. No estudo realizado
no Zimbabue, os pacientes foram tratados com monoterapia com fluconazol (Makadzange et al.,
2010). A mortalidade geral foi muito maior naqueles inciando TARV em trés dias, do que

naqueles inciando em dez semanas. O estudo Cryptococcal Optimal ART Timing (COAT),

realizado na Africa do Sul e Uganda, tratou os pacientes com anfotericina B e comparou o inicio
de TARV em duas semanas e cinco semanas, sendo interrompido precocemente por alta
mortalidade no grupo que iniciou TARV precocemente (Boulware et al., 2014). Estes resultados
contrastam com os de estudos envolvendo outras condi¢Ges oportunistas que demonstraram uma
associagdo entre o inicio precoce de TARV e uma melhor taxa de sobrevida (Zolopa et al., 2009;
Abdool Karim et al., 2010; Havlir et al., 2011).

2.8) DIAGNOSTICO

O diagnostico da criptococose se baseia na pesquisa direta em fluido biolégico por tinta
nanquim, isolamento do fungo por cultivo de espécimes clinicos, visualizacdo do agente por
coloracBes especiais em pecas de biopsia, além da pesquisa de antigeno capsular criptocécico

(CrAg) no soro ou no liquor (Bennett et al., 2014; Veronesi, 2009).

A andlise do liquor € o principal exame no diagndstico da meningoencefalite e esta
indicado em todo paciente com doenca extra neural comprovada (Moretti et al., 2008;
Organizacdo Mundial de Saude, 2011). A tinta nanquim é utilizada em exame direto, sendo um
método Util e rapido para o diagndstico da meningite criptocdcica, revelando sua capsula

polissacaridea, sendo positiva em mais de 80% dos pacientes com esta forma clinica e aids, pois
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a maioria tem diagndstico tardio. Todavia, € um exame dependente da experiéncia do
microbiologista e existem relatos na literatura de falso negativo em 20-30% dos resultados em
infeccOes por C. neoformans ou C. gattii com capsula deficiente ou devido a baixa carga fungica
do agente, principalmente nos momentos iniciais da infeccdo, quando o diagnostico é
fundamental, sendo indicado nessa situacdo o teste do CrAg no liquor e o cultivo (Heitman et
al., 2011; Veronesi, 2009).

A cultura deve ser realizada em meio Sabouraud 2%. O meio de semente de Niger
(NSA) apresenta excelente rendimento em amostras de escarro, urina e pele, sendo visualizada
colénia de cor marron escuro devido a producdo de melanina pela fenol-oxidase. O teste com
cavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB) diferencia as espécies C. gattii de C. neoformans
(Figura 5) e baseia-se na resisténcia a L-cavanina e assimilacao de glicina, sendo positivo para

C. gattii e negativo para C. neoformans (Kwon-Chung et al., 1982a)

)
el

Figura 5. Diferenciago entre as espécies C. gattii,
de coloracdo azul, e C. neoformans, amarelo-
esverdeado, ambas no meio CGB. FONTE:
imagem cedida pelo Lab. Micologia INI-Fiocruz

Cortes de tecidos sdo corados por mucicarmin de Mayer, acido periddico de Schiff
(PAS). A impregnacdo pela prata, Gomori-Grocott, evidencia a parede fungica, mas nédo
discrimina a capsula. A coloracdo Fontana-Masson evidencia o depdsito de melanina,

auxiliando no diagnostico (Lazeéra et al., 2013).
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Assim, frente aos métodos diagndsticos tradicionais (microscopia e cultivos), a deteccéo
de antigenos representa uma ferramenta ideal, ja que é mais sensivel, especifica e de rapido
processamento. Existem Kkits comercialmente disponiveis (aglutinacdo do latex e
imunoenzimatico) bem padronizados e utilizados amplamente. Contudo, algumas limitagdes
incluem o custo e a necessidade de estrutura laboratorial minima (por exemplo, geladeira para

armazenar os reativos) e pessoal treinado (Organizacdo Mundial de Saude, 2011).

Em 2011, a Food and Drug Administration (FDA) aprovou uma inovadora técnica para
deteccédo de CrAg, denominada Lateral Flow Assay (LFA) (Immuno-Mycologics Inc, Norman,
Oklahoma). Consiste na aplicacdo do método imunocromatogréafico, desenhado para ser
utilizado a beira do leito ou “onde o paciente esta” (point-of-care). Nao precisa de geladeira e
sua realizacdo é muito simples, requerendo apenas dez minutos. Baseia-se no uso de anticorpos
monoclonais impregnados em fita teste para detectar o antigeno polissacarideo capsular GXM
dos quatro sorotipos (A-D) de Cryptococcus spp.. Apresenta custo menor que qualquer outra
técnica para deteccdo de antigenos e tem sido recomendada pela OMS para o diagnostico da
meningite criptococica em pacientes com aids que apresentem CD4 abaixo de 100 céls/mms,
mesmo que assintomaticos. Esta estratégia permite identificar precocemente pacientes com
doenca criptocdcica em estadio subclinico (Organizacdo Mundial de Saude, 2011). A figura 6
apresenta uma foto do exame LFA, demonstrando resultados positivos e negativos. A técnica
de LFA empregada em soro, plasma ou liquor tem maior sensibilidade e especificidade do que
a AL, conforme demonstrado em alguns estudos (Boulware et al., 2014b; Binnicker et al., 2012;
McMullan et al., 2012). Estes estudos de compara¢do mostraram sensibilidade e especificidade
do LFA acima de 99%.

A OMS recomenda esta estratégia em regides com prevaléncia de criptococose acima
de 3%, mostrando-se custo-efetiva tanto na Africa como nos Estados Unidos da América, onde
a prevaléncia de criptococose é menor do que valor sugerido como corte pela OMS
(Organizacdo Mundial de Saude, 2011). Atualmente, ndo existem estudos prospectivos que

estimem a prevaléncia dessa micose associada a aids no Brasil.
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2.9) RASTREIO DE CRAG

Diversos paises, principalmente no continente africano, tém adotado o CrAg para
estudos de prevaléncia e avaliacdo do custo-beneficio em seus respectivos servicos de saude
(Longley et al., 2015; Jarvis et al., 2009; Rugemalila et al., 2013; Beyene et al., 2013).

Um estudo realizado em um hospital universitario na Nigéria em 2011 estimou a
prevaléncia de 12,7% entre os pacientes HIV virgens de terapia antirretroviral com CD4 abaixo
de 200 céls/mm? (Osazuwa et al., 2012). Na Tanzania, outro estudo epidemioldgico realizado
em um Unico centro revelou uma prevaléncia de 5% entre estes pacientes e a meningite
criptococica foi responsavel por 26,3% de todas as mortes deste grupo (Wajanga et al., 2011).
Em Uganda, o rastreio foi realizado em pacientes com CD4 baixo de 100 céls/mm? e
assintomaticos, encontrando a prevaléncia de 5,8% de antigenemia positiva (Liechty et al.,
2007). No Vietnam, a prevaléncia encontrada foi de 4%, concluindo-se que havia beneficio do
rastreio ao realizarem estudo de custo-efetividade (Smith et al., 2013), assim como na Africa
do Sul, onde a prevaléncia foi de 7% (Jarvis et al., 2013). Na Etiopia, o rastreio se mostrou
eficaz e custo-efetivo tanto em pacientes ja experimentados em TARV quanto naqueles virgens

de tratamento (Beyene et al., 2013).
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3) JUSTIFICATIVA

A meningite criptocdcica em pacientes vivendo com HIV/aids é causa de elevada morbi-
mortalidade nesta populacdo, mesmo apdés introducdo da TARYV, principalmente nos paises em
desenvolvimento. Este quadro ocorre predominantemente em pacientes com diagndstico tardio
do HIV e nagueles com méa adesdo e/ou falha terapéutica. No Brasil, a letalidade de pacientes
infectados pelo HIVV com meningite criptocécica, na era pés TARV, € de aproximadamente 30-
60%. O diagnostico precoce das doencas oportunistas em pacientes com imunossupressao
avancada é fundamental para o inicio imediato do tratamento, com impacto na sobrevida destes
pacientes. A estratégia de rastreio de CrAg é recomendada pela OMS em populagdes com
prevaléncia da doenca acima de 3% e ainda ndo temos em nosso pais estudos de prevaléncia
conclusivos, mas dispomos de ferramentas como o LFA, que é de baixo custo, facil realizacao

e interpretacéo.
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4)  OBJETIVOS

4.1) OBJETIVO GERAL

Estimar a prevaléncia da antigenemia criptocdcica nos pacientes infectados pelo HIV
com CD4 abaixo de 200 céls/mm3 ou com sinais ou sintomas clinicos de imunossupressao

internados no Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI)-Fiocruz.

4.2) OBJETIVOS ESPECIFICOS

1-Estimar a prevaléncia de antigenemia criptocdécica isolada na populacao de pacientes

infectados pelo HIV com imunossupressdo avancada internados no INI-Fiocruz;

2-Descrever o perfil clinico e laboratorial dos pacientes diagnosticados com meningite

criptococica e com antigenemia criptococica isolada;

3-Estimar a letalidade dos pacientes com antigenemia criptocOcia em seis semanas.
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5 METODOLOGIA

5.1) ASPECTOS ETICOS

Os pacientes incluidos neste estudo foram os mesmo do projeto “Prevaléncia de
Infec¢Bes Fungicas Oportunistas em Pacientes com HIV e Imunossupressdo Grave”, aprovado
pelo CEP do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas, Fiocruz, RJ, CAAE
32481514.8.0000.5262. O presente estudo foi reconhecido pelo mesmo CEP como sub-projeto

deste maior e utilizou 0 mesmo TCLE (Apéndice B).

