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Prevaléncia do antigeno criptococico utilizando Lateral Flow Assay (LFA) no screening de
pacientes com HIV/AIDS

RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL
HERION ALVES DA SILVA MACHADO

INTRODUCAO: Meningite criptocécica causa aproximadamente 15% da mortalidade
relacionada com a AIDS anualmente. A Criptococose ¢ uma enfermidade negligenciada.
Contudo, pode ser prevenida pela realizacdo do screening através da pesquisa do Antigeno
Criptocdcico(CrAg) e de tratamento precoce durante um longo periodo de deteccdo ou
infeccdo subclinica. Nosso estudo determinou a prevaléncia da antigenemia criptocdcica
levando em consideracéo niveis de linfocitos CD4 e sintomas clinicos.

METODOS: Ao todo, 109 pacientes com HIV/AIDS, consentiram em participar deste estudo.
Inicialmente, fez-se um levantamento de dados sdcio- demograficos dos mesmos, além dos
dados clinicos contidos no prontuario. A pesquisa de antigeno criptococico utilizando Lateral
Flow Assay( CrAg/LFA) no sangue e urina foi realizado em todos os pacientes inclusos no
estudo, independente dos niveis de linfocitos CD4. Para os que apresentaram CrAg positivo
em sangue e urina, foram submetidos a punc¢do lombar para avaliacdo de CrAg no liquor.

RESULTADOS: Dos 109 pacientes, 67% eram do sexo masculino, 92% eram provenientes da
area urbana e 76% eram procedentes do estado do Piaui. A média de idade foi de 35 anos,
sendo 57% com idade entre 31-45 anos de idade. Cerca de 49,5% faziam uso irregular da
terapia antirretroviral (TARV), 18% usavam corretamente a TARV e 32,5% eram virgens de
tratamento. A prevaléncia de antigenemia criptocécica, foi de 8,2%. Daqueles pacientes com
CrAg no sangue e urina positivos, em 3,6 % apresentava-se com CD4< 100 cél/mm?3, 58,7%
com CD4 100-199 cel/mm? e 37,7% com CD4 > 200 cel/mm?. Os sintomas mais comuns nos
pacientes com CrAg positivo foram cefaleia, febre e vomitos.

CONCLUSAO: O CrAg/LFA permite um exame simples, rapido e de baixo custo para o
diagnostico da criptococose e é recomendado para uso com soro, plasma, urina ou liquor em
pacientes sintomaticos. O uso adequado da terapia antirretroviral contribui para uma reducao
da morbimortalidade dos pacientes com HIV/AIDS. Além disso, CrAg/LFA tem o potencial
para identificar pacientes com infeccdo assintomatica quem devem receber fluconazol
profilatico.
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ABSTRACT

MASTERS DISSERTATION ON TROPICAL MEDICINE
HERION ALVES DA SILVA MACHADO

INTRODUCTION: Annually, cryptococcal meningitis causes approximately 15% of deaths
related to AIDS. The cryptococcosis is a neglected disease. Nevertheless, it can be prevented
by performing the screening by means of investigating the cryptococcal antigen (CrAg) and
early treatment for a long period of detection or subclinical infection. Our study determined
the prevalence of cryptococcal antigenemia taking into account the levels of CD4
lymphocytes and clinical symptoms.

METHODS: All together, 109 patients with HIV / AIDS, agreed to participate in this study.
Initially, there was a survey of patients’ socio-demographic data, in addition to clinical data
from the medical record. The cryptococcal antigen test using Lateral Flow Assay (CrAg /
LFA) in blood and urine was carried out in all patients included in the study, regardless of
CD4 lymphocyte levels. Those who were CrAg positive for blood and urine underwent a
lumbar puncture for CrAg assessment in the fluid.

RESULTS: From the 109 patients, 67% were male, 92% were from urban areas and 76%
were from the state of Piaui. The average age was 35 years, 57% aged between 31-45 years
old. About 49.5% made irregular use of antiretroviral therapy (ART), 18% correctly used the
ART and 32.5% were treatment-naive patients. The prevalence of cryptococcal antigenemia
was 8.2%. From the patients tested positive for CrAg for blood and urine, 3.6% had CD4 <
100 cells/mm3, 58.7% had CD4 100-199 cells/mm3 and 37.7% had CD4 > 200 cells/mm?. The
most common symptoms in patients with CrAg positive were headaches, fever and vomiting.

CONCLUSION: CrAg / LFA allows a simple, fast and low cost test for the diagnosis of
cryptococcosis and is recommended for use with serum, plasma, urine or fluid in symptomatic
patients. The correct use of the antiretroviral therapy contributes to a reduction in morbidity
and mortality of HIV / AIDS patients. Furthermore, CrAg / LFA have the potential to identify
patients with asymptomatic infection who must receive prophylactic fluconazole.
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1. INTRODUCAO

Criptococose € uma micose sistémica, causada pela inalagdo de basididsporos ou
leveduras desidratadas de duas espécies de Cryptococcus (Cryptococcus neoformans e
Cryptococcus gattii), basidiomicetos que se apresentam em sua forma parasitaria como
levedura anamorfa capsulada,produtora de melanina, que ap0s permanecer algum tempo nos
pulmdes, pode disseminar por via hematogénica, alojando-se principalmente no cérebro e nas
meninges (BUCHANAN & MURPHY, 1998).

A criptococose encontra-se entre as infecgdes fangicas emergentes de significativa
morbiletalidade, principalmente sob forma de meningoencefalite, que € secundéria a processo
pulmonar, nem sempre diagnosticado clinicamente, seja em individuos imunodeprimidos ou
imunocompetentes (EGHWRUDJAKPOR & ALLISON, 2009; LACAZ et al., 2002).

Anteriormente a descoberta da infeccdo pelo HIV, a criptococose estava
correlacionada a pacientes com diversas causas de imunodepressao, como tumores, LUpus
Eritematoso Sistémico (LES), diabetes mellitus ou uso de medicamentos, porém, com o
aumento de casos de infeccdo por HIV (Virus da Imunodeficiéncia Humana) observou-se que
emergéncia mundial da criptococose associadas a AIDS (Sindrome da Imnodeficiéncia
Adquirida), quando h& comprometimento grave da imunidade celular, possibilitando a
ocorréncia de infec¢bes oportunisticas diversas, como parasitas intracelulares (Toxoplasma) ,
outros fungos, bactérias e virus (MOREIRA et al., 2006).

A criptococose apresenta-se sob a forma de diferentes quadros clinico-
epidemioldgicos, sendo os mais descritos: 1) Criptococose por C. neoformans - infeccdo
oportunista, cosmopolita, associada a condi¢Ges de imunodepressdo celular, principalmente, a
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA); 2) Criptococose por C. gattii - micose
endémica em areas tropicais e subtropicais que atinge individuos imunocompetentes, similar a
outras micoses sistémicas; 3) Criptococose por C. gattii, sob a forma de surtos em animais e
humanos (LAZERA et al., 2005).

No Brasil, 0os dados sobre essa micose sdo conhecidos a partir de analises de série de
casos, diagnosticados em alguns centros regionais ou por meio de dados indiretos obtidos no
programa de AIDS. A criptococose apresenta-se como a segunda causa de mortalidade entre
as micoses sistémicas e possui, aproximadamente, letalidade na faixa de 45% a 65%
(COUTINHO et al, 2002).
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O diagndstico laboratorial é constituindo principalmente de: pesquisa direta do agente
em fluidos bioldgicos, pesquisa de antigeno capsular criptococico, cultura e exame
anatomopatoldgico. A coleta do liquido cefalorraquiano (LCR), é a principal ferramenta no
diagnostico precoce da infecgdo criptococica de sistema nervoso central (SNC), recomendada
em todos os pacientes imunossuprimidos com suspeita de infeccdo do sistema nervoso
central ou com criptococose comprovada em algum orgdo ou sitio corporal ou por
hemocultura.. O exame direto do LCR em tinta da China é um exame util e rapido para o
diagnostico da meningite criptocdcica e é positiva em mais que 80% dos pacientes com AIDS,
geralmente em fase avangada de doenca e com elevada carga fungica. Além do mais, é um
exame dependente da experiéncia do microbiologista, e existem relatos na literatura de falso
negativo em 20-30% dos resultados em infec¢Bes por C.neoformans ou C.gattii com capsula
deficiente ou devido a baixa carga fungica do agente no liquor, principalmente nos casos

iniciais, quando o diagnostico e fundamental (BEYENE et al, 2013).

Recentemente, a Food and Drug Administration (FDA) aprovou uma inovadora
técnica para deteccdo de antigenos criptocdcicos, baseada na técnica de imunocromatografia,
denominada Lateral Flow Assay (LFA) (Immuno-Mycologics Inc, Norman, Oklahoma). Este
método apresenta um custo menor que qualquer outra técnica para deteccdo de antigenos e
tem sido recomendada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para o diagndstico precoce

da meningite criptococica em pacientes infectados pelo HIV (WHO, 2011).

A OMS tem recomendado o uso de detecgdo de antigenos em pacientes infectados
pelo HIV, que apresentem CD4 baixo e sejam assintomaticos do ponto de vista neurolégico
(RAJASINGHAM et al, 2012). Esta estratégia permite identificar precocemente pacientes
com doenca criptocdcica em estadio subclinico (WHO, 2011). Recentemente, a técnica de
LFA tem sido validada no escopo dessa estratégia de screening, facilitando sua aplicacdo na
prética clinica (RUGEMALILA et al, 2013).

Os agentes antiflngicos disponiveis para tratamento da criptococose podem ser
classificados em trés grupos, com base em seus mecanismos moleculares de acdo: alteracao
da funcdo de barreira da membrana mediante interagdo com o ergosterol, observado em
polienos como a Anfotericina B; inibicdo da sintese de DNA ou RNA pelos analogos de
nucleosideos, como a flucitosina; inibicdo da biossintese do ergosterol, pelos inibidores da
enzima 14a-demetilase, observado nos azois, como Fluconazol, Voriconazol, ltraconazol e

Pozaconazo (VANDEN BOSSCHE, 1997, VANDEN BOSSCHE et al., 1998).
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O tratamento da criptococose baseia-se na administracdo de anfotericina B associada a
flucitosina na fase de inducdo, seguida de fluconazol ou itraconazol na fase de manutencdo e
supressdo ( PERFECT et al., 2010 ; CONSENSO EM CRIPTOCOCOSE, 2008).

