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RESUMO

Introducdo: A histoplasmose é uma doenca fungica comumente observada em
pacientes com AIDS como uma doenca oportunista negligenciada em muitos paises,
especialmente na América Latina, incluindo o Brasil. Existe importante relacdo com fatores
ambientais, mesmo em areas urbanas, onde a sua incidéncia tem aumentado. Obijetivo:
Descrever as caracteristicas clinico-epidemioldgicas de pacientes com histoplasmose
disseminada e com HIV/AIDS e avaliar a presenca de Histoplasma capsulatum em fontes
ambientais. Métodos: Foi realizada uma revisdo de prontuarios de pacientes com HIV-AIDS
associados a histoplasmose, atendidos na Fundacdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira
Dourado — FMT-HVD, no periodo de 2017 a 2019, assim como a coleta de amostras ambientais
dos domicilios destes pacientes e em outras fontes ambientais. Essas amostras foram
submetidas a técnica de extracdo de DNA utilizando kit comercial PowerSoil e em seguida
analisadas em PCR em tempo real. Resultados: O total de 62 pacientes preencheram 0s
critérios de inclusdo com diagndstico de coinfeccdo AIDS e histoplasmose, o que corresponde
a 4,5% dos casos de AIDS detectados no periodo. Destes, 68% eram do sexo masculino, com
média de idade de 36 anos, baixa escolaridade e em 47% o diagnostico de AIDS e histoplasmose
ocorreu simultaneamente. A mortalidade foi de 45% sendo que 57% destes pacientes néo
faziam uso regular da HAART e apenas 54% chegaram a iniciar o tratamento com Anfotericina
B, ndo sendo mais possivel reverter o quadro clinico, provavelmente devido ao
comprometimento imunolégico que se encontravam, pois 100% dos pacientes que evoluiram
ao Obito tiveram a contagem de células CD4+ < de 100 cél. /mm?. Os principais sintomas
encontrados foram respiratorios, gastrointestinais e o emagrecimento. Os casos estavam
distribuidos de forma ampla na &rea urbana da cidade de Manaus/AM com alguma
predominancia nas regides Norte (29%) e Leste (19%). Foram coletadas 58 amostras
ambientais, divididas entre 12 de domicilios de pacientes com histoplasmose e 46 de outras
fontes ambientais, ndo sendo detectado a presenca de Histoplasma capsulatum em nenhuma
das amostras. Conclusao: A coinfecgdo AIDS/HD é comum e com altas taxas de mortalidade,
e 80% dos pacientes informaram residir em &reas urbanas de Manaus, mesmo que a
histoplasmose epidemiologicamente seja mais comum em areas rurais. Nossos resultados
evidenciam a importancia de mais estudos ambientais para que desta forma seja possivel um
melhor entendimento da ecoepidemiologia da histoplasmose no Amazonas, assim como se
apropriar cada vez mais da técnica de biologia molecular.

Palavras Chave: Histoplasma capsulatum; coinfeccdo AIDS/HD; fontes ambientais;
Amazonas



ABSTRACT

Introduction: Histoplasmosis is a fungal disease commonly seen in AIDS patients as an
opportunistic disease neglected in many countries, especially in Latin America, including
Brazil. There is an important relationship with environmental factors, even in urban areas,
where its incidence has increased. Objective: To describe the clinical and epidemiological
characteristics of patients with disseminated histoplasmosis and HIV/AIDS and to assess the
presence of Histoplasma capsulatum in environmental sources. Methods: A review of the
medical records of patients with HIV-AIDS associated with histoplasmosis, attended at the
Fundacdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado - FMT-HVD, from 2017 to
2019, was carried out, as well as the collection of environmental samples from the patients
houses and other environmental sources. These samples were subjected to the DNA extraction
technique using a commercial PowerSoil kit and then analyzed in real-time PCR. Results: The
utter of 62 patients met the inclusion criteria with a diagnosis of AIDS co-infection and
histoplasmosis, which corresponds to 4.5% of AIDS cases detected in the period. Of these, 68%
were male, with a mean age of 36 years, low educational level and in 47% the diagnosis of
AIDS and histoplasmosis occurred simultaneously. Mortality was 45% and 57% of these
patients did not make regular use of HAART and only 54% started treatment with Amphotericin
B. 100% of patients who died had a CD4+ cell count < 100 cells. /mm3. The main symptoms
found were respiratory, gastrointestinal and weight loss. The cases were widely distributed in
the urban area of the city of Manaus/AM, with some predominance in the North (29%) and East
(19%) regions. Fifty-eight environmental samples were collected, divided among 12 from
patients houses with histoplasmosis and 46 from other environmental sources, with no detection
of Histoplasma capsulatum in any of the samples. Conclusion: AIDS/DH coinfection is
common and has high mortality rates, and 80% of patients reported living in urban areas of
Manaus, even though histoplasmosis is epidemiologically more common in rural areas. Our
results show the importance of more environmental studies so that, a better understanding of
the ecoepidemiology of Histoplasmosis in Amazonas is possible, as well as the increasing use
of the technique of molecular biology.

Keywords: Histoplasma capsulatum; AIDS/DH coinfection; environmental sources;
Amazonas
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1 INTRODUCAO

Histoplasma capsulatum é um dos quatro principais patégenos flungicos que causam
infeccdes oportunistas que afetam os pacientes com HIV/AIDS em estagio avancado (LIMPER
etal., 2017).

A histoplasmose ¢é causada quando hé inalacdo de esporos de Histoplasma capsulatum
var. capsulatum presentes no ambiente. A doenca pode ocorrer por infec¢do priméria ou por
reativacdo enddgena e sua apresentacdo clinica varia de acordo com o grau de
comprometimento imunologico. A forma clinica mais grave dessa doenca € a disseminada
progressiva (PDH), que é mais frequente nos pacientes com AIDS. O acometimento em
pacientes higidos ocorre especialmente nos Estados Unidos e América Latina (MINISTERIO
DA SAUDE, 2017).

No Brasil, antes do surgimento da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), a
histoplasmose era raramente diagnosticada, constituindo uma curiosidade observada apenas em
doentes com linfoma ou outras neoplasias e, esporadicamente, em transplantados renais. Nos
anos de 1980 a 1990, com o advento da AIDS, centenas de casos de histoplasmose, em
particular na forma disseminada, foram observados entre os portadores desta sindrome
(FERREIRA E BORGES, 2009) sendo a infeccdo sistémica oportunista mais frequente
encontrada neste grupo com altas taxas de mortalidade por ser muitas vezes confundida com
outras doencas, como a tuberculose e pneumocistose (BRILHANTE et al., 2012)

No periodo de 1998 a 2006 foi observado que das 125.633 mortes relacionadas a AIDS,
em 10,1% a causa basica associada foi a histoplasmose, 0 que representa a quarta causa de
mortalidade entre as micoses sistémicas. Estudos de séries de casos de histoplasmose em
brasileiros infectados pelo HIV, mostraram uma taxa de mortalidade variando de 26,2 a 47,4%
(DAMASCENO-ESCOURA et al., 2019).

Em 2014 em um estudo realizado na Bahia, 34 pacientes foram registrados com
coinfeccdo de HIV e histoplasmose, e destes 22 vieram a 6bito, o que mostra uma letalidade de
64,7% dos expostos a doenca. Essa alta taxa de letalidade, considerando a histoplasmose como
causa basica, intermediaria ou terminal, pode indicar diagndstico tardio, ja na fase avancada da
doenca (GUARANI et al., 2015). As mortes relacionadas a histoplasmose podem ser bastante
subestimadas, por ser frequentemente confundida com tuberculose e, quando os pacientes ndo
respondem ao tratamento da tuberculose, isso pode levar a um diagnostico incorreto de

tuberculose resistente aos medicamentos. Consequentemente, numerosos casos € mortes por



12

tuberculose associada ao HIV relatados nas estatisticas nacionais de incidéncia e mortalidade
séo de fato causados pela histoplasmose (ADENIS et al., 2018).

O fato de no Brasil a histoplasmose ndo ser doenca de notificacdo compulsoria, torna
extremamente dificil o mapeamento da real distribuicdo deste processo infeccioso, o que
representa um importante problema de satde publica, especialmente em ambientes urbanos
onde morcegos, aves e humanos convivem dentro do mesmo ambiente domiciliar (AMORIM -
CONSELHEIRO et al., 2019), sendo que a presenca de propagulos fungicos nessas areas ja foi
documentada e pode ser importante para explicar os casos clinicos ndo associados a qualquer
exposicdo a outros locais de alto risco para a infeccdo (LEON et al., 2012).

A presenca da populacdo de morcegos insetivoros e frugivoros tem crescido
significativamente nas areas urbanas devido a falta de planejamento para a urbanizacéo,
principalmente no que diz respeito ao desenvolvimento de projetos arquitetdnicos e
paisagisticos, aumentando consequentemente o contato préximo entre morcegos, homens e
animais domésticos (SANTOS et al., 2018).

No Amazonas ha raros dados sobre a ocorréncia do Histoplasma capsulatum no
ambiente e todos sao relatos de Histoplasma capsulatum em animais silvestres (ARIAS et al.,
1982; NAIFF, MOK E NAIFF, 1985; NAIFF et al., 1996) ou em caverna (SILVA, 2021). Para
ambiente urbano e domiciliar ndo h4 estudos.

Considerando toda a problematica relacionada a histoplasmose, dados que contribuam
para conhecer a sua epidemiologia no Amazonas, associados aos diferentes fatores de infec¢éo
sdo importantes na avaliacdo de risco, sobre 0s quais as pessoas podem estar expostas ao
Histoplasma capsulatum, j& que uma vez desenvolvida a doenga a letalidade é alta. Dessa
forma, esse estudo se propde a conhecer o perfil dos pacientes com HIV/AIDS com coinfecgéo
de Histoplasmose disseminada no Amazonas e avaliar os domicilios desses pacientes como

provaveis fontes de infeccdo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Descrever as caracteristicas clinico-epidemioldgicas de pacientes com histoplasmose
disseminada e com HIV/AIDS e avaliar a presenca de Histoplasma capsulatum em fontes

ambientais no periodo de 2017 a 2019.

2.2 Objetivos Especificos

e Descrever e caracterizar os aspectos clinicos, laboratoriais e epidemiologicos da

histoplasmose em pacientes com HIV/AIDS atendidos e notificados na FMT — HVD;

e Investigar o ambiente domiciliar de pacientes com diagndstico de Histoplasmose e
amostras ambientais urbanas como fonte de exposic¢éo ao Histoplasma capsulatum.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Aspectos histdricos e gerais da Histoplasmose

A histoplasmose é uma micose sistémica causada por um fungo dimorfico, o
Histoplasma capsulatum var. capsulatum. A doenca foi pela primeira vez descrita por Samuel
Darling, no Panama, que entre 1905 e 1906 necropsiou trés casos disseminados da doenca, dois
dos quais provenientes da Ilha de Martinica, onde hoje esta micose é reconhecidamente
endémica. Este patologista, durante a sua pesquisa, concluiu erroneamente que se tratava de um
protozoario encapsulado, por se encontrar dentro do citoplasma dos histidcitos, por isso 0 nome
de Histoplasma capsulatum. Em 1913, o brasileiro Henrique da Rocha Lima, em Hamburgo na
Alemanha, concluiu que o agente etioldgico tratava-se de um fungo leveduriforme e somente
em 1934, o microrganismo foi corretamente identificado como um fungo com dimorfismo
térmico (FERREIRA E BORGES, 2009; SILVA et al., 2019; LOCKHART et al., 2021). O
Histoplasma capsulatum var. capsulatum é encontrado em solo, principalmente o solo rico em
excrementos de aves ou de morcegos. Em meio de cultura a temperatura ambiente, H.
capsulatum var. capsulatum cresce como saprofita e apresenta crescimento filamentoso, com
hifas que produzem microconidios (elementos infectantes) e macroconidios tuberculados. Em
meio de cultura a 37°C, H. capsulatum var. capsulatum cresce como um parasita e apresenta-
se como um fungo semelhante a levedura, arredondado, de 2-4 um de diametro (LACAZ,
2002).

A imunologia micol6gica foi desenvolvida apds 1940 com os estudos da
Coccidioidomicose e da Histoplasmose. Em virtude destes estudos, nasceu o conceito de
micose doenca e micose infeccdo. Um novo campo de interesse surgiu por volta de 1950, sob
o titulo de InfeccBes Micdticas Ocasionais (Micoses por Fungos Oportunistas) (OLIVEIRA,
2014).

