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RESUMO

A criptococose ¢ causada por duas espécies distintas de leveduras, Cryptococcus neoformans e
Cryptococccus gattii, as quais causam infeccdes invasivas com importante letalidade, em
imunodeprimidos e imunocompetentes. No Brasil, a criptococose por C. gattii tem carater
endémico, ocorrendo principalmente em individuos HIV negativos. Os gendtipos tipo VNI de
C. neoformans ¢ o tipo VGI de C. gattii sao os predominantes no mundo. Entretanto o genotipo
VGII tem sido relacionado as meningites fingicas humanas nas regides N e NE do Brasil.
Cryptococcus neoformans (predominantemente os sorotipos A e D) acomete mais os pacientes
com SIDA, ¢ cosmopolita e responsavel por elevadas taxas de letalidade e mortalidade. O
objetivo deste trabalho foi buscar a correlacdo entre os tipos moleculares previamente
caracterizados a partir de isolados clinicos de pacientes HIV positivos e negativos acometidos
por criptococose procedentes dos municipios de Cuiaba e Varzea Grande em Mato Grosso € o
perfil clinico epidemiolégico dos mesmos. Foram identificados 51 pacientes com criptococose
no periodo analisado, sendo 62,7% (n=32) do sexo masculino e 37,8% (n=19) do sexo feminino,
com idade média igual a 37,9 anos (IC95%=34,2-41,7), cor branca 41,2% (n=21), residentes
em zona urbana 87,0% (n=40) e zona rural 13,0% (n=6). Dentre as comorbidades relatadas, as
mais frequentes foram: SIDA 62,7% (n=32), tabagismo 27,4% (n=14), etilismo 11,8% (n=6),
tuberculose 5,9% (n=3), hipertensao arterial sistémica 5,9% (n=3) e hepatites virais 3,9% (n=2).
Cryptococcus neoformans foi isolado em 72,5% (n=37) dos pacientes, sendo 97,3% (n=36) do
tipo molecular VNI e 2,7% (n=1) VNII; e C. gattii em 27,5% (n=14) dos pacientes, sendo
100,0% (n=14) do tipo molecular VGII. Com relacdo as formas clinicas, foi observado:
neuroldgica 74,5% (n=38), disseminada 15,7% (n=8), pulmonar 7,8% (n=4), lesdo cutanea
2,0% (n=1). A principal droga antifingica utilizada no tratamento foi anfotericina B 92,1%
(n=35). A dose média acumulada foi igual a 704,3 mg (1C95%=521,2-887,5). O tempo médio
entre a manifestacdo dos primeiros sintomas e o inicio do tratamento foi igual a 29,1 dias
(IC95%=17,9-40,2). O tempo médio entre a manifestacdo dos primeiros sintomas e o inicio do
tratamento foi estatisticamente semelhante tanto para C. neoformans quanto para C. gattii
(p=0,51). Houve diferenca estatistica entre a pressao arterial sistolica média de pacientes com
criptococose por C. neoformans comparado com a criptococose por C. gattii (p=0,04). Em
conclusdo, as caracteristicas clinicas associadas aos perfis moleculares encontradas nos dois
grupos de pacientes avaliados neste estudo revela o perfil epidemiologico local e suscita a
importancia do conhecimento destes pardmetros, considerando que a criptococose nao ¢ doenga
de notificagdo compulséria no estado de Mato Grosso. O tipo molecular associado a espécie
Cryptococcus gattii circulante nos dois municipios avaliados ¢ idéntico as regides Norte e
Nordeste. A consolidagdo da rede criptococose Brasil devera fornecer ao longo dos préximos
anos dados procedentes de cada estado permitindo ao longo do tempo o conhecimento do perfil
molecular global no cenério nacional, associado ao perfil clinico epidemioldgico de cada
servico de saude que a compde.

Palavras-chave: criptococose, HIV, Brasil, SIDA
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ABSTRACT

Cryptococcosis is caused by two distinct yeast species, Cryptococcus neoformans and
Cryptococcus gattii, which cause invasive infections with significant lethality, in
immunocompromised and immunocompetent individuals. In Brazil, C. gattii cryptococcosis is
endemic, occurring mainly in HIV-negative individuals. C. neoformans NIV genotypes and C.
gattii VGI type are the predominant genotypes in the world. However, the genotype VGII has
been related to human fungal meningitis in the N and NE regions of Brazil. Cryptococcus
neoformans (predominantly serotypes A and D) affects more patients with AIDS, is
cosmopolitan and accounts for high rates of lethality and mortality. The objective of this work
was to search for the correlation between molecular types previously characterized from clinical
isolates of HIV positive and negative patients affected by cryptococcosis from the
municipalities of Cuiaba and Varzea Grande in Mato Grosso and the clinical epidemiological
profile of the same. Fifty-one patients with cryptococcosis were identified in the analyzed
period, with 62.7% (n = 32) males and 37.8% (n = 19) females, with a mean age of 37.9 years
(95% CI = 34.2-41.7), white 41.2% (n = 21), urban residents 87.0% (n = 40) and rural area
13.0% (n = 6). Among the comorbidities reported, the most frequent were: AIDS 62.7% (n =
32), smoking 27.4% (n = 14), alcoholism 11.8% (n = 6), tuberculosis 5.9% = 3), systemic
arterial hypertension 5.9% (n = 3) and viral hepatitis 3.9% (n = 2).

Cryptococcus neoformans was isolated in 72.5% (n = 37) of the patients, being 97.3% (n = 36)
of the molecular type NIV and 2.7% (n = 1) NIV; and C. gattii in 27.5% (n = 14) of the patients,
being 100.0% (n = 14) of the molecular type VGII. Regarding the clinical forms, it was
observed: neurological 74.5% (n = 38), disseminated 15.7% (n = 8), pulmonary 7.8% (n =4),
cutaneous lesion 2.0% N = 1). The main antifungal drug used in treatment was amphotericin B
92.1% (n=35). The mean dose was 704.3 mg (95% CI = 521.2-887.5). The mean time between
onset of symptoms and initiation of treatment was 29.1 days (95% CI = 17.9-40.2). The mean
time between the onset of symptoms and the beginning of treatment was statistically similar for
both C. neoformans and C.gattii (p = 0.51). There was a statistical difference between the mean
systolic blood pressure of patients with C. neoformans cryptococcosis compared to C. gattii
cryptococcosis (p = 0.04). In conclusion, the clinical characteristics associated to the molecular
profiles found in the two groups of patients evaluated in this study reveals the local
epidemiological profile and raises the importance of knowledge of these parameters,
considering that cryptococcosis is not a compulsory notification disease in the state of Mato
Grosso. The molecular type associated with the circulating Cryptococcus gattii species in the
two municipalities evaluated is identical to the North and Northeast regions. The consolidation
of the cryptococcosis Brazil network will provide over the next years data from each state
allowing over time the knowledge of the global molecular profile in the national scenario,
associated with the epidemiological clinical profile of each health service that composes it.

Key words: cryptococcosis, HIV, Brazil, AIDS
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Antes do surgimento da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), a criptococose
era considerada uma infec¢ao fingica rara relacionada as deficiéncias na imunidade celular,
acometendo um pequeno percentual da populacdo (KWON-CHUNG et al, 1987). Apos 1980,
em razao da utilizacdo de fArmacos imunossupressores, houve um aumento na incidéncia da
criptococose, sendo essa doenca, atualmente, a quarta causa mais frequente de infecg¢do
oportunista em pacientes HIV positivos (ROZENBAUM et al, 1994; FRANZOT et al, 1997;
PAPPALARDO et al, 2003; JARVIS etal, 2007). A criptococose representa hoje a causa mais
comum de meningite em adultos em paises com taxas elevadas de infec¢do pelo virus HIV.

Além disso, esta presente em pacientes exibindo taxas ascendentes os quais apresentam
outras formas naturais de imunossupressdo, além das iatrogénicas. Os pacientes
imunocompetentes tém sido cada vez mais acometidos (WILLIAMSON et al, 2017).

Estima-se que aproximadamente 957.900 casos de meningite criptocdcica ocorram a
cada ano, resultando em mais de 600.000 mortes. O maior niimero de casos aparece na Africa,
seguido pelo Sul e Sudeste Asidtico (PARK et al, 2009).

O Brasil foi um dos primeiros paises, dentre os de baixa e média renda a fornecer
tratamento gratuito para pessoas que viviam com SIDA —em 1996 pelo Servigo Unico de Satde
(SUS). Enquanto isso, a maioria desses paises aguardava financiamento internacional para suas
solicitagdes.

De 1980 a junho de 2016, foram notificados no pais 842.710 casos de SIDA. O Brasil
tem registrado, anualmente, uma média de 41,1 mil casos nos ultimos cinco anos. Do ano 2000
— quando da implantacdo do relacionamento probabilistico dos dados — a junho de 2016,
observou-se um total de 634.051 casos de SIDA, sendo que 445.763 (70,3%) foram notificados
no SINAN, 47.586 (7,5%) no SIM e 140.702 (22,2%) no SISCEL/ SICLOM, estes ultimos
representando 29,7% de subnotificagdo no SINAN.

Além disso, observam-se importantes diferencas nas propor¢des dos dados segundo sua
origem em relacdo as regides do pais. As regides Sul e Centro-Oeste possuem maior propor¢ao
de casos oriundos do SINAN que o Norte, o Nordeste e o Sudeste. Chamam a ateng¢ao os estados
do Pard e do Rio de Janeiro, com apenas 49,4% e 58,4% dos casos oriundos do SINAN,
respectivamente. A distribuicdo proporcional dos casos de SIDA identificados de 1980 até
junho de 2016 mostra uma concentracdo nas regides Sudeste e Sul, correspondendo cada qual
a 53,0% e 20,1% do total de casos; as regides Nordeste, Centro-Oeste e Norte correspondem a
15,1%, 6,0% e 5,9% do total dos casos, respectivamente. Nos ultimos cinco anos (2011 a 2015),
a regido Norte apresentou uma média de 3,9 mil casos ao ano; o Nordeste, 8,6 mil; o Sudeste,

16,8 mil; o Sul, 8,7 mil; e o Centro-Oeste, 2,8 mil.
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A taxa de deteccdo de SIDA no Brasil tem apresentado estabilizacdo nos tltimos dez
anos, com uma média de 20,7 casos/100 mil hab.; também se observa estabilizacdo da taxa na
regido Centro-Oeste, com uma média de 18,5 casos/100 mil hab — segundo dados compilados
pelo UNAIDS.

O Brasil hoje tem uma das maiores coberturas de tratamento antirretroviral (TARV)
entre os paises de baixa e média renda, com mais da metade (64%) das pessoas vivendo com
HIV recebendo TARYV segundo os dados mais atuais do Ministério da Saude, enquanto a média
global em 2015 foi de 46% — segundo dados compilados pelo UNAIDS.

A criptococose € uma grave infec¢ao fungica sistémica que afeta humanos e uma grande
variedade de animais, onde assume papel relevante na historia da SIDA, por ser considerada
uma das micoses mais comumente diagnosticadas entre os pacientes infectados pelo HIV e,
também, a principal responsavel pela morbidade e mortalidade (MORETTI et al, 2008).