Na fase meningea, a terapéutica primaria baseia-se na administracdo de anfotericina B
associado a 5-Flucitosina, por duas semanas. A terapéutica alternativa baseia na administracédo
da Anfotericina B durante 14 dias depois Fluconazol durante 8 a 10 semanas (SILVESTRE et
al., 2008).
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1.1. REVISAO DE LITERATURA
1.1.1. HISTORICO

Em 1894, foi descrito o primeiro caso de criptococose humana, por Otto Busse e
Abrham Buschke, em uma mulher de 31 anos apresentando lesdo na tibia (KNOKE &
SCHWESINGER, 1994). O microrganismo isolado foi cultivado para estudos comparativos
com isolados subsequentes e denominado Saccharomyces hominis. No mesmo ano, Sanfelice
isolou leveduras capsuladas em suco de péssego fermentado e, no ano seguinte, demonstrou
sua patogenicidade em animais de laboratério e denominou a espécie S. neoformans
(CASADEVALL & PERFECT, 1998).

Curtis em 1895, denominou de S. subcutaneus tumefasciens uma levedura isolada de
pacientes com tumor subcutdneo na base do triangulo de Scarpa e de abscesso da regido
lombar. Todos esses fungos foram depois identificados como semelhantes a levedura
previamente descrita por Sanfelice (LACAZ et al., 2002; LAZERA et al., 2004).

Em 1901, Vuillemin demonstrou que o termo Saccharomyces era inadequado, pois
ndo havia formacgdo de ascdsporos, nem fermentacdo nesses isolados, sugerindo tratar-se de
um novo género, sendo denominando Cryptococcus. Em 1935, Benham estudou os isolados
classificados como Saccharomyces, Torula e Cryptococcus, por meio de sua morfologia,
patogenicidade e reatividade e fatores séricos, concluindo que todos pertenciam a um so
género e espécie. Em seguida, Benham prop0s a designacdo Cryptococcus neoformans, a
qual se tornou definitiva (LAZERA et al., 2004).

Sanfelice em 1895, isolou pela primeira vez Cryptococcus em animais, a partir de
linfonodos de um bovino. Em 1901, Vuillemin e Klein isolaram o fungo de uma lesédo
pulmonar em suino. No ano seguinte, descreveu-se 0 primeiro caso em equinos, com
observacdo da levedura em tecido pulmonar. Os casos de criptococose em animais foram
relatados esporadicamente até os anos 1950 e, somente em 1952, foi descrito o primeiro caso
em gatos e, no ano seguinte, o primeiro em cdes (JUNGERMAN & SCHWARTZMAN,
1972).

No final do século XIX, foram obtidos os primeiros isolados de C. neoformans em
solo, madeira em decomposicao, habitat de aves e, particularmente, excrementos de pombos,

fundamentando o conceito de origem ambiental da infeccdo. O estudo de Emmons em 1955
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marcou, porém, a relacdo saprobidtica de C. neoformans com matéria organica rica em
excreta de aves, principalmente fezes secas de pombos. Outros habitats também foram
descritos, como ninhos e solos contaminados, tornando-se evidente a distribuicdo cosmopolita
e urbana do fungo e da micose ( LAZERA et al., 2000).

Na década de 1970, foram descritos dois tipos sexuados de C. neoformans, MATa ¢
MATa, que, sob determinadas condicOes laboratoriais, produziam hifas verdadeiras e
basidiosporos férteis. Essa forma morfoldgica, no entanto, é considerada atipica e raramente é
descrita em hospedeiros humanos e animais, sendo os blastoconideos (forma assexuada) as
células predominantemente isoladas no ambiente e na clinica (GAZZONI et al., 2008; LIN,
2009).

Antes do surgimento da AIDS, a criptococose era considerada uma doenca rara,
estando relacionada a deficiéncias na imunidade celular, ocorrendo apenas em um pequeno
percentual da populacdo (KWON-CHUNG & BENNETT, 1992). A partir de entdo, com a
pandemia da AIDS, bem como a utilizacdo de farmacos imunossupressores, houve um
aumento na incidéncia da criptococose, sendo a doenca, atualmente, a quarta causa mais
frequente de infeccdo oportunista em pacientes HIV positivos (CALVO et al., 2001;
PAPPALARDO & MELHEM, 2003; JARVIS & HARRISON, 2007; SHIRLEY &
BADDLEY, 2009).

No Brasil, os primeiros relatos foram descritos por Carlos da Silva Lacaz e Floriano de
Almeida (PAPPALARDO & MELHEM, 2003). Desde entéo, varios estudos epidemioldgicos
s&o realizados no Pais (LAZERA et al., 2000; CALVO et al., 2001; HORTA et al., 2002;
OHKUSU et al., 2002; FERNANDES et al., 2003; NISHIKAWA et al., 2003; IGREJA et al.,
2004; OLIVEIRA et al., 2004; DELGADO et al., 2005; TRILLES et al., 2008).

1.1.2. AGENTE ETIOLOGICO
a. Cryptococcus neoformans

C. neoformans é um fungo basidiomiceto dimdrfico que apresenta uma fase em
leveduriforme e uma filamentosa, isolado pela primeira vez em 1894 de amostras de suco de
péssego (LIU et al., 2012). O estagio sexuado, filamentoso, com dois tipos sexuados a e a ,
foi descrito por Kwon-Chung(1976) recebendo o nome de Filobasidiella neoformans
( NIELSEN et al., 2003).
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Diferencas bioquimicas, clinicas e epidemiolégicas levaram a identificacdo de duas
variedades:: Cryptococcus neoformans var. neoformans e Cryptococcus neoformans var.
gattii. Contudo, estudos filogenéticos demonstraram distincdo e divergéncia entre as
variedades gattii e neoformans, que constituem grupos monofiléticos distintos. Portanto,
atualmente, sdo reconhecidas duas espécies dentro do “complexo Cryptococcus’:
Cryptococcus gattii (antes C. neoformans var. gattii) e Cryptococcus neoformans (antes C.
neoformans var. neoformans) (KWON-CHUNG et al., 2002).

Os principais fatores de viruléncia relacionados a esse agente sdo: termotoleréncia a
37°C, producao de fenol-oxidase com producdo de melanina e capsula polissacaridica, e entre
eles destaca-se 0 componente capsular de glucuroxilomanana que apresenta variagdo em sua
estrutura, determinando quatro sorotipos: A, B, C e D, além do sorotipo hibrido AD (KWON-
CHUNG & BENNETT, 1992).

A variabilidade genética também ¢é identificada através de marcadores moleculares que
discriminam 8 (oito) tipos moleculares (ou genotipos) predominantes. Assim, Cyptococcus
neoformans corresponde a quatro genotipos: VNI, VNII, VNIII e VNIV com sorotipos A, AD
ou D; e Cryptococcus gattii corresponde a outros quatro genétipos: VGI, VGII, VGIII e
VGIV com sorotipos B ou C (BOECKHOUT et al., 2001; LAZERA et al., 2005; KIDD et al.,
2004; TRILLES et al., 2008; MARTINS et al., 2007).

Percebe-se a predominancia dos casos de C. neoformans em individuos acometidos
por criptococose e AIDS, quando comparado com aqueles que ndo apresentam AIDS.
(LINDENBERG et al., 2008; SOUZA et al., 2009). Vale ressaltar ainda que, C. gattii também
pode ser encontrado em pacientes com AIDS e C. neoformans pode ser visto em ambientes
naturais onde geralmente se encontra C. gattii (FERNANDES et al., 2000).

1.1.3. FATORES RELACIONADOS A VIRULENCIA

Os principais fatores de viruléncia dos agentes da criptococose sdo a presenca de uma
capsula de polissacarideos, a producdo de melanina e a capacidade de se reproduzir na
temperatura corporal de 37°C (GUEVARA-CAMPOS et al., 2008).

A capsula € o principal fator, pois seus polissacarideos sdo responsaveis por inibir a
fagocitose, consumir o sistema complemento, adsorver e neutralizar opsoninas e anticorpos

protetores, podendo ainda inibir a migracdo leucocitaria, induzir o espalhamento de L-
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selectina, promover edema cerebral e desregulacdo na producéo de citocinas (BIVANCO et
al., 2006; MENDES, 2009).

A melanina funciona como um antioxidante, protegendo o fungo da defesa oxidativa
do hospedeiro, sendo também responsavel por protegé-lo dos raios ultravioletas provenientes
da luz solar e dificultar a farmacoterapia antifingica (AMARO, 2006; MENDES, 2009). Para
Melo e colaboradores (1993), a melanina € um polimero inerte, resistente a acdo enzimatica,

ndo reconhecida por anticorpos.

Em condicles fisioldgicas, C. neoformans mantém sua curva de crescimento a 38-
39°C e perde a viabilidade a 40°C, apds 24h e C. gattii, possui um limite de 35°C e perde a
viabilidade a 37°C(MENDES, 2009).

Outros fatores de viruléncia sdo relatados como a producdo de manitol e
prostaglandinas, fosfolipases, proteases, urease, Mating type, calcineurina, AMPC
(monofosfato ciclico de adenosina), superdxido e dismutase (AMARO, 2006; PASA, 2011).
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Figura 1: Fatores de Viruléncia
1.1.4. ECOLOGIA

C. neoformans apresenta distribui¢cdo cosmopolita e esta presente em diversos habitats,
como frutos, leite e fezes de seres humanos, madeira em decomposi¢do, ambiente de
morcego, detritos de vegetais, oco de arvores, insetos e diversas aves, principalmente em
excretas de pombos, pois suas fezes sdo ricas em compostos nitrogenados (ureia e creatinina),

responsdveis por favorecer sua sobrevivéncia e multiplicacio (CONSENSO EM
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CRIPTOCOCOSE, 2008; MENDES, 2009; PASA, 2011, KERN & BLEVINS, 1999). Além
de permitir sua sobrevivéncia, estes substratos favorecem a formacdo de microfocos em
centros urbanos, tornando cotidiana a exposi¢cdo humana a esse patdégeno, como por exemplo,

sua presenca na poeira domestica (BRASIL, 2012).

C. neoformans resiste a dessecacdo, e a umidade excessiva restringe sua multiplicagéo.
Sobrevive bem quando ndo esta exposto diretamente a luz solar e quando esta protegido de
altas temperaturas, por isso que ndo causa infeccdo em aves, pois estas apresentam uma
temperatura organica de 42°C (MENDES, 2009; PASA, 2011).

C. gattii ttm uma maior prevaléncia em areas tropicais e subtropicais, no entanto, estes
estudos se restringiam a regides com esse clima. Sendo assim, recentes pesquisas tém
demonstrado que este fungo também apresenta distribuicdo cosmopolita, pois 0 mesmo vem
sendo isolado de areas de clima temperado, como foi 0 caso do surto em Vancouver (Canada)
(MENDES, 2009; PASA, 2011).