5.2) POPULACAO DO ESTUDO

5.2.1) Critérios de inclusao

o Pacientes com diagnostico confirmado de infeccdo pelo HIV, segundo o

algoritmo do Ministério da Saude do Brasil;

o Contagem de CD4 < 200 céls/mm’. Na auséncia deste dado, aqueles que
apresentaram sinais ou sintomas clinicos de imunossupressao avancada (qualquer condicédo

definidora de aids) também foram incluidos;

. Pacientes internados no INI-Fiocruz entre 01/01/2015 a 15/12/2015

5.2.2) Critérios de excluséo

o Auséncia de consentimento para participar do estudo;
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o Historia patoldgica pregressa de doenca criptocdcica;

° Pacientes reinternados que foram incluidos mais de uma vez no estudo maior

(Prevaléncia de Infec¢bes Fungicas Oportunistas em Pacientes HIV e Imunossupressdo Grave);

° N&o ter realizado coleta de sangue para LFA e/ou hemocultura.

5.3) DESENHO

Foi desenvolvido estudo hibrido: Seccional e Coorte.

Estudo Seccional: prevaléncia de antigenemia criptocdcica. Os resultados positivos
foram comunicados a equipe medica assistente para dar seguimento a investigacdo de doenca

criptococica e tratamento.

Estudo de Coorte: acompanhamento clinico e analise de prontuério da casuistica. Os

pacientes foram acompanhados ate a alta hospitalar ou 6bito.

O prontuario médico de cada paciente foi revisado a procura de sinais e sintomas
clinicos, diagndstico da internacdo, histéria patoldgica pregressa de doenca criptococdcica,

historico do HIV e exames laboratoriais relevantes.

Os preditores quantitativos analizados foram: CD4, nadir de CD4, idade, LDH
(desidrogenase latica), albumina, creatinina, ureia, hemoglobina, leucdcitos, plaquetas, analise
do liquor (proteina, celularidade, glicose). Os preditores categdricos foram: CrAg no sangue,
CrAg no liquor, hemocultura, cultura de liquor, TC de cranio, imagem pulmonar, CD4 abaixo
ou igual e maior que 100 céls/mm3, febre, cefaleia, rigidez de nuca, desorientacdo, crise
convulsiva, adenomegalia, tosse, hipoxemia, dispneia, nauseas, vomitos, diarreia, alteracdo

visual, lesBes cutaneas, perda ponderal e desfecho (alta hospitalar ou 6bito).

Foi analisada a mortalidade da populacdo total do estudo no término de cada internacao

e também a mortalidade em seis semanas a partir da inclusdo dos participantes no estudo.
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5.4) COLETA DE ESPECIMES CLINICOS

Os pacientes foram submetidos a pungdo venosa periférica para coleta de sangue.
Hemocultura para fungos e LFA foram realizados em todas as amostras. Os pacientes com
CrAg positivo no soro foram submetidos a pun¢do lombar por recomendacao da equipe médica

assistente e o liquor submetido ao teste de LFA.

Os exames laboratoriais de hematologia e bioquimica eram realizados no Laboratério
de Analises Clinicas do INI-Fiocruz.

5.4.1) Processamento das amostras

As amostras de sangue e o liquor eram encaminhadas ao Laboratorio de Micologia do

INI-Fiocruz para processamento.

Para a pesquisa de CrAg era utilizada a metodologia de Lateral Flow Assay (LFA) com
o kit IMMY CrAg®LFA (Cryptococcal Antigen Lateral Flow Assay), utilizando as
recomendacdes do fabricante. Para as amostras de soro: sangue periférico era coletado em tubo
com ativador de coagulo e centrifugado a 3500 rpm por 5 minutos para separar 0 soro. Todo o
sobrenadante era retirado. Todo o processo era realizado em temperatura ambiente com o soro
fresco. Em um tubo de microcentrifuga de 1,5 ml era colocado 1 gota do diluente do kit e 40 pul
da amostra. A fita teste era imediatamente inserida nesta solucdo, permanecendo por 10
minutos. O teste era considerado positivo na presenca de duas bandas (uma controle e outra
teste), independente da intensidade da banda (Figura 6). Para amostras de liquor: 1 gota do
diluente do kit e 40 microlitros de liquor fresco, em temperatura ambiente. A fita teste era
inserida nesta solucéo, permanecendo por 10 minutos. A interpretacdo do resultado era a mesma

da amostra de soro (Figura 6).
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Figura 6. Fitas de Lateral Flow Assay, evidenciando amostras

reagentes (seta) e ndo reagentes para CrAg.

A hemocultura era realizada por método automatizado Bact Alert 3d 60, Biomerieux,
com leituras continuas. As culturas eram consideradas negativas apds seis semanas sem
crescimento. As amostras positivas eram semeadas em meios Sabouraud agar, mycosel e agar
semente de niger. Para identificacdo do fungo, era utilizado método automatizado, Vitek 2,
Biomerieux, e, se positivo para Cryptococcus spp., era utilizado o meio cavanina-glicina-azul
de bromotimol para identificacdo da espécie (C. gattii ou C. neoformans) (Figura 5). O liquor
era centrifugado antes da semeadura nos meios acima descritos e processado em quatro tubos
contendo meios Sabouraud agar e dgar semente de niger, sendo também submetido a exame
direto com tinta nanquim (Figura 3). Se houvesse crescimento nos meios, as amostras eram
direcionadas para o Vitek 2 para identificacdo do fungo e, no caso de Cryptococcus spp, era

inoculado em meio CGB para identificacdo da espécie (Figura 5).

5.5) CONSIDERACOES

Considerou-se abandono de TARV se o0 participante j& era usuario destas medicagdes e
estava ha pelo menos um més sem uso de nenhuma droga. O uso irregular foi definido como
uso de TARV de forma errénea, ou seja, quando o paciente alterou por conta propria o intervalo

entre as doses ou 0 nimero de comprimidos prescritos pelo médico assistente.



28

Foi considerada morte relacionada a criptococose se esta doencga entrou na cascata de
causas de morte no atestado de 6bito.

5.6) ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar a associacdo dos preditores (demograficos, laboratoriais, sinais e sintomas)
com os desfechos, foram utilizados os testes Mann Whitney ou teste T (avaliando a hipétese de
normalidade com base no teste de Shapiro-Wilk) para preditores quantitativos e o teste exato
de Fisher para os preditores categodricos. O nivel de significancia definido foi 5%. As analises
estatisticas foram realizadas pelo R Studio versdo 0.98.501.
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6. RESULTADOS

6.1) RECRUTAMENTO DOS PACIENTES

Oitenta e nove pacientes foram elegiveis para analise (Fluxograma 1).

111
recrutamentos na
internacao

15 exclusdes por
entrada mais de
uma vez no
estudo
(reinternaces)

96 pacientes
hospitalares

3 exclusdes por 4 exclusoes por
ndo realizarem HPP de
CrAg no soro criptococose

Fluxograma 1 — inclusdo dos voluntarios internados no
INI-Fiocruz no periodo de janeiro a dezembro de 2015.
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6.2) RASTREIO DE CRAG

Dez pacientes apresentaram CrAg positivo no soro, prevaléncia de 11,23% (10/89). A
puncdo lombar era oferecida a todos os pacientes com CrAg positivo no soro, para investigacao
de meningite, seguindo o protocolo médico hospitalar. Destes dez, seis tiveram diagnostico de
criptococose com meningite 6,74% (6/89) e, dentre estes seis, quatro também tinham fungemia.
Os quatro pacientes restantes tiveram diagnostico de antigenemia criptococica isolada 4,81%

(4/83), ou seja, sem doenca em atividade.

6.3) DADOS DEMOGRAFICOS E PERFIL LABORATORIAL

A maioria dos voluntarios era da cor parda e do sexo masculino (Tabela 1) e, dentre os
dez que apresentaram CrAg positivo, cinco eram da cor de pele branca, seguidos de trés de cor
parda e dois de cor preta. As variaveis cor da pele e sexo nao tiveram associacao significativa
com antigenemia criptocdcica (sexo, p-valor=0.276; cor, p-valor=0.35). A mediana de CD4 da
populacdo do estudo era de 50 céls/mm?3 (IQR 20-132), enquanto que nos dez pacientes com
CrAg positivo a mediana era de 29 célssmm3 (IQR 4.2-103), mas sem diferenca
estatitsticamente significativa entre 0 CD4 do grupo CrAg positivo e negativo (p-valor=0.082)
(Tabela 2). A média de idade foi significativamente menor nos pacientes CrAg positivos (30.3

anos) em comparacdo aos CrAg negativos (39.6 anos), com p-valor=0.005 (Tabela 2).