E causada principalmente por duas espécies de leveduras do género Cryptococcus:
Cryptococcus neoformans (sorotipo A, D e AD) e Cryptococcus gattii (sorotipo B e C). Com
relagdo aos tipos moleculares, C. neoformans foi agrupado em VNI e VNII (sorotipo A), VNIII
(Sorotipo AD) e VNIV (Sorotipo D), enquanto que C. gattii foi agrupado nos tipos VGI, VGII,
VGIII e VGIV (sorotipos B e C) (MEYER et al, 2010).

Pacientes imunocomprometidos sao frequentemente acometidos pelo C. neoformans
sorotipo A e D. Essa espécie apresenta distribui¢do mundial, sendo considerada importante
causa de morbimortalidade nestes pacientes, principalmente os portadores de retrovirus. C.
neoformans associa-se a matéria organica, em habitats de pombos, de aves em cativeiros e em
ambientes domésticos - poeira doméstica, em madeiras em decomposi¢ao € em ocos de arvores
de diferentes espécies.

J& em individuos higidos, manifesta-se como criptococose primdria, endémica,
atingindo areas tropicais e subtropicais, causada principalmente por Cryptococcus gattii
(LAZERA et al, 1998; FRANZOT et al, 1999; CHEN et al, 2000; MEYER et al, 2010).

A criptococose causada por C. neoformans ou pelo C. gattii pode provocar
meningoencefalite, de evolugdo grave e fatal, acompanhada ou ndo de lesdo pulmonar evidente,
podendo cursar com fungemia e com focos secundarios envolvendo pele, ossos, rins e

suprarrenal (WILLIAMSON et al, 2017).

A mortalidade por criptococose € estimada em 10% nos paises desenvolvidos, chegando
a 43% nos paises em desenvolvimento como a Taildndia, em um tempo médio de sobrevida de

14 dias (GUIDELINES IN CRYPTOCOCCOSIS, 2008).
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O tratamento da neurocriptococose baseia-se na terapia inicial com anfotericina B 0,7 a
Img/kg/dia intravenosa, associada a 5-Fluocitosina: 100mg/kg/dia via oral, dividida em quatro
doses por 2 semanas e a consolidagcdo, com fluconazol 400mg/dia, via oral por 6 a 10 semanas
(GUIDELINES IN CRYPTOCOCCOSIS, 2008).

A anfotericina B tem sido usada hd mais de 50 anos e continua sendo a primeira op¢ao
terapéutica para tratamento das micoses mais graves e disseminadas, devido as frequentes
reacoes adversas (ANDREO et al, 2007).

As diferengas entre as espécies e a gravidade da criptococose, acometendo pacientes
imunodeprimidos ou ndo, tem levado a busca de antifungicos com melhor espectro / atividade
frente as estas leveduras (SANCHEZ et al, 1992; SAAG et al, 2000). Entretanto, as
recomendagdes para a primeira linha de antifingicos nao tem sofrido modificagdes por mais de
uma década e estdo baseadas na indugdo, consolidagdo e manuten¢ao do esquema utilizado
desde 1997, mostrando o efeito sinérgico entre anfotericina B e flucitosina para erradicagdo da
infeccdo quando comparada a utiliza¢do de anfotericina B em monoterapia (WILLIAMSON et
al, 2017).

Devido ao aumento da incidéncia da criptococose por C. neoformans acometendo
pacientes com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida, houve acréscimo no uso dos “azo6is”
para o tratamento, assim como seu uso profilatico, podendo desencadear o desenvolvimento de
resisténcia (PAPPALARDO et al, 2003).

Em razao da predominancia do isolamento de C. gattii como agente primario dessa
patologia em individuos higidos, apresentando graves quadros de meningite, ¢ recomendavel
que laboratorios possam estar aptos a implantagdo dos métodos de determinagdo do perfil de
susceptibilidade in vitro para C. neoformans e C. gattii no que diz respeito aos diferentes
antifngicos. Este procedimento pode ser util para avaliar a eficacia do tratamento e também
acompanhar a evolug¢ao da doenca (PERKIS et al, 2005; SOUZA et al, 2005; MORETTI et al,
2008; WILLIAMSON et al, 2017).
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Apesar da recente melhoria dos recursos diagndsticos para identificacdo dos agentes C.
neoformans ¢ C. gattii, ainda nao existem estudos que nos permitam conhecer os perfis
moleculares associados ao perfil clinico epidemiologico dos pacientes acometidos por
criptococose no estado de Mato Grosso. No entanto, Hospital A, que atua como referéncia para
internagdo dos pacientes HIV positivos demanda com frequéncia vérios casos clinicos de
criptococose em pacientes tanto HIV positivos como HIV negativos. De igual forma, o
CERMAC (Centro de Referéncia para Alta e Média Complexidade) considerando o perfil de
atendimento ambulatorial, também tem demandado numerosos casos de pacientes HIV
positivos, os quais, em algum momento da infec¢do pelo virus, apresentam acometimento de
SNC por C. neoformans, posteriormente encaminhados ao Hospital A. Ja, no municipio de
Varzea Grande, o Hospital B representa o servigo de saude de referéncia para internagao destes
pacientes.

Este trabalho consistiu na descricdo do perfil clinico-epidemiologico dos pacientes
atendidos nos Hospitais A e B, correlacionando-o com os tipos moleculares circulantes no
estado, previamente caracterizados a partir do isolamento das leveduras do complexo
Cryptococcus provenientes de pacientes acometidos por criptococose.

A regido Centro Oeste conta com grande atividade de extracdo e exportagdo de madeira,
além da predominéncia da agropecudria, o que servird como base ao conhecimento da situagao
local e para comparagao com os dados das demais regides do Brasil e de outros paises, bem
como para estudos de acompanhamento e vigilancia da criptococose nesse rico cendrio
geografico, representado pelo Cerrado, Pantanal e Amazonia, que constitui inquestionavel
biodiversidade.

Além disso, representara o estado de Mato Grosso trazendo os primeiros resultados para
a composi¢ao do perfil clinico-epidemiologico e molecular da rede Criptococose Brasil,

organizada e liderada pela equipe da FIOCRUZ (RJ), divisdo de micoses sistémicas.
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3.1 Criptococose

Criptococose (torulose, blastomicose européia, doenga de Busse-Buschke) ¢ uma
infeccdo fungica de natureza sistémica, de porta de entrada inalatoria, causada por espécies do
complexo Cryptococcus. O género Cryptococcus apresenta 39 espécies descritas, sendo
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii agentes etiologicos mais comuns da
criptococose humana e animal, havendo também casos mais raros diagnosticados por outras
espécies, como C. laurentii e C. albidus. Apresentam tropismo pelo sistema nervoso central,
respiratdrio e tegumentar (ROZEMBAUM et al, 1994; LACAZ et al, 2002).

O primeiro relato de criptococose humana foi descrito em 1894 por Otto Busse e
Abrham Buschke. O fungo foi isolado em uma lesao na tibia de uma mulher com 31 anos de
idade. No mesmo ano, Francesco Sanfelice isolou pela primeira vez essa levedura capsulada
em suco de péssego fermentado denominando-a de Saccharomyces neoformans. Este trabalho
representou o marco inicial dos estudos sobre criptococose (LACAZ et al, 2002).

Em 1901, o micologista Vuillemin classificou as leveduras isoladas por Busse (1894) e
Sanfelice (1894) como género Cryptococcus, devido a auséncia de ascoporos em virtude da
fermentacdo de carboidratos, caracteristicas do género Saccharomyces, as quais foram
denominadas de Cryptococcus hominis e C. neoformans (KWON-CHUNG et al, 1987).

As manifestagdes clinicas mais graves afetam o sistema nervoso central, sendo uma de
suas principais formas a meningoencefalite, responsavel por grande morbidade e mortalidade
entre pacientes com AIDS (ROZEMBAUM et al, 1994; JARVIS et al, 2007).

A pneumonia nem sempre manifesta sinais clinicos. J& a meningite e meningoencefalite
sdo as formas clinicas mais comuns da doenga (CALVO et al, 1991; ROZEMBAUM et al,
1994; MITCHELL & PERFECT, 1995).

Grandes criptococomas pulmonares e cerebrais sdo mais comumente associados a
infeccdo por C. gattii (CALVO et al 1991; ROZEMBAUM et al, 1994; MITCHELL &
PERFECT, 1995; PAPPALARDO et al, 2003).

3.2 Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii: aspectos fenotipicos

3.2.1 Aspectos fenotipicos

As espécies pertencentes ao complexo Cryptococcus sao caracterizadas como leveduras
encapsuladas arredondadas ou ovaladas, medindo cerca de 3 a 8 milimetros de didmetro,

apresentando brotamento tnico ou multiplo.
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C. neoformans e C. gattii sao considerados os agentes etioldgicos mais comuns da
criptococose. O complexo inclui as leveduras C. neoformans var. grubii (sorotipo A), C.
neoformans var. neoformans (sorotipo D), o hibrido C. neoformans (AD) e C. gattii (sorotipos
B e C). Asespécies C. gattii e C. neoformans apresentam diferentes aspectos relacionados as
suas caracteristicas epidemioldgicas, habitat natural, manifestagdes clinicas da doenca e
resposta a terapia antifungica (CASEDEVALL & PERFECT, 1998; CHEN et al, 2000).

Macroscopicamente, as colonias de leveduras do género Cryptococcus, semeadas em
agar-Sabouraud e/ou extrato de malte incubado a 25°C, apresentam-se como coldonias
brilhantes, viscosas e imidas, com tonalidade creme. Apds um més, as colonias apresentam-se
com textura mucdide e aspecto de leite condensado, em virtude do metabolismo dos
carboidratos, que nao sdo fermentadoras e sim assimilativas, detendo capacidade de utilizar
inositol como unica fonte de carbono. O C. neoformans desenvolve-se bem a temperatura de
37°C, apresentando rapido crescimento, diferente do C. gattii, que nessa temperatura apresenta
crescimento lento, ndo formando micélio e nem pseudomicélio (KWON-CHUNG, BENNETT,
1992; MITCHELL & PERFECT, 1995; LACAZ et al, 2002).

Vale ressaltar que as leveduras pertencentes a este género sdao capazes de produzir
melanina através da enzima — fenoloxidase, presente na parede celular, com capacidade de
oxidar substancias fenolicas presentes nos meios de cultura preparados com extratos vegetais
(cenoura, batata) ou sementes de niger (Guizotia abyssinica), produzindo pigmento
amarronzado, tipo melanina. Devido a producao de pigmento pelas colénias de C. neoformans
e de C. gattii semeadas em agar niger, ¢ possivel a diferenciacdo de outras leveduras nao
pertencentes ao género Cryptococcus (DENNING et al, 1990; LACAZ et al, 2002; PEDROSO
et al, 2007).

Baseando-se nos antigenos especificos da capsula polissacaridea, o Cryptococcus
neoformans apresenta cinco sorotipos, (A, B, C, D e AD), subdivididos em trés variedades:
variedade grubii (sorotipo A), variedade neoformans (sorotipo A, D e AD) e variedade gattii
(B e C) (FRANZOT et al, 1997; JARVIS &HARRISON, 2007).

Vérias mudancas ocorreram ap6s o ano de 2006 em relagao a taxonomia deste agente,
posto que, o C. neoformans, que antes compreendia a ordem Filobasidialles, foi reclassificado
a ordem Tremelalles.