O habitat natural de Cryptococcus gattii foi inicialmente associado a restos vegetais de
Eucalytus camaldulensis na Australia (ELLIS & PFEIFFER, 1990). Mas, essa associacao
especifica entre Cryptococcus gattii e eucaliptos ja ndo cabe, frente aos achados que se
seguiram. No Brasil, Cryptococcus gattii foi encontrado em arvores tropicais como céssia,
oiti, ficus, mulungu, “guetarda” (FORTES, 2001; LAZERA et al., 1998; LAZERA et al.,
2000). Na Colémbia, em algodoeiro de praia (CALLEJAS et al., 1998), no Canada em
arvores como elmo, cedro, pinheiro e carvalho, mas ndao encontrado em eucalipto (KIDD et
al., 2004).

Portanto, ndo ha habitat ou associacéo especifica de Cryptococcus gattii com arvores-
hospedeiras, mas sim, padrbes geograficos de ocorréncia do fungo em madeira em
decomposicdo, substrato cujas espécies, Cryptococcus gattii e Cryptococcus neoformans
podem estar presentes em diferentes concentracfes, pois segundo o Ministério da Salde
(2012), apesar das divergéncias entre essas duas espécies, ambas podem ocorrer isoladamente
ou simultaneamente em um so habitat natural, relacionado com processos de decomposicao da

madeira.

No Brasil, estudos clinico-epidemioldgicos mostram a importancia da criptococose por
C. gattii do SNC em adultos jovens de ambos 0s sexos e criangas nas regioes N e NE, com
letalidade que varia entre 35% a 50%(CAVALCANTI, 1995; CORREA et al., 1999;
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NISHIKAWA et al., 2003; OLIVEIRA, 2004). Surtos em animais foram descritos como
pneumonia em cabras na Espanha (BARO et al., 1998) e forma disseminada em psitacideos
de diferentes espécies em aviario no interior de Sdo Paulo (RASO et al., 2004). O maior surto
foi registrado na ilha de VVancouver, Canada, atingindo 38 casos humanos, entre 1999 e 2001,
a maioria imunocompetente, sendo 58% do sexo masculino, 72% com les&o pulmonar, 26%
com lesdo de SNC e letalidade em torno de 10% ( KIDD, et al., 2004).

1.1.5. EPIDEMIOLOGIA

A criptococose é uma micose de alcance mundial e esta relacionada principalmente
com habitats de pombos em ambientes urbanos, o que torna a exposi¢do humana um evento
cotidiano (SIDRIM & ROCHA, 2004). Segundo Kern & Blevins (1999), aproximadamente
20% dos criadores de pombo sem antecedentes infecciosos sdo portadores de anticorpos anti-

Cryptococcus.

Meningite criptococica causa aproximadamente 15% da mortalidade relacionada com
a AIDS anualmente ( PARK et al., 2009 ) . A Africa Subsariana tem a mais alta carga, onde
Cryptococcus € o0 agente mais comum de meningite no adulto ( JARVIS et al, 2010;
RAJASINGHAM et al, 2015 ), mas a América Latina é a terceira regido do mundo com a
maioria dos casos de meinigite criptococica com cerca de 54.400 casos anuais em 2008 (
PARK et al., 2009 ) . Mais recentes 2015 estimativas de incidéncia de meningite criptocécica
na América Latina sdo cerca de 10.000 casos por ano (VIDAL & BOULWARE, 2015)

Ainda ndo se tém conhecimento quanto a sua totalidade mundial, porém, sabe-se que
sua incidéncia e prevaléncia tém aumentado significativamente com o surgimento dos
transplantes e da AIDS, sendo esta Ultima causada principalmente pelo Cryptococcus
neoformans (MENDES, 2009; FERNANDES et al., 2000).

A criptococose meningea é a infec¢do fungica mais comum no SNC, sendo também
considerada a terceira principal complicacdo neuroldgica em pacientes HIV positivo (PINTO,
2010).

A associacdo dessa enfermidade com a AIDS apresenta uma taxa de letalidade
bastante elevada, variando de 33% a 62,5%. Mas, com a introducdo da terapia antirretroviral e
esquemas profilaticos com antifingicos, ocorreu uma reducgdo dessa infecgdo em portadores

de HIV. Esta infeccdo também acomete pacientes HIV negativos, como por exemplo,
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transplantados, portadores de doencas autoimunes e portadores de malignidades, sendo que
nesses casos a taxa de letalidade varia de 24,2% a 42% (PASA, 2011).

Segundo Pasa (2011) esta infeccdo ocorre com maior frequéncia em individuos do
género masculino, algo em torno de 78%, sendo principalmente adultos. Contudo, criangas
também sédo infectadas, como é o caso em areas endémicas (Norte e Nordeste do Brasil)
(CAVALCANTI, 1995; CORREA et al., 1999; NISHIKAWA et al., 2003; OLIVEIRA,
2004). Segundo o consenso em criptococose (2008) a maior casuistica desta infeccdo em
criancas imunocompetentes foi relatada na regido norte, no Estado do Para. Guevara-Campos
e colaboradores (2008) relataram a presenca de meningoencefalite em duas criangas na

Venezuela, sendo uma menina de sete anos e um menino de 11 anos de idade.

A doenca ja foi relatada em diversos estados do Brasil como Mato Grosso do Sul,
Minas Gerais, Par4, Roraima, Amazonas, Piaui, Maranhdo, S&o Paulo, Rio de Janeiro,
Espirito Santo e Rio Grande do Sul, sendo Cryptococcus neoformans prevalente nos estados
do Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul e Cryptococcus gattii endémico no Pard, Maranhdo,
Piaui e outros estados nordestinos, provocando doenca em individuos imunocompetentes
(AMARO, 2006; MENDES, 2009).

C. neoformans apresenta caracteristicas epidemioldgicas distintas de C.gattii, pois o
primeiro tem carater oportunista e € mais frequentemente isolado da habitats de pombos. C.
gattii se comporta como patégeno primario em imunocompetentes, sendo considerado menos
menos virulento por alguns autores (GUEVARA-CAMPOS et al.,, 2008; PASA, 2011).
Entretanto, o Consenso em criptococose (2008) adverte que em areas endémicas por C. gattii
observa-se também associacao deste patdgeno com a AIDS, e por outro lado, C.neoformans,
podendo causar infecgéo fatal em pessoas aparentemente normais.

C. neoformans var. grubii (sorotipo A) € o que apresenta maior distribuicdo mundial,
ja a variedade neoformans (sorotipo D) predomina em locais de clima temperado.
Cryptococcus gattii é relatado principalmente em paises de clima tropical e subtropical,
especialmente Australia, India, Sudeste da Asia, partes da Africa, México, Brasil, Paraguai e
Sul da California, sendo o sorotipo B mais prevalente que o C (AMARO, 2006).
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1.1.6. PATOGENIA

A infeccdo pelos agentes da criptococose, C.neoformans e C.gattii, ocorre inicialmente
pela inalacdo dos propagulos dispersos no ar, vindo de focos ou habitats presentes no
ambiente, relacionados a excretas secas de aves e madeira em decomposicao, poeira, solo,
alojando-se nos pulmdes do hospedeiro, podendo causar sintomas quase imperceptiveis em
individuos imunocompetentes ( BOTTS & HULL, 2010; LIU et al., 2012, Lazera et al 2005).
Infeccdes no sistema circulatério tendem a ocorrer com a imunodeficiéncia de pacientes que
ja possuiam a infeccdo nos pulmdes, dessa forma, quando ocorre essa deficiéncia, hd uma
reativacdo desses propagulos ou esporos nos pulmdes que passam para o sistema circulatorio,
onde devido ao tropismo pelo sistema nervoso central, 0 patdgeno entdo tende a atravessar a
barreira hematoencefélica, instalando-se ali e causando meningite fangica (HULL &
HEITMAN, 2002; LIU et al, 2012).

Em individuos imunocompetentes estes agentes pode causar nos pulmdes um
infiltrado que tende a cura espontanea, mas em alguns, cerca de 18%, se ndo for tratado,
evolui para uma disseminacdo. Os pacientes que apresentam doenca de base (AIDS, linfoma
de Hodgkin, diabetes melittus, etc.), ou seja, pacientes com sistema imune debilitado, devem
ser tratados o mais rapido possivel, pois do contrario ocorre disseminacdo (KERN &
BLEVINS, 1999). Alguns autores acreditam que nos pacientes imunocompetentes, a
manifestacdo pulmonar é exuberante, com tratamento satisfatério e de bom progndstico. Ja
em imunocomprometidos, o quadro clinico é generalizado, sem resposta satisfatoria ao

tratamento classico, e geralmente apresenta uma evolucdo fatal (BIVANCO et al., 2006).

Diversos estudos de casos clinicos mostraram que 50% dos pacientes ja apresentam no
inicio da manifestagdo clinica o acometimento do SNC, causando meningoencefalite
(GUEVARA-CAMPOS et al., 2008). N&o se sabe ao certo a que se deve esse neurotropismo,

mas se fala em trés possiveis hipoteses.

A primeira hipotese, diz que se deve ao fato do SNC possuir substratos especificos
para o crescimento e proliferacdo do fungo. Esses substratos sdo catecolaminas (dopamina,
noradrenalina e adrenalina), substancias difenolicas utilizadas por este fungo para producao
de melanina, através de enzima caracteristica dos agentes da cryptococose, mas ndo presente

em outros Cryptococcus e leveduras, denominada difenoloxidase, do grupo das lacases
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(CONSENSO EM CRIPTOCOCOSE, 2008; GUEVARA-CAMPOS et al., 2008; PINTO,
2010).

A segunda hipétese sugere que o SNC funciona como local de fuga a vigilancia
imunolodgica do hospedeiro, pois o cérebro e a barreira hematoencefalica ndo apresentam uma
resposta imune vigorosa (PINTO, 2010). Portanto, existem estudos experimentais que relatam
a diminuicdo da eficacia do linfocito T no tecido cerebral quando comparados com outros
0rgdos, como o pulmdo. Existindo em paralelo um atraso no desenvolvimento da resposta
inflamatdria no tecido cerebral (CONSENSO EM CRIPTOCOCOQOSE, 2008).

E uma terceira hipétese sugere que os neurdnios tenham receptores especificos que
podem atrair Cryptococcus de forma mais eficiente do que células de outros 6rgaos (PINTO,
2010).
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Figura 2. Criptococose. Propagulos infectivos do fungo presentes em sitios ambientais podem se dispersar por
carreadores naturais, ou infectar diversos animais, permanecer internalizados em hospedeiros heterélogos ou
ainda interagir com outros microrganismos presentes no ambiente. Na infecgdo humana esses propéagulos sdo
inalados e alojam-se inicialmente nos pulmdes. Apos a disseminacdo via hematogénica, ocasionam meningite ou
meningoencefalites. LIN & HEITMAN, 2006

1.1.7. ASPECTOS CLINICOS

Clinicamente a criptococose varia desde formas assintomaticas e oligossintomaticas
até quadros graves com a presenca de meningoencefalite e ou criptococcemia com doenca
disseminada (JUFFERMANS et al, 2003). Sdo fundamentais para a determinagdo do quadro
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clinico e gravidade da doenca: o status imunitario do hospedeiro; a variedade e viruléncia do
agente e o tamanho do inéculo (POWERDELY et al., 1994; MITCHELL & PERFECT, 1995)

Considerando o grau de imunodeficiéncia do hospedeiro, sabe-se que as manifestacfes
clinicas associadas a criptococose variam entre pacientes com e sem infeccdo pelo HIV. Em
pacientes soropositivos para o HIV, os sitios de infec¢do contém, em geral elevada quantidade
de microrganismos, com discreta resposta inflamatéria. A doenca neste grupo de pacientes &,
portanto, caracterizada pela alta frequéncia de culturas positivas de sangue e urina e maior
envolvimento de sitios extraneurais; presenca de grande nimero de células fangicas com
poucas células inflamatorias no liquido cefalorraquiano e uma alta incidéncia de doenca
sintomatica e recidivas pos-tratamento.( DISMUKES, 1998).

