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RESUMO

A Cryptococose é uma micose causada por Cryptococcus. No Brasil essa infec¢do néo é
notificacdo obrigatoria, e as autoridades de salde publica ndo podem determinar a
mobimoridade. O objetivo deste trabalho foi diagnosticar e caracterizar o perfil clinico-
epidemiologico e demografico da criptococose em pacientes internados em dois hospitais
publicos terciarios em Nordeste do Brasil. O estudo foi dividido em trés momentos: 1)
Isolamento do fungo e diagndstico de amostras bioldgicas coletadas entre 2017 e 2019, 2)
Descricdo das caracteristicas epidemioldgicas e sociodemogréaficas dos prontuéarios e 3)
Testes experimentais: perfil de suscetibilidade in vitro, identificagdo pelo MALDI-TOF MS,
e recombinacdo genética através do PCR ERIC. Dos 100 pacientes avaliados, 24 (24,5%)
foram diagnosticados com criptococose baseado na cultura positiva. A andlise clinico-
epidemiolégica mostrou a maior prevaléncia em homens entre 30 e 39 anos. A
neurocriptococose foi a forma clinica mais prevalente, a febre foi o sinal clinico mais
relatado. O liquido cefalorraquidiano mostrou positividade em 100% das amostras. A taxa
de mortalidade neste estudo foi menor em relagéo as outras literaturas. O antifungigrama
apresentou 20 (83,33%) isolados suscetiveis a anfotericina B, 15 (62,5%) para o
fluconazol, e 17 (71%) para nitrotiophene-tiossemicarbazone. A espectrometria de massa
identificou 100% dos isolados. A técnica ERIC-PCR foi 100% eficaz nas analises. Os
dados obtidos nesta pesquisa poderdo contribuir para o conhecimento dessa micose no
Brasil, além de servir de base para futuros estudos epidemiolégicos globais.

Palavras-chave: Cryptococcus sp.; Epidemiologia; Sensibilidade antifingica; Relacdes

genéticas.



ABSTRACT

Cryptococse is a mycosis caused by Cryptococcus. In Brazil this infection is not mandatory
notification, and public health authorities cannot determine mobimority. The objective of
this work was to diagnose and characterize the clinical-epidemiological and demographic
profile of cryptococcosis in patients admitted to two tertiary public hospitals in Northeastern
Brazil. The study was divided into three moments: 1) Isolation of the fungus and diagnosis
of biological samples collected between 2017 and 2019, 2) Description of the
epidemiological and sociodemographic characteristics of the medical records and 3)
Experimental tests: profile of susceptibility in vitro, identification by MALDI-TOF MS, and
genetic recombination through ERIC PCR. Of the 100 patients evaluated, 24 (24.5%) were
diagnosed with positive culture-based cryptococcosis. Clinical and epidemiological
analysis showed the highest prevalence in men between 30 and 39 years of age.
Neurocryptococcosis was the most prevalent clinical form, fever was the most reported
clinical sign. Cerebrospinal fluid showed positivity in 100% of the samples. The mortality
rate in this study was lower than the other literature. The antifungigram presented 20
(83.33%) isolates susceptible to ampphemycin B, 15 (62.5%) fluconazole, and 17 (71%)
for nitrotiophene-tiossemicarbazone. Mass spectrometry identified 100% of the isolates.
The ERIC-PCR technique was 100% effective in the analyses. The data obtained in this
research may contribute to the knowledge of this mycosis in Brazil, besides serving as a
basis for future global epidemiological studies.

Keywords: Cryptococcus sp.; Epidemiology; Antifungal sensitivity; Genetic relationships.
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1 INTRODUCAO

A criptococose € uma micose de natureza sistémica, causada por um complexo de
fungos patogénicos incluidos no género Cryptococcus, cuja porta de entrada principal € a
via inalatoria. Dentre as micoses sistémicas, a criptococose ganhou relevancia por se
tratar de uma infeccédo oportunista, acometendo individuos que convivem ou ndo com o
Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) (FILIU et al., 2002; SILVA et al., 2008; BRASIL,
2012). As leveduras do género Cryptococcus apresentam distribuicdo mundial, tendo
como substratos, ar, solo, agua, excretas de aves (especialmente pombos), superficie e
mucosa de animais, folhas, flores e madeira em decomposi¢cdo. Nas excretas de pombos,
0s propagulos fungicos podem permanecer viaveis para contagio por um periodo de até
dois anos (KWON-CHUNG e BENNETT, 1992; KURTZMAN e FELL, 1998; REOLON, et
al., 2004).

Taxonomicamente classificado como pertencente ao filo Basidiomycota (ZHAO et al.,
2019), o género Cryptococcus € composto atualmente por mais de 70 espécies, das quais
duas, C. neoformans e C. gattii sdo consideradas patogénicas, formando o complexo
Cryptococcus neoformans. O Complexo engloba cinco sorotipos: A, B, C, D e AD, estes,
se diferem nos aspectos bioquimicos, ecoldgicos, antigénicos e genéticos (REOLON et
al., 2004; RIBAS et al., 2011; ARAUJO-JUNIOR et al., 2015).

As leveduras do complexo C. neoformans possuem alguns fatores de viruléncia, no
entanto, trés sdo classificadas como fatores primarios: a cépsula polissacaridica, a
melanina, e a adaptacdo a temperatura corpérea. A capsula impede a fagocitose e sua
destruicdo mediada por macrofagos, neutréfilos e mondcitos, blogueando a acédo do
sistema imune (GRECHIE et al.,, 2011). A melanina protege a célula dos estresses
ambientais. A temperatura possibilita a propagacao e desenvolvimento fingico no corpo
humano, favorecendo a infeccao (DESJARDINS et al., 2019).

Para o diagnéstico da criptococose, o método mais utilizado é a visualizagdo de
leveduras encapsuladas no liquido cefalorraquidiano (LCR) por meio da pesquisa
microscopica direta, utilizando a tinta nanquim (tinta da china) como constrastante com a
obtencéo de cerca de 95% de sensibilidade. Concomitantemente, realiza-se a cultura para
o isolamento do fungo a temperatura que varia de 25 a 37 °C, sendo considerada o
‘padrdo ouro” no diagnéstico da criptococose (Kon et al., 2008). Quando a cultura
apresenta-se positiva, em 48h de incubacéo é possivel visualizar o crescimento de uma
colénia de aspecto mucoide e de coloracdo creme. Pode-se utilizar também outros

exames com 0 objetivo de auxiliar e complementar o diagnéstico em casos mais
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complexos, tais como, testes soroldgicos, em especial o de aglutinacdo em latex
(sensibilidade > 90%), de imagens, além de métodos moleculares que vém sendo cada
vez mais utilizados para a deteccéo de Cryptococcus spp. tanto em liquor como em outros
materiais biolégicos tais como, sangue, urina, secrecdo, material obtido por biopsia e
lavado broncoalveolar (BACKES et al., 2016).

Tecnologias baseadas em ferramentas moleculares sdo métodos eficazes na
caracterizacdo, gerenciamento de recursos genéticos, programa de melhoramento
genético e na avaliacao de diversidade genética entre espécies. Atualmente, existem uma
grande variedade de métodos a partir da amplificacdo de DNA (Deoxyribonucleic Acid)
por meio da PCR (Polymerase Chain Reaction) objetivando a determinacdo de gendtipos
em isolados de forma individual, tais como: reacdo e cadeia polimerase-técnica de
polimorfismo de comprimento de fragmento (PCR-RFLP), eletroforese em gel de campo
pulsado (PFGE), e a amplificacdo aleatéria de DNA polimérfico (RAPD). Entretanto, essas
técnicas revelam grande homogeneidade genética das espécies, refletindo algumas
limitacdes nas identificacdes das cepas (DORNELES et al., 2014). Sendo assim, existem
duas técnicas de PCR baseadas em elementos repetitivos (Rep-PCR) tais como: BOX e
ERIC que, atualmente tem sido muito utilizada para estudar padrbes de elementos de
DNA repetitivos presentes em genomas bacterianos (STATE et al., 2008; SAVARI et al.,
2016).

A terapéutica padrdo empregada no tratamento desta micose sistémica implica na
administracdo intravenosa de anfotericina B ou seus derivados lipidicos, e do uso de 5-
flucitosina e alguns azdlicos, principalmente o fluconazol em combina¢do ou ndo com a
anfotericina B. No entanto, esta combinacdo vem gerando resisténcias e recidivas,
mesmo que ainda de forma esporadicas ou mesmo raras, o que tem estimulado a
realizacdo de testes de susceptibilidade in vitro com o propésito de predizer o sucesso da
terapia antifungica, bem como buscar outras alternativas de escolha como estratégia de
controle e erradicacdo destes agentes infecciosos, visto que, as opcdes terapéuticas
existentes no mercado provocam diversas reagoes e efeitos colaterais aos pacientes em
tratamento (ALMEIDA e MACHADO, 2014).

Embora existam pesquisas sobre a criptococose, estudiosos acreditam que ainda ha
muito a ser desvendado em relagdo ao “complexo Cryptococcus neoformans”, motivos
estes, que vém gerando varios debates e discussfes em eventos cientificos nacionais e
internacionais sobre questionamentos taxonémicos. Adicionalmente, necessita-se de mais
pesquisas e producédo de conhecimentos a respeito da doenca e principalmente acerca do

perfil epidemiolégico no Brasil, em especial no estado de Pernambuco. Sendo assim,
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deve-se ressaltar a importancia deste estudo, pois € necessario a compreenséo do perfil
clinico-demografico dos pacientes acometidos, assim como o perfil epidemiolégico da
doenca, uma vez que a criptococose, segundo o0 Departamento de Vigilancia
Epidemiolégica do Brasil, é relatada como a micose mais prevalente em termos de
internacBes hospitalares entre os anos de 2000 a 2007, além de gerar a cada ano
milhares de Obitos evitdveis caso fosse aplicado um diagndstico mais rapido e um
tratamento mais eficaz, e sem muitos efeitos colaterais. Vale também ressaltar, que nédo

ha atualizacdes de dados apos este periodo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Diagnosticar e caracterizar o perfil clinico-demogréafico dos casos de criptococose
em pacientes internados em duas Unidades de Saude Publica Terciaria no estado do
Pernambuco, identificar a diversidade microevolutiva por meio do ERIC-PCR e propor

uma nova alternativa terapéutica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obter as amostras biolégicas em duas Unidades de Saude Publica no estado do
Pernambuco;

- Realizar o diagnostico e a identificacdo dos isolados clinicos ao taxén das espécies;

- Caracterizar o perfil so6cio-demogréafico e clinico-epidemiolégico da criptococose em
pacientes atendidos em dois Servicos de Referéncia de Pernambuco;

- Determinar a concentracao inibitéria minima (CIM) da anfotericina B, fluconazol e testar
a atividade microbioldgica da molécula de derivado do anel aromatico de tiofenos, além
de comparar sua eficacia para os isolados do complexo Cryptococcus neoformans através
do teste de sensibilidade antifungica;

- Determinar a dindmina populacional através do ERIC-PCR dos isolados

fuministeriongico obtidos.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 HISTORICO

A criptococose, também conhecida como: tolurose, blastomicose europeia, doenca
de Busse-Bruschke, foi descrita pela primeira vez por Zenker em 1861, contudo, teve sua
descricdo questionavel por ndo conseguir isolar o microrganismo (HEITMAN et al., 2011;
BRASIL, 2012). Em 1894 na ltalia, Francesco Sanfelice pela primeira vez descreveu
leveduras encapsuladas e isoladas de suco de péssego. Em 1895 essas leveduras foram
identificadas como patogénicas para um modelo experimental e denominada como
Saccharomyces neoformans (SANFELICE, 1894; BARNETT, 2010; BRASIL, 2012). Ainda
em 1894, Otto Busse e Abraham Bruschke, ganharam os créditos da primeira descricéo,
do futuro agente que seria denominado de Cryptococcus. Busse, um patologista do
Institute of Pathology at Greifswald University, na Alemanha, presenciou corpusculos
ovais obtidos de uma lesdo de sarcoma da tibia em uma mulher com 31 anos e isolou o
agente do tecido 6sseo, denominando-o Saccharomyces hominis (BUSSE, 1894; LACAZ
et al.,, 2002; BARNETT, 2010; HEITMAN et al., 2011).

Sanfelice, em 1895, reconheceu a relacdo genética entre seu isolado (S.
neoformans) com o fungo isolado (S. hominis) de Busse e Bruschke (BRASIL, 2012).
Curtis em 1986, isolou um fungo semelhante a uma levedura, oriundo de um material do
guadril de um paciente. No entanto, observou algumas caracteristicas distintas em
relacdo as culturas isoladas por Busse e Sanfelice, e a descreveu como Sachromyces
Subcutaneos tumefaciens, este mesmo isolado mais tarde, foi denominado como o
primeiro registro clinico de C. gattii (CURTIS, 1986; KWON-CHUNG et al., 2014).

No inicio de 1900 apareceram inumeros relatos da manifestacdo dessa levedura,
principalmente no cérebro, pulméo e pele de humanos e animais, sendo reconhecido que,
este agente patogénico estaria relacionado a infec¢ao do Sistema Nervoso Central (SNC),
onde a auséncia de uma terapia eficaz cooperava para um progndstico desfavoravel
(CASADEVALL e PERFECT, 1998; BRASIL, 2012).

Em 1901, Viulleman revisou os fungos isolados por Busse e Sanfelice e os
transferiu para o género Cryptococcus (C. hominis e C. neoformans), respectivamente.
Esta renomeacao foi estabelecida pela inabilidade destas leveduras em fermentar
acucares e nao formar ascosporos, caracteristicas marcantes e basicas do género
Saccharomyces (BARNETT, 2010; BRASIL, 2012; SHIKANTRA et al., 2014).
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Em 1902, Frothingham confirmou a patogenicidade da levedura mediante uma leséao
pulmonar em um cavalo, ocorrido em Massachusetts, sendo que o fungo isolado da leséao
apresentava similaridade o isolado por Busse e Buschke, ficando comprovado que se
tratava de um fungo patogénico para humanos como também para animais (HEITMAN et
al.,, 2011). Trés anos depois, em 1905, Van Hansemann relatou pela primeira vez a
visualizagao do fungo na meninge humana, e descreveu a doenga como tuberculose com
leveduras em cistos gelatinosos (KWON-CHUNG e BENNET, 1992).

Em 1914, Versé relatou e diagnosticou uma meningite por Cryptococcus em uma
paciente do sexo feminino. Dois anos mais tarde, Stoddard e Cutler relataram mais dois
casos de meningite, no entanto, eles nomearam o fungo de Torula histolytica (HEITMAN
etal., 2011; VERSE, 1914).

Benham em 1935, conduziu um estudo com dezenas de leveduras, sendo que 22
cepas eram patogénicas e as demais ndo patogénicas, todas isoladas de humanos,
inclusive os isolados de Busse. Todos os isolados passaram por analises morfologicas,
patogénica e soroldgicas e, portanto, concluiu-se que todos os isolados analisados eram,
certamente, uma espécie, C. hominis, e esta compreendia duas variedades. Entao foi
possivel notar a diversidade e heterogeneidade que este agente manifesta, levando assim
a sucessivas revisdes taxonémicas (BENHAM, 1935; BRASIL, 2012).

Evans em 1949, identificou os sorotipos A, B e C baseando-se em diferentes
reatividades capsulares frente a soros hiperimunes. O sorotipo D, foi descrito
posteriormente, em 1968 por Wilson e colaboradores (EVANS, 1950; WILSON et al.,
1968; KHOW-CHUNG et al., 2014). Em 1950, Benham sugeriu que 0 nome tolurosi e
tolura meningite fosse renomeado para criptococose, e que o nome Cryptococcus
neoformans fosse mantido, sendo esta terminologia rapidamente absorvida na literatura
meédica e micolégica (BENHAM, 1950; HEITMAN et al., 2011). Emmons em 1951, isolou
pela primeira vez C. neoformans a partir de substratos ambientais coletados na Virginia,
tais como, solos contaminados com excretas de aves, em especial de pombos,
predizendo que esta infec¢do € adquirida a partir de ambientes contaminados (EMMONS,
1951; KHOW-CHUNG et al., 2014). Posteriormente, em 1962, Staib fez uma importante
contribuicdo, onde relatou que C. neoformans quando cultivado em meio contendo
sementes de Guizotia abyssunica, conhecido como semente de niger, apresentava
colocacdo marrom (STAIB, 1962; KWON-CHUNG e BENNET, 1992).

Em 1970, Gattii e Eeckels descreveram um caso de meningite em um menino de 7
anos, do centro da Africa, com o isolado obtido através do liquor. Ainda em 1970,

Vanbreuseghem e Takashio mencionaram que o isolado “in vivo”, produzia células
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alongadas (semelhante a um grdo de arroz), e na cultura apresentava leveduras
capsuladas de formas arredondadas (forma usual) caracteristico de C. neoformans, sendo
assim, o isolado que apresentou ceélulas alongadas foi entdo descrito como uma nova
variedade e foi apresentado como C. neoformans var. gattii, e posteriormente identificado
como sorotipo B (GATTII e EECKELS, 1970; VANBREUSEGHEM e TAKASHIO, 1970;
HEITMAN et al., 2011; BRASIL, 2012).

Apesar do C. neoformans ter sido isolado pela primeira vez em 1951, seu ciclo
completo s6 pode ser descrito em 1975, quando Kwon-Chung observou que o C.
neoformans apresentava dois tipos sexuais, denominado a e a, e que por meio de
cruzamento entre cepas compativeis foi obtido o estado teleomorfo da levedura, descrita
como Filobasidiella (KWON-CHUNG, 1975; BARNETT, 2010).

Kwon-Chung e Bennett (1978), informaram que o C. neoformans var. neoformans e
C. neofotmans var. gattii se diferiam notavelmente, morfologicamente, bioquimicamente e
sorologicamente, e que o isolado da crianga de 7 anos era idéntico a um isolado
teleomorfico Filobasidiella bacillispora. Foi entdo verificado que o C. neofotmans var. gattii
era sindbnimo de C. bacillusporus. O C. bacillusporus foi renomeado como C. gattii, em
2002, pois o termo “gattii” era mais usual mundialmente que o termo “bacillusporus”.

A partir de 1980, surgiu a “era da AIDS”-Acquired Immunodeficiency Syndrome
(AIDS; em inglés), traduzida como Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA; em
portugués), onde foi constatado um marco da infeccéo da criptococose em todo o mundo,
0 que provocou interesse e notéria expansao de pesquisa sobre esta micose (PIZANI;
SANTOS, 2017).

Entre o final da década de 80 e inicio da de 90, a aplicacdo de métodos moleculares
foram iniciados, esta nova ferramenta permitia a identificacédo, clonagem e caracterizacéo
de varios genes, dentre elas: a producdao da melanina, da capsula, genes relacionados a
viruléncia, além dos genes ribossomais (MOORE e EDMAN, 1993; CHANG e KWON-
CHUNG, 1994; WILLIAMSON, 1994).

Na Alemanha em 1990, foi descrito o primeiro isolamento de C. neofotmans var.
gattii (C. gattii, nomenclatura atual) (ELLIS e PFFEIFER, 1990a). Logo depois, sucessivos
trabalhos realizados no Brasil, revelaram que ambas as variedades (C. gatti e C.
neoformans), estdo correlacionados a habitats naturais representados por madeira em
decomposicdo em arvores tropicais, seja em ambientes urbanos, rurais ou silvestres
(BRASIL, 2012).

Os aspectos epidemioldgicos desta micose ja se apresentavam de formas

peculiares, tais como: ocorréncia mundial, casos associados a linfomas e a tumores, a
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uso de corticoides, pacientes diabéticos e usuarios de drogas imunossupressoras, tendo
como principal agente na maioria dos casos o C. neoformans var. neoformans, em
especial do sorotipo A, sendo facilmente isolado de ambiente relacionado a habitat de
aves. A criptococose também ocorria em areas tropicais e subtropicais em individuos
aparentemente sadios, ou seja, sem imunodepressao aparente, apresentando-se como
micose primaria causada por C. neofotmans var. gattii, especialmente do sorotipo B, este,
nunca tinha sido isolado do ambiente e, portanto, tinha seu habitat desconhecido
(BRASIL, 2012).

Os aspectos taxonémicos e genéticos do género Cryptococcus estdo sob andlises
até os dias atuais, com o intuito de que, nos anos subsequentes, seja possivel uma visdo

e delimitacdo mais clara em relacdo a posicdo taxondmica deste grupo de fungos
(BRASIL, 2012).