Outra alteracdo foi baseada em marcadores moleculares, com a seguinte taxonomia:
espécie C. neoformans com duas variedades, C. neoformans var. grubii (sorotipo A); C.

neoformans var. neoformans (sorotipo D) e hibridos (sorotipo AD), e C. neoformans var. gattii
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— espécie C. gattii (sorotipos B e C) (WANKE et al, 2006; KWON-CHUNG et al, 2006;
MEYER & TRILLES, 2010).

C. gattii foi recentemente reclassificado como um complexo apresentando multiplas
espécies (HAGEN et al, 2015). Estas espécies foram previamente subdivididas em quatro
distintos tipos moleculares, VGI a VGIV, classificadas por varios métodos moleculares (ELLIS
et al, 2000). Cryptococcus gattii (anteriormente denominado VGI) e Cryptococcus
deuterogattii (anteriormente denominado VGII) sdo os tipos moleculares mais frequentemente
encontrados. C gattii/VGI ¢ mais isolado na Australia, enquanto que C. deuterogattii/VGII €
mais comum na América do Sul. Entretanto atualmente esta classificagao tém sido alvo de
criticas por outro grupo de pesquisadores, liderados pela Dra Kwon-Chung, Dr John Perfect e
Dr Wieland Meyer. At¢ o momento, como foi observado no Congresso Internacional de
Cryptococcus e criptococose realizado no Brasil (Foz do Iguagu) em marco do corrente ano,

nao houve consenso entre 0s grupos.

3.2.2 Ciclo biolégico e ecologia das espécies do complexo Cryptococcus

Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii, na fase saprofitica de seus ciclos
biologicos, encontram-se no meio ambiente geralmente associados a material vegetal em
decomposicdo, fezes de aves, ocos de arvores vivas e, interagindo também com outros
microrganismos, como amebas ¢ nematoides (CASEDEVALL et al, 2003).

As referidas espécies sao predominantemente isoladas em sua forma assexuada em
isolados clinicos e ambientais. Em condigdes laboratoriais, ja foi observado que, por serem
basidiomicetos heterotalicos, podem ainda passar para uma fase dimorfica e se transformarem
na forma filamentosa por dois caminhos distintos: conjugacao de células hapldides o e a mating-
type, para produzir filamentos dicaridticos, como também frutificagdo monocariotica, que
produz filamentos e basidiosporos (KWON-CHUNG et al, 1982).

As leveduras do género Cryptococcus apresentam reprodugdo sexuada e assexuada no
seu ciclo de vida. Na fase assexuada ou anamorfa, as leveduras do género Cryptococcus
apresentam-se como células haploides, com envoltério capsular arredondados ou ovalados, ndo
possuindo hifas ou pseudo-hifas. Isolados de Cryptococcus spp semeados em meios de cultivos

classicos, como agar-Sabouraud, ap6s 48 horas de incubagdo as temperaturas de 25 a 37 °C
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apresentaram colonias de coloracdo creme, de aspecto brilhante, textura mucoide e margem lisa
(LACAZ et al, 2002).

A fase sexuada ou teleomorfica ainda ndo foi observada na natureza, sendo obtida
somente por reproducdo em laboratorio, através do cruzamento de duas cepas compativeis
(MATa e MATa) (KWON-CHUNG et al, 1982; CHATURVEDI et al, 2009).

Estudos em modelos animais sugerem que o tipo sexuado o seja mais virulento, bem
como apresenta maior resisténcia aos antifungicos in vitro. Estes dados correlacionam-se com
predominio marcante de C. neoformans MATa em isolados clinicos e ambientais (KWON-
CHUNG & BENNETTI, 1992). A relagdo do tipo sexuado com a viruléncia ¢ uma caracteristica
marcante das espécies do complexo Cryptococcus. Sistemas de regulacdo vinculados ao
cruzamento sexuado, e a capacidade de filamentacdo vém sendo estudados como alvos
potenciais futuros para terapéutica ou profilaxia dessa micose.

A producdo de feromonio ¢ fundamental para a ocorréncia do ciclo sexuado e, em
determinadas condigdes, modula a expressdo de outros genes (CNLA1, CAP59, CAP60,
CAP64), cujas fungdes sdo importantes para a viruléncia, como producao de melanina e de
capsula. Os genes de feromonio sdo distintos para MATa e MATa (KWON-CHUNG, et al,
1982; CHATURVEDI et al, 2009).

O C. neoformans apresenta distribuicao cosmopolita, frequentemente associado as fezes
de pombos, as quais sdo ricas em compostos nitrogenados que favorecem a sobrevivéncia e
multiplicagdo do fungo. E bem resistente a dessecagio e sobrevive melhor protegido de altas
temperaturas e sem exposicao direta a luz solar. Esta levedura ja foi isolada de diferentes fontes
ambientais como igrejas, prédios historicos, pragas, poleiros, grades de gaiolas e viveiros de
aves nas cidades do Rio de Janeiro RJ, Pelotas-RS, Porto Alegre-RS, Campo Grande-MS,
Goiania-GO, Cuiaba-MT (FILIU et al, 2002; HORTA et al, 2002; REOLON et al, 2004;
BARONI, et al 2006; TAKAHARA, 2011).

Outras fontes ambientais, como microfocos ou habitats naturais ja foram encontradas
em madeiras em decomposicao, habitat de morcego, detritos vegetais dentro de ocos de diversas
arvores como Syzyguim jambolanais (LAZERA et al, 1993), Cassia grandis, Senna multijuga,
Ficus microcarpa (LAZERA et al, 1996), Senna siamea (COSTA et al, 2009), Laurus spp,
Pinus spp (ANZAI et al, 2013).

A espécie C. gattii encontra-se presente em folhas, em partes ocas de troncos, em
madeiras em decomposi¢do de arvores pertencentes as espécies australianas Eucalyptus

camaldulensis e Eucalyptus tereticornis, como também nas arvores nativas existentes em
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regides dos continentes de clima tropical e subtropical (SORREL, 2001; RANDHAWA et al,
2003). Varias espécies de C. gattii foram encontradas colonizando ocos de arvores, incluindo
Eucalyptus camaldulensis, na Australia e México (ELLIS & PFEIFFER, 1990; LICEA, et al,
1996), Cattapa terminalia, na Colombia (CALLEJAS et al, 1998).

No Brasil foram encontrados em Syzygium jambolana, Cassia grandis, Senna multijuga,
Ficus microcarpa, Moquilea tomentosa e Guettarda acreana (LICEA et al, 1996; LAZERA et
al, 2000; FORTES et al, 2001), Platymenia reticulata, (ANZAI et al, 2014). Contudo, outras
fontes tém sido demonstradas, como em fezes de morcegos em so6tdos de casas antigas

(LAZERA et al, 1993) e excretas de aves (ABEGG et al, 2006).

3.3 Etiopatogenia

A infec¢@o humana ¢ adquirida através da inalagdo de propagulos infectantes dispersos

no ambiente. Esses propagulos sdo as células das leveduras desidratadas e/ou basidiosporos,
suficientemente pequenos (menores que cinco micrometros de diametro) para o deposito nos
alvéolos pulmonares, promovendo a infeccdo pulmonar primaria. A infec¢do pode ocorrer de
forma assintomatica, ou sintomatica, dependendo da resposta imune do hospedeiro, do tamanho
do in6culo e da viruléncia do fungo e, normalmente, tem resolucdo espontinea
(SUKROONGREUNG et al, 1998; FRASER et al, 2003; LIN & HEITMAN, 2006).
Em alguns casos, a criptococose pulmonar pode mimetizar a tuberculose, apresentando lesdes
nodulares sem calcificagdo e eventual cavitagdo. Outras apresentagdes incluem massa
localizada semelhante a neoplasia e, algumas vezes, manifesta-se como pneumonia, podendo
evoluir para insuficiéncia respiratoria aguda (JONGWUTIWES et al, 2008; MORETTT et al,
2008).

A forma pulmonar ¢ a segunda mais frequente e acomete 35,7% dos pacientes HIV
negativos. Na pneumopatia observa-se febre, tosse, emagrecimento, dor no peito e expectoragao
(MORETTI et al, 2008). Apenas pequena parte dos casos evolui progressivamente, em sua
maioria, os de localizagdo em sistema nervoso central (SNC). Lesdes pulmonares sao
diagnosticadas principalmente quando associadas a lesdao de SNC ou quando se apresentam em
forma pseudo-tumoral (KWON-CHUNG & BENNETT, 1992; LAZERA et al, 2005).

Sdo descritos na literatura trés mecanismos pelos quais o Cryptococcus spp atravessa a
barreira hematoencefalica, atingindo o SNC. O primeiro mecanismo ¢ conhecido como “cavalo
de Troia”, onde a levedura permanece latente no interior das células do hospedeiro, transitando

para outros tecidos sem exposi¢cdo ao sistema imune. Esse mecanismo ja foi descrito para
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diferentes fagocitos mononucleares como macrofagos pulmonares, monocitos circulantes
(FELDMESSER et al, 2000; LEVITZ, 2002). O segundo mecanismo sugere que pode ocorrer
uma transferéncia lateral, onde fagdcitos infectados transferem a levedura para o interior de
células endoteliais dos capilares da barreira hematoencefalica e, no terceiro, as células fungicas
sdo capazes de ultrapassar sozinhas as células endoteliais e, consequentemente, atingir o tecido
cerebral (MITCHELL et al, 1995).

Acredita-se que o neurotropismo contribua para a evasdao ao sistema imune do

hospedeiro e pela grande quantidade de catecolaminas existentes no SNC. Estas servem de
substrato para a enzima fenoloxidase, que os converte em melanina, protegendo, assim, o agente
da atividade oxidante (MITCHELL et al, 1995). Os fatores ligados ao estabelecimento da
criptococose ndo dependem apenas da viruléncia inerente ao fungo, mas também da forma
como este se esquiva da resposta imunoldgica do hospedeiro (BARLUZZI et al, 1998).
Diversos fatores de viruléncia estdo implicados na patogenia do C. neoformans e do C. gattii,
podendo ser destacado a termotolerancia a 37°C, sintese de melanina, presenga de capsula e de
producao de exoenzimas como fenoloxidase, fosfolipases e urease (CAMPOS et al, 1999; LACAZ
et al, 2002; AKHTER et al, 2003).

A termotolerancia (habilidade do fungo de sobreviver e se multiplicar a temperatura de
37°C) ¢ uma propriedade comum dos fungos patogénicos, tais como C. neoformans, H.
capsulatum, Candida spp, S. schenckii, entre outros. Diversos genes sdo necessarios para o
crescimento em altas temperaturas, por exemplo, CNA1 que codifica a calcinerina A
(ALSPAUGH et al, 2000; AKHTER et al, 2003; KRAUS et al, 2003).

A melanina interfere na viruléncia da levedura, com grande tropismo pelo SNC, o qual
¢ rico em catecolaminas como a 3,4- hidroxifenilamina (DOPA). Em varios sistemas biologicos
a melanogénese inicia-se com a oxidagdo da tirosina para DOPA e, ap6s uma série de reagdes,
ocorre a formagdo de melanina como produto final da reagdo. Esse processo ¢ catalisado por
uma lacase. No entanto, outros organismos podem ter a DOPA ou catecolaminas para formar a
melanina através de uma fenoloxidase.