Os sitios mais acometidos pela doenca sdo SNC, pulmdes, pele, préstata e olho. Por
outro lado, pacientes infectados pelo HIV com doenca avancada e naqueles com
imunodepressdo grave induzida por glicocorticoides podem também ser afetados adrenais,
coracdo, figado, linfonodos, articulacdes e rins (MITCHELL & PERFECT, 1995; RAZAVI et
al., 2000; JUFFERMANS et al, 2003).

A meningoencefalite criptococica € a manifestacdo mais frequente da doenca
criptocécica (DISMUKES et al.,1988; ANTINORI et al.,2000). Utiliza-se o termo
meningoencefalite haja vista que na maioria dos casos h& envolvimento do parénquima
cerebral subjacente as meninges comprovado por estudos histopatolégicos (ANTINORI et al.,
2000; KING et al., 2002; BRETON et al.,2002; ANGSTWURM et al.,2004).

Em pacientes com HIV, a meningoencefalite criptocdcica aparece na maioria dos
casos em pacientes com contagem de células CD4 < 100 cel/mm3 e tem sido descrita como
doenca definidora de AIDS em aproximadamente 60% dos pacientes (DARRAS-JOLY et
al.,1996; ANTINORI et al.,2000; ADEYEMI et al., 2004; DROMER et al., 2004).

A apresentacdo clinica da doenga é bastante varidvel, podendo-se apresentar de forma
insidiosa ou aguda em pacientes com AIDS ( KOVACS et al., 1985; ZUGER et al.,1986;
ANGSTWURM et al.,2004).

A maioria dos pacientes apresentam sinais e sintomas de meningite subaguda ou
meningoencefalite como cefaleia, febre, letargia, coma, tonteira, sonoléncia, irritabilidade,

alteracdo de comportamento e do nivel de consciéncia num intervalo de aproximadamente
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duas a quatro semanas da data do diagnéstico (DISMUKES et al., 1988; ANTINORI et al.,
2000). A maioria dos pacientes tem minima ou nenhuma rigidez de nuca. Papiledema €
notado em mais de um terco dos casos e paralisia dos nervos cranianos em aproximadamente
um quinto. No entanto, muitos pacientes infectados pelo HIV podem ndo apresentar esses
achados classicos ( DIAMOND ,2000).

1.1.8. DIAGNOSTICO LABORATORIAL

A criptococose, nas fases avancadas da doenca, € uma micose de facil diagnostico,
pois apresenta grande quantidade de elementos fungicos no liquor e nas lesGes, presencga de
capsula caracteristica, diagndstico imunologico e coloracdo tecidual especifica (CONSENSO
EM CRIPTOCOCOSE, 2008).

Vérias metodologias tém sido utilizadas, dentre elas o exame direto com tinta da china
para observacdo de leveduras capsuladas no espécime clinico: o cultivo do espécime em meio

agar Sabouraud 2% e meio agar com sementes de niger ( meio NSA) (AMARO, 2006).

O exame micoldgico direto do material suspeito (fluido cérebro-espinhal, tecidos,
escarro, urina, raspados e aspirados de lesbes cutdneos) é submetido a coloragdo com tinta
nanquim (Tinta da China) e levado ao microscépio Optico, onde se identificam as leveduras
com um nitido halo claro em torno da célula, o qual representa a capsula ndo corada
(AMARO, 2006; MENDES, 2009). No liquor, o exame direto apresenta uma sensibilidade em
torno de 80%,especialmente nos pacientes com AIDS, e em torno de 50% nos pacientes ndo
infectados pelo HIV(CONSENSO EM CRIPTOCOCOSE, 2008).

No cultivo, pode ser utilizada a maioria dos meios empregados na rotina micoldgica
com excecdo daqueles contento cicloheximida, pois esta substancia inibe o crescimento de
Cryptococcus. O meio NSA contém varias substancias, entre elas compostos fenolicos
provenientes do extrato de Guizotia abyssinica, que por sua vez funcionam como substrato
para difenoloxidase, enzima esta utilizada por C. neoformans e C. gattii na producdo de
melanina, substancia responsavel pela coloragdo marrom das col6nias nos meios de cultura
(AMARO, 2006).

Uma vez obtida levedura capsulada sem hifa ou pseudo hifa e produtora de melanina ,
0 meio CGB é utilizado para diferenciacdo das espécies : C. neoformans e C. gattii . No

caso de C. gattii, ele consegue crescer neste meio, pois € resistente a L-canavanina. Seu
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crescimento € evidenciado pela mudanca de coloracdo do meio, pois este microrganismo
utiliza a glicina como Unica fonte de carboidrato e nitrogénio, e assim gerando amonia,
substancia responsavel por alcalinizar o meio e mudar sua cor de amarelo para azul cobalto
( CGB positivo). C. neoformans € inibido pela L-canavanina, ndo sendo capaz de crescer ou
utilizar a glicina do meio, mantendo assim sua cor original (CGB negativo) (MELO et al.,
1993; MENDES, 2009; SIDRIM & ROCHA, 2004).

A cultura é considerada padréo ouro, pois a mesma se apresenta positiva em 89% nos
pacientes HIV negativos e 95% a 100% nos pacientes com AIDS (CONSENSO EM
CRIPTOCOCOSE, 2008).

Na prova da uréia, a mesma € hidrolisada pela urease, enzima produzida pela levedura
do género Cryptococcus, resultando em mudanca de coloracdo do meio de amarelo para rosa
intenso. Essa prova também pode dar positiva para Trichosporon spp., Rhodotorula spp.e
Candida lipolytica, no entanto, suas caracteristicas bioquimicas e morfoldgicas sdo distintas
do Cryptococcus spp.(AMARO, 2006).

A pesquisa de antigenos circulantes utilizando métodos soroldgicos pode ser feita no
inicio da infeccdo, quando os sintomas sdo escassos ou inespecificos. As principais
metodologias sdo os testes de aglutinacdo em latex e os imunoenziméticos (PASA, 2011).
Apesar da alta sensibilidade e especificidade desses métodos, podem ocorrer falsos positivos
em reacOes cruzadas com fator reumatoéide, Trichosporon e contaminagdo, podendo também
ocorrer testes falsos negativos associados a baixos titulos de antigenos, presenca de
imunocomplexos, efeito prozona e em casos onde a infeccdo é constituida por leveduras
acapsuladas ou com pouca capsula (CONSENSO EM CRIPTOCOCOSE, 2008).

A OMS tem recomendado recentemente 0 uso de deteccdo de antigenos em pacientes
infectados pelo HIV através da pesquisa de Antigeno Criptocécico (CrAg) utilizando o
Lateral Flow Assay (LFA), que apresentem CD4 baixo e sejam assintomaticos do ponto de
vista neurolégico (RAJASINGHAM et al., 2012). Esta estratégia permite identificar
precocemente pacientes com doenca criptococica em estadio subclinico (WHO, 2011). Tem
sido utilizada em vérios estudos, como forma de screening e diagndstico, facilitando sua
aplicacdo na pratica clinica. Contudo tém-se obtidos resultados consideraveis uma vez que
realizado em varios tipos de espécimes bioldgicos, dentre eles, sangue, liquor (CSF) e urina
(RUGEMALILA et al., 2013).
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O CrAg/LFA (Imuno-Mycologics, Norman, OK, EUA) é um ensaio
imunocromatografico de fluxo lateral e foi projetado para atender a dois critérios essenciais
para o diagndstico: 1) o teste é capaz de detectar CrAg de todos os sorotipos de Cryptococcus,
e 2) o teste pode ser usado em configuracdes com a minima ou nenhuma infra-estrutura
(KOZEL & BAUMAN, 2012).

O CrAg/LFA utiliza anticorpos monoclonais que permite a qualidade do reagente e
desempenho consistentes. A LFA utiliza uma combinacdo de dois anticorpos monoclonais.
Um anticorpo monoclonal é altamente reativo com CrAg dos sorotipos A, B, e C; o segundo
monoclonal é altamente reativo com CrAg dos sorotipos A e D. Usados em conjunto, 0s
anticorpos sdo altamente reativos com CrAg em toda a gama de sorotipos criptococicas, uma
vantagem quando comparado com CrAg latex ou EIA( VIDAL & BOULWARE, 2015).

Deteccdo de CrAg, é a ferramenta diagndstica mais sensivel para criptococose
(MAKADZANGE & MCHUGH, 2014; PERFECT & BICANIC, 2014). Detec¢édo de CrAg
no soro e CSF por teste de aglutinacdo em latex (CrAg-latex) ou imunoensaios enzimaticos
(EIA) ja esta disponivel hd mais de 35 anos (PERFECT & BICANIC, 2014). A maioria dos
estudos comparativos utilizam culturas como padréo-ouro. Entre as pessoas com AIDS com
meningite, CrAg deve ser avaliado sempre, inclusive quando a tinta da China ndo consegue
identificar leveduras. Por exemplo, em Uganda, a causa mais comum de meningite entre as
pessoas infectadas pelo HIV com uma tinta da China negativo ainda € Cryptococcus
(BOULWARE et al., 2014).

Embora o CrAg latex tenha um bom desempenho quando comparado com EIA e da
cultura, a sua principal limitacdo é que o latex € um teste manual pesado com a subjetividade
na interpretacdo do resultado. CrAg-latex e EIA também requer equipamentos de laboratério e
refrigeracdo de reagentes, tornando-o inadequado para uso em ambientes sem infra-estrutura
minima (MAKADZANGE & MCHUGH, 2014). A necessidade de refrigeracdo aumenta
drasticamente o custo do teste em ambientes de recursos limitados. CrAg latex tem
sensibilidade reduzida para CrAg do sorotipo C (ou seja, C. gattii), e EIA mostra
sensibilidade reduzida para CrAg do sorotipo C e D. taxa de falsos positivos € inferior a 1% e,
em geral é explicada por questbes técnicas ou outras infeccbes ou a contaminacdo (por
exemplo, Trichosporon beigelii, Capnocytophaga canimorsus, e Stomatococcus

mucilaginosus). Resultados falso-negativos podem ocasionalmente ser observado com
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infeccbes precoces quando ha baixa carga fangica, com fenbémeno pr6-zona, e com
organismos mal encapsulados (ANTINORI, 2013; PERFECT & BICANIC, 2014).

