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RESUMO

A histoplasmose, causada pelo fungo Histoplasma capsulatum, é a mais prevalente das
micoses sistémicas e doenca marcadora da sindrome de imunodeficiéncia adquirida (AIDS).
Foi realizada andlise descritiva de 254 casos de histoplasmose em pacientes com AIDS, no
periodo de 2006 a 2010, no Estado do Ceard, Nordeste do Brasil, descrevendo os aspectos
epidemioldgicos, clinicos, laboratoriais e terapéuticos. Adicionalmente, buscou-se determinar
o perfil de sensibilidade in vitro de cepas de H.capsulatum. O teste de sensibilidade in vitro
foi realizado, pelo método da microdiluicdo, segundo protocolo M-27A2 do CLSI, em cepas
de H. capsulatum nas fases filamentosa e leveduriforme, frente os antifingicos anfotericina B,
fluconazol, itraconazol, voriconazol e caspofungina, e o antimicrobiano sulfametoxazol-
trimetoprim, comparando-se cepas obtidas dos casos do periodo analisado e cepas clinicas
oriundas de pacientes do Sudeste do Brasil. Em 39,37% dos casos, a histoplasmose foi o
primeiro evento definidor de SIDA e em 80,4% dos pacientes a contagem de células CD4 era
menor do que 100 cells/ml. Os niveis de lactato desidrogenase estavam elevados em todos 0s
pacientes avaliados, observando-se comprometimento da funcdo hepéatica e renal, com
evolugéo para 6bito em 41,7% dos casos. O perfil de sensibilidade in vitro demonstrou que
ndo ha fendmeno de resisténcia antifungica entre as cepas avaliadas, e todas as cepas foram
sensiveis ao sulfametoxazol-trimetoprim. A CFM das drogas caspofungina, itraconazol,
voriconazol e sulfametoxazol-trimetoprim foi mais elevada para as cepas oriundas do
Nordeste em relacdo as cepas do Sudeste do Brasil. Existe aumento significativo no nimero
de casos de histoplasmose em individuos HIV positivos no Estado do Ceard, Nordeste do
Brasil, em relacdo a estudos anteriores, mas ndo ha fenémeno de resisténcia entre as cepas de
H. capsulatum, e estas demonstram sensibilidade ao sulfametoxazol-trimetoprim, com
diferenca no perfil de sensibilidade entre as cepas do Nordeste e Sudeste do Brasil.

Palavras-chave: Teste de sensibilidade antimicrobiana. Histoplasma capsulatum.
Antifangicos. Sulfametoxazol-Trimetoprim.



ABSTRACT

Histoplasmosis, caused by the fungus Histoplasma capsulatum, is the most prevalent of the
systemic mycoses and a marker disease for acquired immune deficiency syndrome (AIDS). A
descriptive analysis was carried out of 254 cases of patients suffering from histoplasmosis and
AIDS between 2006 and 2010 in the state of Ceard, northeastern Brazil, noting the
epidemiological, clinical, laboratory and therapeutic aspects. Additionally, the in vitro
sensitivity profile of strains of H. capsulatum in the filamentous and yeast phases was tested
by the microdilution method against the antifungals amphotericin B, fluconazole,
itraconazole, voriconazole and caspofungin and the combined antimicrobial sulfametoxazol-
trimetoprim, according to protocol M-27A2 from the CLSI. The results were compared with
those of strains obtained from southeastern Brazil. In 39.37% of the cases, histoplasmosis was
the first event indicating AIDS and in 80.4% of the patients the CD4 cell count was under 100
cells/ml. The levels of lactate dehydrogenase were high in all the patients evaluated, with
impaired hepatic and renal function evolving to death being observed in 41.7% of the cases.
The in vitro sensitivity profile demonstrated there was no antifungal resistance in the strains
analyzed and all the strains were sensitive to sulfametoxazol-trimetoprim. The MFC levels of
caspofungin, itraconazole, voriconazole and sulfametoxazol-trimetoprim were higher for the
strains from the Northeast than those from the Southeast. In recent years there has been a
significant increase in the number of histoplasmosis cases in HIV-positive individuals in the
state of Ceard, but the results showed no resistance among the strains of H. capsulatum tested.
These showed sensitivity of sulfametoxazol-trimetoprim, but there was a difference in
sensitivity between the strains from the northeastern and southeastern regions of Brazil.

Keywords: Antimicrobial Susceptibility Tests. Histoplasma capsulatum. Antimicotics.
Sulfamethoxazole-Trimethoprim.
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1 INTRODUCAO

1.1 Os aspectos historicos da histoplasmose

A histoplasmose, também conhecida como doenga de Darling, doenca das
cavernas, reticuloendoteliose e histoplasmose capsulata, inicia sua histéria em 1905, quando
Samuel Taylor Darling (Figura 1), patologista dos Estados Unidos, trabalhando para o
exercito do seu Pais, durante a construgdo do Canal do Panam4, realizou necropsia em um
carpinteiro de 27 anos de idade, com suspeita de calazar. Este havia apresentado quadro
clinico de febre irregular, hepatoesplenomegalia acentuada, associado a progressiva anemia e
leucopenia. Darling observou, em cortes histoldgicos dos pulmdes, baco e figado, a presencga
de numerosas estruturas intracelulares, em histiocitos, de formato redondo ou oval,
semelhantes a protozoarios do género Leishmania, mas parecendo conter uma capsula. No
ano seguinte, dois novos casos fatais, com quadro semelhante, foram diagnosticados,
configurando-se em uma nova doenga, que, segundo Darling, era causada por um protozoario,

0 qual denominou Histoplasma capsulatum (LACAZ et al., 2002).

Figura 1 - Samuel Taylor Darling (1872-1925), patologista dos Estados Unidos, que relatou o primeiro caso de
histoplasmose por Histoplasma capsulatum, em 1906.

Q

Fonte: www.antimicrobe.org.

Concomitantemente ao achado de Darling, também em 1906, nas Filipinas,
R.P.Strong observou microrganismos idénticos ao H. capsulatum, em lesdo de pele de cavalos
com linfangite epizoltica equina, denominando-o de Cryptococcus farciminosus,
redenominado posteriormente de Histoplasma farciminosus (BAUM; SCHWARZ, 1962).

Coube, entretanto, ao pesquisador brasileiro Henrique da Rocha Lima (Figura 2) o
reconhecimento desta nova patologia como uma micose, a0 comparar, em 1912, o material

estudado por Darling, com casos de linfangite epizoética equina, e esfregagos de sangue de
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casos de leishmaniose, verificando que o H. capsulatum era mais semelhante

morfologicamente a leveduras do que a protozoarios (LACAZ et al., 2002).

Figura 2 - Henrique da Rocha Lima (1879-1956), pesquisador brasileiro que demonstrou em 1912 a natureza
fungica do Histoplasma capsulatum.

Fonte: www.medbiography.blogspot.com.

Os medicos Dodd e Tompkins, em 1932, diagnosticaram a histoplasmose pela
primeira vez em individuo vivo, por meio de esfregacos de sangue periférico, quando
acompanhavam a evolucdo clinica de uma crianca portadora de anemia e doenca febril de
etiologia desconhecida, residente no Estado do Tennesse, Estados Unidos da America (EUA).
O material foi enviado para De Monbreun, também nos EUA, e este, apds isolamento do
fungo sob forma filamentosa, em cultura, produziu infeccGes experimentais em animais de
laboratdrio, observando a sua reversdo para a forma leveduriforme, concluindo que o fungo
apresentava dimorfismo térmico (LACAZ et al., 2002). Esse mesmo autor descreveu, em
1936, o primeiro caso de histoplasmose naturalmente adquirida em um cdo (DANIEL;
BAUM, 2002).

Em busca de novas formas de diagnostico da infecgcdo, Van Pernes et al. (1941),
utilizaram em teste intradérmico antigeno preparado com base no filtrado de cultura da fase
filamentosa do H. capsulatum, obtendo positividade em um paciente com histoplasmose, e
seus familiares, o que deu inicio aos inquéritos epidemiolégicos com histoplasmina (LACAZ
et al., 2002).

Até o0 ano de 1945, entretanto, apenas 80 casos da doenca haviam sido relatados
na literatura, sob o conceito de que a histoplasmose era uma doenca rara, com mecanismo de
transmissdo desconhecido, capaz de apresentar disseminagdo sistémica e quase sempre fatal
(PARSONS; ZARAFONETIS, 1945).

Neste mesmo ano, porém, Christie e Peterson (1945), nos Estados Unidos,
estudando individuos com diagndstico de tuberculose e focos de calcificacbes pulmonares, e

com negatividade a prova da tuberculina, observaram positividade no teste intradérmico com
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histoplasmina, demonstrando que a histoplasmose podia se manifestar sob formas clinicas
benignas. Esse achado também foi ressaltado por Furcolow, que demonstrou ter a
histoplasmose manifestacfes muito semelhantes a tuberculose, e mesmo ser confundida com
esta, estimando que muitos pacientes com histoplasmose ocupavam leitos em hospitais para
tuberculosos (FURCOLOW; BRASHER, 1956).

A primeira epidemia de histoplasmose foi descrita em 1947, por Cain, Devins e
Downing, e, a partir de entdo, em estudos epidemioldgicos, foi demonstrada a elevada
prevaléncia da infeccdo na regido central dos Estados Unidos, correspondendo a regido do rio
Mississipi, bem como em varias partes do mundo (EDWARDS; BILLINGS, 1971).

Os estudos morfoldgicos da fase saprofitaria do H. capsulatum foram realizados
por Emmons (1949, 1950), que obteve o primeiro isolamento do fungo, com base em duas
amostras de solo dos Estados Unidos, e por Ajello e Zeidberg (1951), que o isolaram em solo
rico em dejetos de aves e morcegos. Somente em 1972, porém, foi descrita por Kwon-Chung
a fase sexuada do H. capsulatum, denominando-a de Emmosiella capsulata, redenominada,
por McGinnis e Katz, de Ajellomyces capsulatus (MCGINNIS; KATZ, 1979).

Histdrias interessantes também sdo contadas, como a “doenca misteriosa” que
vitimou alguns participantes do grupo que teve acesso ao tumulo do farad egipcio
Tutankhamon. Assim, por varios anos, a doenga conhecida como “Maldigio de
Tutankhamon” ficou no imaginario popular até que a autopsia dos pulmdes de algumas
vitimas da “maldi¢ao” viria a resolver este famoso enigma, com a identificacdo do H.
capsulatum nos pulmdes autopsiados (DEAN, 1975; WALDRON, 1985; DEAN, 2002).

O H. capsulatum foi isolado pela primeira vez no Brasil em 1939, por Almeida e
Lacaz (ALMEIDA; LACAZ, 1939), em um paciente gque concomitantemente apresentava
cromoblastomicose. E em 1941, no Estado de Séo Paulo, foi identificado o segundo caso em
paciente internado em sanatdrio para tuberculosos, mas que apresentou a cultura de escarro
positiva para histoplasmose (WANKE, 1985).

No mesmo ano, foi relatado por Villela e Madureira Para o primeiro caso fatal de
histoplasmose disseminada no Brasil, em uma crianca de trés anos, no Estado de Minas
Gerais, com a observacdo, ao exame de fragmentos do figado, de células reticulo-endoteliais
parasitadas pelo H. capsulatum (LACAZ et al., 2002). Para avaliar a frequéncia da infeccao
pelo H. capsulatum, o pesquisador Alvimar Carvalho, em 1954, realizou inquérito
epidemiologico com histoplasmina na zona urbana do Rio de Janeiro, obtendo 16,4% de

positividade em 3653 individuos avaliados. Apesar dessa elevada taxa de infeccdo na
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populacdo urbana, Londero e Ramos, em 1978, ap6s revisdo de literatura, citaram apenas 34

casos publicados de histoplasmose aguda.

A primeira microepidemia no Brasil foi descrita em 1959, com o relato de 12
criancas, um adulto e um cédo, acometidos por histoplasmose, apds visita a uma gruta em
Paraiba do Sul, municipio do Estado do Rio de Janeiro (PAULA, 1959). Nesse mesmo
Estado, em 1986, foi realizado o primeiro isolamento do H. capsulatum em animais silvestres
assintomaticos, capturados em Rio da Prata, regido periurbana do Municipio do Rio de
Janeiro (ZANCOPE-OLIVEIRA; WANKE, 1986), com determinacio do indice de
contaminagdo do solo nessa regido, semelhante aos niveis observados em areas endémicas de
histoplasmose nos Estados Unidos (ZANCOPE-OLIVEIRA; WANKE, 1987). Nesse Estado,
ja foram relatadas mais de 18 microepidemias, o que o faz detentor da maioria dos casos
relatados no Brasil de histoplasmose aguda, apesar de a histoplasmose ser observada em todas
as regides brasileiras, tanto em seres humanos como em animais (NAIFF et al., 1996; AIDE,
2009).

O H. capsulatum foi isolado do solo em diferentes estados no Brasil (Bahia, Séo
Paulo, Minas Gerais, Brasilia, Mato Grosso e Rio Grande do Sul) (SILVA, 1956; FAVA
NETTO, 1967; ARAUJO, 1970; SCHMIDT; MACHADO; GALVAO, 1973; MORAES;
ALMEIDA, 1976; SEVERO et al., 1986; ZANCOPE-OLIVEIRA; WANKE, 1987;
LONDERO; WANKE, 1988).

No Estado do Ceard, foram realizados quatro inquéritos epidemioldgicos
utilizando a histoplasmina em intradermorreacdo, sendo o primeiro em 1986 por Coélho,
Gadelha e Camara, em 39 individuos, obtendo 23,7% de positividade na leitura de 48 horas.

Diogenes et al. (1990) realizaram inqueérito com 138 individuos, na Serra de
Pereiro, Ceara, obtendo 61,5% de positividade (DIOGENES et al., 1990), e, dois anos depois,
Alencar, Augusto Borges e Didgenes obtiveram, na cidade de Aracati, Ceara, em amostra com
316 participantes, 87,34% de positividade (ALENCAR; AUGUSTO BORGES; DIOGENES,
1992). Mapurunga et al. (1990), estudaram os casos de micoses profundas diagnosticadas no
periodo de janeiro de 1983 a dezembro de 1988, no Servico de Dermatologia do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal do Ceard, obtendo apenas um caso de histoplasmose
(MAPURUNGA et al., 1990). Em inquérito soroepidemioldgico de paracoccidioidomicose e
histoplasmose infeccdo realizado na cidade de Palméacia, Ceara, por Facanha et al.. (1991),
obtiveram 38,93% de positividade a histoplasmina. Daher et al. (2007) publicaram estudo

retrospectivo, realizado de janeiro de 1995 a janeiro de 2004, no Hospital Sdo José de
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Doencas Infecciosas. Foram comparados os dados clinicos e laboratoriais de 378 pacientes,
consistindo em 164 com histoplasmose disseminada e 214 pacientes com outras doencas
oportunisticas, demonstrando assim, elevada frequéncia da histoplasmose disseminada com
altas taxas de 6bito no Estado do Ceara.

Com o advento da AIDS, no inicio da década de 1980, houve aumento no nimero
de casos de histoplasmose disseminada associada a esta patologia, o que levou o CDC
(Centers for Disease Control and Prevention), em 1985, a incluir a histoplasmose entre as
doengas definidoras de AIDS, em individuos infectados pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) (CDC, 1987).

1.2 Histoplasma capsulatum: caracteristicas gerais

1.2.1 A taxonomia do Histoplasma capsulatum

O fungo H. capsulatum é um organismo eucarionte pertencente ao Reino Fungi, e
encontra-se na divisdo (filo) Ascomycota, classe Eurotiomycetes, ordem Onygenales, familia
Ajellomycetaceae, género Histoplasma (Ajellomyces), espécie Histoplasma capsulatum, cuja
forma teleomorfica denomina-se Ajellomyces capsulatus (UNTEREINER et al., 2004).

Foram identificadas trés formas assexuadas do H. capsulatum, subclassificadas
em trés variedades: H. capsulatum var. capsulatum, agente etiolégico da histoplasmose
classica, de distribuicdo universal, e que faz cruzamento genético com o H. capsulatum var.
duboisii, agente da histoplasmose africana, restrita a uma parte do Continente africano, e o H.
capsulatum var. farciminosum, que ndo foi encontrado parasitando o ser humano, mas causa a

linfangite epizodtica dos equinos (LACAZ et al., 2002).

1.2.2 A morfologia do Histoplasma capsulatum

Trata-se de um fungo dimdrfico, encontrado na forma filamentosa em solos ricos
em matéria organica, com elevados teores de nitrogénio, e a temperatura ambiente entre 20-
30°C, que, quando inalados por mamiferos ou quando cultivados em meios especiais a
temperatura de 37°C, transformam-se em leveduras unibrotantes (WANKE; LAZERA, 2004).
Durante a fase filamentosa do ciclo bioldgico, o fungo cresce formando hifas

hialinas septadas e ramificadas (didmetro de 1-2,5 pum). Como estrutura de propagacao
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assexuada, apresenta dois tipos de conidios localizados lateralmente ou nas extremidades
terminais das hifas, os macroconidios e os microconidios (Figura 3A e 3B) (WANKE;
LAZERA, 2004).

Figura 3 - Histoplasma capsulatum a microscopia eletronica: A — Macroconidio com projecGes apendiculares,
semelhantes a tubérculos, conhecidos como macroconidios tuberculados ou corpos mamilonados, com diametro
de 8-14pm; B — Microconidio, estruturas ovaladas, com paredes lisas que apresentam diametro de 2-5um.

Fonte: Hoog et al. (2000).

Os macroconidios apresentam diametro de 8-14 um e sdo redondos, inicialmente
de parede lisa, desenvolvem com o envelhecimento da coldnia projecGes apendiculares,
semelhantes a tubérculos, passando a ser conhecidos como macroconidios tuberculados,
estalagmosporos ou corpos mamilonados (WANKE; LAZERA, 2004).

Os microconidios sdo estruturas ovaladas, com paredes lisas, e apresentam
diametro de 2-5um. Os conidios sdo facilmente destacados, dispersando-se as vezes a grandes
distancias na natureza, e, ao cair em solo favoravel, podem dar inicio a formacédo de novo
micélio (LACAZ et al., 2002; WANKE; LAZERA, 2004).

No cultivo em laboratérios de biosseguranca nivel 1ll, as culturas de H.
capsulatum podem ser separadas em dois tipos: o A (albina) com hifas aéreas brancas e
poucos macroconidios, e o B (brown) com hifas esparsas e numerosos macroconidios
tuberculados. Em meios de cultura convencionais, observa-se o tipo A, mas, em meios de
cultura contendo guano de passaros ou morcegos, o tipo B é mais visivel. Estudos em
camundongos ndo demonstraram diferenca na viruléncia entre esses dois tipos, mas eles
diferem quanto a sua capacidade de dispersdo e tamanho do inéculo no meio ambiente
(EISSENBERG; GOLDMAN, 1991) (Figura 4A e 4B).
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Em razdo do dimorfismo do H. capsulatum, nos tecidos infectados e em meios de
cultura a 37°C, o fungo é observado na forma de blastoconidios de leveduras, arredondados
ou ovalados, unibrotantes, medindo de 1-3um de didmetro, com colénias de aspecto Umido e
de coloragdo branco-amarelada (HOSPENTHAL; ROGERS, 1995; WANKE; LAZERA,
2004). O H. capsulatum ndo possui capsula, mas em tecidos existe uma zona clara ao redor

que foi confundida com uma cépsula por Darling (KAUFFMAN, 2007).

Figura 4 - Histoplasma capsulatum: A - aspecto macromorfoldgico em &gar batata dextrose, demonstrando
colénia algodonosa branca; aspecto micromorfolégico em lactofenol azul de algoddo, mostrando os
macroconidios tuberculados (estalagmosporos); B — forma leveduriforme a 37°C em agar-BHI demonstrando
colénias de aspecto Umido, coloracdo branco-amarelada e a microscopia, estrutura leveduriforme com
brotamento.

Fonte: UFC/CEMM (2010).

Os eventos que ocorrem durante a transicdo da fase filamentosa para a
leveduriforme sempre foram motivo de curiosidade entre os pesquisadores, e 0s estudos
confirmam que as modificagcbes ocorrentes na estrutura e metabolismo do H. capsulatum

acontecem paulatinamente ao longo de trés estadios, de acordo com a variacao na temperatura
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de 25° a 37°C. No inicio do processo, ha um declinio progressivo na respiracdo e na sintese de
proteinas e RNA (estédio 1). Entre 24 e 40h, a célula entra em um periodo de laténcia (estadio
2) que dura de quatro a seis dias. Nesse estadio, acontecem niveis muito baixos de respiracéo
e forte inibicdo da sintese de proteinas e RNA. A cisteina exdgena e outros compostos
sulfidrilicos sdo necessarios durante o estddio 2 para reativar a respiracdo mitocondrial. O
estadio 3 é caracterizado pelo aumento nas concentragdes dos componentes, recomeco da
respiracdo normal, inducdo da cisteina oxidase especifica da fase leveduriforme e conclusdo
da transicdo para a morfologia de levedura. A transicdo morfoldgica pode ser vista, assim,
como um choque térmico pelo calor, seguido de adaptacdo celular a temperatura elevada
(RAPPLEYE, 2010).

O termodimorfismo é considerado um dos principais fatores de viruléncia do H.
capsulatum, mas ele possui varios deles que permitem seu crescimento nas condicGes
adversas oferecidas pelo hospedeiro, propiciando o estabelecimento da relacdo parasitaria e
contribuindo no processo de doenca. Esses fatores auxiliam na aderéncia, colonizacéo,
disseminacéo e habilidade do fungo para resistir ao ambiente hostil dentro dos macréfagos e
escapar dos mecanismos da resposta imune do hospedeiro. Dentre os fatores de viruléncia do
H. capsulatum, pode-se mencionar, além do dimorfismo, como j& expresso, a termotolerancia,
composicao da parede celular, presenca de moléculas de adesdo e capacidade de evasdo das
defesas do organismo (sobrevivéncia intracelular e multiplicacdo, imunossupressdo induzida
por antigenemia e interferéncia com a atividade fungicida dos fagocitos) (KUROKAWA,;
SUGIZAKI; PERACOLLI, 1998).

Quanto a termotolerancia, estudos demonstram que cepas de H. capsulatum pouco
virulentas necessitam de mais tempo para realizar a transformacéo completa da forma micelial
para leveduriforme, na temperatura de 37°C, enquanto as cepas mais virulentas realizam essa
passagem de maneira mais rapida e sdo mais resistentes a variacfes drasticas na temperatura
(KUROKAWA; SUGIZAKI; PERACOLI, 1998).

Quanto a composicdo da parede celular, foi observado que a presenga de a-1,3-
glucana na parede celular do H. capsulatum na fase leveduriforme confere-lhe maior rigidez e
resisténcia ao metabolismo oxidativo dos fagdcitos. Também foi demonstrado que as cepas
apresentando o pigmento melanina em sua parede celular exibem maior resisténcia a
antifangicos, como anfotericina B (VAN DUIN; CASADEVALL; NOSANCHUK, 2002;
TABORDA et al., 2008).

Outro mecanismo de viruléncia sdo as moléculas de adesdo, que parecem estar

associadas com a instalacdo, replicagdo e disseminagdo do fungo no hospedeiro, assim como
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estdo relacionadas com o estimulo ao estresse oxidativo ou sintese de citocinas pelas células
fagociticas (CASADEVALL, 2007).

A interferéncia com a atividade fungicida dos fagocitos € um mecanismo de
evasdo das defesas do organismo, atuando por meio da ligacdo com os receptores CD18 dos
fagdcitos e inibindo a liberacdo de espécies reativas de oxigénio toxicas para o fungo. Outro
mecanismo é a modulac¢do do pH lisossomal, pois, apesar de a fusdo fagolisossomo ocorrer, 0
H. capsulatum resiste ou inativa a atividade fungicida dos lisossomos. Desta forma, oS
macréfagos fornecem um microambiente para o fungo crescer e facilitam sua disseminagéo
para outros tecidos. Outras células podem também facilitar essa disseminacdo, como as
células epiteliais alveolares e as células endoteliais (VAN BURIK; MAGEE, 2001).

O sequestro do ferro realizado por macréfagos ativados pelo IFN- vy, com
diminuicdo do transporte do ion para o interior da célula, € um dos mecanismos de defesa do
hospedeiro contra a infeccdo pelo H. capsulatum, pois a quelacéo do ferro inibe o crescimento
do fungo nos macrofagos. O H. capsulatum, entretanto, pode manipular o pH dos
fagolisossomos, possibilitando o aumento na capacidade do organismo em adquirir ferro, e,
alem disso, o fungo secreta sideroforos e produz compostos redutores do ferro que facilitam a
captura do ferro de fontes do hospedeiro in vitro (SZYMCZAK; DEEPE; WINTERS, 2008).