3.2 POSICAO TAXONOMICA

De acordo com Kurtzman e colaboradores (2011) e Hagen e colaboradores (2017),
as espécies do complexo Cryptococcus (C. neoformans e C gattii) no estado perfeito ou
teleomorfico, sé@o classificadas taxonomicamente como:

Reino: Fungi;

Filo: Basidiomycota

Classe: Tremellomycetes

Ordem: Tremellales

Familia: Tremellaceae

Género: Filobasidiella

Espécies: Filobasidiella neoformans var. neoformans (sorotipos A e D)

Filobasidiella neoformans var. bacillispora (sorotipo B e C)

E no estado imperfeito ou anamorfico, como:

Reino: Fungi;

Filo: Basidiomycota

Classe: Tremellomycetes

Ordem: Tremellales

Familia: Tremellaceae

Género: Cryptococcus

Espécies: Cryptococcus neoformans var. neoformans (sorotipos A e D)

Cryptococcus neoformans var. gattii (sorotipo B e C)
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3.3 O COMPLEXO Cryptococcus neoformans

O género Cryptococcus € caracterizado por leveduras que se apresentam esféricas,
globosas e/ou ovaladas com ou sem brotamentos, medindo 2,5-10um de diametro, e ao
apresentar sua tipica capsula mucopolissacaridica, pode chegar a 30 um de diametro,
estas estdo dispersas no meio ambiente e, abarca mais de 70 espécies, destas, algumas
patogénicas e causadoras da criptococose, tais como: C. neoformans e C. gattii, que afeta
humanos e animais. Inicialmente estes agentes etioldgicos foram considerados como uma
s6 espécie, sendo posteriormente distinguidas por suas diferencas antigénicas,
bioguimicas, ecoldgicas e genéticas, e passaram a ser classificadas em cinco sorotipos
capsulares e oito gendtipos moleculares. O C. neoformans possui (sorotipos A, D e AD),
com suas variantes: C. neoformans var. grubii (sorotipo A), C. neoformans var.
neoformans (sorotipo D), C. neoformans entre var. neoformans e C. gattii (sorotipo AD) e
o C. gattii (sorotipos B e C). A classificagcdo dos sorotipos foram entdo, estabelecidas
pelas diferencas das estruturas capsulares e do DNA (KWON-CHUNG et al, 2014;
ARAUJO-JUNIOR et al., 2015; BOWEN et al., 2017; KWON-CHUNG et al, 2017).

O C. neoformans é um agente cosmopolita, isolado de excretas de aves (fonte
nutritiva), em especial de pombos (Columbia livia), além de solo e arvores. E a espécie
mais isolada nos casos de criptococose em humanos (geralmente imunocomprometidos)
e animais, tendo suas variedades (A, D e AD), possuem a capacidade de colonizar a
mucosa do papo de pombos sem causar doenca, portando-se como agente
endossaprobio natural de aves. Este grupo de fungos compreendem os principais tipos
moleculares: VNI, VNII (VNB), VNIII e VNIV. Em contrapartida, o C. gattii € comumente
isolado de arvores (Eucalyptus camaldulensis), espécies nativas e exoticas de regides
tropicais e subtropicais e estd relacionado a infeccbes principalmente em hospedeiros
imunocompetentes, ainda que, alguns estudos sugerem que 0s acometidos por esta
espécie apresentam alguma deficiéncia imune ndo detectadas nos exames de rotina que
os predispde a meningoencefalite pelo C. gattii (ARAUJO-JUNIOR et al., 2015; FELIX-
GONCALVES et al., 2018). As infec¢cdes pelo C. gattii, ocorrem principalmente nas
regides amazonicas e em regides do semi-arido do Nordeste brasileiro. Este grupo de
fungos apresentam os principais tipos moleculares: VGI, VGII, VGIIl e VGIV, sendo o VGI
e VGIII relatado como os principais tipos moleculares em infec¢des de criptoccocose de
humanos e animais até 1999 na América do Norte, enquanto que o tipo VGII foi citado

como a causa do maior surto ja visto, afetando centenas de pessoas e animais saudaveis
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na Columbia Britanica, Canada, um surto que posteriormente se alastrou para regiao
Noroeste dos Estados Unidos (SOUTO et al., 2016).

Os oito tipos moleculares da classificacdo de C. neoformans e C. gattii, como mostra
a Tabela 1, foram descobertos através de técnicas de PCR fringerprinting e Polimorfismo
de Comprimento de Fragmento Amplificado (AFLP) (MEYER et al., 2003).

Adicionalmente, Litvintseva e colaboradores (2006), sugeriram a classificagdo de um
novo tipo molecular: VNB (sorotipo A hapldide), encontrado somente em isolados de

Botwana, na Africa.

Tabela 1. Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii: tipos moleculares (TM), distribuicdo geografica e

clinica.
Espécies/ Sorotipos TM AFLP Distribuicao Clinica
hibrido geogréfica
A VNI AFLP1 Global Imunocomprometidos
: HIV, e casos de
iImunocompetentes
C. neoformans na China e Coréia.
var. grubii A VNIl AFLP1A/ Austrélia Imunocomprometidos
1B , € raros em
imunocompetentes.
A VNB AFLP1B Bostawana, Imunocomprometidos
Africa , € raros em
imunocompetentes.
C. neoformans AD" VNIII AFLP3 Europa e Imunocomprometidos
var. grubii - C. América do , € raros em
neoformans var. Sul imunocompetentes.
neoformans
C. neoformans D VNIV AFLP2 Europa, Imunocomprometidos
var. neoformans Ameérica do : HIV, e raros em
Sul imunocompetentes.
B VGI AFLP4 Global e sul  Imunocomprometidos
da California , € raros em
imunocompetentes.
BeC VGl AFLP6 Califérnia e Imunocompetentes.
América do
Norte e Sul
C VGl AFLP5 Global Casos esporadicos,
C. gattii Observado sendo mais comum
com mais em portadores de
frequéncia no HIV.
Sul da

Califérnia,
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México e
América
Central e do
Sul
BeC VGIV  AFLP7 Africa, Indiae  Raro, sendo mais
Ameérica do comum em
Sul portadores de HIV.

™ Sorotipo hibrido; TM= tipos moleculares; AFLP= Polimorfismo de Comprimento de Fragmento Amplificado
A tabela foi construida e adaptada de acordo com os dados de Meyer et al., 2003; Espinel-Ingroff et al.,
2012; Springer et al., 2014.

3.3.1 Nova proposta taxonomica: Complexo Cryptococcus neoformans e
Cryptococcus gattii

Apbs muitos debates e pouco mais de 15 anos de estudos através de técnicas
moleculares genotipicas e fenotipicas, em 2015 foi sugerido uma nova revisdo
taxonbmica para o género Cryptococcus. Recentemente, através do MLST (Multilocus
Sequence Typing) uma técnica atualmente muito utilizada, foi proposto o reconhecimento
de sete novas espécies para o0 género Cryptococcus. As duas variedades do C.
neoformans foram elevadas a nivel de espécie e o mesmo estabelecido para cinco
gendtipos dentro do C. gatii, uma vez que a variedade e diversidade das espécies estdo
genotipicamente mal representada dentro do complexo. E ainda foi proposto que o C.
gatti e o C. neoformans sejam estabelecidos como complexo independentes, pois
acredita-se que estas espécies sejam fenotipicamente cripticas, porém, sdo espécies que
ainda estdo em evolucdo. No entanto, esta proposta ainda € prematura e vem sendo
muito criticada, sendo necessario que se haja um consenso dentro da comunidade
cientifica, a fim de evitar conflitos. Em 2017, em Foz do Iguacu foi realizada a 102
Conferéncia Internacional sobre Cryptococcus e Criptococose (ICCC10), neste encontro o
assunto sobre a revisdo taxonémica foi mais uma vez discutido, e fornecidos indicios de
gue ha pelo menos sete novas espécies. (HAGEN et al, 2017; KWON-CHUNG et al.,
2017).

A Sociedade Internacional de Micologia Humana e Animal (ISHAM) por meio da
realizacdo de um trabalho de genotipagem do C. neoformans e C. gattii recomendou para
a técnica MLST o uso de sete loci: CP59, GPD1, IGS1, LAC1, PBL, SOD1 e URAS. A
nova proposta por meio do MLST identificou as sete espécies separadas, e exclui a
espécie hibrida (C. neoformans var. grubii - C. neoformans var. neoformans). O complexo
C. neoformans seria representado por duas espécies: C. neoformans (sorotipo A:
VNI/AFPL1; VNII/AFPL 1A-1B; VNB/VNB), anteriormente C. neoformans var. grubii. O C.

neoformans var. neoformans (sorotipo D: VNIV/AFLP2), ficaria representado por C.
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deneoformans. O sorotipo AD/hibrido (C. neoformans var. grubii - C. neoformans var.
neoformans), ficaria representado por C. neoformans x C. deneoformans hibrido. O
complexo C. gattii (de acordo com a nova proposta), passaria a ser reconhecido com
cinco espécies. O C. gattii (VGI/AFLP4; VGII/AFLP4; VGIII/AFLP5 e o VGIV/AFLP7;
VGIV-VGIIIc/AFLP10) passaria a ser apresentado como C. gattii, C. deuterogattii, C.
bacillisporus, C. tetragattii e C. decagattii, respectivamente. Ja as formas hibridas entre o
complexo C. neoformans e C. gattii seriam nomeadas como C. deneoformans x C. gattii
hibrido (AFLP8), C. neoformans x C. gattii hibrido (AFLP9) e C. neoformans x C.
deuterogattii hibrido (AFLP11), como mostra a Tabela 2 (KWON-CHUNG et al., 2017).

Ferramentas moleculares tais como, reagdo de cadeia polimerase (PCR),
polimorfismo de comprimento de fragmento amplificado (AFLP), tipagem de sequéncia
multilocus (MLST) e sequenciamento de genoma inteiro (WGS), afirmam que o complexo
C. neoformans e C. gattii, sGo geneticamente diversos e, baseado em quatro genes o C.
neoformans e C. deneoformans se separam por 18,5 milhdes de anos e se separam do C.
gattii por 37 milhdes de anos de diferenca. O C. gattii e o C. bicillisporus separam-se por
9,5 milhées de anos atras. No entanto, acredita-se que o tempo de divergéncia seja até
mais antigo, uma vez que os calculos baseados nos dados gendémicos foram feitos entre
80 a 100 anos (HAGEN et al., 2017).

Tabela 2. Nova proposta para as espécies do Complexo C. neoformans e C. gattii.

Nome atual Sorotipos ™ AFLP Nova proposta
A VNI AFLP1 C. neoformans
A VNII AFLP1A/1B C. neoformans
C. neoformans var.
grubii A VNB AFLP1B C. neoformans
ADT VNIII AFLP3 C. neoformans x
C. deneoformans
hibrido
C. neoformans var. D VNIV AFLP2 C. deneoformans
grubi B VGI AFLP4 C. gattii
C. neoformans var.
neoformans BeC VGII AFLP6 C. deuterogattii
C. neoformans var. C VGIII AFLP5 C. bacillisporus
neoformans BeC VGIV AFLP7 C. tetragattii
C. gatli BeC VGIV/VGIllc  AFLP10 C. decagattii
DB hibrido AFLP8 C. deneoformans

x C. gattii hibrido

AB hibrido AFLP9 C. neoformans x
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C. gattii hibrido

AB hibrido AFLP11 C. neoformans x
C. deuterogattii
hibrido

T sorotipo hibrido; TM= tipo molecular; AFLP= Polimorfismo de Comprimento de Fragmento Amplificado
A tabela foi construida e adaptada de acordo com os dados de Kwon-Chung et al., 2017.

De acordo com Kwon-Chung e colaboradores (2017), esta nova proposta oferece
vantagens e desvantagens. A vantagem € que propiciaria um passo importante para a
biodiversidade do complexo Cryptococcus, jA que conforme seu estudo, as diferencas
biologicas relevantes nem sempre sdo evidentes. Com relacdo as desvantagens: 1- o
namero estudado ainda é limitado (apenas 5% foram analisados pelo MLST); 2- Uma
analise feita por Meyer et al (2011), mostrou que em 2.606 cepas, existem mais
diversidade do que as sete cepas analisadas acima; 3- O numero de espécies de
Cryptococcus tende a aumentar 0 que torna esta proposta ainda instavel; 4- € necessario
mais estudos do genoma, pois, existem genomas até entdo nao mapeados; 5- os modelos
para o delineamento das espécies podem ainda ndo estarem apropriados; 6- a
caracterizacdo das espécies sdo complexas; 7- a utilizagdo do termo “gattii” e

“neoformans” ainda causa discordancia.
3.4 A CRIPTOCOCOSE

A criptococose € uma doenca sistémica de importancia mundial e que apresenta alta
taxa de mortalidade, cerca de 70% ap6s o diagnéstico, especialmente em paises
subdesenvolvidos. Esta infeccdo ocorre através da via respiratOria superior mediante a
inalacdo de propagulos fungicos associados a fontes ambientais tais como: ar, agua,
solos, flores, folhas, madeira em decomposicdo, excretas de aves, em especial de
pombos (Columbia livia) (Figura 1). Em pacientes imunocompetentes, 0 organismo €
capaz de eliminar os propagulos fungicos inalados. Por outro lado, em hospedeiros com a
imunidade comprimetida, estes propagulos fungicos podem se instalar no pulmédo e
causar uma primo-infeccdo pulmonar ou se disseminar através da via hematogénica
cruzando a barreira hematoenceféalica, atingindo o sistema nervoso central, onde
encontrardo altos niveis de oxigénio e nutrientes que S&ao0 essenciais para sua
multiplicacdo, e com isso, ocorrera o0 desenvolvimento da meningoencefalite. A
meningoencefalite é a manifestacdo clinica mais comum e a que mais evolui para casos
fatais (SEVERO et al., 2009; TAKAHARA et al., 2013; PAULA et al., 2014; SOUTO et al.,
2016; HAGEN et al., 2017; KWON-CHUNG et al, 2017).
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Figura 1. Ciclo de infeccdo do género Cryptococcus sp.
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Fonte: BROOKS et al., 2013.

Antigamente este género apresentava pouca importancia clinica, porém o niumero
de casos de criptococose cresceu drasticamente nos ultimos 30 anos devido ao
surgimento do HIV e com o desenvolvimento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida,
bem como o uso de imunossupressores em pacientes transplantados e uso de
quimioterapicos ganhando grande importancia a classe médica e de pesquisa
(MACCLELLAND et al., 2013; ALMEIDA et al., 2014; EL FANE et al., 2015). Anualmente
sdo relatados mais de um milhdo de casos de criptococose, destes, cerca de 625.000 vao
a Obito, sendo uma infecgdo altamente incidente em regi6es onde a populacdo convive
com o HIV, principalmente aqueles que possuem niveis de linfécitos TCDa inferiores a 50
células/mm? (EL FANE et al., 2015; KWON-CHUNG et al., 2017).

3.4.1 Epidemiologia

Sabe-se que a criptococose esta relacionada a altos indices de morbidade e
mortalidade em todo o mundo, afetando imunocompetentes ou imunocomprometidos, em
especial com HIV, contudo, existem outras condi¢cdes predisponentes tais como,
tratamentos com imunossupressores, transplantes de orgaos, desordem linfoploriferativas
e neoplasias (MITCHELL e PERFECT, 1995; PERFECT e CASADEVALL, 2002;
PYRGOS et al., 2013).
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Esta infeccdo pode acometer ambos 0s sexos, no entanto, no homem a prevaléncia
é de 70% dos casos e nas mulheres de 30%, o motivo ainda néo esta claro, acredita-se
gque seja devido a influéncias hormonais, exposicdo ocupacionais ou até mesmo
predisposicao genética. A prevaléncia de faixa etaria é variada, no entanto, o maior indice
esta entre 30 e 50 anos, porém, no Brasil tem aumentado o nimero de casos em criancas
nos ultimos anos, o que pode ser explicado pelo crescimento do nimero de criangas
desnutridas ou imunocomprometidas. As estatisticas ndo apontam diferencas em relacéo
a etnia (PYRGOS et al., 2013; PIZANI; SANTOS, 2017).

A criptococose é relatada principalmente em paises em desenvolvimento, onde as
terapias antirretrovirais sao pouco disponiveis. Em contrapartida nos paises
desenvolvidos, as infeccbes oportunistas pelo HIV cairam drasticamente, contudo a
terapia com imunossupressores para pacientes transplantados e quimioterapias
aumentaram, o que também faz com que a populacdo fique suscetivel a infeccdes
oportunistas como a criptococose, embora pacientes aparentemente saudaveis também
estejam vulneraveis a esta infec¢do (PYRGOS et al., 2013).

Os pacientes que sobrevivem a este tipo de infeccdo podem apresentar sequelas,
tais como: déficit neurolégico, surdez, cegueira, paralisia de nervos cranianos e déficit de
memoéria, o que pode acarretar em terapéuticas prolongadas e até mesmo recaidas da
doenca (PYRGOS et al., 2013).

A incidéncia da criptococose cresceu na década de 1980 com o0 surgimento da
AIDS/SIDA. Antes da epidemia da AIDS, a infeccao criptécocica foi confirmada em menos
de 500 pessoas mundialmente na década de 50. Em 1976, com o inicio da pandemia da
AIDS, foram relatados 338 casos/por ano apenas nos Estados Unidos. Atualmente no
mundo, ocorre aproximadamente 1 milhdo de casos de criptococose tendo como
resultado cerca de 600.000 a 625.000 ébitos por ano (BRASIL, 2012; PYRGOS et al.,
2013).

No Brasil, é dificil avaliar os efeitos causados por esta micose sistémica, pois a
criptococose ndo é uma doenga de notificagdo obrigatéria no sistema de saude brasileiro,
sendo notificada como uma infecgdo oportunista, apenas quando ocorre em pacientes
com AIDS, ou quando ocorrem surtos (BRASIL, 2012).

De acordo com a publicacdo do Departamento de Vigilancia Epidemiologica do
Brasil, 2012 (BRASIL, 2012), dentre as micoses sistémicas/oportunistas no Brasil, a
criptococose foi relatada como a principal em termos de internagéo. Estes dados foram
apresentados pelo Sistema de Internacdo Hospitalar do Sistema Unico de Saude-

SIH/SUS, de acordo com a Figura 2.



30

Figura 2. Numero de internac8es por micoses sistémicas no Brasil (2000-2007).
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Fonte: Brasil, 2012.

O C. neoformans var. neoformans (sorotipo D) é 0 agente que predomina na regiao
Sul e Sudeste do Brasil, causando criptococose em pacientes com AIDS, em especial na
populacdo masculina, tendo cerca de 35-40% de casos letais. As infeccfes pelo C. gattii
nestas regides ocorrem de forma esporadica. O C. neoformans var. grubii sorotipo (A)
VNI é o mais prevalente no mundo (82%) das infecgbes em HIV. O C. neoformans var.
neoformans (sorotipo D), é responsavel por cerca de 20-30% das infec¢des associadas
ao HIV no Norte da Europa, em especial na Franca, Itdlia e Dinamarca, sendo menos
frequente no resto do mundo. As infec¢cBes pelo C. gattii sdo mais comuns do que se
pensa, e no Brasil, este agente € predominante nas regies Norte e Nordeste,
principalmente o C. gattii do gendtipo VGII, afetando pacientes imunocompetentes de
ambos 0s sexo, provocando cerca de 37 a 49% de letalidade (MARTINS et al., 2011;
BRASIL, 2014). No restante do mundo, especialmente na Tailandia, Norte da Australia,
Nova Zelandia e Papua Nova Guiné, o genoétipo dominante é o VGI. Na América Central e
do Sul e no Sul da Africa, os genétipos principais sdo VGIIl e VGIV, e estdo mais
associados a criptococose em pacientes HIV. Embora existam poucas informagdes sobre
a incidéncia e impactos que esta doenca causa mundialmente, estas informacgdes revelam
padrdes marcantes da criptococose em todo o mundo (BRASIL, 2012; SLOAN et al, 2014;
SHAHEEN et al., 2018).

De acordo com a Figura 3, no Brasil, a regido Sudeste concetra o maior indice de

intenacdes pela criptococose (8 a 12%), seguido da regido Nordeste.
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Figura 3. Numero de internac8es por criptococose (2000-2007), por regiées do Brasil
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3.4.2 Patogenia

A patogenia da criptococose € determinada por trés fatores importantes: 1-
mecanismo de defesa do hospedeiro; 2-viruléncia da cepa; 3- tamanho do in6culo. A
micose criptocécica € uma infeccdo de carater oportunista, e caracteriza-se de forma
localizada ou disseminada, que pode atingir desde os pulmdes até o Sistema Nervoso
Central causando meningoencefelite, e caso ndo seja tratada, é uniformemente fatal
(PINTO, 2010; NAYAK et al., 2010; KWON-CHUNG et al., 2017; NAEL et al, 2017).

A infeccdo comeca pela inalagdo de células de leveduras, dessecadas ou néo,
presentes no meio ambiente, ou possivelmente basididésporos produzidos sexualmente,
nos pulmoes, considerada a via primaria de infeccdo (KNOW-CHUNG et al., 2017). Em
seguida, estes pequenos propagulos (1,5-3,5 um de diametro) atingem as vias aéreas, ou
seja, os pulmdes, estas células de leveduras ao atingirem os pulmdes entrardo em
contato com os macréfagos alveolares. Os macréfagos agora ativados recrutam mais
células de defesa por meio das citocinas e quimiocinas, promovem a captura destas
células que serédo destruidas ou que permanecerdo em laténcia, tendo como resposta
uma reacdo glanulomatosa. As infec¢des pulmonares sdo assintomaticas e autolimitadas
guando em individuos imunocompetentes. Quando o individuo antes imunocompetente
passa a sofrer alguma imunossupressédo, estes propagulos uma vez em laténcia serao
reativados, causando consequentemente a doenca. Nos casos onde o0
imunocomprometido inala os propagulos fungicos, estes, chegam aos pulmdes causando

uma infeccdo primaria, no entanto, 0 organismo neste caso nao consegue destruir e nem
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conter as estruturas fungicas, ocorrendo entdo a disseminacdo através da corrente
sanguinea ou via linfatica, chegando até o SNC, causando uma infec¢cdo secundaria. A
levedura tem tropismo pelo SNC, e nesta infec¢do € observado também o acometimento
das meninges e a presenca de lesdes granulomatosas ou “criptococomas”, localizadas
principalmente a nivel do hemisfério cerebral, também podendo ser observado com menor
frequéncia na medula espinhal. Este tropismo € atribuido as altas concentracdo de
nutrientes assimilaveis pelo fungo, tais com: tiamina, acido glutamico, glutamina,
dopamina, carboidratos, minerais e oxigénio presentes no liquor, além da falta de
atividade do sistema imunolégico, fatores importantes e responsaveis pela multiplicacdo
fungica e estabelecimento da meningoencefalite (SEVERO et al, 2009; TELLO et al.,
2013; KNOW-CHUNG et al., 2014; KNOW-CHUNG et al., 2017).