Também é importante que atrelado aos achados clinico-laboratoriais seja realizados
exames de imagem, como radiografia, tomografia computadorizada e ressonancia magnética,
pois 0s mesmos possibilitam que o clinico constate o tipo e a extensdo da lesdo (PASA,
2011).

Para o Ministério da Saude (2010) o diagndstico dessa enfermidade é feito de forma
clinica e laboratorial, sendo sua confirmacéo feita pelo emprego do exame direto com tinta da
china, que permite a visualizacdo de da cépsula a presenca de gemulacdo nos materiais
clinicos. Esta técnica é consagrada para o diagndstico das meningites criptococicas através do
exame do LCR (Liquido Cefalorraquidiano), podendo também isolar este agente da urina ou
de supurac@es, em &gar Sabouraud 2%. A sorologia, a histopatologia e a radiografia de tdrax
podem ajudar no diagndstico, e esta Ultima pode ser ou ndo utilizada para confirmacdo do
diagnostico (BRASIL, 2010).

1.1.9.TRATAMENTO

Atualmente, a farmacoterapia antifingica teve grandes avangos, mas mesmo assim, 0
tratamento da criptococose é considerado muito dificil e varios esquemas terapéuticos tém

sido empregados na tentativa de resolver o problema (MENDES, 2009).

O tratamento pode ser dividido em trés fases, inducdo, consolidacdo e manutencdo. A
fase de inducdo tem como finalidade reduzir ou negativar a carga fangica com periodo
minimo de duas semanas. Na fase de consolidacdo busca-se manter a negativacao e alcancar a
normalizacdo dos parametros clinico-laboratoriais por pelo menos oito semanas. E a fase de
manutencdo, também denominada de fase supressdo, depende do estado imunoldgico do
paciente e compreende um periodo minimo de um ano (CONSENSO EM CRIPTOCOCOSE,
2008; PASA, 2011).

A farmacoterapia atual da criptococose compreende a anfotericina B e suas
formulacdes lipidicas, flucitosina, fluconazol, itraconazol e voriconazol (PASA, 2011).

A anfotericina B é um antibiotico do grupo dos poliénicos e sua atividade
farmacolodgica depende principalmente de sua ligagdo com ergosterol na membrana da célula

fangica. Essa interacdo parece formar poros ou canais que aumentam a permeabilidade e
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permite o extravasamento intracelular, causando a destruicdo celular (GOODMAN &
GILMAN, 2012).

Esta droga é considerada como terapia de escolha para o tratamento da meningite
criptococdcica, podendo também ser utilizada nas outras formas da criptococose, porém, essa
droga apresenta diversos efeitos colaterais, entre eles, a nefrotoxidade, fato este que limita seu
uso. Mas, novas formulagdes lipidicas (lipossomal, dispersdo coloidal e complexo lipidico) ja
estdo disponiveis na clinica, pois as mesmas apresentam menor toxicidade (MENDES, 2009).

A flucitosina € uma pirimidina fluorada que prejudica a sintese de DNA na célula
fangica. Sua acdo é seletiva para estas células, pois as células de mamiferos ndo tem a citosina
desaminase, enzima responsavel por desencadear o metabolismo da flucitosina (GOODMAN
& GILMAN, 2012).0 uso desse farmaco deve ser monitorado, pois 0 mesmo €é toxico para
medula 6ssea. Além disso, deve ser sempre utilizado em associagdo com outro farmaco, pois

isoladamente pode causar resisténcia (MENDES, 2009).

O fluconazol e o itraconazol pertencem a classe dos triazélicos, farmacos envolvidos
na inibicdo da lconad-a-esterol desmetilase, enzima responsavel pela biossintese do
ergosterol da célula fangica, comprometendo assim sua fluidez, estabilidade, crescimento e
divisdo (BRODY et al., 2006; GOODMAN & GILMAN, 2012).

Na meningoencefalite, fungemia, doenca disseminada e casos graves, inicia-se a fase
de inducdo com anfotericina B desoxicolato, na dose de 0,7-1,0 mg/Kg/dia, associada a
flucitosina, na dose de 100mg/Kg/dia por um periodo minimo de duas semanas (para HIV
soropositivos), por quatro semanas (para imunocompetentes) e por seis semanas (para
pacientes com criptococomas). Em seguida, a fase de consolidacdo com fluconazol, na dose
de 400 mg/dia por no minimo oito semanas, podendo estender de seis a dezoito meses em
casos de criptococomas (PASA, 2011).

As associacGes medicamentosas tem mostrado sua importancia, como é o caso da
anfotericina B com flucitosina, associacdo esta que permite a diminuicdo da dose da
anfotericina sem causar prejuizo terapéutico e consequentemente reducdo de seus efeitos
colaterais (MENDES, 2009). Entretanto, a flucitosina foi retirada do mercado brasileiro ha
mais de 12 anos, sendo assim, a mesma pode ser substituida por fluconazol, na dose de 800
mg/dia, seguido pelo aumento da dose de fluconazol para 800 mg/dia na fase de consolidagéo
ou anfotericina B por seis a dez semanas (BRASIL, 2006; PASA, 2011).
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Nos transplantados, utiliza-se a anfotericina B lipossomal na dose de 3,0-4,0
mg/Kg/dia e na fase de consolidacéo utiliza o fluconazol na dose de até 800mg/dia. Nos casos
de criptococose pulmonar utiliza-se o fluconazol, na dose de 400 mg/dia, por seis a doze
meses (PASA, 2011).

Segundo o Consenso em criptococose (2008) o tratamento da criptococose pulmonar
em pacientes sintomaticos deve ser sempre recomendado e nos casos assintométicos ou
oligoassintomaéticos ou com nddulo ressecado, pode-se adotar uma prética ndo farmacolégica,
instituindo apenas o acompanhamento clinico e laboratorial. No entanto, sempre avaliando a

possibilidade de haver disseminacédo para outros sitios.

Para o Ministério da Saude (2010), a escolha da farmacoterapia depende da forma
clinica. Na criptococose disseminada o esquema terapéutico de primeira escolha é a
anfotericina B, na dose de 1mg/Kg/dose, 1V, ndo ultrapassando 50mg/dia, durante seis
semanas. Em caso de toxicidade utiliza-se a formulacdo lipidica da anfotericina, na dose de 3
a 5 mg/Kg/dia e na fase de consolidacdo, utiliza-se o fluconazol, na dose de 200 a 400mg/dia,
VO ou EV, por aproximadamente seis semanas, ou associado a anfotericina B, até a

negativacédo da cultura.

Nas formas pulmonares ou com sintomas leves, utiliza-se o fluconazol, na dose de 200
mg/dia, por seis a doze meses, ou o itraconazol, na dose de 200 mg/dia, por seis a doze meses
(BRASIL, 2010).

Mesmo em tratamentos eficazes é comum o advento de recidivas, e quando se trata de
pacientes com AIDS, a média de sobrevida desses pacientes ap6s o diagnostico de
criptococose é de apenas seis meses (KERN & BLEVINS, 1999).

A maioria dos isolados clinicos de C. neoformans é susceptivel ao fluconazol e ao
itraconazol e cerca de 50% dos isolados é resistente a flucitosina. Alguns estudos brasileiros
ja demonstraram a existéncia de isolados menos susceptiveis ao itraconazol e ao fluconazol
(PAPPALARDO & MELHEM, 2003). De forma geral, C. gattii apresenta menor
suscetibilidade in vitro do que C. neoformans, fato que pode estar relacionado a maior

dificuldade de tratamento da criptococose causada por esta espécie (TRILLES et al., 2004).
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Em virtude da dificuldade de tratamento dessa enfermidade bem como o surgimento
de cepas de C. neoformans resistentes ao fluconazol, se faz necessario protocolos terapéuticos
(MENDES, 2009).

O uso na rotina de soro ou plasma na triagem antigenemia em adultos virgens de
tratamento com CD4 <100 células/ mm?®, seguido por tratamento com fluconazol, pode
reduzir o desenvolvimento de meningite criptocdcica e melhorar a sobrevivéncia. A OMS
recomenda o tratamento de preferéncia para CrAg/LFA positivo subclinico com fluconazol
400 mg duas vezes por dia durante duas semanas, seguido de 400 mg por dia durante oito
semanas (OMS, 2011).

Esta recomendacdo da OMS funciona melhor para pessoas com baixa carga de
infeccdo (CrAg titulo <1: 160). A necessidade de profilaxia secundaria ndo é clara, mas para
cargas mais elevadas de infeccdo (ou seja, Crag titulos> 1: 160), fluconazol 200 mg / dia até
CD4> 200 células / mm? é aconselhéavel. Esta estratégia de rastreio e tratamento é altamente
eficaz em termos de custos, e a OMS recomendou entre adultos infectados pelo HIV que néo
recebem terapia antirretroviral eficaz onde a prevaléncia de antigenemia criptococica é > 3%.
Isso geralmente é qualquer um com CD4 <100 células / mm?® em todo o mundo (WHO, 2011;
VIDAL & BOULWARE, 2015).

1.2. JUSTIFICATIVA

Apesar da introdugdo das terapias antirretrovirais altamente eficazes, a meningite
criptococica continua causando elevada mortalidade e morbidade em pacientes infectados
pelo HIV no nosso meio. Esta doenca oportunista apresenta-se principalmente em pacientes
com diagnostico tardio da infeccdo pelo HIV, mé adesdo e/ou falha ao tratamento
antirretroviral. No Brasil, a letalidade de pacientes infectados pelo HIV com meningite
criptococica, na era HAART, é de aproximadamente 30-60% (VIDAL et al, 2012).

Portanto, é necessaria a avaliacdo de metodologias diagnoésticas de facil realizacdo e
interpretacdo e baixo custo, como o Lateral Flow Assay (LFA). Neste cenério, 0 presente
estudo pretende conhecer a prevaléncia da detecdo do antigeno criptococdécico, utilizando o
CrAg/LFA, em pacientes infectados pelo HIV/AIDS.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

- Avaliar a antigenemia criptocdcica através do CrAg/LFA em pacientes com
HIV/AIDS

2.2. Especificos

- Determinar a prevaléncia de antigenemia criptococica utilizando CrAg/LFA em soro
e urina de pacientes com HIV/AIDS sem uso prévio de terapia antirretroviral

- Determinar a prevaléncia de antigenemia criptocécica utilizando CrAg/LFA em soro

e urina de pacientes com HIV/AIDS com uso prévio de terapia antirretroviral

- Determinar a sensibilidade/especificidade do CrAg/LFA em diferentes espécimes

biolégicos(Urina, Sangue)

- Descrever perfil epidemiologico dos pacientes incluidos no estudo
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. DESENHO E AREA DO ESTUDO

Foi realizado um estudo descritivo transversal. Foram coletadas amostras de sangue e
urina de pacientes com diagnostico de HIV/AIDS. As informagfes adicionais foram obtidas
de prontuarios médicos. Os Kits de CrAg/LFA, foram fornecidos através de parceria com a
Fundacao Oswaldo Cruz- Fiocruz/RJ.