1.3 A ecologia e a distribuicéo geogréafica da histoplasmose

O H. capsulatum é um fungo saprofita do solo, encontrado em regides de climas
tropical, subtropical ou temperado, principalmente na area compreendida entre 45° de latitude
norte e 30° de latitude ao sul do Equador, com temperatura media anual entre 20-30°C, indice
pluviométrico de 1000 mm e umidade relativa do ar acima de 90% (LACAZ et al., 2002;
NEGRONI, 2003). Os conidios sdo muito resistentes a condigdes adversas, como
temperaturas e umidades baixas, mas sensiveis a temperaturas superiores a 40°C, necessitando
gue a umidade do ar esteja elevada para se desprenderem das hifas (WANKE, 1985).

Foram descritas microepidemias apOs exploracdo de cavernas, limpezas de
galinheiro e sotdos, demolicdes de construcbes antigas, acampamentos, desflorestamentos e
durante atividades ocupacionais ou recreativas, em que ha revolvimento de solo,
principalmente quando enriquecidos por dejetos e guanos de aves e morcegos, com elevado
teor de compostos nitrogenados (ureia, creatinina e acido urico) e fésforo (SHIMAMOTO et
al., 2007).
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O H. capsulatum cresce na faixa de pH entre 5 e 10, sendo, entretanto, mais
isolado em solos com pH &cido (o que pode inibir microrganismos competidores), e até 60 cm
de profundidade, sendo observado que solos contaminados podem ser potencialmente
infecciosos por anos (ZEIDBERC; AJELLO; WVEBSTER, 1955). Nunca se comprovou,
porém, a contaminacdo de solo por meio do enterro de animais infectados pelo H. capsulatum
(GOODWIN; LOYD; DES PREZ, 1981).

As aves sdo colonizadas, mas ndo desenvolvem nem transmitem a doenca, porque
sua elevada temperatura corporal (39 a 40°C) inibe o crescimento do fungo, mas suas fezes
contribuem para o enriquecimento do solo (WANKE, 1985). J& os morcegos tanto fornecem
matéria organica para enriquecer o solo, como também sdo passiveis de adquirir a infeccdo,
eliminando particulas viaveis do fungo em seus dejetos, possibilitando a disseminacdo do
fungo de um local a outro (WANKE; LAZERA, 2004).

O H. capsulatum ja foi isolado de visceras de quirOpteros, cdes, gatos, ratos e
marsupiais de vida silvestre (SILVA-VERGARA et al., 2001), e inquéritos epidemiologicos
revelaram que 50% dos cées e gatos abrigam esta espécie fungica (ALVES, 1996; LACAZ et
al., 2002; ZANCOPE-OLIVEIRA; WANKE, 1986), podendo servir como indicador da
presenca do fungo em determinada area geogréafica (WANKE, 1985).

A histoplasmose é uma doenca cosmopolita, tendo sido descritos casos autoctones
de histoplasmose classica em cerca de 60 paises nos diversos continentes, com maior
frequéncia nos Continentes Africano e Americano, neste estendendo-se desde o sul do Canada
até as regides centrais da Argentina (ZANCOPE-OLIVEIRA; WANKE, 1987). Na América
do Norte, as areas de maior endemicidade da doenca sdo as regides centrais dos Estados
Unidos, principalmente as localizadas ao longo dos rios Mississipi, Ohio e Missouri. Na
América Latina, as areas de maior prevaléncia estdo na Venezuela, Equador, Brasil, Paraguai,
Uruguai e Argentina (GUIMARAES; NOSANCHUK; ZANCOPE-OLIVEIRA, 2006), e, na
América Central, Porto Rico, El Salvador, Costa Rica e Republica Dominicana. Sdo também
descritos casos no sudeste asiatico, Africa e Europa (UNIS; OLIVEIRA; SEVERO, 2004).

Nos Estados Unidos, estima-se que cerca de 40 milhdes de pessoas estdo
infectadas pelo H. capsulatum, com 500.000 novos casos todo ano (KUROWSKI;
OSTAPCHUK, 2002) e inquéritos epidemiologicos com histoplasmina demonstraram que
80% dos adultos jovens que residem nos Estados as margens dos rios Mississipi e Ohio foram
infectados pelo H. capsulatum (KAUFFMAN, 2006).

Em inquérito epidemioldgico realizado no ano de 2005, observou-se que, no

Brasil, a prevaléncia de reatores positivos a intradermorreagdo com histoplasmina varia de 2,6
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a 93,2%, dependendo da regido, necessitando, desta forma, de condutas regionais especificas
para atencdo aos cuidados de prevencéo, diagndstico e tratamento (LEIMANN et al., 2005).

Do ponto de vista geografico, a capacidade de o H. capsulatum adaptar-se ao
ambiente externo possibilita sua distribuicdo em varias regides, com multiplas cepas ou
variantes com fenotipos distintos, que se apresentam sob condigdes favoraveis a sua
sobrevivéncia, mas muitas vezes desfavoravel a de outros microrganismos. Essas variaces
também concorrem para que algumas cepas sejam mais virulentas do que outras, tanto em
relacdo a infectividade quanto na persisténcia no interior dos macréfagos, interferindo na
apresentacdo clinica da histoplasmose (EISSENBERG; GOLDMAN, 1991).

No Brasil, de acordo com a Portaria n°® 5, de 21 de fevereiro de 2006, a
histoplasmose ndo se encontra na lista de doencas de notificagdo compulsoria, ficando dificil
0 mapeamento da real distribuicdo deste processo infeccioso, apesar de estar incluido no item
que se refere a agregacdo ou surto de casos ou de dbitos por agravos inusitados (BRASIL,
2006).

1.4 Os fatores ambientais que podem estar envolvidos com a frequéncia da

histoplasmose

Existem poucos estudos acerca dos impactos ambientais e socioecondmicos das
mudancas climaticas no Brasil, com poucas informacdes sobre os riscos em relacéo a salde e
manejo das doencas. O clima pode influenciar patdgenos e vetores, e a variabilidade climatica
demonstra um impacto nas doencas infecciosas, com aumento na transmissao das infeccdes
correlacionadas com o El Nino, como a dengue e doencas respiratdrias, no Nordeste
(EPSTEIN, 2001; ANYAMBA et al., 2006).

O El Nifio e a La Nina sdo alteracGes na distribuicdo da temperatura da superficie
da dgua do oceano Pacifico, com profundos efeitos no clima da Terra (HURTLEY, 2009). Sdo
eventos que modificam o sistema de flutuacdo das temperaturas daquele Oceano, chamado
fendmeno EI Nino de Oscilacdo Sul (ENOS), que ocorrem periodicamente a cada dois a sete
anos, tratando-se de uma associagdo com as variacdes nos padrdes da pressao atmosférica e
ventos que atravessam os oceanos Indico e Pacifico. E um fendmeno climatico Unico na sua
forca, previsibilidade e influéncia global, projetando-se a partir do oceano Pacifico por meio
de teleconexdes atmosféricas (alteracbes climaticas simultaneas em regides distantes
produzidas por trocas de circulacdo atmosférica) que afetam os padrdes fisicos, bioldgicos,

quimicos e geoldgicos dos oceanos, atmosfera e superficie terrestre em todo o mundo (ZELL,
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2004; MCPHADEN; ZEBIAK; GLANTZ, 2006). Os eventos do El Nifio ocorrem por
milénios, mas sé foram reconhecidos no século XIX no Peru, com a observacao de baixas
capturas de peixes, ocorréncia de temperaturas mais altas do que o normal nas dguas da costa
do Peru e Equador na época proxima ao Natal, sendo o evento denominado EIl Nifio, em
referéncia a Jesus Cristo (KOVATS et al., 2003) (Quadro 1).

QUADRO 1 - Registro da ocorréncia dos eventos El Nifio e La Nifia de 2000 a 2010

Anos de ocorréncia do El Nifio Anos de ocorréncia da La Nifa

- 2000-2001
2002-2003 -
2004-2005 -

- inicio 2006
2006-2007 -

N 2007-2009

2010

Fonte: Adaptado de Ashok e Yamagata (2009).

Durante um ano “normal”, ou seja, sem a existéncia do fendomeno EIl Nifio, 0s
ventos alisios sopram na diregdo oeste através do oceano Pacifico tropical, originando um
excesso de agua no Pacifico ocidental, de tal modo que a superficie do mar é cerca de meio
metro mais alta nas costas da Indonesia do que no Equador. Isto provoca a ressurgéncia de
aguas profundas, mais frias e carregadas de nutrientes na costa ocidental da América do Sul,
que alimentam o ecossistema marinho, promovendo imensas populacdes de peixes. Quando
acontece um El Nifio, os ventos sopram com menor for¢ca em todo o centro do oceano
Pacifico, resultando numa diminuicao da ressurgéncia de aguas profundas e na acumulacéo de
agua mais quente do que o normal na costa oeste da America do Sul e, consequentemente, na
diminuicdo da produtividade primaria e das populagdes de peixes (KOVATS et al., 2003).

Pensa-se que este fenbmeno é acompanhado pelo deslocamento de massas de ar
no plano global, provocando alteracdes do clima em todo o mundo (MCPHADEN; ZEBIAK;
GLANTZ, 2006), com estudos correlacionando o El Nifio com a diminuicdo da precipitacéo
de chuvas no Nordeste brasileiro (ACEITUNO, 1988; ROGERS, 1988; ROPELEWSKI;
HALPERT, 1989).

O fenbmeno La Nifia, oposto ao El Nifio, corresponde ao resfriamento anémalo
das aguas superficiais do oceano Pacifico Equatorial Central e Oriental, formando uma
“piscina de aguas frias” nesse oceano (KERR, 2005), entretanto nenhum servigo

meteorol6gico consegue prever quando a La Nifia surge (KERR, 2003).
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A semelhanca do El Nifio, porém apresentando maior variabilidade do que este, a
La Nifia € um fenbmeno natural que produz intensas mudancas na dindmica geral da
atmosfera, alterando o comportamento climatico. Nele, os ventos alisios mostram-se mais
intensos do que o habitual e podem vir a favorecer a ocorréncia de chuvas acima da média
sobre o semiarido do Nordeste. De modo geral, os anos do El Nifio sdo quentes e os da La
Nifia s&o frios (RICKABY; HALLORAN, 2005).

Comrie (2005) demonstrou correlacéo entre casos de coccidioidomicose e EI Nind
e Barrozo et al. (2010) entre esse mesmo evento e casos de paracoccidioidomicose.

1.5 A patogenia da histoplasmose

Dentre as 1407 espécies patdgenas humanas, 317 sdo fungos e, desses, 22(7%)
estdo classificados como emergentes ou reemergentes (WOOLHOUSE; GOWTAGE-
SEQUERIA, 2005). A histoplasmose configura-se entre as doencas emergentes, entendendo-
se como doencas novas, reemergentes ou infecces resistentes a medicamentos cuja
incidéncia aumentou nas ultimas duas décadas, ou cuja incidéncia ameaca aumentar. Foram
identificados alguns fatores que influenciam na emergéncia de doencas infecciosas, muitos
deles relacionados ao crescimento da suscetibilidade da populagdo a doencas infecciosas ou
aumento na exposi¢cdo ou transmissdo dos agentes infecciosos. A emergéncia de doengas €
geralmente consequéncia de mudancas sociais ou tecnologicas, sendo frequentemente
inesperada ou imprevisivel, e a emergéncia de um agente especifico resulta de uma complexa
interacdo de fatores que variam de acordo com a area geografica onde o fato ocorreu. Os
fatores mais importantes que influenciam a suscetibilidade das populacGes sdo as doencas
imunossupressoras (AIDS, doencas linfoproliferativas, diabetes, doengas autoimunes ou uso
de imunossupressores). Os avancos da Medicina para o tratamento de doencas e
prolongamento da vida, como a quimioterapia para o tratamento de malignidades, as unidades
de terapia intensiva e os transplantes de 6rgdo, com o consequente aumento da populacdo de
idosos, também contribuem na emergéncia de velhas e novas doencas. O comportamento
humano criou outras oportunidades de se expor a patdgenos, por meio de atividades
laborativas e recreacionais (como arqueologia e espeleologia), viagens e interferéncias diretas
no ambiente (construcdes). O uso indiscriminado de antibidticos concorre para o aumento da
resisténcia bacteriana e fangica, como no caso de algumas espécies de Candida (COHEN,

2000). As micoses sdo responsaveis por aproximadamente 7-8% das infec¢cBes nosocomiais e
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uma importante fonte de morbidade e mortalidade em pacientes oncoldgicos e transplantados
(HOSPENTHAL; ROGERS, 1995).

Os individuos contraem a histoplasmose mediante a inalacdo de fragmentos de
hifas e microconidios que alcancam os alvéolos, onde sdo fagocitados por macréfagos
alveolares ou neutrofilos, invadindo posteriormente os linfonodos hilomediastinais e
disseminando-se pela corrente sanguinea (NOSANCHUK; GRACSER, 2008) (Figura 5).

Figura 5 - Ciclo biolégico do H. capsulatum.

Fonte: Murray, Rosenthal e Pfaller (2006).

Apos a inalacdo e deposicdo dos conidios nos espacos alveolares, eles devem se
converter a forma leveduriforme para exercer sua patogenicidade. O tempo de conversao de
conidios para leveduras pode variar de horas a dias, dependendo da variacdo da temperatura e
do microambiente em que se encontram, sendo que, apds a fagocitose pelos macréfagos e
células reticuloendoteliais, a forma leveduriforme replica em aproximadamente 15-18 horas e,
apesar da fusdo dos lisossomos, a multiplicacdo continua nos fagolisossomos. As leveduras se
multiplicam e sdo transportadas para os linfonodos hilares e mediastinais, onde ganham
acesso a circulacdo sanguinea para disseminacdo a varios o6rgdos (GUIMARAES;
NOSANCHUK; ZANCOPE-OLIVEIRA, 2006).

Cerca de 10-14 dias apds a exposicdo, a imunidade celular se desenvolve, e, em
individuos imunocompetentes, € capaz de eliminar o fungo, desenvolvendo necrose nos sitios
de infecgdo dos pulmdes, linfonodos, figado, baco e medula dssea, com producdo de material

caseoso, fibrose, deposicao de calcio e, em poucos anos apés a infeccdo priméria, granulomas
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calcificados (KUROWSKI; OSTAPCHUK, 2002). A infeccdo pulmonar ndo confere
imunidade protetora, podendo ocorrer reinfecgdo (ROSSINI; GOULART, 2006).

O controle da infeccdo depende, principalmente, da imunidade celular por meio
dos linfécitos CD4, e suas citocinas e ativacdo de macréfagos (imunidade tipo TH1) com
aumento na interleucina 12 (IL-12), interferon (IFN-y) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-
o) (TOBON et al., 2005). Os linfécitos T CD4 reconhecem os antigenos da parede celular
fungica e proteinas do choque térmico e secretam interferon gama (IFN-y), que ativa os
macréfagos com producdo de TNF-o para o estimulo de outros macréfagos. Se a resposta
imune é adequada, ocorre intensa reacdo granulomatosa, seguida de cicatrizacdo, fibrose e
calcificacdo. Se ndo for controlada, a infeccdo pode alcancar os ganglios mediastinais,
corrente sanguinea e outros 6rgdos do sistema monocitico-histiocitario, como figado e bago
(ROSSINI; GOULART, 2006). Ao se ligar a glicoproteina da superficie celular de células
CD11b, o H. capsulatum inibe a producédo de interleucina 12 (IL-12) pelos macrofagos,
resultando na auséncia ou resposta incompleta TH 1 (CUTLER; DEEPE; KLEIN, 2007).

1.6 Os aspectos clinicos da histoplasmose

Os fatores de risco para os individuos desenvolverem histoplasmose sdo as
doencas imunossupressoras, como a AIDS, uso de terapias imunossupressoras,
comprometimento da imunidade celular geneticamente adquirido, neoplasias malignas e
hematoldgicas, dialise, os extremos de idade (criancas e idosos) e transplantes (em razéo da
capacidade de o H. capsulatum permanecer latente nos tecidos, ele pode ser transmitido em
orgaos doados) (KAUFFMAN, 2009).

A reativacdo enddgena de focos de histoplasmose aumentou em pacientes em uso
de medicamentos anticitocinas, especialmente inibidores de fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), como o etanercept (Enbrel®), infliximab (Remicade®), e adalimumab (Humira®)
(NOSANCHUK; GRACSER, 2008; KAUFFMAN, 2009).

As formas primarias da doenca e as reinfec¢es ndo tém predilecdo quanto a raca
e ao sexo, enquanto as formas mais graves ocorrem, principalmente, em pacientes de menos
de um ano ou em maiores de 50 anos de idade (WANKE; LAZERA, 2004). N&o existe
evidéncia de que a histoplasmose € mais grave na gravidez ou que ocorre disseminacdo para o
feto (WHEAT et al., 2000b).

O periodo de incubagdo da doenca é de 3 a 14 dias na primoinfeccéo e de trés a

sete dias na reinfeccdo, apds os quais a histoplasmose apresenta-se com amplo espectro de
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manifestagdes clinicas, desde infeccdo assintomatica a doenga grave e disseminada,
dependendo da magnitude da exposi¢do (numero de particulas fungicas inaladas), estado
imunoldgico do hospedeiro e viruléncia da cepa infectante, indicando que fatores ambientais e
genéticos controlam as manifestacdes da doenca (GUIMARAES; NOSANCHUK;
ZANCOPE-OLIVEIRA, 2006; AIDE, 2009). Assim, em individuos saudaveis, a exposicio a
uma carga leve de indculo, comumente, causa infeccdo assintomatica ou pouco sintomatica,
geralmente autolimitada, mas, em exposicdo a um grande nimero de particulas fungicas,
pode-se desenvolver enfermidade pulmonar grave com evolugcdo para insuficiéncia
respiratoria e 6bito (WHEAT et al., 2000a). E observado que 20% dos casos de histoplasmose
grave resultam de um inoculo pesado em pessoas saudaveis (KUROWSKI; OSTAPCHUK,
2002).

1.6.1 Infeccdo primaria assintomatica

Em areas endémicas, 90-95% das infec¢Oes primarias por H. capsulatum ndo séo
reconhecidas ou detectadas, e esses casos assintomaticos, geralmente, sdo identificados por
exames sorologicos antes de transplantes ou durante inquéritos epidemioldgicos
(GUIMARAES; NOSANCHUK; ZANCOPE-OLIVEIRA, 2006).

Os casos de histoplasmose pulmonar subaguda resultam da infeccdo por pouco
indculo, observando-se quadro clinico semelhante a um estado gripal com tosse seca, febre e
adinamia, que ocorrem semanas ap0s a exposi¢do, demonstrada ao exame radiolégico por
infiltrado reticulonodular bilateral, adenopatia hilar e mediastinal, e raramente cavitacdo ou
nodulos pulmonares solitarios, mas a radiografia do térax também pode ser normal. Quando a
adenopatia hilar é unilateral, os achados sdo indistinguiveis do complexo priméario da
tuberculose (KUROWSKI; OSTAPCHUK, 2002).

1.6.2 Histoplasmose pulmonar aguda

E a forma pulmonar observada em 85-100% dos pacientes (WHEAT et al., 2000a)
e, nos casos em que existe imunidade celular instalada por exposicdo prévia, ocorrem
diminuicdo na incidéncia e gravidade dos sintomas de febre, cefaleia, tosse ndo produtiva,
calafrios, dor toracica do tipo pleuritica, perda de peso, mialgias e sudorese (MUKHERJEE et
al., 2010). Com um in6culo maior, 0s pacientes podem apresentar sintomas mais graves com
dispneia e hipoxia. As manifestagdes sistémicas detectadas ao exame fisico s&o

hepatoesplenomegalia, adenopatia, eritema nodoso e eritema multiforme. O exame
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radiol6gico demonstra uma pneumonite com infiltrado intersticial difuso e em alguns casos se
observam mudancgas no padrdo radiol6gico com poucas ou multiplas cavidades nos lébulos
inferiores dos pulmdes, adenopatia hilar e mediastinal e, nas infeccbes mais graves, ndédulos
pulmonares difusos (Figura 6) (ROSSINI; GOULART, 2006). Na maioria dos casos, ocorre
melhora do quadro em duas semanas, e, em outros, 0s sintomas e sinais podem perdurar por
mais de seis semanas, mas em alguns pacientes a fadiga pode permanecer por meses
(ROSSINI; GOULART, 2006).

Figura 6 - Radiografia do térax, com infiltrado intersticial difuso, com predominio
paracardiaco direito.

Fonte: Cruz et al.( 2006).

A infeccdo pulmonar pode se estender aos linfonodos mediastinais com formacéo
de multiplos ndédulos e necrose caseosa (granuloma mediastinal ou mediastinite
granulomatosa), que pode permanecer por meses a anos, e em alguns casos podem ser
visualizadas leveduras de H. capsulatum, em material de puncdo aspirativa dos nodulos
(KAUFFMAN, 2007). Esse quadro pode ser assintomatico e apenas detectado pela radiografia
do térax, mas também pode ocasionar dor torécica, tosse, hemoptise e dispneia por
compressdo na veia cava superior, brénquios ou esdfago, com sintomas variando de acordo
com a estrutura envolvida. Os nddulos podem drenar espontaneamente para tecidos adjacentes
na regido cervical, nas vias aéreas, ou dentro do pericardio. Esse quadro pode evoluir com
remissdo e calcificacdo dos linfonodos envolvidos (KAUFFMAN, 2009) (Figura 7A e 7B).
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Figura 7 — A. Radiografia de t6rax, demonstrando micronddulos difusamente distribuidos em ambos os pulmdes;
B. Tomografia computadorizada de térax, demonstrando nédulo pulmonar a direita.

|
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Fonte: Oliveira, Unis e Severo (2006).

A infeccdo dos linfonodos mediastinais pelo H. capsulatum, com fibrose
progressiva envolvendo as estruturas do mediastino, chamada de fibrose mediastinal ou
mediastinite fibrosante, € uma complicacdo pouco comum, mas letal, da histoplasmose
pulmonar, que acomete adultos jovens, com pequena predominancia entre as mulheres, cujas
manifestacdes clinicas podem variar desde quadros assintomaticos, dispneia, tosse, hemoptise
e dor toracica, a sintomas da sindrome da veia cava superior ou insuficiéncia cardiaca direita.
Sua evolugdo é variavel dependendo do grau de acometimento e estruturas envolvidas
(KUROWSKI; OSTAPCHUK, 2002).

A histoplasmose pulmonar aguda pode se apresentar como um nodulo pulmonar
solitario, conhecido como histoplasmoma, que ocorre por estimulo antigénico anormal e
persistente, com excessivo depoésito de fibra colagena na periferia do nddulo. Trata-se de leséo
com necrose ou calcificacdo no centro, ou ambas, circundada por capsula fibrética, cuja
ruptura pode causar broncolitiase, sendo importante o diagnéstico diferencial com cancer de
pulmio (WANKE; LAZERA, 2004).

A broncolitiase ocorre, também, quando um linfonodo calcificado adjacente ao
brénquio ulcera dentro do bronquio, causando obstrucdo, inflamacdo e subsequente
cicatrizacdo, que pode ser visualizada a tomografia computadorizada do térax. Ocasiona tosse
com ou sem hemoptise até que a massa calcificada seja expelida durante a tosse ou removida
por broncoscopia (KAUFFMAN, 2007).

A apresentacdo da histoplasmose na forma pulmonar aguda abrange
manifestagdes reumatolégicas e dermatolégicas que ocorrem em 5% dos pacientes, com

quadro clinico de artrite simétrica e poliarticular, sem alteragdes radioldgicas, que decorrem
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de uma reacdo a infeccdo priméria, podendo haver resolugdo esponténea ou apds tratamento
com agentes anti-inflamatorios (PIETROBONA et al., 2004).

Do ponto de vista dermatoldgico, o eritema nodoso e o eritema multiforme sdo as
manifestacdes mais comuns da histoplasmose, ocorrendo mais frequentemente em mulheres
jovens e parecem associados a resposta de hipersensibilidade aos antigenos do H. capsulatum
(KAUFFMAN, 2007) (Figura 8). A histoplasmose cuténea priméaria é rara e ocorre por
inoculacdo traumatica do fungo na pele ou mucosa, apresentando-se com nédulos, Ulceras,

absessos ou lesdes semelhantes a molusco contagioso (VASUDEVAN et al., 2010).

Figura 8 - Lesdes cutaneas (papulas e ndédulos eritematoviolaceos) em tronco.

Fonte: Pietrobona et al. (2004).

O comprometimento do pericardio pode cursar com pericardite aguda que ocorre
em 5% dos pacientes sintomaticos, sendo causada por uma reacdo imune a infeccdo pelo H.
capsulatum nos linfonodos mediastinais (SCAPELLATO; DESSE; NEGRONI, 1998).