O C. neoformans utiliza catecolaminas do cérebro do hospedeiro para produzir
melanina, protegendo, desse modo, a arginina da a¢do oxidativa, pela remog¢ao dos radicais
livres. As células contendo este pigmento de melanina sdo menos susceptiveis a agdao da
anfotericina B (POLACHECK &KWON-CHUNG, 1982; HOGAN et al, 1996; LACAZ et al, 2002).
No ambiente, a melanina protege a levedura contra a luz ultravioleta, altas temperaturas,

congelamento e descongelamento (WANG et al., 1995; ROSAS & CASADEVALL 1997).
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Mutantes com delecdo da lacase sdo hipovirulentos em camundongo, confirmando o papel da
melanina durante a infecgcao (SALAS et al, 1996).

A presenca da capsula mucopolissacaridea ¢ uma caracteristica distinta, sendo
considerada importante fator de viruléncia antifagocitico e imunodepressor, porque consome
fatores do complemento, absorve e neutraliza opsoninas e anticorpos protetores, além de
promover, ainda, a inibi¢cdo da quimiotaxia de neutr6filos (BARONI et al, 2006).

Essa céapsula ¢ constituida pelos polissacarideos principais, 90-95% de
glucuronoxilomanana (GXM), 5% galactoxilomanana (GalXM) e manoproteinas (MP). GXM
¢ o principal componente da capsula, estruturalmente ¢ uma a-(1,3)-manana com cadeias
laterais de B-(1,2)-4cido glicuronico, B-(1,2)-xilose ou B-(1,4)-xilose. A GalXM consiste de um
a-(1,6)-galactana, com cadeias laterais de oligossacarideos contendo manose, xilose e galactose
(VAISHNAV et al., 1998). A diferenga na estrutura das glucuronoxilomananas de sua parede
celular permitiu a identificagdo dos cinco sorotipos conhecidos. O tamanho da cépsula ¢
determinado pelo gendtipo e pelas condigdes de crescimento oferecidas, sendo que as leveduras
mostram-se em capsulas pequenas quando no ambiente e espessa durante a infec¢ao (KWON-

CHUNG & BENNETT, 1992; HOGAN, et al, 1996).

O Mating type o tem sido relacionado a viruléncia e ao aumento da fertilidade em C.
gattii. A maioria dos isolados ambientais no surto de Vancouver saio MAT o (FRASER et al.,
2003). As exoenzimas fosfolipases e proteinases sdo implicadas como fatores de viruléncia em
leveduras, diretamente relacionadas a invasdo e/ou evasdo do sistema imunoldgico do
hospedeiro, favorecendo a disseminagdo hematogénica e o acometimento das meninges. A
producdo de fosfolipase ¢ capaz de digerir membranas celulares e promover lise celular, além
de destruir substancia surfactante nos pulmoes, facilitando, com isso, a adesdo da levedura
(VIDOTTO et al, 1996; SANTANGELO et al, 1999; KARKOWSKA-KULETA et al, 2009).

As proteinases degradam tecidos do hospedeiro e destroem proteinas imunologicamente
importantes como colageno, elastina, fibrinogénio, imunoglobulinas e fatores do complemento
(CHEN et al, 1996). Essas enzimas sdao produzidas durante a replicacdo da levedura em
macrofagos, causando danos a membrana fagossomal (CAMPOS& BARONI, 1999). As
ureases conferem viruléncia a C. neoformans, visto que mutantes nulos para o gene Urel

apresentam reduzida viruléncia em modelos de infecgdo em camundongos (COX et al, 2001).

3.4 Caracterizacio de leveduras do complexo Cryptococcus
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3.4.1 Caracterizacgao fenotipica

O diagndstico da criptococose baseia-se principalmente na demonstragao das leveduras
capsuladas na amostra clinica, através do exame direto em preparacdes com tinta da China e no
subsequente isolamento em cultura. A diferenciagao das espécies ocorre através de provas
bioquimicas e também por meio de métodos moleculares (SAAG et al, 2000; LACAZ et al,
2002; PAPPALARDO & MELHEM, 2003; PINTO JUNIOR et al, 2006).

As leveduras do género Cryptococcus coram-se por tinta da China ou tinta nanquim
porque durante a realizacdo do exame direto sua capsula ndo permite a penetracao do corante
e, com isso, podem ser visualizadas estruturas que lembram um “céu estrelado”, com o fundo
negro e as leveduras transluminescentes. Pode ser realizado nas mais variadas amostras clinicas
como, por exemplo: liquor, sangue, escarro, lavado broncoalveolar (LBA), urina, secre¢do de
lesdes cutaneo-mucosas, bidpsias, secrecdes prostaticas, pungdes entre outros (SAAG et al.,
2000; LACAZ et al., 2002; PAPPALARDO& MELHEM, 2003; PINTO JUNIOR et al., 2006;
MORENO-SANCHES et al, 2007).

Estas leveduras sdo cultivadas normalmente em 4agar Sabouraud, tanto a temperatura
ambiente quanto a 37°C; crescem de 48 a 72 horas ou at¢ em uma ou duas semanas. Suas
colonias apresentam-se de coloracao creme planas ou ligeiramente elevadas, brilhantes, umidas,
que logo se tornam mucoéides. As colonias de Cryptococcus spp podem ser semeadas em agar
niger (Guizotia abyssinica), com o objetivo de serem diferenciadas de outras leveduras ndo
pertencentes a este complexo, devido a producao de pigmento melanina. O agar niger € rico em
fenois, os quais sdo oxidados pela fenoloxidase sintetizada por este fungo, caracterizando as
colonias com uma coloragao marrom escura.

Segundo a literatura, a maioria das cepas de C. neoformans e C. gattii produz pigmento
marrom quando cultivadas em meios de cultura com substratos fenolicos, enquanto para as
outras espécies, muitas vezes esse fendmeno nao ocorre (HAMILTON & HOLDOM, 1999;
LACAZ et al, 2002; PEDROSO et al, 2007).

Com relag@o as suas caracteristicas fisiologicas e bioquimicas, apresentam prova do
tubo germinativo negativa. O crescimento em meio de cultura contendo cicloheximida ¢
negativo e positivo em agar Sabouraud, temperatura de 37°C. As espécies do complexo
Cryptococcus nao possuem habilidade de fermentar carboidratos, porém, assimilam por
metabolismo oxidativo a glicose, maltose, sacarose e galactose. A capacidade de assimilar
inositol como unica fonte de carbono pode ser ttil para diferenciar das espécies de Rhodotorula

(LACAZ et al, 2002; WINN et al, 2008).
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O teste da urease ¢ uma prova bioquimica utilizada para identificagdo do complexo
Cryptococcus, pois leveduras pertencentes a este complexo sdo capazes de realizar a hidrolise
da uréia, com produgdao de amodnia. A alcalinizagcdo do meio, por este processo, causando a
mudanca do indicador de pH neutro para basico, evidenciando uma coloracao de tom rdseo
intenso. A diferenca existente entre as espécies ¢ a inibi¢do da urease por C. gattii na presenga
de EDTA. Este fato ndo ocorre com C. neoformans (KWON-CHUNG et al, 1982; LACAZ et
al, 2002).

Outra prova bioquimica para diferenciar as espécies C. neoformans e C. gattii ¢ a
quimiotipagem em meio CGB. Este teste ¢ baseado em dois pardmetros metabdlicos, isolados
da espécie C. gattii assimilam a glicina como Unica fonte de carbono e nitrogénio e sdo
resistentes a canavanina. Portanto, o teste positivo ¢ observado quando a cor amarelo-
esverdeada do meio torna-se azul-cobalto, como resultado da alcalinizacdo do meio em
decorréncia da amonia liberada durante a degradacao da glicina C.neoformans nao demonstra

mudanga na coloragdo do meio por ndo usar essa via metabolica (KWON-CHUNG et al, 1982).

3.5 Drogas Antifingicas

Os farmacos antifiingicos atuais podem ser divididos em dois grupos: o primeiro, 0s
antifungicos que ocorrem naturalmente, tais como os polienos e as equinocandinas e o segundo,
os farmacos sintéticos incluindo os azoéis e as pirimidinas fluoradas (MARTINEZ et al, 2006;
RANG et al, 2007).

O grupo das drogas azolicas teve seu uso clinico iniciado em meados da década de 1970,
causando grande impacto no cendrio da terapia antifungica devido a seu largo espectro de agao.
A maior parte das drogas antifungicas que compde o arsenal terapéutico para combate das
infeccdes fungicas disponiveis até 0 momento apresentam como alvo os esterdis da membrana
celular fungica. Estas estruturas se assemelham as células humanas e, portanto, como
consequéncia destas similaridades bioquimicas e fisiologicas, o uso destas drogas antiflingicas
tornam-se limitadas em virtude da toxicidade significativa. Poucos s3o os compostos que
exibem seletividade suficiente para uso nas infecgdes fungicas que acometem humanos

(MARTINEZ et al, 2006; RANG et al, 2007).

3.5.1Polienos
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A anfotericina B tem a¢ao seletiva, ligando-se avidamente as membranas dos fungos e
de alguns protozoarios e, menos avidamente, as células dos mamiferos. Age, ligando-se aos
esterdis da membrana celular do fungo, alterando a permeabilidade da membrana e provocando
extravasamento dos componentes intracelulares. A anfotericina B € ativa contra a maioria dos
fungos e das leveduras e ¢ considerado padrdo-ouro para tratamento das infecg¢des fungicas
sistétmicas (RANG et al, 2007). Para o tratamento das infec¢des fungicas sistémicas, este
farmaco ¢ utilizado por via intravenosa de forma lenta GROLL & KOLVE, 2004; RANG et al,
2007).

A anfotericina B se liga fortemente as proteinas plasmaticas, penetrando pouco nos
tecidos e em membranas, inclusive na barreira hematoencefalica, porém, quando as meninges
encontram-se inflamadas, pode atravessar essa barreira mais prontamente. Sua eliminagdo
ocorre muito lentamente pelos rins, sendo encontrados tragcos deste medicamento na urina por
dois meses ou mais apos o fim da administracdo (FILIPPIN& SOUZA, 2006; RANG et al,
2007).

O efeito adverso mais grave da anfotericina B ¢, sem duvida, a toxicidade renal, pois
algum grau de redugdo da fun¢do renal ocorre em mais de 80% dos pacientes. A hipocalemia
ocorre em 25% dos pacientes, havendo necessidade de suplementagdo de cloreto de potassio.
A hipomagnesemia também pode ocorrer e a anemia pode ser um problema adicional. Outros
efeitos adversos incluem: o comprometimento da fungdo hepatica, a trombocitopenia e as
reacOes anafilaticas. A injecao frequente resulta inicialmente em calafrios, febre, zumbido e
cefaléia e cerca de um, em cada cinco pacientes, vomita. As preparagdes lipossomo-
encapsuladas e, com complexos lipidicos, ndo possuem maior eficicia que o convencional, mas
provocam menos efeitos adversos (MARTINEZ et al, 1998; RANG et al, 2007)

Lipossomas e outras estruturas lipidicas sdo utilizadas para transportar € aumentar o
indice terapéutico de farmacos. Duas formulagdes lipidicas da anfotericina B estdo disponiveis
para uso médico: lipossomal, em dispersao coloidal e em complexo lipidico. Essas preparacdes
apresentam menores efeitos adversos, menor toxicidade renal, mas possuem discreta

hepatotoxicidade (VOS et al, 1995; FILIPPIN & SOUZA, 2006).