Atualmente, a histoplasmose é uma das principais infec¢des sistémicas do mundo, com
incidéncia variando de 0,1 a 1 caso por 100 mil habitantes por ano em climas temperados, 10 a
100 casos por 100 mil nos tropicos umidos, e mais de 100 casos por 100 mil em grupos de alto
risco e durante surtos (RODRIGUES et al., 2020) e tem maior prevaléncia nas Américas, sendo
0 Brasil também considerado area endémica, principalmente nas regiées do Nordeste (com
énfase no estado do Ceara) Centro-Oeste, Sul e Sudeste do pais, tendo casos reportados em 19
dos 26 estados Brasileiros, bem como Distrito Federal (figura 01) (BAHR et al., 2015;
ALMEIDA et al., 2019). Em 1978, um levantamento epidemiologico com testes cutaneos de
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paracoccidioidina e histoplasmina em 495 residentes de Coari — AM, j& demonstravam que
essas duas micoses sdo endémicas também nessa regido (MOK e NETTO, 1978).
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Image of Figure 3

Figura 01. Distribuicdo geografica do nimero de casos de histoplasmose reportados no Brasil (1939 —
2018) (Almeida et al., 2019).

Em hospedeiros imunocompetentes, a maioria das infeccdes (mais de 90%) séo
assintomaticas ou autolimitadas; entretanto, em alguns desses hospedeiros, a histoplasmose
pode ser uma doenca pulmonar grave que requer terapia antifingica. Ao contrario, em
individuos imunocomprometidos, essas infeccGes ndo sdo apenas graves, mas resultam em
doenga progressiva com disseminacdo hematogénica e uma variedade de manifestacOes
clinicas. Qualquer 6rgdo pode ser afetado, principalmente pulmdo, medula 6ssea, pele, cérebro,
glandulas adrenais e trato gastrointestinal (ARANGO et al., 2011).

A infeccdo pulmonar priméria dessa micose geralmente apresenta manifestacdes
clinicas inexpressivas e inespecificas, involuindo espontaneamente e, desta forma, ha cura sem
o diagnéstico da infeccdo, mas podem ser reconhecidas por meio de intradermorreacdo com
antigeno especifico ou de achados histopatoldgicos casuais de complexos primarios pulmonares
em pecas cirlrgicas ou de necropsia. Esta hipersensibilidade cuténea, do tipo tardio, aos
produtos do fungo, geralmente persiste por muitos anos (BEZERRA, 2013).
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A forma pulmonar cronica acomete individuos portadores de enfisema pulmonar
centrolobular e enfisema bolhoso, propiciando a colonizacdo do Histoplasma capsulatum
nessas lesdes e pode assemelhar-se a tuberculose pulmonar (AIDE, 2009). Além dessas, a
histoplasmose disseminada € outra manifestacdo da doenca, onde vai ocorrer a disseminacao
hematogénica nos estagios iniciais da infeccdo, seja por primo-infeccdo ou reativacdo
(KAUFFMAN, 2009). Os sintomas de pacientes com histoplasmose nem sempre sdo bem
definidos, uma vez que se assemelha com os de outras doencas respiratorias. Por este motivo,
a deteccdo rapida da histoplasmose é essencial para a definicdo do diagnostico e tratamento
adequado tanto em pacientes imunodeprimidos como em imunocompetentes (PIRES, 2017).

No Brasil, a ocorréncia da histoplasmose tem sido descrita pela observagdo de casos
clinicos autdctones, seja sob a forma de casos isolados ou sob a forma de microepidemias, bem
como pela realizacdo de inquéritos epidemioldgicos empregando o teste cutdneo da
histoplasmina (FREITAS, 2005) cujo os resultados demonstraram expressivos indices de
positividade da infeccdo nas diferentes regides do pais (GUIMARAES et al., 2006). Porém, o
real problema da histoplasmose no Brasil ainda é subestimado, pois as informacdes disponiveis
sobre a doenca provém de relatos e série de casos e/ou revisdes publicadas na literatura, uma
vez que a notificacdo da histoplasmose é obrigatdria em apenas um dos 26 estados brasileiros
(BRASIL, 2013; NASCIMENTO e GOMES, 2018; ALMEIDA et al., 2019).

3.2 Infecgéo por Histoplasma capsulatum

Histoplasma capsulatum cresce no solo enriquecido com nitrogénio, geralmente
associado com guano de passaros e morcegos. Também tem sido encontrado no solo de
galinheiros (NORKAEW, 2013). Apds a ruptura do solo, conidios e/ou fragmentos de hifas sdo
inalados pelo hospedeiro e entdo absorvidos por macréfagos e outras células fagociticas. Uma
vez dentro do hospedeiro, ambos os esporos e filamentos dédo origem a células de levedura, que
evitam a morte por células fagociticas e, em vez disso, replicam-se intracelularmente dentro de
macrofagos e mondcitos (Figura 02) (SIL, 2019). No entanto, H. capsulatum tem muitos
obstaculos a superar para causar lesdo ao hospedeiro, devendo contornar as barreiras da mucosa
durante a inoculacdo aguda, evitar as respostas das células imunes do hospedeiro e encontrar
seu nicho dentro dos macrofagos (MITTAL et al., 2019). O resultado da infec¢do por H.
capsulatum € dependente das interagbes dindmicas entre a imunidade inata, a imunidade

adaptativa e os fatores de viruléncia fungica. O controle da infeccdo por H. capsulatum é
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amplamente baseado na ativacdo da imunidade celular em conjunto com as respostas inatas,
uma vez que a doenga progressiva com disseminagdo ocorre predominantemente na auséncia
de imunidade celular intacta. Curiosamente, ha& evidéncias experimentais recentes
demonstrando que a suscetibilidade ao H. capsulatum depende fortemente da predisposicédo
genética (NOSANCHUK; GACSER, 2019). Apds a infeccdo geralmente manifestam-se
doencas respiratorias semelhantes as da gripe, principalmente subclinicas ou leves. No entanto,
qguando o indculo é macico, pode levar a infec¢Bes agudas graves e potencialmente fatais. Uma
pequena proporcao de pacientes com doenca pulmonar subjacente pode desenvolver infiltrados
pulmonares fibroticos apicais crénicos e cavitacdo. Em pessoas imunossuprimidas, o
Histoplasma capsulatum se espalha progressivamente para outros 6rgdos, causando uma

infeccdo disseminada que, quando ndo tratada, é principalmente fatal (NACHER, et al., 2020).

& Enyifonmental Forim Host-associated Form e

Figura 02: Ciclo de infeccdo pelo Histoplasma: (a) Contaminagdo no ambiente através do guano de morcego; (b)
inalagdo dos microconideos pelo hospedeiro entdo absorvidos por macréfagos e outras células fagociticas; (c)
Areas endémicas para Histoplasmose (CDC)

3.2.1 Formas clinicas

Os sintomas da histoplasmose podem ser indistinguiveis de outras doencas
infecciosas, dificultando o diagndstico e o tratamento, como é o caso da histoplasmose
disseminada que pode ser confundida principalmente com a tuberculose disseminada (TB)
(PAHO, 2020). A apresentacdo clinica depende da intensidade da exposicdo e o status

imunologico do hospedeiro. Apds uma exposicao a quantidades baixas de indculo, a infeccéo é
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assintomética em 99% dos individuos, e muitos desses casos nunca sdo identificados. Com
exposicdo a indculos em quantidades maiores, no entanto, grande parte dos individuos
apresentam alguns sintomas variando de uma forma autolimitada no pulmao, histoplasmose

aguda para doenca pulmonar progressiva (GOMEZ, 2011).

3.2.1.1 Forma Pulmonar Aguda

A exposigdo ao H. capsulatum é extremamente comum para pessoas vivendo em areas
de endemicidade, mas a infeccdo sintomética é incomum. A grande maioria das pessoas
infectadas ndo apresentam sintomas ou apresentam uma doenca muito leve que nunca é
reconhecida como histoplasmose (KAUFFMAN,2007). A resposta do tecido a invasdo resulta
em granulomas. Esses granulomas podem ser granulomas case0sos ou nNao caseosos, Nos quais
o calcio pode ser depositado. A funcdo dos granulomas é conter o crescimento de fungos. A
inflamacdo granulomatosa organizada é tipicamente observada na doenca autolimitada. O
principal determinante dos sintomas € o tamanho do in6culo. O periodo de incubacéo tipico é
de 07 a 21 dias. Febre alta, dor de cabeca, tosse ndo produtiva e dor no peito séo os principais
sintomas (AKRAM; KOIRALA, 2021).

3.2.1.2 Forma Pulmonar Cronica

Na histoplasmose pulmonar cronica as lesdes sdo frequentes nos lobos superiores e
muitas vezes sdo confundidas com a tuberculose pulmonar de reinfeccdo e tratada como tal.
Nas imagens de radiografias de torax observa-se infiltrados irregulares que se consolidam e
eventualmente progridem para areas de cavitacdo dos pulmdes, podendo agravar pela formacéo
de fistulas broncopleurais e pneumotérax. Com o tempo, a inflamacéo se espalha para os tecidos
circundantes, levando a fibrose, perda de volume com aumento compensatorio das cavidades,
porém em imunocompetentes, os ndédulos ndo aumentam e geralmente séo calcificados (AIDE,
2009; LAWRENCE et al., 2016).
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3.2.1.3 Forma Neuroldgica

A doenca do SNC ocorre em 5% a 20% dos pacientes, apresentando meningite cronica
ou lesdes cerebrais focais (GOMEZ, 2011). O envolvimento do SNC ocorre como resultado da
disseminacéo hematogénica para as meninges ou cérebro. A meningite cronica é a manifestacao
mais comum e € caracterizada por envolvimento meningeo basilar que pode levar a hidrocefalia
comunicante. Com o aumento do uso de exames de imagem por ressonancia magnética (MRI),
tornou-se claro que pequenas lesbes de realce do anel podem frequentemente ser encontradas
em todo 0 cerebro e medula espinhal (KAUFFMAN,2007).

3.2.1.4 Histoplasmose Disseminada

A histoplasmose disseminada é definida pela presenca de foco extrapulmonar e
extraganglionar mediastinicos de curso progressivo. O microrganismo obtém acesso a
circulacdo através dos vasos linfaticos e dissemina-se pelo restante do corpo, podendo acometer
tegumento, linfonodos, figado, bago, rins, glandulas suprarrenais e olhos, com uveite ou pan-
oftalmite (SILVA et al., 2019). Esta é a forma menos comum da histoplasmose (10% dos casos)
desenvolvendo-se principalmente em individuos com imunidade deficiente, tais como lactentes
com sistema imune imaturo; hospedeiros imunocomprometidos, como receptores de 6rgaos
tratados com corticdides e individuos infectados pelo HIV (Virus da Imunodeficiéncia
Adquirida) (ROSSINI; GOULART, 2006). E comum ocorrer lesbes cutaneas incluindo papulas
difusas, pustulas, foliculite, Glceras, nédulos subcutaneos e erup¢des semelhantes a rosacea.
Lesdes do trato gastrointestinal com formacdo de massas ou ulceragGes, causando dor,
sangramento, perfuracdo ou méa absorcdo assim como, lesGes orofaringeas, incluindo placas,
nodulos e Glceras da lingua, mucosa bucal, laringe ou labios (WHEAT & KAUFFMAN, 2003).

Esta forma clinica da histoplasmose pode ser dividida em quatro subtipos, que sdo:
histoplasmose disseminada aguda (tipo infantil), histoplasmose disseminada subaguda (tipo
juvenil), histoplasmose disseminada cronica (tipo adulto) e histoplasmose oportunistica
(ROSSINI; GOULART, 2006).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1797635/figure/f5/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1797635/figure/f5/
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3.2.2 Diagnostico da Histoplasmose

O diagnostico da histoplasmose baseia-se em uma abordagem multifacetada que inclui
evidéncias clinicas, radiograficas e laboratoriais da doenca. Os padrdes ouro para diagnostico
laboratorial incluem demonstracéo de levedura no exame patologico do tecido e isolamento do
molde na cultura de espécimes clinicos (AZAR; HAGE, 2017).

Em 2008 foi realizado um estudo onde buscou-se avaliar a validagcdo entre o
diagnostico clinico e o diagndstico da necropsia quanto as causas de ébito dos pacientes com
AIDS, da FMT-HVD no periodo de 1996 a 2003 e constatou-se que dos 17 casos diagnosticados
na necropsia, apenas 5 haviam sido diagnosticados clinicamente antemortem (SOUZA et al.,
2008). Recentemente, outro estudo no mesmo hospital de referéncia, avaliou a frequéncia e as
caracteristicas da infeccdo por Histoplasma capsulatum em 61 autdpsias realizadas em
pacientes que evoluiram para o Obito no periodo de 2014 a 2015 e a histoplasmose foi
identificada em 34% (21) desses pacientes e em 22% foi a principal causa de morte dos
pacientes com HIV/AIDS (RAKISLOVA et al., 2021). O retardo no diagndstico e a confusdo
com outras doencas granulomatosas, especialmente tuberculose, contribuem com a evolucéo
desfavoravel da histoplasmose, mesmo depois de instituida terapéutica antifungica especifica
(UNIS et al., 2004).