O derrame pleural pode ser um achado concomitante em 40-60% dos pacientes
com pericardite, também via reacdo imune e, desta forma, o fungo é raramente observado a
microscopia dos liquidos pericardico e pleural (KUROWSKI; OSTAPCHUK, 2002).
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Cursa com dor torécica e febre semanas a meses ap6s a infeccdo pulmonar, mas
com evolucdo favoravel em longo prazo, apesar do comprometimento hemodindmico
(KUROWSKI; OSTAPCHUK, 2002) (Figura 9).

Figura 9 - Histoplasmose pulmonar aguda com pericardite. A sombra cardiaca estad aumentada
pela efusdo pericardica, com linfadenopatia paratraqueal.

=
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Fonte: kauffman (2007).

1.6.3 Histoplasmose pulmonar cronica

Esta associada a defeito anatdomico estrutural ou enfisema centrolobular ou
bolhoso, onde ha producdo de material liquido rico em particulas fangicas responsaveis pela
cronicidade da doenca (WHEAT et al., 2000a). As lesdes comumente afetam os l6bulos
superiores, acarretando diagndéstico erréneo de tuberculose pulmonar primaria ou reinfeccéo,
sendo tratada como tal (AIDE, 2009).

E observada na relacdo de um caso para 100.000 individuos por ano em &reas
endémicas, ocorrendo mais comumente em homens brancos, com inicio na terceira década de
vida, com sintomas de febre, calafrios, sudorese noturna, adinamia, anorexia, perda de peso,
tosse produtiva, hemoptise e dispneia, semelhante aos sintomas da tuberculose, entretanto
com menor gravidade do que esta (MUKHERJEE et al., 2010). H& progressdo até necrose e
perda de tecido pulmonar em virtude da reacdo hiperimune aos antigenos fangicos, e ndo da
infeccdo propriamente dita. A radiografia do térax revela enfisema pulmonar com bolha
apical circundada por bronquiectasia. Pode ocorrer progressivo estreitamento das paredes da

cavidade com subsequente necrose e aumento da fibrose, resultando na formacdo de
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cavidades largas e persistentes, com retracdo do tecido pulmonar adjacente, mas com pouca
ou nenhuma adenopatia. Na auséncia de tratamento, pode evoluir para insuficiéncia cardiaca e
respiratéria, infeccdes recorrentes e 6bito (KANG, et al., 2006).

A fibrose mediastinal é incomum, mas é a complicacdo tardia mais grave da
histoplasmose pulmonar cronica, ocorrendo fibrose e calcificagdo invasivas em linfonodos,
obstrucdo de vasos sanguineos e vias aéreas. Em 40% dos casos, € assintomatica e o
diagndstico é sugerido pela radiografia do térax ou tomografia computadorizada com
observacdo de massa mediastinal ou hilar (GUIMARAES; NOSANCHUK; ZANCOPE-
OLIVEIRA, 2006).

1.6.4 Histoplasmose disseminada

E a forma clinica mais grave, em que ocorre intensa multiplicacdo do fungo nos
pulmdes e em orgédos extrapulmonares (MUKHERJEE et al., 2010). Tanto pode ser causada
pela exposicdo recente ao H. capsulatum ou pela reativacdo de foco latente endégeno, o que
pode ser demonstrado em casos de histoplasmose em area ndo endémica, em pacientes que
moraram ou visitaram previamente areas endémicas (TOBON et al., 2005).

A histoplasmose disseminada ocorre em individuos imunocomprometidos,
especialmente em pacientes com infeccdo pelo HIV e contagem de linfécitos CD4 menor do
que 150 a 200 células/mm?®. Os pacientes com neoplasia linforreticular e pacientes em uso de
corticosteroides, terapia citotoxica e agentes imunossupressores também apresentam
predisposicdo a histoplasmose disseminada. O espectro da doenca disseminada vai desde um
curso cronico e intermitente em imunocompetentes a uma infeccdo aguda e rapidamente fatal,
em imunossuprimidos, mas também idosos, e criancas, que, em razdo da imaturidade do
sistema imune celular, desenvolvem doenca grave quando expostos ao H. capsulatum. Os
sitios de disseminacdo mais frequente sdo: figado, baco, mucosa orofaringea, gastrintestinal,
pele e suprarrenal (WHEAT; KAUFFMAN, 2003).

A histoplasmose disseminada pode ser dividida em quatro subtipos: aguda (tipo
infantil), subaguda (tipo juvenil), cronica (tipo adulto) e oportunistica (SIDRIM; MOREIRA,
1999; WANKE; LAZERA, 2004).

A histoplasmose disseminada aguda ocorre em criancas menores de dois anos de
idade, com sintomas iniciais de febre, irritabilidade, fadiga progressiva, perda de peso e tosse,
seguidos de diarreia, vémito, linfoadenomegalias superficiais e hepatoesplenomegalia. Os

exames laboratoriais demonstram anemia, leucopenia e trombocitopenia, e a radiografia do
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torax evidencia lesbes sugestivas de pneumonia intersticial. Na auséncia de tratamento, evolui
para o 6bito em duas a cinco semanas (ROSSINI; GOULART, 2006).

No tipo juvenil (histoplasmose disseminada subaguda), ocorrem febre moderada e
intermitente, mal-estar, astenia e emagrecimento progressivo, com envolvimento variavel de
multiplos 6rgdos. Apresenta-se como doenga ulcerativa intestinal, insuficiéncia suprarrenal,
meningoencefalite, sindrome de compressdo medular ou lesbes osteoliticas, lesdes cutaneas
ou subcuténeas, hepatomegalia e esplenomegalia (ROSSINI; GOULART, 2006).

A histoplasmose disseminada cronica ou tipo adulto predomina em individuos
acima dos 40 anos de idade com sintomas de febre intermitente, astenia, emagrecimento e
lesbes de orofaringe ou laringe. As lesdes podem regredir espontaneamente e reaparecer no
mesmo sitio ou em outro apos varios anos (ROSSINI; GOULART, 2006).

A histoplasmose na forma oportunistica ocorre, principalmente, em areas
endémicas, associada a doenca de Hodgkin, linfossarcoma, leucemia, lupus eritematoso
sisttmico, AIDS, transplantados, usuarios de corticGides e pacientes em uso de
quimioterapicos. Os sintomas sdo de febre, tosse produtiva ou ndo, dispneia, infiltrado
intersticial difuso, linfoadenomegalias hilares e hepatoesplenomegalia, secundarios a infeccao
exdgena, reinfeccdo ou reativacdo de foco endégeno. Na auséncia de tratamento, a doenca é
rapidamente fatal (ROSSINI; GOULART, 2006).

As lesbes cutaneas ocorrem em mais de 17% dos pacientes com histoplasmose
disseminada, apresentando-se como péapulas, pustulas, placas, Ulceras, lesdes semelhantes a

molusco e verruga e, raramente, eritema nodoso (Figura 10) (VASUDEVAN et al., 2010).

Figura 10 — Nédulos, placas e lesbes semelhantes a molusco na face em individuo do sexo masculino
com AIDS

Fonte: Vasudevan et al.( 2010).
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O envolvimento do sistema nervoso central (SNC) ocorre em 40% dos casos de
histoplasmose disseminada, na forma de meningite, lesdo localizada no cérebro ou coluna
espinhal, acidente vascular cerebral causado por envolvimento vascular ou émbolo cerebral e
encefalite difusa. Os sintomas incluem febre, cafaleia, desorientacdo, convulsdo ou
anormalidades neuroldgicas focais. O liquido cefalorraquidiano apresenta pleocitose
linfocitica, elevacdo das proteinas e diminuicdo da glicose em pacientes com meningite, e a
tomografia computadorizada ou ressondncia magnética demonstra lesdes Gnicas ou multiplas
no cérebro ou medula espinhal (WHEAT et al., 2000a) (Figura 11).

Figura 11 - Ressonancia magnética em cortes axiais pré (A) e po6s-contraste (B), e em cortes coronais (C) e
sagitais (D) pds-contraste. Na topografia do talamo, hipotdlamo e quiasma éptico a esquerda evidencia-se lesdo
expansiva irregularmente arredondada, isointensa ao parénquima encefalico, com impregnacdo anelar pelo
gadolinio.

Fonte: Gasparetto et al. (2005).

As culturas para fungo podem ser negativas, bem como os testes soroldgicos,
sendo indicado diagndstico presuntivo de meningite por H. capsulatum, em pacientes com
histoplasmose disseminada e infeccdo no sistema nervoso central ndo explicada por outra
causa, pois a histoplasmose é considerada um dos diagnésticos diferenciais na doenca
subaguda ou crénica do SNC (AIDE, 2009).

Apesar de o trato gastrintestinal estar comumente envolvido na histoplasmose

disseminada, apenas 3-12% dos pacientes apresentam sintomas inespecificos como diarreias e
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dor abdominal, tornando dificil o diagndstico em &reas ndo endémicas (SUH;
ANEKTHANANON; MARIUZ, 2001).

O envolvimento ocular ocorre em, aproximadamente, 1-10% dos individuos em
areas endémicas, sendo geralmente assintomatico, mas pode resultar em cegueira, se ocorrer
comprometimento da macula (AMARO; MUCCIOLI; ABREU, 2007).

A evolugéo laboratorial da histoplasmose disseminada, de forma geral, revela
pancitopenia causada pelo envolvimento da medula éssea e anormalidades nos exames de
funcdo hepaética, indicando que a doenca atingiu o figado. A radiografia do torax pode estar
normal, mas geralmente demonstra opacidades nodulares pequenas e difusas, descritas como
reticulonodulares. O infiltrado intersticial difuso é comum, entretanto, bronquiectasia e
adenopatia sdo raras. O comprometimento pulmonar pode evoluir para a sindrome da angustia
respiratoria em poucos dias apds o inicio do quadro de disseminacédo da infeccdo (WHEAT,
1996; BARADKAR et al.., 2011).

O diagnostico diferencial deve ser realizado com aspergilose, blastomicose, tumor
carcinoide de pulmdo, pneumonia por Chlamydia, coccidioidomicose, cancer de pulmao,
linfoma mediastinal, infeccdo por Mycoplasma, infeccdo pneumocdcica, pneumonia por
Pneumocystis jirovecii, pneumonia aspirativa, pneumonia bacteriana, fungica e viral,
sarcoidose e tuberculose (WHEAT; KAUFFMAN, 2003).

Na auséncia de tratamento, o paciente evolui para 6bito em 2-24 meses, e
aproximadamente 5-10% dos pacientes, tratados ou ndo, desenvolvem insuficiéncia adrenal
(WHEAT; KAUFFMAN, 2003).

1.7 A histoplasmose e a sindrome da imunodeficiéncia adquirida

Em 2010, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estimou que existam cerca de
33,3 milhdes de pessoas infectadas pelo virus HIV em todo o mundo, sendo que um terco
desses individuos reside em paises com limitados recursos para diagnostico e tratamento da
AIDS, e 50% dos casos ocorrem em mulheres. Na avaliacdo desse organismo internacional,
em 2009, 370.000 criangas contrairam o virus durante o periodo perinatal e de aleitamento,
porque suas maes nao tiveram acesso ao tratamento adequado (UNAIDS, 2010). Um terco dos
portadores de HIV da América Latina (cerca de 620 mil infectados) vive no Brasil, sendo a
epidemia a maior causa de morbidade e mortalidade em todo o mundo, com estimativa de

obito pela OMS de 28 milhdes de pessoas até o ano de 2009, tendo as doengas oportunistas
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como as responsaveis por uma grande proporcao dessas mortes (HUANG; CROTHERS,
2009; UNAIDS, 2010).

Os pulmdes sdo os principais alvos de patologias associadas ao virus do HIV e as
pneumonias por agentes oportunistas, incluindo bactérias, micobactérias, fungos, virus e
parasitas, sdo as maiores causas de morbidade e mortalidade em pacientes com AIDS
(HUANG; CROTHERS, 2009).

No Estado do Ceara, desde o ano do primeiro caso, em 1983, até abril de 2010,
foram notificados no Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN) 9.249 casos
de AIDS. A maior parte dos casos notificados, 6.511 (70%), ocorreu no sexo masculino e o
sexo feminino concentrou 2.738 (30%) do total de eventos. No inicio da epidemia, em 1986, a
razdo masculino/feminino era de 11 homens para cada mulher, e a partir de 2005 esta razéo
passou a ser de 1,9 homem para cada mulher (Figuras 12) (SINAN-CE, 2010).

Figura 12 — Taxa de incidéncia de AIDS, por ano de diagndstico e sexo, no Estado do Ceara do ano de 1983 a
2010.
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Fonte: SINAN CEARA (2010).

Atualmente, a epidemia de AIDS no Estado do Ceard segue as tendéncias
nacionais, de feminizacdo (crescimento dos casos entre mulheres) e interiorizacdo (nimero
cada vez maior de pequenos municipios com casos notificados). Os casos de AIDS foram
notificados em 175 (95%) dos 184 municipios cearenses. Dentre estes, Fortaleza concentrou
62,3% do total. Em 2009, as maiores taxas de incidéncia foram notificadas nas faixas etarias
de 30 a 39 e 40 a 49 anos, respectivamente (Figura 13) (SINAN-CE, 2010).
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Figura 13 — NUmero e incidéncia de casos de AIDS por faixa etaria, no Estado do Ceard, em 2009.

TABELA 1 — Numero e incidéncia de casos de Aids
por faixa etaria, no Ceara, em 2009*
Ern  NdeCasos O e
1-4 5 0,79
5-9 4 0,48
10-14 1 0,12
15-19 9 1,06
20-29 93 5,68
30-39 134 1.1
40-49 117 11,98
50 + 37 2,55
Total 400 47
ESQQEG:ES;EEZT;%er;rllfgggagéo de Agravos de Notificagdo — SINAN

Fonte: SINAN CEARA (2010).

O primeiro caso de histoplasmose associada com a sindrome da imunodeficiéncia
adquirida foi relatado em 1983 (MORA; SANTOS; SILVA-VERGARA, 2007) e, em 1985, a
histoplasmose foi considerada como infeccdo marcadora de AIDS pelo CDC (Centers for
Disease Control and Prevention) em Atlanta, Gedrgia, Estados Unidos. Ocorre em
aproximadamente 5% dos individuos com AIDS em areas endémicas, sendo considerada,
apos a criptococose, a mais comum das micoses endémicas nesses pacientes, geralmente
relacionada com uma reativacdo de foco endégeno (CRUZ et al.., 2006).

Apresenta-se clinicamente de forma aguda ou subaguda, e, comumente, evolui
para doenca grave e disseminada, se contagem de CD4 é menor ou igual a 150 células/mm?® e
na auséncia da terapia antirretroviral (MORA; SANTOS; SILVA-VERGARA 2007). Nesse
caso, cepas de H. capsulatum que ndo eram consideradas virulentas sdo capazes de causar
doenca grave e fatal (GUIMARAES; NOSANCHUK; ZANCOPE-OLIVEIRA, 2006). Em
pacientes com CD4 > 300célulass mm®, os sintomas e sinais de histoplasmose s&o
frequentemente limitados ao trato respiratério (MOFENSON et al., 2009).

Os achados clinicos geralmente observados sdo febre, calafrios, anorexia,
adinamia, perda de peso, hepatomegalia, esplenomegalia, linfadenopatia, dispneia e les6es
cutaneas polimorficas (SAROSI; DAVIES, 1996). Ha relatos de que, na América do Sul, mais
de 80% dos pacientes possuem lesdes cutaneas, com erupcdo maculopapular, foliculite, lesdes

papulonecréticas com aspecto acneiforme e Glceras perianais. As lesdes cutaneas localizam-se
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principalmente na face, regido cervical, trax e menos frequentemente nos membros (CORTI
et al., 2000) (Figura 14A e 14B). Podem ser observadas ulceragfes orais dolorosas com
odinofagia (FERREIRA et al., 2002).

Figura 14 — A. Histoplasmose cutanea ulcerada em flanco D; B. Histoplasmose cutanea disseminada em paciente
com AIDS

Fonte: Ferreira e Borges (2009).

O achado radiol6gico mais frequente € o infiltrado intersticial, difuso, nodular e
bilateral, que pode ser encontrado na infec¢do por Mycobacterium tuberculosis, Pneumocystis
jirovecii, Cytomegalovirus, Cryptococcus neoformans, e linfomas (COUPPIE et al., 2004)
(Figura 15).

Figura 15 - Histoplasmose miliar dos pulm®&es em paciente com AIDS.
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Fonte: Ferreira e Borges (2009).
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A histoplasmose gastrintestinal é descrita em pacientes HIV positivos, com
sintomas de febre, dor abdominal, diarreia e sangramento intestinal. As lesdes mais
observadas no trato gastrintestinal sdo Glceras, pseudopdlipos ou placas, e espessamento focal
da parede intestinal, semelhantes & doenca inflamatoria intestinal ou neoplasia (KAUFFMAN,
2007).

Os exames laboratoriais demonstram trombocitopenia ou pancitopenia associada a
niveis séricos elevados de lactatodesidrogenase (LDH). Pode ser confundida com tuberculose,
paracoccidioidomicose, leishmaniose visceral e doenga do complexo do Mycobacterium
avium (MORA; SANTOS; SILVA-VERGARA, 2007).

Os fatores demogréficos e laboratoriais associados a um curso severo da doenca
sdo: idade maior do que 60 anos, raca negra, sintomas de diarreia, acometimento neuroldgico,
insuficiéncia respiratéria, evolucdo para sepse, auséncia de terapia antirretroviral anterior,
niveis de hemoglobina menores do que 9,5 g/dl, tempo de tromboplastina parcial de 145
segundos, valores de aspartato aminotransferase 12,5 vezes o normal, concentracdo de
bilirrubina sérica de 11,5 mg/dl, creatinina sérica de 12,1 mg/dl e niveis de albumina de 3,5
g/dl (WHEAT et al., 2000a; DAHER et al., 2006; PONTES et al., 2010).

1. 8 O diagnostico laboratorial da histoplasmose

O diagnostico da histoplasmose ndo pode ser realizado com base apenas nos
achados clinicos, pois estes podem estar presentes em outras, e as manifestacdes pulmonares
da doenca mais agressiva demonstrada por infiltrados pulmonares e linfadenopatia hilar
podem ser confundidas com infec¢bes por outros fungos dimdérficos ou com a tuberculose
(GUIMARAES; NOSANCHUK; ZANCOPE-OLIVEIRA, 2006). Desta forma, o diagndstico
deve ser realizado com suporte na interacdo dos aspectos clinicos, epidemiolégicos,
laboratoriais e radioldgicos (LEIMANN et al., 2005).

O diagnostico definitivo da histoplasmose requer o isolamento do H. capsulatum
em meios de cultura especificos, ou a visualizacdo da forma leveduriforme em exame direto
de espécimes clinicos, utilizando técnicas de coloracao especifica para fungos (YEO; WONG,
2002). E importante destacar o fato de que, apds coletado, o material deve ser acondicionado
em recipiente estéril sem formol, e, como o H. capsulatum é uma levedura pequena
intracelular, é importante que a sua pesquisa e diagndstico sejam realizados por pessoal
devidamente treinado. A amostra fixada em ldmina de vidro deve ser corada com a técnica de

Giemsa e ao microscopio deve-se verificar a presenca dentro de macr6fagos e mondcitos de
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estruturas ovoides de cerca de 3 a 5 um de tamanho, circundado por um halo claro,
semelhante a uma cépsula, que corresponde a retragdo do citoplasma de cor azul, com nicleo
vermelho (ROSSINI; GOULART, 2006).

A pesquisa direta do H. capsulatum em tecidos e sangue é rapida, mas apresenta
menor sensibilidade do que a cultura ou deteccdo de antigeno. O exame direto do creme
leucocitario pode mostrar organismos intracelulares em leucdcitos em mais da metade dos
pacientes com doenca disseminada e a medula dssea apresenta-se positiva em 75% desses
casos (Figura 16) (GUIMARAES; NOSANCHUK; ZANCOPE-OLIVEIRA, 2006).

Figura 16 — Esfregaco de sangue periférico de paciente com histoplasmose disseminada, mostrando elementos
leveduriformes de H. capsulatum dentro de mondcitos (GIEMSA).
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a3

Fonte: UFC/CEMM (2010).

A cultura é o padrdo ouro para o diagnostico da histoplasmose, e o isolamento do
fungo pode ser efetuado em agar-Sabouraud dextrose, com ou sem adicdo de cloranfenicol e
ciclo-heximida (Mycosel®), BHI (&gar-infusdo cérebro-coracdo) ou BHI &gar-sangue,
incubado a 25°C por sete a dez dias a partir do creme leucocitario e por até quatro semanas
em cultivos de amostras de outros sitios (MCKINSEY; MCKINSEY; BRUNE, 2008). As
colénias obtidas sdo inicialmente velutosas, mas se tornam filamentosas, algodonosas e
castanhas com a idade, e, a microscopia, observam-se hifas hialinas septadas com
microconidios lisos e macroconidios tuberculados ou mamilonados, conhecidos como
estalagmosporos, em varios estadios de desenvolvimento. Essas estruturas podem ser
confundidas com as estruturas de fungos saprofitas dos géneros Chrysosporium e
Sepedonium, necessitando da confirmacdo do diagnéstico por meio da conversao da forma

filamentosa para forma leveduriforme, entretanto, o H. capsulatum ndo converte facilmente,
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dependendo de suprimento especial de nutrientes, temperatura e das caracteristicas
fisiologicas da cepa (WANKE; LAZERA, 2004).

Em meios ricos como o agar-sangue ou agar-BHI com cisteina, incubados a 37°C,
0 H. capsulatum cresce na forma parasitaria leveduriforme, com col6nias umidas e lisas, de
coloracdo branca a marrom (WANKE; LAZERA, 2004; GUIMARAES; NOSANCHUK;
ZANCOPE-OLIVEIRA, 2006).

O diagnostico micolégico da histoplasmose tem certas limitacdes, pois a cultura
pode ser negativa em muitos pacientes com formas moderadas de histoplasmose e apresenta
20% de falso negativo na doenca disseminada e 50% da forma pulmonar cronica. Esta
limitada a 2-4 semanas de incubacéo, e, em casos de doenca grave, a demora na instituicdo da
terapéutica pode ser fatal. Em alguns casos, sdo necessarios procedimentos invasivos para
obtencdo de amostra, e em casos de diagnéstico duvidoso por dificuldade na identificacdo do
fungo, é necessaria a reversdo para a fase leveduriforme, a fim de confirmar o diagnostico
(WHEAT; KAUFFMAN, 2003).

O exame microbioldgico do aspirado da medula dssea, liquido proveniente do
lavado broncoalveolar, material de escarro, urina ou amostra do tecido pulmonar e de pele sdo
frequentemente analisados para o diagnostico de histoplasmose, podendo ser corados pelo
PAS (periodico acido de Schiff) ou prata metenamina Grocott, que permite um rapido
diagndstico, mas com sensibilidade de menos que 50% (WHEAT; KAUFFMAN, 2003)
(Figura 17).

Figura 17 — Aspecto histopatoldgico de amostra da medula ¢ssea, mostrando o H. capsulatum
na forma leveduriforme (prata-metenamina).

Fonte: Kauffman (2009).
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Nas lesdes pulmonares crdnicas, ocorre formacdo de granuloma com ou sem
celulas gigantes de Langerhans, com o centro necrético ou calcificado e as margens
fibrosadas (ROSSINI; GOULART, 2006). Deve ser distinguido de outros parasitas
intracelulares, como a Leishmania donovani e o Toxoplasma gondii. Engquanto isso, a L.
donovani possui cinetoplasto, o que ndo é observado no H. capsulatum. O T. gondii, ndo é
corado pelo Giemsa (DONOGHUE et al., 2009). Assim como, com as formas pequenas de
Blastomyces dermatitidis, células leveduriformes do Penicillium marneffei e Cryptococcus
neoformans (ANSTEAS; PATTERSON, 2009).

A fim de aumentar a taxa de diagnéstico, a velocidade e a seguranga na
manipulacdo do fungo, os métodos soroldgicos foram desenvolvidos, baseando-se na deteccéo
de antigenos e anticorpos. As reacdes de imunodifusdo e fixacdo do complemento sdo as mais
comumente utilizadas na histoplasmose, e, apesar de rapidas e relativamente sensiveis,
possuem algumas limitacOes, pois 0s anticorpos sdo detectados duas a seis semanas apos a
infeccdo e apresentam resultados falso negativos em imunocomprometidos. A positividade
varia, ainda, conforme a apresentacdo clinica, com 18% de positividade em pacientes
assintomaticos, 75-86% em sintomaticos e 100% em pacientes com sintomas severos. Os
resultados falso positivos podem estar associados a reacdo cruzada com outros fungos,
especialmente na blastomicose, coccidioidomicose, paracoccidioidomicose e aspergilose, mas
também podem ocorrer na candidiase e na criptococose (WHEAT et al., 2006; AIDE, 2009).
Como os titulos de anticorpos permanecem elevados por mais de cinco anos apds o
tratamento, torna-se dificil a diferenciacdo entre infeccdo ativa, inativa e recidiva
(GUIMARAES; NOSANCHUK; ZANCOPE-OLIVEIRA, 2006) (Figura 18).