O pulméo é o 6rgdo mais acometido, tendo em sua grande maioria uma infeccéo de
carater assintomatico. Quando sintomatico, os sintomas sao: febre, tosse seca ou com
presenca de escarro mucoide ou sanguinolento. Outros 6rgdos extrapulmonares podem
também estar envolvidos, bem como: pele, olhos, miocéardio, 0ssos, articulacdes, prostata
e trato urinario, tendo sinais e sintomas variados de acordo com o local de instalacdo da
doenca, como mostra a Tabela 3. Mas em regra geral, a infeccdo pelo SNC sob forma de
meningoencefalite é ainda considerada a clinica mais grave da criptococose (ALMEIDA e
MACHADO, 2014; KWON-CHUNG et al., 2014).

Tabela 3. Sinais e sintomas clinicos observados na infeccao por Cryptococcus spp. de acordo com local da
infecc@o no hospedeiro.

Manifestacfes da criptococose

Local da Sinais e sintomas iniciais Sinais e sintomas avanc¢ados
infeccéo
Febre Alteracdes visuais (acuidade, turvacgao,
Sistema Mal estar fotofobia, diplopia).
Nervoso Central Cefaleia constante Alteracbes mentais (delirio,
Rigidez na nuca desorientagao, alucinagdes).
Voémito Agitacao
Febre Emagrecimento
Pulméo Tosse mucoide Fraqueza
Dispneia Insuficiéncia respiratoria
Suor noturno
Pele Celulite Nodulos cutaneos
Papulas LesOes periarticulares
Abcessos

Fonte: Almeida e Machado (2014) modificado.
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A criptococose cutanea pode ser primaria ou secundaria. A Criptococose Cutanea
Priméria (CCP) tem sido definida quando h& auséncia da disseminagcdo da doenca, e
guando ocorre trauma prévio, como por exemplo: lesbes através de corpos estranhos ou
mordidas de animais. Ja a Criptococose Cutanea Secundaria (CCS), € observada em 10
a 20% dos casos e ocorre quando ha a disseminacdo da doenca através da via
hematogénica (TELLO et al., 2013).

O maior percentual de paciente com CCP, foi isolado o C. gattii como agente
causador, e nestes casos de infeccdo os pacientes sdo de faixa etaria mais velha, e
geralmente sdo imunocompetentes, apresentado lesGes solitarias ou se restringe uma so
regido do corpo. Nos casos de CCS, as lesdes sdo mdultiplas e localizadas em vérias
regides do corpo, especialmente cabeca e pescoco (TELLO et al., 2013).

As manifestacbes oculares em pacientes que tiveram neurocriptococose Ss&o
relativamente comuns, essa manifestacdo é conhecida como neuroftalmolégicas, sendo a
papiledema (inchaco do disco Gptico, causado por uma pressao intracraniana aumentada)
a lesdo mais frequente associada a meningite. Mas apenas 5% das meningites estao
associadas e participaces oculares, tendo a coroidite como um caso raro. A coroidite é
uma lesdo multifocal com manifestacdes clinicas variadas, que compromete a Vvisdo ou
até mesmo a integridade global ocular, geralmente esté associada ao papiledema (TELLO
et al., 2013).

Alguns estudos relatam que a préstata pode ser considerada um local reservatoério
de leveduras de Cryptococcus e esta condicdo pode estar diretamente relacionada com
as recidivas da infec¢éo no género masculino (ALMEIDA e MACHADO; 2014).

3.4.3 Diagnostico

O diagnoéstico de criptococose € relativamente facil, e realizado através de exames
laboratoriais. O diagndstico inclui técnicas como Exame Microscopico Direto (ED), cultura,
histopatolégico, sorologia, técnicas moleculares e exames por imagem (PERFERCT e
BICANIC, 2015).

As amostras biologicas utilizadas no diagnéstico, sdo: liquido cefalorraquidiano,
sangue, escarro, bidpsia de tecido, Lavado Bronquico Alveolar (LBA), raspado de lesdes
cutaneas, secrecao prostatica, amostra de medula Ossea e urina (ALMEIDA e
MACHADO, 2014).

O ED é realizado por meio de um contraste conhecido como tinta nanquim, tinta da
china ou nigrosina, que permite a visualizacdo da estrutura arredondada, ou seja, a

capsula que € uma estrutura presente e caracteristica do Complexo Cryptococcus sp.
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Esta técnica em alguns casos pode ser feita com Hidroxido de Potassio (KOH) a 20% em
amostras como escarro, LBA, secre¢cdo de medula éssea entre outros, bem como a
fresco, ou seja, sem constraste ou clarificacdo, no entanto, antes da preparagao da lamina
para o ED, o LCR, LBA, e urina devem ser previamente centrifugadas, tendo como
objetivo concentrar no sedimento a forma somatica do fungo. O ED é uma técnica simples
e de baixo custo que apresenta até 95% de sensibilidade em caso de meningite
criptocécica (SEVERO et al., 2009; ALMEIDA e MACHADO, 2014; PERFECT, 2014).

O meio de cultivo mais utilizado para o isolamento do C. neoformans € o Agar
Sabouraud Dextrose (ASD) acrescido de cloranfenicol, no qual se inocula o material
biolégico a ser analisado. Apds a inoculacdo este meio é colocado entre 25°C a 37°C por
72 horas, tendo como temperatura Otima entre 30 a 35°C e observa se houve o
crescimento de colbnias de aspecto mucoide com coloracéo de branco a creme (BICANIC
e HARRISON, 2005; ALMEIDA E MACHADO, 2014).

No histopatolégico é possivel visualizar as estruturas flngicas pertencentes ao
Complexo de C. neoformans, por meio de corantes histopatologicos, tais como:
Hematoxilina Eosina (HE), coloracdo de prata de Metenamina de Gomori (GMS),
coloracdo com acido periodico de Schiff, mucicarmim de Mayer e o Fontana-Masson. O
HE avalia a reacédo tecidual, a coloracdo de prata € a mais sensivel e cora de negro a
parede celular que é visualizada sobre um fundo verde-claro, 0 mucicarmim € importante
para diferenciar Cryptococcus spp. de outros fungos de estruturas semelhantes, visto que
esta coloracdo tem como objetivo tingir a capsula de vermelho; j4 o Fontana-Masson cora
a melanina fungica de marrom-avermelhado (BICANIC e HARRISON, 2005; GAZZONI et
al., 2008).

Os testes sorologicos séo realizados através da imunofluorescéncia ou
soromicologia. A técnica da imunofluorescéncia € baseada na formacéo de um conjugado
de anticorpos fluorescentes especificos para antigenos capsulares, no entanto € uma
técnica restrita. JA& a soromicologia € baseada pela deteccdo de antigeno presente na
capsula polissacaridica de Cryptococcus spp. conhecida como método de aglutinacéo em
latex, o qual € um teste sorolégico considerado rapido, simples e que apresenta cerca de
95% de sensibilidade e de 93-100% de especificidade em comparacdo ao teste
mencionado anteriormente. O diagnostico sorologico para criptococose pode ser realizado
em LCR, soro, urina e LBA. Esta técnica pode apresentar reagao falso-positivo em casos
de fator reumatoide e em infec¢des por Trichosporon beigelii, ou reacao falso-negativo em
cepas que apresentam auséncia de capsula polissacaridica. Em casos de pacientes

assintomaticos infectados pelo HIV, o teste de sorologia identifica a criptococose
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precocemente, o que € de grande importancia para o inicio do tratamento (BICANIC e
HARRISON, 2005; GAZZONI et al., 2008; TELLO et al., 2013).

Técnicas moleculares podem ser utilizadas para o diagnostico de criptococose
através do liquor, sangue, secrecodes, biopsias, aspitado broncoalveolar e urina, no
entanto, apesar de ser uma técnica especifica e sensivel por ser uma técnica de alto
custo, sua aplicabilidade acaba sendo limitada para o diagndstico clinico devido seu alto
custo (Backes et al., 2016).

Os exames de imagem tais como: Raio-X, tomografia computadorizada e
ressonancia magnética sdo essenciais para casos que apresentam complicacdo. No Raio-
X € possivel observar noédulos pulmonares UuUnicos ou mdltiplos em pacientes
imunocompetentes ou com HIV. Na tomografia, pode ser observado realce meningeo,
como também ndodulos Unicos ou multiplos (criptococoma), edema ou hidrocefalia. Ja na
ressonancia se tem uma sensibilidade maior quanto ao exame, pois € possivel a
visualizagcdo nodular dentro do parénquima cerebral, meninges, ganglios de base e
encéfalo. Nos pacientes com HIV e apresentando a sindrome de imunodeficiéncia
humana, € observado frequentemente a atrofia cortisal podendo haver também nesses
casos outras patologias existentes (BICANIC e HARRISON, 2005).

3.4.4 Identificacéo

3.4.4.1 Identificacdo Classica

A identificacdo classica € realizada a partir da cultura de Cryptococcus sp. que
consiste em testes bioquimicos, que sdo Uteis na diferenciacéo entre as duas espécies C.
neoformans e C. gattii. O teste pode ser realizado através da assimilacdo em meio L-
Canavanina-Glicina-Azul De Bromotimol (CGB), onde, os sorotipos B e C (C. gattii),
crescem no meio com canavanina, utilizando a glicina e alterando o pH do meio levando a
mudanca de cor quando positivo do amarelo-esverdeado para azul cobalto, j& os
sorotipos A, D e AD (C. neoformans), ndo produzem alteracdo na cor do meio (ALMEIDA
e MACHADO, 2014; BACKES et al., 2016).

Pode-se utilizar também o agar Christensen ureia para confirmacdo, onde a amostra
€ inoculada no agar e incubada a 30°C por sete dias. A diferenciacdo se dé pela alteracao
da cor do meio, do amarelo-incolor (cor original) para rosa, significando que houve
hidrolise da uréia, positivando para C. neoformans (ALMEIDA e MACHADO, 2014,
BACKES et al., 2016).
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Ha& um meio nutricional conhecido como fenoloxidase (lacase) ou agar Niger, onde 0

C. neoformans e C. gattii sdo capazes de produzir melanina a partir de substratos

fendlicos apresentacdo coloracdo marrom ou negra (ALMEIDA e MACHADO, 2014;
BACKES et al., 2016).

3.4.4.2 Identificacdo protedémica: MALDI-TOF MS

Atualmente, a ionizacéo de proteinas por dissorcdo a laser assistida por matriz e sua
separacd por tempo voo em espectrbmetro de massas (MALDI-TOF MS), tem
demonstrado ser uma ferramenta rapida e confiavel para a identificacdo fangica (fungos
filamentosos e leveduras), incluindo espécies de Cryptococcus na clinica laboratorial,
podendo substituir alguns meétodos fenotipicos que demandam mais tempo para
identificacdo, além de proporcionar uma alternativa para técnicas moleculares
dependiosas e laboriosas (TARUMOTO et al., 2016; TOMAZ et al., 2016).

Kwon-chung e colaboradores (2017), ao questionarem a técnica para separar as
novas espécies das espécies hibridas, s6 consideram que a identificacdo € confiavel
guando o valor do score é igual ou superior 1.700. Esse score € reconhecido e
representado pela cor amarela em ralatérios de identificacdo do fabricante alemao Bruker
Daltonics Inc. (Bremem, Alemanha). Os equipamentos da linha flex (Microflex, Autoflex e
Ultraflex, Bruker) apresentam em sua configuracdo, quatro categorias de acordo com 0s
intervalos de score, sendo estes: 1- € exibido com score entre 0.000-1.699, representada
pela cor vermelha, e significa que ndo foi possivel a identificacéo; 2- exibe o score entre
1.700-1.999, representada pela cor amarela, sugerindo uma provavel identificacédo a nivel
de género; 3- revela score entre 2.000-2.299 apresentando cor verde, informando que o
género foi indentificado com sua possivel espécie; 4- exibe score entre 2.300-3.000,

revelando a identificacdo de género e espécie (HAGEN et al., 2017).

3.4.4.3 Caracterizagao molecular

O complexo Cryptococcus neoformans, atualmente, pode ser identificado e
diferenciado por meio de analises moleculares, baseado em sequéncias especificas de
genes. Entre as técnicas moleculares estdo: a hibridizacdo, que foi a técnica pioneira na
identificagdo molecular de fungos; a PCR que € técnica predominante até hoje e muito util
para o diagnéstico da criptococose; e algumas técnicas atuais, tais como: a AFLP (analise

do polimorfismo de comprimento de fragmento amplificado); a RFLP (analise do
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polimorfismo de comprimento de fragmento de restricdo) dos genes URAS E PLB1; MLST
(tipagem de sequéncia multilocus) que utiliza sete genes conservados: CAP59, GPD1,
LAC1, PLB1, SOD1, URAS E IGS1; e o PCR baseada em elementos repetitivos (Rep-
PCR) que abarca dois elementos, o BOX-PCR e o ERIC-PCR. (TELLO et al., 2013;
BILUNG et al., 2018).

3.4.4.3.1 Caracterizacdo molecular: PCR baseado em elementos repetitivos (Rep-PCR)

A PCR fundamentada em elementos repetitivos (Rep-PCR), vem sendo muito
atualizada para estudar padrdoes peculiares de cepas obtidos por meio de elementos
repetitivos do DNA presentes no genoma bacteriano. H&4 dois elementos repetitivos
utilizados para tipagem moleculares; os elementos BOX e o Enterobacterial Repetitive
Intergenic Consensus (ERIC) (BULING et al., 2018).

Os elementos BOX s&o elementos repetitivos em mosaicos compostos por
diferentes combinacdes de trés sequéncias de subunidades, tais como: box A, box B e
box C, apresentando 59, 45 e 50 nucleotideos de comprimento, respectivamente
(BULING et al., 2018).

O ERIC-PCR é uma das mais promissoras técnicas, pois é método baseado na
amplificacdo de DNA gendmico, no qual possui 126 bp de comprimento com uma
repeticdo central invertida altamente conservada, e esta situado em regides transcritas
nao codificantes do cromossomo. As sequéncias ERIC sdo polindromos imperfeitos, e
foram descritas pela primeira vez em  Escherichia coli, Salmonella
enterica serovar Typhimurium, e em outros membros, bem como Enterobacteriaceae e
Vibrio cholerae, logo, também vem sendo utilizada na caracterizagdo de fungos, plantas,
sereves vertebrados e invertebrado (SANTOS et al., 2020). A sequéncia de nucleotideos
do gene 26S rRNA bacteriano apresentou alta homologia com sequéncias de espécies de
Cryptococcus, sendo assim, as comparacdes de impressdes genéticas vém usando 0s
mesmos marcadores (DEHGHAN; RAHIMIAN, 2016).

Esta técnica permite uma tipagem simplificada para um ndamero amplo e progressivo
em expansao de organismo, torna-o como um meétodo oportuno para epidemiologia
hospitalar ou epidemiologia localizada (BAKHSHI et al., 2018; BULING et al, 2018),

A Rep-PCR possui vantagens sobre outros métodos de tipagem moleculares, que é
possuir a capacidade de diferenciar cepas bacterianas intimamente relacionadas, bem

como, ser um método simples, rapido, barato e confiavel (BULING et al., 2018).
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3.4.5 Tratamento

O tratamento da criptococose € realizado de acordo com a imunidade e
manifestacdes clinicas do paciente, e deve ser iniciado logo apés a confirmacédo da
infeccdo fungica, logo, é dividido pelos pesquisadores em trés fases: fase de indugéo,
consolidagéo e de manutencao. A fase de inducéo tem por finalidade negativar ou reduzir
a carga fungica, que inclui um periodo de aproximadamente seis a doze meses para
infeccdo pulmonar, e de duas a dez semanas para a disseminada (Pizani; Santos, 2017).
Apébs o periodo tratamento, inicia-se a fase de consolidacdo, que tem como objetivo o
alcance de pelo menos dois resultados negativos para criptococose e obter a
normalizacdo dos parametros clinicos-laoratoriais por no minimo oito semanas. A partir
desse resultado ocorre a mudanca da consolidacdo para a fase de manutencdo, que
consiste na terapia profilatica, onde o individuo ir4 receber doses antifungicas, por no
minimo 1 ano, variando de acordo com o estado imunologico do paciente (SATIE-KON et
al., 2008; ALMEIDA e MACHADO, 2014; PIZANI; SANTOS, 2017; FHEMIG., 2019;
WHITNEY et al., 2019).

Os antifingicos mais utilizados para o tratamento da criptococose sao: anfotericina B
(Anf B), 5-fluocitosina (5FC), fluconazol (FLC), itraconazol, voriconazol e posaconazol
(ESPINEL-INGROFF et al., 2012; ALMEIDA e MACHADO, 2014).

As diferentes variacfes de anfotericina B, sao indicados como tratamento inicial para
0s casos de criptococose disseminadas, ja os azélicos: fluconazol, itraconazol e
voriconazol, ndo séo indicados para tratamentos iniciais em pacientes HIV com infeccéo
disseminada (ESPINEL-INGROFF et al., 2012; ALMEIDA e MACHADO, 2014).

3.4.5.1 Anfotericina B

A anfotericina B € um farmaco fungicida e fungistatico da classe dos polienos,
produzido por uma bactéria Streptomyces nodosus, que foi isolado aproximadamente em
1955, e desde sua descoberta é utilizado para tratamento de infeccbes sistémicas,
especialmente a criptococose. O nome anfotericina vem da caracteristica anfotérica,
como pode ser visto na Figura 4. Esta droga apresenta-se de quatro formas: uma
formulacdo ativa; anfotericina B desoxicolato (d-AmB) e trés formulagdes lipidicas;
anfotericina B lipossomal (L-AmB), anfotericina em dispersdo coloidal (ABCD) e a
anfotericina em complexo lipidico (ABLC), sendo insoluvel a maioria dos solventes, ou

seja, se trata de uma molécula anfipatica (possui uma regido hidrifilica e outra
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hidrofébica), que tem sua solubilidade adquirida através do dimetilsulsoxido (DMSO)
(FILIPPIN et al., 2006; KWON-CHUNG et al., 2014; FALCI E PASQUALOTTO, 2015).

Figura 4: Estrutura quimica da anfotericina B
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Fonte: FILIPPIN et al., 2006.

A anfotericina B desoxicolato, foi considerada como sendo “o padrao ouro” por
muitos anos no tratamento da criptococose. No entanto, por apresentar efeitos adversos
como, nefrotoxicidade, sendo o principal, bem como outros: reacfes agudas as infusdes,
anemia, neutropenia, plaguetopenia e alteracdes hepaticas, sendo entédo substituida pelas
formulagBes lipidicas da anfotericina B com o passar dos anos, pois as “novas
formulagbes” estariam apresentando maior eficacia e menor toxicidade (FALCI e
PASQUALOTTO, 2015).

As formulac@es lipidicas disponiveis no mercado sdo: Ambisome (L-AmB), Abelcet
(ABLC) e a Amphotec ou Amphocil (ABCD), destas, apenas a L-AmB e ABLC estéo
disponiveis no mercado brasileiro para utlizagdo na clinica médica (FALCI e
PASQUALOTTO, 2015).

A L-AmB €& composta por fosfatidilcolina de soja hidrogenada, distearoil
fosfatidilglicerol e colesterol. Os componentes utilizados para a formulagédo desta droga
apresentam altas temperaturas de transicdo e foram utilizadas por apresentarem
estabilidade a 37°C. O colesterol por sua vez, confere mais estabilidade a formulacao
para que a AmB se mantenha dentro da bicamada de lipossomos. Sendo assim, 0s
lipossomos contendo AmB ao entrarem em contato com as células fangicas, tem sua
matriz lipossomica degradada liberando AmB, e esta ao ser liberada liga-se ao ergosterol
da membrana celular fdngica, acarretando na destruicdo fungica (FALCI e
PASQUALOTTO, 2015).

A L-AmB apresenta nefrotoxicidade reduzida, pois tem afinidade por formulagdes
lipidicas de alta afinidade (HDL) e de baixa afinidade (LDL), estas afinidades promovem

captacdes reticuloendotelial que apresentam baixas expressdes no tecido renal,
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contribuindo para a reducdo d nefrototoxicidade e melhor indice terapéutico quando
comparado ao d-AmB FALCI e PASQUALOTTO, 2015).

A ABCD e a ABLC apresentam parametros farmacocinéticos e farmacodindmicos
diferentes. A ABLC é absorvida rapidamente pelos macréfagos, alcancando um pico
sérico maior do que o ABCD. Ambas as drogas apresentam mesmo espectro de
atividade, todavia, sdo administradas em dose diferentes devido a toxicidade relacionada
a ABCD, onde a dose ndo pode ultrapassar de 3-4mg/kg/dia (NOONEY et al., 2005;
VALDES et al., 2005; HAMILL, 2013).

O mecanimos de acdo da Anf B € o mesmo dos outros polienos. Este farmaco
interage com o ergosterol, constituinte da parece celular fungica, desencadeando a
formacgédo de poros através de membranas lipidicas, alterando assim, a permeabilidade de
componentes essenciais para sobrevivéncia flungica, em especial ions de potassio,
acarretando na morte celular do fungo (FILIPPIN et al., 2006; CHEN et al., 2015).