3.2.2.1 Cultura

Amostras de tecido ou fluidos corporais sdo enviados ao laboratério para cultura e séo
semeadas em agar Sabouraud dextrose e incubadas a 25°C para permitir o crescimento da fase
micelial de H. capsulatum. Apds varias semanas, e as vezes até 6 semanas, ocorre 0 crescimento
de um fungo filamentoso branco a castanho claro. Dois tipos de conidios sdo produzidos nas
hifas. Os macroconidios, ou conidios tuberculados, t€ém de 8 a 15 um de didmetro ¢ apresentam
projecdes distintas em sua superficie; os microconidios sdo pequenos (2 a 4 um) e tém paredes
lisas. A identificacdo dos macroconidios tuberculados permite um diagndstico presuntivo de
histoplasmose, entretanto, deve-se notar que fungos pertencentes ao género Sepedonium
também formam macroconidios tuberculados semelhantes. Devido a isso, testes de confirmacgéo
sd0 necessarios para culturas suspeitas de H. capsulatum (MARTAGON-VILLAMIL et al.,
2003; KAUFFMAN, 2007).
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3.2.2.2 Histopatologia

Para um paciente com doenca aguda, uma biopsia de tecido deve ser realizada o mais
rapido possivel para procurar H. capsulatum, sendo possivel encontrar distintas leveduras de
brotamento ovais com base estreita de 2 a 4 um, permitindo um diagnéstico provisorio de
histoplasmose. Manchas de hematoxilina e eosina de rotina geralmente ndo permitem a
visualizacao das pequenas leveduras, embora quando um grande numero de organismos estdo
presentes, tem-se a impressdo de que 0s macrofagos estdo cheios de algo, no entanto, a exata
natureza da substancia ndo pode ser avaliada. As leveduras sdo tipicamente encontradas dentro
de macrofagos, mas também podem ser vistos em tecidos.

Os esfregacos de sangue periférico de rotina as vezes mostram leveduras dentro de neutrofilos
em pacientes que estdo gravemente doentes com disseminacdo de histoplasmose
(KAUFFMAN, 2007). Na fase cronica da doenca, o granuloma pode ser macrofagico ou
epitelidide, com carga fangica varidvel. As lesdes cicatriciais geralmente apresentam-se
calcificadas e contém fungos latentes, que podem causar reativaces endogenas da doenca. Para

um diagndstico seguro, sugere-se envolver cultura das lesdes e sorologia (SIDRIM, 1999).

3.2.2.3 Sorologia

Os trés ensaios sorolégicos mais comuns para a histoplasmose incluem o teste de
imunodifusdo (ID), teste de fixacdo de complemento (FC) e o de enzima imunoensaio (EIA).
e O teste de ID detecta a presenca de anticorpos séricos que precipitam no gel de
agar apos ligagdo com os antigenos “H” e “M” (AZAR E HAGE, 2017). As
precipitinas contra o antigeno “M” sdo as primeiras a aparecer na histoplasmose
pulmonar aguda e as precipitinas “H” ocorrem mais tarde € com menos
frequéncia, e sua presenca esta mais frequentemente ligada a disseminacéo
extrapulmonar (IMMY, 2019). Inquéritos soroldgicos utilizando a
imunodifuséo ja demonstravam ser eficazes, como pdde ser observado em um
levantamento sorologico de 4 micoses profundas realizado no estado do
Amazonas, em um sanatorio de tuberculose em Manaus, onde dos 18 casos de
micoses identificadas no soro dos pacientes, 02 foram referentes a
histoplasmoses (MOK et al, 1979).
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e Os testes de fixacdo do complemento (FC) para histoplasmose tém uma faixa
de sensibilidade de 70 a 90%, mas sdo menos especificos que a imunodifuséo
(70 a 80%) (GUIMARAES et al., 2006).

e O consenso de histoplasmose da OMS/OPAS/CDC trouxe varios avangos, entre
eles se destaca o antigeno urinario de Histoplasma como o teste de escolha para
diagnostico. Os testes de deteccdo de antigeno tém o desempenho analitico
mais alto para o diagnostico de histoplasmose disseminada entre pessoas que
vivem com HIV (sensibilidade geral 95% e especificidade 97%). De acordo
com a metandlise desenvolvida por este grupo de estudo, observou-se que
deteccdo de antigenos foi o método mais preciso para diagnosticar
histoplasmose em pessoas que vivem com HIV (PAHO, 2020). A alta
incidéncia de histoplasmose entre os pacientes com AIDS e a gravidade da
histoplasmose nesses pacientes, validam a necessidade de um método de
diagnostico mais rapido e sensivel (GUTIERREZ et al., 2005). Em ambientes
onde o teste de antigeno do Histoplasma foi implementado, o nimero de casos
diagnosticados aumentou significativamente e a mortalidade associada a
histoplasmose disseminada entre pessoas que vivem com HIV diminuiu. Vale
ressaltar que estas recomendacdes se aplicam para casos de histoplasmose
disseminadas, e que em casos de histoplasmose pulmonar, cutanea e
neuroldgica, faz-se necessario a complementacdo de testes soroldgicos, cultura
e/ou histopatoldgico (PAHO, 2020; KAUFFMAN, 2003).

3.2.2.4 Reacdo da Cadeia de Polimerase — PCR e gPCR

A técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) esta sendo cada vez mais aplicada
em rotina para deteccdo de genes humanos e de microrganismos patogénicos. De uma forma
geral, os métodos moleculares sdo uteis no diagnostico, atendendo aos requisitos de
sensibilidade, especificidade e rapidez (CARCERES, 2019), porém dentre os métodos
moleculares utilizados para o diagndéstico, alguns falham em detectar a presenca de fungos
como do H. capsulatum devido a alta variabilidade genética (LEON et al., 2012).

Varios ensaios convencionais para detectar o DNA de H. capsulatum, direcionado a
genes de uma ou varias copias, tem sido relatado. Buitrago et al. (2013) concluiram que 0s

protocolos com base em alvos de multicopia sdo mais eficientes na deteccdo das menores



23

quantidades de DNA, tornando-os mais adequados para seus uso no diagnostico. Carceres et al.
(2020), constataram que ensaios utilizando o modo multiplex podem ter alta aplicabilidade no
cuidado de pessoas com HIV em estagio avancado e também no cuidado de outros pacientes
imunocomprometido. Além disso, os protocolos de PCR em tempo real foram altamente
sensiveis e especificos e parecem ser uma ferramenta promissora para detectar este patdgeno
em amostras clinicas. Esses métodos moleculares sdo mais rapidos do que culturas e evitam a

manipulacéo do fungo.

3.2.2.5 Teste Cuténeo

O teste cutaneo é particularmente atil em estudos epidemiolégicos em regides
geograficas ndo endémicas em individuos que ocasionalmente visitam areas endémicas ou
durante epidemias. Este método avalia a reatividade dos pacientes com histoplasmose quando
em contato intradermicamente com a proteinas fungicas (HMIN). Alguns estudos tém sugerido
gue essa metodologia tem aplicacdo no diagnostico de infecgBes primarias, sintomaticas ou
assintomaticas causadas por H. capsulatum em individuos imunocompetentes. No entanto, o
teste cutaneo HMIN ¢é atualmente mais utilizado para fins de pesquisa do que para fins clinicos
(GUIMARAES et al., 2006).

3.2.3 Tratamento

A histoplasmose geralmente é uma infec¢do benigna e autolimitada. Os casos de
regressdo espontanea ndo necessitam de tratamento especifico, sendo repouso e observacao
clinica as medidas mais eficazes (ROSSINI; GOULART, 2006).

O recente guideline em histoplasmose atualiza recomendac6es para o tratamento em
individuos vivendo com HIV. Em casos de histoplasmose leve a moderada entre pessoas que
vivem com HIV, itraconazol 200 mg trés vezes ao dia por trés dias e depois, 200 mg duas vezes
ao dia, e no caso de histoplasmose grave ou moderadamente grave entre pessoas que vivem
com HIV, anfotericina B lipossomal, 3,0 mg/kg, por duas semanas. Em ambientes onde a
anfotericina B lipossomal n&o esta disponivel, desoxicolato de anfotericina B, 0,7— 1,0 mg/kg,
é recomendado por duas semanas. Uma vez que anfotericina B desoxicolato pode estar
associada a toxicidade renal, a terapia pode precisar ser mais curta do que duas semanas com

base em a avaliacao clinica de como a pessoa responde ao tratamento. Envolvimento do sistema
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nervoso central pode exigir extensdo da terapia de inducdo ou aumento da dosagem (PEREZ et
al., 2021).

3.3 Histoplasmose em pacientes com AIDS

Segundo os critérios do CDC adaptado, considera-se caso de AIDS, para fins de
vigilancia epidemiologica, todo individuo com 13 anos de idade ou mais que apresentar
evidéncia laboratorial de infeccéo pelo HIV, independentemente da presenca de outras causas
de imunodeficiéncia, na qual seja diagnosticada pelo menos uma doenca indicativa de AIDS,
dentre as quais esta a Histoplasmose Disseminada ou a quantificacdo de linfocitos de CD4 + e
CD8+ inferior a 350 células/mma3. A principal vantagem prevista com a adocao desse critério
esta, justamente, em permitir a vigilancia epidemiologica mais precoce da infeccdo pelo
HIV/AIDS (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

A partir de 1987 todos os casos de individuos infectados pelo HIV com histoplasmose
extrapulmonar foram definidos como tendo AIDS, pelo Centers for Disease Control (CDC).
Em areas endémicas da micose, esta doenca pode representar a primeira manifestacdo da AIDS.
Nesta sindrome, como em outras doencas imunodepressoras, a histoplasmose representa, muito
provavelmente, uma reativacdo de focos latentes de infeccdo pregressa ou, mais raramente,
aquisicdo exogena, por ocasido da imunodepressdo (ROUSSINI; GOULART, 2006).

Os paises das Américas tém a meta de eliminar o HIV como problema de satde publica
até 2030. Na América Latina, a histoplasmose é uma das infeccBes oportunistas mais
prevalentes que afetam as pessoas que vivem com HIV (PVHIV), com uma alta taxa de
mortalidade de até 30%. A histoplasmose disseminada geralmente ocorre quando a contagem
de células CD4+ e <150 células/mm3 e suas taxas de prevaléncia variam amplamente. Um
estudo de 2012 estimou 6.710 a 15.657 casos de histoplasmose entre P\VHIV na América Latina
a cada ano. Em alguns paises, estima-se que a prevaléncia e a mortalidade associadas a
histoplasmose sejam equivalentes ou superiores a da tuberculose, indicando que a
histoplasmose pode ser responsavel por uma proporcao significativa das mortes a cada ano em
alguns paises latino-americanos (LOCKHART, et al., 2021). A mortalidade da AIDS associada
a histoplasmose varia entre 20% e 70% principalmente em paises em desenvolvimento (FALCI
etal., 2019).

Em um estudo de caso realizado em Blangadesh, foi observado como muitas vezes o
diagnostico de histoplasmose é negligenciado e tratado erroneamente como tuberculose, o que

pode agravar a situacdo do paciente e leva-lo a obito, por isso um diagndéstico diferencial para
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doencas fungicas deve ser considerado, em especial o da histoplasmose. O mesmo estudo ainda
relata que na Guatemala dos 8 pacientes diagnosticados em um periodo de 10 anos, todos
haviam sido diagnosticados e tratados inicialmente como tuberculose associados a HIV quando
na verdade se tratava de histoplasmose (PERVEZ et al., 2010).

Uma pesquisa na Colombia observou a co-infec¢do de AIDS em 70,5% dos adultos com
histoplasmose e esta foi a causa definidora de AIDS em 29,3% dos casos de AIDS. Se as
infeccbes em pacientes em regibes endemicas sdo causadas por exposicdo exogena ou a
reativacdo de infeccBes antigas, ainda € desconhecido (GOMES, 2011).

Em Fortaleza, de 378 pacientes com HIV hospitalizados, 164 (43,4%) tinham
histoplasmose disseminada (DAHER et al., 2007) e outro estudo de triagem realizado em
pacientes com HIV hospitalizados no Brasil encontrou alta prevaléncia do antigeno de
Histoplasma capsulatum, variando de 8,8% em Porto Alegre a 44,8% em Natal (FALCI et al.,
2019).

H& poucos estudos sobre a prevaléncia de histoplasmose infeccdo no Estado do
Amazonas. Entre 2017 a 2019, foram registrados 1.372 casos de AIDS no Amazonas e destes
individuos, 62 (5,2%) foram associados a Histoplasmose (Boletim Epidemiolégico FMT-HVD,
2017, 2018, 2019).

3.4 Fontes de infeccdes ambientais

O Histoplasma capsulatum var. capsulatum como todo organismo vivo, é afetado
diretamente por fatores fisico-quimicos e biologicos do ambiente, fendBmeno condicionante, na
maioria das vezes, de habitats proprios e muito restrito as diferentes espécies de seres vivos.
Sendo assim, observa-se que o Histoplasma capsulatum estd condicionado a fatores como:
umidade, temperatura, tipo de solo e substratos nutritivos disponiveis (ZANCOPE -
OLIVEIRA; WANKE, 1986).