Figura 18 — Reacdo de imunodifuséo radial dupla demonstrando no orificio do centro, soro humano positivo para
histoplasmose; EH-53, cepa humana de referéncia; EH-313, cepa de H. capsulatum isolado de guano de

morcego; EH-314, cepa de H. capsulatum isolada de fezes de galinha; EH-315, cepa de H. capsulatum de um
morcego infectado; EH-323, cepa de H. capsulatum isolada de um paciente com AIDS e histoplasmose.

EH-313

EH-315

Fonte: Reyes-Montes et al. (1999).
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O teste de aglutinagdo do latex é mais sensivel do que o teste de fixacdo do
complemento e, ao utilizar a histoplasmina como antigeno, detecta anticorpo em 97% das
amostras de soro de pacientes com histoplasmose aguda, 96% na forma pulmonar crénica e
64% na doenca disseminada, enquanto que, por meio do teste de fixacdo do complemento, o
anticorpo € detectado em 38% dos casos na histoplasmose aguda, 73% na pulmonar cronica e
45% na disseminada (WHEAT et al., 2006).

Os anticorpos contra H. capsulatum também podem ser detectados por ensaios
imunoenzimaticos, tais como Western Blot e ELISA. O Western blot pode ser utilizado para
diagndstico da histoplasmose e para avaliar a distribuicdo epidemiolégica da doenca. Por essa
técnica, identificou-se que os antigenos de 91, 83, 70 e 38 kDa do H. capsulatum reagem com
0 soro de pacientes com histoplasmose. A vantagem do Western Blot é a identificacdo precoce
da infeccdo, em alguns casos, antes que a soroconversdo possa ser detectada por imunodifuséo
ou reacdo de fixacdo do complemento, mas apresenta elevada percentagem de
“falsopositividade” (LEIMANN et al., 2005).

A deteccdo de antigeno é um método rapido para diagnostico em pacientes com
doenca disseminada, em pacientes imunocomprometidos quando a deteccao de anticorpos nao
é vidvel, assim como na doenca aguda, permitindo diagndstico precoce e tratamento, podendo
ser realizado por meio de radioimunoensaio ou ELISA. Durante a infeccdo, 0s antigenos sdo
liberados das células fangicas e detectados em fluidos corpdreos, como soro, liquido pleural,
liguido do lavado broncoalveolar, liquido cerebroespinhal e urina. Esse método é util para
acompanhar o tratamento, pois 0s niveis antigénicos diminuem com o tratamento efetivo e
aumentam em casos de recidivas (WHEAT et al., 2006). Os antigenos sdo detectados na urina
de 92% dos pacientes com histoplasmose disseminada e 75-80% dos com histoplasmose
aguda, com sensibilidade maior na urina (92%) do que em outros fluidos. Na histoplasmose,
estudos demonstraram sensibilidade para detec¢do de antigeno na urina maior nos pacientes
com AIDS (95%), e menos em outras desordens imunossupressoras (82%) ou sem
imunossupressdo (80%). A antigendria pode ser detectada menos frequentemente em
pacientes com histoplasmose pulmonar subaguda (34%), nos quais exposicdo recente ndo
pode ser identificada, e também na histoplasmose pulmonar crénica (14%) (KUROWSKI;
OSTAPCHUK, 2002).

Além do soro e da urina, esses testes podem ser realizados em amostras de outros
fluidos, como o liquido cefalorraquidiano na suspeita de meningite, e liquido do lavado
broncoalveolar na histoplasmose pulmonar. Na doenca crénica, a deteccdo de antigeno pode

ser negativa, em decorréncia da baixa antigenemia, sendo observada positividade nos testes
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sorolégicos com anticorpo anti-H. capsulatum, na maioria dos casos (WHEAT,;
KAUFFMAN, 2003). As concentragdes antigénicas diminuem e, eventualmente, se tornam
ndo detectaveis em muitos pacientes apds um ano de tratamento, mas a persisténcia de altas
concentragdes sugere falha no tratamento (WHEAT; KAUFFMAN, 2003). Em pacientes com
resposta clinica ao tratamento, nos quais os niveis antigénicos haviam reduzido previamente,
um aumento nestes sugere recidiva, devendo correlacionar-se com aspectos clinicos,
laboratoriais e radiograficos, e repeticdo da cultura, bem como avaliar aderéncia do paciente
ao tratamento (WHEAT; KAUFFMAN, 2003).

Os testes antigénicos podem ser realizados a cada trés a quatro meses, durante e
apos o tratamento, a fim de detectar recidivas, sendo que reacfes cruzadas podem ocorrer na
paracoccidioidomicose, blastomicose, histoplasmose africana e infec¢es por Penicillium
marneffei (WHEAT; KAUFFMAN, 2003).

Dentre os testes antigénicos pode-se mencionar a técnica de radioimunoensaio
(RIA) que utiliza soro policlonal de coelho para deteccdo de antigeno de H. capsulatum em
amostra de urina e soro. Como 0s pacientes com histoplasmose disseminada apresentam altos
niveis de antigendria, essa técnica tanto é importante para o diagnostico como para 0
acompanhamento durante o tratamento e evolucdo da histoplasmose, pois a diminuicdo dos
titulos antigénicos esta relacionada a melhora nas condic@es clinicas dos pacientes (WHEAT
et al.., 2006). Os resultados “falsopositivos” podem ser observados em raros casos, e Sao
possivelmente relacionados ao fator reumatdide ou a Ig G humana anticoelho. As condi¢cdes
associadas a “falsopositividade” sdo colagenoses, cirrose, discrasias sanguineas e doencas
malignas, as quais devem ser suspeitadas se os sintomas clinicos e laboratoriais ndo forem
compativeis com histoplasmose, devendo-se, nesses casos, repetir os testes ou realizar outras
provas para histoplasmose (WHEAT et al., 2006).

Os testes cutaneos sdo raramente empregados como diagnostico em virtude da
positividade elevada em areas endémicas e resultados “falsonegativos” associados com
doenca pulmonar crénica e disseminada, sendo particularmente Gteis em inquéritos
epidemiologicos em areas ndo endémicas ou durante epidemias (WHEAT et al., 2006). O
antigeno histoplasmina é um filtrado de culturas de H. capsulatum var. capsulatum, e uma
reacdo positiva tem valor diagnostico quando, antes da manifestacdo sintomatica da infeccéo,
for constatada reacdo negativa. Também tem valor diagnostico se a reacdo for positiva em
criancas menores de dois anos de idade. A reacdo negativa pode significar auséncia de
infeccdo, infeccdo muito recente ou fase terminal da doenga. Pode apresentar “falsopositivo”

pela reagdo cruzada com outros fungos (Blastomyces dermatitidis, Coccidioides spp. e



51

Paracoccidioides brasiliensis) e “falsonegativo” em pacientes imunossuprimidos (ROSSINI;
GOULART, 2006).

Recentemente, técnicas moleculares estdo sendo desenvolvidas, buscando-se um
diagndstico precoce e especifico (GUIMARAES; NOSANCHUK; ZANCOPE-OLIVEIRA,
2006). A técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) baseia-se na amplificacdo da
sequéncia genética do H. capsulatum, utilizando sequencia de primers baseada na regido 18S
do RNAr do fungo, mas pode apresentar “falsopositivo” na blastomicose e
paracoccidioidomicose, sendo necessaria confirmagdo por sequenciamento. Pode ser Gtil para
0 diagnostico de histoplasmose em é&reas ndo endémicas, juntamente com o0s testes
sorologicos (WHEAT, 2007b; MCKINSEY; MCKINSEY; BRUNE, 2008).

1.9 O tratamento da histoplasmose

O tratamento da histoplasmose depende da severidade dos sintomas clinicos e das
condigdes gerais do individuo, incluindo seu estado imunolégico (WHEAT et al., 2007a).

1.9.1 O tratamento da histoplasmose pulmonar aguda

A forma pulmonar aguda, geralmente, cursa com quadro autolimitado, entretanto
a presenca de febre persistente por mais de trés semanas e/ou manifestacdes clinicas outras
por mais de 30 dias podem indicar progressdo para doenca disseminada, devendo-se iniciar a
terapéutica com itraconazol 600mg/dia por trés dias em adultos, seguido de 400 mg/dia por
seis a doze semanas (WHEAT, 1995).

Em pacientes com doenca progressiva e nos casos de insuficiéncia respiratoria, é
necessaria a prescricdo de anfotericina B 50mg/dia, até melhora clinica, apos a qual se faz a

substituicdo por itraconazol durante 12 semanas (WHEAT et al., 2007a).

1.9.2 O tratamento da histoplasmose pulmonar cronica

Por tratar-se de doenca progressiva e fatal, todos os pacientes com essa condicao
devem ser tratados com itraconazol 600mg/dia trés dias, seguidos de 400mg/dia 12 a 14
meses. A anfotericina B deve ser utilizada nos casos de exacerbacdo da insuficiéncia
respiratoria (WHEAT et al., 2007a).
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Na mediastinite granulomatosa, os sintomas sdo frequentemente moderados, com
resolucdo apds alguns meses, mas podem ser graves, e a terapia com antiflngicos pode ser
benéfica em alguns casos, podendo ou ndo ser associada com corticosterdides. Nos casos de
obstrucao grave, pode haver ressec¢do da massa que estd comprimindo o 6rgdo. O tratamento
deve iniciar-se com anfotericina B na dose de 0,7-1,0 mg/kg/dia, seguido por itraconazol 200-
400mg/dia por seis a doze meses (WHEAT et al., 2000Db).

Pacientes com pericardite respondem a agentes anti-inflamatorios ndo esterdides
sem o0 uso de antifungicos, necessitando de drenagem cirlrgica ou percutanea do liquido
pericardico, em caso de tamponamento pericardico (WHEAT et al., 2000b).

Os sintomas reumatolégicos geralmente regridem com o uso de anti-inflamatorios

nao esterdides, ndo sendo recomendado o uso de antifingicos (WHEAT et al., 2000b).

1.9.3 O tratamento da histoplasmose disseminada

Na doenga disseminada, prescreve-se a anfotericina B (desoxicolato ou
lipossomal), e, apds um a duas semanas apds remissdo, inicia-se itraconazol 600mg/dia trés
dias, seguido de 400mg/dia por 12 meses (WHEAT et al., 2007a).

A anfotericina B lipossomal (3mg/kg/dia) € mais efetiva do que a anfotericina B
desoxicolato (0,7mg/kg/dia), induzindo resposta mais rapida, diminuicdo da toxicidade e
mortalidade, podendo, em decorréncia do custo financeiro, ser substituida pela anfotericina B
complexo lipidico (5mg/kg/dia) (MCKINSEY; MCKINSEY; BRUNE, 2008).

Os pacientes com histoplasmose no sistema nervoso central ndo respondem téo
bem ao tratamento como nas outras formas de histoplasmose, sendo o ébito observado em 20
a 40% dos casos ou recorréncia apos suspensa a medicacdo. E recomendado o uso da
anfotericina B desoxicolato (0,7-1 mg/kg/dia até a dose total de 35 mg/kg), pois as
formulacdes lipossomais ndo parecem ser mais efetivas, mas podendo ser utilizadas na dose
de 5mg/kg/dia durante quatro a seis semanas(WHEAT et al., 2007a).

Apos alcancar a dose total de anfotericina B, inicia-se o fluconazol na dose de 800
mg/dia por nove a doze meses, a fim de reduzir os riscos de recorréncia. Quando na
possibilidade de realizar a dosagem sérica do fluconazol, esta deve ser mantida em 80-150
pg/ml. O itraconazol ndo deve ser utilizado nesse caso, pois ndo atravessa a barreira
hematoencefalica (WHEAT et al., 2007a).

Em pacientes com AIDS, deve-se manter itraconazol por tempo indeterminado
(KUROWSKI; OSTAPCHUK, 2002). O tratamento de manutencdo pode ser suspenso apos a
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reconstituicdo da imunidade pela terapia antirretroviral, com contagem de CD4 > 150
celulassrmm?3 e reiniciado se CD4 < 100 celulassrmm3 (BENNETT, 2006). A instituicdo da
TARV (terapia antirretroviral) em pacientes com infec¢do anterior por H. capsulatum pode
resultar em sindrome da reconstituicdo imune (NOSANCHUK; GRACSER, 2008).

Na gravidez esta contraindicado o uso de antifingicos azélicos, em razdo do
potencial de teratogenia, devendo neste caso fazer uso de anfotericina B. Ndo se conhece a
seguranga das preparacdes lipidicas na gestacdao (WHEAT et al., 2000b).

1.10 A profilaxia da histoplasmose

A profilaxia priméria deve ser estimulada com a limpeza constante de locais onde
ocorre 0 acumulo de excretas de aves e uso de mascaras por individuos com risco de
exposicao a locais suspeitos ou reconhecidamente infectados (WANKE; LAZERA, 2004).

Os individuos infectados pelo virus HIV e contagem de CD4 < 150 células/mm?,
assim como outros individuos com imunossupressdao, devem evitar possiveis locais
contaminados e atividades que possam estar associadas com um maior risco de aquisicdo da
histoplasmose. Os trabalhadores de demolicdo de prédios que oferecem risco de disseminacéo
do H. capsulatum devem utilizar mascaras especiais e 0 solo no local deve ser constantemente
molhado para diminuir a formacéo de poeira (MOFENSON et al., 2009).

A profilaxia com itraconazol, na dose de 200mg/dia, é recomendada em pacientes
infectados pelo HIV e contagem de CD4 < 150 células/mm?®, que residem em &reas com alta
endemicidade da histoplasmose (10 casos/100 pacientes/ano) ou que exercam atividade de
risco de aquisicdo da doenca, devendo ser suspensa se contagem de CD4 > 150 células/mm?®
por seis meses em pacientes em uso de TARYV, sendo reiniciada se contagem de CD4< 150
células/mm?®. Est4 indicada, também, em pacientes imunocomprometidos HIV negativos
(HUANG; CROTHERS, 2009; MOFENSON et al., 2009).

Ainda ndo existe vacina eficaz, mas a vacina produzida com base na glicoproteina
da parede da levedura demonstrou atividade protetora em camundongos, existindo a
perspectiva de ser benéfica em individuos imunocompetentes que apresentam atividade de
risco em areas endémicas, mas ainda esta em avaliacdo. Existe a perspectiva de que vacinas
possam ser produzidas ativando a protecdo de anticorpos mediante o reconhecimento de
proteinas especificas, como a proteina do choque térmico (CAREY et al., 2002; CUTLER,;
DEEPE; KLEIN, 2007; WUTHRICH et al., 2011).
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1.11 Os agentes antifungicos utilizados no tratamento da histoplasmose

1.11.1 Anfotericina B

A anfotericina B é um agente antifingico poliénico, produzido com base no
actinomiceto Streptomyces nodosus, que se liga ao ergosterol na membrana da célula fungica,
produzindo poros que resultam no aumento da permeabilidade da membrana, com
extravasamento de moléculas e eletrolitos do meio intra para extracelular. Esta indicada no
tratamento das infec¢Ges fungicas sistémicas, sendo administrada na maioria dos casos por via
endovenosa, mas podendo ser administrada por via intratecal (na meningite fungica) ou intra-
articular. A absorcao gastrintestinal de todas as formulacfes de anfotericina B ¢ insignificante
(WANKE; LAZERA, 2004). Essa droga se distribui amplamente por todo o organismo,
inclusive atravessa a barreira placentaria, mas com baixa penetracdo no liquido
cefalorraquidiano, humor vitreo e liquido sinovial. E excretada por via renal, sendo
nefrotdxica por suas propriedades vasoconstritoras renais e por sua acao lesiva direta sobre o
epitélio renal (WANKE; LAZERA, 2004).

Apresenta acdo antifingica contra os fungos Paracoccidioides brasiliensis,
Histoplasma capsulatum, Coccidioides spp., Blastomyces dermatitidis, Cryptococcus
neoformans var. neoformans e var. gattii e Sporothrix schenckii, causadores de micoses
sistémicas (WANKE; LAZERA, 2004). Tem boa atividade contra espécies de Candida e
Aspergillus fumigatus, mas ja com algumas cepas de Candida ndo albicans resistentes. Os
zigomicetos (Mucor sp. e Rhizopus sp.), assim como o0 Fusarium spp. apresentam
sensibilidade variavel, enquanto que alguns fungos, como Trichosporon spp.,
Pseudallescheria boydii, Cladosporium spp. e Phialophora spp., sdo resistentes
(MARTINEZ, 2006).

Os efeitos adversos observados com o uso da anfotericina B podem ocorrer de
forma imediata durante a infusdo, com manifestacdo de febre, calafrios, taquicardia,
hipertensdo arterial, nauseas, vOmitos e taquipneia, assim como tardios, como a
nefrotoxicidade e a anemia, necessitando da correcdo de doses e dos intervalos da
administracdo e mesmo da suspensdo da terapia (MARTINEZ, 2006). Em virtude da
ocorréncia de acidose tubular e perda renal de K* e Mg?* durante a terapia, deve-se monitorar
esses eletrdlitos e, se necessario, fazer suplementacdo de K™ (BENNETT, 2006).

A anfotericina B é insolivel em &gua, mas foi formulada para infusdo intravenosa

mediante a formacao de um complexo do farmaco com o sal biliar, desoxicolato (BENNETT,
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2006). Na década de 1990, quarenta anos apés a introducdo da anfotericina B desoxicolato,
trés formulagdes a base de lipidios foram desenvolvidas com o objetivo de reduzir a
nefrotoxicidade sem comprometer a eficacia da medicagdo: anfotericina lipossomal (AL),
anfotericina B em complexo lipidico (ABCL) e anfotericina B em dispersdo coloidal (ABDC)
(OSTROSKY-ZEICHNER et al., 2003).

A anfotericina lipossomal (AL) apresenta o antifungico incorporado em
lipossomos, microesferas lipidicas com 55 a 75 nm, preparadas com lecitina de soja,
colesterol e diestearoilfosfatidilglicerol, apresentando baixa toxicidade, a menor dentre todas
as formulagdes, tanto imediata como crénica, possibilitando infusdo rapida e uso seguro de
doses de até 5 mg/kg/dia (MARTINEZ, 2006).

A anfotericina B em complexo lipidico (ABCL) é um agregado lipidico
estabilizado da anfotericina B, formando uma estrutura semelhante a um anel. Apos
administracdo endovenosa, a anfotericina B em complexo lipidico é rapidamente
metabolizada, e altas concentragdes sdo sequestradas pelo tecido reticuloendotelial no figado,
baco e pulmdo. A ABCL foi aprovada como tratamento de segunda escolha de infeccOes
fungicas sistémicas em pacientes refratarios ou intolerantes a anfotericina B convencional,
com o comprometimento da funcéo renal ou contraindicacdes outras ao uso da anfotericina B.
A dose recomendada é de 5 mg/kg/dia, em infusdo endovenosa, inclusive em pacientes com
doenca renal ou hepatica. A ABCL também causa nefrotoxicidade, principalmente quando
utilizada com outras drogas nefrotdxicas por um periodo longo, mas € menos toxica do que a
convencional (CHANDRASEKAR, 2008).

Na formulacdo da anfotericina B em dispersdo coloidal (ABDC), o antiflngico
estd contido, juntamente com sulfato de colesterol, em microdiscos, acarretando menos
nefrotoxicidade, mas com reagdes imediatas que podem ser reduzidas com a infusdo lenta da
substancia (MARTINEZ, 2006).

1.11.2 Derivados azélicos

Os azdlicos sao antifungicos que possuem anel pentagonal na estrutura molecular,
classificados em imidazolicos quando contém trés atomos de carbono e dois de nitrogénio
(clotrimazol, miconazol, cetoconazol, econazol, butoconazol, oxiconazol, sertoconazol e
sulconazol), ou triazolicos quando apresentam dois de carbono e trés de nitrogénio
(fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol e ravuconazol). Atuam inibindo enzimas

do citocromo P450 dos fungos, o que acarreta bloqueio na demetilacdo do lanosterol e sintese
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de ergosterol, e altera a permeabilidade da membrana e a viabilidade flngica. Agem, também,
modificando a sintese de lipidios e inativando enzimas do processo oxidativo dos fungos
(MARTINEZ, 2006).

Os triazois sistémicos sdo metabolizados mais lentamente e exercem menos efeito
sobre a sintese de esterdis humanos do que os imidazdlicos (BENNETT, 2006). Para o
tratamento da histoplasmose, sdo utilizados o itraconazol, fluconazol e voriconazol (WHEAT
et al., 2000b) e os azdlicos posaconazol, ravuconazol e isavuconazol apresentam atividade in
vitro contra H. capsulatum (SABATELLI et al., 2006; GONZALEZ, 2009).

O itraconazol exibe atividade fungistética e esta disponivel em forma de cépsulas,
sendo em geral bem absorvido, principalmente apds refeicGes completas. Os picos de
concentracdo plasmatica sdo atingidos duas a cinco horas ap6s administracéo oral. Essa droga
passa por metabolismo hepatico extenso e origina diversos metabolitos, sendo que o principal
deles é o hidroxi-itraconazol, cuja concentragdo plasmatica € aproximadamente o dobro do
farmaco inalterado. A meia-vida terminal do itraconazol € cerca de 17 horas apds dose Unica e
aumenta para 34 a 42 horas com doses repetidas. O itraconazol e excretado como metabdlito
inativo na urina e nas fezes. A maior parte do itraconazol disponivel no plasma esta ligada a
albumina (99,6%), mas também ha afinidade consideravel por lipidios. Nao € carcinogénico,
mas, como é teratogénico em ratos, esta contraindicado durante a gravidez ou para mulheres
que pretendem engravidar (BENNETT, 2006).

Apresenta interacdo medicamentosa com muitos farmacos, tendo sua absorcéao
reduzida com uso de antiacidos, e tanto a fenitoina como a rifampicina podem reduzir os
niveis plasmaticos do itraconazol. Pode causar edema na coadministracdo com bloqueadores
dos canais de calcio (anlodipina, nifedipina), eleva as concentracGes plasmaticas do
tacrolimus, ciclosporina, digoxina e midazolam, e pode acarretar rabdomidlise ao ser
administrado em conjunto com medicamentos para tratar dislipidemia (lovastatina e
sinvastatina) (BENNETT, 2006).

Constitui o medicamento de escolha para pacientes com infec¢cdes ndo meningeas
causadas por B. dermatitidis, H. capsulatum, P. brasiliensis e Coccidioides spp. (BENNETT,
2006). Esta indicado na histoplasmose moderadamente sintomatica e na forma pulmonar
aguda, constituindo-se em opcao a anfotericina B no tratamento da histoplasmose pulmonar
cronica e disseminada (WHEAT et al., 2007a).

O fluconazol é um composto bitriazdlico com mecanismo de acdo semelhante ao
itraconazol. Apresenta amplo espectro de agdo contra espécies de Cryptococcus, Histoplasma

e Paracoccidioides, e Candida albicans, mas com cepas de Candida krusei e Candida
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glabrata menos sensiveis. N&do tem boa acdo contra fungos do género Aspergillus e fungos
causadores da mucormicose. Pode ser administrado por via oral ou parenteral, apresentando
tempo médio no sangue de 30 horas. A administragdo com alimentos ndo prejudica a sua
absorcdo, e é objeto de metabolizagdo hepética parcial, com eliminacdo na forma ativa por via
renal. Apresenta boa penetra¢do no sistema nervoso central e os efeitos colaterais observados
em alguns pacientes sdo nauseas, dor abdominal, vomitos, diarreia, cafaleia e, raramente,
hepatotoxicidade, dermatite esfoliativa, anafilaxia, plaguetopenia e leucopenia (SANTOS JR
et al., 2005).

O voriconazol, apos o itraconazol, € expresso como o segundo agente antiflngico
triazolico com amplo espectro de atividade. Sua estrutura € semelhante a do fluconazol, mas
com atividade aumentada in vitro e baixa hidrossolubilidade (BENNETT, 2006). As
apresentacdes encontradas sdo para administracdo via oral e endovenosa, sendo que a
absorcédo oral ndo é diminuida quando o voriconazol é administrado com antiacidos, como a
cimetidina, ranitidina ou omeprazol, com metabolizacdo via hepatica e excrecdo renal
(VEHRESCHILD et al., 2008). E geralmente bem tolerado, mas seu uso pode provocar
efeitos adversos, como febre, exantema, anormalidades hepaticas, nauseas, vomitos, dor
abdominal, cafaleia e distirbios visuais. E teratogénico em animais, estando contraindicado
durante a gravidez (BENNETT, 2006). Foi aprovado em 2002 pela Food and Drug
Administration (FDA) para o tratamento de aspergilose invasiva e infeccdes por
Scedosporium apiospermum e Fusarium spp., refratarias a outros antifungicos, e possui acao
fungistatica in vitro contra as espécies de Candida, inclusive as resistentes ao fluconazol, e
atividade fungicida contra Cryptococcus spp., dermatofitos, como o Trichosporon spp.,

Blastomyces spp., Histoplasma capsulatum e Coccidioides spp. (FREIFELD et al., 2009).