A utlizagdo da Anf B é indicada em casos graves com envolvimento do SNC
(neurocriptococose), e para pacientes infectados com HIV. A Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) preconiza a dose de 0,7 a 1 mg/kg/dia em associacdo com 5-fluocitosina na
dose de 100 mg/kg/dia, dividido em quatro doses, por um ciclo de duas semanas. Caso 0
5FC nédo esteja disponivel, este pode ser substituido pelo fluconazol na dose 400 mg/dia.
Mas é necessario considerar os efeitos de toxicidade causados por estes antifingicos
(ALMEIDA e MACHADO, 2014; PERFECT e BICANIC, 2015; SMITH et al., 2015;
WHITNEY et al, 2019).

Apbs a fase de inducdo, inicia-se a fase de consolidacdo com fluconazol na dose de
400 mg/dia/via oral por cerca de oito a doze semanas, em seguida a de manutencao com
200 mg/dia/via oral entre um periodo de 6 a 12 meses, a depender do estado clinico do
paciente, em especial para os casos de pacientes com HIV, o fluconazol deve ser mantido
até o restabelecimento do TCDs* em pelo menos 350 células/mm? (ALMEIDA e
MACHADO, 2014; WHITNEY et al, 2019).

A nefrotoxicidade é um fator levado em consideragéo nas terapias antifingicas entre
a ABCD e ABLC. Os efeitos adversos mais sérios sdo causados pelo ABCD, visto que
este farmaco pode levar o paciente a desenvolver lesdes renais, além de febre, tremores,
calafrios, nauseas, vomitos e dores de cabeca. O ABLC apresenta reacdes e toxicidade
menor sendo recomendada para tratamento em pacientes que apresentam funcao renal
prejudicada, no entanto, seus efeitos colaterais sdo mais cardiovasculares, hepaticos e
respiratorios (ERIKSON et al, 2001; DERAY et a., 2002; FILIPPIN et al., 2006; ALMEIDA
e MACHADO, 2014).
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3.4.5.2 5-flucitosina

A flucitosina foi inicialmente desenvolvida em 1957 para tratamento contra o cancer,
no entanto, nao foi totalmente eficaz (Filippin et al., 2006; Loyse et al., 2013). Estudos
posteriores constataram que se tratava de uma molécula soluvel em &gua, e que
penetrava facilmente em todos os tecidos, inclusive no liquido cefalorraquidiano (LCR)
(FILIPPIN et al., 2006).

Em 1963, estudos realizados em camundongos mostraram que a flucitosina
apresentava efeito contra Candida albicans e Cryptococcus neoformans, e em 1968, a 5-
FC foi utilizada pela primeira vez para traramento de candidemia e criptococose. Esta
molécula também apresenta atividade contra cromomicose e alguns protozoarios (LOYSE
et al., 2013).

A flucitosina € um analogo fluorado sintético da citosina (Figura 5a), tem como
mecanismo de atividade antifiUngica a conversao flucitosina em 5-fluorouracil (5-FU) no
citosol da célula fungica suscetivel (Figura 5b e 5c, respectivamente). O 5-FU é um
antimetabolico potente que causa modificacdes do RNA e inibe a sintese de DNA da
célula fungica (VERMES et al., 2000; LOYSE et al., 2013).

A flucitosina mostrava ser a droga ideal, pois possuia acdo exclusivamente nos
acidos nucléicos da célula fungica. No entanto, verificaram que esta molécula ao exceder
100mg/L nos niveis séricos de concentracdo no paciente, estavam causando toxicidade
hematoldgica e gastrointestinal (LOYSE et al., 2013).

Estudos realizados em murinos, constataram que a combinacdo terapéutica entre
AmB (0,5 mg/ Kg/dia) e flucitosina (100 mg/kg/dia) se mostrava mais eficaz do que
guando administrado isoladamente (LOYSE et al., 2013). No entanto, a flucitosina ainda
ndo esta comercialmente disponivel no mercado brasileiro (KNEALE et al., 2016).

Figura 5. Estrutura quimica da (a) citosina; (b) flucitosina (c) 5-fluorouracil
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Fonte: VERMES et al., 2000.
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3.4.5.3 Azdblicos

Os primeiros azolicos foram descobertos na década de 60. Sdo moléculas
totalmente sintéticas e sdo os antifungicos de maior expansao territorial. Sao classificados
em imidazais e triazéis. Os azdlicos sao fungistaticos e apresentam amplo espectro contra
a maioria dos fungos filamentosos e leveduras (MAZU et al., 2016).

Os triaz0is sdo mais recentes que os imidazdéis, menos toxicos e mais eficazes,
sendo representado por; fluconazol, itraconazol, isavuconazol, ravuconazol, posaconazol,
voriconazol e terconazo (MAZU et al., 2016). O fluconazol, itraconazol e voriconazol n&o
sdo recomendados para tratamento de infec¢des iniciais em portadores de HIV com
criptococose disseminada (TELLO et al., 2013)

O fluconazol € um farmaco fungistatico da classe dos triazolicos (Figura 6), que atua
assim como os demais azdlicos, inibindo a 14-a-dimetilase e com isso impede que a
célula produza ergosterol para a membrana celular do fungo. Este antifingico é ideal para
infeccbes leves sem comprometimendo do SNC, sendo nestes casos administrados por
via oral 400 mg/dia durante 6 a 12 semanas. O FLC é padrédo também para os casos de
consolidagéo e manutencdo. A OMS recomenda que se utilize o fluconazol em casos que
0 paciente apresente positividade para antigeno criptocécico mesmo sendo assintomatico,
principalmente para aqueles com TCD4* menor que 100 células/ mm3, como forma
preventiva (WHO, 2011). Em locais com indisponibilidade de AmB, se utiliza o fluconazol
por dez semanas em elevadas doses (800-1.200 mg/dia). No entanto, alguns estudos
relatam que terapias preventivas com o fluconazol em baixa dose por varias semanas,
pode levar a selecdo de cepas e consequentemente a resisténcia antifungica (TELLO et
al., 2013; SMITH et al., 2015; GROSSMAN e CASADEVALL, 2017).

Figura 6. Estrutura quimica do fluconazol.

Fonte: ROEMER e KRYNAS, 2014.
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O itraconazol é um imidazol derivado dos azois (Figura 7), e pode ser utilizado no
tratamento de micoses sistémicas em casos leves, como criptococose pulmonar onde
recomenda-se uma administracdo entre 200-400 mg/dia/via oral por um periodo de dois a
trés meses, ou até quando o paciente apresentar resposta de cura. Este farmaco pode ser
utilizado também para os pacientes que apresentam intolerancia ao fluconazol, porém, em
ambos os casos, este antifingico € menos eficaz quando administrado sozinho
(SATISHCHANDRA et al., 2007; TELLO et al., 2013; MACHADO, 2014).

Figura 7. Estrutura quimica do itraconazol
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O voriconazol é um fungicida derivado sinteticamente do fluconazol (Figura 8), no
entanto possui um espectro mais amplo (BELLMANN e SMUSKIEWICZ, 2017). Seu
mecanismo de acdo ocorre através da inibicdo do 14-a-lanosterol dependente do
citoctomo P450, que € um componente essencial para a sintese do ergosterol da
membrana fungica. Este farmaco demonstra importante atividade antifiungica contra C.
neoformans, pois tem a capacidade de penetracdo no SNC, sobretudo em hospedeiros
normais, no entanto, a experiéncia terapéutica em casos de criptococose ainda é um
pouco relatada (DIUN et al, 2004; ROEMER e KRYNAS, 2014; MOURAD e PERFERCT,
2018).

Figura 8: Estrutura quimica do voriconazol.
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Posaconazol € um antifungico recente, foi apresentado pela primeira vez em 1995,

na reunidao de Conferéncia Interscience sobre Agentes Antimicrobianos e Quimioterapia

(ICAAC). O posaconazol pertencente aos triazélicos de segunda geracao (Figura 9), que

vem apresentando excelentes atividades antifungicas no tratamento de micoses

invasivas. De acordo alguns estudos com criptococose, este farmaco em testes in vitro

tem apresentado excelentes resultados, no entanto, foi observado dificuldade de

penetracdo no SNC, o que limita seu uso contra C. neoformans (TELLO et al., 2013;
MOURAD e PERFERCT, 2018).

Figura 9: Estrutura quimica do posaconazol.

Fonte: ROEMER e KRYNAS, 2014

3.4.5.4 Resisténcia antifungica

7

A resisténcia aos medicamentos é um fendmeno emergente e ubiquo. O termo
“resisténcia” refere-se a reducdo da sensibilidade a um agente antifingico, quando
testado in vitro e comparados com outros isolados da mesma espécie. Tais testes in vitro
sdo realizados através de métodos desenvolvidos e padronizados por Institutos de
Referéncia Mundial, como Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI) e o European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), e neles ja existem
Concentracg@es Inibitorias Minimas (CIMs) e pontos de cortes clinicos espécie-especificos
estabelecidos com seus respectivos antifungicos (PERLIN et al, 2017; ROBBINS et al.,
2017).

A evolugdo dos fungos e o uso empirico e irracional dos antifangicos, pode
proporcionar a reducdo dos efeitos inibitorios da droga, conferindo-lhe resisténcia
antifungica (COWEN et al.,, 2015; ROBBINS et al., 2017). A resisténcia aquirida varia
muito por classe de antifungicos, por exemplo, a exposicdo repetida as drogas

antifungicas pode desenvolvimento muta¢des dentro das células, além de agirem como
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agente seletivo, acarretando na resisténcia aos antifungicos, o que restringe as opcoes
terapéuticas (GULLO et al.,, 2013). De acordo com KWON-CHUNG (2014), ha varios
estudos relatando a resisténcia do Cryptococcus spp. contra algumas drogas antifungicas.

A resisténcia a Anf B € considerada rara, emboras possa ocorrer durante o curso do
tratamento clinico, e geralmente relacionado a composicdo do ergosterol na membrana
fungica, que pode ser pelo aumento da atividade da catalase ou falha na biossintese do
ergosterol (GULLO et al., 2013; Coelho e Casadevall, 2016). Ja a resisténcia ao 5-
flucitosina € tdo comum que impede seu uso como monoterapia (COELHO e
CASADEVALL, 2016).

A resisténcia aos azélicos é mais frequente devido a sua natureza fungistatica,
especialmente ao fluconazol quando se trata de pacientes com AIDS, que pode se dar
devido a fase de manutencéo terapéutica a longo prazo para a populacdo sobrevivente
(KWON-CHUNG et al., 2014; ROBBINS et al., 2017).

O mecanismos de resisténcia antifungica aos azdlicos: redu¢cdo do acumulo de
antifingicos nos fungos; células associadas ao aumento da expressao do gene que
codificam proteinas; superproducdo enzimética; implementacdo de vias metabdlicas
alternativas ou producédo da molécula da enzima-alvo (ESPINEL-INGROFF, 2008; GULLO
et al., 2013).

O mecanismo de resisténcia mais prevalente envolvendo os azélicos é a alteracao
ou superexposicdo do gene alvo (ER11) a droga, impedindo a ligacdo do farmaco a
proteina (GULLO et al., 2013; KWON-CHUNG et al., 2014). Outro mecanismo conhecido
€ a regulacédo positiva de transportadores de multidrogas. Os transportadores de cassetes
de ligagcdo ao ATP (ABC) Afrl, assim como o principal facilitador Mdrl, estédo envolvidos
na resisténcia clinica ao azolicos. O Mdrl atua escapando das defesas do hospedeiro de
forma intrinseca, através do efluxo de peptideos antimicrobianos, por exemplo, a
histamina (RAVIE et al., 2018).

O C. neoformans, C. gattii e Candida albicans, sdo as Unicas leveduras capazes
de originar a progénie com fendtipos de resisténcia heterogénea aos azélicos (ROBBINS
et al.,, 2017). Este fendmeno conhecido como heterorresisténcia, permite que na
subpopulacdo (clones) destas leveduras ocorra uma adaptagcdo a concentracdes
crescentes de azdlicos de forma gradual (ROBBINS et al., 2017). Além disso, pode
ocorrer uma superexpressao dos genes produtores de enzima-alvo, levando a célula
fungica a produzir ergosterol suficiente para formacdo e manutencdo da parede celular
fungica, mesmo na presenca do antifiungico azolico (SIONOV et al., 2010; SHAPIRO et
al., 2011; KWON-CHUNG et al., 2014).
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Nesse contexto de uso racional de antimicrobianos, testes de sensibilidade dos

agentes etioldgicos frente aos antifUngicos vem despertando muito interesse a

comunidade cientifica e equipes médicas, devido ao aumento de casos de infec¢des

fungicas, aos poucos antifungicos disponiveis, bem como a avaliacdo do potencial de
novos compostos bioativos (BANERJEE e SHANNON, 2001).

3.4.5.5 Novas alternativas terapéuticas

As infec¢des fungicas sistémicas vem se mostrando crescente a cada ano,
principalmente acometendo aqueles que se encontram em estado de salde mais grave
ou que apresentem alguma imunossupressado, e as opcdes terapéuticas tem se tornado
cada vez mais limitadas para estes casos. H4 no mercado poucas classes quimicas
representadas pelos antifiingicos; classes estas que incluem: polienos, azoéis, alilaminas,
flucitosina e equinocandinas. Sendo assim, se faz necessario uma bioprospec¢do com
relacdo as moléculas naurais ou sintéticas na busca de novo protétipos antifingicos
(FORTUN, 2011; GULLO, et al., 2013; COWEN et al. 2015).

O Brasil é composto por um enorme territdrio, com uma grande diversidade climética
e condicdes de solo, que favorece a exploracdo racional e sustentavel de novos
compostos com valor terapéutico (GULLO, et al., 2013).

De acordo com Zu e colaboradores (2012) em sua revisdo de literatura entre
1991-2010, relatando novos medicamentos oriundos de produtos naturais aprovado pelo
Food and Drug Administration (FDA). Eles descobriram que de 126 novas drogas, 46
foram de origens naturais, e 14,5% foram de plantas que ainda n&o haviam sido
exploradas. O estudo de 59 espécies de plantas, produziram 85 novas drogas, da quais
69,4% foram de moléculas sintéticas oriundas de produtos naturais. O estudo de novas
opcOes terapéuticas a partir de produtos naturais ou moléculas ja conhecidas, sdo de
extrema relevancia, pois possibilita aumentar o leque de opcdes terapéuticos, além de
reduzir os efeitos toxicos e indesejados dos “futuros” farmacos (GULLO et al., 2013).

Os derivados nitrotiofeno tiossemicarbazénicos sdo compostos heterociclicos com
formula C4H4S, pertencente a uma classe de substancias que possuem como esqueleto
guimico fundamental o anel tiofeno, contendo um anel de cinco membros, podendo ser
encontrado em produtos naturais como petréleo e carvdo, farmacologicamente ativos,
muitos dos quais estdo sendo empregados em uso clinicos regulares (MISHRA et al.,
2011).
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Os derivados tiofénicos, e 2-amino- tiofénicos tem se revelado importantes

intermediarios sintéticos para a quimica medicinal, permitindo a obtencdo de um grande

namero de compostos bioativos apresentando diversas aplicagbes médicas e biologicas
(PUTEROVA et al., 2009).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS

O trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa (CEP) do
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco, que tem por
finalidade acompanhar as pesquisas envolvendo seres humanos, bem como preservar a
integridade e dignidade dos individuos sujeito a pesquisa. Em atendimento a resolucao
CNS/MS N° 466/12, a pesquisa obteve a aprovacao atraveés do parecer nimero 2.415.316
com o protocolo de submissao a plataforma Brasil CAAE 77503417.4.0000.5208.

4.2 TIPO E LOCAL DE ESTUDO

Trata-se de um estudo prospectivo e descritivo com coleta de dados realizadas a
partir de prontuarios médicos por 18 meses, para descrever as caracteristicas clinico-
epidemioldgicas da doenca e socio-demogréficas dos pacientes.

O local do estudo foi composto pelo Hospital Correia Picanco (HCP) e Hoapital das
Clinicas (HC). O HCP é administrado pela Secretaria Estadual de Saude do Pernambuco
(SES-PE), sendo esta uma unidade de referéncia para tratamento de doengas infecto-
contagiosas, especialmente AIDS e meningite, tendo em suas dependéncias 170 leitos,
destes, 48 destinados para as doencas infecto-contagiosas. O HC por sua vez, é
administrado pela Empresa Brasileira de Servigos Hospitalates (EBSERH), comportando
418 leitos, destes, 26 sdo destinados para Doencas Infecto-Parasitarias (DIP).

4.3 OBTENCAO DOS ISOLADOS CLINICOS

Entre agosto de 2017 e dezembro de 2019, a coleta de amostras biolégicas para a
obtencdo dos isolados clinicos deu-se por meio da coleta do liquido cefalorraquidiano
(LCR), sangue (hemocultura) ou urina de pacientes atendidos nas unidades de saulde;
Hospital das Clinicas (HC/UFPE) e Hospital Correia Picanco (HCP/PE), apresentando ou
nao sintomatologia para criptococose. As amostras biologicas, como LCR foram coletadas
por infectologistas, que sao os profissionais qualificados para este tipo de coleta.

As amostras oriundas do HC/UFPE, foram levadas para o laboratério de micologia
meédica, no Centro de Biociéncias da UFPE para serem imediatamente processadas. No

entanto, do HCP, ja eram obtidas as leveduras previamente isoladas. Para a realizacéo
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do diagndstico micologico, foi utilizado o método padrdo (exame direto e isolamento na
cultura).

O exame microscoépico direto para o diagndstico da criptococose foi realizado da
seguinte maneira: a amostras coletadas tanto de LCR como de urina foram centrifugadas
(1500 a 2000g por 5 minutos), em seguida uma aliquota do sedimento foi colocada sobre
lamina e acrescido uma gota de tinta nanquim (tinta da china) com posterior montagem
utilizando laminula. Realizou-se a pesquisa microscopica, e paralelamente, foi realizado o
semeio do material bioldgico em placas de Petri com agar Sabouraud dextrose (ASD)
acrescido de 2 mL de cloranfenicol a 50mg/L, que foram incubadas em duplicata a 35 °C
em atmosfera aerébica por até 5 dias. Apds o crescimento, foram realizadas analises
micro e macroscopicas das culturas (Lacaz et al., 2002). As culturas que apresentaram
colénias mucoides de coloragdo creme, confirmando a infeccdo por Cryptococcus sp.
eram entdo transferidas para tubos de ensaio contendo (ASD) para posteriormente testes

laboratoriais.

4.4 TESTE DE AGLUTINACAO EM LATEX

Adicionalmente, foi realizado teste de aglutinacdo em latex em dois pacientes
oriundos do HCP, este teste se deu por meio da urina dos pacientes avaliados.

O kit Teste do antigeno Cryptococcus latex (Thermo Fisher Scientific-Phadia
Diagnosticos LTDA), é um teste de aglutinacdo simples e de triagem para a deteccéo
gualitativa ou semi-quantitativa do antigeno polissacaridico capsular do C. neoformans. O
principio deste teste é baseado em particulas de latex sensibilizadas com anticorpos
monoclonais IGM de murinos (camundongos). O antigeno capsular presente na amostra
biolégica do paciente interage com a particula em latex sensibilizada produzindo

aglutinacao visivel.

4.5 CARACTERIZACAO DO PERFIL CLINICO- DEMOGRAFICO

Foram incluidos na pesquisa casos de pacientes com criptococose, residentes do
estado do Pernambuco e atendidos nas duas unidades de saude anteriormente citadas e
gue apresentaram positividade no exame direto e cultura para C. neoformans ou C.gattii.

Para critério de excluséo, foi levado em consideragédo pacientes residentes de outro

estado e que ndo apresentaram positividade atraves do exame direto e/ou cultura.



50

O processamento se deu através de consultas dos livros de registros no Setor de

Arquivo Médico (SAME), resgatado através do Sistema Gerenciador de Ambiente
Laboratorial (GAL). Foram coletadas as seguintes variaveis:

a) Demografico: sexo, idade, etnia, ocupacado laboral, distribuicdo espacial e
temporal dos casos;

b) Condicbes clinicas: condicdo imunoldgicas, tempo de internacdo apos inicio de
sinais e sintomas, principal causa de admissdo hospitalar, sinais e sintomas
referidos e observados, manifestagcdes clinicas, nivel de consciéncia,

c) Dados complementares: coinfec¢des (ex.: HIV) e complicacdes na internacgéao;

d) Exames laboratoriais: diagnostico laboratorial (exame micolégico), contagem de
linfécitos TCD4, contagem da carga viral;

e) Tratamento e evolugdo: terapia antirretroviral, condutas terapéuticas realizadas e
evolucao clinica.

Durante todo o trabalho, foi mantida a confidencialidade sobre os dados e
identidade do paciente. (APENDICE H).

4.6 SENSIBILIDADE ANTIFUNGICA in vitro

A metodologia utilizada para determinagéo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)
dos isolados fangicos seguiu as condi¢cdes descritas nos protocolos M27-A3 e M59-
ED2 do Clinical and Laboratory Standard Institute, respectivamente (CLSI, 2008; CLSI.
2018).

O meio de cultura utilizado foi o RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute, Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO), sem bicarbonato de s6dio, com L-glutamina e vermelho
fenol como indicador, tamponado com acido 3-[N-morfolino] propanosulfénico (MOPS;
0,165 mol L-1; Sigma-Aldrich, E.U.A.) e ajustados para pH 7,0 £ 0,1. Este meio foi
esterilizado em filtro de membrana (Millipore®) de 0,22 e armazenado a 4°C até o uso.