Dos dez pacientes CrAg positivos, seis tinham criptococose e quatro foram considerados
antigenemia isolada. Nao houve diferenca estatistica entre a média de CD4 dos pacientes com
doenca criptococica e antigenemia isolada (28.7 x 82.8, p-valor=0.103), mas houve diferenca
estatistica entre as medianas de CD4 dos diagnosticados com meningite (6) e aqueles sem
doenca clinica (83), incluindo neste grupo 0s quatro pacientes com antigenemia isolada: 16
céls/mm3 (IQR 3.2-29.5) x 58 céls/mm? (IQR 22-142.5), respectivamente, (p-valor=0.019).
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Tabela 1. Variaveis demograficas coletadas no periodo de
janeiro a dezembro de 2015, através dos prontuarios dos
voluntérios incluidos do INI/Fiocruz

N*

Sexo

Masculino 61(69%)

Feminino 28(31%)
Cor de pele

Branca 27(30.33%)

Preta 20(22.47%)

Parda 42(47.19%)
Idade 38(30-47)

Mediana(IQR**)
*N — nUmero de pacientes; **IQR — intervalo interquartil

Vinte e nove pacientes apresentaram CD4 acima de 100 céls/mmg?. Quando categorizado
0 CD4, 70% (7/10) dos pacientes com CrAg positivo apresentaram CD4 abaixo ou igual a 100
céls/mm3, mas ndo houve diferenca estatistica (p-valor=1) (Tabela 2). As caracteristicas clinicas

e demograficas de todos os pacientes do estudo foram listadas no APENDICE A (Tabela 5).

Dos dez pacientes que apresentaram CrAg positivo, seis foram diagnosticados com
meningite criptocdcica (ID 1-6 do APENDICE A), com prevaléncia de 6,74% (6/89) e quatro
foram considerados como antigenemia isolada (ID 7-10 do APENDICE A), com prevaléncia
de 4,81% (4/83) entre os pacientes que ndo apresentavam meningite. Os pacientes
diagnosticados como meningite foram tratados com anfotericina B, associado ou ndo a 5-
flucitosina ou fluconazol, de acordo com a disponibilidade dos medicamentos no setor de
farmacia do hospital e decisdo da equipe médica assistente. Aqueles com sinais clinicos e
hipertenséo intracraniana foram submetidos a puncdo lombar de alivio intermitente durante o
tratamento. Os pacientes diagnosticados com antigenemia isolada receberam fluconazol
durante a internacdo, como tratamento preemptivo, com excecdo de um que iniciou este

tratamento apds a alta hospitalar, em regime ambulatorial.

Trés dos dez pacientes CrAg positivos faleceram no decorrer do seguimento (ID 2,5 e
9 do APENDICE A). Apenas uma morte foi relacionada a criptococose (1D 2 do APENDICE

A). A outras duas ndo tiveram relacdo com esta doenca, sendo ocasionadas por sepse e linfoma.
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As variaveis laboratoriais em relacdo ao CrAg positivo ou negativo foram expostas na

Tabela 2, mas nenhuma apresentou diferenca estatisticamente significativa.

Tabela 2. Analise das variaveis laboratoriais e idade em relagdo ao CrAg positivo ou negativo nos
pacientes do INI-Fiocruz, de janeiro a dezembro de 2015

CrAg negativo CrAg positivo p-valor

CD4 (céls/mm3) 56(22-147) 29(4.2-103) 0.082

Mediana(IQR¥*)

Nadir CD4 40(12-94) 19(3.2-19.5) 0.141
(céls/mm3)

Mediana(IQR¥*)

CD4 (namero de 1
pacientes e %)

<100 céls/mm? 49(65.3) 7(70)
>100 céls/mm3 26(34.7) 3(30)

Idade (anos) 39.6(9.6) 30.3(9.9) 0.005

Meédia(dp**)

LDH (U/l) 224(176-395) 248(192-479) 0.672

Mediana(IQR*)

Ureia (mg/dl) 30(19-46) 23(20.2-40.8) 0.902

Mediana(IQR*)

Creatinina (mg/dl) 0.9(0.8-1.2) 0.9(0.8-1.5) 0.559

Mediana(IQR*)

Albumina (g/dl) 2.1(0.8) 2.3(0.8) 0.569

Média(dp**)

Hemoglobina (g/dl)  9.3(2.3) 8.6(1.6) 0.293

Média(dp**)

Leucocitos X103 5.4(3.3-8.1) 4.6(3.5-6.1) 0.413
(/mmg)

Mediana(IQR¥*)

Plaquetas X103 266.4(117) 193.4(106) 0.064
(/mmg)

Média(dp**)

*]QR — intervalo interquartil; ** dp - desvio padrédo

6.4) DESCRICAO CLINICA

6.4.1) Casos de meningite e antigenemia isolada
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Um dos pacientes com meningite (ID 5 do APENDICE A) ndo permitiu a realizacio de
PL no momento da identificacdo da antigenemia, sendo diagnosticado pelos sinais e sintomas
clinicos, o Unico ndo confirmado laboratorialmente. A PL deste paciente foi realizada apos a
fase de inducdo do tratamento. Os outros cinco pacientes foram submetidos a PL, com liquor
apresentando CrAg positivo, tinta naquim positiva e isolamento de C. neoformans na cultura.
Destes cinco, quatro pacientes também apresentaram isolamento do fungo na hemocultura.
Portanto, 40% dos pacientes com CrAg positivo apresentaram meningite associado a fungemia.
N&o houve nenhum caso identificado como fungemia isolada. Os quatro pacientes considerados
como antigenemia isolada tinham hemoculturas negativas sem suspeita clinica de criptococose
e quando foram submetidos a PL todos apresentavam liquor estéril e CrAg negativo neste

material.

6.4.2) Descricédo dos pacientes com CD4 acima de 100 cels/mms:

De toda a casuistica, 29 pacientes apresentaram CD4 acima de 100 céls/mmg, sendo trés

destes com CrAg positivo: um com doenca clinica e dois com antigenemia isolada.

No caso diagnosticado clinicamente como meningite criptocdcica com CD4 de 106
céls/mm3 ndo houve isolamento do agente. Apresentava cefaleia, crise convulsiva e confusao
mental, além de tomografia computadorizada de cranio sem lesGes sugestivas de outras doencas
do SNC. O paciente ndo autorizou a realizacdo de PL na admissao, sendo realizada ap0s duas
semanas de fase de inducdo, com liquor resultando em celularidade normal, tinta nanquim e
cultura negativas. Este material ndo foi enviado para pesquisa de CrAg. Desde a internacgéo, ja
apresentava quadro laboratorial de insuficiéncia renal cronica de etiologia ndo esclarecida,
desenvolveu sepse por cateter de hemodialise, foi tratado com antibidticos e apresentou melhora
clinica inicial, quando saiu de alta a revelia e retornou na mesma semana com novo quadro
séptico, evoluindo para 6bito apds oito semanas. A criptococose ndo foi considerada causa

associada da morte.
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Os dois outros casos de CrAg positivo com CD4 acima de 100 céls/mm? foram de
antigenemia isolada (LCR com CrAg e culturas negativos, hemocultura negativa). Um dos
pacientes, de 24 anos, CD4 107 céls/mm3, infectado pelo HIV por transmissdo vertical,
apresentava sequelas pulmonares graves de tuberculose tratada, com pneumonias de repeticao,
recebeu fluconazol como tratamento preemptivo, teve alta e permanecia vivo até seis semanas
ap6s o exame de LFA. O segundo, 40 anos, CD4 125 céls/mm3, estava internado com
neurotoxoplasmose, diagnosticada por imagem sugestiva na TC de cranio. Este paciente ndo
recebeu tratamento antifingico na internacdo, mas iniciou tratamento preemptivo
ambulatorialmente, apds a alta, e permaneceu vivo até o final do periodo de seguimento do

estudo.

Portanto, dos 29 pacientes da casuistica com CD4 acima de 100 céls/mm3, um tinha
criptococose e dois, antigenemia isolada. Um foi a 6bito ndo relacionado a infecgéo criptococica

e 0s outros receberam alta e estavam vivos até o final de periodo de seguimento.

6.4.3) Descricéo clinica dos pacientes com CD4 abaixo ou igual a 100

céls/mms3

Dos 60 pacientes com CD4 abaixo de 100 céls/mm3, dois apresentaram antigenemia
isolada (LCR normal com CrAg e cultura negativos, hemocultura negativa). O primeiro
apresentava CD4 de 5 céls/mm3, tuberculose disseminada e linfoma ndo-Hodgkin. Recebeu
fluconazol preemptivo, foi transferido, morrendo um més depois devido ao linfoma. O segundo
caso tinha CD4 de 94 céls/mm3, internado por pneumonia comunitaria, recebeu fluconazol

preemptivo, obteve alta e permanece vivo até o0 momento.

Nos demais casos de CD4 abaixo de 100 céls/mm3, cinco apresentaram criptococose
com isolamento de C. neofornans no LCR, dos quais quatro tinham fungemia associada e CD4
abaixo de 50 céls/mm3. Portanto, nos 60 casos de CD4 abaixo de 100 céls/mm3, a prevalencia
da criptococose foi de 12% (5/60).

Um dos pacientes (ID 2 do APENDICE A), com CD4 de 4 céls/mm3, com meningite

criptococica e fungemia, persistia com crescimento de C. neoformans no LCR mesmo ap0s trés
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semanas de tratamento com Anfotericina e flucitosina. O LCR apresentava 11 celulas/mm? e
proteina de 93,8 mg/dl, evoluindo para ébito em trés meses, constituindo o Unico atribuido a

esta micose na casuistica analisada.

6.4.4) Terapia antirretroviral

Dos dez pacientes com CrAg positivo, nove ndo estavam em uso de TARV (4 VT, 5
abandonos) e um estava em uso irregular. Dos pacientes com CrAg negativo (79), quatro
estavam em uso regular de TARV e os demais em abandono, uso irregular ou VT. A TARV foi
introduzida ou reintroduzida nos pacientes diagnosticados com meningite apos pelo menos trés
semanas de tratamento antifungico. Nenhum dos pacientes com diagndstico de meningite

criptococica teve diagnostico de IRIS.