1.11.3 Equinocandinas

As equinocandinas sdao lipopeptideos que interferem na biossintese da (-1,3-D-
glucana, componente da parede da célula fungica, sendo ativas contra leveduras e fungos
filamentosos (IDEMYOR, 2003). A caspofungina foi o primeiro representante desse grupo
aprovado pelo FDA em 2002, seguida pela micafungina em 2005 e anidulafungina em 2006.
Os efeitos adversos sdo menos frequentes do que com a anfotericina B e a interacdo com
outros medicamentos € menor do que com as drogas azélicas (MARTINEZ, 2006). Apresenta
amplo espectro de acdo contra Candida spp. e Aspergillus spp. e menos ativa contra fungos

do género Zygomycetes, Cryptococcus neoformans ou Fusarium spp. (PERLIN, 2007).



58

1.12 Sulfametoxazol-trimetoprim: antimicrobiano com potencial para uso na

terapéutica antifangica

As sulfonamidas foram os primeiros agentes quimioterdpicos eficazes a serem
utilizados por via sisttmica na prevencdo e cura das infeccbes bacterianas no homem,
perdendo sua importancia ap6s o advento da penicilina, tendo sido ampliado seu espectro de
atividade com a combinacdo sinérgica da sulfametoxazol com trimetoprim, conhecida como
cotrimoxazol, na década de 1970 (PETRI JR, 2006).

As sulfonamidas sdo bacteriostaticas com ampla atividade antimicrobiana contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, entretanto, a resisténcia bacteriana a essa classe
de terapéutico se tornou crescente. Sdo analogos estruturais e antagonistas competitivos do
acido para-aminobenzdico (PABA), impedindo que as bactérias utilizem o PABA para a
sintese de acido folico. As células dos mamiferos e de algumas bactérias insensiveis as
sulfonamidas ndo sdo afetadas por utilizarem o folato pré-formado no seu metabolismo
(PETRI JR, 2006).

O espectro antibacteriano do trimetoprim é semelhante ao do sulfametoxazol, mas
de 20 a 100 vezes mais potente do que este. Trata-se de uma diaminopirimidina que,
juntamente com o sulfametoxazol, age em duas etapas da via enzimatica para a sintese dos
folatos. Enquanto as sulfonamidas inibem a incorporacdo do PABA no acido félico, o
trimetoprim € um poderoso inibidor competitivo seletivo da diidrofolatoredutase microbiana,
0 que impede a reducéo do diidrofolato a tetraidrofolato (PETRI JR, 2006).

Apos a administracdo de 800 mg de sulfametoxazol com 160 mg de trimetoprim
(relacdo convencional 5:1) duas vezes ao dia, as concentraces maximas dos farmacos no
plasma sdo aproximadamente de 40 e 2 pl/ml, o equivalente a relacdo 6tima (PETRI JR,
2006).

O trimetoprim distribui-se amplamente nos tecidos, penetra facilmente o liquido
cefalorraquidiano, o escarro e a bile. Enquanto que, as sulfonamidas atravessam rapidamente
a placenta e alcancam a circulacdo fetal em concentracGes suficientes para causarem efeito
tanto terapéutico quanto toxico no feto. Ambos sofrem excrecao renal (PETRI JR, 2006).

A combinacdo cotrimoxazol é utilizada no tratamento de infec¢des do trato
urinario, respiratorio e gastrintestinal. A terapia em altas doses (15 mg/kg de trimetoprim ao
dia mais 100 mg/kg de sulfametoxazol ao dia, em trés a quatro doses fracionadas) € eficaz na
infeccdo grave por P. jirovecii em pacientes com AIDS e doses mais baixas em pneumonia

menos grave por esse agente. A profilaxia com 800 mg de sulfametoxazol e 160 mg de
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trimetoprim uma vez ao dia ou trés vezes na semana é eficaz na prevencdo da pneumonia
causada por esse microrganismo em pacientes com AIDS. As reagdes adversas nesses casos
mais frequentes sdo exantema, febre, leucopenia e hepatite (MOFENSON et al., 2009).

1. 13 Os testes de sensibilidade antiflingica in vitro

Os testes de sensibilidade antifingica sugiram da necessidade de orientacdo
quanto a terapéutica antifingica mais eficaz contra as espécies fungicas causadoras de
infeccOes sistémicas, em razdo do aumento de sérias infecgdes flngicas e do concomitante
aparecimento de resisténcia aos agentes antifungicos. Esses testes sdo derivados dos métodos
utilizados na avaliacdo da atividade de antibacterianos in vitro, cujo principio basico é expor
um determinado inoculo definido do microrganismo em estudo a concentracfes da droga
testada, de modo que as condi¢bes que suportem o crescimento do microrganismo n&o
interfiram com a atuacdo da droga. A leitura final dos testes permite identificar a menor
concentracdo da droga que inibe o crescimento do microrganismo, ou concentracao inibitoria
minima (CIM) (COLOMBO; ALVES, 2004).

No interesse de padronizar os testes de sensibilidade, em 1982, a entidade
responsavel pela normalizacdo de técnicas de laboratdrio clinico nos Estados Unidos, o
National Commitee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), designou um subcomité
para padronizar os testes de sensibilidade de fungos a drogas antifungicas, sendo priorizada,
inicialmente, a normalizacdo dos trabalhos envolvendo as leveduras, pela sua menor
complexidade e maior frequéncia de infeccdo entre os fungos (COLOMBO; ALVES, 2004).
Apos passar pelos estadios de documento proposto (P) em 1992 e tentativa (T) em 1995, a
metodologia do NCCLS para leveduras foi aprovada (A) em 1997, como Norma M27-
Reference Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of Yeast, tornando o
primeiro teste de sensibilidade antifingica padronizado, facilitando a reprodutibilidade entre
laboratérios e, sendo, inicialmente, sugerido para teste com as espécies de Candida e
Cryptococcus (NCCLS, 1997), com segunda edi¢cdo publicada em 2002 (documento M27-A2)
(HOSPENTHAL; MURRAY; RINALDI, 2004).

A norma M-27 especifica 0 tamanho e a preparacdo do indculo, meio de teste,
tempo e temperatura de incubacdo e tempo final para leitura, sendo inicialmente definido para
macrodiluicdo e, posteriormente, também para microdiluicdo em virtude da facilidade no
manuseio e congelamento das placas, bem como por ser mais econdmico (REX et al., 2001).

Determina como meio de cultivo padrdo o RPMI (Roswell Park Memorial Institute)-1640
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(com L-glutamina, sem bicarbonato e pH 7,0 = 0,1). O RPMI 1640 é um meio quimicamente
definido, livre de macromoléculas e suporta o crescimento adequado de vérias espécies
fungicas, sendo tamponado para pH 7,0 com &cido 2-[N-morfolino]-propanossulfonico
(MOPS; Sigma) 0,165M (COLOMBO; ALVES, 2004).

A amostra de levedura é avaliada em suspensdo de células, denominada inéculo, é
preparada inicialmente em solucéo salina, na concentracdo de 1-5 x 10° células/mL com
auxilio de espectrofotdmetro sob filtro de 530 nm e, depois, diluido em RPMI. O indculo
diluido € adicionado a concentracfes distintas do antifungico testado, de modo a definir a
CIM deste. E realizada incubago a temperatura de 35°C por 24 horas para Candida spp. e 72
horas para C. neoformans (MELHEM; SZESZS, 2010). Cepas-controle de origem American
Type Culture Collection (ATCC) sdo utilizadas por possuirem CIM padronizados, a fim de
validar os testes (MELHEM; SZESZS, 2010).

A leitura dos testes é visual, para comparar a turbidez de cada orificio contendo
uma concentracdo da droga e o inoculo fungico com a turbidez do controle de crescimento,
em que ndo foi colocada a droga, atribuindo-se um escore para leitura do ensaio, como segue:
zero (sem crescimento visivel); 1 (25% de crescimento em relacdo ao controle); 3 (75% de
crescimento em relacdo ao controle); e 4 (sem reducdo de crescimento) (COLOMBO;
ALVES, 2004; MELHEM; SZESZS, 2010).

A padronizacdo do critério de leitura dos testes definiu como CIM para a
anfotericina B a menor concentracdo da droga capaz de inibir qualgquer crescimento
visualmente perceptivel do fungo nos tubos ou pocos testados. Em relacdo aos azolicos,
considerados fungistaticos, em decorréncia de o inicio da sua atuacdo ser retardado pela
necessidade da entrada da droga na célula fungica e a necessaria inibicdo do metabolismo
celular, a CIM foi definida como a menor concentracdo da droga capaz de inibir 80% do
crescimento obtido com o controle positivo (NCCLS, 1992). Esse critério de leitura para os
azllicos diminui o erro decorrente do fendmeno de crescimento residual (trailing)
apresentado por algumas espécies diante de drogas fungistaticas. O termo trailing é usado
para descrever o reduzido, mas persistente crescimento que alguns fungos apresentam in vitro,
apos entrarem em contato com essas drogas antifungicas azdlicas. Com o resultado da CIM,
faz-se a interpretacdo desse valor, conforme os pontos de corte (breakpoints) estabelecidos
(MELHEM; SZESZS, 2010).

Com base nessa norma, o Subcomité para Testes de Sensibilidade a Agentes
Antifangicos do NCCLS iniciou o preparo da padronizacdo de teste de sensibilidade

antifingica para os fungos filamentosos, concluindo com a norma M-38A (método de
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referéncia para testes de diluicdo em caldo para a determinacdo da sensibilidade a terapia
antifungica de fungos filamentosos), determinando as condi¢cdes do teste, incluindo a
preparacdo e o tamanho do inéculo, o periodo e a temperatura de incubacdo, a formulagdo do
meio, assim como os critérios para a determinacdo da CIM. Estudos adicionais demonstraram
algum grau de correlagéo entre os resultados dos testes in vitro e a resposta ao tratamento em
modelos animais (REX et al., 2001). O método foi destinado a realizagdo de testes dos fungos
filamentosos mais comuns que causam infeccBes invasivas, 0 que abrange as espécies de
Aspergillus, Fusarium, Rhizopus, Pseudallescheria boydii e a forma miceliana de Sporothrix
schenckii. Nao esta essa metodologia indicada para a avaliacdo da fase leveduriforme dos
fungos dimorficos: Blastomyces dermatitidis, Coccidioides spp., H. capsulatum var
capsulatum, Penicillium marneffei e S. schenckii Os antifingicos recomendados séo:
fluconazol, cetoconazol, itraconazol, voriconazol, ravuconazol, posaconazol, fluocitosina e
anfotericina B (NCCLS, 2002).

O documento M-38A determina como meio de cultivo padrdo o RPMI -1640, pela
sua adequacao aos testes de sensibilidade de leveduras aos agentes antifungicos, assim como
faz referéncia ao preparo da solucdo-padréo das drogas e aos testes de diluicdo apresentados
na Norma M27 (NCCLS, 2002). Essa técnica propde cultivos de sete dias a 35°C do fungo a
ser testado com solugcdo de inoculo apresentando turvacdo ajustada em espectrofotdmetro
(A=530nm) as transmitancias requeridas, de acordo com a espéecie em estudo (MELHEM,;
SZESZS, 2010).

Em 2008 foi publicado o documento M38-A2, com alteracBes que incluem a
recomendacdo dos testes, incluindo mais agentes de micoses cutaneas e invasivas (fungos dos
géneros Trichophyton, Microsporum, Epidermophyton e Scedosporium prolificans, fungos
demaceos e zigomicetos). E foram adicionados como antifingicos a serem usados nesse
método a terbinafina, griseofulvina, ciclopirox e as equinocandinas (anidulafungina,
caspofungina e micafungina) (NCCLS, 2008; MELHEM; SZESZS, 2010). No mesmo ano foi
publicado o documento M27-A3 para testes de sensibilidade em leveduras como Candida
spp. e Cryptococcus neoformans, ndo sendo recomendado para a fase leveduriforme do B.
dermatitidis e H. capsulatum (NCCLS, 2008).

A adesdo a metodologia proposta pelo NCCLS possibilitou uma reprodutibilidade
intralaboratorial e interlaboratorial dos testes de sensibilidade antifingica em torno de 90%
(REX et al., 2001).

Atualmente, existem duas metodologias internacionais para a determinagéo da

sensibilidade de leveduras e fungos filamentosos a medicamentos antifungicos. A primeira,
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como visto, é a do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, anteriormente
denominada Nacional Committee for Clinical Laboratory Standards, NCCLS), e a segunda
recomendada para avaliacdo da atividade antifungica de substancias puras pela técnica da
microdiluicdo em caldo, pela organizagcdo europeia Antifungal Susceptibility Testing
Subcommittee of the European Committee on Antibiotic Susceptibility Testing (AFST-
EUCAST) (HOSPENTHAL; MURRAY; RINALDI, 2004).

A metodologia da EUCAST ¢ baseada nos procedimentos do protocolo M27-A2
do CLSI, mas com algumas modificacdes, a fim de se obter exatiddo na determinacdo dos
valores de CIM. Nela ocorre modificacdo no meio em que é diluido o in6culo, permanecendo
0 meio RPMI 1640, mas com adicdo de 2% de glicose; difere também quanto ao tamanho do
indculo, leitura por meio de espectrofotdmetro e ponto de leitura com 50% de inibigcdo, sendo
que essa metodologia se mostrou mais vantajosa, pelo fato de reduzir o tempo de incubacao
necessario (24 h) para se obter um crescimento suficiente para a determinagéo dos valores de
CIM (HOSPENTHAL; MURRAY; RINALDI, 2004).

Existem ainda outros métodos para determinar a sensibilidade antifungica que
estdo em experimentacdo, como o Etest, microdiluicdo colorimétrica, disco de diluicdo em
agar, citometria de fluxo e quantificacao da sintese de ergosterol (ARIKAN, 2007).

Acerca da interpretacao dos testes de sensibilidade antifingica in vitro, entretanto,
ha de considerar que existe certo grau de imprecisdo na determinagdo da CIM. Além disso, 0s
fatores inerentes ao hospedeiro geralmente sdo mais importantes do que os resultados dos
testes de sensibilidade, sendo que a demonstracdo de que um microrganismo é sensivel in
vitro ndo significa exatamente sucesso no tratamento. Por outro lado, a resisténcia in vitro
geralmente indica falha terapéutica (PFALLER; SHEERAN; REX, 2004).

A regra 60-90 observa que infecgdes por microrganismos que demonstram
sensibilidade in vitro respondem apropriadamente a terapéutica com o medicamento testado
em, aproximadamente, 90% dos casos, enquanto, microrganismos que demonstram resisténcia
in vitro respondem em, aproximadamente, 60% dos casos (REX; PFALLER, 2002).

Assim, em virtude dessa dificuldade em correlacionar os resultados dos testes in
vitro com a resposta in vivo, em caso de ser observada boa resposta in vivo a determinado
medicamento a que o microrganismo tenha demonstrado resisténcia in vitro, devem ser
observados outros fatores, como a severidade da infec¢do, a imunidade do individuo, os niveis
terapéuticos adequados do medicamento no sitio-alvo e a velocidade da resposta clinica
(REX; PFALLER, 2002).
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Lass-Florl, Perkhofer e Mayr (2010) exprimem a ideia de que 0s testes de
sensibilidade antifingica devem ser indicados em pacientes com doen¢a invasiva, apos
tratamento de longo prazo com azélicos, isolamentos repetidos do fungo em amostras de

material clinico e em pacientes com infec¢do por fungos raros e doenga invasiva.
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2 PERGUNTAS DE PARTIDA

1 Os casos de histoplasmose por Histoplasma capsulatum var. capsulatum em
individuos HIV positivos no Estado do Ceara apresentam caracteristicas epidemioldgicas,

clinicas e laboratoriais diferentes das observadas em outras regifes?

2 Existe correlacdo, no Estado do Ceara, entre o nUmero de internamentos por
histoplasmose em individuos HIV positivos e o indice pluviométrico local e a velocidade dos

ventos?

3 Qual o perfil de sensibilidade in vitro de cepas de Histoplasma capsulatum ante
0s principais agentes antifingicos de uso terapéutico e a combinacdo sulfametoxazol-

trimetoprim?
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3 HIPOTESES CIENTIFICAS

1 Os casos de histoplasmose por Histoplasma capsulatum em individuos HIV
positivos no Estado do Ceard4 apresentam caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e

laboratoriais diferentes das observadas em outras regides.

2 Os indices pluviométricos locais e a velocidade dos ventos interferem no
ndmero de internamentos por histoplasmose em individuos HIV positivos no Estado do

Ceara.

3 O H. capsulatum é sensivel, in vitro, aos principais agentes antifingicos de uso

terapéutico e a combinacdo sulfametoxazol-trimetoprim.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Realizar estudo epidemiolégico, clinico, laboratorial e ambiental de casos de
histoplasmose por Histoplasma capsulatum var capsulatum em pacientes HIV positivos
internados no Hospital Sdo José de Doencas Infecciosas, no Estado do Ceard, Brasil.

4.2 Objetivos especificos

1 Analisar os dados epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais de casos de
histoplasmose por Histoplasma capsulatum var capsulatum em pacientes HIV positivos
internados no Hospital Sdo José de Doencas Infecciosas, no Estado do Ceara, Brasil.

2 Correlacionar a frequéncia dos internamentos por histoplasmose com o0s

indices pluviométricos locais e a velocidade dos ventos no periodo ora citado.

3 Determinar o potencial antifingico, in vitro, das drogas antifungicas ante as

cepas de H. capsulatum.

4. Avaliar o efeito inibitorio, in vitro, da combinacdo sulfametoxazol-trimetoprim

ante as cepas de Histoplasma capsulatum.
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5SMETODOLOGIA

5.1 O desenho e o local de realizagdo do estudo

Foi realizado um estudo retrospectivo dos casos de sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS) e histoplasmose durante o periodo de dois anos (2006 e 2007) e prospectivo
dos anos de 2008, 2009 e 2010. Tratou-se de um estudo transversal, descritivo e analitico, de
casos novos internados no Hospital Sdo José de Doencas Infecciosas (HSJ) (Figura 19).

Figura 19 - Foto da entrada principal do Hospital Sao José de Doencas Infecciosas do Estado do Ceara
o

£ X

------

Fonte: UFC/CEMM (2010).

O Hospital Sdo José de Doencas Infecciosas foi criado pela Lei n.° 9.387, de 31 de
julho de 1970, tendo comecado a funcionar ja em 31 de marco do mesmo ano. E um 6rgdo
com personalidade juridica de Direito Pablico, pertencente ao Estado, vinculado a Secretaria
da Saude do Estado do Ceara. Seu corpo funcional é composto por cerca de 700 servidores.
Possui uma area construida de 4.700m2 e uma capacidade de internamento de 115 leitos,
contando com sete leitos de UTI, referéncia em atendimento de pacientes HIV positivos nesse
Estado.

Identificados os casos suspeitos ou confirmados de histoplasmose, 0s espécimes
(aspirado de medula dssea e creme leucocitario) destes pacientes foram colhidos e semeados
em meio de cultura, em duplicata, permanecendo uma amostra no referido hospital, e outra
encaminhada para o Centro Especializado em Micologia Médica (CEMM), da Universidade
Federal do Ceara.

O grupo de pesquisadores que compdem o CEMM, que tem como fundador, o

Prof. Dr. José Julio Costa Sidrim, constituem os pioneiros no estudo da Micologia Médica do
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Estado do Ceard, desenvolvendo trabalhos cientificos na &rea de Micologia Médica Humana e
Veterinéria.

As amostras colhidas dos pacientes foram analisadas nos respectivos setores,
sendo o CEMM escolhido por ser considerado Setor de Referéncia no diagnéstico de fungos
patogénicos no Estado do Ceara.

5.2 Os aspectos éticos

Foi obtido parecer favoravel do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital S&o
José sob n° 029/2007, segundo os requisitos da resolu¢cdo CNS 196/96 e suas complementares

que regulamentam pesquisa em seres humanos.

5.3 A populagéo do estudo

5.3.1 Os grupos de estudo

Grupo 1 ou positivos- Pacientes soropositivos para HIV, atendidos no HSJ, durante os anos de
2006 a 2010, que apresentaram quadro clinico, exames laboratoriais e radioldgicos
compativeis com histoplasmose e exame micoldgico (exame direto e/ou cultura) positivos
para H. capsulatum;

Grupo 2 ou negativos - Pacientes soropositivos para HIV, atendidos no HSJ, durante os anos
de 2006 a 2010, que apresentaram quadro clinico, exames laboratoriais e radiologicos
compativeis com histoplasmose e exame micologico (exame direto e/ou cultura) negativos

para H. capsulatum.

5.3.2 Os critérios de inclusdo

Foram incluidos na pesquisa todos os casos de pacientes com infeccédo pelo HIV,
segundo os critérios de definicdo de caso de AIDS em adultos e criancas, do Ministério da
Saude (2004), Brasil, de todas as idades e ambos os sexos, internados no HSJ, que tiveram o
primeiro diagndstico de histoplasmose baseado nos aspectos clinicos, micolégicos,
laboratoriais e/ou radioldgicos. Foram considerados como critérios clinicos a presenca de
mais de um destes sintomas: febre, manifestacGes de doenca respiratoria (tosse e dispneia),

gastrintestinal (diarreia), hepatoesplenomegalia, adenomegalias ou manifestagdes cutaneas
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(erupcdo papular generalizada, Ulceras na orofaringe ou pele, placas infiltrativas ou
descamativa, nddulos ou outra manifestacdo atipica). Foram critérios laboratoriais a
positividade para a infecgdo pelo virus HIV, niveis séricos de lactato desidrogenase (LDH)
elevados, ou leucopenia ou plaquetopenia. Os padrbes radiolégicos incluem alteracdes
radioldgicas sugestivas de pneumopatia. O diagnostico de histoplasmose foi confirmado
mediante a identificacdo do H. capsulatum em pesquisa direta e/ou cultura a partir de
amostras de diferentes tecidos.

5.3.3 Os critérios de exclusdo

Foram excluidos da pesquisa todos os casos de pacientes com infeccao pelo HIV,
segundo os critérios de definicdo de caso de AIDS em adultos e criancas, do Ministério da
Saude (2004), Brasil, de todas as idades e ambos os sexos, internados no HSJ, que tiveram o
diagnostico de histoplasmose baseado nos aspectos clinicos, laboratoriais e/ou radiologicos,
que foram a obito, tiveram alta ou foram transferidos sem que o laboratério do HSJ tenha

coletado amostras clinicas e/ou que ndo possuam prontuério arquivado no referido hospital.

5.3.4 A coleta dos dados clinicos

Foram pesquisados os arquivos do laboratério do HSJ e registros do laboratorio
central (LACEN) para identificacdo de pacientes nos quais foram realizadas pesquisa direta e/
ou cultura de material biologico para fungo, assim como os registros de alta e ébito do SAME
(Servico de Arquivos Médicos e Estatistica), e que constassem histoplasmose como
diagnostico definitivo a alta e dbito do paciente.

Foram colhidos dados nos prontuarios referentes a admissdo do paciente no
primeiro internamento e no internamento com desfecho para Obito, nos casos assim
observados, referentes a demografia (sexo, idade e procedéncia), aspectos clinicos (data do
diagndstico da histoplasmose, tempo de permanéncia no hospital, uso de medicamentos da
terapia antirretroviral — TARV, sintomas e sinais, internamento na unidade de terapia
intensiva-UTI do HSJ, historico de patologias ndo infecciosas e infecciosas associadas,
tratamento e evolucdo do paciente), diagndstico micoldgico (pesquisa direta e cultura para
fungos), e outros procedimentos laboratoriais, como hemograma completo, exames de
avaliagdo da funcéo renal (ureia e creatinina) e hepéatica (TGP/AST, TGO/ALT), dosagem da

lactatodesidrogenase (LDH), contagem de células CD4 (sendo considerado para este 0s
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exames realizados 3 meses antes e 3 meses ap0s 0 internamento) e radiografia toracica.
Foram considerados 6bito por histoplasmose 0s casos em que a histoplasmose constava em
um dos itens de causas da declaracdo de Obito. Foi considerada recidiva, 0s casos em que
ocorreu novo internamento por histoplasmose e AIDS, com diagndstico micoldgico positivo

para histoplasmose.

5.4 As amostras clinicas

As amostras de creme leucocitario e aspirado de medula Gssea dos pacientes
enquadrados no estudo foram colhidas no HSJ, sendo estas baseadas nas normalizagdes do
referido hospital. As amostras foram adquiridas de acordo com a rotina de acompanhamento
dos pacientes HIV +, e os métodos de colheita seguiram todos os critérios de biosseguranga
adotados pelo hospital.