Para a realizacdo do teste, foram utilizados os seguintes antifungicos: anfotericina B
e fluconazol comercialmente disponiveis, estes, foram diluidos em dimetilsulfoxido
(DMSO; Gibco, Minas Gerais, Brasil) e agua destilada, respectivamente. Dez diferentes
concentracdes foram utilizadas, variando de 0,03 a 16 ug/mL* para anfotericina B, e
0,125 a 64 ug/mL* para fluconazol. Adicionalmente, foi testada uma molécula derivada do
anel aromatico tiofeno diluido em DMSO a uma concentragdo que varia de 0,125 a 64

pg/mLt,
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Os isolados de C.neoformans foram repicados em agar Sabouraud dextrose
adicionado de clorafenicol a 50mg/mL e incubados a 35°C por 48 horas, e 24 horas para a
ATCC 22019 (C. parapsilosis), cepa controle. Em seguida, as colbnias foram suspensas
em 5mL de solucéo salina (cloreto de sédio a 0,85%) previamente esterilizada, e agitadas
por 15 segundos em vortex. A densidade de suspenséo celular foi ajustada através do
espectrofotometro a 530 nm e transmitancia de 90% (0,5 na escala de McFarland) para
obtencdo de uma concentracdo final de 5,0 x 102 a 2,5 x 103 cels/mL.

Em placas de microtitulacdo de fundo chato com 96 pocos (TPP, Trasadingen,
Suiga) foram dispostos 100y de meio RPMI 1640, sendo dispersos mos 96 po¢os. Em
seguida, foi dispoto 100l em toda a primeira coluna da susbtancia a ser testada, onde na
primeira coluna teriamos a maior concentracdo e na décima a menor concentracdo. As
colunas 11 e 12, foram utilizadas como controle de crescimento e de esterilizacéo,
respectivamente. Posteriormente, 100uL do indéculo previamente preparado e
padronizado, foi adicionado aos pog¢os das colunas 1 a 11, sendo as microplacas
incubadas a 35 °C por 72 horas (C.neoformans) e 24-48 horas para ATCC. As placas
contendo as substancias a serem testadas, foram preparadas separadas.

ApoOs o periodo exigido para a incubacdo das microplacas, foram realizadas as
leituras e entdo a determinacdo do CIM através da leitura visual. Para o fluconazol foi
considerado a menor concentragdo com a redugdo = 50% de crescimento fungico
considerando o crescimento total do poco controle, para anfotericina B e a molécula de

tiofeno, foi considerado o poc¢o que possuia 100% de inibicdo em relacdo a controle.

4.7 IDENTIFICACAO PROTEOMICA POR MALDI-TOF/MS

Os isolados foram submetidos a analise direta por espectrometria de massa (MALDI-
TOF; MALDI Autoflex Ill, BrukerDaltonics, Bremen, Germany), de acordo com Lima-Neto
et al. (2014).

Para analise através do MALDI-TOF, foi necessario realizar 48h antes, repiques em
meio Dextrose Peptona Extrato de Levedura (YEPD) dos isolados e manté-los
aerobicamente a 35°C. Apos 48h, é realizado a extracdo proteica. Em tubos de eppendof
esterilizados e previamente identificados sdo adicionados os fragmentos de células dos
isolados a serem analisados (cerca de 50 ug), em seguida, é acrescido 300ul de agua
milli-Q® em cada tubo, posteriormente, adicionar 900ul de &lcool absoluto, levar ao
vortex, para lisar a parede fangica, logo apds centrifugar a 12.000g por 3 minutos,

desprezar entdo o sobrenadante formado com a centrifugacéo e adicionar 50 pl de acido
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formico a 70% e a mesma quantidade de acetonitrila, levar ao vortex novamente, e
centrifugar novamente. Nesta Ultima etapa de extracdo formara novamente o
sobrenadante, onde este ndo sera desprezado e sim utilizado para a analise. Para a
analise, foi transferido 1,5ul do sobrenadante da extracdo na placa polimérica. Apds a
total evaporacao do preparo liquido, foi adicionado 1,0 pL da solucdo matrix (75 mg/mL de
acido a-ciano-4-hidroxicinamico[CHCA] em etanol/agua/acetonitrila [1:1:1] com 0,03% de
acido trifluoroacético [TFA]) e em seguida foi realizada um levemente
homogenizacdo. Cada amostra foi transferida em duplicata para testar a reprodutibilidade.
Durante as analises todas as solucdes foram previamente preparadas e estocadas a +5
°C (Putignani et al., 2001; Veen et al., 2010).

Os espectros para determinacdo do perfil protéico dos isolados foram obtidos
através do laser Nd: YAG (neodymium-dopedyttriumaluminiumgarnet; Nd: Y3AI5012) de
1064nm, onde a intensidade do laser foi ajustada ligeiramente acima do limiar para a
producdo de ions. Um kit protéico (proteincalibrationstandart I, BrukerDaltonics, Bilerica,
MA, USA) com conhecidos valores de massa das proteinas, e foi usado para calibracao.
A variacdo de massa entre 2.000 a 20.000 Da foi registrado usando modo linear com
pulso de 104 ns em uma voltagem de +20 kV. Espectros finais foram gerados atravées da
soma de 20 tiros de laser acumulados por perfil e 50 perfis produzidos por amostra,
levando a um total de 10.800 disparos de laser somados por espectro. A lista de picos
obtidos foi exportada ao software Biotyper™ (Biotyper system, versao 3.0) onde as
identificacfes finais foram alcancadas. A identificacao através do software Biotyper™ foi

baseada apenas na presenca ou auséncia de cada pico no espectro.

4.8 CARACTERIZACAO MOLECULAR ATRAVES do ERIC-PCR

A extracdo de DNA dos isolados foi realizada previamente, de acordo com
Sambrook & Russell, 2001, com algumas modificacdes.

Os isolados, apés prévia extracdo de DNA, foram submetidos a tipagem molecular
através de técnica de PCR repetitiva intergénica baseada em consenso (ERIC-PCR) para
identificac&o do perfil clonal das cepas. As reacdes de amplificacdo foram preparadas em
um volume total de 25uL por tubo, contendo: 100ng de DNA, 10pmol de primers (ERIC-1
[5-ATGTAAGCTC CTGGGGATTCAC-37; ERIC-2 [5'AA GTAAGTGACTGGGGTGAGG-
3'1), Tampéao 1x, trifosfato de desoxirribonucleotideo 200uM, 1,5mM de MgCI2 e 1U de
polimarase Tag de DNA. Os parametros de amplificacdo utilizados no ERIC-PCR foram

descritos por Duan et al., 2009.
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Os produtos de PCR foram corados com azul esverdeado (LGC Biotecnologia - Sédo
Paulo), e submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%, visualizados sob luz
ultravioleta e fotodocumentados para analise clonal (DUAN et al., 2009).

Foi construida uma matriz para os fragmentos polimorficos amplificados
codificadados em sistema binario, atribuindo-se (1) para presenca e (0) para auséncia de
banda. Somente foram consideradas as bandas que ndo davam margens a duavidas.
Bandas muito fracas, de dificil resolucdo, ndo foram incluidas. Para andlise dos dados,
utilizou-se o Programa Past. A relacdo genética entre as amostras foi estimada pelo
coeficiente de Jaccard, que gerou a matriz de relacdo genética . Esta analise viabilizou a
construcdo de um dendograma que mostrou graficamente a relacdo genética entre as

amostras.

4.9 ANALISE DE DADOS

As amostras estudadas foram tabuladas no programa Microsoft® Excel 2013 e os
calculos estatisticos foram realizados no software SPSS na versdo 20.0 - Statistical
Package for the Social Science, por meio de estatistica descritiva e dos testes exatos de
Fisher ou Qui-Quadrado de Pearson.

Os resultados foram apresentados em forma de tabelas ou graficos, as freqiiéncias
relativas (percentuais) e absolutas (N) das classes de cada variavel qualitativa. Para as
variaveis quantitativas serao utilizadas médias e medianas para resumir as informacdes, e
desvio-padrao, minimo e maximo para indicar a variabilidade dos dados.

Foram considerados estatisticamente significantes os resultados cujos niveis

descritivos (valores de p) forem inferiores a 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Durante o periodo de agosto de 2017 a dezembro de 2019 foram incluidos na
pesquisa 98 pacientes oriundos do Hospital das Clinicas (n=76) e do Hospital Correia
Picanco (n=22), ambos lozalizados no Recife-Pernambuco com hipotese diagnéstica de
criptococose. Destes, foram obtidas 100 amostras biologicas, que variaram entre LCR,
urina e sangue. Dos 98 pacientes analisados, 27 (27,5%) foram diagnosticados com
criptotoccose. Trés pacientes foram excluidos do presente estudo, pois embora
apresentassem a presenca de leveduras encapsuladas ao exame microscopico direto
contrastado com tinta nanquim, caracteristico de Cryptococcus sp., ndo apresentaram

crescimento em cultura, exame considerado o “Padréo Ouro”. (Figura 10).

Figura 10. Diagrama de fluxo de etapas no diagndéstico e registro médico no Hospital das Clinicas e Hospital

Correia Picanco.

Diagnéstico para Criptococose

12 etapa

—| 98 pacientes

;

27 obtiveram diagnostico para  |¢ 100 amostras
criptococose: ED e/ou cultura

3 pacientes foram excluidos
da pesquisa por nao
apresentarem cultura positiva
para C. neoformans

v

23 etapa

24 pacientes/ prontuarios
incluidos no estudo

Fonte: OLIVEIRA, E.P (2021).

5.1 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Das 26 amostras biologicas provenintes dos 24 pacientes, 20 (76,92%) foram do
liquido cefalorraquidiano, quatro (15,38%) de hemoculturas e dois (7,96%) de urina. Pode-

se observar que em dois pacientes foram coletados dois tipos de amostras biologicas
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para analises. A partir do material bioldgico obtido foi realizado, exame direto, e/ou

cultura, e/ou teste imunoldgico (crypto latex) como pode ser obserervado na Tabela 4.

Tabela 4 . Diagnostico laboratorial para criptococose.

Amostras LCR Sangue Urina Total Positividade
(hemocultura)
n° % ne % ne % 100
20 4 15,38 2 26
76,92 7,36
+ 6 + ) (+) Q)
Testes
ED 20 0 0 0 0 0 20 100%
Cultura 20 0 4 0 0 0 24 100%
Crypto latex 0 0 0 0 1 1 2 50%

ED- exame direto; n°- nUmero; %- porcentagem.
Fonte: OLIVEIRA, E.P (2021).

O LCR foi o material biolégico com maior predominio na andlise laboratorial
(76,92%), refletindo o tropismo que o fungo tem pelo SNC sendo associado ao HIV ou
nao, seguido da hemocultura (15,38%). O diagndéstico para criptococose é realizado
rotineiramente pela evidéncia da estrurura fingica encapsuladas no exame direto por
meio de um contrastante, tinta nanquin, e pelo isolamento do fungo através da cultura
(WILLIAMSON et al., 2016).

De acordo com Maziarz; Perfect (2016) a sensibilidade do ED depende da carga
fungica, em pacientes nao-HIV é possivel evidenciar positividade entre 30 e 50%, e 80%
para pacientes HIV. Para Williamson et al. (2016), o ED apresenta sensibilidade entre 70-
90% em pacientes nao infectados pelo HIV e, 95-100% em pacientes infectados pelo HIV
e que também apresentem infeccdo no SNC. Ao analisar a sensibilidade da cultura,
Maziarz; Perfect (2016) afirmam que, o LCR e a hemocultura apresentam 90% e 70% de
positividade, respectivamente, em pacientes HIV. De acordo com Kon e colaboradores no
Consenso sobre criptococose (SATIE-KON et al., 2008), a cultura é positiva em 89% dos
pacientes nao-HIV e 100% nos pacientes HIV. No nosso estudo, foi verificado 100%
sensibilidade para o exame direto e cultura. Este dado pode ser justificado pela alta carga
fungica em decorréncia a debilitagao imunoldgica do paciente.

Para a analise utilizando o teste de aglutinagcdo em laex (crypto latex), foi possivel
verificar de acordo com a Tabela 4, que a sorologia foi realizada em dois pacientes,

destes, um (50%) apresentou positividade no teste soroldgico feito na urina, bem como
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positividade atravées do LCR com a visualizagdo das leveduras encapsuladas
caracteristicas de Cryptococcus sp., Para a andlise do segundo paciente também
executado através da urina foi apresentado resultado negativo, um (50%), e quando
realizado uma contraprova no mesmo paciente por meio do LCR, foi evidenciado a
presenca de leveduras encapsuladas caracteristicas de Cryptococcus sp. Destaco que,
em ambas as amostras de LCR, foram obtidos os isolados destes dois pacientes.

O teste de aglutinacdo de particulas de latex poder ser uma alternativa para fins
diagnosticos e monitorizacdo, podendo ser realizado por meio da urina, LCR e lavado
brocoalveolar, este, apresenta sensibilidade maior que 90% em pacientes com meningite
criptocécica (KON et al., 2008).

De acordo com Andrade e colaboradores (2017) afirma que os testes de aglutinagao
em latex, podem apresentar algumas limitacbes, tais como custo elevado, resultados
falsos positivos no soro de pacientes com reumatismo e de forma rara pode apresentar
reacao cruzada com Trichosporom, também pode apresentar reacdes falsos negativas, de
forma rara, quando h& baixos titulos antigénicos ou até mesmo com altos titulos
antigénicos (efeito prozona), presenca de imunocomplexos, ou quando ocorre a infeccao
por Cryptococcus com pouco ou nenhuma capsula, dificultando sua positividade, sendo
um ponto chave do teste a pesquisa do antigeno capsular.

O nosso estudo apresenta um dado aquém da sensibilidade relatada anteriormente,
uma vez que o teste Crypto latex apresentou um (50%) resultado falso negativo, mesmo
guando em contraprova se obteve a positividade da infeccéo criptocdcica no paciente.
Este dado contraria a sensibilidade reportada na literatura. No entanto, mais testes
deveriam ter sido realizados para fidelizar tal achado, pois ndo havia informacdes da
realizacdo do teste para os demais pacientes, nem o0 motivo da realizacdo do teste

apenas em dois pacientes.

5.2 PERFIL CLINICO-DEMOGRAFICO

As andlises clinicas-epidemioldgicas da criptococose foram coletadas as principais
informacdes por meio da andlise de prontuarios dos 24 pacientes diagnosticados com
“neurocriptococose”, “meningite criptocécica” ou “meningite fungica” que obtiveram ED e
cultura positiva.

Com relacdo ao género mais acometido, quatorze (58%) pacientes eram do sexo
masculino e, dez (42%) do sexo feminino. Dados estes que se encontram totalmente de

acordo com as demais literaturas encontradas (MAYER et al., 2003; MORA et al., 2011;
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MEZZARI et al., 2013; AGUIAR et al., 2017; BRASIL, 2019). Um outro estudo feito por
Mora e colaboradores (2011), ao avaliar o nimero de casos de criptococose por um
periodo de 13 anos (janeiro de 1998-maio de 2010), foi possivel verificar a prevaléncia
maior na populacdo masculino (69,46%). Para esta informacado, ainda se desconhece o
motivo da predominancia pelo género masculino, todavia, acredita-se que o homem seja
mais susceptivel as infec¢cdes causadas por C. neoformans e C. gattii devido a influéncias
hormonais, pois, €& possivel que o0s hormdnios produzidos pelo sexo feminino
desempenhem um papel crucial na defesa contra estes propagulos fungicos (MEZARRI et
al., 2013)
Quanto a faixa etaria atingida, pode-se constatar um maior percentual de pacientes
entre 30-49 anos como mostra a Tabela 5.

Tabela 5. Distribuicdo dos casos de criptococose de acordo com faixa etaria e sexo dos pacientes atendidos
em duas unidades de saude do Pernambuco.

Género
Faixa etéria Masculino Feminino

n° % n° %
18-29 3 21,4 1 10
30-39 7 50,0 2 20
40-49 3 21,4 5 50
50-59 1 7,2 1 10
60-69 0 0 1 10
Total 14 58 10 42

n°-nimero; %- porcentagem
Fonte: OLIVEIRA, E.P (2021).

Quando avalia-se 0 sexo masculino, evidéncia-se uma prevaléncia entre 30-39 anos,
e para o sexo feminino entre 40-49 anos. Estudos realizados no Brasil, demonstram que a
prevaléncia de faixa etaria pode sofrer pequenas variacdes, e esta informacdo pode ser
observada em estudo epidemioldgico no hospital das clinicas de Uberlandia realizado por
Aguiar e colaboradores (2017), tendo sua prevaléncia entre 20-40 anos. Ja um estudo
epidemioldgico de criptococose em um hospital publico do Rio Grande do Sul realizado
por Mezzari e colaboradores (2013), a faixa etaria mais acometida esteve entre 30-39
anos, corroborando nossos achados. E importante lembrar que, os pacientes da faixa
etaria entre 30-39 anos, nasceram e foram criados na epoca que surgiu e expandiu o HIV,

e coincidentemente, a partir da década de 80 ocorreram mudangas comportamentais, no
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gue tange os comportamentos sexuais e de relacionamentos com multiplos parceiros
causando a disseminagcdo do HIV e, consequentemente a expansdo de infeccdes
oportunistas como a cripotococose.

Com relacéo a etnia, seis (25%) pacientes se autodeclaravam como negros, quatro
(16,7) como pardos, e em 14 (58,3%) prontuarios ndo haviam espeficificacdes etnicas.
Alguns estudos relatam que ocorre uma maior prevaléncia dessas micose em pacientes
autodeclarados brancos, como descrito no estudo epidemioldgico de ciptococose em um
hospital escola em Santa Maria no Rio Grande do Sul, realizado por laniski e
colaboradores (2018), bem como no estudo de Mezzari e colaboradores (2013)- No
entanto, neste presente estudo, a ocorréncia observada foi na populagcéo de origem afro-
americano, seguido de pardos. Essa divergéncia pode ser reflexo da falta de
especificacdes nos prontuarios analisados neste estudo, onde 58% (n=14) do casos néo
apresentavam esta informacédo, ou, pode ser esclarecido devido as divergéncias que da-
se quanto as definicdes de etnias. Mesmo assim, € possivel afirmar que ndo existe uma
correlacdo significante entre a etnia e a criptococose que a classifigue como
determinante.

Dos 24 prontuarios analisados, 11 (45,83%) ndo apresentavam ocupacao informada,
trés (12, 5%) tinha como trabalho afazeres domésticos, dois (8,33%) eram agricultores,
dois (8,33%) autdbnomo, um (4,16%) auxiliar académico, um (4,16%) auxiliar de servigos
gerais, um (4,16%) lanterneiro, um (4,16%) mecanico, um (4,16%) pedreiro, e um (4,16%)
jornalista. A atividade profissional observadas neste estudo foram diversas, o que
impossibilitou uma correlagédo da atividade laboral com a criptococose. Entretanto, foi
possivel observar que dentre as ocupacdes mencionadas, apenas, um (4,16%) exercia
funcdo de nivel superior, dessa forma hipotetizamos que exista alguma correlacdo com
nivel de escolaridade. Contudo, mais estudos devem ser melhores explorados para
corroborar esta informacgéao.

Em relacdo a distribuicdo espacial de casos de criptococose no estado do
Pernambuco durante 28 meses de estudo, pode-se observar de acordo com a Figura 11
gue a maior ocorréncia foi nos pacientes que residiam na cidade do Recife (n=8; 33,33%),
seguido de lgarassu (n=2; 8,33%), Palmares (n=2; 8,33%), Paulista (n=2; 8,33%), Brejo
da Madri de Deus (n=1; 4,16%), Ferreiros/Catumanga (n=1; 4,16%), Jaboatdo (n=1;
4,16%), Ribeirdo (n=1; 4,16%), Serra Talhada (n=1; 4,16%), Tabira (n=1; 4,16%),
Tracunhaém (n=1; 4,16%), Vitéria de Santo Antdo (n=1; 4,16%) e, ndo informado (n=2;
8,33%). Tal achado, reportando o municipio de Recife como tendo a maior niumeros de

casos de criptococose, pode ser explicado, por esta se tratar do maior polo em saude do
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Estado de Pernambuco, além dos pacientes da capital possuirem maior facilidade de
acesso aos hospitais desta regido. Hipotetizamos ainda que a elevada concentracao de
pombos em grandes centros urbanos pode também estar correlacionada, visto que os
individuos que residem nestas localidades sdo mais expostos aos propagulos fangicos, e
consequentemente, desenvolvem em maior proporcdo a doenca. Ainda assim, séo

aspectos que precisam ser melhor elucidados.



Figura 11. Distribuicdo do niumero de casos de criptococose no estado do Pernambuco (agosto de 2017 a dezembro de 2019).
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Ao analisar a distribuicdo temporal dos casos, foi posssivel perceber que a maior
namero de internacdo por criptococose ocorreu no ano de 2018 com 13 (54,16%) casos,
seguido de 2017, seis (25%) e 2019 com trés (12,5%). Em relacdo aos més, abril de 2018
(30,76%), seguido de janeiro, agosto e outubro, ambos com (13,63%) entre 2017 a 2019
foram os meses com o maior nimero de casos como mostra a tabela abaixo (Tabela 6).

Dos 24 prontuarios avaliados, dois (8,33%) ndo possuiam a informacédo descrita no
registro. Infelizmente devido ao tamanho da amostragem, ndo foi possivel inferir aspectos

de sazonalidade e consequentemente nao foi verificada a ocorréncia de surto.