6.4.5) Comorbidades e outras causas de internacao

A criptococose foi a primeira doenca definidora de aids em quatro pacientes. Ndo houve
diferenca estatistica entre 0 uso de TARV e o resultado de LFA (p-valor = 0.271). Dos dez

pacientes com CrAg positivo, dois tinham pneumocistose (PCP) associada.

Dentre as doencas oportunistas que causaram a internacdo, 17 pacientes foram
internados por tuberculose, 12 neurotoxoplasmose, quatro esporotricose, uma histoplasmose,
nove pneumocistoses, uma candidose esofagiana, uma mucormicose invasiva, cinco sarcomas
de kaposi, uma neurossifilis, uma criptosporidiose, uma leucoencefalopatia multifocal

progressiva. Todos os diagndsticos estdo listados no APENDICE A.

6.5) SINAIS E SINTOMAS
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Em relacéo aos sinais e sintomas dos pacientes, perda ponderal, febre e tosse foram os
mais comuns, inclusive entre aqueles que tinham CrAg positivo (Gréfico 1). Rigidez de nuca
foi o Unico sinal com significancia estatistica (p-valor = 0.004) (Tabela 3). Dos quatro pacientes
que apresentaram rigidez de nuca, trés tiveram diagndstico de meningite criptocdcica, com
CrAg positivo. O Unico que apresentou este sintoma com CrAg negativo teve o diagndstico de

neurotoxoplasmose.

Gréfico 1. Frequéncia absoluta dos sinais e sintomas dos voluntarios do INI-Fiocruz de janeiro a
dezembro de 2015

Frequéncia dos sinais e sintomas

RIGIDEZ DE NUCA
DESORIENTACAO

CRISE CONVULSIVA
ALTERACOES VISUAIS
CEFALEIA

HIPOXEMIA

LESOES DE PELE
ADENOMEGALIAS PERIFERICAS
vOMITO

NAUSEA

DIARREIA

DISPNEIA

TOSSE

PERDA PONDERAL

FEBRE




37

Tabela 3. Analise dos sinais e sintomas apresentados e associagdo com CrAg positivo ou
negativo dos pacientes do INI-Fiocruz de janeiro a dezembro de 2015

Sintomas CrAg negativo CrAg positivo p-valor
79 10
N(%) N(%)
Febre 57(72.8%) 8(80) 0.723
Cefaleia 10(20.3) 4(40) 0.223
Rigidez de nuca 1(1.3) 3(30) 0.004
Alterac6es visuais 8(10.1) 3(30) 0.104
Nausea 25(31.6) 4(40) 0.722
Vémito 22(22.8) 3(30) 1
Diarreia 29(36.7) 3(30) 1
Desorientagdo 5(6.3) 1(10) 0.522
Crise convulsiva 7(8.9) 2(20) 0.266
LesGes de pele 21(26.6) 2(20) 1
Tosse 53(67.1) 5(50) 0.308
Dispneia 33(41.8) 4(40) 1
Hipoxemia 19(24.1) 3(30) 0.704
Perda ponderal 50(63.3) 9(90) 0.155
Adenomegalias 22(27.8) 2(20) 0.723
periféricas

Foi realizada uma analise de toda a casuistica para avaliar a associacdo entre 0s sinais e
sintomas e o desfecho da internacdo (alta ou 6bito). O Unico sinal que apresentou diferenca
estatistica em relacdo a alta ou ébito foi hipoxemia. Dos 14 Obitos da casuistica, sete (50%)
tinham hipoxemia, enquanto que dentre as 75 altas hospitalares, 15 (20%) apresentaram este sinal
durante a internacgdo (p-valor = 0.037). Nao foi possivel analisar estatisticamente se algum destes
sintomas estava associado a mortalidade entre os pacientes com CrAg positivo com e sem
cripotococose clinica, devido ao pequeno nimero de individuos neste grupo. Foi observado que
nove entre os dez pacientes do grupo CrAg positivo apresentava infiltrado pulmonar. O Unico
que ndo apresentava infiltrado foi um paciente com criptococose forma meningea. Dos quatro

pacientes considerados antigenemia isolada dois tinham diagndstico de tuberculose e dois, de
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penumonia bacteriana, justificando o infiltrado pulmonar. Dentre os cinco pacientes CrAg
positivo com imagem de torax alterada (infiltrados intersticiais e/ou alveolares difusos), dois
tinham diagndstico clinico de penumocistose associada a criptococose disseminada (forma

meningea e fungemia).

Em relacdo a TC de créanio, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos CrAg positivo
e negativo. Dos dez pacientes CrAg positivos, sete realizaram a TC, sendo cinco com alteracGes
na imagem: um paciente com lesdes sugestivas de neurotoxoplasmose, um paciente com lesdo
cerebral a esclarecer, que foi biopsiada e o resultado negativo para fungos e anatomopatoldgico
inconclusivo e os outros trés com lesBes inespecificas de calcificacGes e acentuacdo de sulcos

cerebrais.

6.6) ANALISE DO LIQUOR

O exame do liquor nos pacientes com meningite criptococica apresentava citologia e
bioguimica sem alteragdes infamatorias significativas. A mediana de celularidade foi 3
céls/mm3 (IQR 1-6.2), todos com predominio de mononucleares. A mediana de proteinorraquia
foi de 54.7 mg/dl (IQR 50.9-63.4) e de glicose 46.5 mg/dl (IQR 43.25-48.5) (Tabela 4). Todos
0s pacientes com CrAg positivo no liquor também apresentaram exame direto positivo com

tinta naquim e culturas para fungos positivas.
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Tabela 4. Casos de CrAg positivo no soro dos pacientes do INI-Fiocruz de janeiro a

dezembro de 2015
ID* CELULARIDADE PROTEINA GLICOSE DIAGNOSTICODE  DESFECHO
LIQUOR(céls/mm?3)  LIQUOR(mg/dl)  LIQUOR(mg/dl) CRIPTOCOCOSE
1 1 50.9 53 DISSEMINADA ALTA
2 11 93.8 26 DISSEMINADA OBITO
3 5 46 44 DISSEMINADA ALTA
4 1 51.2 43 DISSEMINADA ALTA
5 1 716 47 MENINGITE OBITO
6 25 61 30 MENINGITE ALTA
7 10 54.7 47 ANTIGENEMIA ALTA
ISOLADA
8 1 36.5 57 ANTIGENEMIA ALTA
ISOLADA
9 1 63.4 46 ANTIGENEMIA TRANS-
ISOLADA FERENCIA E
OBITO
10 6 ND** 49 ANTIGENEMIA ALTA
ISOLADA

*|D- identificagdo numérica dos pacientes; **ND — dado nao disponivel

6.7) MORTALIDADE E LETALIDADE

A letalidade dos pacientes com CrAg positivo foi de 30% (3/10) desde a internacéo até
o desfecho (alta ou dbito), sendo que em um pacientes dos seis com doenca disseminada, 0

Obito teve como causa associada a criptococose.

A mortalidade em seis semanas foi de 13,48% (12/89) no grupo de 89 pacientes da
casuistica. No grupo CrAg positivo foi de 10% (1/10) e ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os pacientes com CrAg positivo e negativo (11/79) (p-valor=1). A presenca
de fungemia também ndo foi estatisticamente associada ao ébito. As causas de 6bito foram

apresentadas no Apéndice A.
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6.8) CONSIDERACOES FINAIS

Apos a etapa de recrutamento e durante a analise dos dados, foi observado que houveram
duas recidivas microbiolégicas de meningite criptocécica dentre os seis casos identificados
durante o estudo. Estes dois casos tiveram formas disseminadas graves evidenciadas por
hemoculturas positivas na primeira internacdo e ocorreram por abandono de tratamento ap6s
trés e cinco meses da alta hospitalar (ID 3 e 4 do APENDICE A)
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7.  DISCUSSAO

A prevaléncia geral de CrAg positivo observada em 89 pacientes (11,23%) foi
comparavel a alguns estudos realizados na Africa, como na Nigéria e em Cape Town, na Africa
do Sul, cujas prevaléncias encontradas foram de 12,7% e 7%, respectivamente (Jarvis et al.,
2009; Osazuwa et al., 2012). Estes estudos foram direcionados a uma populacdo virgem de
tratamento, antes do inicio da TARV, enquanto que nossa casuistica foi composta
principalmente de pacientes em abandono da terapia, mas também de um pequeno grupo de
pacientes VT. Na casuistica do estudo prospectivo da Nigéria, em 2011, 28,2% dos pacientes
com CrAg positivo tinham CD4 abaixo de 50 céls/mm?3 e no presente estudo, 60% dos CrAg
positivos estavam nesta faixa de CD4, 10% entre 50 e 100 céls/mm?3 e 30% acima de 100
céls/mm3. A gravidade dos pacientes analisados no INI pode ser observada também pela
ocorréncia de fungemia em quatro dos seis pacientes com criptococose, sendo que estes quatro

apresentavam-se na faixa de CD4 abaixo de 50 cels/mms.