O presente estudo, foi realizado nas condi¢des de rotina do laboratorio do setor de

microbiologia do Instituto de Doencas Tropicais Natan Portella.

3.2.CASUISTICA
A casuistica do estudo foi composta por 100 pacientes com diagnéstico de HIV/AIDS,

que aceitaram participar do estudo, no periodo de janeiro de 2015 a agosto de 2015.
3.3. CRITERIO DE INCLUSAO:

- Pacientes com diagnéstico confirmado de infeccdo pelo HIV, segundo o algoritmo do
Ministério da Salde do Brasil.

- Paciente HIV positivo segundo os critérios do Ministério da Salde internados no
IDTNP, no periodo de Janeiro a Agosto de 2015.

3.4. CRITERIO DE EXCLUSAO

- Histdria prévia de doenca criptocdcica.

3.5.CONSIDERACOES ETICAS

A pesquisa foi iniciada ap6s a aprovacdo no Comité de Etica e Pesquisa em Seres
Humanos-CEP/FACIME Protocolo, tendo por referéncia as diretrizes da Norma 466/12 do
Conselho Nacional de Saude. O projeto de pesquisa, intitulado “Prevaléncia do antigeno
criptococico utilizando Lateral Flow Assay (LFA) no screening de pacientes com
HIV/AIDS”, foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual do
Piaui, credenciado pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) — Conselho
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Nacional de Saude (CNS) / Ministério da Saude (MS) para anélise quanto aos principios
éticos. Seguiram-se as normas da ética para estudos clinicos com seres humanos, de acordo
com a norma n° 466/16 do CNS. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Estadual do Piaui em 09 de dezembro de 2015, sob CAAE n°
39218214.6.0000.5209, parecer 922.355(ANEXO).

3.6. INSTRUMENTO DA COLETA DE DADOS CLINICOS-EPIDEMIOLOGICOS

Os dados foram coletados a partir da analise de prontuarios, os resultados laboratoriais
através dos anexos aos prontudrios, utilizando como instrumento a ficha de coleta de dados.
(APENDICE). Foi mantida a confidencialidade sobre os dados e identidade dos pacientes.

Foram avaliadas as seguintes variaveis: i) idade, sexo, municipio de residéncia;
hipbtese diagndstica de entrada no hospital, sintomas iniciais, uso de Terapia Antirretroviral
i) resultados laboratoriais de CrAg/LFA no sangue e urina, sorologia para HIV, contagem de
CD4; iii) Conduta do caso.

3.7. METODOS DE CONFIRMACAO DIAGNOSTICA

Todos os pacientes que atendiam os critérios de inclusdo, e concordaram em
participar, foram submetidos a puncdo venosa, em antebraco, de 10 ml de sangue, para
realizacdo de CrAg/LFA em soro. Para o exame da urina, foram entregues potes plasticos para
que os participantes pudessem coletar a amostra de urina. O liquor também foi coletado nos
pacientes que foram CrAg/LFA positivos no sangue e urina. Para realizacdo da puncéo

lombar, 0 médico fez anestesia local e com agulha propria retira o liquor.

A Figura 3 mostra 0 mecanismo de CrAg/LFA. O LFA usa dois anticorpos
monoclonais conjugados de ouro impregnados em uma tira de teste imunocromatogréafico. Se
0 antigeno criptocécico esta presente num espécime, anticorpos, conjugados com ouro em
suspensdo ligam-se ao antigeno. Os complexo ouro-anticorpo-Crag migra por agdo capilar,
interage com o0s anticorpos monoclonais imobilizados contra CrAg, e forma uma linha
vermelha (VIDAL & BOULWARE, 2015)

O kit Immy CrAg/LFA contém 50 tiras de teste CrAg /LFA, de diluente de amostra,
titulacdo diluente, e de controle positivo. O kit pode ser armazenado a temperatura ambiente

por aproximadamente 2 anos.
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Figura 3.A. Operagdo esquematica ilustrando o fluxo de anélise imuno-cromatografica de lateral para
a deteccdo de antigeno criptocécico. B. Imagens de ensaio de escoamento lateral, positivo e negativo.
(KOZEL & BAUMAN, 2012).

O teste requer cinco passos simples mostrada na Figura 3. A presenga de duas linhas
(linhas de teste e de controle), independentemente da intensidade da linha de teste indica um
resultado positivo. Uma linha de controle Unico indica um resultado negativo. Se a linha
controle ndo aparecer, 0s resultados sdo invalidos e o teste deve ser repetido. Para obter
resultados semi-quantitativos, os titulos do paciente sdo relatados como a maior dilui¢do que
produz um resultado de teste positivo (KOZEL & BAUMAN, 2012).

O CrAg LFA foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para uso com
amostras de soro e CSF. Além disso, o teste recebeu a Conformidade Europeia (CE) para
marcacdo de soro, plasma e CSF. A marca CE indica que o ensaio estd em conformidade com
0s requisitos essenciais das Diretivas Européias. No Brasil, o teste pode ser utilizado com
soro, plasma e CSF ( VIDAL & BOULWARE, 2015).

s ]

ROL o CONTROL o=

ADD 1 DROP LF SPECIMEN ADD 40 pL PATIENT SPECIMEN INSERT STRIP AS SHOWN WAIT 10 MINUTES POSITIVE  NEGATIVE

DILUENT TO TUBE TO TUBE

Figura 4. Cinco passos simples para executar a detec¢do do antigeno criptocdcico utilizando LFA.
Passo 1: adicionar uma gota de diluente a um tubo. Etapa 2: adicionar de 40 mL (1 gota) de amostras
de pacientes para o tubo. Passo 3: inserir a tira de LFA para dentro do tubo. Passo 4: incubar durante
10 minutos. Passo 5: interpretar os resultados. ( PELFREY & BAUMAN, 2012).
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Os resultados positivos foram comunicados as equipes que assistem aos pacientes, no

entanto.

3.8. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram armazenados e organizados em planilha Excel 2007 e utilizado o

programa Epi Info 7.1 para analise estatistica.

Foram descritas as frequéncias das variaveis categoricas e as médias ou medianas das
varidveis continuas, com suas respectivas medidas de dispersdo. Considerando a positividade
ao CrAg/LFA como variavel resposta, fora, consideradas varidveis explanatérias a contagem
de linfécitos TCD4, idade, género, procedéncia. Foram comparadas as médias ou medianas de
CD4 nos grupos CrAg/LFA positivos e negativos, atraves dos testes Anova ou néo

paramétricos conforme o caso.
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4. RESULTADOS

Do total de 109 pacientes avaliados, 67% eram do sexo masculino (GRAFICO 1) e
92% eram provenientes de area urbana (GRAFICO 2). Cerca de 76% eram provenientes do
estado do Piaui, enquanto 24% eram provenientes do estado do Maranhdo (GRAFICO 2). A
média de idade foi de 35 anos, sendo 57% com idade entre 31-45 anos de idade (TABELA
1).

Gréfico 1. Distribuicéo ( Percentil) de pacientes quanto ao sexo.

FEMININO MASCULINO

FONTE: IDTNP.

Grafico 2: Distribuigdo de paciente quanto a origem e zona de moradia

H RURAL
E URBANA

PIAUI MARANHAO

FONTE: IDTNP.
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Tabela 1: Caracteristicas demograficas de pacientes atendidos no IDTNP

VARIAVEIS FREQUENCIA %
IDADE EM ANOS
18-30 19 17
31-45 63 57
>45 27 26
RESIDENCIA
URBANA 101 92
RURAL 8 8
FONTE:IDTNP.

A prevaléncia de antigenemia criptocdcica positiva em sangue e urina, foi de 8,2%

( GRAFICO 3).

Gréfico 3. Distribuicdo geral de pacientes com CrAg/LFA
positivo e negativo em sangue e urina

8,2%

= CrAg+ = CrAg-

FONTE: Laboratorio de Microbiologia do IDTNP.

Os pacientes com antigenemia criptocécica positiva, 4 eram do Maranhéo e 5 do Piaui
(FIGURA 5).
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Figura 5. Distribui¢do geogréfica dos casos positivos dos pacientes do Piaui e Maranhéo
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FONTE: IBGE.

Dos pacientes avaliados, 18% estavam em wuso regular de TARV, 49,5%

estavam em uso irregular e 32,5% eram virgem de tratamento. Antigenemia positiva em

sangue e urina foi observada em sua maioria no grupo de pacientes que estavam em uso
irregular de terapia antirretroviral (TABELA 2).

Tabela 2: Frequéncia de Antigenemia Criptocdécica e status de Terapia Antirretroviral

STATUS TARV TESTE CrAg/LFA SANGUE E (%)
URINA
POSITIVO NEGATIVO
REGULAR 1 19 18
IRREGULAR 7 47 49,5
VIRGEM DE 1 34 32,5
TRATAMENTO

FONTE: Laboratério de Microbiologia do IDTNP.

Usando o CrAg/ LFA na urina, os resultados foram semelhantes aqueles realizados no
sangue, considerando que esse € o padrdo ouro. Cerca de 3,6% dos pacientes apresentavam

CD4 <100 cel/mm?, enquanto 58,7% tiveram CD4 entre 101-199 cel/mm? e 37,7% com CD4
> 200 cel/mm?® (TABELA 3).
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Tabela 3. Associacéo de CrAg/LFA positivo com contagem de CD4

VARIAVEIS n CrAg/LFA + SANGUE E
URINA (%)

CONTAGEM

CD4(cel/mm?®)

<100 33 3,6

100-199 64 58,7

>200 12 37,7

TOTAL 109

FONTE: Laboratorio de Microbiologia do IDTNP.

Dentre as condigdes clinicas de admissdo aventadas como hipdteses diagnosticas dos
pacientes deste estudo tivemos: Neurotoxoplasmose, Calazar, Pneumonia, Meningite,
Tuberculose, Diarréia, Desidratacdo e Retinopatia por Citomegalovirus. Daqueles pacientes
com CrAg positivo, tivemos como principais: Neurotoxoplasmose, Pneumonia, Meningite e
Calazar (GRAFICO 4).

Gréfico 4: Frequéncia das condigdes clinicas dos pacientes a

admisssao
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FONTE: IDTNP.