Tabela 6. NUmero de casos em meses e ano de internacdo por neurocriptococose.

MES 2017 2018 2019 TOTAL
n° % n° % n° % n° %
JAN - - 2 15,39 1 33,33 3 13,63
FEV - - 1 7,69 1 33,33 2 9,09
MAR - - 2 15,39 - - 2 9,09
ABR - - 4 30,76 - - 4 18,18
MAI - - 2 15,39 - - 2 9,09
JUN - - - - - - - -
JUL - - 1 7,69 - - 1 4,54
AGO 2 33,33 1 7,69 - - 3 13,63
SET 1 16,66 - - - - 1 4,54
ouT 2 33,33 - - 1 33,33 3 13,63
NOV 1 16,66 - - - - 1 4,54
DEZ - - - - - - - -
TOTAL 6 13 3 22

n°-nimero; %- porcentagem
Fonte: OLIVEIRA, E.P (2021).

Ao avaliar o status imunolégico dos pacientes com criptococose, foi possivel verificar
gue a infeccdo foi mais prevalente em pacientes HIV/AIDS totalizando 20 (83,33%) casos.
Este dado coinscide com varios outros estudos na literatura, tais como Mezzari et al.
(2013) e Nunes et al. (2018), pois a criptococose tem condi¢do oportunista de importancia
médica, sobretudo em pacientes com AIDS. No Brasil, a meningite criptocdcica esta entre
a quarta manifetacdo mais prevalente em pacientes com AIDS/SIDA, e a segunda que
mais atinge o SNC (JARVIS e HARRSON, 2007).

No Brasil, segundo os boletins epidemiologicos a cerca da AIDS (BRASIL, 2017,
2018 e 2019), entre 1980 e 2017 foram notificados 576.245 mil casos, em 2018, o numero

aumentou para 606.936 casos e, em 2019 esse numero disparou para 966.058 casos. Foi
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observado também de acordo com o botetim epidemioldgico em 2019 que a maior
prevaléncia se apresentou no sexo masculino (65,5%), e (34,5%) para sexo feminino.

De acordo também com o boletim epidemiolégico de AIDS (BRASIL, 2019), no
territério brasileiro, o maior numero de casos de HIV se configura nas Regides Sul e
Sudeste (51,3% e 19,9% respectivamente), e consequentemente, estes apresentam
também a maior correlagdo entre HIV-criptococose. Para a Regido Nordeste houve uma
tendéncia de crescimento nos Ultimos dez anos, observando também um aumento mesmo
gue baixo no estado do PE em (1,1%). No entanto, mesmo o Nordeste estando em fase
crescente de casos, ele ainda fica atras da Regido Norte como pode ser observado na
Figura 12.

Figura 12. Taxa de detecc¢do de AIDS de acordo com as regides, por ano no Brasil.
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Dentre os pacientes que tinham HIV, 13/20 pacientes (65%) tiveram coinfeccao,
tendo a tuberculose como a mais frequente cinco (38,46%), seguido da candidiase
oral/esofagica, quatro (30,76%), como podendo ser evidenciado na figura abaixo (Figura
13). E importante ressaltar que, destes 13 pacientes, cinco (30,46%) apresentaram mais
de um tipo de coinfeccdo de acordo com as informacgdes contidas nos prontuarios.

A correlagéo entre as coinfecgbes criptococose-HIV-tuberculose, corrobora alguns
estudos como o de Mazzeri e colaboradores (2013), bem como o descrito por Fang e
colaboradores (2017). Outra comorbidade, como transplante renal, foi observada em uma
paciente, bem como também a sifilis de acordo com a Figura 13. O transplante de orgao

€ considerado a terceira causa mais comum de correlagdo com a criptococose devido a
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baixa da imunidade que estes pacientes apresentam pelo uso de corticoterapias
(PYRGOS et al., 2013).

Figura 13. Frequéncia de demais infec¢cdes em pacientes coinfectados com HIV e criptococose.
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Fonte: OLIVEIRA, E.P (2021).

Ao avaliarmos os trés (n=3/24; 12,5%) pacientes nao infectados por HIV, um
apresentou coinfeccédo entre criptococose e hepatite B e dois apresentaram coinfeccéo
entre criptococose e tuberculose. Sendo assim, é possivel inferir que neste estudo ambos
os grupos (HIV+ e HIV-) tiveram a tuberculose como a coinfec¢cdo mais prevalente.

Vale ressaltar que, dentre os pacientes avaliados (24), 20 (83,33%) conviviam com 0
HIV, trés (12,5%) eram nao-HIV e um (4,16%) ndo havia determinada informacdo no
prontuario.

Ao compararmos a data de diagndstico do HIV e o desenvolvimento da criptococose,
foi possivel considerar que dentre os 20 pacientes diagnosticados com HIV e
criptococose, um (5%) obteve o diagndéstico do HIV e criptococose no mesmo dia, quatro
(20%) obtiveram o diagndstico da criptococose entre 1-7 dias apds o diagnostico do HIV,
dois (10%) entre 15-30 dias, um (5%) apresentou a infeccdo entre 0 2° e 12° més de
diagnostico do HIV, dez (50%) receberam o diagnostico da infeccdo por criptococose
apos ou igual periodo de 12 meses do diagnostico do HIV, um (5%), ja convivia ha 13
anos com o HIV antes de desenvolver a criptococose e, em um (5%) prontuario néo

constava essa informacgéo, como representado na Figura 14.
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Figura 14. Comparativo entre o diagnéstico do HIV e o tempo de desenvolvimento da criptococose.
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Fonte: OLIVEIRA, E.P (2021).

Ao avaliarmos o uso da Terapia Antirretroviral (TARV) pelos pacientes
diagnosticados com HIV, apenas quatro (20%) faziam uso regular da medicacao, quatro
(20%) tiveram o tratamento abandonado, um (5%) faziam uso irregular, seis (30%) nao
faziam uso por ndo saber do HIV e, em cinco (25%) n&o havia a informacao reportada no
registro.

Antes da era “TARV” ficar disponivel, o HIV era a infeccdo que mais causava 6bito
em pacientes HIV com TCD4 <100 células/ul, ap6s a disponibilidade de tal medicacéo a
mortalidade caiu significativamente, e embora a taxa de mortalidade tenha diminuido com
0 uso regular da TARV, em paises com epidemia do HIV esta taxa ainda se encontra
elevada.

Um estudo feito em um estado do Pantanal brasileiro realizado por Nunes e
colaboradores (2018), ao efetuar uma andlise sobre o uso da TARV, verificou-se que
41,6% (n=35) da sua populacao estudada faziam o uso a medicagéo, no entanto, apenas
(20,2%) deles faziam o uso de forma regular. Comparativamente, estes dados reiteram
Nossos resultados.

De acordo com a literatura, é sabido que o uso regular do TARV por pacientes com
HIV, ira diminuir de forma significativa a infec¢ao criptococica, contudo, em pacientes nao-
HIV esta mudanca néo € percebida, uma vez que estes pacientes ndo fazem o uso de tal
medicacao e, nem precisam (SEVERO et al., 2009).

No que diz respeito ao tempo transcorrido entre a presenca de sinais e sintomas
anterior a admissao hospitalar relacionado a criptococose, foi verificado que 14 pacientes
(58,33%) manifestaram sintomatologia precedentemente a internacdo por sete dias ou
menos, conforme mostra a Figura 15. O resultado obtido nesta pesquisa corroba um
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estudo realizado por Darzé e colaboradores (2000) em Salvador, Bahia, ao avaliarem 104
casos de criptococose; além de um outro estudo realizado por Vieira-Junior, 2015, em um
centro de referéncia do Piaui onde em sua pesquisa 25% dos pacientes tiveram

internacgdes hospitalares com < 7 dias de sintomatologia.

Figura 15. Tempo entre os sintomas e internacdo hospitalar por criptococose.
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Fonte: OLIVEIRA, E. P (2021).

Ao avaliarmos o tipo de admissdao hospitalar, em 22/24 (91,66%) prontuarios
constavam esta informacado, e os 22 (100%) dos pacientes tiveram entrada hospitalar
através do servico de emergéncia, destes, oito (36,36%) foram transferidos para Unidade
de Terapia Intensiva (UTI).

No momento do atendimento médico, os sinais e sintomas clinicos mais elencados
foram: febre, 18 (75%), cefaleia intensa, 15 (62,50%), rigidez na nuca, oito (33,33%),
diarreia com ou sem sangue, oito (33,33%), vomito, sete (29,26%), perda de peso, sete
(29,26%), convulsédo, seis (25%), tosse seca ou produtiva, quatro (16,66%), dificuldade
auditiva, quatro (16,66%), dificuldade visual, trés (12,5%), nauseas, trés (12,5%),
desmaio, trés (12,5%), perda do movimento dos membros inferiores, trés (12,5%),
desconforto estomacal, trés (12,5%), dispinéia,trés (12,5%), alucinac¢des, dois (8,33%),
sonoléncia, dois (8,33%), diurese, dois (8,33%), tontura, um (4,16%) e tremores, um
(4,16%).

Em relacdo ao nivel de consciéncia, 17 (70,83%) pacientes se encontravam
conscientes e orientados, 5 (20,83%) tiveram perda do nivel de consciéncia e, em 2
(8,33%) ndo havia nenhum registro desta informacdo, como pode ser observado na
Tabela 7.
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Tabela 7. Frequéncia dos sinais e sintomas clinicos apresentados pelos pacientes com criptococose.

Sinais e sintomas Nivel de consciéncia
ne % ne %
Febre 18 75 Consciente 17 70,83
Cefaleia 15 62,5
Rigidez na nuca 8 33,33 Perda da 5 20,83
consciéncia
Diarreia c/ ou s/ sangue 8 33,33
Vomito 7 29,26 Nao informado 2 8,33
Perda de peso 7 29,26
Convulsao 6 25
Tosse seca ou produtiva 4 16,66
Dificuldade auditiva 4 16,66
Dificuldade visual 3 12,5
Nauseas 3 12,5
Desmaio 3 12,5
Perda do movimento do MMII* 3 12,5
Desconforto estomacal 3 12,5
Dispinéia 3 12,5
Alucinagdes 2 8,33
Sonoléncia 2 8,33
Diurese 2 8,33
Tontura 1 4,16
Tremores 1 4,16

MMII: membros inferiores*; n°-namero; %- porcentagem
Fonte: OLIVEIRA, E.P (2021).

De acordo com a literatura (SILVEIRA et al., 2018; REGO et al., 2019), a
criptococose em paciente portadores do HIV, tém geralmente quadros clinicos
inespecificos, dificultando o diagnéstico da doencga, contudo, alguns sinais e sintomas séo
frequentemente retratados como tosse, dispnéia, emagrecimento, dor toracica quando
ocorre uma criptococose de acometimento pulmonar; logo, quando atinge o sistema
nervoso central os mais observados séo: febre, mal estar, cefaleia, vomito, alteracdes
comportamentais, convulsdes, alteracdes visuais ou auditivas, entre outros sinais
sintomas. Desta forma, tais achados coincidem com o descrito na literatura, entretanto, no
nosso estudo, a febre foi a manifestacdo mais mencionada, seguida da cefaleia intensa,
divergindo de alguns estudos, tais como, Mora e colaboradores (2011), Hamadani e
colaboradores (2018) e Firacative e colaboradores (2018), que reportaram a cefaleia
como o sintoma mais prevalente em suas analises.

A meningoencefalite criptocécica foi a forma clinica mais predominante 17 (70,83%)

em nosso estudo, corroborando outros estudos ao afirmar que o SNC € o sitio mais
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acometido pela infeccao criptococica, seguido da criptococose pulmonar em quatro
(16,66%) também conhecida como CID10-B45.0, em um registro (4,16%) foi relatado a
neurocriptococose associada a forma pulmonar e, em dois (8,33%) n&o havia nenhuma
informacdao reportada sobre a forma clinica.

A manifestacao clinica da criptococose vai depender do estado imunoldgico em que
o individuo se encontra (MEZZARI et al., 2013). Segundo o Consenso em criptococose
(SATIE-KON et al., 2008) a forma clinica que predomina € a neurocriptococose (80%),
onde esta infeccdo pode estar isolada ou associada ao acometimento do pulmao, mesmo
gue em menor propor¢ao, como foi observado nesta pesquisa ao reportarmos um caso de
associacdo. A segunda forma clinica predominante € a pulmonar, validando os dados
obtidos em nosso estudo. Estudos realizados por Aguiar e colaboradores (2017) e
Mezzari e colaboradores (2013), corroboram 0s nossos achados, pois, em suas pesquisas
eles observaram uma prevaléncia de neurocriptococose em 75% e 74% respectivamente.
Um trabalho realizado por Faracative e colaboradores (2018), ao analisar casos de
criptococose na America Latina, verificaram que, a meningite criptocicica € ainda a
apresentacao clinica mais frequente, e a forma pulmonar é a que mais apresenta retardo
diagnostico devido a sua semelhanca em sinais e sintomas com a tuberculose,
acarretando assim para uma elevada taxa de morbidade e mortalidade, de acordo com
Silva e Gagliane (2014).

Dos prontuarios que foram avaliados nesta pesquisa, apenas sete (29,16%)
possuiam a informacédo de contagem dos linfécitos TCDa. Destes, dois (28,57%) tinham
contagem entre 223-308 células/mm?3 e cinco (71,43%) apresentaram valor entre 23-131
células/mms3. A falta de informacédo também foi descrita em um trabalho realizado por
Aguiar e colaboradores (2017), onde ao avaliar 41 prontuarios, apenas 17 (41,46%)
continham a contagem de TCDa. De acordo com a literatura, pacientes com TCD4 baixo
(<100 células/mm3) tem maior probabilidade de devenvolver infeccédo por Cryptococcus e,
gue a neutocriptococose apresenta uma estreita relacdo com os pacientes portadores do
HIV (IANISKI et al., 2018). De acordo com a OMS, nestes casos é recomendado que
ocorra um monitoramento frequente e eficaz quanto a esta infeccdo (OMS, 2011). Em
relacdo a disponibilidade de informacdo quanto a carga viral (CV) para o HIV, foi
verificado que apenas seis (30%) apresentavam em seu registro o valor da CV, variando
entre 1.588 a 256.585 copias.

Ao avaliarmos a conduta terapéutica, foi possivel verificar que 21 pacientes (87,50%)
receberam a terapia antifingica, um foi a 6bito apds 24h de internacdo, portanto néo foi

realizado esquema terapéutico e dois ndo possuiam esta informagcéo em prontuario.
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Para a fase de inducdo 14/24 (58%) utlizaram o esquema combinado de
Anfotericina B associado ao Fluconazol, trés (13%) utilizaram a Anfotericina B (Anf B)
como Unico farmaco nesta fase e quatro (17%) utilizaram o fluconazol (FLC) de forma
isolada (Figura 16). Segundo as diretrizes da Sociedade de Doencas Infecciosas da
Ameérica (SDIA) é recomendado em casos mais graves a utilizacdo da Anf B combinado
com a 5-fluocitosina (5FC) na fase de indugé&o, seguido da utilizagéo do fluconazol na fase
de consolidagcéo, no entanto, no Brasil a 5FC ainda € um farmaco indisponivel ou até
mesmo inacessivel, desta forma, utiliza-se a combinacédo da Anf B + FLC para a fase de
inducdo em casos mais graves. Dessa meneira, a combinacdo terapéutica escolhida e
sua proporcdo em percentual estd de acordo com as demais literaturas encontradas
(SATIE-KON et al., 2008; PIZANI; SANTOS, 2017; FIRACATIVE et al., 2018; REGO et al.,
2019).

Figura 16. Esquema terapéutico utilizada nos casos de criptococose.
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Fonte: OLIVEIRA, E.P (2021).

Dos 17 pacientes que utilizaram a Anf B como estratégia terapéutica 13 (76,47%),
utilizaram a formulacdo Anfotericina B Desoxicolato (ABD), e quatro (23,53%) a
Anfotericina B Lipossomal (ABL), ambas possuem a mesma atividade, no entanto, devem
ser administradas em doses diferentes, 0,5 a 0,7 mg/kg/dia e 1,0 mg/kg/dia
respectivamente. Apesar da formulagcdo ABL ser menos nefrotoxica, seu uso €
desencorajado devido ao seu alto custo, apenas sendo indicada em casos de intolerancia
a ABD, ou de refratariedade (BERMAS e GEDDES-MS-ALIESTER, 2020).

Algumas complicacbes foram observadas ao longo das internagdes, n=9/21
(42,85%) dos pacientes apresentaram algum tipo de infeccdo secundaria e receberam

antibidticos diversos para o tratamento, quatro (19,04%) apresentaram insuficiéncia renal,
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guatro (19,04%) apresentaram deficiéncia respiratoria e tiveram que ser entubados, trés
(14,28%) tiveram que receber bolsa de sangue resultante de uma grave anemia
desenvolvida e um paciente (4,76%) desenvolveu trombose venosa profunda (TPV).

A respeito da evolucédo clinica dos pacientes, foi possivel verificar que, 11 (46%)
pacientes receberam alta hospitalar com melhora clinica, destes, apenas quatro (36,36%)
permaneceram na fase de manutenc¢ao da criptococose recebendo o fluconazol, dos que
abandoraram a fase de manutencédo, um (14,28%) apresentou recidiva e voltou a ser
internado, 11 (46%) foram a Obito, e, em dois (8%) dos prontuarios ndo estavam
reportados estes dados.

A taxa de mortalidade apresentada neste estudo néo foi a esperada quando se faz
comparacdo com outros estudos recentes, como o de laniski e colaboradores (2018)
declarando 83% de letalidade em sua pesquisa, bem como Firacative e colaboradores
(2018) ao estudarem casos na América Latina e afirmaram que a letalidade nesta regido é
elevada comparada aos paises desenvolvidas, e que o Brasil esta na décima terceira
colocacao em o6bito causado por Cryptococcus.

Os dados apresentados nesta pesquisa, podem refletir um diagnéstico laboratorial
rapido para a criptococose aliado a uma escolha terapéutica eficaz, ocasionando a

diminui¢do de 6bitos e crescimento relacionado a alta hospitalar.

5.3 SENSIBILIDADE ANTIFUNGICA in vitro

A Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) foi determinada para 24 isolados clinicos de
Cryptococcus sp. oriundos das 26 amostras biologicas obtidas na pesquisa

De acordo com a Tabela 8 é possivel observar que 20 isolados (83,33%)
apresentaram sensibilidade a Anf B com valores de CIM < 1 yg.mL e quatro (16,66%)
demonstraram resisténcia apresentando CIM = 2ug/mL. Um trabalho conduzido por Silva
e colaboradores (2008), ao realizarem teste de sensibilidade in vitro em 35 isolados
clinicos de Cryptocooccus neoformans isolados a partir de LCR, detectaram dois isolados
resistentes a Anf B, corroborando este estudo. Segundo Silva et al. (2008); Li et al.
(2012); Bermas e Geddes-Ms-Aliester (2020), apesar da ampla utilizacdo deste
medicamento em isolados clinicos de Cryptococcus sp. e este apresentar cerca de 99%
de sensibilidade, é possivel encontrar casos de resisténcia a Anf B especialmente em
cepas de C. neoformans, contudo, é um dado pouco descrito na literatura. De acordo com
Bermas e Geddes-Ms-Aliester (2020), este fator de resisténcia pode estar relacionado a

mutacdes genéticas na biossintese do ergosterol da membrana celular relacionadas ao
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gene ERG2, sendo esta inativacdo um dos Unicos mecanismos descritos em relacdo a
resisténcia a Anf B. Similarmente, esse mecanismo acontece para isolados clinicos de
Candida sp. pois estes, ja possuem resisténcia bem estabelecido na literatura, inclusive,
sua recorréncia a intolerancia a anfotericina B € mencionado no CLSI M27-A3 (CLSI,
2008).

Tabela 8. Sensibilidade antifngica contra isolados clinicos de Cryptococcus.

Susbtancias avaliadas
Valores de concentracao testadas

pg.mL'1
Isolados Anf BTt FCZz¥ NTTH
0,03-16 0,125-64 0,125-64
17 0,25 2 64
20 0,125 4 64
24 0,125 16 1
26 0,125 2 1
29 0,125 2 64
34 0,125 2 32
35 0,125 2 32
39 0,125 8 1
40 0,25 16 1
41 0,03 16 1
42 0,06 8 1
43 0,25 8 4
44 2 8 8
45 0,25 2 8
46 0,5 64 8
47 2 16 8
60 0,25 32 4
61 0,25 16 8
62 2 16 32
63 8 8 32
64 0,25 16 1
76 0,25 8 4
77 0,25 4 4
78 0,5 8 1
ATCC 0,25 1 16

Anfo B-Anfotericina; FCZ-Fluconazol; NTT- nitrotiofeno-tiosemicarbazénico; 1T1100% Inibicdo de

Crescimento; = ¥50% Inibicdo de Crescimento; Hatce - Colecdo de Culturas Tipo Americana.
Fonte: OLIVEIRA, E.P (2021).