No estudo retrospectivo realizado em Cape Town, Africa do Sul (Jarvis et al., 2009), de
2002 a 2005, com a expressiva casuistica de 707 pacientes, foi observada prevaléncia de 7% de
antigenemia e incluiu pacientes com histéria anterior de meningite criptococica. A técnica
utilizada foi a AL. Dos 46 pacientes CrAg positivos, 21 tinham histdria prévia da doenca. Para
comparar aos nossos resultados, estimamos uma prevaléncia de deteccdo de antigeno somente
naqueles sem histérico de criptococose, 0 que resulta em uma taxa de 3,64%. Sem duvida,
trata-se de casuisticas diversas, pois em Cape Town a mediana de contagem de células CD4 do
grupo analisado era de 97 cels/mm3, enquanto que o presente estudo apresentou mediana de 50
cels/mm3. Na verdade, apenas 336 individuos do estudo africano tinham CD4 abaixo de 100
céls/mm3, resultando em uma prevaléncia de 13% neste grupo especifico, assemelhando-se a
observada em nosso estudo. Portanto, a menor prevaléncia geral do estudo da Africa se deve ao
fato da inclusdo de muitos pacientes com CD4 acima de 100 céls/mms3. Em 2015, outra
publicacdo apresentou um estudo prospectivo, de 2011 a 2014 na mesma cidade, Cape Town,
sobre a prevaléncia de antigenemia em HIV positivos com CD4 igual ou abaixo de 100
cels/mm3, excluindo aqueles com historia pregressa da doenca e utlizando LFA. A prevaléncia
encontrada foi de 4,34% (28/645) (Longley et al., 2015). Destes 28 pacientes, apenas 10
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consentiram a realizacdo de PL e quatro destes pacientes (40%) apresentaram positividade no
LFA do liquor. Todos os quatro pacientes com LFA positivo no liquor também foram positivos
na amostra de urina, que tém se mostrado um espécime clinico util e ndo-invasivo para utilizar
no rastreio de criptococose (McMullan et al., 2012; Jarvis et al., 2011). Outros estudos recentes
na Africa encontraram taxas de prevaléncia similares. Em Soweto, na Africa do Sul, a
prevaléncia encontrada entre pacientes com CD4 abaixo de 100 céls/mm3 foi de 2,8%
(Govender et al., 2015). A menor prevaléncia observada neste estudo prospectivo de Cape
Town em relacdo ao retrospectivo da mesma cidade, ndo € clara, mas pode ser atribuida a

melhor disponibilidade e acesso a terapia antirretroviral.

Em outro pais da Africa, Tanzénia, o rastreio de CrAg foi realizado em pacientes HIV
positivos internados (Wajanga et al., 2011), de setembro de 2009 a janeiro de 2010. Apresentou
prevaléncia geral de 5,1% (17/333), dos quais 15 pacientes tiveram diagnostico confirmado de
meningite criptocdcica pelo latex e tinta naquim positivos no liquor. Além destes, dois pacientes
apresentavam lesdes cutaneas caracteristicas de criptococose, mas sem isolamento do agente.
No entanto, a maioria dos pacientes deste estudo apresentavam CD4 acima de 100 céls/mmsa,
fora da principal faixa de risco de aquisi¢do da criptococose. Apenas 93 pacientes dos 333 da
casuistica tinham CD4 abaixo de 100 céls/mm? e nestes casos, 14 apresentavam meningite
criptococica, ou seja, 15%. Comparando com nosso estudo, a taxa de prevaléncia de CrAg foi
similar na principal faixa de risco, mas observou-se menor ocorréncia de meningite criptocécica

no INI, 6,74% (6/89), neste mesmo grupo.

Na nossa casuistica tivemos quatro casos de antigenemia isolada e seis casos de
criptococose. Portanto, excluindo-se estes seis casos da micose, a taxa correspondente a
antigenemia isolada foi de 4,81% (4/83). Antigenemia criptocdcica em pacientes
assintomaticos foi analisada em Uganda, em um estudo retrospectivo direcionado a pacientes
HIV positivos, CD4 abaixo de 100 céls/mm3, antes do inicio de TARV (Liechty et al., 2007).
Neste estudo foram excluidos pacientes com queixa de cefaleia e febre e encontraram uma
prevaléncia de 5,8% (22/377). Trés destes pacientes positivos no rastreio desenvolveram
doenca criptocdcica no decorrer do seguimento de 12 semanas e, além destes, mais quatro que
eram negativos inicialmente também desenvolveram criptococose. Cabe ressaltar que a
pesquisa do antigeno foi realizada pelo método de aglutinacdo em latex e em soro estocado, ja
que o estudo foi retrospectivo, o que pode ter contribuido para diminui¢do da sensibilidade do

teste. Em nosso estudo, cuja pesquisa de antigeno foi realizada através de LFA, técnica com
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sensibilidade maior que a de latex, e em soro fresco, a prevaléncia de antigenemia isolada de
4,81% foi concluida ap6s a pesquisa do fungo ser negativa tanto no liquor, quanto na
hemocultura, ja que praticamente todos os pacientes apresentavam sintomas inespecificos que

foram atribuidos a outra doenca, causa da internagdo do individuo.

No Cambodja (Micol et al., 2007), realizou-se rastreio de CrAg em 327 pacientes VT
com CD4 abaixo de 200 céls/mm3, revelando uma prevaléncia de 18% (59/327) de CrAg
positivo, sendo que 10 pacientes foram considerados como antigenemia isolada, 3,05%,
comparavel a nossa taxa, de 4,81%.

No Vietnan (Smith et al., 2013), o rastreio de CrAg foi realizado em pacientes VT e com
CD4 abaixo de 100 céls/mms, encontrando prevaléncia de 4% (9/226). A variacdo das
prevaléncias em diferentes paises pode ser atribuida a diferencas populacionais, origem do
recrutamento (ambulatorial ou hospitalar), exposicdo ambiental aos agentes, sensibilidade do
teste usado para deteccdo do antigeno, pois o latex é 3-4 vezes menos sensivel do que o LFA
(Longley et al., 2015; Jarvis et al., 2011), diagnostico tardio de aids, acesso e aderéncia ao

esquema de tratamento.

A sensibilidade da técnica de Aglutinacdo em Latex em comparacdo ao LFA ja foi
demonstrada em alguns estudos (Boulware et al., 2014b; Binnicker et al., 2012), como por
exemplo na Coldombia (Escandon et al., 2013), onde foi realizada a comparacéo entre os testes
e verificada a prevaléncia neste pais. Com a AL, a positividade das amostras foi 16/421,
resultando em uma prevaléncia de 3,8%. Ja quando utilizada LFA nas mesmas amostras de
soro, a positividade foi de 29/421, aumentando a prevaléncia para 6,9% neste pais. A Colémbia
€ 0 Unico pais da América do Sul a publicar dados sobre prevaléncia de CrAg em pacientes com
aids. No Brasil ndo identificamos publicacbes especificas relacionadas a este tema até o

momento.

Nos paises de primeiro mundo, a prevaléncia de CrAg € baixa. Nos Estados Unidos da
América, uma coorte de pacientes infectados pelo HIV com CD4 abaixo de 100 céls/mm3 foi
utilizada para analisar a prevaléncia da micose. Foram utilizados soros estocados, 1872
amostras, de 1986 a 2012 e a técnica de LFA. Foi encontrada prevaléncia de 2,9% (McKenney
et al., 2014). Na Alemanha, outro estudo retrospectivo, de 2005 a 2014, com 5461 pacientes
internados revelou prevaléncia de 1,6% nos individuos com CD4 abaixo de 100 céls/mm3 e

1,1% naqueles com contagem entre 100 e 200 céls/mm3 (Katchanov et al., 2015).
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No presente estudo, os pacientes CrAg positivos eram signifcativamente mais jovens do
que os CrAg negativos, resultado possivelmente explicado pelo fato de que trés dos dez
pacientes CrAg positivos eram casos de transmissdo vertical, com 18, 21 e 24 anos de
convivéncia com o HIV sem controle viroldgico adequado. Em rela¢do aos sinais e sintomas
sabe-se que 0s pacientes com grave imunodepressdo ndo apresentam sinais inflamatorios
classicos e aspectos caracteristicos de meningite, como cefaleia ou rigidez de nuca. De fato,
estes foram os sintomas menos frequentes na casuistica analisada. Apesar de rigidez de nuca
ter sido o Unico sintoma com diferenca estatistica, estava presente em apenas trés dos seis
pacientes diagnosticados com meningite e ndo poderia nortear a suspeita diagndstica, pois sua
auséncia ndo exclui esta forma da doenga (Perfect and Casadevall, 2002). Na Tanzénia, rigidez
de nuca também foi fator associado a meningite criptococica em analise multivariada, alem de
febre, alteragcdo do estado mental e CD4 abaixo de 100 céls/mm3 (Wajanga et al., 2011). A
inespecificidade dos sintomas de meningite criptococica ou doenca disseminada € observada
em diferentes estudos e ndo deve ser utilizada como exclusdo da doenca ativa frente a um caso
de CrAg positivo. E fundamental realizar exames laboratoriais para isolamento em cultivo de
sangue, exame direto de lesdes detectadas ao exame clinico, bem como, realizar o teste de CrAg
no liquor, mesmo com celularidade normal. No presente estudo, os pacientes diagnosticados
com meningite criptococica tinham celularidade normal, com excecdo de um, com 25 céls/mm3,
Toda a nossa casuistica foi de pacientes internados que apresentavam sintomas que podem

ocorrer tanto na criptococose como em outras doencas relacionadas a aids.