Pouco se sabe sobre a distribuicdo e habitats naturais de H. capsulatum nas florestas
tropicais da Amazénia. O isolamento de Histoplasma capsulatum através do método indireto
de inoculacdo de hamster, foi obtido de oito espécies diferentes de mamiferos silvestres
capturados em florestas virgens no nordeste e sudoeste da Amazonia brasileira. A presenca de
Histoplasma capsulatum em animais selvagens adquirido naturalmente é indicativo da presenca
do fungo no ambiente de vivéncia desses animais (NAIFF et al., 1985; NAIFF et al., 1996).

Antigos edificios abandonados e cavernas geralmente contém altas concentragdes de H.

capsulatum. A demolicéo de edificios, 0 movimento do solo, a limpeza de estruturas de pontes
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e a espeleologia tém sido implicados como fonte pontual para a dispersdo do organismo
(BEZERRA, 2013).

O isolamento de Histoplasma capsulatum de amostras ambientais e de animais tém
contribuido para definir microrregides onde ocorrem exposi¢do e a infeccdo humana, mas
devido ao pequeno nimero de isolamentos realizados, permanecem desconhecidos, em grandes
areas brasileiras, os locais nos quais os fungos fazem o ciclo de vida saprofitica e onde podem
infectar o homem (MARTINEZ et al., 2002). Galvao Dias (2009), analisou a infeccdo de 87
isolados de H. capsulatum (3,58%) no figado e baco de morcegos presentes na area urbana.
Este fato € importante porque morcegos contaminados podem ser fonte de disseminacéo e risco
para pessoas e animais adquirirem a infeccdo. O conhecimento da histéria natural da
histoplasmose em areas urbanas pode ter um importante papel no estabelecimento de estratégias
de prevencdo (GALVAO DIAS, 2009).

Martins e colaboradores (2005) realizaram um estudo com dados obtidos dos
prontudrios dos pacientes atendidos em uma clinica particular no Rio de Janeiro, onde o
resultado apontou que todos os pacientes diagnosticados com histoplasmose residiam em area
urbana e que a presenca da Histoplasmose em areas urbanas era uma realidade, sendo muitas
vezes subdiagnosticada, devido aos sintomas inespecificos e a remissdo espontanea em muitos
casos (individuos imunocompetentes). Estudos como este, sdao de grande importancia para a
epidemiologia na construgdo de um banco de dados mais fidedigno da real distribuigdo do
Histoplasma capsulatum.

As areas de casas com quintais podem manter alguns habitos comuns que propague a
de disseminacdo de fungos, como manipulacdo do solo, criacdo de passaros e plantacGes de
arvores para paisagismo ou alimentacdo (CORREA et al., 2016). Em um inquérito realizado no
Ceard, foi observado que a presenca de mangueiras na vizinhanca (p=0,040), atividade passadas
com o solo (p=0,045) e ter visitado fazendas no passado (p=0,033) foram mais significativos
nas reacdes positivas aos testes intradérmicos do que ter realizado limpeza de s6tdos e
galinheiros no passado o que pode demonstrar que locais de risco a exposi¢ao ao Histoplasma
capsulatum estdo mudando e que € possivel uma contamina¢do mesmo que a pessoa ndo tenha

visitado outros locais, anteriormente considerados como de risco (BEZERRA, 2013).

Gomez et al. (2018) chamaram a atencédo para outra fonte de infeccdo ambiental que
as pessoas tém muito acesso, que sdo os fertilizantes organicos ou solos para jardinagem. Esses
solos sdo ricos em fdsforo e nitrogénio porque sdo enriquecidos com esterco de aves e

morcegos, sendo propicio a proliferacdo do fungo do Histoplasma capsulatum. A substituicao
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de matéria organica no agroecossistemas é necessaria nos tropicos e o uso de fertilizantes
organicos aumentou. Esta € uma observacdo importante, pois em 2005, houve um surto de
histoplasmose entre 200 estudantes americanos que estavam de férias em Acapulco no México,
e apos as investigacdes foram constatadas que a fonte de infeccdo foram vasos de plantas
ornamentais que haviam sido adubadas com composto organico provenientes de um viveiro
local (TAYLOR et al., 2005). Na Coldmbia em um estudo realizado em 2019, das 393 amostras
ambientais testadas, um total de 39 (9,9%) foram positivos por PCR Nested com Hc100. Das
amostras positivas, 21 (5,3%) foram de fertilizantes compostados e adubos organicos, 17
amostras (4,3%) eram de fezes de aves ou esterco de frangos e 01 (0,3%) de uma caverna
(excremento do chdao/morcego). Foram encontradas taxas de positividade mais altas para
amostras sem tratamento de compostagem 18/120 (15%) em comparacdo com amostras
compostas 21/273 (7,7%). O fato de que, entre as amostras positivas, 21% foram encontradas
em amostras ndo compostadas a apenas 7,7% das compostadas, sugere que um processo de
compostagem feito corretamente possa reduzir o risco de exposicdo a H. capsulatum ao
manipular o produto final do fertilizante organico. Isso ocorre porque 0 processo de
compostagem é um processo espontaneo de decomposicao de matéria organica, principalmente
aerdbica, na qual principalmente bactérias e fungos participam. A matéria organica é
transformada em fertilizante livre de toxinas e microorganismos patogénicos devido a acao dos
microrganismos saprofitos (GOMEZ, 2019).

Véarios métodos de biologia molecular tém sido utilizados na deteccdo do H.
capsulatum no ambiente. Amorim-Conselheiro et al. (2019) estudaram o ambiente urbano de
Sdo Paulo coletando amostras de fezes de morcegos instalados dentro de casas e tiveram éxito
na deteccdo de H. capsulatum utilizando o método para extracdo de DNA PowerSoil e PCR em
tempo real. Dos 59 locais visitados foi observado a presenca do Histoplasma capsulatum em
09 (15%). A escolha do PCR em tempo real demonstrou ter deteccdo rapida, o que torna esta
técnica importante, uma vez que a histoplasmose tem se tornado cada vez mais comum nas
zonas urbanas, embora ja tenha sido considerada uma doenca principalmente de comunidades
rurais (MATA-ESSAYAG et al., 2008).

Silva (2021) apresentou o desenvolvimento de reacdo de qPCR para detecgédo de H.
capsulatum em amostras de solo utilizando um conjunto de primers e sonda para deteccdo de
H. capsulatum com PCR e PCR em tempo real (qPCR) tendo como alvo a regido ITS do DNAr.
O desenho desenvolvido demonstrou in silico ser tdo ou mais adequado que outras propostas

gue tinham como alvo esta mesma regido. O conjunto demonstrou resultados satisfatorios
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quanto ao limite de deteccdo, 10 fg/ulL de amostra (20 fg/reacdo), curva padrao adequada (r2
0,97), baixo erro experimental, auséncia de reacdo cruzada com outros organismos patogénicos,
sensibilidade e especificidade adequados. Esse novo conjunto de primers e sonda foi aplicado
em 30 amostras de solo de grutas/cavernas do Municipio de Presidente Figueiredo — AM, sendo
detectado a presenca de DNA de H. capsulatum em uma amostra. Os resultados deste estudo,
demonstram que a qPCR € uma nova opcdo de deteccdo/diagnostico que poderd ajudar no
entendimento da distribuicdo ambiental do patdégeno bem como no diagndstico clinico em

amostras bioldgicas.
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4 ESTRATEGIAS METODOLOGICAS

4.1 Tipo de Pesquisa

Estudo Observacional, descritivo, Tipo Transversal, comparando as caracteristicas
clinico-epidemioldgicas com o ambiente e outros fatores associados a histoplasmose em
pacientes com HIV/AIDS.

4.2 Aspectos éticos e legais da Pesquisa

O plano de pesquisa foi apresentado ao Comité de Etica em Pesquisa por meio da
Plataforma Brasil e aprovado com 0 CAAE 82715917.4.0000.0005. Os pacientes foram inclusos
mediante aceite do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Foi solicitado um
adendo ao Comité de Etica solicitando a inclusio dos dados dos pacientes do ano de 2019 para

aumentar o universo da amostra.

4.3 Local de realizacédo da pesquisa

A selecdo dos pacientes se deu através de pacientes com diagnostico positivo para
histoplasmose realizado pelo Laboratério de Micologia Médica da Fundacdo de Medicina
Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado — FMT-HVD e a coleta dos dados clinico-epidemiol6gico
foi realizada através da consulta ao sistema de prontuério eletrdnico iDoctor, que é o sistema
padrdo da instituicdo. A escolha do local deu-se por se tratar de Hospital de referéncia do estado
do Amazonas para 0s pacientes portadores de HIV/AIDS e por concentrar a maioria das
internacOes dos casos de infectologia e dermatologia dos municipios do Amazonas, capital e

cidades do interior do estado.

4.4 Populacéo

A populagdo do estudo foi constituida por pacientes diagnosticados com HIV/AIDS
associados a histoplasmose na Fundagdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado
(FMT-HVD), no periodo de 2017, 2018 e 2019.
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4.5 Amostras

As amostras para detectcdo de Histoplasma no ambiente, foram obtidas a partir de coletas

no domicilio e peridomicilio dos pacientes com o diagnostico de histoplasmose.

Também foram incluidas no estudo amostras de solo e poeira domiciliar j& disponiveis e
armazenadas a -20° C na FIOCRUZ provenientes do domicilio de pacientes com HIV/AIDS mas
sem o diagnostico de Histoplasmose, além de amostras de locais publicos como pracas e
passarelas e amostras de adubo organico composto de uma fonte de matéria orgénica (ou seja,
restos de comida, material de poda, palha ou serragem) e uma fonte de nitrogénio (ou seja,

excremento de animais) disponiveis no comércios em geral.

4.6 Critérios de inclusé@o dos pacientes para a coleta no ambiente domiciliar

Foram incluidos no estudo domicilios de pacientes com idade igual ou superior a 18 anos,
com coinfeccdo HIV/AIDS e histoplasmose confirmados laboratorialmente, residindo em
Manaus ou em municipio da regido metropolitana da capital (figura 03) e que, ap0s prestadas as
devidas informacdes e esclarecimentos com relagdo ao estudo, aceitaram participar da pesquisa,
assinando o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE (Apéndice 01). Também foi
considerado o tempo de moradia no domicilio e se 0 mesmo ja residia no mesmo local na data do

seu diagndstico de histoplasmose.

/ s

\
\
~§
\ J Presidente Figueiredo ‘\,\ o~
= (

Nove Alrdo Rio Preto da Eva

Manaus

tranduba itpcosd

Careiro da
Vérzea

Figura 03: Regido metropolitana de Manaus / Fonte: SRMM, 2010
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4.7 Critérios de exclusdo dos pacientes para a coleta no ambiente domiciliar

Residir em outro municipio, a impossibilidade de contato através dos nimeros
telefénicos informados, mudanca de endereco e/ou mudanca no ambiente, recusas e a ndo

comprovacao do diagnostico de histoplasmose.

4.8 Plano de Coleta de Dados

4.8.1 Informagdes dos Pacientes

Os dados epidemioldgicos e clinicos dos pacientes com HIV/AIDS diagnosticados com
histoplasmose nos anos de 2017 a 2019 foram coletados do prontuario eletronico iDoctor e
requisicdes da FMT — HVD.

4.8.2 Visita Domiciliar

Primeira Etapa: Permissao via telefone

Foi realizado contato via telefone disponibilizado nos prontuarios para verificar se ndo

houve mudanca para outro endereco e permissdo para a visita domiciliar.
Segunda Etapa: Visita Domiciliar

Apos esse processo, nos dirigimos a residéncia onde foi explicado novamente sobre a

pesquisa e apresentado o TCLE (Apéndice 01) e posterior a assinatura.

A aplicacdo do questionario 01 (Apéndice 02) constou de perguntas a cerca de dados
epidemiolégicos (idade, sexo, raca, escolaridade, profissdo, estado civil, endereco e
naturalidade), dados correlacionados ao HIV/AIDS (contagem de leucdcitos, inicio dos sintomas,
data do diagnostico, método de diagnostico), se possuia diagnéstico para outros problemas
respiratérios e se viajou para outras cidades antes do diagnostico da histoplasmose. Estas

informacgdes visavam complementar e atualizar as obtidas previamente no prontuério eletrdnico.