Dos pacientes avaliados, foram relatados varios sintomas a admissdo, das quais
podemos citar cefaleia, febre, perda ponderal, confusdo mental, convulsdo, tosse e vomitos.
As manifestagdes clinicas dos pacientes avaliados, forma independentes da contagem de CDA4.
As mais frequentes naqueles pacientes com antigenemia criptococica positiva foram: cefaleia
(88%) , febre (77%), convulsdo (44%) e confusdo mental (55%). Sendo cefaleia o sintoma
mais frequente neste estudo (TABELA 4).

44



Tabela 4. Manifestagdes clinicas associadas com Antigenemia Criptococica

MANIFESTACOES CrAg/LFA + CrAg/LFA — SANGUE
CLINICAS SANGUE E URINA E URINA

% %
CEFALEIA 88 65
FEBRE 77 56
PERDA PONDERAL 33 45
CONFUSAO MENTAL 55 38
CONVULSAO 44 24
VOMITO 22 18
TOSSE 22 18
FONTE:IDTNP.

Depois da realizacdo do screening com CrAg/LFA no sangue e urina, todos os 9
pacientes, foram submetidos a puncdo lombar a fim de verificar a positividade ou ndo no
liquor. Contudo, todas as amostras dos pacientes com CrAg/LFA positivo no sangue e urina,
foram realizados teste de tinta da China para visualizacdo direta e cultura. Verificou-se que
apenas a mostra de um paciente foi positiva para CrAg/LFA no liquor, pesquisa com tinta da
China e cultura.

A amostra de LCR do paciente com CrAg/LFA positivo, demonstrava uma
celularidade de 356 cel/mm?®, Proteinas de 145 mg/mL, Glicemia de 86 mg/mL. Apresentava
ainda durante a realizacdo da puncdo lombar, uma raquimanometria inicial de 30 cmH,0 e
final de 10 cmH20.

Todos os pacientes com CrAg/LFA positivo, tiveram boa evolugdo clinica, sendo

constatado nenhum 6bito.

Todos os pacientes que tiveram apenas CrAg/LFA positivo em sangue e urina, foram
submetidos a profilaxia com Fluconazol, por um periodo recomendado de pelo menos 6
meses. No entanto, o Unico paciente com CrAg/LFA positivo em liquor, recebeu tratamento

especifico com Anfotericina.
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5. DISCUSSAO

Nosso estudo demonstrou que a maioria dos casos com CrAg/LFA positivo em sangue
e urina sdo do sexo masculino (67%) e com média de idade de 35 anos, dados estes
condizentes com a literatura.

De acordo com estudo realizado por Beyene et al (2013), demonstraram que 45% dos
casos de CrAg/LFA positivo seriam do sexo masculino e média de 33 anos. Em outro estudo
realizado por Magambo et al (2014), demonstraram 59% de positividade para antigenemia
criptococica para 0 sexo masculino e uma meédia de idade de 36 anos .

A prevaléncia de antigenemia criptocdcica positiva em sangue e urina, foi de 8,2%.
Demonstrou uma frequéncia de pacientes CrAg/LFA positivo, com CD4 variando com niveis
menores que 100 cél/mm? até 200 cél/mm?®. Sendo estes distribuidos em faixas de CD4<100
cel/mm?® com 3,6%, CD4: 100-199 cel/mm?® com 58,7% e CD4: > 200 cel/mm® com 37,7%.

A Organizacdo Mundial de Saude, preconiza a realizacdo de CrAg/LFA no soro ou
plasma na rotina em pacientes adultos, virgens de tratamento para HIV, ndo estando inclusos
criancas e adolescentes, seguido de profilaxia uma vez CrAg/LFA positivo. Considerando
neste contexto o inicio da terapia antifingica antes da terapia antirretroviral naqueles

pacientes com CD4 < 100 cel/mm?®.

Um estudo realizado por Patel et al.(2013), no Sudeste de Londres e outro realizado
por Ganiem et al. (2014), na Indonésia, demonstraram uma positividade semelhante a nosso
estudo de 5% e 7,1% respectivamente, apresentando estes pacientes CD4< 100 cél/mm?®.
Enquanto em estudo realizado na Tanzénia por Magambo et al.(2014), demonstraram uma

positividade de 7, 1% entre os pacientes com CD4< 200 cél/mm®.

Estudos foram realizados em Ghana com 2% de positividade do CrAg/LFA com CD4
< 100 cel/mm?®, em Uganda com 3,5% e CD4<200 cel/mm?®, outro estudo em Uganda com
5,5% e CD4 < 100 cel/mm?, e um na Etiépia com 9% de positividade com CD4<200 cel/mm?
( BEYENE, et al, 2013).

Katchanov et al (2015) realizaram um estudo onde evidenciaram 1,6% e 1,1% dos
pacientes com CD4 < 100 cel/mm® e 101-200cel/mm?® respectivamente. Enquanto em outro
estudo realizado por Alemu et al (2013), evidenciaram uma prevaléncia de antigenemia

criptococdcica em 8,4% dos pacientes, sendo distribuidos em faixas de CD4 de < 100
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cel/mm?; 100-150 cel/mm® e 150-200 cel/mm?®, tendo como frequéncia, 11%; 8,9% e 5,7%

respectivamente.

Na Africa, sdo reportados a prevaléncia de antigenemia criptococica em uma coorte de
pacientes com CD4 menor que 200 cél/mm?® com uma positividade que varia de 2-13% dos

casos e pacientes sem sinais de meningite (GANIEM et al.,2014).

Nosso estudo demonstrou que do total de pacientes com antigenemia criptococica
positiva em sangue periférico e urina, verifica-se 18% estavam em uso regular de TARV,
49,5% estavam em uso irregular e 32,5% eram virgem de tratamento, sendo possivel observar
que a maioria 0s casos estdo incluidos no grupo que relata uso irregular da terapia

antirretroviral.

Em estudo realizado por Beyene et al. 2013, observaram-se que que cerca de 50% dos
casos estdo relacionados ao uso irregular de TARV, enquanto que 14,2% sao virgens de
tratamento e apenas 4,1 % relatam uso regular, considerando uma coorte de 254 pacientes.
Em outros estudos realizado por Letang et al (2015) e Osazuka et al (2012), evidenciaram
uma positividade para antigenemia criptocécica de 3,7% e 12,7%, porém tratavam-se apenas

de pacientes virgens de tratamento antirretroviral.

Quando comparamos a positividade de CrAg/LFA no sangue e urina verificou que

todos os pacientes apresentavam os mesmos resultados, sendo positivos.

A presenca da positividade do CrAg/LFA em sangue periférico, demonstrou a
importancia para se identificar pacientes assintomaticos, que em um periodo de semanas pode
vir a desenvolver sintomas de meningite criptocdcica. Em pacientes com HIV, a positividade
do CrAg pode auxiliar quanto a indicacdo de terapia empirica, antes do desenvolvimento de
meningite. Em paises como a Etiopia tém instituido na rotina clinica dos pacientes com HIV
(BEYENE et al., 2013; MAGAMBO et al., 2014).

De acordo com um estudo de McMullan et al (2012) onde se realizaram a pesquisa de
antigenemia criptococica no sangue e urina, pode se verificar uma sensibilidade de 100%
para o0 sangue e 94,4% para urina, considerando que todos os pacientes apresentavam algum

sintoma.

Em estudo realizado por Magambo et al. (2014), onde os pacientes avaliados que

eram assintomaticos, com CD4 < 200 cel/mm?®, obtiveram um excelente resultado quando
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realizado CrAg/LFA no sangue. Aqueles que eram sintomaticos, e que foram realizados
CrAg/LFA na urina, obteve uma sensibilidade de 98%.

Magambo et al. (2014), recomendam que em pesquisas futuras possa ser utilizado a
pesquisa de antigenemia criptococica na urina. Acredita ainda que possa haver uma
associacdo entre esses titulos urinarios de antigeno com a morbimortalidade em pacientes
assintomaticos. Afirmam ainda, em seu estudo, que o0 uso isolado de CrAg/LFA na urina ndo
seria suficiente quando comparado a realizacdo de CrAg/LFA no sangue e urina

paralelamente.

Muiltiplos estudos tém sido realizado para avaliar a sensibilidade e especificidade do
CrAg/LFA usando soro, plasma, liquor e urina, comparando com a cultura. No geral, o CrAg/
LFA tem uma sensibilidade de 99,5% e 98,8% de especificidade quando comparado com a
cultura (PELFREY & BAUMAN, 2015).

De acordo com Pelfrey e Bauman (2015), de um total de 13 casos de CrAg/LFA
positivo no soro, tiveram 3 casos que foram negativos na urina, 0 que considera estar
relacionado a baixos niveis de antigeno criptococico. Considerando, portanto, que estudos
adicionais sdo necessarios para avaliar a deteccdo de CrAg/LFA na urina. Isso é importante
para notarmos os altos valores preditivos positivos e negativos, mostrando a utilidade do
CrAg /LFA no diagnostico e screening.

Em nosso estudo, os sintomas referidos pelos pacientes no momento da admisséo
foram: cefaleia, febre, perda ponderal, confusdo mental, convulsdo, tosse e vomitos, sendo

cefaleia o sintoma mais evidente.

A maioria dos pacientes com CrAg positivo tem algum sintoma ou uma pequena
parcela sdo totalmente assintomaticos. Dentre os sintomas relatados por Ganiem et al. (2014),
Rugemalila et al.,(2013) observam-se em ordem decrescente: cefaleia, febre, alteracdes do
estado mental, vOmitos e tosse. Em trabalho realizado por Beyene et al (2013), demonstraram
que do total de pacientes estudados, a maioria apresentava algum tipo de sintoma ou nenhum.
Daqueles que apresentavam CrAg positivo, a maioria (72%), apresentava com sintoma inicial

mais frequente, cefaleia e alteracdo do estado mental.

No presente estudo, aqueles pacientes com CrAg positivo, tivemos como principais

hipoteses diagndstica: Neurotoxoplasmose, Pneumonia, Meningite e Calazar.
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Segundo Ganiem et al (2014), dos 810 pacientes avaliados, 58 tiveram CrAg positivo
no sangue. Como hipoteses diagnostica de admissdo, tinham Neurotoxoplasmose(12,1%),
Pneumonia (17,2%). Em estudo realizado por Alemu et al (2013), numa populacdo de 369
pacientes, obtiveram 31 casos com CrAg positivo, sendo destes com hipotese diagnostica de
Pneumonia (11%), Meningite (4%).

Todos os pacientes com antigenemia criptococica positiva, foram submetidos ao
tratamento empirico com Fluconazol, sendo apenas um com CrAg/LFA positivo no liquor
submetido a terapéutica com Anfotericina.