5.4.1 A metodologia de transporte desde o HSJ atée 0 CEMM

As amostras foram organizadas em estantes plasticas e colocadas em caixa
térmica. Na parte externa da tampa, foi colada uma etiqgueta com o nome da instituicdo
destinataria (CEMM), endereco, nome do responsavel, nome da instituicdo remetente (HSJ),

endereco, telefone e horario de envio, imediatamente transportadas ao CEMM.

5.5 As cepas de H. capsulatum estudadas

5.5.1 A caracterizacdo macro e micromorfolégica das cepas

Neste estudo, foram incluidas 92 cepas clinicas de H. capsulatum isoladas em
diferentes regibes geoclimaticas, sendo 76 cepas oriundas de pacientes enquadrados neste
estudo e 16 cepas procedentes de estados do Sudeste do Brasil, cedidas pelo Prof. Dr. Zoilo
Pires de Camargo (Apéndice I).

As amostras biologicas oriundas da medula déssea e creme leucocitario dos
pacientes procedentes do HSJ foram encaminhadas para exame direto e cultivo fangico no
Laboratério de Micologia do HSJ, sob normas de biosseguranca nivel 2 e, a partir da

identificacdo do fungo H. capsulatum, elas foram manipuladas no CEMM em cabine de
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seguranga bioldgica classe 11-B2, em laboratério de biosseguranca nivel 3 (Figura 20)
(CORDEIRO et al., 2006b).

Figura 20 - Cabine de seguranca bioldgica classe I11-B2, em laboratério de biosseguranca nivel 3.

Fonte: UFC/CEMM, 2010.

Os exames diretos foram corados por May-Grunwald-Giemsa, sendo 0s espécimes
simultaneamente inoculados em agar-Sabouraud com 2% de dextrose (Sanofi, Franca), agar-
Sabouraud com cloranfenicol, agar-Mycosel® e YNB (nitrogénio levedura base) (Himedia).
Os tubos foram incubados a uma temperatura de 25-28 °C, permanecendo até 30 dias sob
observacao, para averiguar crescimento de col6nia fangica. Apos o periodo ora referido, caso
ndo se identificasse crescimento visivel das colénias, os exames eram considerados negativos.
Os exames diretos foram observados em microscopia Gptica, com objetiva de 40x, sendo
considerados positivos na presenca de estruturas leveduriformes intracelulares. No material
processado para cultivo, apés visualizacdo das macrocoldnias, sugestivas de H. capsulatum,
estas foram visualizadas em montagem de lamina-laminula, coradas com lactofenol-azul-
algod&o a procura de estalagmosporos. Quando nao ocorria a visualizacao desses conidios, as
macrocoldnias eram novamente repicadas para agar-Lactrimel para estimular a producdo de
estalagmosporos (LACAZ et al., 2002; WANKE; LAZERA, 2004). Ap6s identificacdo das
cepas de H. capsulatum, os isolados foram repicados em agar-Sabouraud com 2% de
dextrose, agar-batata e agar-BHI e encaminhados para os testes de sensibilidade antifingica e

estocagem (Apéndice I1).

5.5.2 Estocagem e processamento das cepas de H. capsulatum

As cepas de H. capsulatum foram estocadas na micoteca do CEMM da

Universidade Federal do Ceara, Brasil, registrada no WFCC (World Federation of Culture
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Collections), sob o numero 880. Os estoques foram realizados em &gar-batata a -20°C e em
solucdo salina estéril & temperatura de 4°C e 28 °C (BRILHANTE et al., 2004). No momento
de serem utilizadas, as cepas foram repicadas em duplicata nos meios agar-batata dextrose
(Difco, Detroit, EUA) e agar-infusdo de cérebro-cora¢do — BHI (Himedia, India), e mantidas
por 7-20 dias a temperatura ambiente (28°C). Para a andlise macromorfoldgica, foram
registradas as caracteristicas de relevo, textura e pigmentacdo das colbnias. A analise
micromorfolégica em microscépio Optico foi realizada depois da retirada de fragmento da
colénia formada, e montagem entre Idmina e laminula, corada com lactofenol azul-algodé&o.
As culturas positivas para H. capsulatum foram confirmadas pela presenca de macroconidios

tuberculados e hifas hialinas finas.

5.6 O teste de sensibilidade a antiflingicos in vitro

A sensibilidade antifungica das cepas de H. capsulatum foi avaliada pelo método
de microdiluicdo de acordo com o protocolo descrito no documento M27-A2, padronizado
pelo CLSI (NCCLS, 2002), modificado por Brilhante et al. (2010). Os testes foram
preparados em meio RPMI 1640 (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA.) tamponado com
MOPS (Sigma Chemical Co., USA). As cepas foram testadas in vitro ante os antifungicos
anfotericina B, fluconazol, Itraconazol, voriconazol e caspofungina, e ante a combinacao
sulfametoxazol/trimetoprim. Os resultados foram analisados de acordo com o0s critérios

propostos pelo CLSI para determinacédo de sensibilidade a drogas antifingicas.

5.6.1 Preparacao do indculo para teste de sensibilidade antifungica

O in6culo foi preparado conforme descrito por Brilhante et al. (2010). As cepas
de H. capsulatum foram cultivadas em agar-BHI e incubadas por sete dias a temperatura
ambiente (28 °C) (Figura 21A). Para obter as cepas na fase leveduriforme, fragmentos da
colénia em fase filamentosa foram incubados em agar-BHI com 10% de sangue de carneiro a
35°C e mantidos por repiques semanais (FRESSATTI et al., 1992; BRILHANTE et al., 2010)
(Figura 21B). Para preparacdo do indculo, 1 ml de solucdo salina estéril foi adicionada a cada
cultura e com auxilio de alca microbioldgica foram realizadas raspagens da superficie do
micélio. As suspensdes foram transferidas para tubos de ensaio estéreis contendo 4 mL de
solucdo salina 0,9%, submetidas a agitacdo em vértex por cinco segundos, e deixadas em
repouso a 28°C por 5 minutos. O sobrenadante foi lido em espectrofotdmetro a 530 nm e a sua

transmitancia ajustada para 90-95%. Quando necessario, a suspensdo era ajustada com
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solucdo salina até se alcancar uma turbidez equivalente ao padréo 0,5 da escala de Mcfarland.
Em seguida, as suspensfes foram diluidas na proporc¢éo de 1:10 com RPMI 1640 tamponado
com MOPS 0,156M a pH 7,0, para obtencdo de inculo de aproximadamente 0,5 x 10% a 2,5 x
10* ufc.mL™(BRILHANTE et al., 2010).

Figura 21 — A- Cultura de H. capsulatum na fase filamentosa obtida em BHI a 28°C. B- Cultura de H.

capsulatum na fase leveduriforme obtida em agar-BHI suplementado com sangue de carneiro a 10% e a 35°C.
i

Fonte: UFC/CEMM, 2010.

5.6.2 Drogas antimicrobianas

As suspensdes de anfotericina B (AMB) (Sigma Chemical Corporation, USA),
fluconazol (FLU) (Merck Sharp & Dohme, Brazil), itraconazol (ITR) (Janssen Research
Foundation, Belgium), voriconazol (VRZ) (Pfizer Pharmaceuticals, USA) e caspofungina
(CAS) (Merck Sharp & Dohme, Brazil) foram preparadas conforme descrito por Brilhante et
al. (2010). Para o teste de sensibilidade a antifungicos, solucdes-estoque de anfotericina B e
itraconazol foram preparadas em dimetilsulfoxido a 100% (DMSO) (Merck, Darmstadt,
Germany); fluconazol, voriconazol e caspofungina foram diluidos em agua destilada esteril,
em cabine de seguranca bioldgica, conforme descrito por Cordeiro et al. (2006). Todas as
solucdes foram estocadas a -20°C até a realizacdo do ensaio, quando foram diluidas
seriadamente em escala 1:2 em RPMI 1640, com L-glutamina e sem bicarbonato de sédio, e
tamponado com pH 7.0 com 0,165 M MOPS. As concentracdes finais variaram como se

segue no quadro 2.
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QUADRO - 2 - Drogas antiflngicas e concentragdes testadas

Antiflngicos Concentracao inicial (ug/mL) Concentracao final (ng/mL)

Anfotericina B 0,002 1,0
Fluconazol 0,98 500
Itraconazol 0,0001 0,06
Voriconazol 0,002 1,0
Caspofungina 0,016 64

Para o teste com a sulfametoxazol/trimetoprim (SMX/TMP), foi utilizada a
solucdo comercial injetavel da combinacdo de agentes (ROCHE, Brasil), a qual foi estocada a
temperatura de 15-30°C, conforme orientacdo do fabricante. O intervalo final de concentracéo
testado da combinacdo de SMX/TMP para cada cepa foi de 0.039/0.0078 — 20/4 mg ml™.

5.6.3 Teste de sensibilidade in vitro

O teste de sensibilidade pelo método de microdiluicdo foi realizado conforme
protocolo descrito no documento M27-A2, padronizado pelo CLSI, descrito por Brilhante et
al. (2010). Inicialmente, as cepas foram testadas isoladamente para determinar a concentragdo
inibitoria minima.

Apos a limpeza do fluxo laminar, com alcool a 70%, e manutencdo de luz
ultravioleta por 15 minutos, em cabine de seguranca bioldgica classe 11-B2, em laboratorio de
biosseguranca nivel 3, foram utilizadas placas estéreis de 96 micropogos com fundo
arredondado em forma de U, onde foram distribuidos, com o auxilio de um pipetador
automatico, 100 pl do meio RPMI 1640 em cada micropoco.

Em seguida, foram adicionados 100 ul do antifungico na primeira coluna, diluido
de forma seriada até a décima coluna e, por fim, 100 ul da suspensdo do fungo foram
distribuidos em cada poco. Controles positivos de crescimento e esterilidade foram incluidos
para cada isolado testado.

Os resultados foram lidos visualmente e a CIM foi determinada apos intervalo de
sete dias de incubacdo das microplacas a temperatura ambiente (28°C) para fase filamentosa e
cinco dias a 35°C para fase leveduriforme.

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi definida como se segue:
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- azoblicos e caspofungina — menor concentragdo da droga capaz de inibir 80% do
crescimento visivel do fungo, quando comparado ao controle da droga (CLSI, 2002;
CORDEIRO et al., 2006);

- AMB e SMX-TMP — menor concentracdo da droga na qual ndo ha crescimento
fungico (CLSI, 2002; YEKUTIEL et al., 2004; CORDEIRO et al., 2006).

A concentragdo fungicida minima (CFM) para cada antifngico foi determinada
apos semeadura de 100 puL do material referente ao Gltimo pogo que mostrava crescimento do
fungo, e aos pocos em que ndo se observava crescimento visivel, em &gar-batata dextrose,
seguida de incubacdo a 35°C por 15 dias. Para o H. capsulatum, a CFM foi definida como a

menor concentracdo da droga em que nao se observa crescimento fangico (LI et al., 2000).

5.7 Controles de qualidade

As cepas de Candida parapsilosis ATCC 22019 e Candida krusei ATCC 6258
recomendadas pelo documento M27-A2 do National Committee for Clinical Laboratory
Standards (CLSI, 2002) foram utilizadas como controle nos testes de sensibilidade a
antifangicos, sendo as CIM das drogas para essas cepas obtidas de acordo com o protocolo.
Nos testes de sensibilidade com sulfametoxazol/trimetoprim (SMX/TMP), foi utilizado
controle positivo com anfotericina B em 84 cepas de H. capsulatum na forma filamentosa e 8
cepas na forma leveduriforme. O controle de qualidade da SMX/TMP foi realizado com
Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. As placas foram
colocadas em estufa na temperatura de 35°C e lidas apds cinco, seis e sete dias de incubacgéo
(CLSI, 2002).

5.8 Analise ambiental

Foi realizada analise dos indices pluviométricos e da velocidade dos ventos
coletados das Plataformas de Coleta de Dados pertencentes a FUNCEME (Fundacgédo Cearense
de Metereologia e Recursos Hidricos) em Fortaleza, de janeiro de 2006 a dezembro de 2010, e

correlacionada com o nimero de internamentos por histoplasmose no HSJ no mesmo periodo.
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5.9 Anélise estatistica

Os dados clinicos foram analisados mediante os testes de T-Student e do qui-
quadrado, para variaveis normalmente distribuidas e, quando necessarias, outras analises
paramétricas, e teste Mann—Whitney, para variaveis ndo normalmente distribuidas.

O teste de Mann-Whitney foi utilizado para analise das combinagfes sinérgicas e
os resultados foram expressos como média, e um p-valor <0.05 foi considerado significativo.

Para analise da diferenca de CIM e CFM da sulfametoxazol/trimetoprim, entre as
cepas do NE e SE, foi utilizado o teste t-Student para dados independentes, sendo considerado

0 p-valor 5% para conclusdes definitivas e entre 5% e 10% para indicios conclusivos.
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6 RESULTADOS

6.1 Caracteristicas gerais da populacdo estudada

No periodo de janeiro de 2006 a dezembro de 2010, foram avaliados 254 casos
novos de individuos com diagnostico de histoplasmose e AIDS internados no HSJ, sendo 39
casos (15,35%) em 2006, 66 (25,98%) em 2007, 54 (21,26%) em 2008, 57 (22,44%) em 2009
e 38 (14,96%) em 2010 (Tabela 1). O numero total corresponde a 3,0% dos internamentos no
HSJ por qualquer patologia e a 6,32% dos internamentos por AIDS no hospital. O nimero de
casos entre os anos de 2006 e 2010 n&o possui diferenca significativa (p=0,0719). Dos 254
casos, 208 (81,9%) apresentaram positividade ao exame micoldgico (exame direto e/ou
cultura) (grupo dos positivos) e 46 (18,1%) tiveram exame micologico negativo (grupo dos
negativos).

TABELA 1 - Namero de internamentos no HSJ por casos novos de histoplasmose e AIDS, entre janeiro de 2006
e dezembro de 2010.

Ano  Positivos (N) Negativos (N) Total (N) %

2006 32 7 39 15,35
2007 56 10 66 25,98
2008 41 13 54 21,26
2009 47 10 57 22,45
2010 32 6 38 14,96
Total 208 46 254 100

Do total, 83,1% (211/254) dos individuos eram do sexo masculino e 16,9%
(43/254) do sexo feminino, com relacdo 4,9: 1 e idade média de 35,8 e 35,1 anos,
respectivamente, sendo a idade minima de 7 anos e maxima de 70. Em relacdo a distribuicéo
geogréfica, 80,7% (205/254) residiam na Regido Metropolitana de Fortaleza (RMF) (Figura
22) e 19,3% (49/254) nas demais cidades do Estado do Cearad (Tabela 2). Entende-se como
RMF, de acordo com a Lei Complementar n® 18, de 29/12/1999, os seguintes municipios:
Aquiraz, Caucaia, Euzébio, Fortaleza, Guaiuba, Horizonte, Itaitinga, Pacatuba, Pacajus,

Chorozinho, Maranguape, Maracanau e Sdo Gongalo do Amarante (Figura 23).
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TABELA 2 - Principais caracteristicas epidemiolégicas dos casos novos internados no HSJ por histoplasmose e
AIDS entre, janeiro de 2006 e dezembro de 2010.

DADOS EPIDEMIOLOGICOS | Positivos N (%) Negativos N (%) | N° Total (%)

Média de idade

Homem 35,8 anos 170 (81,7%) 41 (89,1%) 211 (83,1)
Mulher 35,1 anos 38 (18,3%) 5 (10,9%) 43 (16,9)
Raz&o entre 0S sexos 4,9:1 4,9:1 4,9:1
Origem geografica

Regido Metropolitana de Fortaleza 167 (80,3%) 38 (82,6%) 205 (80,7%)
Demais cidades do Estado do Ceara 41 (19,7%) 8 (17,4%) 49 (19,3%)

Figura 22 — Mapa da Regido Metropolitana de Fortaleza (RMF), com destaque para oS
municipios com casos de histoplasmose em individuos HIV positivos (N=254)
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Figura 24 — Mapa da cidade de Fortaleza com destaque para a distribuicdo dos casos novos de
histoplasmose em pacientes HIV positivos internados no HSJ (N=254)
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Fonte: Adaptado de IPLANCE (2010).

6.2 Caracteristicas clinicas da populacéo estudada

Em 39,37% (100/254) dos casos, a histoplasmose foi o primeiro evento definidor
de AIDS, e em 60,63% (154/254) ja havia diagnostico anterior de AIDS. E, destes, 66,2%
(102/254) nédo estavam realizando tratamento com terapia antirretroviral (TARV). Ndo existe
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos dos positivos e dos negativos. Os

aspectos clinicos dos pacientes estao relacionados na tabela 3 (Figura 25).
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TABELA 3. Manifestaces clinicas da histoplasmose em pacientes com AIDS no Ceard, entre janeiro de 2006 e

dezembro de 2010.

Aspectos Clinicos e Radioldgicos N (%0)

Negativos

Positivos

(N=46)

(N=208)

Febre 42 (91,3%) 195 (93,8%)
Sintomas gerais (N=254) Perda de peso 39 (84,8%) 181 (87,0%)
Anorexia 28 (60,9%) 150 (72,1%)
Adinamia 31 (67,4%) 117 (56,3%)
Cafaleia 9 (19,6%) 39 (18,8%)
Linfadenopatia 6 (13,0%) 32 (15,4%)
(N=46) (N=208)
. Tosse 28 (60,9% 158 (76,0%
Sintomas pulmonares (N=254) Dispneia 93 ES0,0%; 104 ES0,0%g
Dor pleuritica 5 (10,9%) 16 (7,7%)
(N=46) (N=208)
Sintomas digestivos (N=254) Diarreia 27 (58,7%) 111 (53,4%)
Vémitos 15 (32,6%) 49 (23,6%)
Hepatomegalia (N=254) 20 (43,5%) 126 (60,6%)
Esplenomegalia (N=254) 18 (39,1%) 102 (49,0%)
(N=4) (N=36)
LesBes cutaneas (N=40) Eritema 2 (5%) 15 (37,5%)
Péapula 2 (5%) 12 (30,0%)
Eritema + papula - 9 (22,5%)
(N=46) (N=208)
Candidiase 14 (30,4%) 70 (33,7%)
Tuberculose 6 (13,0%) 37 (17,8%)
. . Herpes 1 (2,2%) 9 (4,3%)
Infeccoes PO Calazar 1(2,2%) 5 (2,4%)
associadas (N=254) Hepatite - 2 (1,0%)
Neurotoxoplasmose 3 (6,5%) 10 (4,8%)
Citomegalovirose - 1 (0,5%)
Complexo M. avium 1 (2,2%) --
(N=34) (N=185)
Infiltrado intersticial 19 (55,9%) 123 (66,5)
Derrame pleural -- 23 (12,4%)
Infiltrado
Exame radioldgico (N=219)  reticulonodular -- 4 (2,2%)
Infiltrado misto -- 4 (2,2%)
Infiltrado alveolar 1 (2,9%) 1 (0,5%)
Doenca
fibrocavitaria 1 (2,9%) 1 (0,5%)
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Figura 25 - Aspectos clinicos da histoplasmose — A — Les&o purpdrica perioral e candidiase
oral; B — Lesdes ulceradas em palato; C - LesOes eritemato-papulosas em dorso; D - LesGes
purpuricas em membros inferiores; E — Lesdes purpdricas disseminadas; F — Radiografia de
torax demonstrando infiltrado intersticial difuso.

Fonte: Fotos gentilmente cedidas pela Prof. Dra. Terezinha do Menino Jesus Silva Leitdo

6.3 Caracteristicas laboratoriais da populacdo estudada

6.3.1 Exames hematologicos e radiologicos

A contagem de CD4 foi realizada em 143 pacientes, sendo que, destes, 120
pertenciam ao grupo dos positivos, e as tabelas 4 e 5 demonstram que 80,4% (115/143) do
total apresentavam contagem de CD4 menor ou igual a 100 células/ml, enquanto entre o
grupo dos positivos esse evento ocorreu em 85,8% (103/120) dos casos. Foram observados
no total de 254 casos: niveis de hemoglobina abaixo de 8 g/dl, em 44,1 % (112/254) dos
casos, contagem de leucécitos menor do que 3500 células/mm® em 56,3%% (143/254) e
contagem de plaquetas menor do que 100000 células/mm® em 53,1% (135/254) dos individuos.
Foram observados niveis elevados de lactatodesidrogenase (LDH) em 99,2% (249/251) dos
pacientes avaliados com média de 3544 + 3402 U/l (164-14868 U/l). Houve
comprometimento da fungdo hepatica demonstrada por meio dos niveis elevados de aspartato-
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aminotransferase (AST/TGO) em 200 (79,7%) dos 251 pacientes avaliados, com média de
resultado cinco vezes mais elevada do que os valores normais e percentual de 65,9%
(165/249) dos pacientes com elevados niveis de alanina-aminotransferase (ALT/TGP).
Observou-se comprometimento da fungdo renal em 25,2% (63/250) dos casos com niveis de
creatinina sérica maior do que 1,4 U/l. Nao existe diferenca estatisticamente significativa

entre os dois grupos, quanto aos aspectos laboratoriais.

TABELA 4 - Resultados dos exames laboratoriais em pacientes com histoplasmose e AIDS no Ceara, entre

Janeiro de 2006 e dezembro de 2010 - grupo dos positivos.

Resultados hematoldgicos N Média n (%) Variacéo
Contagem de células CD4 (/mm?®) 120 53+55,1 2-303
1-50 75 (62,5%)
51-100 28 (23,3%)
101-200 14 (11,7%)
>200 3 (2,5%)
Hemoglobina (g/dl) 208 8,56 +2,03 3,7-15,2
<8.0 90 (43,3%)
8.0-11.5 105 (50,4%)
>11.5 13 (6,3%)
Leucdcitos (cells/mm?) 208 4297 + 3822 500-32000
<3500 111 (53,4%)
>3500 97 (46,6%)
Contagem de plaquetas (/mm®) 208 117228 + 100041 117-642000
<100 000 108 (51,9%)
100 000-150 000 44 (21,2%)
>150 000 56 (26,9%)
Aspartato aminotransferase-AST (1U/l) 205 174 +167 8-856
(TGO)
<34 40 (19,5%)
>35 165 (80,5%)
Alanina aminotransferase-ALT (1U/I) 203 64,9630 4-493
(TGP)
<44 67 (33,0%)
>45 136 (67,0%)
Lactato desidrogenase-LDH (1U/1) 205 3852 + 3576 164-14868
Aumento < 2x 19 (9,3%)
Aumento > 2x 186 (90,7%)
Creatinina (mg/dl) 205 1,5+2,03 0.3-12,8
<0.7 60 (29,3%)
0.8-1.3 94 (45,8%)
>1.4 51 (24,9%)

Legenda: Valores normais: aspartato aminotransferase (TGO) < 34 Ul/], alanina aminotransferase (TGP) < 44

Ul/1, lactato desidrogenase < 225 Ul/], creatinina < 1,3 U/L.
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TABELA 5 - Resultados dos exames laboratoriais em pacientes com histoplasmose e AIDS

no Ceara, entre Janeiro de 2006 e dezembro de 2010 - grupo dos negativos.

Resultados hematolégicos N Média n (%) Variagédo
Contagem de células CD4 (/mm®) 23 103+ 94,2 2-305
1-50 11 (47,9%)
51-100 1 (4,3%)
101-200 6 (26,1%)
>200 5 (21,7%)
Hemoglobina (g/dl) 46 8,25+1,95 3,8-12,1
<8.0 22 (47,8%)
8.0-11.5 22 (47,8%)
>11.5 2 (4,4%)
Leucdcitos (cells/mm?) 46 3369 £ 3322 400-19000
<3500 32 (69,6%)
>3500 14 (30,4%)
Contagem de plaquetas (/mm®) 46 119180 + 156368 3700-1000000
<100 000 27 (58,7%)
100 000-150 000 9 (19,6%)
>150 000 10 (21,7%)
Aspartato aminotransferase-AST 46 166 + 155 13-716
(1un) (TGO)
<34 11 (23,9%)
>35 35 (76,1%)
Alanina aminotransferase-ALT (IU/) 46 65,4 +61,9 8-324
(TGP)
<44 18 (39,1%)
>45 28 (60,9%)
Lactato desidrogenase-LDH (1U/1) 46 2175+ 1994 272-9191
<452 5 (10,9%)
>452 41 (89,1%)
Creatinina (mg/dl) 45 3,6 £14,9 0.3-101
<0.7 5 (11,1%)
0.8-1.3 28 (62,2%)
>1.4 12 (26,7%)

Legenda: Valores normais: aspartato aminotransferase (TGO) < 34 Ul/l, alanina aminotransferase (TGP) < 44
Ul/1, lactato desidrogenase < 225 UU/I, creatinina < 1,3 U/L.
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6.3.2 Diagnostico micoldgico

H. capsulatum foi encontrado em 81,9% (208/254) exames. Destes 92,3%
(192/208) através do cultivo de amostras e 51,4% (107/208) por meio da pesquisa direta, com
43,8% (91/208) de positividade em ambas as técnicas de identificagcdo, 7,7% (16/208) dos
casos positivos apenas na pesquisa direta e 48,6% (101/208) apenas na cultura. E importante
destacar o fato de que 18,1% (46/254) dos pacientes tiveram o diagnostico de histoplasmose
baseado apenas nos aspectos clinicos, epidemiolégicos e exames laboratoriais (exceto exame
micoldgico) (Figura 26). As cepas repicadas em meio YNB ndo demonstraram crescimento

visivel apds 30 dias de incubacéo.