3.5.2 Agentes antifungicos sintéticos (azois)

Os azois representam um grupo de agentes fungistaticos sintéticos com amplo espectro

de atividade, baseado nos nucleos imidazol ou triazol. O mecanismo de agdo consiste em
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inibi¢do da enzima fingica do citocromo P450, lanosina 14a-demetilase, que € responsavel pela
conversao do lanosterol em ergosterol, o principal esterol da membrana fungica. A deplegao
resultante de ergosterol altera a fluidez da membrana e, desta forma, interfere na acao das

enzimas associadas a membrana. A deplecdo do ergosterol da membrana reduz os locais de

ligacdo para anfotericina (GROLL & KOLVE, 2004; RANG et al, 2007).

3.5.2.1 Fluconazol

O fluconazol apresenta boa absor¢cdo e pode ser administrado via oral e intravenosa.
Atinge grandes concentra¢des no liquido cefalorraquidiano e nos liquidos oculares. Apresenta
meia vida de aproximadamente 25 horas, sendo que 90% sao eliminados sem alteragdes na urina
e 10% nas fezes (MARTINEZ, 2006; RANG et al, 2007). Apresenta amplo espectro de a¢do
para leveduras, incluindo Candida spp, Cryptococcus spp, H. capsulatum e P. brasiliensis. E
ativo contra C. albicans, porém cepas de C. krusei e de C. glabrata sao menos sensiveis. Os
efeitos adversos do fluconazol geralmente sdo brandos e incluem nauseas, cefaléia e dor
abdominal. Todavia, lesdes esfoliativas da pele foram relatadas em alguns individuos, presentes
primeiramente nos pacientes com SIDA (MOYSES & FIGUEIREDO, 1996; GROLL &
KOLVE, 2004; MARTINEZ, 2006; RANG et al, 2007).

3.5.2.2 Itraconazol

O itraconazol ¢ um derivado triazolico insoluvel em dgua, altamente lipofilico e ativo
contra dermatoéfitos. Pode ser administrado oralmente, porém, apds a sua absor¢do ocorre
intensa metabolizagdo hepatica. Este farmaco ¢ altamente lipossoltvel e tem uma formulagao
na qual o farmaco ¢ incorporado dentro de bolsas de B-ciclodextrina, estd disponivel e desta
forma pode ser utilizado por via intravenosa. O tempo de meia-vida para administragdo oral ¢
de 36 horas, sendo eliminado na urina (RANG et al, 2007).

Seus efeitos adversos incluem distirbios gastrintestinais, cefalé¢ia e tonturas. Podem
apresentar, em menor proporg¢io, hepatite, hipocalemia e impoténcia. E possivel, também,
ocorréncia de reagdes alérgicas. Ainda ndo foi relatada a inibi¢ao da esteroidogénese, como no
caso do cetoconazol. As interagdes medicamentosas ocorrem como resultado da inibi¢ao de
enzimas do citocromo P450, inclusive interagdes com inibidores de protease que sao utilizados
na terapia antirretroviral ativa (HAART - Terapia Antirretroviral Altamente Ativa) (RANG et
al, 2007).



35

Revisio Bibliografica

3.5.2.3 Voriconazol

Este firmaco mantém as propriedades gerais dos azdlicos, porém bloqueia mais
intensamente a sintese de ergosterol dos fungos filamentosos para os quais chega a ser
fungicida. E fungistatico para espécies de Candida spp, inclusive aquelas resistentes ao
fluconazol, Cryptococcus spp e Trichosporon spp (GUPTA, et al, 1994). Esta droga esta
disponivel para administracdo por via oral, como comprimidos revestidos por pelicula (50 ou
200mg) ou em po, para suspensao oral, bem como uma formulagao intravenosa na dosagem de
200mg, utilizando o veiculo ciclodextrina para solubilizar a droga (BARLUZZI et al, 1998).

A absorcao nao depende de acidez gastrica e apresenta boa biodisponibilidade. Alcanca
niveis inibitorios para fungos no encéfalo e liquido cefalorraquidiano. Por ser excretado e
metabolizado no figado, ¢ necessario ajustar a dose ou evitd-lo, quando hé insuficiéncia

hepatica (BARLUZZI et al., 1998; GROLL & KOLVE, 2004; MARTINEZ, 2006).

3.5.2.4 Fluocitosina

A flucitosina ¢ um antifingico fluorado sintético que apresenta agao fungistatica sobre
diversos fungos, como Cryptococcus spp, Candida spp, Torulopsis spp e Aspergillus spp. E
uma pirimidina, que depois da sua administragdo por via oral, transforma-se dentro da célula
fungica em 5-fluoruracil e, depois, em 5-fluordesoxiuridina. Esse Gltimo comporta-se como um
antimetabolito, que interfere na biossintese normal dos acidos nucléicos e nucleotideos vitais
para o crescimento do fungo, onde atua alterando o RNA do fungo, transformando-o em RNA
fluorado, com a inibicao da sintese proteica (BENNETT, 1977; POLAK & SCHOLER, 1980;
HARRIS et al, 1986; BENSON & NAHATA, 1988; LOYSE et al, 2013).

A flucitosina apresenta rapida absorcdo pelo trato gastrointestinal, distribuindo-se
amplamente pelo organismo, com biodisponibilidade acima de 80% e com ligacdo as proteinas
plasmatica menor que 4%. Atinge concentragdes similares as do plasma (80%) no SNC,
apresentando excelente penetracdo no LCR e também penetra no humor aquoso e ultrapassa a
placenta. Sua meia-vida plasmatica ¢ de 4 horas, mas pode ser prolongada a 24 horas ou mais
em individuos com insuficiéncia renal, pois o farmaco ¢ eliminado por filtragdo glomerular,
com indice semelhante ao da creatinina. Cerca de 90% da droga ¢ eliminada pelos rins. E
apresentada em comprimidos de 500 mg e a dose habitual ¢ de 150 mg/kg/dia via oral,
fracionada em 4 a 6 tomadas diarias (HARRIS et al, 1986; VERMES et al, 2003). A flucitosina
apresenta menos efeitos colaterais que a anfotericina B, mas € possivel a ocorréncia de diarreia,

nauseas e vomitos. E hepatotoxica e mielotoxica (DIASIO et al, 1978; LOYSE et al, 2013).
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3.6 Tratamento da criptococose

Em razdo da alta mortalidade e morbidade provocada pela criptococose, principalmente
acometendo SNC em pacientes HIV positivos, torna-se necessario que a terapia seja instituida
imediatamente apos diagnostico (MITCHELL & PERFECT, 1995). As formas assintomaticas
diagnosticadas esporadicamente podem ser autolimitadas. Ja as formas pulmonares primarias,
em pacientes higidos, ndo requerem tratamento, a ndo ser uma conduta expectante por parte do
clinico, com monitoramento.

Entretanto, em pacientes portadores de imunossupressio, com manifestagdes
pulmonares primarias ou secundarias, as infeccdes do SNC devem ter a conduta terapéutica
semelhante a da neurocriptococose (MORETTTI et al, 2008). Nas formas graves, principalmente
de SNC, seja o paciente infectado ou ndo pelo HIV, a fase de inducdo tem por objetivo
negativacao ou reducao efetiva da carga fungica, tendo como periodo minimo de tratamento o
lapso de duas semanas. A fase de consolidagao, que compreende a manutencao de negatividade
micoldgica e a normalizac¢do de parametros clinicos e laboratoriais, deve se dar por pelo menos
oito semanas. Segue-se a fase de supressao, também chamada de manutencao, por minimo um
ano, com tempo adicional variando de acordo com a condi¢ao do estado imune do hospedeiro
(MORETTI et al, 2008).

O tratamento da neurocriptococose baseia-se na terapia inicial com anfotericina B 0,7 a
Img/kg/dia IV, associada a fluocitosina: 100mg/kg/dia VO, dividida em quatro doses, por 2
semanas. A consolidacdo, fluconazol 400mg/dia VO, por 6 a 10 semanas. O fluconazol
apresenta boa atividade antifingica contra C. neoformans (MORETTI et al, 2008). Ja existem
relatos na literatura de resisténcia de C. neoformans ao fluconazol e também a anfotericina B.
(LOZANO-CHIU et al, 1998; SAR et al, 2004; PERKINS et al, 2005).

O fluconazol tornou-se o medicamento eleito na quimioprofilaxia secundaria de
pacientes recuperados de um evento de meningite criptococdcica (GOLDMAN et al, 2001;
LIFSON et al, 2006). No entanto, existem relatos na literatura de aparecimento de resisténcia
ao fluconazol e itraconazol durante a terapia de manutencao (JARVIS &HARRISON, 2007).

A tendéncia atual para tratamento da criptococose em pacientes com SIDA na fase
inicial da doenca ¢ a utilizagdo de anfotericina B = 0,7 a Img/kg/ dia, durante as duas primeiras
semanas de tratamento, associado a fluocitosina, 100 mg / kg / dia, seguida por altas doses de

fluconazol = 800 mg / dia, por oito a doze semanas. Na fase de manutengao, ¢ administrado 200
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mg/dia de fluconazol. Com este esquema ha uma significativa redu¢do das taxas de mortalidade
por meningite criptococose em pacientes com SIDA, de 14-25% para 6% (SAAG et al, 2000;
MORETTI et al, 2008).
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4.1 Objetivo Geral

Obter e correlacionar dados clinicos e epidemiologicos dos isolados das espécies do

complexo Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii com o perfil molecular dos mesmos

4.2 Objetivos Especificos
o Obter através de levantamento em prontudrios médicos, dados clinicos a partir
da utilizagdo da ficha epidemiologica da rede Criptococose Brasil referentes aos isolados

selecionados provenientes de dois hospitais publicos (Hospital A e Hospital B).

o Comparar os dados obtidos em Cuiabd e Varzea Grande, com outros estudos

nacionais (composicao da rede criptococose Brasil) e internacionais.

o Associar as caracteristicas clinicas e epidemioldgicas dos pacientes acometidos

aos tipos moleculares previamente obtidos.

J Conhecer a distribui¢@o historica dos casos de criptococose por espécie
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5.1 Tipo de Estudo e periodo

Epidemiologico retrospectivo no periodo compreendido entre Janeiro/2005 a

Abril/2009 e Setembro/2010 a Fevereiro/2014.

5.2 Selecao dos pacientes e dados clinicos

Os pacientes incluidos neste estudo foram subdivididos em HIV positivos e HIV
negativos e procedentes de dois hospitais publicos denominados A e B, correspondendo aos
municipios de Cuiaba e Varzea Grande. Este estudo foi submetido ao comité de ética em
pesquisa envolvendo seres humanos do Hospital Universitario Julio Muller (HUJM) e aprovado
sob o niimero de parecer 888/CEP/HUJM/2010.

Os dados clinicos foram obtidos através da revisao de prontuarios, seguindo ficha
epidemiologica especifica (Rede Criptococose Brasil) previamente elaborada, para identificar
o perfil clinico-epidemiologico dos pacientes acometidos por criptococose e respectiva

correlacdo aos tipos circulantes do complexo Cryptococcus no estado de Mato Grosso.

5.3 Isolados clinicos obtidos de distintos materiais biolégicos provenientes de
pacientes HIV positivos e negativos com criptococose

Encontram-se preservados na micoteca do laboratorio de micologia / Investigacdo da
faculdade de medicina da UFMT, e foram caracterizados previamente ao nivel molecular pela
Dra. Olivia Cometti Favalessa em sua tese de doutorado, apresentada ao PPGCS — FM/UFMT

em outubro- 2014.