Ap0s a vistoria no entorno do domicilio para identificar a presenca de arvores, aves no
domicilio/peridomicilio foi aplicado entdo, o questionario 02 (Apéndice 3) contendo perguntas
sobre o ambiente domiciliar (tipo de casa, quintal, arvores, criacdo de aves, presenca de
morcegos), tempo de moradia, nUmero de moradores e posterior coleta de amostra. Essas

atividades estdo detalhadas nos fluxogramas das figuras 04 e 05.
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Caracteristicas Clinico Investigacdo em Amaostras
Epidemioldgicas Ambientais dos Domicilios

Amostras de Outras
Fontes Ambientais

Extracdo de DNA Kit
PowerSoil

|

Repurificagdo

gPCR

Figura 04: Fluxograma das atividades desenvolvidas no presente estudo
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Selecdo do prontuario dos pacientes com coinfeccdo HD/AIDS (n=64)

Exclusdo de pacientes que ndo tem comprovacao diagndstica de
—> Histoplasmose (n=2)

Excluséo de pacientes que ndo residem em Manaus ou que mudaram de
endereco (n=23)

v

Exclusdo de pacientes que ndo foi possivel o contato telefénico (n=30)

Excluséo de pacientes que recusaram participar da pesquisa (n=3)

v

Pacientes que atenderam os critérios de inclusdo e aceitaram a visita
> (n=6)

Figura 05: Fluxograma da selecdo para a visita do domicilio dos pacientes com Histoplasmose

4.9 Plano de Analise de Dados

As respostas obtidas através do questionario, foram tabuladas utilizando o programa do
Microsoft Excel. Foi realizada analise estatistica com medidas de frequéncia e média.

4.10 Variaveis Analisadas

Dados sociodemograficos: foram considerados sexo, idade, estado civil, naturalidade,

procedéncia, ocupacdo, escolaridade.

Dados da Epidemiologia da histoplasmose: residéncia em zona urbana e rural, contato
com criadouro de ave, arvores antigas no quintal ou proximas da residéncia, frequentar locais
como cavernas ou similares, presenca de morcegos ou pombos no domicilio ou nas proximidades,

poeira, fezes de morcego ou aves, construgdes antigas e tipo de profissao.
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Dados clinicos do HIV/AIDS: diagnostico por HIV/AIDS, uso de terapia antirretroviral.
Dados clinicos e laboratoriais: dentre os dados clinicos foram catalogados, data do
diagnostico da histoplasmose, tipo de tratamento antifingico, contagem de células CD4

<150 células por mm? e evolugéo.

4.11 Coleta das Amostras

As coletas foram realizadas utilizando luva de procedimento, 6culos de protecédo e
mascara N95. As amostras foram coletadas com espatulas estéreis e colocadas em frascos
também estéreis (tubos de Falcon) de 50 ml (figura 06) e mantidas sob refrigeracéo a -20° C ate
0 processamento que foi realizado no Laboratério de Micologia da FIOCRUZ. Todas as
amostras foram identificadas com respectivos codigos incluindo iniciais das amostras e numero

da casa.

Os domicilios visitados estavam localizados na zona Norte, distribuidos nos bairros
Novo Israel, Cidade Nova, Coldnia Terra Nova e Monte das Oliveiras e na zona Leste, nos
bairros Colénia Anténio Aleixo e Sdo José Operario. Em cada bairro foi realizado 01 visita
onde foram coletados solos, ocos e/ou casca de arvores em estado de decomposicao e poeira
domiciliar decorrente de varri¢cdo. Adubos organicos foram adquiridos de fontes comerciais de

diferentes fabricantes.

Figura 06: Coleta das amostras ambientais em tubo Falcon de 50 ml
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4.12 Deteccgao de Histoplasma capsulatum nas amostras ambientais

As amostras ambientais coletadas foram pesadas 0,25 a 0,30g e em seguida submetidas
ao processo de extracdo DNA fungico, utilizando o Kit comercial PowerSoil® seguindo as
recomendacdes do fabricante com algumas modificacdes. As amostras foram armazenadas a -20°
C e em seguida submetidas a PCR em tempo real no laboratério de Micobacteriologia do INPA.
A escolha da técnica de biologia molecular, foi elegivel por se tratar de um diagndstico de alta
sensibilidade, especificidade e rapidez. Quanto ao conjunto de primers utilizados foram os
mesmos desenvolvidos no estudo de Silva (2021), que em seu estudo, buscou analisar a presencga

de Histoplasma capsulatum em ambientes de cavernas.

4.12.1 Ensaio de deteccdo de DNA positivo para Histoplasma capsulatum

Para as atividades de padronizacdo do controle positivo foram utilizadas amostras de
DNA de trés isolados clinicos de Histoplasma capsulatum (FMT154/2, FMT776 e FMT111)
oriundos da colecdo da Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado — FMT-
HVD. Fragmentos de 1mm (1 al¢ada) das colonias dos isolados FMT154/2 ou FMT776 foram
colocados em tubos Falcon em &gua salinizada. Foram selecionadas 2 amostras de poeira
domiciliar e 2 amostras de adubo organico para serem submetidas ao processo de esterilizacdo
antes da inoculacéo proposital do fungo com o objetivo de néo termos interferéncia de outros
DNA. Também foram contaminadas 2 amostras de poeira domiciliar e 2 amostras de adubo
sem passar pelo processo de esterilizacdo, visando a comparacdo das amostras nas diferentes
situacbes. O DNA dessas amostras (poeira+fungo e adubo+fungo) foi extraido através do Kit
PowerSoil® (Qiagen Hilden — Germany) de acordo com as instrucdes do fabricante e usado
para determinar o limite de deteccéo nas amostras positivas em todas as rea¢des de PCR e gPCR
a serem realizadas.

DNA do Histoplasma capsulatum (FMT111) em cultura pura foi extraido utilizando o

kit Blood and Tissue (Qiagen Hilden — Germany), seguindo o protocolo do fabricante.
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4.12.2 Extragdo do DNA das amostras ambientais

Foi utilizado o kit de isolamento de DNA PowerSoil® que é destinado a extracdo de
DNA genémico de amostras ambientais que podem conter um alto teor de &cido humico. O
protocolo indica os seguintes passos:

Preparo do lisado: Foi adicionado 0,25 gramas de amostra ambiental ao tubo
PowerBead e adicionado 60ul da solucdo C1 e depois submetido ao vértex por 10 min. Em
seguida centrifugado a 10.000 x g por 30 segundos. Foi transferido 400-500ul do sobrenadante
com cuidado para evitar a transferéncia da camada de detritos que se forma sobre o pelet da
esfera e depois adicionada 250l da solugdo C2, realizado agitacdo por vortex por 5 segundos,
incubado a temperatura de 2-8°C por 5 minutos e centrifugado a 10.000 x g por 1 minuto. Em
sequida foram transferidos 600l do sobrenadante para um tubo limpo de 2 ml e adicionados
200ul da solucdo C3 e 5 segundos no vortex e incubado novamente a temperatura de 2-8° C e
depois submetido a centrifugacdo a 10.000 x g por 1 minuto. Transferidos 750ul de
sobrenadante para novo tubo de 2 ml e acrescentados 1200p1 da solucdo C4 e levado novamnete
submetidos a agitacdo por vértex por mais 5 segundos.

Ligacdo do DNA a coluna: Foram adicionados 675ul de sobrenadante a coluna Spin
MB e centrifugado a 10.000 x g por 1 minuto e o fluxo descartado. Este processo foi repetido
3 vezes. Em seguida foram adicionados 500l da solucéo C5 e centrifugados a 10.000 x g por
30 segundos. Descartado o fluxo e centrifugado a 10.000 x g por 30 segundos. O fluxo final foi

descartado e a coluna (seca) foi centrifugada a 10.000 x g por 1 minuto.

Lavagem e Eluicdo do DNA: A coluna foi transferida para um novo tubo de 2 ml e
adicionados 75ul da solucdo C6 e centrifugado a 10.000 x g por 30 segundos. Apés esse
procedimento a coluna Spin MB foi descartada e o DNA purificado ficou no tubo que foi
armazenado a -20° C.

4.12.3 Isolamento do DNA

Foi utilizado para a purificacdo do DNA obtido das amostras coletadas a metodologia
desenvolvida por Devi et al. (2015) com modificacbes. O DNA foi descongelado lentamente e
depois centrifugado a 12.000g, 5 min. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento suspenso com
200 pl de tampao TE autoclavado (10 mM Tris, | mM EDTA pH 8). Foi adicionado 200 pL da
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mistura cloroférmio: alcool isoamilico (24:1) e centrifugada a 12.000 g durante 5 min. A fase
aquosa foi transferida para um novo microtubo e adicionados 200 pl de isopropanol gelado. Foi
permitido precipitar durante 5 min e foi centrifugada a 12.000 g durante 10 min. O sobrenadante
foi descartado e o precipitado lavado com 100 pl etanol a 70% e centrifugado a 12.000 g durante
2 min. O sobrenadante foi descartado e sedimento foi seco ao ar ¢ dissolvido em 25 ul de tampao
TE (pH 8).

4.12.4 Avaliacdo da qualidade e concentragcdo de DNA das amostras estudadas

A avaliacdo da integridade do DNA foi realizadoa através de eletroforese em gel de
agarose a 1,5% e visualizado em luz Ultravioleta (UV). O grau de pureza do DNA extraido das
amostras foram medidas utilizando o espectrofotdmetro UV- Vis Biodrop Duo (Nova Analitica)
nas razdes de absorbancia de A260/A280 e A260/A230.

4.12.5 Primers e sonda

As reacdes com as amostras foram do tipo multiplex, ou seja, com primers e sondas para
B-actina (controle interno positivo) e H. capsulatum na mesma reagdo. Foram utilizados os
primers HclTS106F, HcITS205R e B-act862-F e B-act972-R, sonda HcITS-127P-FAM e B-
act884P-VIC. O fragmento amplificado deste gene, juntamente ou ndo, com as sequencias alvo
ITS de H. capsulatum, validam as reacdes para o fungo. A auséncia do amplicon de beta-actina
indica a presenca de inibidores da qPCR ou falhas nos procedimentos durante o processo pré-
analitico e analitico. Assim, com base na sequéncia nucleotidica do gene da beta-actina, foram
desenhados um par de primers e uma sonda marcada com o fluoréforo VIC, especificos para

esse gene. Esta etapa foi realizada no Laboratério de Micobacteriologia do INPA.

4.12.5 PCR em tempo real

A reacdo de PCR em tempo real foi realizada conforme procedimento adotado por Silva,
(2021, visando a regido ITS1 do DNA ribossomico de H. capsulatum. A sequéncia alvo foi
amplificada em uma reagéo final de 12l contendo 1X Maxima Probe Master Mix qPCR (2X)
(Thermo Fisher Scientific, EUA), 0,2 uM de cada primer, 0,2 uM de sonda e 2ul. de DNA
extraido da amostra. A qPCR foi realizada usando um termociclador QuantStudio 3 do
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Laboratdrio de Micobacteriologia do INPA, gerando amplicons de 100 pares de base de
comprimentos da sequéncia do DNA ribossomico do Histoplasma capsulatum. Controles
positivo (DNA do H.capsulatum) e negativo (agua MiliQ) foram incluidos em cada ensaio
gPCR. Por se tratar de amostras ambientais, foi necessario adicionar o DNA humano como

controle exdgeno de amplificacdo, sendo o gene B-actina o controle interno.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise dos dados epidemioldgicos de pacientes com histoplasmose e HIV/AIDS

Durante o periodo de janeiro de 2017 a dezembro de 2019 foram notificados 1.372 casos
de Aids na Fundagéo de Medicina Tropical Dr. Hietor Vieira Dourado — FMT-HVD. Neste
mesmo periodo foram diagnosticados e confirmados laboratorialmente 62 casos de
histoplasmose na referida Fundacdo, representando 4,5% dentre todos os casos de Aids. Estes
resultados correspondem aos valores encontrados por Gutierrez et al. (2005) que evidenciaram
que os casos de Histoplasmose Disseminada em areas endémicas variam de 5% a 20% em
pacientes com AIDS. Vale ressaltar que esses dados séo subestimados, pois muitos pacientes
evoluem para o 6bito sem ter o diagndstico de Histoplasmose ou sdo diagnosticados e tratados

erroneamente para tuberculose ou outras doencas.

Dentre os 62 pacientes com diagnosticos de histoplasmose 68% eram do sexo
masculino, com média de idade de 36 anos (desvio padrdo de +/- 10,1), sendo que o0 paciente
com menor idade tinha 20 anos e o mais velho 71. Como podemos observar todos os casos
ocorreram em pacientes adultos na faixa etaria de 31 a 40 anos (45%) (figura 07). O perfil
desses pacientes corresponde aos mesmos encontrados em outros estudos como o de Daher et
al., (2007); Arango et al., (2011); Brilhante (2012), que verificaram a mesma média de idade

nos pacientes com histoplasmose e uma prevaléncia de >70% em paciente do sexo masculino.
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Figura 07 —Distribuicdo (frequéncia absoluta) por sexo e faixa etaria dos pacientes com AIDS/HD atendidos na
FMT-HVD no periodo de 2017 a 2019

Tabela 1 - Caracteristicas sociodemograficas de pacientes com AIDS/HD atendidos na FMT-
HVD, durante o periodo de 2017 a 2019.