Figura 26 - H. capsulatum: A e B - aspecto macromorfoldgico em agar-batata dextrose e agar-
BHI, demonstrando coldnia algodonosa branca; C - aspecto micromorfolégico em lactofenol
azul de algoddo, mostrando os macroconidios tuberculados (estalagmosporos); D — Exame
direto de amostra de lavado broncoalveolar demonstrando forma parasitaria dentro de
macréfago polimorfonucleado; E — forma leveduriforme a 37°C em agar-BHI suplementado
com sangue de carneiro a 10% demonstrando coldnias de aspecto Umido e coloracdo branco-
amarelada; F - A microscopia, estrutura leveduriforme com brotamento.

Fonte: UFC/CEMM (2010).
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6.4 Caracteristicas do tratamento e evolucéo

O tratamento de escolha em 88,2% (224/254) dos casos foi anfotericina B, com
média de 8,2 dias (contados da data do internamento) para iniciar a instituicdo da terapéutica.
N&o foi verificada diferenca significativa no tempo entre a internagdo e o inicio do tratamento
entre os grupos de 6bito e ndo ébito (p=0,0812). Ha, porém, uma relacédo significativa entre os
pacientes tratados e dbitos (p=0,0040), de tal modo que o percentual de pacientes que foram a
6bito € maior entre os pacientes que ndo foram tratados. Dentre a populacdo de 254 casos
estudada, dois pacientes foram submetidos a tratamento com itraconazol. Obito ocorreu em
41,7% dos casos (106/254). Recidiva sucedeu em 13,0% dos casos (33/254), havendo
evidéncia de relacdo entre a realizacdo do tratamento e a recidiva (p=0,0322), sendo a recidiva
maior entre os tratados. N&o foi verificada relacdo entre recidiva e obito (p=1,0000).

Em 11% (28/254) dos casos, ndo foi instituido tratamento com antifungicos e,
desses, 67,9% (19/28) foram a 6Obito. Entre os pacientes tratados com anfotericina B, 38,5%
(87/226) foram a oObito. Dentre os que foram a oObito, o tempo de hospitalizagdo dos pacientes
tratados € superior ao tempo de hospitalizacdo dos que ndo foram tratados (p=0,0005).

Na comparacdo entre os pacientes dos grupos dos positivos e negativos, ndo ha
diferenca significativa no percentual de oObitos (p=0,7430), valendo ressaltar, porém, que
todos os pacientes negativos tiveram tratamento, sendo 44 com anfotericina B e dois com
itraconazol, com ébito observado em 39,1% (18/46) dos pacientes, e, nestes 18 pacientes, 0
tempo de hospitalizacdo média no hospital foi de 19 dias antes do 6bito.

Dentre os fatores de risco para o Obito, a admissao hospitalar, foram observados
no grupo dos positivos: niveis séricos elevados de AST/TGO, observacdo ao exame
radiologico de infiltrado intersticial, queixa de anorexia, infiltrado difuso, dispneia, niveis

séricos elevados de creatinina e presenca de derrame pleural (Tabela 6).
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TABELA 6 — Fatores asociados ao 6bito em pacientes com histoplasmose e AIDS no Cearg,
entre janeiro de 2006 e dezembro de 2010.

FATORES ASSOCIADOS AO OBITO OBITOS

N %
Niveis séricos de AST/TGO > 34 1U/I 65 90,3
Infiltrado intersticial 52 80,0
Anorexia 55 764
Infiltrado difuso 43 66,2
Dispneia 45 62,5
Niveis séricos de creatinina > 1,4 mg/dl 25 36,2
Derrame pleural 12 18,5
Sem tratamento com antiflingico 11 153
Infiltrado misto 4 6,2

6.5 Aspectos ambientais

Segundo andlise da FUNCEME (http://www.funceme.br/areas/tempo-e-clima), a
quadra chuvosa de 2006 (fevereiro a maio) foi considerada normal. As chuvas foram bem
distribuidas no tempo, ou seja, ndo houve registro de veranicos prolongados (periodos de
estiagem), e no espago, com chuvas regulares em quase todos os municipios do Ceara.

No ano de 2007, ocorreu uma predominancia do evento La Nina. Estas
caracteristicas térmicas foram responsaveis pela descida e localizacdo da Zona de
Convergéncia Intertropical (ZCIT) sobre o norte da Regido Nordeste, causando chuvas
intensas em toda a Regido e no Estado do Ceara.

A quadra chuvosa de 2008 (fevereiro a maio) foi classificada na categoria acima
da média, com valor 11,6% superior a média historica. As chuvas foram relativamente bem
distribuidas no tempo e no espa¢o. Segundos dados da FUNCEME, foi registrado um total
significativo de chuva na segunda quinzena de marco e na primeira de abril de 2008,
acarretando enchentes em alguns municipios.

A quadra chuvosa de 2009 (fevereiro a maio) foi classificada na categoria acima
da média, com valor de precipitacdo 59% acima da média historica no Estado do Ceara.
Desde 1985, ndo havia uma quadra chuvosa com esses valores.

Em relacdo a velocidade dos ventos, o Estado do Ceara recebe influéncia dos

ventos alisios, sendo que o periodo de ventos minimos coincide perfeitamente com o periodo
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chuvoso do Estado (1° semestre); e tempo de ventos maximos, com o periodo mais seco do
Estado (2° semestre).

A distribuicdo da frequéncia de casos novos internados no HSJ com diagndstico de
histoplasmose disseminada e AIDS ao longo dos anos ndo possui diferenca estatisticamente
significativa, bem como n&o foi observada sazonalidade dentro dos meses de cada ano, tanto

em relacdo a pluviometria, como a velocidade dos ventos (Figuras 27 e 28).

Figura 27 — Correlacdo entre indices pluviométricos e nimero de casos novos internados por
histoplasmose e AIDS no HSJ de janeiro de 2006 a dezembro de 2010.

Figura 28 — Correlacdo entre a velocidade dos ventos e nimero de casos novos internados por
histoplasmose e AIDS no HSJ de janeiro de 2006 a dezembro de 2010.
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6.6 Teste de sensibilidade antimicrobiana in vitro de cepas de Histoplasma capsulatum

ante os antifingicos

As cepas de H. capsulatum, oriundas das regides Nordeste (NE) e/ou Sudeste (SE),

testadas, apresentaram variacdo na resposta aos antifungicos avaliados, conforme

demonstrado na tabela 7. Todas as cepas de H. capsulatum foram inibidas pelos antifungicos

testados.

TABELA 7 - Variagdo da CIM dos antifingicos ante cepas de H. capsulatum oriundas do
Nordeste (NE) ou Sudeste (SE) do Brasil.

Antiflngicos NORDESTE CIM (pg/mL) SUDESTE CIM (pg/mL)
Forma Forma Forma Forma

Filamentosa n=68 Leveduriforme n=8 Filamentosa n=16 Leveduriforme n=2

Variagdo Média | Variagdo | Média | Variagdo Média Variagdo Média
AnfotericinaB 0,0078-0,5 0,12 0,06-0,5 0,16 0,03-0,25 0,09  0,0156-0,0625 0,03
Fluconazol 3,9-125 36,36 3,9-7,8 5,52 1,95-250 31,07 31,25 31,25
Itraconazol 0,001-0,0312 0,0073 0,0039-0,03 0,016 0,0005-0,03 0,0036  0,0156-0,03 0,022
Voriconazol 0,0078-0,5 0,097 0,002-0,03 0,010 0,0078-0,5 0,048 0,002-0,0039 0,0028
Caspofungina 0,016-32 3,65 1-4 2,0 0,125-16 1,76 0,5-1 0,071

A analise estatistica demonstra que, na forma filamentosa, a CIM das drogas ITR
(p=0,0072) e VRZ (p=0,0490) e maior no NE do que no SE, ndo havendo diferenca
significativa nessa comparacdo entre as demais drogas. Na forma leveduriforme, a CIM da
droga VRZ (p=0,0263) é maior no NE do que no SE, e do FLU (p=0,0001) é maior no SE do
gue no NE, ndo havendo diferenca significativa nessa comparacéao entre as demais drogas.

No NE, a CIM das drogas CAS (p=0,0000), FLU (p=0,0000) e VRZ (p=0,0000) &
maior na forma filamentosa do que na leveduriforme, ndo havendo diferenca significativa
nessa comparacdo entre as demais drogas.

E no SE a CIM da droga ITR (p=0,0059) é maior na forma leveduriforme do que
na filamentosa, ndo havendo diferenca significativa nessa comparacao entre as demais drogas.

Quanto a Concentracdo Fungicida Minima (CFM), todas as cepas de H.
capsulatum foram mortas pelos antifungicos testados, conforme demonstrado na tabela 8. A
CFM das drogas CAS (p=0,0124), ITR (p=0,0006) e VRZ (0,0066) ¢ maior no NE do que no

SE, ndo havendo diferenca significativa nessa comparacao entre as demais drogas.
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TABELA 8 - Variacdo da CFM dos antifungicos ante cepas de H. capsulatum, na forma
filamentosa, oriundas do Nordeste (NE) ou Sudeste (SE) do Brasil.

Antiflngicos NORDESTE CFM SUDESTE CFM
(ng/mL) (ng/mL)
Variagio | Média Variacdo Média
Anfotericina B 0,008-1 0,17 0,063-0,5 0,16
Fluconazol 7,1-500 98,74 3,9-500 74,32
Itraconazol 0,00195-0,0625 0,02  0,00195-0,0625 0,01
Voriconazol 0,02-1 0,26 0,03-1 0,12
Caspofungina 0,016-32 10,32 0,125-16 5,19

6.7 Teste de sensibilidade antimicrobiana in vitro de cepas de Histoplasma capsulatum
var. capsulatum ante a combinagéao sulfametoxazol/trimetoprim (SMX/TMP)

Todas as cepas de H. capsulatum foram inibidas pelo SMX/TMP, com CIM
variando de 0,039 — 0,0078 a 0,625 — 0,125 mg/ml para forma filamentosa e de 0,0025/0,0005
—0,02/0,004 mg/ml para a forma leveduriforme.

As cepas oriundas do Nordeste brasileiro apresentam CIM superior, com média de
0,1544 mg/mL para sulfametoxazol e 0,0309 mg/mL para trimetoprim, na forma filamentosa,
e média de 0,0141 mg/mL para sulfametoxazol e 0,0028 mg/mL para trimetoprim, na forma
leveduriforme, comparadas com cepas do Sudeste, com média de 0,1152 mg/mL para
sulfametoxazol e 0,0230 mg/mL para trimetoprim na forma filamentosa e de 0,0079 mg/mL
para sulfametoxazol e 0,0016 mg/mL para trimetoprim na forma leveduriforme. A disposicéo

da CIM pode ser observada na tabela 9.
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TABELA 9 - CIM de SMX/TMP ante cepas de H. capsulatum oriundas do Nordeste (NE) e
Sudeste (SE) do Brasil.

NE SE
SMX/TMP Forma Forma Forma Forma
CIM (mg/mL) Filamentosa Leveduriforme Filamentosa Leveduriforme
N (%) N (%) N (%) N (%)
0,0025/0,0005 - 1(12,5) i i
0,005/0,001 ; ) i 2 (66,67)
0,01/0,002 - 1(12,5) i i
0,02/0,004 - 6 (75) i 1(33,33)
0,039/0,0078 2(2,9) - 2 (12,5) -
0,078/0,0156 14 (20,6) i 6 (37.,5) i
0,156/0,0312 37 (54,4) i 5 (31,3) i
0,312/0,0625 13 (19,1) . 3(18,8) i
0,625/0,125 2 (2,9) . 0(0,0) i
Média(mg/ml)  0,1544/0,0309 0,0141/0,0028 0,1152/0,0230 0,0079/0,0016
Total 68 (100) 8 (100) 16 (100) 3 (100)

Quanto a Concentragcdo Fungicida Minima (CFM), todas as cepas de H.
capsulatum foram mortas pela SMX/TMP, com CFM variando de 0,039 — 0,0078 a 1,25 —
0,25 mg/ml.

As cepas oriundas do Nordeste brasileiro apresentam CFM superior, com media
de 0,328 mg/mL para sulfametoxazol e 0,0656 mg/mL para trimetoprim, comparadas com
cepas do Sudeste, com média de 0,254 mg/mL mg/mL para sulfametoxazol e 0,0508 mg/mL

para trimetoprim. A disposicdo da CFM pode ser observada na tabela 10.

TABELA 10 - CFM de SMX-TMP ante cepas de H. capsulatum oriundas do Nordeste (NE) e

Sudeste (SE) do Brasil.

SMX-TMP NE SE

CFM (mg/mL) n % n %

0,039/0,0078 1 1,5 0 0
0,078/0,0156 9 13,2 4 25,0
0,156/0,0312 10 14,7 6 37,5
0,312/0,0625 36 52,9 3 18,8
0,625/0,125 10 14,7 3 18,8
1,25/0,25 2 2,9 0 0,0
Total 68 100 16 100
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As CIM para as cepas do controle de qualidade foram: Candida parapsilosis, CIM
=1 pg/mL ante a anfotericina B, Cryptococcus neoformans var. neoformans, CIM = 24/1,22
mg/mL ante a SMX/TMP, H. capsulatum, CIM = 0,12 pg/mL ante a anfotericina B.
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7 DISCUSSAO

O Histoplasma capsulatum pode ser considerado um dos patégenos oportunistas
mais importantes da atualidade, com distribuicdo global. Esta relacionado, principalmente,
aos casos de AIDS, e em pacientes com contagens de linfoctios CD4 menores que 150
células/mm? e na auséncia de TARV, manifesta-se na forma disseminada grave, muitas vezes
fatal.

A histoplasmose € a primeira infeccdo oportunistica em 22-85% dos pacientes
HIV positivos em éreas endémicas (MCKINSEY et al.,, 1997). No Brasil, como a
histoplasmose ndo é considerada doenca de notificagdo compulséria (apesar de estar na
relacdo dos agravos inusitados), ndo se conhece a real incidéncia dessa infecgdo. Inqueritos
epidemiologicos utilizando testes intradérmicos com histoplasmina demonstraram, entretanto,
a distribuicdo da infeccdo pelo H. capsulatum, em todas as regifes do Pais: regido Sul (6,3-
16,0%), regido Nordeste (2,6-29,8%), regido Sudeste (3,0-93,2%), regido Centro-Oeste (4,4-
63,1%) e regido Norte (12,8-43,4%) (ZANCOPE-OLIVEIRA; MUNIZ; WANKE, 2005). O
Estado do Ceara constitui zona endémica de histoplasmose, como demonstrado em inquérito
sorolégico com histoplasmina realizado em 1992, na cidade de Aracati, tendo-se obtido
87,34% de positividade em 316 participantes, assim como em inquérito soroldégico com
histoplasmina realizado em 1990 na cidade de Pereiro, Estado do Ceard, em individuos de
ambos 0s sexos com faixa etaria de cinco a 50 anos, que obteve positividade em 61,5% dos
casos, frequéncia esta superior aos demais estados brasileiros, inclusive da regido Nordeste
(ALENCAR; AUGUSTO BORGES; DIOGENES, 1992).

Nas ultimas décadas, em razdo do aumento no numero de casos de AIDS, a
histoplasmose também vem acompanhando essa relacdo, o que pode ser observado neste
estudo, comparando-se 0 numero de casos de 2006, 2007, 2008, 2009 e 2010 (ao todo, 254
casos, com média de 50,8 casos ao ano), com um aumento em relagdo a estudo anterior, onde
foram observados 164 casos ao longo de nove anos (média de 18,2 casos ao ano) (DAHER et
al., 2006), superior também ao observado em relatos de microepidemias no Sudeste e Sul do
Brasil. Na cidade de Porto Alegre, Severo et al. (2001) registraram 156 casos em 21 anos
(1978 a 1999), e Unis, Oliveira e Severo (2004) registraram 111 casos em 25 anos (1977 a
2002), enquanto Leimann et al. (2005) registaram, no Instituto de Pesquisa Clinica Evandro
Chagas (FIOCRUZ), Rio de Janeiro, 74 casos em 17 anos (1987 a 2003) e Mora, Santos e

Silva-Vergara (2007) observaram 57 casos em 14 anos (1992 a 2005), e no mesmo ano,
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Chang et al. (2007) relataram 30 casos em oito anos (1998 a 2005) na cidade de Campo
Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil. O nimero de casos deste estudo supera o de relatos em
outros paises como o descrito por Huber et al. (2008) na Guiana Francesa, com um total de
200 casos em 25 anos; e no Panama, com relato de 182 casos em sete anos (1997 a 2003)
(GUTIERREZ et al., 2005).

Dos 254 casos observados, 208 apresentaram confirmacdo por pesquisa direta
e/ou cultura, enquanto 46 tiveram o diagnostico de histoplasmose baseado nos aspectos
clinicos, hematoldgicos e radioldgicos, sendo esses achados importantes, pois, apesar da
existéncia de excelentes métodos laboratoriais, em muitos casos, o diagnostico ndo é
realizado, simplesmente porque a histoplasmose ndo é incluida no diagnéstico diferencial. Os
medicos devem estar atentos aos sintomas clinicos e correlacionar com os dados
epidemiologicos, como a pratica de atividades ocupacionais que exponham 0s pacientes a
sitios contaminados com fezes de aves e morcegos. Além disso, os exames laboratoriais
apresentam limitagdes técnicas (WHEAT; KAUFFMAN, 2003). A cultura para fungos, no
caso da histoplasmose, é mais Util no diagnostico da forma pulmonar crénica ou disseminada,
sendo nesta forma positiva em 80-90% dos casos, enquanto o exame histopatologico em 40-
60% e os exames sorologicos em 50-70% dos casos (LEIMANN et al., 2005). Martinez e
Figueiredo (2003) referem que a abordagem clinica do paciente com infec¢do aguda deve ser
minuciosa e ampla, visando a possibilitar o inicio de um tratamento empirico, que tenha
grande chance de ser eficaz. O ideal é que na evolucdo dos sintomas respiratorios e suspeita
de pneumonia em individuos com HIV fosse estabelecido um diagndstico definitivo. Para a
realizacdo deste, porém, procedimentos invasivos, como a broncoscopia, ou técnicas
laboratoriais mais sofisticadas, sdo necessarios, mas nem sempre acessiveis. Desta forma, a
correlacdo clinico-epidemioldgica, com exames laboratoriais e radioldgicos de uso rotineiro,
pode indicar o diagnostico e a melhor opcéo terapéutica.

Esse aumento no nimero de casos de histoplasmose em individuos HIV positivos
pode ser proporcional ao crescimento no numero de infectados pelo virus HIV, desde que, de
1980 a junho de 2010, foram notificados 592.914 casos de AIDS no Brasil. O maior nimero
estd concentrado na regido Sudeste, com 344.150 (58,0%) casos, seguido da Sul, com 115.598
registros (19,5%), Nordeste 74.364 (12,5%), Centro-Oeste 34.057 (5,7%) e Norte 24.745
(4,2%). No Pais, nas regides Sul, Sudeste e Centro Oeste, a incidéncia de AIDS tende a
estabilizacdo, mas, no Norte e Nordeste, a tendéncia € de crescimento. Segundo critérios da
Organizacdo Mundial de Satude (OMS), o Brasil tem uma epidemia concentrada, com taxa de
prevaléncia da infeccdo pelo HIV de 0,6% na populacéo de 15 a 49 anos (BRASIL, 2010). E
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no Estado do Ceara houve um aumento na taxa de incidéncia (por 100.000 habitantes), 9,6 em
2006, 11,7 em 2007, 12,4 em 2008 e 14,2 em 2009 (BRASIL, 2010). A mudanca na politica
de atencdo a AIDS, com o acesso a TARV a partir de 1996, implicou a queda da mortalidade
e, consequentemente, o aumento da sobrevida das pessoas vivendo com HIV/AIDS no Brasil,
e, desta forma, no aumento proporcional nas doencas emergentes e reemergentes relacionadas
a essa epidemia, como a histoplasmose.

A forma disseminada da histoplasmose acomete extremos de idade, mas, em
pacientes imunodeprimidos, ocorre de forma predominante em adultos jovens (UNIS;
OLIVEIRA; SEVERO, 2004), como neste estudo, em que a idade média dos individuos do
sexo masculino foi de 35,8 anos e do sexo feminino foi de 35,1 anos; um pouco menor que 0
observado por Huber et al. (2008) na Guiana Francesa, em que a média de idade para
mulheres foi de 37,5 e para homens foi de 41,4 anos, mas semelhante ao observado por
Mckinsey et al. (1997) na cidade de Kansas nos Estados Unidos, e por Daher et al. (2007),
também no Estado do Cear4, Brasil.

Observou-se neste estudo uma relacdo entre sexo masculino e feminino de 4,9
para 1, igual ao observado por Daher et al. (2007), que foi de 4 para 1, na mesma cidade do
Estado do Ceara. Huber et al. (2008) obteve na Guiana Francesa uma proporcao de dois casos
no sexo masculino para cada caso no sexo feminino. Essa proporcao entre 0s sexos relatada
neste estudo é diferente da observada na infeccdo pelo virus HIV. Segundo dados do
Ministério da Saude (2010), sobre a AIDS, em 1986, a razdo era de 15 homens com a doenga
para cada caso em mulheres, e, a partir de 2003, a razdo se estabilizou, sendo que, atualmente,
para cada 15 homens com AIDS, existem dez mulheres infectadas. O H. capsulatum infecta
os individuos independentemente do sexo, mas as manifestacdes clinicas sdo mais
proeminentes no sexo masculino (WANKE; LAZERA, 2004; AIDE, 2009), e, além disso, 0s
homens, por fatores laborais (criacdo de aves, limpeza de ambientes e construcdo civil) e
esportivos (exploracdo de cavernas), estdo mais expostos a forma filamentosa do H.
capsulatum (CURY et al., 2001).

Assim como em estudo realizado no Rio Grande do Sul (UNIS; OLIVEIRA;
SEVERO, 2004), foram observadas alta incidéncia de casos na regido urbana e auséncia de
historia epidemioldgica de comportamento de risco para aquisicdo da doenca. Durante uma
epidemia de histoplasmose que ocorreu na cidade de Indianapolis, Estados Unidos, entre
junho de 1988 e junho de 1995, a infeccdo pelo H. capsulatum foi verificada em

aproximadamente um terco dos pacientes com AIDS, manifestando-se como doenga
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disseminada em 95% dos casos, sem, contudo, serem identificados os fatores que
contribuiram para o advento dessa epidemia (WHEAT et al., 2000a).

Ademais, em pacientes residindo em é&reas endémicas, ndo € possivel se
correlacionar a doenga como uma nova infec¢do, ou reativacdo de infecgdo anterior. Assim
também, individuos que desenvolveram condicdo de imunossupressdo anos apos sairem de
areas endémicas podem sofrer reativacdo do foco de infeccdo e, desta forma, desenvolver
histoplasmose disseminada (KAUFFMAN, 2007).

Os 162 casos procedentes de Fortaleza foram distribuidos de forma dispersa em
65 bairros, sendo que o bairro de Messejana apresenta 6,7% dos casos representando a maior
concentracdo (10/162), seguido pelo bairro do Centro com oito casos (4,9%). Bezerra (2009)
obteve em Fortaleza, por meio de inquérito epidemiolégico com histoplasmina, positividade
em 12,42% dos casos (20/161), sendo que os bairros de Messejana e Centro obtiveram 15%
de positividade cada um, demonstrando uma correlacéo entre os dois estudos.