Embora a mortalidade geral observada tenha sido elevada (13,5%), ndo houve diferenca
na mortalidade entre os grupos de pacientes com CrAg positivo e negativo. Isto mostra que o
grupo CrAg negativo englobava pacientes gravemente imunodeprimidos com doencas de alta
complexidade e outras infec¢Bes oportunistas, predominando no trato respiratério, como PCP
e tuberculose. Chama atencdo nesta casuistica 0 quantitativo de pacientes sem adesdo a TARV
e os casos de VT com diagnostico tardio de aids. Este quadro nos reporta ao passado, quando
ndo havia terapia antirretroviral potente e existia dificuldade de acesso ao tratamento. A taxa
de prevaléncia observada, de 13,5% foi bastante similar a observada em necropsias de pacientes
HIV no Brasil. Em Porto Alegre se realizou necropsia de 138 pacientes com aids, com 12% de
criptococose cerebral (Wainstein et al., 1992). Em Minas Gerais, a prevaléncia de criptococose
na necropsia de 284 pacientes infectados pelo HIV foi de 15,8% (Silva et al., 2012). Em Sao
Paulo e no Rio de Janeiro, 252 pacientes infectados pelo HIV foram necropsiados e 13,5%

tinham criptococose cerebral (Chimelli et al., 1992).
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A taxa de mortalidade para casos de meningite criptocdcica mostra amplas variagGes de
acordo com a regido geogréfica e estado de desenvolvimento socio-econémico. Por exemplo,
na Africa Subsaariana a letalidade em 90 dias foi estimada em 70%, enquanto que na América
Latina, Europa Oriental e Asia Central foi 55% e na Europa Ocidental, América do Norte e
Oceania 9% (Park et al., 2009). No estudo da Tanzania citado anteriormente (Wajanga et al.,
2011), a letalidade foi elevada, dez dos 15 pacientes diagnosticados com meningite criptococica
morreram em decorréncia desta doenca, enquanto que no nosso estudo apenas uma morte foi
relacionada a criptococose. Deve-se ponderar que naquela coorte os casos foram tratados
apenas com fluconazol, enquanto que no INI-Fiocruz os pacientes CrAg positivos foram
submetidos a puncdo lombar e aqueles diagnosticados com meningite foram tratados com

Anfotericina B, associado ou ndo a fluconazol ou 5-flucitosina.

Em relacdo a IRIS, sabe-se que a mortalidade da forma paradoxal varia de 27-83% na
Africa e 0-20% na América do Norte, Europa e Sudeste da Asia (Haddow et al., 2010), no
entanto, nenhum dos pacientes diagnosticados com meningite teve este diagnostico. Nenhum
deles estava em uso de terapia antirretroviral no momento do diagndstico da criptococose e
estas drogas foram iniciadas pelo menos trés semanas ap0s a terapia antifungica. As duas

recaidas observadas foram apos abandono do tratamento.

Sem duvida, € dificil comparar dados de letalidade nas séries reportadas; os estudos
utilizam periodos de seguimento variados, de duas semanas até um ano. No presente estudo, a
observacdo possivel foi de 6 semanas, mas esta sera revista para acrescentar um periodo de
observacdo de 12 semanas para comparacOes futuras. Outro aspecto importante a ser
considerado foi que os pacientes com criptococose tratados nesta casuistica foram submetidos
a puncao lombar seriada para controle da pressdo intracraniana, fator fundamental para o
prognostico (Rolfes et al., 2014). A medicdo da pressdo intracraniana ndo foi avaliada, no
entanto, segundo Rolfes e colaboradores (2014), que utilizou dados do estudo COAT, a PL teve
beneficio em todos os pacientes com meningite criptocdcica, independente do valor da pressao
liguorica (Rolfes et al. 2014). Portanto, consideramos que o pronto inicio da terapia antifungica
baseado em Anfotericina B aliado a este procedimento resultou em baixa letalidade inicial,
apesar da grave imunodepressdo observada nestes pacientes, considerado fator fundamental

para o progndstico.
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Outro estudo analisou uma coorte de HIV positivos e criptococose de cinco centros da
Africa, encontrando significancia estatistica em relagio & mortalidade em duas semanas para
alteracdo do estado mental, alta carga flngica, idade avancada e leucometria de sangue
periférico alta (Jarvis et al., 2014). No presente estudo, o nimero baixo de individuos com
meningite criptocdcica ndo permitiu a identificagdo de fatores especificos possivelmente
associados ao 6ébito. Dos trés Gbitos observados nos dez pacientes CrAg positivos, apenas um
foi relacionado a criptococose, que neste caso era disseminada, com meningite e lesdo cerebral,
evoluindo para coma e faléncia de multiplos 6rgéos, falecendo em 12 semanas. Os outros dois
6bitos foram em pacientes com antigenemia isolada, sendo atribuido a outras causas (sepse e

linfoma), um deles em menos de seis semanas.

Na coorte geral, o Unico fator significativamente associado ao 6bito foi hipoxemia, o
que pode refletir o estado avangado de imunossupressao e infeccdes oportunistas simultaneas
ou subsequentes. Na presente casuistica havia 17 casos de tuberculose (19,10%), o que
demonstra a avancada imunossupressdo. N&o ocorreu associacdo de criptococose em atividade
simultdnea com tuberculose ativa. Em um caso de antigenemia criptocdcica havia historia
pregressa de tuberculose com extensa destruicdo da arquitetura pulmonar, que o levou a
pneumonias de repeticdo. Outro caso de antigenemia isolada estava internado com diagndstico
ativo de tuberculose. Dois casos de criptococose ocorreram simultaneamente com PCP grave
em um paciente VT e outro em uso irregular de TARV. Nove dos dez pacientes com CrAg
positivo apresentavam infiltrados pulmonares. Dos quatro pacientes com antigenemia isolada,
todos apresentavam alteracdo na imagem pulmonar, ou por tuberculose ou por pneumonia
bacteriana. Dos outros seis pacientes com criptococose, um ndo tinha infiltrado pulmonar. Os
outros cinco apresentavam infiltrados relacionados a criptococose, antecedentes de tuberculose
e pneumocistose associada. Sabe-se que a infeccdo por Mycobacterium tuberculosis causa
alteracdes imuno-endocrinas que afetam diretamente a imundade celular (Bottasso et al. 2009),
predispondo o individuo com esta infeccdo a outras doencas oportunistas, como a criptococose.
Na literatura, encontram-se relatos de caso desta coinfeccdo (Huang et al., 2014; Kakeya et al.,

2014), assim como, coinfeccdo com pneumocitose (Javier et al., 2012).

O rastreio de CrAg e tratamento preemptivo com fluconazol em regibes onde a
prevaléncia de CrAg seja acima de 3% foram recomendados pela OMS, com base em estudos

de custo-efetividade (Organizacdo Mundial de Sadde, 2011; Jennie McKenney et al., 2014).
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Na Africa do Sul, o estudo de custo-efetividade de rastreio de CrAg foi realizado
comparando quatro grupos: 1) padrdo de rotina de atendimento (n&o realizar rastreio antes do
inicio da TARV); 2) profilaxia priméaria com fluconazol em todos os pacientes que iniciam
TARV; 3) rastreio com CrAg em todos os pacientes, seguido de fluconazol para aqueles que
forem positivos no teste; 4) rastreio com CrAg em todos os pacientes, seguidos de puncéo
lombar naqueles positivos no teste e tratamento com Anfotericina se houver meningite ou
fluconazol se ndo houver doenca do SNC. Concluiram que ambas as estratégias de rastreio de
CrAg eram superiores ao padrdo de rotina. No entanto, o que se mostrou mais aceito por custo
neste pais foi a estratégia nimero 3, ou seja, uso de fluconazol sem pesquisa de meningite por
PL (Jarvis et al., 2013). Esta conduta proposta para a Africa do Sul é norteada por um cenario
de recursos limitados e dificuldades econdmicas e implica em tratar meningite criptocdcica nao
diagnosticada com monoterapia com fluconazol. Sabe-se que a antigenemia pode ser detectada
no sangue em uma media de 22 dias (5-234) antes que 0 paciente desenvolva meningite
clinicamente (Govender et al., 2015; French et al., 2002), permitindo uma detec¢édo precoce da

criptococose na fase subclinica.

Com os dados de custo-efetividade encontrados na literatura e com base na
recomendacdo da OMS, a prevaléncia encontrada no presente estudo justifica o uso do
rastreamento do CrAg pelo LFA na nossa populagdo. Deve-se ressaltar que nenhum paciente
considerado com antigenemia isolada no nosso estudo desenvolveu criptococose clinica no
decorrer do seguimento, independente de ter ou ndo sintomas como cefaleia ou febre, o que
pode ter associacdo com o tratamento preemptivo com fluconazol, recomendado pela OMS
nestes casos (Organizacdo Mundial de Saude, 2011). Por outro lado, € fundamental que seja
afastada a doenca invasiva, uma vez que a monoterapia com azélico em meningite criptococica
ndo é recomendada pelos guias internacionais e brasileiro (Moretti et al., 2008; Perfect et al.,
2010; Masur et al., 2014; Panel..., 2016) e esta ligada a recaida com variantes resistentes e pior
prognostico. A resisténcia dos agentes da criptococose aos azolicos é aspecto importante e esta
sendo observado também para outros fungos, como Aspergullus fumigatus e, neste caso,
atribuido ao uso destas sushtancias na agricultura (Chowdhary et al., 2013). Entre os
mecanismos de resisténcia a estas drogas, sabe-se que a heterorresisténcia de leveduras como
Cryptococcus spp. gera variantes com alteracdo genética, duplicacdo cromossomial e aumento
de viruléncia (Sionov et al., 2013). O uso indiscriminado de fluconazol e outros azélicos, tanto
em humanos, quanto na agricultura, tem impactos ainda pouco conhecidos (Cheong and
McCormack, 2013).
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Conclui-se que o rastreio de CrAg na nossa casuistica é justificado pela alta prevaléncia
encontrada; a investigacdo da levedura com hemocultura e pungdo lombar é altamente
recomendada naqueles com CrAg positivo, independende dos sintomas estarem presentes ou
ausentes; o pronto inicio da terapia antifingica aliado a pungdes lombares seriadas para controle
da HIC nos pacientes com meningite resultou em baixa letalidade inicial, apesar da grave
imunodepressdo observada nestes pacientes; o tratamento preemptivo com fluconazol nos casos
de antigenemia isolada previniu o desenvolvimento de meningoencefalite até o final do periodo

de seguimento.