Dados Demogréficos

Idade
Média 36
IC 95%
Min-Max 20-71
Sexo N %
Masculino 42 68
Feminino 20 32
Estado Civil N %
Solteiro 28 45
Ignorado 34 55
Escolaridade N %
Ensino Fundamental 12 19
Ensino Médio 6 10
Ensino Superior 4 6
Ignorado 40 65
Procedéncia N %
Manaus e Regido 56 90
Metropolitana
Outros Municipios do 6 10
Amazonas

Fonte: Dados da pesquisa, 2021.
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Entre a populacdo estudada 45% declarou ser solteiro e 19% ter cursado o ensino

fundamental, porém essa informac&o foi ignorada em 55% e 65% dos casos respectivamente.

Quanto a procedéncia 90% dos pacientes eram de Manaus e regido metropolitana e 10%
de outros municipios do interior do Amazonas. Esse resultado foi maior do que os encontrados
por Mata-Essayag et al., (2008) que observou em seu estudo na Venezuela, que 65% dos

pacientes residiam na area urbana (tabela 1 e figura 08).
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Figura 08 — Naturalidade dos pacientes do estudo com coinfec¢cdo HD/AIDS

Segundo os dados do IBGE 2019 o municipio de Manaus possui 2.182,763 hab,
distribuidos em distritos sanitarios Norte, Leste, Oeste, Sul, Centro Sul, Centro Oeste e Rural.
Observou-se um predominio nas Zonas Norte (29%) e Leste (19%) (figura 09) sendo que estas
areas da cidade sdo as mais populosas, tendo a Zona Norte 606.924 hab. e a Zona Leste 542.593
hab, onde juntas constituem as “zonas de expansido” da capital do Estado e onde ocorre a maior
parte de desmatamento e invasfes clandestinas. Segundo a Secretaria Municipal de Meio
Ambiente e Sustentabilidade, somente em 2019 foram identificados 72 focos de invasoes,

representando um aumento de 125% em comparacgdo com 2018 (SEMMAS).



Figura 09 — Distribuicéo dos casos de AIDS/HD por Zonas de Manaus no periodo de 2017 a 2019.
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Tabela 2 — Principais manifestacdes clinicas dos 62 pacientes com diagndstico de AIDS

associados a histoplasmose.

Sintomas N° %
Febre 45 73
Perda de Peso 36 58
Tosse 31 50
Moniliase Oral 28 45
Dispneia 20 32
Diarreia 17 27
Vomito 11 18
Sudorese 8 13
Fraqueza 9 15

Fonte: Dados da pesquisa 2021

Em 47% (29/62) dos pacientes a AIDS foi identificada durante a internacdo por HD,

resultado similar aos encontrados por Correia, em 2012, em um estudo realizado no Cear3,

evidenciando a HD como a doenca definidora do diagndéstico de AIDS durante a internacdo. As

manifestacdes clinicas mais frequentes nesses pacientes foram, febre (45), perda de peso (36),

tosse (31) e moniliase oral (28) (tabela 02). Foi observado que 68% (42/62) desses pacientes

ndo estavam fazendo uso da terapia antirretroviral altamente ativa (HAART) o que 0s expdem

ao risco maior de desenvolverem formas graves da Histoplasmose ou outras doencas, devido a
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vulnerabilidade do estado imunol6gico que 0s mesmos se encontram, pois, as taxas de
mortalidade por doencas disseminadas séo altas e podem chegar a 50% em pacientes com
AIDS. Neste estudo, 28 pacientes evoluiram para o 6bito, representando 45% do total de casos
(figura 10), sendo que destes, 71% (20/28) a terapia HAART néo tinha sido iniciada ou era
realizada de forma irregular. Desde o final dos anos 90, a prevaléncia de histoplasmose
disseminada diminuiu em popula¢Ges HIV positivas com acesso a HAART, mas permanece

alta em populacdes que ndo tém acesso a esta terapia ou que ndo aderem ao tratamento.

Scheel et al., (2014), mais recentemente relatou mortalidade de 40% ao estudar uma
coorte de 48 pacientes na Guatemala com diagnostico de HD. Além disso, quatro pacientes com
HD morreram antes da confirmacéo do diagndstico. Na mesma coorte, a mortalidade associada

a outras doencas foi de 26%.
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Figura 10 —Distribui¢do anual de pacientes com AIDS/HD atendidos na FMT- HVD no periodo de 2017 a 2019
e 0 numero de Gbitos registrados nesse mesmo periodo.

Em 43% dos paises latino-americanos, 9 de 21, tem uma incidéncia de histoplasmose
disseminada sintomatica maior do que a tuberculose associada ao HIV, além disso, em 14 de
21 (67%) paises latino-americanos, a letalidade por histoplasmose disseminada foi maior do
que por tuberculose, uma situacdo esquecida pela maioria dos planos estratégicos nacionais
(ADENIS et al.,2018) Portanto, quase 40 anos apos a descricdo da AIDS, a histoplasmose

disseminada ainda estd matando muitos pacientes (NACHER et al., 2020).
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Figura 11 - Valor de LT-CD4+ dos pacientes ao diagndstico com HD/AIDS

A contagem de CD4+ foi realizada em amostras de sangue de 49 pacientes. Na figura
11 evidenciou-se que 73% (36/49) dos pacientes tiveram contagens de CD4+ menores ou iguais
a 100 células/mm?3, com um média de 71,06 cél/mm?3, sendo o menor valor 3 cél/mm?3 e destes,
44% (16/36) evoluiram para o 6bito (12 pacientes que também evoluiram para o 6bito ndo
tiveram o exame de CD4+ realizado). Resultados semelhantes foram encontrados por Falci e
colaboradores, em um estudo realizado em 2019, onde as varidveis independentemente
associadas a histoplasmose também foram contagem de CD4+, porém <50 células/mm3. Neste
referido estudo, a histoplasmose também foi mais frequente do que a tuberculose em pacientes
com contagens baixas de CD4+. Gutierrez et al. (2005) sugere que todos 0s pacientes com
AIDS que apresentam contagem de células <100 / mm3 associados a febre, sintomas

respiratorios, perda de peso e diarreia devem ser investigadas para HD.
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Frag. De Bidpsia _ 21

52
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Figura 12 — Percentual de diagnostico de Histoplasmose de acordo com o tipo de amostra coletada dos pacientes
com AIDS atendidos no FMT-HVD no periodo de 2017 a 2019.
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Para o diagndstico de HD foram realizados exames de cultura de creme leucocitario
(52%), fragmentos de bidpsia (21%), mielograma (18%) e hemocultura (10%) (figura 12). Em
58% (36/62) foi realizado tratamento antifungico e a droga de escolha em 92% foi a
Anfotericina B, 78% de forma monoterapica e em 22% associada ao Itraconazol. Mesmo com
0 uso da medicagdo, 45% (16/36) evoluiram para 6bito, supostamente por procurarem o Servico
de saude quando a doenga j& se encontrava muito avancada e/ou pela demora do diagndstico da

Histoplasmose (em média 30 dias) e consequentemente o inicio tardio do tratamento.

5.2 Avaliacdo do domicilio dos pacientes com Histoplasmose

Para a avaliagdo dos domicilios dos pacientes com Histoplasmose, foram feitas
tentativas de contato via telefone para as 62 pessoas acometidas por essa infec¢do fingica ou
familiares. Durante as tentativas do contato via telefone, encontramos diversas dificuldades, entre
elas: numeros errados ou inexistentes, chamadas nao atendidas, niumero informado néo ser do
paciente, recusas, mudanca de endereco e/ou residir em outros municipios de dificil acesso. Além
dessas problematicas, em mar¢o de 2020, com o surgimento dos primeiros casos de COVID 19
no Amazonas, as atividades de campo tiveram que ser suspensas, havendo retorno apenas em
dezembro de 2020, dessa forma foi possivel visitar 06 domicilios, onde foram coletadas 12
amostras que correspondem a 6 amostras de poeira domiciliar, 4 de solo e 2 de ocos de &rvore ou

madeira.

5.2.1 Caracteristicas dos pacientes que aceitaram participar da pesquisa

Foram entrevistados 05 pacientes e 01 familiar de paciente, pois havia evoluido para o
Obito. A média de idade dos participantes foi de 37,8 anos, 67% do sexo masculino, 5 se
autodeclararam pardos, 2 possuiam o ensino médio completo, 2 ensino médio incompleto, 1
ensino fundamental e 1 ensino superior. Quanto ao estado civil 4 declararam solteiros, 1
separado e 1 unido estavel, 3 eram naturais de Manaus, 1 de Manacapuru, 1 de Santarém e 1 do
Ceara. Quanto a profissdo foi relatada: aposentado, pedreiro, corretor de imoveis, domestica,
auxiliar de producdo e desempregado. Quando perguntado sobre o histdrico de viagens, 03
relataram ter viajado antes do diagnostico de histoplasmose, sendo os destinos Anori e
Manicoré (ambos no interior do Amazonas) e Fortaleza. O demais entrevistados relataram néo

ter realizado viagens antes do diagnostico.
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5.2.2 Descricdo dos domicilios e das amostras ambientais coletadas

Ao avaliar as caracteristicas dos domicilios visitados, foi observado que a média de
tempo de moradia destes era de 14,5 anos de residéncia. Todas as casas eram de alvenaria com
piso (ceramico ou cimento), metade possuia forro, 4 casas possuiam quintal, 2 tinham criacdo
de aves, 2 relataram ver constantemente a presenca de pombos nas proximidades do imdvel.
Né&o foi identificado acimulo de poeira em nenhuma das casas visitadas e a iluminacgéo, assim
como a higiene do local foi considerada de regular a boa. Em apenas 01 domicilio foi observado

um galinheiro desativado, presenga de mangueiras e oco de arvores apodrecidas (figura a e b).

-

3: Coletas de amostras em em ambiente domiciliar: Galinheiro desativado em casa de paciente que teve
diagndstico de Histoplasmose (a) e Mangueira presente no mesmo domicilio (b)

Figural

Casas tradicionais podem manter algumas fontes de disseminacdo comuns para fungos,
como manipulacdo do solo e criacdo de passaros e plantacdes de arvores para jardinagem ou
consumo. No estudo realizado por Bezerra em 2013, a presenca de mangueiras e a atividade
envolvendo o solo foram significativamente associadas a reatividade da histoplasmina em
estudo realizado com 161 pacientes HIV residentes em Fortaleza. As mangueiras também
podem estar relacionadas com a presenca de morcegos; esses animais sdo atraidos por seus
frutos e podem viver por anos nos lugares mais proximos para se empoleirar, como os telhados
das casas, servindo de areas de acumulagdo de matéria orgénica e esterco, um excelente local
para a proliferacdo de H. capsultaum (CORREA et al., 2016). Os morcegos sao considerados
importantes na disseminacdo e manutencdo do fungo no ambiente. No Para de 100 morcegos
pesquisados, 02 foram positivos para o Histoplasma capsulatum e ambos eram frugiveros
originarios principalmente das areas urbanas ( SILVA et al., 2020).
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5.2.3 Outras Fontes Ambientais

Foram avaliadas 46 amostras de outras fontes ambientais, sendo 10 amostras de adubo
(02 compostado e 08 com fertilizantes organicos), 32 amostras de pacientes com HIV/AIDS
sem Histoplasmose (21 poeira domiciliar, 10 solo de peridomicilio e 01 de poeira com fezes de
pombos) e 4 de areas publicas com grandes fluxo de pessoas (3 ocos de &rvores e 01 amostras
de poeiras com fezes de pombos (passarela para pedestres). Os espagos publicos visitados,
foram a duas Pracas de Manaus (Praca da Policia — figura a e b e Praca S&o Sebastido — figura
c) e a passarela de pedestre proxima a um shopping da Zona Centro-Sul com grande fluxo de
pessoas (figura d). As amostras dos domicilios dos demais pacientes com HIV/AIDS sem
Histoplasmose se encontravam armazenadas na Fiocruz Amazonia. Os adubos foram
adquiridos de acordo com a disponibilidade do comércio local, divididos entre os compostados

e ndo compostados, de fabricacdo caseira e/ou comercial.

Figura 14: Coleta de amostras em ambiente pablico: Arvore em decomposicio na Praca da Policia em processo
de retirada pelos 6rgaos publicos (a e b) e (c) Arvore também em decomposic&o na Praca S&o Sebastido.

Figura 15: Poeira e fezes de pombo presentes na Passarela para pedestres na Zona Centro-Sul.
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5.3 Analise de amostras ambientais para deteccédo de Histoplasma capsulatum por
RT-PCR

Os resultados da analise por gPCR para deteccdo de Histoplasma capsulatum nas
amostras ambientais coletadas estdo apresentados na Tabela 03. Esses resultados mostram que
o controle positivo da B-actina foi positivo em todas as amostras, porém nas amostras dos
domicilios dos pacientes ou amostras de areas publicas testadas ndo foi detectada a presenca de

Histoplasma.