5.4 Analise estatistica

Utilizou-se o software Stata versdao 12.0 (College Station, TX, EUA) para realizar a
descricdo da amostra por frequéncias relativas e absolutas das variaveis independentes, bem
como, testar a associacdo entre as variaveis independentes e a varidvel desfecho 6bito por

andlises bivariadas e multiplas por meio da regressdo de Poisson com varidncia robusta,
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estimativa da razdo de prevaléncias (RP) e respectivos intervalos de confianga (IC95%).
Somente as variaveis independentes com p<0,20 na analise bivariada foram incluidas na analise
multipla. O modelo final foi composto por variaveis que permaneceram associadas ao desfecho
ao nivel de 5%, e/ou aquelas mantidas como variaveis de controle. O teste de Hosmer-

Lemeshow foi utilizado para avaliar a qualidade do ajuste do modelo aos dados observados.
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Foram identificados 51 pacientes com criptococose no periodo analisado, sendo 62,7%
(n=32) do sexo masculino e 37,8% (n=19) do sexo feminino, com idade média igual a 37,9 anos
(I1C95%=34,2-41,7), cor branca 41,2% (n=21), residentes em zona urbana 87,0% (n=40) e zona
rural 13,0% (n=6). Em relacdo a ocupacao, foram autonomos 25,5% (n=12), do lar 19,1% (n=9),
estudantes 14,9% (n=7), trabalhadores rurais 8,5% (n=4), mecanicos 4,3% (n=2), trabalhadores
da construcao civil 4,3% (n=2) ¢ outros 23,4% (n=11).

Dentre as comorbidades relatadas, foram observadas: SIDA 62,7% (n=32), tabagismo
27,4% (n=14), etilismo 11,8% (n=6), tuberculose 5,9% (n=3), hipertensdo arterial sistémica
5,9% (n=3), hepatites virais 3,9% (n=2), diabetes melitos 2% (n=1), corticoterapia 2% (n=1).

Os principais sintomas foram: cefaleia 78,4% (n=40), febre 74,5% (n=38), émese 66,7%
(n=34), astenia 35,3% (n=18), alteracdo de consciéncia 25,5% (n=13), convulsdo 23,5% (n=12),
tosse produtiva 19,6% (n=10), fotofobia 13,7% (n=7), anorexia 13,7% (n=7), diarreia 11,8%
(n=6), hiporexia 7,8% (n=4), déficit focal 5,9% (n=3), mialgia 5,9% (n=3), artralgia 5,9%
(n=3), visdo dupla 3,9% (n=2), visceromegalia 3,9% (n=2), déficit motor 3,9% (n=2), dispneia
3,9% (n=2), rigidez na nuca 2% (n=1), turvacdo visual 2% (n=1), amaurose 2% (n=1),
sonoléncia 2% (n=1), anasarca 2% (n=1).

Foram observadas as seguintes médias: escala de Glasgow 11,7 (IC95%=5,9-17,4),
temperatura axilar 36,9°C (IC95%=36,4-37,3), pressdo arterial sistolica 116,8 mmHg
(IC95%=111,7-121,9), pressao arterial diastolica 71,6 mmHg (IC95%=67,5-75,7), frequéncia
cardiaca 86,9 bpm (1C95%=81,5-92,3), frequéncia respiratoria 21,2 rpm (1C95%=18,9-23.4).

Foi realizada puncao lombar 74,5% (n=38), sendo o LCR de 68,8% (n=22) de aspecto
claro e 31,2% (n=10) turvo. A celularidade média foi igual a 59,8 (I1C95%=20,6-98.,9),
polimorfonucleares 26,9 (IC95%=11,0-42,7), mononucleares 66,8 (1C95%=51,7-81,8), glicose
31,2 (IC95%=23,6-38,8), proteina 31,8 (IC95%=17,7-45,9), hemacias 11,3 (IC95%=7,1-15,5).

Foram observadas as seguintes taxas de positividade: escarro 100,0% (7/7), cultivo de
tecido 100,0% (1/1), LCR nanquim 91,2% (31/34), hemoculturas 75% (9/12), da cultura de
LCR de 63,6% (7/11).

Cryptococcus neoformans foi isolado em 72,5% (n=37) dos pacientes, sendo 97,3%
(n=36) do tipo molecular VNI e 2,7% (n=1) VNII; e C. gattii em 27,5% (n=14) dos pacientes,
sendo 100,0% (n=14) do tipo molecular VGII. Com relagdo as formas clinicas, foram
observadas: neurologica 74,5% (n=38), disseminada 15,7% (n=8), pulmonar 7,8% (n=4), lesdo
cutinea) 2,0% (n=1).

A principal droga antifingica utilizada no tratamento foi a anfotericina B 92,1% (n=35).

A dose média foi igual a 704,3 mg (IC95%=521,2-887,5). O tempo médio entre a manifestacao
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dos primeiros sintomas e o inicio do tratamento foi igual a 29,1 dias (IC95%=17,9-40,2). Na
consolidacdo 86,9% (n=20) fizeram uso do antifingico fluconazol, com dose média igual a 310
(1C95%=253,4-366,5). Do total de pacientes, foram a dbito 45,8% (n=22), sendo a criptococose
a causa direta do 6bito em 90,0% dos casos (n=18) nos prontudrios onde foi possivel localizar
essa informagao.

Entre os pacientes que ndo foram a 6bito, houveram as seguintes sequelas: alteracdo
cognitiva 19,2% (n=5), perda parcial ou total da visao 7,7% (n=2) e déficit motor 7,7% (n=2).

As andlises bivariada e multipla estdo apresentadas na tabela 1.

A glicose média no LCR colhido na puncao foi estatisticamente diferente (p=0,006) e
menor entre os pacientes que foram a 6bito (Média=23,0; 1C95%=17,5-28,5) do que entre os
pacientes que nao foram a obito (Média=36,3; 1C95%=29,9-42.8).

Nao houve diferencga estatistica entre a média de idade e o desfecho criptococose por C.
neoformans ou C. gattii (p=0,06); também nao houve para a temperatura axilar com o mesmo
desfecho (p=0,07), para dose média utilizada no tratamento (p=0,78), para frequéncia cardiaca
(p=0,45), frequéncia respiratéria (p=0,66), para pressao arterial diastélica média (p=0,17).
Entretanto, houve diferenca estatistica entre a pressao arterial sistolica média de pacientes com
criptococose por C. neoformans comparado com a criptococose por C. gattii (p=0,04).

O tempo médio entre a manifestacdo dos primeiros sintomas e o inicio do tratamento

foi estatisticamente semelhante tanto para C. neoformans quanto para C. gattii (p=0,51).

Tabela 1. Caracteristicas de pacientes HIV-positivos e HIV-negativos com criptococose.

HIV-positivo  HIV-negativo

Variaveis n (%) RP 1C95% p-valor
(n=32) (n=19)
Demograficas
Idade (anos) * - 39,9 34,8 - - 0,19
(36,9-42,9) (26,2-43,3)
Sexo, masculino 32 (62,7) 21 (65,6) 11 (57,9) 1,13 0,72-1,79 0,58
Cor, Branca 21 (41,2) 13 (40,6) 8(42,1) 0,98 0,63-1,50 0,92
Moradia, urbana 40 (86,9) 26 (89,6) 14 (82,3) 1,30 0,56-2,99 0,48
Comorbidades
Diabetes 1(1,9) 1(3,1) 0 1,61 1,29-2,00 1,00
Corticoterapia 1(1,9) 1(3,1) 0 1,61 1,29-2,00 1,00

Etilismo 6(11,8) 5(15,6) 1(5.3) 1,39 0,90-2,13 0,39



Tuberculose
Hipertensao
Tabagismo

Hepatite

Sinais e Sintomas

Febre

Emese

Respiratorio
Oftalmolégico
Neurologico
Temperatura axilar *
Pressao arterial
sistolica *

Pressio arterial
diastoélica *

Frequéncia cardiaca *

Frequéncia
respiratoria **

LCR parametros

Puncio realizada
Aspecto turvo

Total de células **
Polimorfonuclear **

Mononuclear **

Glicose * - mg%

Proteina ** - mg/L
Hemacias **
india ink positivo

Cultura positiva

Hemocultura positiva

Escarro positivo

3(5,9)
3(5,9)
14 (27.4)

2(3,9)

38 (74,5)
34 (66,7)
11 (21,6)
11 (21,6)
46 (90,2)

38 (74,5)

10 (31,2)

31(91,2)
7 (63.6)
9.(75,0)
7 (100,0)

2(6,2)
13,1
11 (34,4)

2(6,2)

23(71,9)
23 (71,9)
8 (25,0)
8 (25,0)

32 (100,0)

37,1
(36,5-37,7)

113,9
(107,6-120,3)

70,3
(65,1-75,5)

88,1
(80,8-95,5)

20
(18-23)

25(78,1)
6 (28,6)
11 (5-150)
28 (10-70)

74 (40-80)

30,1
(23,9-36,3)
23 (15-50)

10 (4-24)
19 (86.4)
6 (66,7)
7 (70,0)
3 (100,0)

1(5.3)
2 (10,5)
3 (15,8)

15 (78.9)
11 (57.9)
3(15,8)
3(15.8)
14.(73,7)

36,5
(35,9-37,1)

122,1
(114,6-129,7)

73,6
(67,3-79,8)

82,7
(74,1-91,3)

20
(18-22)

13
(68,4)

4
(36,4)
50
(3-124)
14
(10-78)
75 (65-90)

33,7
(26,1-41,2)
18 (14-32)

10 (8-11)
12 (100,0)
1 (50,0
2 (100,0)

4(100,0)

1,06
0,52
1,38

1,63

0,87
1,28
121

1,21

1,22

0,61
1,14

0,77

0,46-2,44
0,10-2,59
0,93-2,05

1,31-2,04

0,56-1,36
0,77-2,12
0,78-1,88
0,78-1,88

0,70-2,12

0,46-0,81
0,60-2,17
0,55-1,10

46

0,88
0,55
0,20

0,52

0,74
0,36
0,50
0,50
0,005

0,21

0,10

0,41

0,34

1,00

0,51

0,70

0,91

0,98

0,55

0,64

0,23
0,58
0,54
0,66

1,00
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Espécie
C. neoformans 37 (72,5) 29 (90,6) 8 (42,1) 3,66 1,32-10,1 <0,001
C. gattii 14 (27,4) 3094) 11 (57.9)

Tipo molecular

VNI 36 (70,7) 29 (90,6) 7 (36,8) 4,02 1,44-11,2 <0,001
VNII 1(1,9) 0 1(5,3)
VGII 14 (27,4) 309.4) 11 (57.,9)
Tratamento
Tempo entre o inicio - 24 (1-35) 35 (3-36) - - 0,21

dos sintomas e o inicio

do tratamento (dias)
*%

Anfotericina B 35(92,1) 25 (100,0) 10 (76,9) - - 0,03
Dose no tratamento - 683,7 600,0 - - 0,90
(mg) ** (500,0-750,0)  (500,0-800,0)
Fluconazol 20 (86,9) 12 (80,0) 8 (100,0) 0,60 0,42-0,86 0,53
(consolidacgao)
Dose na consolidacio - 250,0 362,5 - -
(mg) * (157,5-342,5)  (300,3-424,7)
Sequelas
Amaurose 2(7,7) 2(13,3) 0 1,85 1,28-2,67 0,21
Alteracio cognitiva 5(19,2) 4 (26,7) 1(9,1) 1,53 0,84-2,78 0,26
Obito 22 (45,8) 16 (51,6) 6 (35,3) 1,26 0,83-1,92 0,28
Criptococose como 18 (90,0) 13 (92,9) 5(83,3) 1,44 0,35-5,95 0,51
causa

RP, razao de prevaléncia; IC95% intervalo de confianca; * média (IC95%); ** mediana (IQR, intervalo

interquartil); LCR, liquido cefalorraquidiano.
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Tabela 2 — Caracteristicas dos pacientes com criptococose por tipo molecular.