No presente estudo existiram algumas limitacdes, como o pequeno niumero de
individuos analisados, o que pode ter limitado o encontro de diferencas estatisticas significantes
nos preditores de mortalidade e fatores associados a positividade do CrAg. Além disso, o fato
da casuistica ter sido apenas de fonte hospitalar selecionou um viés de gravidade da Coorte,
dificultando a separacéo entre pacientes assintomaticos e sintomaticos, que seria ideal para
compararmos com outros estudos de prevaléncia que utilizaram pacientes ambulatoriais. No
entanto, foi relevante para implementar o rastreio de CrAg em todo paciente infectado pelo HIV
com CD4 abaixo de 200 céls/mm3. Sugerimos novos estudos, com um namero maior de
individuos, incluindo fonte ambulatorial, para estimar com mais precisdo a prevaléncia da
criptococose na populacdo do INI assim como estudos multicéntricos, contribuindo com
publicacOes relevantes na literatura medica sobre esta impactante micose sistémica associada a

populacdo vivendo com HIV/aids.
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8. CONCLUSOES

1) A prevaléncia de CrAg positivo nos pacientes infectados pelo HIV com
imunossupressdo grave internados na enfermaria do INI no periodo de janeiro a dezembro de
2015 foi estimada em 11,23%. A prevaléncia de meningite criptocécica foi de 6,74% e de
antigenemia isolada, de 4,81%. Com estes dados, recomenda-se o rastreio de CrAg em todo
paciente com CD4 abaixo de 200 cels/mm? no INI-Fiocruz; caso positivo, proceder com
investigacdo laboratorial da presenca de meningite (hemocultura e PL) e tratamento preemptivo

naqueles com antigenemia isolada.

2) Os pacientes com criptococose apresentaram média de CD4 de 28,7 céls/mm3,
entre aqueles com antigenemia isolada a media foi de CD4 82.8 céls/mm3. A mediana de CD4
entre os individuos com meningite foi menor do que aqueles sem doenga clinica (antigenemia
isolada + pacientes CrAg negativos). A analise do liquor dos dois grupos foi semelhante, ndo
sendo possivel distinguir meningite apenas pela citologia, sendo necessario o exame micoldgico
e a pesquisa do CrAg no liquor. Rigidez de nuca foi o Unico sintoma significativo associado a
CrAg positivo. No grupo CrAg positivo, 0s pacientes eram mais jovens do que 0s do grupo
CrAg negativos. Na analise laboratorial, nenhuma variavel apresentou associacdo entre 0s

grupos CrAg positivo e negativo.

3) A letalidade até o desfecho dos CrAg positivos foi de 30% (3/10), sendo um
Obito em quatro semanas decorrente de linfoma, outro em oito semanas devido a sepse e outro
em 12 semanas com criptococose como causa associada. Considerando a letalidade em seis
semanas proposta neste estudo, a taxa encontrada foi de 10% nos pacientes CrAg positivos e
13,92% nos CrAg negativos. A letalidade no grupo CrAg negativo foi atribuido a outras

infeccBes oportunistas, como tuberculose, seguido de PCP e sepse de foco pulmonar.
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APENDICE A — TABELA 5. VARIAVEIS DEMOGRAFICAS,
LABORATORIAIS, TRATAMENTO, DIAGNOSTICO E DESFECHO DE
PACIENTES HIV INCLUIDOS NO ESTUDO, NO INI-FIOCRUZ, DE
JANEIRO A DEZEMBRO DE 2015

Tabela 5. Dados demograficos, laboratoriais, tratamento, diagndstico e desfecho doa pacientes HIV incluidos no estudo, no INI-Fiocruz, de janeiro a dezembro de 2015

1 PARDA 25 M 3 2015 POS POS C. C. ANFO B PCP CRIPTO ALTA NA VT NAO
neoformans neoformans DISSEMINA-
DA

BRANCA 18 F 1 1997 POS POS C. C. ANFO B CRIPTO NA ALTA NA ABAN- NAO
neoformans neoformans DISSEMINADA DONO

w

PARDA 30 M 106 2014 POS NA NEG NEG ANFO B + NEUROCRIPTC  HIVAN OBITO SEPSE VT NAO
FLUCO

w

7 BRANCA 36 F 94 2002 POS NEG NEG NEG FLUCO 400 PNEUMONIA  LESAO ALTA NA ABAN- NAO
MG/D CEREBRAL DONO
A/E

9 NEGRA 21 M 5 1993 POS NEG NEG NEG FLUCO 400 B LINFOMA TRANS- NA ABAN- OBITO
MG/D DISSEMINADA  NAO-  FERIDO DONO
HODGKIN E OBITO

11 PARDA 35 F 6 1996 NEG NA NEG NA NEUROTOXO NA ALTA NA ABAN- NAO
DONO

13 PARDA 60 M 168 2007 NEG NEG NEG NEG LINFOMA NAO NA OBITO LINFOMA ABAN- OBITO
HODGKIN NAO- DONO
HODGKIN

15 BRANCA 42 F 20 1997 NEG NA NEG NA TB PULMONAF NA ALTA NA ABAN- NAO
DONO

17 NEGRA 53 F 31 1998 NEG NA NEG NA ANEURISMA NA ALTA NA ABAN- NAO
CEREBRAL DONO

19 PARDA 37 M 60 2001 NEG NA NEG NA PNEUMONIA PANCREA- ALTA NA ABAN- NAO
TITE DONO

21 PARDA 52 M 116 1996 NEG NA NEG NA PNEUMONIA PCP ALTA NA REGU- NAO
LAR



23 NEGRA 58 M 40 1996 NEG NA NEG NA TB DISSEMI- NA ALTA NA IRREGU- NAO
NADA LAR

25 BRANCA 38 F NA 2002 NEG NA NEG NA NEUROTOXO NA ALTA NA ABAN- NAO
DONO

27 BRANCA 50 M 299 1991 NEG NA NEG NA SEPSE PCP ALTA NA REGU- NAO
PULMONAR LAR

29 BRANCA 42 M 6 1998 NEG NA NEG NEG ANFO B MUCORMI- NA OBITO SEPSE IRREGU- OBITO
COSE LAR

31 NEGRA 31 M 34 2006 NEG NA NEG NA HERPES HPV ALTA NA ABAN- NAO

GENITAL DONO

33 NEGRA 39 F 41 2008 NEG NA C. albicana/ NA CRIPTOSPO- NA OBITO SEPSE IRREGU- OBITO
C. glabrata RIDIOSE LAR

35 NEGRA 26 F 186 2009 NEG NA NEG NA NEUROTOXO B ALTA NA ABAN- NAO
PULMONAR DONO

37 NEGRA 39 F 148 2007 NEG NEG NEG NEG TB DISSEMI- NA ALTA NA IRREGU- NAO
NADA LAR

39 PARDA 36 M 263 2009 NEG NA NEG NA OSTEOMIE- ADENOME- ALTA NA ABAN- NAO
LITE GALIA DONO

41 NEGRA 32 M 154 2006 NEG NA NEG NA NEUROTOXO NA ALTA NA IRREGU- NAO
LAR

43 NEGRA 36 M 25 2009 NEG NA NEG NA PCP DPOC ALTA NA ABAN- NAO
DONO

45 PARDA 45 M 80 2010 NEG NEG NEG NEG 8 IRIS ALTA NA ABAN- NAO
PULMONAR DONO

47 PARDA 35 F 109 1999 NEG NEG NEG NEG HIPERTEN- NA ALTA NA IRREGU- NAO
SAO LAR
PULMONAR

49 PARDA 34 M 19 2010 NEG NEG NEG NEG PCP TB DISSEMI- ALTA NA ABAN- NAO
NADA DONO

51 BRANCA 28 M 208 2007 NEG NA NEG NA NEUROTOXO NA ALTA NA ABAN- NAO
DONO

53 BRANCA 42 M 575 2011 NEG NA NEG NA INSUFICIEN- NA ALTA NA ABAN- NAO
CIA RENAL DONO

55 PARDA 28 M 43 2012 NEG NA NEG NA ANFO B ESPORO B ALTA NA ABAN- NAO
DISSEMINA- PULMONAR DONO
DA
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TB NA ALTA NA ABAN- NAO
PULMONAR DONO

57 PARDA 19
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26 1995 NEG NA

=2
m
[9)
=2
>

TB DISSEMI- NA ALTA NA ABAN- NAO
NADA DONO

59 PARDA 39 F 56 1996 NEG NA NEG

2
>

61 NEGRA 34 M 44 2014 NEG NA NEG

2
>

NEUROTOXO  SEPSE ALTA NA VT NAO
PULMONAR

63 PARDA 39 M 92 2014 NEG NA
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NA ALTA NA VT
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65 PARDA 24 M 97 2015 NEG NA

=2
m
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NEG NEUROTOXO 8 ALTA NA vT
MENINGEA

=2
P
(@]
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67 PARDA 34 M 8 2015 NEG NEG