Foram selecionadas aleatoriamente algumas amostras dos pacientes para serem
contaminadas propositalmente com Histoplasma afim de serem utilizados como controle
positivo nas primeiras analises as amostras de adubo contaminadas tiveram os resultados
negativos, sendo necessario a limpeza do DNA das amostras (repurificacdo) utilizado

cloroférmio;alcool isoamilico (24:1) devido ao numero alto de inibidores.

Tabela 3. Amostras ambientais contaminadas propositalmente com cultura de Histoplasma

capsulatum submetidas a analise de gPCR para deteccdo do fungo.

Amostra DNA Pureza SinglePlex SinglePlex (R)
(ng/ul) B-actina H.c B-actina H.c
AOH3 2.0 19 - - + +
AOH4 1.6 1.8 - - + +
PDH3 0.3 1.6 + + + +
AOH3 0.4 1.5 - - + +
H111 1.8 1.8 - + + +
H111 2.0 1.9 - + il +
AOH1 0.1 15 - - + +
AOH2 0.1 1.6 - - + +
SH1 0.2 1.9 - + + +
SH2 0.1 1.6 - + i +
PDH4 0.2 1.6 - + + +
AOH4 * * - - + +

AOH — Adubo orgéanico com Histoplasma; PDH — Poeira domiciliar com Histoplasma; H — Cultura de Histoplasma;
SH — Solo com Histoplasma. (R) Repurificadas *N&o Realizado.

Fonte: Dados da pesquisa, 2021.
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Apos a repurificacdo, todas as amostras contaminadas tiveram os resultados positivos
para Histoplasma capsulatum (tabela 03).

Na pesquisa realizada por Amorim-Conselheiro (2019), nao foi relatado a necessidade
desta repurificacdo das amostras, apesar de também terem sido utilizados amostras similares ao
do nosso estudo (exceto o adubo), onde se obteve 15% de positividade das amostras utilizando
apenas o Kit Comercial PowerSoil, porém na pesquisa que Gomez et al., (2018), avaliaram a
presenca de Histoplasma capsulatum em amostras de adubos organicos, verificaram a

necessidade de utilizar a técnica de repurificacdo, onde tiveram éxito em seus resultados.

Tabela 4. Amostras ambientais de domicilios de pacientes com HIV/AIDS com e sem
Histoplasmose e de areas publicas da cidade de Manaus/AM submetidas a analise de gPCR
para deteccdo de Histoplasma capsulatum.

Amostra DNA (ng/ul) Pureza Multiplex
B-actina H. capsulatum
CAl 8.5 1.9 + -
PD4 2.9 1.8 + -
PD6 4.1 1.8 + -
PD3(b) 3.4 1.9 + ;
PD16 (a) 4.9 1.9 + -
PD14 1.8 1.7 + -
MAD10 1.9 1.9 + -
SL1 4.4 1.9 + -
SL2 55 1.9 + -
SL3 1.8 1.8 + -
SL11(b) 8.5 1.9 + -
SL17 7.3 1.9 + -
OAP2 3.3 1.8 + -
PM 15 1.8 + -
PD1 2.1 1.8 + -
CM1 2.2 1.9 + -
SM1 1.9 1.9 + -
SG1 2.8 1.9 + -
SL4 0.66 1.8 + -
OA4 1.7 1.9 + -
PD12(a) 1.0 1.7 + -
PD4(b) 1.7 1.7 + -
PD7(a) 1.6 1.8 + -
PD15 1.0 1.7 + -
PD11(a) 1.1 2.0 + -
PD11 2.2 1.8 + -
PD15(b) 0.7 1.9 + -
PD1(c) 1.2 1.8 + -
SL4(a) 0.6 2.0 + -
OAP2(a) 0.8 1.6 + )
PD4(a) 0.7 1.7 + -
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PD3 1.1 1.9 + -
PD1(b) 1.7 17 ; i
PD6 * * + -
PD4 0.7 0.7 + -
FZ5(a) 12 12 ; -
PD17(b) 0.7 1.9 ; i
SL10 0.7 1.7 + -
SL15 0.3 2.1 + -
PD5 15 1.8 + -
PD2 0.5 1.6 + -
PD3 0.6 1.9 + -
PD10 0.5 1.9 + -
PD10(b) 0.4 1.9 ; -
SL6 0.5 1.9 + -
SL9(a) 0.1 1.4 ; -
PD5(b) 0.3 18 + B
OAP1 * * N -
AOL x * N :
AO2 x * N :
AO3 * * + -
AO4 * * + _
AO5 * * + -
AO6 x * N :
AO7 x * N :
AOS8 * * + -
AO9 * * + -
AO10 * * + -

PD — Poeira domiciliar; SL- Solo; MAD — Madeira; CM — Casca de mangueira; CA — Casca de &rvore; SG — Solo
de galinheiro; SM — Solo de Mangueira; OA — Oco de arvore; FZ — Fezes; PM — Passarela; AO — Adubo orgénico.
*Nao foi realizado

Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

Essa nova opc¢do de metodologia de gPCR para deteccdo do H. capsulatum, com o hovo
conjunto de primers e sonda proposto por Silva (2021), quando aplicado em experimento com
amostras ambientais contaminadas por Histoplasma capsulatum demonstrou a presenca desse
fungo. Silva (2021) também utilizou essa metodologia em amostras ambientais de caverna
localizada no Amazonas e obteve resultado positivo para detec¢do de Histoplasma em 1 das 30
amostras testadas. Carceres et al., (2020), em uma revisdo dos Ultimos 6 anos, onde buscou
destacar abordagens inovadoras na deteccdo do Histoplasma através de técnicas laboratorias,
também observou que ensaios com multiplex simples (inclusive para uso ambiental) podem ser

importantes para um diagnostico mais rapido e preciso.

Almeida em 2018, em um revisao sistematica envolvendo 270 artigos sobre a ocorréncia
da Histoplasmose no Brasil, evidenciou a pouca existéncia de estudos voltados para a analise e

identificacdo do Histoplasma capsulatum em animais e solos e demonstrou em seus achados,
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que talvez esses dados reflitam a dificuldade do isolamento desse fungo em amostras
ambientais. Em outro estudo mais recente, realizado por Rodrigues et al., (2020) identificaram
nove grupos genéticos altamente diversos de Histoplasma capsulatum no Brasil. A alta
variabilidade genética entre os isolados brasileiros juntamente com a presenca de espécies
cripticas divergentes e/ou genotipos podem apoiar a hipétese do Brasil ser o centro de dispersdo
do Histoplasma capsulatum na América do Sul, possivelmente com a contribuicdo de
hospedeiros migratorios como passaros e morcegos. Resultados como estes reforcam a
importancia de mais investigacdes epidemiologicas no Brasil que permitirdo futuras propostas

de politicas publicas para conter a disseminacao da histoplasmose.

6 CONCLUSAO

Os pacientes atendidos na Fundacdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira
Dourado — FMT/HVD com diagnoéstico de HIV/AIDS e coinfeccdo de Histoplasmose, séo
predominantemente do sexo masculino, com média de idade de 36 anos, com baixa
escolaridade, residentes na zona urbana e periurbana de Manaus. O diagnoéstico laboratorial
mais solicitado € a cultura de creme leucocitario e metade dos pacientes com diagnoéstico de
Histoplasmose desconheciam sua sorologia pra HIV/AIDS no momento da internacdo e/ou
consulta e a terapia antiretroviral ndo era realizada na maioria dos pacientes, e provavelmente
por este motivo, mais da metade dos pacientes apresentaram a contagem de CD4+ <100 cél.
por mm? e a mortalidade nesses pacientes foi de alta.

O tratamento antifingico de escolha para a monoterapia foi a Anfotericina B e quando
associada a outro medicamento, a escolha foi o Itraconazol. O inicio do tratamento com
antifangicos ocorre, muitas vezes tardiamente, devido a média do diagnoéstico ser de 30 dias.

Quanto aos achados ambientais, todos os pacientes entrevistados residiam em casas de
alvenaria na zona urbana, com pouco contato com aves ou morcegos, ou ambientes
conhecidamente caracteristicos para a contaminacao por Histoplasma capsulatum . As amostras
ambientais coletadas tanto em ambiente domiciliar quanto em outras fontes apresentaram
resultados negativos para o Histoplasma quando submetidos a PCR em tempo real.

As amostras de solo e poeira domiciliar contaminadas propositalmente com cultura de
Histoplasma capsulatum foram detectadas pela tecnica de gq°PCR com o novo conjunto de
sondas e primers de Silva (2021). O diagndstico positivo para Histoplasma capsulatum nas

amostras de adubo orgénico (contaminadas propositalmente), compostados ou ndo com
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fertilizantes de origem animal, a deteccdo sé foi possivel apos a repurificagdo, caso contrario,
os resultados foram negativos devido aos inibidores naturais existentes nesse tipo de amostra.
Nossos resultados evidenciam a importancia de mais estudos em amostras de solo e
outras fontes ambientais para que desta forma seja possivel um melhor entendimento da
ecoepidemiologia da Histoplasmose no Amazonas e no Brasil, assim como se apropriar cada
vez mais da técnica de biologia molecular, que tem demonstrado ser uma importante ferramenta
para estudos epidemioldgicos e investigacdes de surtos para esta micose sistémica que possui

alto indice de morbimortalidade dentre os pacientes de HIV/AIDS.
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APENDICE (1) - FICHA DO PACIENTE

Pacientes com HIV/AIDS diagnosticado com micose sistémica ()

Numero da ficha: data: / /

Ndmero do Prontudrio:

A - Dados Sociodemograficos

1 - Nome:

2 — ldade: 3 - Data de nascimento:
4 - sexo:( )Feminino ( )Masculino

5 — Cor/Raca:

6 — Profisséo: 7 — Escolaridade:
8 - Enderego:

9 - Naturalidade:

10 - Estado civil: 11 - Profissao:

12 — Histdrico de Viagem antes do diagnoéstico da Histoplasmose? () Sim () Néo

Local:

B - Dados Laboratoriais

1 - Contagem CD4:

2 - Micose sistémica: ( )Histoplasmose

3 - Inicio dos sintomas:

4 - Observac0es clinicas:

59

5 - Método diagnéstico:  Exame direto ( )  Histopatologia ( ) Cultura( )

Biopsia ( ) outros:

6 - Tecido/fluido corporal:

7 - Data do diagndstico: / /
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APENDICE (2) - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO

NGs, Marcia Larissa Pereira de Menezes e Ani Beatriz Jackisch Matsuura, aluna de
mestrado e pesquisadora da Fiocruz/AM, respectivamente, estamos convidando o (a) senhor (a)
a participar de um estudo chamado “Avaliagdo da Presenca de Histoplasma em Ambiente

Domiciliar de Pacientes com HIV/AIDS atendidos em Unidade de Referéncia no Amazonas”.

a) O objetivo desta pesquisa € investigar a presencga de Histoplasma capsulatum em
domicilios de micoses oportunistas diagnosticados na FMT-HVD em 2017 a 2019;

b) Sera necessario responder algumas perguntas para tentar entender como foi que
vocé adquiriu essa micose;

¢) E possivel que, durante a participacdo na pesquisa, haja algum desconforto em
relacdo a visita que sera realizada na sua casa para obtencdo de amostra ambiental. Mas, para
reduzir esse possivel desconforto, esta visita sera agendada com vocé;

d) Os beneficios esperados com essa pesquisa sdo: analisar se ha a presenca de
fungos causadores de micose sistémica no ambiente domiciliar e assim verificar se ha risco de
infeccdo/re-infeccdo nesse ambiente. No entanto, este estudo talvez ndo lhe beneficie
diretamente, mas irad contribuir para o avanco cientifico;

e) As pesquisadoras Marcia Menezes e Ani Matsuura responsaveis por este estudo
estardo disponiveis para esclarecer qualquer duvida sobre a pesquisa no Centro de Pesquisa
Lebnidas & Maria Deane — FIOCRUZ/AM, Rua Teresina, 476, Adriandpolis, Manaus-
AM - CEP: 69057070, telefone: (92) 3621-2323; (92) 3621-2333. E se tiver alguma divida
sobre a ética da pesquisa, direitos do participante, ou no caso de riscos relacionados ao estudo,
vocé deve entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres humanos
da Fundacdo de Medicina Tropical ""Doutor Heitor Vieira Dourado (CEP/FMT-HVD),
Avenida Pedro Teixeira, 25 - Dom Pedro, Manaus - AM, 69040-000, Telefone: (92) 2127-
3572, e-mail: cep@fmt.am.gov.br;

f) A sua participacdo neste estudo € voluntaria e se o (a) senhor (a) ndo quiser mais
fazer parte da pesquisa poderéa desistir a qualquer momento e retirar o seu consentimento. Essa
decisdo ndo prejudicara de forma alguma o seu atendimento na FMT-HVD;

g) As informagdes relacionadas ao estudo somente serdo veiculadas atraves de
artigos, congressos cientificos e revistas especializadas. No entanto, quando as informacdes

forem divulgadas garantimos que a identidade do (a) senhor (a) sera preservada e mantida em

Rubricas:

Sujeito da Pesquisa e /ou responsavel legal
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segredo. Poderemos tirar fotografias do ambiente da sua casa, mas garantimos que sera de forma
para proteger a sua identificagéo;

h)  N&o ha compensacao financeira relacionada a sua participacao, no entanto sera
garantido o ressarcimento de despesas, quando necessario, tais como transporte e alimentacéo.
Qualquer despesa adicional, sera absorvida pelo orcamento da pesquisa. Da mesma forma, teréo
direito & indenizac&o garantido caso ocorra algum dano permanente devido a participacdo nesse
estudo.