VNI e VNII VGII
Variaveis n (%)

(n=37) (n=14)
Demograficas
Sexo, masculino 32 (62,7) 22 (68,7) 10 (31,3)
Cor, Branca 21 (41,2) 17 (80,9) 4 (19,1)
Moradia, urbana 40 (86,9) 30 (75,0) 10 (25,0)
Comorbidades
Diabetes 1(2,0) 1 (100,0) 0(0,0)
Corticoterapia 1(2,0) 1 (100,0) 0(0,0)
Etilismo 6(11,8) 5(83,3) 1(16,7)
Tuberculose 3(5,9) 3 (100,0) 0 (0,0)
Hipertensao 3(5,9) 1(33,3) 2 (66,7)
Tabagismo 14 (27,4) 11 (78,6) 3(214)
Hepatite 2(3,9) 2 (100,0) 0(0,0)
Sinais e Sintomas
Febre 38 (74,5) 28 (73,7) 10 (26,3)
Emese 34 (66,7) 23 (67,6) 11(32,4)
Respiratorios 11 (21,6) 8 (72,7) 3(27,3)
Oftalmologicos 11(21,6) 9 (8L,98) 2 (18,2)
Neurolégicos 46 (90,2) 35 (76,1) 11(23,9)
Tratamento
Anfotericina B 35(92,1) 27 (77,1) 8(22,9)
Fluconazol (consolidagdo) 20 (86,9) 14 (70,0) 6 (30,0)
Obito 22 (45,8) 17 (77,3) 5(22,7)

RP, razdo de prevaléncia; IC95%, intervalo de confianga; * p<0,05 na analise bivariada.
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Grafico 1 - Distribuicao historica dos casos
de criptococose por espécie
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7. DISCUSSAO
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Discussao

Neste estudo, VNI e VNII foram os tipos moleculares mais comuns, afetando
principalmente os pacientes HIV positivos. A partir da identificacao do primeiro caso de HIV
em Singapura, o qual foi descrito em 1855, o niumero de casos cumulativo em Singapura
diagnosticados com HIV chegou a 7140 até junho de 2016, sendo em maioria constituido por
pacientes pertencentes ao sexo masculino (93%) e 74% incluidos na faixa etaria entre 20 a 49
anos (SINGAPURE, 2016). A constatacdo que a infeccdo pelo HIV era a condi¢do subjacente
na maioria (90,6%) dos pacientes acometidos por criptococose reflete o aumento da infeccao
pelo HIV nos municipios avaliados neste trabalho.

O predominio do sexo masculino (62,7%) € similar aos percentuais descritos em outros
estudos (CHEN et al, 2000; CHAN et al, 2014), provavelmente devido & composi¢do por género
da populacdo de HIV localmente, embora o aumento da exposicdo ambiental, influéncias
hormonais e predisposicdo genética foram sugeridos como fatores adjuvantes (CHEN et al,
2000).

De forma geral os sinais e sintomas mais frequentes no grupo de pacientes com
meningoencefalite criptocococica sdo febre, vomitos e dor de cabeca (CHAN ET al, 2014).
Estes achados foram corroborados neste estudo considerando que do total de pacientes
apresentando comprometimento neuroldgico (n=32), a maioria (n=23) apresentaram febre e
vOmitos. Em 1996, Darras-Jollye e colaboradores relataram que os sinais e sintomas mais
frequentes em 76 pacientes infectados com o virus HIV na Franca foram febre (86%) e dor de
cabeca (30,2%).

Dentre os métodos utilizados para deteccdo das leveduras do complexo Cryptococcus
(C. neoformans e C. gattii), o método da tinta da India apresentou similaridade quanto a eficacia
quando considerados os dois grupos (HIV positivos (86,2%) e negativos (100%). Entretanto,
no trabalho publicado por Chan et al (2014), este mesmo método mostrou-se mais eficaz para
a deteccdo das leveduras no grupo de pacientes HIV positivos. Quando analisamos a
sensibilidade do método, ¢ possivel inferir que as diferengas possivelmente encontradas em
varios trabalhos, algumas vezes ndo concordantes possa estar ndo diretamente associada aos
distintos grupos de pacientes (HIV positivos e negativos), mas sim a carga flingica
possivelmente presente em cada caso clinico avaliado. Em relacdo a cultura do liquor, 63,6%
dos exames realizados por este método apresentou positividade, em concordancia com os
relatos de Darras-Jollye e seu grupo (1996).

Considerando os parametros referentes ao liquor, infelizmente nao foi possivel
recuperar a pressao liqudrica a partir dos prontudrios avaliados, porém foi observado na

literatura que outros autores também nao o fizeram (DARRAS-JOLY et al, 1996), em contraste
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com trabalhos mais recentes (CHAN et al, 2014), onde este parametro foi aferido, mostrando
que pressao de abertura maior que 20cmH»>0 (valor este que reflete hipertensdo intracraniana)
foi constatada em 29 de um total de 50 pacientes HIV positivos e em 5 de um total de 12 HIV
negativos.

Os valores referentes ao total de leucdcitos, glicose e proteinas no liquor descritos por
Chan et al (2014) estiveram dentro da faixa de normalidade de 33 a 58%, sendo similar a outros
estudos (DARRAS-JOLY et al, 1996). Neste trabalho, foi observado que os valores referentes
a glicose estiveram abaixo da faixa de normalidade (45 a 80 mg%), sendo ligeiramente menores
(30,1mg%) para os pacientes HIV positivos, do que para os HIV negativos (33,7mg%). Este
achado esté de acordo com o esperado em casos de meningites fungicas. Entretanto, em relagao
as proteinas, foi observada a condi¢ao de hipoproteinorraquia (para os dois grupos — HIV
positivos e negativos), a qual geralmente pode estar associada a hipertensdo intracraniana,
condicdo clinica comumente associada as meningites fungicas, incluindo a criptococose.

Meningite criptococica pode ser aventada quando a maioria dos parametros liquoricos
se apresentarem negativos ou ainda o teste para antigeno criptococico se apresente negativo.
Nestes casos, infelizmente o prognoéstico ¢ ruim (DIAMOND & BENETT, 1974, CLUMEK et
al, 1989, DARRAS-JOLY et al, 1996).

Em revisdo bastante recente (2017), Williamson e colaboradores relataram que a
duragdo média expressa em semanas, desde o inicio dos sintomas até apresentacao da meningite
criptocdcica € igual a duas semanas para pacientes HIV positivos e seis a doze semanas para os
HIV negativos. Estes autores ainda mencionaram que ocorre o desenvolvimento de sintomas
visuais, tais como: diplopia e diminuicdo da acuidade devido a alta pressdo liqudrica e/ou
envolvimento do nervo optico (MOODLEY et al, 2012). Corroborando estas observagdes de
recente revisdo publicada por este grupo, foi verificado que estiveram presentes sintomas
oftalmologicos nos dois grupos de pacientes avaliados neste estudo (HIV positivos e negativos).
De um total de 32 pacientes HIV positivos, 8 apresentaram sinais oftalmologicos, valor similar
(6 de um total de 50 pacientes) ao registrado por Chan e colaboradores (2014). Da mesma
forma, apenas 3 pacientes de um total de 19 pacientes HIV negativos exibiram os mesmos
sintomas, valor também proximo ao descrito pelos mesmos autores (1 de um total de 12
pacientes HIV negativos). Interessante notar que o niimero total de pacientes procedentes de
Mato Grosso avaliado (n=51), foi similar ao do grupo de pesquisadores de Singapura (n=62),
sendo observado paralelismo entre varios parametros analisados.

O diagnostico e tratamento no grupo de pacientes HIV positivos foram instituidos mais

precocemente no Hospital Tan Tock Seng em Singapura em relagdo ao grupo de HIV negativos,
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devido a consideracdo inicial e exame precoce para criptococose ser comumente realizado no
grupo de pacientes HIV positivos. No que se refere ao tratamento, neste mesmo hospital o
azolico fluconazol foi mais frequentemente utilizado para o grupo de pacientes HIV negativos,
devido a predominancia do comprometimento respiratorio quando comparado a infeccao no
SNC, a qual requer tratamento com anfotericina B. Para o grupo de pacientes oriundos de Mato
Grosso, a anfotericina foi a droga mais utilizada para 25 de um total de 29 pacientes HIV
positivos infectados por C. neoformans. O fluconazol foi utilizado como consolidagdao do
tratamento para 12 pacientes HIV positivos. Anfotericina B também foi utilizada para o
tratamento de 10 de um total de 19 pacientes HIV negativos, lembrando que C. gattii foi mais
isolado (n=11) do que C. neoformans (n=8) neste grupo.

A despeito dos avangos em cuidados médicos e acesso a terapia antirretroviral
(HAART), ndo tem sido verificado decréscimo na mortalidade em paralelo.

Quando consideradas as comorbidades (diabetes, tuberculose, hepatites, hipertensao,
corticoterapia) avaliadas neste estudo, foi possivel observar que o nimero de casos tanto nos
dois grupos de pacientes avaliados foi extremamente reduzido, sendo etilismo e tabagismo as
mais frequentes em se tratando de pacientes HIV positivos. De forma similar, Chan et al, em
2014, relataram pequeno ntimero de casos compreendendo doengas reumatologicas, diabetes
melitus, cirrose hepatica, doengas renais, e corticoterapia, porém com frequéncia ligeiramente
superior no grupo de pacientes HIV negativos, em contraste com os achados dos hospitais mato-
grossenses.