=2
m
(9]

NEG SK NA ALTA NA VT

69 BRANCA 28 M 62 2015 NEG NA NEG NA PCP NA OBITO INSUF VT OBITO
RESPIRAT
ORIA
70 PARDA 41 M 49 2015 NEG NA NEG  NA  PCP Sk AUTANA VT NEO
71 PARDA 49 F 195 2006 NEG NA NEG NA FEBRE DE NA ALTA NA IRREGU- NAO
ORIGEM LAR
OBSCURA

NA FLUCO CANDIDOSE B ALTA NA IRREGU- NAO
ESOFAGEA- PULMONAR LAR
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w
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=
>
=
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>
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F 101 2007 NEG NA

=2
m
(9]

=2
>

ESOFAGITE NA ALTA NA ABAN- NAO
HERPETICA DONO

75 PARDA 52 M 229 1993 NEG NA

=2
m
0]
=2
>

TB DISSEMI- NA OBITO TB VT OBITO
NADA DISSEMIN

77 PARDA 46 M NA 2015 NEG NA

=2
m
@
=2
>

‘
o
>

MIELODIS- METEMO- ALTA NA ABAN- NAO
PLASIAHIV GLOBINEMI DONO

79 PARDA 28

<

92 2011 NEG NA

=2
m
@
=2
>

‘

81 BRANCA 47 F 24 2010 NEG NA NEG NA PCP SEPSE OBITO SEPSE ABAND- OBITO
PULMONAR ONO

83 BRANCA 42 F NA 2003 NEG NA NEG NA SEPSE PCP OBITO SEPSE VT OBITO
PULMONAR

85 NEGRA 25 M 88 2015 NEG NEG NEG NEG PCP SEPSE OBITO PCP VT OBITO
PULMONAR

87 PARDA 28 F 241 2015 NEG NEG NEG NEG NEUROTOXO B ALTA NA ABAN- NAO
PULMONAR DONO
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88 NEGRA
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NA

2015 NEG

2015 NEG
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NA

NEG

NEG

NEG

NA

TB DISSEMI- SEPSE ALTA NA VT
NADA PULMONAR
TB PLEURO- NA ALTA NA VT

PULMONAR
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APENDICE B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO (TCLE) DO PROJETO PRINCIPAL

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prevaléncia de infec¢Ges fingicas oportunistas em pacientes HIV positivos com

Imunossupressao grave.

Termo de consentimento livre e esclarecido para pacientes HIV reagentes com

imunossupressao clinica e/ou laboratorial

PESQUISADORA RESPONSAVEL: Valdiléa Goncalves Veloso dos Santos

TELEFONE: (21) 2270-7064.

INTRODUCAO:

Vocé estd sendo convidado a participar de uma pesquisa por ser portador do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) e apresentar resultado de exame de CD4 abaixo de 200
células/mm3 que mostram deficiéncia no seu sistema imunoldgico, isto é seu sistema de defesa

contra infecgoes.

Este documento é chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e contém
informacGes sobre a pesquisa. Apos ler este Termo e discutir suas davidas com a equipe
responsavel pelo estudo, vocé decidira se quer ou ndo participar. Se quiser, vocé e um
profissional de saide da equipe do IPEC assinardo e datardo duas vias deste documento, uma

delas ficara com vocé e outra arquivada com os pesquisadores.
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E importante que voceé saiba que sua participagao é totalmente voluntaria. Vocé pode decidir
participar ou ndo e sair a qualquer momento, sem que esta atitude influencie o seu direito de ser
atendido no IPEC.

A equipe do estudo respondera a todas as suas duvidas e explicara o estudo para vocé.

POR QUE ESTA PESQUISA ESTA SENDO FEITA?

A histoplasmose e a criptococose sdo infeccOes causadas por fungos que acometem o
organismo humano e sdo capazes de causar doenca em pessoas com a imunidade baixa, entre
elas, os portadores de HIV com o CD4 baixo. Podem acometer os pulmdes, o figado, o baco,
0s rins e até o sistema nervoso central. Os sinais e sintomas podem estar presentes ou néo,
podem ser inespecificos, como febre, tosse, falta de ar, nauseas, vomitos, cansaco, dor de

cabeca.

As duas doengas, criptococose e histoplasmose, sdo adquiridas na comunidade, transmitidas
pela respiracdo. Por exemplo, restos secos de fezes de aves e também de morcegos podem ter
estes fungos, que se espalham no ar, sendo inalados pelos humanos. As pessoas com a
imunidade boa tém em geral uma infeccdo leve e curam, sem precisar de internacdes ou
remédios. Mas quando a imunidade esta baixa, a infeccdo pode ser mais grave, disseminando
para todos os o6rgdos do corpo, necessitando internacdo hospitalar para tratamento
supervisionado. O inicio destas infecgdes geralmente € leve, e quanto mais cedo o diagnostico,

melhor é a resposta ao tratamento.

Os exames de laboratdrio que se usam de rotina para confirmar estas doencas sao demorados,
podendo precisar até 4 semanas para o resultado, no caso da histoplasmose. Por isso, se faz
necessario o desenvolvimento de novas técnicas diagnosticas que sejam rapidas e especificas
para cada uma das infecc@es, para comecar logo o tratamento e evitar progressdo da doenca

para formas graves.
QUAIS SAO OS OBJETIVOS DESSA PESQUISA?

1 - Estimar a prevaléncia da criptococose e da histoplasmose nos pacientes HIV positivos

com CD4 abaixo de 200 cél/mm?3 no nosso Instituto.
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2 — Avaliar a eficacia de testes rapidos de laboratdrio para diagnosticar estas duas doencas:
um método molecular para diagnostico de histoplasmose no sangue e pesquisa de antigenos

para diagnostico da criptococose, no sangue e na urina.

3 — Avaliar as duas técnicas em pacientes com CD4 abaixo de 200 células/mmg,

independente de ter ou ndo sintomas de doenca.
O QUE EU DEVEREI FAZER SE DECIDIR PARTICIPAR DA PESQUISA?

Entrevista com os pesquisadores para saber se tem sinais e sintomas de infecgdo ou nao.
Pode ser necessario exame fisico no momento da entrevista de acordo com as queixas relatadas

por Voce.

Coleta de sangue periférico. Sera necessario coletar aproximadamente 30 ml de sangue da
veia do braco, que serdo usados para os testes de diagnésticos descritos acima, e outros
normalmente pedidos de rotina como hemograma, bioquimica e exame para fungos. Fornecer

amostra de urina em pote estéril.

Revisaremos seu prontuario na busca de qualquer informagdo importante para nossa

pesquisa.

Caso o0s resultados dos seus exames mostrem que vocé tem qualquer uma das infeccdes,
histoplasmose ou criptococose, vocé sera chamado, informado do resultado, e serd prontamente

encaminhado para tratamento de acordo com o protocolo padrdo da nossa instituicao.
POSSIVEIS RISCOS

Tirar sangue pode causar desconforto, sangramento ou mancha roxa no local onde a agulha

penetrou no corpo, além de tonteira e, em raros casos, desmaio ou infeccao.
POSSIVEIS BENEFICIOS

Caso voceé esteja com alguma das duas doengas em questdo, vocé tera a oportunidade de

ter um diagnaostico precoce, sendo encaminhado imediatamente para o tratamento padrao.
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Vocé ajudara no desenvolvimento de exames rapidos e eficazes, evitando a demora do
diagndstico e promovendo o inicio precoce do tratamento, antes do desenvolvimento de formas

graves das doengas.
CONFIDENCIALIDADE DOS DADOS

Os dados do estudo referentes a vocé serdo mantidos em confidencialidade dentro dos limites
legais. Os resultados da pesquisa serdo publicados, porém seu nome jamais aparecera em

qualquer publicacédo sobre o estudo.
A QUEM DEVO PROCURAR EM CASO DE DUVIDAS?

Se vocé tiver alguma ddvida sobre sua participacdo nessa pesquisa ou sobre as informacdes
contidas nesse termo de consentimento livre e esclarecido, favor entrar em contato com:

Valdiléa Gongalves Veloso dos Santos

Laboratorio de Pesquisa em DST e AIDS do IPEC/FIOCRUZ

Avenida Brasil, 4365 — Manguinhos — Rio de Janeiro

Tel: (021) 2270-7064

Se vocé tiver davidas sobre dar o seu consentimento ou sobre seus direitos como participante
de pesquisa, favor entrar em contato com:

Comité de Etica em Pesquisa do IPEC

Avenida Brasil, 4365 — Manguinhos — Rio de Janeiro

Tel: (021) 3865-9585

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO -TCLE

Prevaléncia de infec¢bes fungicas oportunistas em pacientes HIV positivos com

imussupressdo grave.

Fui devidamente orientado quanto a todos os procedimentos do estudo. Li (ou leram para

mim) este termo de consentimento, tive chances de esclarecer minhas dividas e entendi todas
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as informacdes. Concordo voluntariamente em participar deste estudo. Favor assinar seu nome
abaixo e rubricar em todas as paginas deste termo de consentimento livre e esclarecido. Todas
as paginas do termo também serdo rubricadas pelo membro da equipe do estudo que realizou a

discussdo deste documento com VvOCé.

Nome do participante (por extenso)

Assinatura do participante Data

Nome do representante legal do participante (por extenso)

Assinatura do representante legal Data

Nome do membro da equipe do estudo que realizou a discussédo do TCLE (por extenso)
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Assinatura do membro da equipe do estudo Data
Nome da testemunha (por extenso)
Assinatura da testemunha Data