Para a determinagcé&o da CIM ao uso do fluconazol, observa-se que 15 (62,5%) dos

isolados apresentaram sensibilidade apesar de alguns mostrarem CIMs mais elevados
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gue os descritos na literatura, oito (33,33%) dose-dependente e um (4,16%) apresentou
resisténcia. Nossos dados corroboram os de um estudo realizado por Smith e
colaboradores (2015), ao analisarem 198 idolados clinicos de Cryptococcus sp. e
verificarem que 69% apresentaram sensibilidade ao FLC, também observando CIMs altos,
28% como dose-dependente e 3% resistente. Apesar do fluconazol ser considerado o
medicamento mais eficaz na etapa de manutencdo em pacientes com criptococose
infectados ou ndo pelo HIV, alguns estudos vém demonstrando crescimento nos relatos
de resisténcias ao FLC (Chen et al.,, 2015). Segundo Bermas e Geddes-Ms-Aliester
(2020), esta resisténcia pode ser evidenciada tanto para espécies de fungos de
Cryptococcus, Candida e Aspergillus podendo estar associado a natureza fungistatica
apresentada por este farmaco, que ao ser administrada repetidas vezes, pode selecionar
cepas e desenvolver resisténcia, o que acaba gerando inUmeros desafios a saude, visto
gue existem poucos antifingicos no mercado.

O composto nitrotiofeno-tiosemicarbazénico (NTT) foi preparado na mesma
concentracédo que o FLC que é um farmaco amplamente utilizada em combinacédo ou de
forma isolada nas fases de inducdo, consolidacdo e manutencdo da criptocococose,
embora para este composto ndo exista breakpoints estabelecidos, foi adotado os pontos-
de-corte do FLC.

Dos 24 isolados clinicos, 17 (71%) apresentaram excelentes resultados com CIMs
menores quando comparado ao FLC, quatro (17%) apresentaram CIMs mais altos,
categorizando a cepa como “dose-dependente” e trés (12 %) apresentaram CIMs acima
de 64 pg.mL. Um estudo realizado por Araujo-neto et al. (2017), utilizaram varios
compostos de nitrotiofenos em um teste de sensibilidade in vitro, e verificaram uma
excelente resposta antifiingica avaliando uma cepa de C. neoformans, principalmente
pelo composto (NTT-08 e NTT-09), corrobodando o presente estudo.

Outro trabalho recentemente publicado por Neves e colaboradores (2020),
realizaram testes com os derivados tiofénicos em quatro cepas de C. neoformans, embora
os CIMs abordados em sua pesquisa sejam mais elevados do que os encontrados neste
referido trabalho, esta informacdo corrobora que estes derivados tiofénicos vém se
apresentando como compostos futuramente promissores, apesar que ainda estdo sendo
explorados e deverdo ser mais estudados. Para analise do isolado controle C.
parapsilosis, foi observado um CIM de 64 pg.mL, relativamente alto, corroborado pelo
estudo Arauljo-Neto et al. (2017) e Neves et al. (2020), que avaliaram também esta
linhagem de referéncia e verificaram que algumas moléculas do nitrotiofeno-

tiosemicarbazoénico apresentam pouca ou nenhuma atividade antifungica contra algumas
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espécies de Candida sp., desta forma, em um estudo realizado por Araujo-neto et al.
(2017), algumas mudancas estruturais nas moléculas testadas em sua pesquisas foram
realizadas, e com isso as mesmas moléculas que antes ndo apresentaram efeitos,
passaram a promover excelentes respostas antifingicas.

A eficacia dos dois antifungicos utilizados e da molécula de nitrotiofeno-
tiosemicarbazénico foi verificada através da média geométrica das CIMs obtidas dos
farmacos testados, e a diferenca entre os valores das CIMs para cada farmaco foi
determinada por teste ndo paramétrico de amostras relacionadas de Wilcoxon, onde o
valor de p <0,05 foi considerado estatisticamente significante (MAHMOUDI et al., 2016).

Foi possivel observar que, de acordo com a Tabela 9, entre a anfotericina B e 0
fluconazol houve uma diferenca significativa, sendo p <0,000027, bem como de
anfotericina para o nitrotiofeno-tiosemicarbazonicos representado por p <0,000018, no
entanto, ao avaliarmos o fluconazol com o nitrotiofeno-tiosemicarbazénicos, € possivel
constatar que nao houve diferenca estatistica significativa quanto sua eficacia, porém,
ainda assim este dado pode refletir como sendo esta molécula mais uma opcéo
terapéutica, principalmente em casos de resisténcia e/ou ndo aceitacdo do tratamento

com o fluconazol.

Tabela 9. Eficacia dos antifungicos e molécula de tiofeno testada in vitro.

Substancias avaliadas
CIMs (ug/mL)

Variacao 0,03-16 0,125-64 0,125-
64
Cryptococcus Média Geométrica 0,27 7,5 6
neoformans (24)
ATCC CIM 8 1 16

Fonte: OLIVEIRA, E.P (2021).

Anf B e FLC: p <0,000027 (diferenca estatisticamente significativa)
Anf B e NTT: p <0,000018 (diferenca estatisticamente significativa)
FLC e NTT: Sem diferenca estatistica significativa

5.4 IDENTIFICACAO PROTEOMICA POR MALDI-TOF MS

O método fisico-quimico por espectrometria de massas através de MALDI-TOF
identificou 100% (n=24) dos isolados em ambito de espécie como Cryptococcus
neoformans, onde 15 (62,50%) destes foram distuinguidos no ambito de subespécies
como C. neoformans var. grubii (Tabela 10). Em 15 (62,50%) isolados, o score foi = 2,0

indicando excelente resultado, 9 (37,50%) apresentaram score >1,7 e < 2,0 sinalizando
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uma boa identificacdo, nenhuma identificacdo recebeu score <1,7 ou seja, todas as
identificagcbes se demonstram confiaveis. Este estudo se assemelha a outros trabalhos
2020, ao

inferir gue o MALDI-TOF/MS, conseguiu realizar identificagdes confiaveis para com seus

tais como McTaggaart et al., 2011; Firacative et al., 2012; Zvezdanova et al.,

isolados, sendo estes, validados e identificados previamente por meio das analises

genotipicas, corroborando a técnica do MALDI TOF/MS.

Tabela 10. Identificagbes do Complexo Cryptococcus utilizando o MALDI-TOF/MS.

Resultados da classificacao do Biotyper de Bruker Daltonik MALDI

Visao geral do resultado

C><)
BRUKER

Verde= identificacdo de alta confiabilidade (score-2.00-3.00); amarelo= identificacdo de confiabilidade

intermediaria (score: 1.70-1.99).

Nome do analito Organismo = Organismo -
Valor d tu Valor d t
(melhor combinacio) EHBP O HOLELED (segunda melhor partida) e s
17
(++) (A) C. neoformans var. grubii C. neoformans var. grubii
20
{++) (A) C. neoformans var. grubii C. neoformans var. grubii
24
(++) (A) C. neoformans var. grubii C. neoformans var. grubii
26
(+) (B) C. neaformans C. neoformans
24 1.711
(+) (B) C._neoformans C. negformans
=1 1.717
{+) (B) C. neoformans C. negformans
25
(++) (A) C. neoformans var. grubii C. negformans var. grubii
39
(++) (A) C. negformans var. grubii C. negformans var. grubii
40
(++) (A) C. neoformans var. grubii C. neoformans var. grubii
41
(++) (A) C. neoformans var. grubii C. neoformans var. grubii
42
(++) (A) C. neagformans var. grubii C. negformans var. grubii
43
(++) (A) C. negformans var. grubii C. negformans var. grubii
44
{++) (A) C. negformans var. grubii C. negformans var. grubii
45
(+) (B) C. negformans L7i8 C. neaformans Lie4
46
v 1.882 1.878
(+) (B) C. neaformans C. neoformans
47
(++) (A) C. neoformans var. grubii C. neoformans var. grubii
60
{++) (A) C. negformans var. gribii C. negformans var. grubii
61
{++) (A) C. negformans var. gribii C. negformans var. grubii
62
{(++) (A) C. negformans var. gribii C. negformans var. grubii
63
(+) (B) C. negformans C. negformans
64
o 1.791 1.787
{+) (B) C. negformans C. negformans
76
T 1.732 1.727
(+) (B) C._negformans C. negformans
ﬂ 1.775
(+) (B) C. negformans C. negformans -
78
(++) (A) C. neoformans var. grubii C. negformans var. grubii

Fonte: OLIVEIRA, E.P (2021).

McTaggart e colaboradores (2011) realizaram um estudo de custeio de cada analise,
comprovando o custo benéficio da técnica. Ele afirma que, embora a aquisicdo da
maquina apresente um custo alto, um investimento de 200.000,00 doélares, pois este
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equipamento possui diversas aplicacbes laboratoriais de relevancia clinica tanto
bacteriana como flngica, sua analise diferentemente de outros equipamentos de
identificagcdo, pode ser realizada diretamente do material bioldgico. Ele ainda
complementa que o custo da preparacdo de cada amostra custa aproximadamente 0,50
dolares. Por este motivo, este equipamento torna a analise de baixo custo, rapida e que
possui elevada qualidade e confiabilidade.

De acordo com alguns estudos, tais como Soares et al. (2019) e o Consenso de
Criptococose (2008), o C. gattii € uma espécie endémica no Brasil, especialmente, nas
regides Norte e Nordeste, e o C. neoformans se faz mais prevalente nas regides Sul e
Sudeste. No entanto, no nosso estudo, sé houve o isolamento de espécies de C.
neoformans, o que pode ser justificado por se tratar de uma espécie que acomete mais
pacientes imunocomprometidos, embora, neste mesmo estudo foi reportado casos de
pacientes ndo-HIV sendo acometido por C. neoformans. Isso implica dizer que, ainda ha
muito a ser estudado a cerca de eco-epidemiologia deste fungo, principalmnte na regiao
Nordeste.

5.5 CARACTERIZACAO MOLECULAR ATRAVES DO ERIC-PCR

Para determinar a relacdo genética dos isolados através do ERIC-PCR (Figura 17),
foi realizada uma escolha de forma aleatdria de oito isolados, a principio para verificar a
reprodutibilidade da técnica, estes apresentaram bandas polimérficas indicando a
presenca de variabilidade genética entre os isolados de uma mesma espécie C.
neoformans. De acordo com a presencga ou auséncia de bandas, os dados obtidos foram
analisados utilizando-se o programa Past (método UPGMA-utilizando-se o coeficiente de
Jaccard), e desta forma houve a construcao de um dendograma.

O dendograma revelou a existéncia de dois grupos principais homogéneos (A e B)
apresentando coeficiente de relacdo genética variando de 6,0% a 100%. O grupo A e B

incluem amostras de mesma regido e também de regides distintas.
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Figura 17. Dendograma de oito isolados de Cryptococcus sp. gerados a partir de bases genéticas

através de fragmentos amplificados pelo ERIC-PCR.
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Fonte: OLIVEIRA, E. P (2021).

A Figura 18 fornece uma ilustracdo das amostras analisadas com base nos
gendtipos. No grupo A, € possivel verificar que, o isolado C62 e C29 sdo clones, pois
aprsentaram 100% de relacdo genética apesar de serem oriundos de pacientes que
residiam em regides geograficas diferentes (Recife e Brejo da Madre de Deus,
respectivamente) e apesar de clones, apresentaram também CIMs diferentes para as
drogas antifingicas avaliadas bem como para o composto sintético NTT, este dado
também é notado nos isolados C63 e C64, estes, oriundos de Paulista e Recife,
respectivamente. E possivel observar que, os isolados C62 e C64, pertencentes ao grupo
A e, oriundos de pacientes residentes de uma mesma regido geogréafica (Recife)
apresentam relacdo genética de apenas 18,0%, aproximadamente. No grupo B, os
isolados C41 e C47 pertencentes a pacientes residentes de Recife e Tabira,
respectivamente, apresentaram relacdo genética de 48,0%. O isolado C45 pertencente a
um paciente de Serra Talhada apresentou 18,0% de similaridade com o C41 e C47. O
isolado C39 oriundo de um paciente pertecente a regiao geografica de Paulista € o mais

distante geneticamente quando comparados aos demais apresentando 12,0% de
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similaridade ao C41, C47 e C45, e estes, do grupo B se apresentaram geneticamente
distantes quando comparardos ao grupo A, cerca de apenas 6% de relagéo genética. E
notado que, apesar dos isolados C41, C62 e C64 pertencerem a mesma regiao (Recife), o
isolado C41, encontra-se geneticamente distante, apresentando, 6% aproximadamente de
relacdo genetica, 0 mesmo se observa nos isolados C39 e C63, com 6%

aproximadamente de similaridade genética.

Figura 18. Relacao genética das espécies de acordo as regides de moradia dos pacientes.

4 A

GRUPO A [solado Regiio de origem [solado
C29  Brejo de Madre de Deus - Cc29
C39 Paulista - PE
C41 Recte - PE Lot
c45 Serra Talhada - PE siiaridade
c47 Tabira - PE
C62 Recife -PE
\ ﬂ:@ _[ C63 Paulsta - PE C63 /
Ced Recife -PE Cé4
GRUPO B [solado Regiio de origem [solado
C29  Brejo de Madre de Deus - PE C29
C39 Paulista - PE €39
Recife -PE 41
o T 75| OB
Tabira - PE c47
C62 Recife -PE C62
C63 Palista - PE C63
Cod Recife - PE Cod
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Paulista - PE _
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Paulista -PE
Recife - PE

Fonte: OLIVEIRA, E.P (2021).

Santos e colaboradores (2020), utilizaram o ERIC-PCR como uma ferramenta a mais
para identificar e caracterizar geneticamente cinco isolados do género Candida, e
verificaram que esta ferramenta demonstrou total eficacia, apesar de ser uma técnica que
inicialmente foi criada para identificacdo e caracterizacdo bacteriana. Um outro estudo

realizado por Marisol (2019), ao analisar 19 cepas de Cryptococcus neoformans, também
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verificou ampla versatilidade para a caracterizacdo molecular, registrando 62% de relacao
genética até cepas geneticamente idénticas, clones (100%), corroborando nosso estudo
nos dados obtidos e de reprodutibilidade. Sendo assim, & possivel inferir que esta
ferramenta pode sim, ser de suma importancia, pois garante resultados rapidos e de baixo
custo.

De acordo com Almeida e colaboradores (2015), Mey e cobaloradores (2016) e
Andrade e colaboradores (2010) as variabilidades genéticas estdo intimamente
relacionadas a variacbes de expressdes fenotipicas, e consequentemente a multiplos
fatores de viruléncia ou pefil de susceptibilidade antifingica. Estas caracterizacfes podem
contribuir para diferentes perfis clinicos da doenca, sendo assim, esta informacgéo
corrobora nosso estudo, no entanto, através deste estudo, ainda é possivel predizer que,
em nosso isolados (C29, C62 e C63, C64) mesmo sendo geneticamente idénticos, ou
seja, clones, eles apresentaram CIMs diferentes frente aos antifungicos testados,
inclusive perfil de resisténcia, bem como CIMs diferentes frente ao composto NTT. Sendo
assim, pode-se dizer que, a diversidade genética fangica bem como espécies
geneticamente idénticas podem apresentar resisténcia antifUngica, o que confirma a
necessidade de técnicas cada vez mais rapidas, econbémicas e de reprodutividade
acessivel.

E importante frisar que, dos 24 isolados obtidos, oito (33,33%) tiveram sua
caracterizacdo molecular pelo ERIC-PCR concluido, pois em decorréncia ao COVI-19, ou
seja, a pandemia, nao foi possivel a realizacdo dessa analise para os demais isolados, no
entanto, os demais encontram-se com seu DNA devidamente extraidos e estocados, para
assim, em um momento subsequente concluirmos esta etapa analitica proposta no

estudo.
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6 CONCLUSAO

Com base nos dados obtidos neste estudo, pode-se concluir que, a maioria dos
pacientes diagnosticados com criptococose conviviam com o HIV e pertenciam ao género
masculino;

A faixa etéria de maioir acometimento da criptococose se deu entre 30-49 anos, de
etnia negra, sem ocupacéo estabelecida e residentes do municipio de Recife-PE;

O maior numero de registro de criptococose se deu no ano de 2018 em pacientes
HIV positivo, destes, a maioria ndo fazia uso do TARV de forma regular;

O principal sintoma apresentado foi a febre;

A meningoencefalite foi a principal forma clinica apresentada entre os dois grupos de
pacientes (HIV positico e negativo), destes, a maioria teve seu nivel de consciéncia
preservada;

A tuberculose foi o tipo de coinfeccdo mais relatado entre os dois grupos de
pacientes reportados;

O esquema terapéutico mais utilizado foi a combinacdo de anfotericina B e
fluconazol;

A relacdo de nimero de 6bito e alta hospitalar mostrou igualdade percentual,

O antifingico que apresentou melhores resultados in vitro foi a anfotericina B;

O Cryptococcus neoformans foi o principal agente etiolégico dos casos de
cripotococose neste estudo, contrariando estudo epidemioldgicos realizados no Nordeste;

Todos os oitos isolados avaliados através da técnica do ERIC-PCR apresentaram
taxas de relagBes genética, destes, quatro se mostraram clones, embora oriundos de
regides diferentes e apresentanto comportamentos antifingicos distintos.

Diante do exposto, é sabido que os resultados obtidos neste trabalho demonstram a
importancia de estudos epidemioldgicos, e € verdade que estes dados servirdo de base
de dados para futuros estudos neste estado, bem como fora dele.
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Mycobacierium tubsrculasis which is respansible for fubsrculoss (TE) and
Cryptococous Sp. responsible for cryplococcosis are pafhogenic microonganisms that
especially affect paients infecied with the human mmunodeficiency virus (HIV). Bath
disezoes prasent similar dassic symploms, which makes dagnosis and treatmend
consequerily difficull. To our knowledge, a few reporbed cases of M. ubenculasis and
Crypbococous Sp. co-infection in non-HIV pasents exist. This study reports a TB and
neuncrypiocaccoss (WC) comorbidity case in a patient who had na dinical or
seralogical evidence of HIV-compromesed immunity. A 28-year-old male patiend, 2
farmer with a law sducation |evel, previously disgnosed with TB and was undergaing
treabment for a month when his presented progressive headaches, fever, drowsiness
and photosensitivity, a shiff neck and a positive Laségue test. During hospitalizaton,
the patierd was alsn diagnosed with NC through a cerebrospinal fiuid (C5F) analysis
which revealed the presence of capsulated yeasts by confrast with chinafindia ink.
Foliowing fhe yeasi isolation, projeomic and malecular analyzes wene performed. The
patient received antifungal therapy in paralled with TB treabment, which caused
complications and had to be medified twice. However, after three months of
hespitalization the patien was discharged. Co-infiection with fuberculoss and
cryplococoasis i a cinical and kaboralony challenge, ofien leading bo a delay in
diagnosis. In this paper we emphasize fhe need io understand these infectious
comarbidities in nan-HV and South Amenca patients, smoe the few cases repored in
e berabure ane from shudies conducied in fhe Uniled States and China.
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APENDICE C

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE MICOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA DE FUNGOS

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA MENORES DE 12 a 18 ANOS - Resolucg&o 466/12)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa
(Cryptococcus:  Determinagcdo do  Perfil  Clinico-Demografico de  Pacientes
Imunocomprometidos Atendidos em unidades de salde publica do Pernambuco). Esta
pesquisa é de responsabilidade da pesquisadora Erténia Paiva Oliveira, Rua: Padre
Champagnat, 120, varzea, CEP: 50740-320, Recife-PE; Telefone (81-998913505), e-mail:
oliveiraertenia@gmail.com, inclusive ligacdes a cobrar e esta sob a orientacdo do: Prof.
Reginaldo Goncalves de Lima Neto- Telefone para contato: (81 2126 8525), e-mail:
goncalves_reginaldo@hotmail.com.

Caso este Termo de Consentimento contenha informacdo que nédo lhe seja
compreensiveis, as duvidas podem ser tiradas com a pessoa que esta Ihe entrevistando e
apenas ao final, quando todos os esclarecimentos forem dados e concorde com a
realizacdo do estudo pedimos que rubrique as folhas e assine ao final deste documento,
gue estd em duas vias, uma via lhe serd entregue para que seus pais ou responsavel
possam guarda-la e a outra ficard com o pesquisador responsavel.

Vocé sera esclarecido (a) sobre qualquer duavida e estara livre para decidir
participar ou recusar-se. Caso ndo aceite participar, ndo havera nenhum problema,
desistir € um direito seu. Para participar deste estudo, o responsavel por vocé devera
autorizar e assinar um Termo de Consentimento, podendo retirar esse consentimento ou
interromper a sua participacdo a qualquer momento, sem nenhum prejuizo.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

» Descricdo da pesquisa: Esta pesquisa tem como objetivo realizar levantamento
epidemiologico da criptococose (infec¢do fungica) em pacientes imunocomprometidos
(imunidade baixa) em hospitais localizados no Pernambuco, possibilitando o
diagnostico e promovendo posteriormente uma avaliagdo in vitro do potencial
antifingico comercialmente disponiveis bem como a utilizacdo de derivados de tiofenos
(moléculas a serem testadas), além da identificacdo proteémica e molecular para

identificacdo de novas variedades do complexo Cryptococcus.
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» Esclarecimento do periodo de participacdo do voluntario na pesquisa: A coleta de
dados s0 se iniciara apés aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa do CCS/UFPE.
Havera a coleta de material bioldgico (LCR-liquido cefalorraquidiano). A coleta do LCR
sera realizado por equipe médica através de uma puncdo lombar, em ambiente
hospitalar. Esse material sera encaminhado para o laboratorio de Micologia Médica- no
Departamento de Micologia/ UFPE, para posteriormente ser realizado o diagndstico
micoldgico laboratorial. As coletas seréo realizadas conforme a solicitacdo medica.