Para Oyella et al.(2012), a profilaxia priméaria dentre os pacientes infectados pelo HIV,
parece ser benéfico na prevencao da Criptococose, contudo € mais I6gico e tem melhor custo
efetivo quando realizada com Fluconazol nos pacientes com imunodepressdo grave e

assintomaticos com CrAg positivo.

Na Africa, a profilaxia primaria fluconazol é eficaz e segura em melhorar a

sobrevivéncia em pessoas com CD4 <200 cel/ mm® (PARKER et al, 2009).

Recentemente em estudo publicado por pesquisadores em Uganda, mostraram que a
profilaxia priméaria da doenca criptocdcica com fluconazol efetivamente impediu o
desenvolvimento de meningite criptocdcica e morte relacionada com Criptococose em
individuos HIV- positivos sem antigenemia cryptococécica. No entanto, uma abordagem
orientada a comecar com o CrAg/LFA para pacientes com contagem de CD4 abaixo de 100
cel/mm?® antes do inicio da TARV, pode ser mais custo beneficio do que a profilaxia

universal para todos 0s pacientes com contagens de CD4 baixas (GANIEM et al 2014).
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6. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou a prevaléncia de antigenemia criptocécia em sangue e
urina de 8,2% em pacientes HIV/AIDS, sendo mais frequente no sexo masculino e com uma
média de idade de 35 anos. Apresentou ainda uma maior frequéncia entre 0s pacientes em uso

irregular de Terapia Antirretroviral e com niveis baixos de CD4.

Apesar das melhorias relevantes durante a era da Terapia Antirretroviral, a meningite
criptococica relacionada com a AIDS continua a ser frequente e provoca uma elevada
mortalidade, particularmente em paises de baixa e média renda. Esse fator seria o principal
quando consideramos que no estudo teriamos a maioria dos pacientes com status de Terapia
antirretroviral irregular. Vale a pena ressaltar que o uso adequado da Terapia Antirretroviral

contribui para uma reducdo da morbimortalidade dos pacientes com HIV/AIDS.

O CrAg/LFA permite um exame simples, rapido e de baixo custo para o diagnostico
da criptococose e € recomendado para uso com soro, plasma ou liquor em pacientes
sintométicos. A realizacdo do CrAg/LFA na urina serd uma opcao diagnéstica, uma vez que
possui elevadas sensibilidade e especificidade. Além disso, CrAg/LFA sera importante para
realizacdo de novos estudos a fim de otimizar o scrennig e o tratamento pre-emptivo da

Criptococose.
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APENDICE A
FICHA DE COLETA DE DADOS

PROJETO: Prevaléncia do antigeno criptocécico utilizando Lateral Flow Assay (LFA) no screening de pacientes com HIV/AIDS.

Etapa |

Nome:

Idade/Data de nascimento: Sexo: (F) (M) RG:
naturalidade: nacionalidade:

Data de entrada no estudo: / /

Local de entrada no estudo: () Enfermaria

Sintomas sistémicos (ndo) (sim) Especificar:

Sintomas neurolégicos: (ndo) (sim) Especificar: (cefaléia) (convulsdes) (sonoléncia) (confusdo mental) (hemiparesia) (paraparesia) (alteracéo esfincteriana)
(disfungéo erétil) (parestesias) (disestesias) (alteragao visual) (alteragéo auditiva) (alteragcdo de memoria) (disartria).

QOutros:

Tempo de inicio dos sintomas neurolégicos:

Antecedentes: Diagndstico prévio de infeccdo pelo HIV: (Sim) (N&o) Sesim, data: __ / [/
Ja teve doenca definidora de AIDS?: (Sim) (N&o). Qual?: Data: __ /[

Ultimo CD4+: (__%) Data: / / Ultima CV: Log Data: /| _/
Usode TARV: ( )regular  ( )irregular ( )VT
TARV - data de inicio e Tipo

Exames laboratoriais ( na entrada para o estudo ):

LFA para Cryptococcus em soro: (positiva) (negativa)

Hemocultura:

Outros (alterados):

Etapa I1- Para pacientes da etapa | que tiveram LFA positivo no soro:

a-

Resultados de pungéo lombar LCR

DATA

P1/ PF (cmH0)
Celularidade
PMN / MN
Eos/Baso/Plasmo

Glicose
Glicose LCR / soro

Proteinas

Gram

Létex bacterias

Cultura bactérias
LFA (teste CrAg)

Cultura fungos

Tinta da China

VDRL / HA, ELISA ou FTA-Abs
ADA

BAAR

Cultura micobact.
PCR

Outros
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b-Exames de imagem:
RX/ CT/ RM de térax:

Data: /|
CT/RM de cranio (admissdo):

Data: /| |
CT / RM de cranio (Gltima):

Data: _ /|
Outros:
Data: _ /|

c-Diagnédsticos (durante a internagédo ou avaliacdo ambulatorial):
Neuroldgicos:
Meningite criptocécica (_) outro/s:
N&o Neurol6gicos: Fungemia criptococica( ) outros:
d- Tratamento recebido:
Se foi diagnosticada meningite criptocdcica:
Houve hipertenséo intracraniana?: (sim) (ndo) (ndo informado)
Recebeu puncdes diérias de alivio?: (sim) (ndo)
Fez neurocirurgia?: (sim) (ndo). Se sim, qual? Data__ /[
e- Evolucdo clinica (durante a internagdo ou acompanhamento ambulatorial):
(melhor) (igual) (pior) (sequela).
Especificar
f-Desfecho: (alta) (6bito). Causa direta do 6bito: Data:__/ /

g-Responsavel pelo preenchimento da ficha:

Data:__ [/ [/

Instituicéo: Tel:
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APENDICE B

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO PIAUI — UESPI FUNDACAO OSWALDO CRUZ
FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS - FACIME INSTITUTO OSWALDO CRUZ

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

TITULO DO PROJETO: Prevaléncia do antigeno criptocdcico utilizando Lateral Flow Assay (LFA) no

screening de pacientes com HIV/AIDS.

Pesquisador Responsavel: Liline Maria Soares Martins

Instituigdo: Universidade Estadual do Piaui- UESPI

Telefone para Contato: (86) 99215938

Pesquisador Participante: Herion Alves da Silva Machado

Institui¢do: Fundagdo Oswaldo Cruz- FIOCRUZ

Telefone para Contato: (86) 99748317

Local de Coleta dos Dados: Instituto de Doencgas Tropicais Natan Portella- IDTNP

O (a) Sr. (%), esta sendo convidado(a) a participar do estudo “Prevaléncia do antigeno criptocdcico utilizando
Lateral Flow Assay (LFA) no scrennig de pacientes com HIV/AIDS”, aprovado no Comité de Etica em
Pesquisa sob 0 n°® XX/20XX e de responsabilidade dos pesquisadores Marcia dos Santos Lazéra-
IPEC/FIOCRUZ, Liline Maria Soares Martins- UFPI/UESPI, Herion Alves da Silva Machado - IDTNP.

Este estudo tem como objetivo saber se um fungo chamado Cryptococcus estad causando uma micose chamada
criptococose, que pode causar infeccdo no pulméo ou em outras partes do corpo. Este fungo vive na natureza em
fezes secas de aves, dentro de ocos de arvores, em madeira apodrecida, em poeira e pode se espalhar pelo ar. A
pessoa pode adquirir a infeccdo pela respiracdo e aparecer inflamagdo do pulmdo com dor, tosse e as vezes
pneumonia ou meningite. Serd estudado se os participantes tém essa infecgdo e se 0 Cryptococcus existe na casa
das pessoas. Esta micose ndo pega de pessoa para pessoa e pode causar doenca em animais como cdes, gatos,
aves.

Durante a sua consulta, o (a) médico (a) fard uma pequena entrevista com vocé para saber sobre seus sintomas,
sobre exames que vocé realizou, se vocé ja havia tratado dessa doenga antes e se apresenta outras condi¢fes
clinicas (infeccdo pelo HIV, diabetes, transplante, cancer etc) bem como informagdes sobre a sua residéncia,
trabalho e lazer. Deve ficar claro que as amostras de sangue, urina, liquido da espinha, poderao ser coletadas de
vocé sdo somente para o seu tratamento e indicadas pelo seu médico, e ndo mudam se vocé participar ou ndo
participar deste projeto. Todos os resultados dos exames serdo informados a vocé pela equipe de sua unidade. Se
vocé aceitar participar deste projeto, as informacfes obtidas pelo médico, as amostras e os resultados de seus
exames serdo usados neste projeto para estudar a criptococose.

Dentre 0s riscos aos quais vocé sera submetido, é a possibilidade de um leve desconforto decorrente da coleta de
sangue, e 0 constrangimento para a coleta de urina. Apos a entrevista/ consulta médica ou em qualquer momento
do seu tratamento, poderéa ser feita a coleta de amostra de sangue (tubo de 10 ml) que é equivalente a 2 colheres
de sobremesa. Para 0 exame da urina, serdo entregues potes plasticos para que os participantes possam coletar a
amostra de urina, e entregar aos pesquisadores. No entanto, durante a coleta de sangue sera feito com o maximo
de atencdo e seguranca para que traga o minimo desconforto, e se necessario sera dado o suporte com
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compressas frias para evitar hematomas. Durante a coleta de urina, o paciente podera utilizar o banheiro para
melhor privacidade.

Também sera realizado pelo pesquisador o preenchimento de questionarios para a coleta de informacdes/dados
para realizacdo do estudo, as quais s6 poderao ser utilizadas no contexto do estudo ou em artigos relacionados ao
estudo, utilizando ainda prontuario médico.

Todas as informacdes referentes aos participantes do estudo sdo confidenciais, isto é, ndo podem ser divulgadas
com 0s nomes das pessoas. Portanto, os pesquisadores garantem direito a privacidade. Desta forma vocé ndo
podera ser identificado, pois garantimos o segredo sobre todas as informagGes que forem fornecidas nos
questionarios e sobre o diagndstico do fungo.

O beneficio para os participantes é a diagnosticar a infec¢do no inicio, melhorar o conhecimento desta micose
(criptococose) nesta regido e saber se ela pode atingir as pessoas que moram na area de estudo.

A participagdo das pessoas nesta pesquisa é voluntaria, ou seja, a pessoa sd participa caso queira. Todos 0s
participantes tém o direito de sair da pesquisa a qualquer momento. Ndo ha nenhum valor econdmico a receber
ou pagar para participar dessa pesquisa. Esta pesquisa ndo € um ensaio clinico, ou seja, ndo estdo sendo testados
novos medicamentos ou exames de diagnostico.

Quaisquer dividas podem ser tiradas com os pesquisadores responsaveis pela pesquisa nos telefones fornecidos
neste termo. Recebi uma copia deste termo de consentimento.

Assinatura do participante ou responsavel

Liline Maria Soares Martins
Pesquisadora Responsavel- UFPI/UESPI

Herion Alves da Silva Machado
Mestrando - IDTNP
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