No que tange ao complexo C. gattii, em que pese as discussdes taxondmicas atualmente
acirradas envolvendo o grupo do pesquisador Hagen da Holanda, e outros de diferentes
localidades mundiais (Estados Unidos, Australia, Canada, Italia, Inglaterra, Alemanha, China e
Brasil), € consenso que C. gattii tem progressivamente acometido pacientes HIV negativos com
predominio do tipo molecular VGII, de acordo com os resultados registrados por Chan et al
(2014). Em outro estudo realizado na Malasia em 2009 por Tay, foi demonstrado que de oito
isolados avaliados, metade foi caracterizado como VGI e a outra metade como VGII. Ja no
Sudeste da Asia, a maioria dos isolados procedentes da Tailandia foram caracterizados como
VGII (n=13) e apenas um como VGI. Estes dados sdo contrastantes com o Vietnam, onde a
maioria dos isolados (n=12) foram classificados como VGI e apenas um foi caracterizado como
VGII (TAYLOR et al, 2002). Os resultados encontrados a partir dos isolados procedentes de
Cuiabd e Varzea Grande em Mato Grosso, evidenciaram o predominio absoluto do tipo
molecular VGII presente em maioria em pacientes HIV negativos, estando de acordo com

outros estados brasileiros que o apontam como predominante.
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Em 2014, Souto em sua dissertagdo de mestrado (dados ainda ndo publicados),
avaliaram cepas de C. gattii preservadas na FIOCRUZ (RJ) utilizando a técnica de MLST. Das
172 cepas analisadas da Colecao de Fungos Patogénicos (CFP-IPEC), foram encontradas 111
de C. gattii sendo 85 identificadas como tipo molecular VGII € 26 como VGI. A andlise MLST
foi realizada em 85 cepas VGII, das quais 75 eram amostras de origem clinica e 10 eram de
origem ambiental. As cepas foram oriundas de 4 regides do Brasil e foram isoladas no periodo
de 1989 a 2010, sendo 30 cepas da regiao Norte (AM, PA e RR), 39 da regiao Nordeste (PI e
BA), 9 do Centro-Oeste (MS) e 7 do Sudeste (RJ e SP). Nao foram encontradas amostras VGII
dentre as cepas da regido Sul preservadas na CFP. Estes dados refor¢am o predominio do tipo
molecular VGII no Brasil, em concordancia com os resultados obtidos nos hospitais mato-
grossenses para os 11 isolados de C. gattii provenientes de pacientes HIV negativos.

A disseminac¢ao da criptococose ¢ comum, embora o quadro de meningoencefalite seja
muito frequente em pacientes HIV positivos. Do total de pacientes avaliados neste estudo
(n=51), 9 apresentaram quadro disseminado revelado por positividade em hemoculturas. Ja nos
pacientes HIV negativos ¢ observada heterogeneidade de sintomas clinicos, os quais sao muito
dependentes da resposta imune e das diferengas genéticas entre as cepas causadoras da infecgao
criptococica (WILLIAMSON et al, 2017).

Anteriormente, pacientes HIV negativos saudaveis infectados por C. neoformans ou C.
gattii apresentavam um curso mais cronico da meningite criptocococica, sem febre, e isso
infelizmente contribui para o retardo do diagnéstico (WILLIAMSON et al, 2017). Nos dois
grupos avaliados neste trabalho, febre constituiu um sintoma bastante frequente (presente em
38 de um total de 51 pacientes), sendo assim uma das evidéncias clinicas, apesar de inespecifica
que suscita provavel infeccdo e busca pelo diagnostico laboratorial. Sequelas inflamatorias,
incluindo hidrocefalia, podem estar presentes no momento do diagnostico ou ocorrer durante o
periodo do tratamento, e geralmente sdo mais registradas para C. gattii do que para C.
neoformans, talvez pelo fato de que a infec¢@o por C. gattii induz a secrecao de altos niveis de
citocinas pro-inflamatdrias quando comparada a causada por C. neoformans (MITCHELL et
al, 1995; SCHOFFELEN et al, 2013).

Cumpre-nos ressaltar aspectos importantes referentes ao achado observado neste
trabalho quanto ao 6bito tendo a criptococose como causa, € sua relacdo com os fatores
prognoésticos. Uma andlise recente realizada com mais de 500 pacientes HIV positivos e
meningite criptococica confirmou os fatores associados aos prognoésticos ruins, sendo os mais
importantes destes a alteracdo do estado mental e a carga fungica presente, representada por

unidades formadoras de colonias. Adicionalmente, a resolu¢do do processo infeccioso, o qual
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depende da eficacia da resposta terapéutica e resposta imune esta associada aos resultados a
serem obtidos (BICANIC et al, 2009; JARVIS et al, 2014). Da mesma forma em pacientes HIV
negativos a alteracao do estado mental e a carga flingica sdo importantes fatores prognoésticos.
Ainda, marcadores de resposta inflamatdria pobre, tais como baixa contagem de leucécitos no
liquor, auséncia de dor de cabega, neoplasias hematologicas e doengas renais tém sido
associados a péssimos prognosticos (CHEN et al, 2012).

Muito recentemente (2016), Medaris e colaboradores registraram 5 casos de
osteomielite tendo como agente etiologico, C. neoformans. Esta manifestacao clinica ¢ rara,
sendo relatados por estes mesmos autores 84 casos da literatura até o momento. Esta
apresentacao clinica merece aten¢do no que se se refere ao esquema terapéutico adotado (pelo
menos 12 meses de tratamento), além de debridagao cirurgica quando indicada. Alguns autores
recomendam a utilizacdo de fluconazol em monoterapia quando ndao houver sinais de
disseminag¢do da infeccdo ou doenca em SNC; outras formulagdes lipidicas de anfotericina B e
flucitosina. Nenhum dos casos de osteomielite causados por C. neoformans foi oriundo do
Brasil, como também neste trabalho ndo houve nenhum registro no que se refere a esta rara
apresentacao da doenca.

Em conclusdo, as caracteristicas clinicas associadas aos perfis moleculares encontradas
nos dois grupos de pacientes avaliados neste estudo revela o perfil epidemioldgico local e
suscita a importancia do conhecimento destes parametros, considerando que a criptococose nao
¢ doenca de notificacdo compulsoéria no estado de Mato Grosso. A consolidacdo da rede
criptococose Brasil deverd fornecer ao longo dos proximos anos dados procedentes de cada
estado permitindo ao longo do tempo o conhecimento do perfil molecular global no cenario
nacional, associado ao perfil clinico epidemioldgico de cada servico de saude que a compde.

Em que pesem as limitagdes atuais impostas pela auséncia de recursos para o
desenvolvimento de pesquisas no Brasil, ¢ imperioso buscar implementar nos laboratérios de
apoio a capacitacdo de profissionais para a realizacdo do diagndstico precoce (clinico e

laboratorial), selecionando cepas para posterior identificacao molecular.
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Nos dois grupos de pacientes avaliados, febre constituiu um sintoma bastante
frequente, sendo assim uma das evidéncias clinicas, apesar de inespecifica que

suscita provavel infecc¢ao e busca pelo diagnostico laboratorial.

O tipo molecular (VGII) associado a espécie C. gattii encontrado nos isolados
procedentes de Mato Grosso foi idéntico aquele também circulante em outras

regides do Brasil, especialmente Norte e Nordeste.

A positividade verificada pelo método de cultura para fungos ndo pode ser
considerada como padrdo ouro nem pelo tempo necessario para o diagnostico, como
também pelo percentual encontrado, sendo importante reunir outras metodologias

mais sensiveis para instituicao da terap€utica precoce.

O esquema terapéutico utilizado para pacientes HIV negativos quando infectados
por C. gattii pode ser diferente em distintos servigos, na dependéncia das
manifestagdes clinicas (respiratorias ou neuroldgicas) observadas neste grupo de

pacientes.

A carga fungica de leveduras do complexo Cryptococcus representa parametro
importante no que se refere a positividade do método laboratorial diagnostico,
podendo diferir em sensibilidade de acordo com a qualidade do servigo de apoio

diagnostico.

O perfil clinico-epidemioldgico dos servigos avaliados em geral esta de acordo com
a literatura, apenas com pequenas diferencas no que tange aos percentuais
detectados para co-morbidades, sintomas, formas clinicas presentes, provavelmente
devido a carga fingica responsavel por cada quadro clinico, viruléncia da cepa,

como também a resposta imune peculiar dos distintos pacientes.

A distribui¢do histérica das espécies aponta predominio de C. neoformans em
relagdo a C. gattii; entretanto vale ressaltar pico atingido (ilustrado no grafico 1) por

C. gattii em 2011.
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9. PERSPECTIVAS



Perspectivas 59

Insercdo dos resultados obtidos neste trabalho junto a rede criptococose Brasil
coordenada pela Dra. Marcia Lazera (FIOCRUZ RJ), permitindo a comparagdo com outros
centros regionais no que se refere aos tipos moleculares, perfil clinico epidemioldgico e

realizagdo da técnica de MLST.
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11.1 Ficha Epidemiologica
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CRIPTOCOCOSE
Bloco 1- Identificagao
Unidade de Origem*: Registro: Data de abertura™:
Nome*: Sexo. UM QF
Naturalidade: Nascimento: Idade: ComdB UON QPOAV QA
/ / UIGN
Endereco:
Bairro: Cidade*: Tel.:

Bloco 2- Dados Epidemiologicos

Doenca de Base*
4 IGN Q4 Outro:

U Aids U Diabetes U Neoplasia d Corticosteréide Q Alcoolismo U Tuberculose d Gravidez UNao

Area de Moradia: U Urbana U Rural

Local de Nascimento:

Ocupagio atual:

Ocupagio anterior:

Viagens (locais):

Bloco 3 — Episodio* [ ]data: / /

Inicio das manifestagdes*: / /- Data do diagndstico*: /
U Febre U Cefaléia U Vomitos U Convulsio U Fotofobia U Déficits focais
a Alt.
U Visdo dupla U Estrabismo - U Glasgow U Rigidez de nuca | U Visceromegalias
consciéncia
a
U Tax: U PA UFC U FR Kernig/Brudizinsk | O Adenomegalias

1

O Lesdo pulmonar (descrever):

Pungdo Lombar*: [ Realizada U Nio realizada

Data: / / Registro no Laboratorio

XantocOmico

Aspecto: 1 Claro Q Turvo O Hemorragico U

Celularidade PMN Mono Glicose

Proteina

Hemacias
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Exames Micologicos e sorologicos

apuNAQ
Hemocultura NR Cepa (n°): Escarro UPUONUNR Cepa (n°):
apuNAQ
LCR Cultivo NR Cepa (n°): Urina Nanquim | QP QN O NR
apuNAQ Urina  Cultivo
LCR Nanquim UPUONUNR Cepa (n°):
NR NSA
agpuNAQ
LCR Latex NR Tecido Nanquim | QP QN O NR
Tecido Cultivo | QP U NONR Cepa (n°):
Tratamento e desfecho*
Inicio da Indugao Droga Suspens&o Data Dose Total de AMB
. Motivo
/o 0 AMB QFluco |3 Sim O ;o Mg
Nao
Inicio da
Consolidagao Droga:
/ / U Fluconazol U Outra:

Q Obito (data):

O Alta hospitalar (data):

U Perda de segmento ambulatorial

Causa do 6bito:

A Cripto A Outra

Remissdo dos sintomas clinicos (data):

Seqiielas:

cognitiva

4 Outro:

U Perda parcial ou total da visdao U Hidrocefalia 1 Dificuldade de marcha

U Déficit motor

U Alteragdo

* Campos de preenchimento obrigatorio

Preenchido por:

Data:

Ass.:
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a Resolugdo CNS 1896/86 do Ministério da Sadde para pesquisa envalvendo seres

humanos.

Cuiaba, 10 de Novembro de 2010,

U'fk._,..,_,d_._-._':,ﬁ F~ _,{\-__,_._,_3
y Ferroira Pereira

Profa, Dra. sh@a
Coordenadora do Comité de Etice em Pesquisa’de HUJIM

. Fospital Universitirio Jalio Miller
Avenidn Fernande Corréa do Costn W* 2367 Haiera Ban Esperanga - Cuinbd ~M7T, Brasil
CCBS [ = 1° Pigo — Llniversidode Federul de Mao Crosso

Fone: 65-3615-8254. e=mail: cephupmimepd, ufist br
httpeffwww ufmt bricep_hojm

74