» RISCOS diretos para o voluntario:
Os riscos, quando houver, serdo minimos, pois a coleta das amostras biolégicas sera
realizada por profissionais qualificados e habilitados. Serdo utilizados para o
desenvolvimento da referida pesquisa apenas amostras biolégicas de pacientes que
tiverem solicitacdo médica para diagnéstico micoldgico, independente de execucdo do
projeto. Adicionalmente, o pesquisador se compromete com a manipulacdo do material
de forma adequada e segura. Além disto, 0 pesquisador se compromete com a
manipulagdo adequada e confidencialidade dos dados coletados conforme declaragéo
anexada na plataforma brasil. O Unico risco direto serd, caso ocorra, constrangimento no
momento da solicitacdo da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE). No entanto, ser& esclarecido ao paciente sobre o direito de ndo querer participar
da pesquisa ou de desistir em qualquer etapa da mesma.

> BENEFICIOS diretos e indiretos para os voluntarios:

O trabalho contribuira com o diagnéstico de confianca, podendo assim tracar um perfil

epidemioldgico desta micose oportunista que é a criptococose (infeccao fangica), além da

identificacdo molecular das novas espécies em descoberta, bem como a realizacédo de

perfil de sensibilidade, tendo em vista o niumero limitado dos antifangicos comercializados,

visando assim tratamentos mais eficazes.

As informacgdes desta pesquisa serdao confidenciais e serdo divulgadas apenas em
eventos ou publicagbes cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, a ndo ser
entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participacao.
Os dados coletados nesta pesquisa (idade, sexo, doenca de base, uso de medicamentos,
etc), ficardo armazenados em (pastas de arquivo no computador pessoal do pesquisador
responsavel), sob a responsabilidade do (Erténia Paiva Oliveira), no endereco (acima
informado) e sob responsabilidade de Dr. Reginaldo Gongalves de Lima Neto, no
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endereco, Rua: prof. Morais Rego, 1235-cidade universitaria, CEP: 50670-901, Recife-PE,
tel: (81) 2126 8959, pelo periodo de minimo 5 anos.

O (a) senhor (a) ndo pagara nada para participar desta pesquisa. Se houver
necessidade, as despesas para a sua participacdo serdo assumidas pelos pesquisadores
(ressarcimento de transporte e alimentacdo). Fica também garantida indenizagcdo em
casos de danos, comprovadamente decorrentes da participagcdo na pesquisa, conforme
decisao judicial ou extra-judicial.

Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera
consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no
endereco: (Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria,
Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

Assinatura do pesquisador (a)

ASSENTIMENTO DO(DA) MENOR DE IDADE EM PARTICIPAR COMO
VOLUNTARIO(A)

Eu, , portador (a) do documento de
Identidade (se ja tiver documento), abaixo assinado, concordo em
participar do estudo “Cryptococcus: Determinacdo do Perfil Clinico-Demogréafico de
Pacientes Imunocomprometidos Atendidos em unidades de saude puablica do
Pernambuco” como voluntario (a). Fui informado (a) e esclarecido (a) pelo (a) pesquisador
(a) sobre a pesquisa, 0 que vai ser feito,
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS - Resolugéo 466/12)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa
(Cryptococcus: Determinacdo do  Perfil  Clinico-Demografico de  Pacientes
Imunocomprometidos Atendidos em unidades de saude publica do Pernambuco). Esta
pesquisa € de responsabilidade da pesquisadora Erténia Paiva Oliveira Rua: Padre
Champagnat, 120, varzea, CEP: 50740-320, Recife-PE; Telefone (81- 998913505), e-
mail: oliveiraertenia@gmail.com, inclusive ligacdes a cobrar e est4 sob a orientacdo do:
Prof. Reginaldo Goncalves de Lima Neto- Telefone para contato: (81 2126 8525), e-mail:
goncalves reginaldo@hotmail.coml

Caso este Termo de Consentimento contenha informacdo que nao lhe seja
compreensivel, as duvidas podem ser tiradas com a pessoa que esta Ihe entrevistando e
apenas ao final, quando todos os esclarecimentos forem dados e concorde com a
realizacdo do estudo pedimos que rubrique as folhas e assine ao final deste documento,
gue estd em duas vias, uma via Ihe sera entregue para que seus pais ou responsavel
possam guarda-la e a outra ficara com o pesquisador responsavel.

Vocé sera esclarecido (a) sobre qualquer divida e estara livre para decidir participar ou
recusar-se. Caso nao aceite participar, nao havera nenhum problema, desistir € um direito seu.
Para participar deste estudo, o responsavel por vocé devera autorizar e assinar um Termo de
Consentimento, podendo retirar esse consentimento ou interromper a sua participacdo a qualquer
momento, sem nenhum prejuizo.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

» Descricdo da pesquisa: Esta pesquisa tem como objetivo realizar levantamento
epidemiologico da criptococose (infec¢do fungica) em pacientes imunocomprometidos
(imunidade baixa) em hospitais no Pernambuco, possibilitando o diagnéstico e
promovendo posteriormente uma avaliacdo in vitro do potencial antifingico
comercialmente disponiveis bem como a utilizagdo de derivados de tiofenos (moléculas
a serem testadas), além da identificacdo protedmica e molecular para identificacdo de

novas variedades do complexo Cryptococcus.

» Esclarecimento do periodo de participacdo do voluntario na pesquisa: A coleta de
dados s6 se iniciara apos aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa do CCS/UFPE.

Havera a coleta de material bioldgico (LCR-liquido cefalorraquidiano). A coleta do LCR
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sera realizado por equipe meédica através de uma puncdo lombar, em ambiente
hospitalar. Esse material sera encaminhado para o laboratério de Micologia Médica- no
Departamento de Micologia/ UFPE, para posteriormente ser realizado o diagndstico

micoldgico laboratorial. As coletas serdo realizadas conforme a solicitacdo médica.

» RISCOS diretos para o voluntario:

Os riscos, quando houver, serdo minimos, pois a coleta das amostras biologicas sera
realizada por profissionais qualificados e habilitados. Serdo utlizados para o
desenvolvimento da referida pesquisa apenas amostras biolégicas de pacientes que
tiverem solicitacdo médica para diagnostico micolégico, independente de execucdo do
projeto. Adicionalmente, o pesquisador se compromete com a manipulacédo do material de
forma adequada e segura. Além disto, o pesquisador se compromete com a manipulagéo
adequada e confidencialidade dos dados coletados conforme declaracdo anexada na
plataforma brasil. O Unico risco direto sera, caso ocorra, constrangimento no momento da
solicitacdo da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). No
entanto, sera esclarecido ao paciente sobre o direito de ndo querer participar da pesquisa
ou de desistir em qualquer etapa da mesma.
> BENEFICIOS diretos e indiretos para os voluntarios.

O trabalho contribuird com o diagnéstico de confianca, podendo assim tracar um perfil
epidemioldgico desta micose oportunista que é a criptococose (infeccao fungica), além da
identificacdo molecular das novas espécies em descoberta, bem como a realizacdo de
perfil de sensibilidade, tendo em vista o niumero limitado dos antifungicos comercializados,
visando assim tratamentos mais eficazes.

As informacg0es desta pesquisa serdo confidenciais e serédo divulgadas apenas em
eventos ou publicagbes cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, a ndo ser
entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participacao.
Os dados coletados nesta pesquisa (idade, sexo, doenca de base, uso de medicamentos,
etc), ficardo armazenados em (pastas de arquivo no computador pessoal do pesquisador
responsavel), sob a responsabilidade do (Erténia Paiva Oliveira), no endereco (acima
informado), e sob responsabilidade de Dr. Reginaldo Gongalves de Lima Neto, no
endereco, Rua: prof. Morais Rego, 1235-cidade universitaria, CEP: 50670-901, Recife-PE,
tel: (81) 2126 8959, pelo periodo de minimo 5 anos.

O (a) senhor (a) ndo pagara nada para participar desta pesquisa. Se houver

necessidade, as despesas para a sua participacéo serdo assumidos pelos pesquisadores
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(ressarcimento de transporte e alimentacdo). Fica também garantida indenizacdo em
casos de danos, comprovadamente decorrentes da participagcdo na pesquisa, conforme
decisao judicial ou extra-judicial.

Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera
consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no
endereco: (Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria,
Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br)

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF , abaixo assinado,
pelo meu representante legal, ap6s a escuta da leitura deste documento e ter tido a oportunidade
de conversar e esclarecido as minhas didvidas com o pesquisador responsavel, concordo em
participar do estudo (Cryptococcus: Determinacdo do Perfil Clinico-Demogréafico de Pacientes
Imunocomprometidos Atendidos em unidades de saude publica do Pernambuco), como voluntario
(a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo(a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, 0s
procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de
minha participagdo. Foi-me garantido que posso retirar 0 meu consentimento a qualquer
momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou interrupcdo de meu acompanhamento/
assisténcia/tratamento).

Local e data

Assinatura do participante:

Impresséo digital

(opcional)

Presenciamos a solicitacdo de assentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e
aceite do/a voluntario/a em participar. 02 testemunhas (n&o ligadas a equipe de
pesquisadores):

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA ADULTOS IMPOSSIBILITADOS DE ASSINAR O TCLE - Resolugéo 466/12)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa
(Cryptococcus: Determinacdo do  Perfil  Clinico-Demografico de  Pacientes
Imunocomprometidos Atendidos em unidades de saude publica do Pernambuco). Esta
pesquisa é de responsabilidade da pesquisadora Erténia Paiva Oliveira, Rua: Padre
Champagnat, 120, varzea, CEP: 50740-320, Recife-PE; Telefone (81- 998913505), e-
mail: oliveiraertenia@gmail.com, inclusive ligacdes a cobrar e estd sob a orientacao do:
Prof. Reginaldo Goncalves de Lima Neto- Telefone para contato: (81 2126 8525), e-mail:
goncalves_reginaldo@hotmail.com.

Caso este Termo de Consentimento contenha informacdo que nao |he seja
compreensivel, as dividas podem ser tiradas com a pessoa que esta lhe entrevistando e
apenas ao final, quando todos os esclarecimentos forem dados e concorde com a
realizacdo do estudo pedimos que rubrique as folhas e assine ao final deste documento,
gue estd em duas vias, uma via lhe sera entregue para que seus pais ou responsavel
possam guarda-la e a outra ficara com o pesquisador responsavel.

Vocé sera esclarecido (a) sobre qualquer divida e estara livre para decidir participar ou
recusar-se. Caso nao aceite participar, ndo havera nenhum problema, desistir € um direito seu.
Para participar deste estudo, o responsavel por vocé devera autorizar e assinar um Termo de
Consentimento, podendo retirar esse consentimento ou interromper a sua participacao a qualquer
momento, sem nenhum prejuizo.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

» Descricdo da pesquisa: Esta pesquisa tem como objetivo realizar levantamento
epidemioldgico da criptococose (infeccdo fungica) em pacientes imunocomprometidos
(imunidade baixa) em hospitais localizados no Pernambuco, possibilitando o
diagnostico e promovendo posteriormente uma avaliagdo in vitro do potencial
antifingico comercialmente disponiveis bem como a utilizagéo de derivados de tiofenos
(moléculas a serem testadas), além da identificacdo proteémica e molecular para

identificacdo de novas variedades do complexo Cryptococcus.

» Esclarecimento do periodo de participacdo do voluntario na pesquisa: A coleta de
dados s6 se iniciara apos aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa do CCS/UFPE.
Havera a coleta de material biologico (LCR-liquido cefalorraquidiano). A coleta do LCR

sera realizado por equipe meédica através de uma puncdo lombar, em ambiente
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hospitalar. Esse material sera encaminhado para o laboratério de Micologia Médica- no
Departamento de Micologia/ UFPE, para posteriormente ser realizado o diagndstico
micoldgico laboratorial. As coletas seréo realizadas conforme a solicitagdo meédica.

» RISCOS diretos para o voluntario:

Os riscos, quando houver, serdo minimos, pois a coleta das amostras bioldgicas sera
realizada por profissionais qualificados e habilitados. Serdo utlizados para o
desenvolvimento da referida pesquisa apenas amostras bioldégicas de pacientes que
tiverem solicitacdo médica para diagnostico micoldgico, independente de execucao do
projeto. Adicionalmente, o pesquisador se compromete com a manipulacdo do material de
forma adequada e segura. Além disto, o pesquisador se compromete com a manipulacéo
adequada e confidencialidade dos dados coletados conforme declaragdo anexada na
plataforma brasil. O Unico risco direto sera, caso ocorra, constrangimento no momento da
solicitacdo da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). No
entanto, sera esclarecido ao paciente sobre o direito de ndo querer participar da pesquisa
ou de desistir em qualquer etapa da mesma.

> BENEFICIOS diretos e indiretos para os voluntarios.

O trabalho contribuird com o diagndstico de confianca, podendo assim tracar um perfil
epidemioldgico desta micose oportunista que € a criptococose (infeccdo fangica), além da
identificacdo molecular das novas espécies em descoberta, bem como a realizacdo de
perfil de sensibilidade, tendo em vista 0 numero limitado dos antifingicos comercializados,
visando assim tratamentos mais eficazes.

As informacfes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em
eventos ou publicacBes cientificas, ndo havendo identificagcdo dos voluntarios, a ndo ser
entre 0s responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participacao.
Os dados coletados nesta pesquisa (idade, sexo, doenca de base, uso de medicamentos,
etc), ficardo armazenados em (pastas de arquivo no computador pessoal do pesquisador
responsavel), sob a responsabilidade do (Erténia Paiva Oliveira), no endere¢o (acima
informado), e sob responsabilidade de Dr. Reginaldo Gongalves de Lima Neto, no
endereco, Rua: prof. Morais Rego, 1235-cidade universitaria, CEP: 50670-901, Recife-PE,
tel: (81) 2126 8959, pelo periodo de minimo 5 anos.

O (a) senhor (a) ndo pagara nada para participar desta pesquisa. Se houver
necessidade, as despesas para a sua participacdo serdo assumidos pelos pesquisadores

(ressarcimento de transporte e alimentacdo). Fica também garantida indenizacdo em
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casos de danos, comprovadamente decorrentes da participacdo na pesquisa, conforme
decisao judicial ou extra-judicial.

Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera
consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no
endereco: (Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria,
Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF , abaixo assinado,
pelo meu representante legal, apds a escuta da leitura deste documento e ter tido a oportunidade
de conversar e esclarecido as minhas duvidas com o pesquisador responsavel, concordo em
participar do estudo (Cryptococcus: Determinacdo do Perfil Clinico-Demogréafico de Pacientes
Imunocomprometidos Atendidos em unidades de saude publica do Pernambuco), como voluntario
(a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo(a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, 0s
procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de
minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar 0 meu consentimento a qualquer
momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou interrupcdo de meu acompanhamento/
assisténcia/tratamento).

A rogo de , que é (ndo alfabetizado/juridicamente

incapaz/ deficiente visual), eu assino o

presente documento que autoriza a sua participagao neste estudo.

Assinatura

Local e data:

Presenciamos a solicitagédo de assentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e
aceite do/a voluntario/a em participar. 02 testemunhas (néo ligadas a equipe de
pesquisadores):

Nome: Nome:

Assinatura; Assinatura;
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA RESPONSAVEL LEGAL PELO MENOR DE 18 ANOS - Resolug&o 466/12)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa
(Cryptococcus: Determinacdo do  Perfil  Clinico-Demografico de  Pacientes
Imunocomprometidos Atendidos em unidades de saude publica do Pernambuco). Esta
pesquisa é de responsabilidade da pesquisadora Erténia Paiva Oliveira, Rua: Padre
Champagnat, 120, varzea, CEP: 50740-320, Recife-PE; Telefone (81- 998913505), e-
mail: oliveiraertenia@gmail.com, inclusive ligacdes a cobrar e est4 sob a orientacdo do:
Prof. Reginaldo Goncalves de Lima Neto- Telefone para contato: (81 2126 8525), e-mail:
goncalves reginaldo@hotmail.com.

Caso este Termo de Consentimento contenha informacdo que nao lhe seja
compreensiveis, as duvidas podem ser tiradas com a pessoa que esta Ihe entrevistando e
apenas ao final, quando todos os esclarecimentos forem dados e concorde com a
realizacédo do estudo pedimos que rubrique as folhas e assine ao final deste documento,
gue estd em duas vias, uma via lhe sera entregue para que seus pais ou responsavel
possam guarda-la e a outra ficara com o pesquisador responsavel.

Vocé sera esclarecido (a) sobre qualquer divida e estara livre para decidir participar ou
recusar-se. Caso nao aceite participar, ndo havera nenhum problema, desistir € um direito seu.
Para participar deste estudo, o responsavel por vocé devera autorizar e assinar um Termo de
Consentimento, podendo retirar esse consentimento ou interromper a sua participacdo a qualquer
momento, sem nenhum prejuizo.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

» Descricdo da pesquisa: Esta pesquisa tem como objetivo realizar levantamento
epidemiologico da criptococose (infec¢do fungica) em pacientes imunocomprometidos
(imunidade baixa) em hospitais no Pernambuco, possibilitando o diagnéstico e
promovendo posteriormente uma avaliacdo in vitro do potencial antifingico
comercialmente disponiveis bem como a utilizagdo de derivados de tiofenos (moléculas
a serem testadas), além da identificacdo protedmica e molecular para identificacdo de

novas variedades do complexo Cryptococcus.

» Esclarecimento do periodo de participacdo do voluntario na pesquisa: A coleta de

dados so se iniciara apdés aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa do CCS/UFPE.
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Havera a coleta de material biologico (LCR-liquido cefalorraquidiano). A coleta do LCR
sera realizado por equipe médica através de uma puncdo lombar, em ambiente
hospitalar. Esse material sera encaminhado para o laboratorio de Micologia Médica- no
Departamento de Micologia/ UFPE, para posteriormente ser realizado o diagnostico

micoldgico laboratorial. As coletas serdo realizadas conforme a solicitacdo médica.

» RISCOS diretos para o voluntario:

Os riscos, quando houver, serdo minimos, pois a coleta das amostras bioldgicas sera
realizada por profissionais qualificados e habilitados. Serdo utilizados para o
desenvolvimento da referida pesquisa apenas amostras bioldégicas de pacientes que
tiverem solicitacdo médica para diagndostico micoldgico, independente de execucao do
projeto. Adicionalmente, o pesquisador se compromete com a manipulacado do material de
forma adequada e segura. Além disto, o pesquisador se compromete com a manipulacéo
adequada e confidencialidade dos dados coletados conforme declaracdo anexada na
plataforma brasil. O Unico risco direto serd, caso ocorra, constrangimento no momento da
solicitacdo da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). No
entanto, sera esclarecido ao paciente sobre o direito de ndo querer participar da pesquisa
ou de desistir em qualquer etapa da mesma.

> BENEFICIOS diretos e indiretos para os voluntarios:

O trabalho contribuird com o diagndstico de confianca, podendo assim tracar um perfil
epidemioldgico desta micose oportunista que € a criptococose (infeccéo fungica), além da
identificacdo molecular das novas espécies em descoberta, bem como a realizacdo de
perfil de sensibilidade, tendo em vista o niumero limitado dos antifangicos comercializados,
visando assim tratamentos mais eficazes.

As informacfes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em
eventos ou publicacdes cientificas, ndo havendo identificagdo dos voluntarios, a ndo ser
entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participacao.
Os dados coletados nesta pesquisa (idade, sexo, doenca de base, uso de medicamentos,
etc), ficardo armazenados em (pastas de arquivo no computador pessoal do pesquisador
responsavel), sob a responsabilidade do (Erténia Paiva Oliveira), no endere¢co (acima
informado), e sob responsabilidade de Dr. Reginaldo Goncgalves de Lima Neto, no
endereco, Rua: prof. Morais Rego, 1235-cidade universitaria, CEP: 50670-901, Recife-PE,
tel: (81) 2126 8959, pelo periodo de minimo 5 anos.
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O (a) senhor (a) ndo pagara nada para participar desta pesquisa. Se houver
necessidade, as despesas para a sua participacéo serdo assumidos pelos pesquisadores
(ressarcimento de transporte e alimentagdo). Fica também garantida indenizacdo em
casos de danos, comprovadamente decorrentes da participacdo na pesquisa, conforme
deciséo judicial ou extra-judicial.

Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera
consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no
endereco: (Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria,
Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF , responsavel por
, abaixo assinado, pelo meu representante legal,
apos a escuta da leitura deste documento e ter tido a oportunidade de conversar e esclarecido as
minhas davidas com o pesquisador responsavel, concordo em participar do estudo (Cryptococcus:
Determinacdo do Perfil Clinico-Demografico de Pacientes Imunocomprometidos Atendidos em
unidades de saude publica do Pernambuco), como voluntario (a). Fui devidamente informado (a) e
esclarecido (a) pelo(a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, 0os procedimentos nela envolvidos,
assim como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido
gue posso retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer
penalidade (ou interrupcdo de meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento).

Local e data

Assinatura do participante:

Impressao digital

(opcional)

Presenciamos a solicitagcédo de assentimento, esclarecimentos sobre a pesquisae
aceite do/a voluntario/a em participar. 02 testemunhas (néo ligadas a equipe de
pesquisadores):

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:
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APENDICE H

INSTRUMENTO PARA COLETA DE DADOS DO PRONTUARIO

1. Dados do Paciente

1. Nome do Paciente:

2. ldade: Sexo: Profissao: Telefone () -

2. Dados da Internacéo

1. Data da internagé&o: hora da internacéo:

2. Doenga de base:

3. Qual Hospital foi internado:

4. Setor que foi encaminhado no ato da internagé&o:

5. Hipotese (s) diagndstico (s):

6. Exame (s) solicitado (s):

7. Tratamento:

8. Evolucdo do paciente:

9. Tipo de saida do hospital: A. Alta; Data da alta: B. obito; Data do obito:
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