Eu, li esse termo de consentimento

e compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual concordei em participar. A explicacdo
que recebi tratou dos riscos e beneficios.

Eu entendi que sou livre para interromper minha participacdo a qualquer momento sem
justificar minha decisao e sem que esta decisdo afete meu tratamento. Este documento é emitido
em duas vias que serdo ambas assinadas por mim e pelo pesquisador, ficando uma via com cada

um de nos. Sendo assim, eu concordo voluntariamente em participar deste estudo.

(Assinatura do participante da pesquisa ou responsavel legal)

Manaus, __ de de

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e

Esclarecido deste individuo ou de seu representante legal para a participacdo neste estudo.

(Assinatura do Pesquisador)

Manaus, de de




62

APENDICE (3) - FICHA DA CASA DO PACIENTE

Entrevistado:

Entrevistador:

NuUmero da ficha: data da visita: / /

A - Dados Epidemioldgicos da Histoplasmose

2 - Endereco:

3 - Tipo de moradia: ( )Casa ( )Apartamento  ( )Cbmodo

4 - Tempo de moradia:

5 - NUmero de moradores:

6 - Tipo de parede: ( )Alvenaria  ( )Madeira ( )Gesso ( ) Mista (Madeirae
Alvenaria) Outros:

7 - Tipo de piso: ( )Ceramica ( )TerraBatida ( )Tabua ( ) Cimento
Outros:

8 - Tipo de teto: ( )Laje ( )Telha com forro ( )Telha sem forro (
) Telha com forro incompleto Tipo de telha:
9-Quintal: ( )Nao ( )Cimento ( )Terra

10 - Arvores: (  )Ndo  ( )Sim

11 - Criacdo de aves: ( )N&o ( )Sim
Espécies:

12 - Aves/Peridomicilio: ( )N&o ( )Sim

() Livres ( )Em cativeiro
Espécies:

13 - Presenca de Pombos ( )N&o ( ) Sim

14 - Presenca de Morcegos ( ) Ndo ( ) Sim

15 - Acumulo de poeira: ( )N&o ( )Sim

16 - lluminagéo natural: ( )Boa ( )Regular ( )Ruim
17 — Higiene do Ambiente: ( )Boa ( )Regular ( )Ruim

18 - Observacg0es do Entrevistador:




ANEXO A — APROVACAO EM COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FUNDACAO DE MEDICINA
TROPICAL "DOUTOR HEITOR ‘G Raieveforme
VIEIRA DOURADO”

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA
Titulo da Pesquisa: AGENTES FUNGICOS DE MICOSES SISTEMICAS EM DOMICILIOS DE PACIENTES
COM HIV/AIDS E MICOSES OPORTUNISTAS DIAGNOSTICADOS NA FMT-HVD
Pesquisador: Marla Jalene Alves
Area Tematica:
Versdo: 5
CAAE: 82715917.4.0000.0005
Instituigao Proponente:CENTRO DE PESQUISAS LEONIDAS E MARIA DEANE - FUNDACAO

Patrocinador Principal: CENTRO DE PESQUISAS LEONIDAS E MARIA DEANE - FUNDACAO
OSWALDO CRUZ

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.075.280

Apresentagao do Projeto:

Os fungos Cryptococcus e Histoplasma sao agentes causadores de micoses sistémicas, acometendo de
forma grave individuos com HIV/AIDS, representando um importante problema de salde publica. A infecgdo
ocorre guando ha exposicio desses pacientes ac ambiente contaminado com propagulos infectantes do
fungo. No Brasil os casos de Criptococose e Histoplasmose tem aumentado em pacientes
imunocomprometidos, inclusive no norte do pais, levando comumente esses individuos & obito. Em Manaus,
Amazonas, tém sido realizados estudos de carater ambiental para verificar a presenca e os genotipos de
fungos na natureza, ndo havendo relatos em domicilio de pacientes com HIV/AIDS. Assim, o presente
estudo pretende investigar a presenga de agentes flingicos de micoses sistémicas em domicilios de
pacientes com HIV/AIDS diagnosticados com Criptococose e/ou Histoplasmose na Fundacéo de Medicina

Tropical -Dr. Heitor Vieira Dourado, além de avaliar 8 metodologia de PCR-RT para a detecgéo de

Cryptococcus e Histoplasma, determinar genotipos e avaliar a sensibilidade dos isolados aos antifingicos.

Os fungos serdo obtidos de amostras ambientais coletadas no domicilio dos pacientes. Isolados clinicos
também entrardo no estudo. Os isoclados de Cryptococcus serdo submetidos & analise morfologica. &
genotipagem por MLST, PCR-RT e a susceptibilidade antifiingica. J& a presengs de Histoplasma sera
avaliada por PCR convencional e PCR-RT. Sera feito sequenciamento de DNA de
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todos os agentes flngicos investigados. Osresultados obtides elucidardo lacunas referentes as possiveis
fontes de infecgo desses fungos e distribuicio destes fungos, além de confribuir para a prevencéo e
controle dessas micoses.

Desenho do estudo:

Trata-se de um estudo observacional, descritivo, transversal

Os fungos serdo obtidos de amostras ambientais, tais como poeira domiciliar, solo, fezes de aves, oco de
arvore e madeira em decomposi¢io, coletadas no domicilio de pacientes com HIV/AIDS diagnosticados com
Criptococose e/ou Histoplasmose na FMT-HVD, além de pacientes com HIV/AIDS sem micose sistémica,
que serdo utilizados como controle do estudo. Os isolados de Cryptococcus serdo submetidos & analise
morfologica, a genotipagem por MLST, PCR-RT e a susceptibilidade antifingica. J& a presenca de

Histoplasma sera avaliada por PCR convencional e PCR-RT.

Hipotese:
Pode haver a presenca de fungos causadores de Criptococose e Histoplasmose no ambiente domiciliar dos
pacientes estudados.

Desfecho Primario:

Determinar se ha a presenca de fungos no ambiente domiciliar dos pacientes estudados e as possiveis
fontes de infecgdo por estes fungos Desfecho Secundario:

Determinar se os fungos encontrados no ambiente domiciliar do paciente s80 05 MesMOS responNsaveis por
causar doenga nesses pacientes e verificar as fontes de infecgdo por estes fungos.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primério:

Investigar a presenca de agentes fungicos de micoses sistémicas em domicilios de pacientes com HIV/AIDS
e micose sistémica diagnosticados na FMT-HVD nos anos de 2017 e 2018.

Objetivo Secundario:
s) Analisar fontes ambientais para determinar a presenca de agentes flingicos de Criptococose e
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Histoplasmose em domicilios de pacientes com HIV-AIDS diagnosticados com micose sistémica na
FMTHVD;

b) Avaliar a metodologia de PCR em tempo real pars detecgdo de Histoplasma e Cryptococcus em amostras
ambientais;

c) Determinar os gendtipos de Cryptococcus presentes no ambiente domiciliar;
d) Correlacionar os achados ambientais com os agentes causadores de micose nos pacientes;

e) Caracterizar os isolados quanto & susceptibilidade aos antiflingicos azdlicos e anfotericina B.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os possiveis riscos relacionados a participagdo na pesquisa sio: (1) desconforto durante a abordagem ao
paciente € a utilizagﬁo de dados desse paciente;(2) desconforto durante a realizaqéo das coletas no
ambiente domiciliar. Os riscos serdo minimizados pelo entrevistador que sera treinado para garantir o sigilo
dos participantes, além disso a abordagem sera feita de forma individualizada, ndo exposta ao publico, a fim
de evitar

constrangimentos e a visita domiciliar sera agendada com o proprio paciente. Além disso, qualguer risco ndo
previsto decorrente da participacdo na pesquisa, sera minimizado pelo pesquisador.

Beneficios:

Esse trabalho contribuiré com maiores informagdes para a compreensdo 8 respeito de possiveis fontes
ambientsis de infecgdo e re-infecgio de fungos causadores de micose sistémics, fatores associados a sus
infeccdo, a distribui¢do desses fungos no Amazonas, sua importancia como sgente causador de micose em
seres humanos e do perfil de sensibilidade & antifiingicos utilizados rotineiramente no tratamento destas
micoses,

permitindo uma melhor conduta terapéutica frente a estas infecgdes.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Trata-se de resposta 4s PENDENCIAS
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Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Anexos a este protocolo estdo os seguintes documentos:

PB_INFORMACOES_BASICAS_1501615_E1 (20/05/2020)

FOLHA_RESPOSTA_CEP (20/05/2020)

Recomendagoes:

Vide Conclusdes ou Pendéncias

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

PENDENCIAS OBSERVADAS E AS MODIFICAGOES

1. Coleta de amostras ambientais de pacientes do ano de 2012 (Data de Inicio em 02/03/2020) foi
modificado para 15/08/2020

Pendéncia atendida

2. Aplicagéo do TCLE e obtencéio de isolados clinicos dos pacientes de 2018 (Data Inicio em 02/03/2020) foi
medificado para 15/06/2020

Pendéncia atendida
3. Sensibilidade acs antifiingicos dos isolados de 2019 ( Dsta de inicio em 01/04/2020) foi modificado para
15/07/2020.

Pendéncia atendida
4. Analise molecular dos isolados de 2019 ( Data de Inicioc em 01/04/2020) foi modificado para 15/07/2020

Pendéncia atendida

5. Isolamento de Cryptococcus e analise morfologica dos pacientes de 2019 (Data de Inicic em 02/03/2020)
foi modificado para 15/06/2020

Pendéncia atendida

6. Anslise dos Dados dos pacientes de 2019 ( data de inicio em 01/04/2020) foi modificado para 15/08/2020
Pendéncia atendida
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Diante do exposto sugere-se que EMENDA seja APROVADA por este CEP.

SMJ este & o parecer

Consideragdes Finais a critério do CEP:

o ™

O presente projeto esta APROVADO e os interessados ficam informados de apresentar a este CEP os
relatorios, parciais e o final, do estudo conforme prevé a Resolucdo CNS n® 4868/2012, utilizando o formulario
de Roteiro para Relatorio Parcial/Final de estudos clinicos Unicéntricos e Multicéntricos, proposto pela

CONEP em nossa home page.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situacéo
Informacdes Basicas |PB_INFORMACOES_BASICAS_150161| 20/05/2020 Aceito
do Projeto 5 E1.pdf 12:09:58
Qutros FOLHA_RESPOSTA_CEP . pdf 20/05/2020 |Msrla Jalene Alves Acsito
12:08:09

Outros Retatorio_Parcial_ CEP_FMT_Cripto_His| 208/04/2020 |Marla Jalene Alves Acsito

to.pdf 17:25:28

Outros FOLHARESPOSTAcep_Maria.pdf 05/03/2018 |Marla Jalene Alves Aceito
12:168:04

Qutros Curriculo_Lattes pdf 05/03/2018 |Marla Jalene Alves Aceito
12:12:21

Qutros ProjetocepTCUD . pdf 05/03/2018 |Marla Jslene Alves Acsito
12:09:39

Projeto Detalhado / | Projetocep_Marla. pdf 05/03/2018 |Marla Jalene Alves Ac=ito

Brochura 12:08:41

Investigador

TCLE /Termos de  |termodeassentimento_projetocep_Marls.| 05/03/2018 |Marla Jalene Alves Aceito

Assentimento / paf 12:07:40

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLEcrianca_projetocepMarla.pdf 05/03/2018 |Marla Jalene Alves Acsito

Assentimento / 12:08:57

Justificativa de

Auséncia

TCLE/Termos de | TCLEadulto_projetocepMaria.pdf 05/03/2018 |Marla Jalene Alves Ac=ito

Assentimento / 12:08:37

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto folhaderostaplataformaBrasilMaria.pdf 111212017 |Marls Jalene Alves Aceito
17:29:39
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Situagdo do Parecer:
Aprovado

FUNDACAO DE MEDICINA
TROPICAL "DOUTOR HEITOR
VIEIRA DOURADO"

Necessita Apreciagao da CONEP:

Ngo

MANAUS, 08 de Junho de 2020

,@Wm
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