A forma como os pacientes deste estudo adquiriram a histoplasmose ainda
permanece em questdo, pois os relatos obtidos dos prontuarios no estudo retrospectivo e 0s
tomados no estudo prospectivo ndo foram suficientes para esclarecer esse questionamento.
Até o presente momento, o H. capsulatum ainda néo foi isolado do solo no Estado do Ceara,
sendo que o isolamento do fungo do solo exige trabalho minucioso e varias amostras de locais
diferentes com temperatura de 22 a 29°C e umidade relativa de 67 a 87% ou mais
(OLIVEIRA; UNIS; SEVERO, 2006). O H. capsulatum é um fungo ubiquo, ou seja,
apresenta como habitat ndo apenas o solo das grutas e cavernas nem somente locais onde ha
criacdo de aves podendo, também, ser encontrado em areas publicas, como parques e pracas,
assim como, em chéacaras, sitios e fazendas, forros de casas, e outras construcdes habitadas
por morcegos. Dados da literatura demonstram que 0S morcegos estdo entre 0S poucos
mamiferos silvestres que desempenham papel importante na manutencdo do ciclo bioldgico
de H. capsulatum na natureza. A importancia desses animais dentro da cadeia
ecoepidemiologica da histoplasmose estd bem estudada. Emmons foi o primeiro a
correlacionar a associacdo entre morcegos e fungos patogénicos, isolando H. capsulatum do
solo contaminado pelo guano desses animais nos Estados Unidos. Fava Netto et al.. (1967)
relataram o isolamento de H. capsulatum em excretas de morcegos coletadas em uma casa
situada no litoral norte de Sdo Paulo. Na cidade de Brasilia, o primeiro relato do isolamento
de H. capsulatum do solo de cavernas habitadas por quirépteros foi feito por Schmidt,
Machado e Galvao (1973), sendo descrito também o isolamento em visceras e sangue de

morcegos capturados no interior da caverna. No Estado do Ceara, Coelho (2010) identificou o
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H. capsulatum em lesdes cutaneas de trés gatos, oriundos das cidades de Sobral, Baturité e
Fortaleza, respectivamente, configurando-se nos primeiros casos de histoplasmose animal
nesse Estado e, Cordeiro et al. (2011) obteve 1,78% de positividade para H. capsulatum
através de teste de imunodifuséo realizado em 224 cées, também no Estado do Ceard. De
acordo Zancopé-Oliveira, Muniz e Wanke (2005), outras espécies de animais podem estar
envolvidas na distribuicdo ambiental do H. capsulatum. Os autores realizaram a captura de
103 animais silvestres nativos no Municipio do Rio de Janeiro, isolando o fungo de visceras
de trés animais (2,9%) aparentemente sadios, sendo dois marsupiais (Metachirus opossum) e
um rato (Rattus rattus). Silva-Vergara et al. (2001) demonstraram o isolamento de H.
capsulatum no Estado de Minas Gerais, na cultura de visceras de Didelphis albiventris, uma
espécie de marsupial encontrada no Brasil.

A histoplasmose disseminada foi observada como primeira manifestacdo da AIDS
em 39,37% dos casos, enquanto que Mora, Santos e Silva-Vergara (2007) observaram 52%,
em Minas Gerais, Brasil, e Hajjeh et al. (2001) 50% nos Estados Unidos. E importante
observar que 0s pacientes imunocomprometidos sdo incapazes de desenvolver imunidade
celular efetiva contra o H. capsulatum, assim como podem ndo apresentar sintomatologia da
doenca no periodo de disseminacdo aguda (KAUFFMAN, 2007). Apesar de haver
aproximadamente 1,5 milhdo de espécies fangicas, apenas algumas centenas sdo capazes de
causar patologias em seres humanos. A maioria das doencas fungicas é causada por poucos
representantes desse reino, como a Candida spp., Cryptococcus spp., Aspergillus spp.,
Histoplasma capsulatum, Coccidioides spp., Blastomyces dermatitidis e Paracoccidioides
brasiliensis. Esse fato ocorre pela eficacia das defesas humanas, que se torna evidente em
quadros de infecgéo, reinfeccdo ou reativacao de focos enddgenos quando existe a deficiéncia
ou supressdo dessas defesas. A supressdo do sistema imune permite que fungos, normalmente
saprofitas, tenham oportunidade de causar doencas agressivas e rapidamente fatais
(HOSPENTHAL,; ROGERS, 1995). Fungos, como o H. capsulatum, apresentam mecanismos
de viruléncia desenvolvidos no solo pela pressdo da sele¢cdo que ocorre na competicdo com
outros microrganismos, adaptacdo a extremos de umidade ou sobrevivéncia a atividade
predatoria de organismos amebdides e pequenos animais, como 0s nematdides, que sdo de
enorme importancia para a patogenicidade em humanos (CASADEVALL, 2007).

Atualmente, € importante lembrar que estdo ocorrendo casos de histoplasmose
grave em pacientes que fazem uso de antagonistas do fator de necrose tumoral (TNFa), como
0 etanercept (Enbrel®) e infliximab (Remicade®) (KAUFFMAN, 2007; OLSON et al.,

2011), sendo necessario que 0s meédicos fiqguem atentos para incluir a histoplasmose no
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diagndstico diferencial no contexto de manifestac@es clinicas semelhantes as relatadas neste
estudo.

Dentre os pacientes com diagnostico de AIDS antes do quadro de histoplasmose,
66,2% ndo faziam uso de medicamentos antirretrovirais, 0 que pode ter acarretado
manifestacdes mais graves da histoplasmose e ébito, dados estes também observados em
outros paises da America do Sul, como a Guiana Francesa (HUBER et al., 2008). Como
relatado na literatura, a maioria dos casos de histoplasmose associados a AIDS ocorre em
pacientes que ndo estdo recebendo TARV, ou que possuem pouca adesdo ao tratamento
(MORA; SANTOS; SILVA-VERGARA, 2007). E importante ressaltar a necessidade da
instituicdo do tratamento da doenca de base, neste caso, a AIDS, pois 0 uso da TARV ¢
associado com reducéo significativa na incidéncia de infec¢Ges oportunistas (WHEAT et al.,
2007a), e sua instituicdo durante o curso da histoplasmose causa estimulo a imunidade celular,
peca-chave na defesa contra o H. capsulatum, tendo sido relatada uma resposta em 100% dos
pacientes tratados concomitantemente com antifingicos e TARV, em detrimento de uma
resposta em 47% dos individuos que ndo faziam uso de TARV (WHEAT et al., 2007a).

As manifestacdes clinicas na histoplasmose disseminada s@o variaveis, sendo
observada neste estudo maior frequéncia de casos com sintomas de febre, perda de peso,
anorexia, adinamia, tosse, dispneia, diarreia, hepatomegalia e esplenomegalia, semelhante ao
observado em estudo anterior procedido por Daher et al. (2007). Febre, calafrios, cafaleia,
mialgia, anorexia, tosse e dor toracica sdo caracteristicos da forma pulmonar aguda da
histoplasmose e sdo observados em 85-100% dos casos. Na forma pulmonar crénica, que se
desenvolve em pacientes com doenca pulmonar de base, os achados clinicos e radiolégicos
séo semelhantes ao observado na tuberculose, entretanto, sem tratamento, a doenga se torna
progressiva, causando perda da funcdo pulmonar e 6bito em mais da metade dos pacientes
(HAGE et al., 2008). Na histoplasmose disseminada, que acomete extremos de idade e em
pacientes com estado de imunossupressdo, a febre e a perda de peso sdo 0s sintomas mais
comuns, associados a hepatomegalia e esplenomegalia. Outros frequentes sitios de
disseminacdo incluem a mucosa orofaringea e gastrintestinal, a pele e glandulas suprarrenais
(WHEAT et al., 2000a). Ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa entre o
grupo que obteve diagndstico confirmado por exame micoldgico e 0s com exame negativo,
demonstrando que o diagnostico clinico foi criterioso e bem direcionado.

Outras infeccbes acometeram o0s pacientes durante o internamento por
histoplasmose, sendo observada, mais frequentemente, candidiase (52,5%), seguida por

tuberculose (26,9%) e herpes (6,2%). A candidiase em esdfago, brénquios, traqueia ou
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pulmdes é considerada uma doenca definidora de AIDS. Trata-se da afec¢do oral mais comum
nos pacientes HIV positivos, sendo havida como preditiva de deterioracdo do sistema
imunolégico. Ocorre muitas vezes em pacientes no inicio da infeccdo pelo HIV, previamente
assintomaticos e em 90% dos pacientes com AIDS. Nos casos de imunodeficiéncia grave, as
lesbes podem se espalhar por toda a extensdo da cavidade bucal (BODHADE; GANVIR,;
HAZAREY, 2011). E relatada como uma das mais frequentes infeccBes oportunistuicas
(CHANG et al.,, 2007). Neste estudo, 26,9% dos pacientes obtiveram diagndstico
concomitante ou estavam em tratamento para tuberculose no momento do diagndstico de
histoplasmose. A tuberculose é uma das infec¢des concomitantes a histoplasmose mais
frequente, podendo uma mascarar a outra (GUTIERREZ et al., 2005). Em estudo realizado
pelos autores Rocha e Severo (1994), de 1986 a 1992, no Rio Grande do Sul, em pacientes
com histoplasmose disseminada e AIDS, um terco dos pacientes estava sendo tratado para
tuberculose, sem confirmacéo diagndstica, e, em razdo da piora clinica e surgimento de lesbes
mucocutaneas, em vigéncia do uso de tuberculostaticos, foi feita a revisdo diagndstica,
concluindo-se tratar de histoplasmose.

As alteracOes cutaneas foram observadas em menor nimero de casos (15,7%) em
relacdo ao Sul e Sudeste do Brasil, demonstrando semelhangca com os relatos dos Estados
Unidos, Guiana Francesa e Panama, que foram de 10%, 13,4% e 17,5%, respectivamente
(KARIMI et al., 2002; COUPPIE et al., 2004; GUTIERREZ et al., 2005), mas semelhante ao
observado no Estado de Mato Grosso do Sul, regido Centro-Oeste do Brasil (16,7%)
(CHANG et al., 2007), sugerindo que diferentes cepas de H. capsulatum sejam responsaveis
por diferentes manifestacdes clinicas (UNIS; OLIVEIRA; SEVERO, 2004; DURKIN et al.,
2004). As lesdes mais frequentes foram o rash eritematoso e papulas, enquanto que, em
estudos anteriores, se observou mais a presenca de lesdes papulo-ulcerativas com crostas,
seguida de lesdes pustulares ou nodulares (GOLDANI et al., 2009; KARIMI et al., 2002).

Os sintomas gastrintestinais ocorreram com maior frequéncia neste estudo em
relacdo ao dos EUA, sendo o trato gastrointestinal considerado um dos maiores sitios de
disseminacdo da doenca (KARIMI et al., 2002), com comprometimento hepato-esplénico
superior ao anteriormente observado (DAHER et al., 2007).

O exame micologico foi positivo em 81,9% dos casos, semelhante ao observado
por Karimi et al. (2002), mas superior ao de Unis, Oliveira e Severo (2004) e Leimann et al.
(2005), com cultura positiva em 51,4% e 69,5% dos casos, respectivamente. Severo et al.
(2001) relataram 137 casos de histoplasmose, ao longo de 21 anos, no Estado do Rio Grande

do Sul, em que o diagndstico foi baseado na cultura e histopatolégico. Na forma pulmonar
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aguda e cronica, o diagndstico foi realizado pelo estudo histopatolégico de biopsias do tecido
pulmonar. Nas formas disseminadas, o diagndstico foi baseado na histopatologia (em 75 de
81 pacientes) ou cultura (42 de 56 pacientes). O isolamento do H. capsulatum em cultivo
constitui padrdo ouro para o diagndstico da histoplasmose, entretanto, a cultura apresenta
algumas limitacdes, podendo ser negativa nas formas moderadas de histoplasmose, e
apresentar resultado falso negativo em 20% dos casos de infec¢do disseminada. Pode demorar
até quatro semanas para se emitir o laudo da cultura a espera do crescimento do H.
capsulatum, sendo que, em alguns casos, procedimentos invasivos como a broncoscopia sao
necessarios para se obter uma amostra de material satisfatoria para a cultura (WHEAT;
KAUFFMAN, 2003). Assim, os aspectos epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais também
tém de ser observados, pois até o presente momento ndo se dispde de nenhum método
complementar em que se obtenha 100% de positividade, principalmente em pacientes
imunossuprimidos (LEIMANN, 2005; WHEAT, 2007b).

Como proposta para tornar o diagnostico da histoplasmose mais precoce, sugere-
se a implantacdo dos testes soroldgicos como rotina nos laboratorios de referéncia no
diagnostico dessa patologia. A deteccdo dos antigenos do H. capsulatum € um meio de
diagnostico rapido na histoplasmose disseminada, obtendo uma sensibilidade maior a partir de
amostras da urina do que de outros fluidos corporeos, e apresentando reacdo cruzada em raros
casos. Além disso, 0s niveis antigénicos diminuem com o tratamento e aumentam nas
recidivas, tornando-se um método de grande auxilio na monitorizacdo do tratamento
(KUROWSKI; OSTAPCHUK, 2002). Os testes soroldgicos para identificacdo de antigenos
sdo caros, e ainda ndo sdo acessiveis de forma rotineira no meio local.

As anormalidades laboratoriais observadas com maior frequéncia foram: niveis de
hemoglobina abaixo de 8g/dl, leucopenia, trombocitopenia, elevacdo nos niveis de LDH,
AST, ALT e creatinina sérica, semelhante a estudos anteriores (DAHER et al., 2007). A
anemia, leucopenia e trombocitopenia sdo achados comuns na histoplasmose disseminada,
sendo que a trombocitopenia € relacionada a casos com risco para Obito, por indicar
hemofagocitose, coagulacdo intravascular disseminada e supressdo da medula dssea. Os
elevados niveis de AST e ALT séo indicativos de falha hepatica, enquanto niveis elevados de
creatinina apontam falha renal (DAHER et al., 2007). Autores apontam uma associacao entre
0 nivel sérico aumentado de LDH e o 6bito causado por histoplasmose (DAHER et al., 2006).
Esta enzima € encontrada em todas as células dos vertebrados, ocupando importante posicao
no metabolismo celular fora da via glicolitica. Funciona como enzima de ligagdo entre o

metabolismo de proteinas e carboidratos e serve como indicadora de condices fisiologicas ou
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estruturais alteradas, desempenhando papel importante em condicdes de estresse, tais como a
inflamacdo, a hipoxia e/ou choque prolongados. Possiveis explicacbes para a elevacdo da
LDH em quadros infecciosos, micéticos ou ndo, associados & AIDS, sdo relacionadas a
disfuncdo organica multipla, associada a disseminacdo do processo infeccioso e/ou a
sindrome reativa hemofagocitica, que € consequente da ativacdo inapropriada de mondcitos,
presente nas infecgdes graves, principalmente em estadios avancados da AIDS. Baseado nessa
ja conhecida associacdo, é aventada a ideia que o nivel da LDH pode ser Gtil no diagndstico
diferencial entre pneumocistose e histoplasmose, uma vez que o nivel dessa enzima é
geralmente maior do que 600U/L na histoplasmose, diferente do encontrado em outros
pacientes com HIV e infiltrado pulmonar (BUTT et al., 2002). Os padrdes laboratoriais
obtidos nos pacientes com exame micolégico positivo foram semelhantes aos com exames
negativos.

E importante observar que o tratamento com anfotericina B, por sua
nefrotoxicidade, pode acarretar insuficiéncia renal aguda em 45-65% dos pacientes (DAHER
et al., 2007; WHEAT et al., 2007a), mas os dados colhidos neste estudo referem-se ao
momento da admissdo do paciente, desta forma refletindo tanto as manifestacdes renais da
histoplasmose como da AIDS, ou de medicamentos associados a esta sindrome, cujo uso
tenha sido feito pelos pacientes. Varias formas de doenca renal sdo descritas em pacientes
infectados pelo HIV, mas a mais comum, ocorrendo em 75-80% dos casos, é a
glomeruloesclerose focal segmentar em associacdo com sindrome nefrética, ou também
conhecida como nefropatia associada ao HIV, que cursa com proteindria significativa até a
insuficiéncia renal. A histoplasmose, por sua vez, acarreta glomerulonefrite por
imunocomplexos (BURKE et al., 1997).

Em 80,4% dos casos a contagem de linfocitos CD4 foi menor do que 100
células/mm?, corroborando estudos anteriores, demonstrando ser a imunossupressao celular o
fator mais importante para as manifestacfes clinicas da histoplasmose (MORA; SANTOS;
SILVA-VERGARA, 2007; HUBER et al.,, 2008), de tal modo que a histoplasmose
sintomatica ocorre mais frequentemente em individuos com niveis baixos de linfocitos CD4
do que a histoplasmose assintomatica (MCKINSEY et al., 1997). Os niveis baixos de LT
CDA4+ constituem o marcador mais Gtil para individuos em risco de adquirir a histoplasmose,
principalmente na forma disseminada (MCKINSEY et al., 1997).

Os achados radiologicos ndo apresentaram especificidade com a histoplasmose,
podendo ser observados também em outras afecgbes que acometem pacientes

imunodeprimidos, como a pneumocistose e a tuberculose miliar. Em alguns casos, o exame



102

radiolégico foi normal, o que ndo exclui a doenca (UNIS; OLIVEIRA; SEVERO, 2004). O
derrame pleural foi o segundo maior achado ao exame radiolégico neste estudo (10,5%),
entretanto, a doenca pleural € incomum durante o curso da histoplasmose pulmonar,
geralmente estando associada com pericardite, observando-se com maior frequéncia infiltrado
intersticial difuso, como visto também neste estudo (KAUFFMAN, 2007).

A anfotericina B foi o tratamento de escolha em 88,2% dos casos estudados, e, de
forma geral, pacientes com AIDS respondem melhor ao tratamento em casos com
manifestacdes pouco graves da histoplasmose, sendo relatada resolucdo da doenca em 85%
dos pacientes tratados com itraconazol e 98% dos tratados com anfotericina B. Por outro lado,
obtém-se pouca resposta clinica a terapéutica nos casos com sintomas de hipotensao,
insuficiéncia respiratoria ou manifestacdes neuroldgicas (WHEAT et al., 2000a).

Foi observada evolugédo para obito em 41,7% dos casos e, apesar do tratamento
com anfotericina B, 38,5% desses pacientes tratados foram a dbito, com maior frequéncia do
que observado por outros autores (DAHER et al., 2007; MORA; SANTOS; SILVA-
VERGARA, 2007), mas semelhante ao registrado na regido Centro-Oeste do Brasil (40,0%)
(CHANG et al., 2007). Prado et al. (2009) relataram que entre 1996 e 2006 a histoplasmose
foi a principal causa de 6bito em 10,1% de 3583 pacientes com AIDS e Wheat et al. (2000a)
relataram 12% de Obito nos pacientes com histoplasmose disseminada e AIDS tratados com
anfotericina B, frequéncias menores do que a observada neste estudo. Dentre 0s que nédo
realizaram tratamento, 67,9% evoluiram para 6bito, enquanto Mora, Santos e Silva-Vergara
(2007) observaram 31,5% de Obito em néo tratados. Desta forma, os pacientes ndo submetidos
a nenhuma terapéutica antifingica evoluiram para ébito em maior percentagem do que 0S
tratados com antifungico, demonstrando a necessidade de se instituir tratamento, pois a
mortalidade decorrente da histoplasmose disseminada sem tratamento é de aproximadamente
80%, com estudos demonstrando a possibilidade de reducdo para 25% com a instituicdo de
antifangicos, estando estes, portanto, indicados em todos o0s pacientes com doenca
disseminada (WHEAT et al.., 2000a). A frequéncia de 6bito no grupo com exame micoldgico
negativo foi de 39,1%, semelhante ao observado no grupo dos pacientes tratados com
anfotericina B com diagndstico micolégico comprovado da histoplasmose. Essa semelhanca
sugere, mais uma vez, que a instituicdo da terapéutica, mesmo na auséncia de comprovacao
por exame micoldgico, é valida e necessaria, para diminuir a mortalidade na histoplasmose
disseminada. O H. capsulatum mostra coldénias maduras com 15-21 dias de incubacao
(WANKE; LAZERA, 2004) e, neste caso, a terapéutica baseada na correlagdo entre os

achados clinicos e epidemiol6gicos torna-se uma estratégia para salvar vidas, sendo
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geralmente iniciada a anfotericina B por se tratar de droga eficaz com resultados satisfatorios
em alguns dias (WHEAT et al., 2000a). A infeccdo pelo H. capsulatum é tdo comum nas
areas endémicas que a maioria das pessoas esta infectada antes de chegar a idade adulta e ndo
sabe (KAUFFMAN, 2006). A frequéncia no namero de casos de histoplasmose em pacientes
com AIDS vem aumentando progressivamente, 0 que na auséncia de exames laboratoriais que
fornecam diagnostico precoce para instituicdo de terapéutica eficaz requer do médico elevado
indice de suspeicao perante a um quadro clinico sugestivo da doenca (ZOLOPA et al., 2009).

Foi observada, neste ensaio, a média de 8,2 dias apds internamento para inicio do
tratamento, demonstrando que a histoplasmose foi diagnosticada em estadio mais tardio de
evolucdo, j& como doenca disseminada (KARIMI et al., 2002), contribuindo para evolugdo
desfavoravel, mesmo com terapéutica antifungica adequada (UNIS; OLIVEIRA; SEVERO,
2004) e reforgando a importancia do diagnostico precoce. Essa frequéncia na mortalidade dos
pacientes com histoplasmose disseminada e AIDS é o triplo da observada em
imunocompetentes (CAHN et al., 2000) e nos Estados Unidos, cuja mortalidade é de 5-13%
(KARIMI et al., 2002). Estudos sugerem que a mortalidade € maior em infecgdes causadas
por cepas latino-americanas em relacdo as cepas norte-americanas, sendo proporcional ao
tamanho do inéculo fungico e do grau de resposta inflamatoria do hospedeiro (DURKIN et
al., 2004).

O Obbito ocorreu em alguns casos (9,4%), que apresentavam comprometimento
renal no momento da admissdo do paciente, 0 que contraindicava a terapia agressiva com
anfotericina B desoxicolato. Estudo comparando o uso da anfotericina B lipossomal com a
anfotericina B desoxicolato demonstrou que a preparacdo lipidica é mais efetiva e menos
nefrotéxica (WHEAT et al., 2000a), entretanto, por apresentar maior custo, ainda ndo é
disponivel de forma rotineira nos hospitais da rede publica de saide. Em pacientes com
doenca grave, é comum ocorrer comprometimento renal, como consequéncia da insuficiéncia
de multiplos 6rgdos, causada tanto pela severidade da histoplasmose, como pela
nefrotoxicidade da anfotericina B, podendo ser revertida quando da melhora das condicdes
clinicas do paciente (WHEAT et al., 2004). Wheat et al. (2007a) propdem o uso de
metilpredinisolona (0,5 a 1,0 mg/kg via endovenosa diariamente) por uma a duas semanas no
inicio do tratamento antifingico, em pacientes que desenvolvem complicacdes respiratorias,
como hipoxemia ou insuficiéncia respiratoria, nos casos de histoplasmose moderadamente
grave ou que ja iniciou o quadro de forma grave.

Apos a alta, os pacientes, deste estudo faziam como terapia de manutencao uso do

itraconazol 600mg ao dia por trés dias e, em seguida, 400 mg ao dia, durante tempo
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indefinido, até a reconstituicdo dos niveis de linfocitos CD4. Em pacientes com AIDS como
causa de imunossupressdo, o tratamento da histoplasmose ¢ dividido em uma fase inicial de
12 semanas para induzir remisséo, seguido por uma fase de manutencdo para prevengdo de
recidiva. Como medicamento de inducdo, indica-se a anfotericina B em pacientes
hospitalizados, como nos casos observados neste estudo e, ap6s melhora das condigdes
clinicas, indica-se o itraconazol 200mg duas vezes ao dia, a fim de complementar as 12
semanas de tratamento. Estudos demonstraram que o itraconazol é mais efetivo do que o
fluconazol na profilaxia da histoplasmose (MCKINSEY et al., 1997). O tempo total de
manutengdo depende da severidade da infeccdo e da imunidade do hospedeiro, sendo
recomendado de seis a 18 meses de tratamento. O periodo minimo de tratamento deve ser de
seis meses para individuos relativamente estaveis, e nos demais casos devera ser de 12 meses
(KAUFFMAN, 2007). O itraconazol também é recomendado como profilaxia em individuos
com contagem de linfécitos CD4 menor do que 150 células/mm?®, suportado por estudos
comparando o uso do itraconazol 200 mg ao dia, no grupo acima citado, com o grupo placebo,
onde foi obtida uma reducdo na incidéncia da histoplasmose no grupo tratado com itraconazol
(WHEAT et al., 2000a). E importante lembrar que o uso do efavirenz no esquema TARV
pode diminuir os niveis séricos do itraconazol (FERREIRA; BORGES, 2009).

A recaida, neste estudo, ocorreu em 13% dos casos, sendo relatada por Mckinsey
et al. (1997) recaida de 19,5%, mesmo em pacientes que estavam em uso de itraconazol como
terapia de manutencéo e por Saccent (2009) recaida em 35-80% dos casos que ndo fazem uso
de terapia de manutencdo O procedimento considerado ideal, em termo de vigilancia na
profilaxia de recorréncia, & a monitorizacdo dos niveis antigénicos do H. capsulatum durante
o0 tratamento e por 12 meses ap0s o tratamento, pois niveis de antigenuria baixos indicam que
ndo € necessario prolongar o tratamento em pacientes que completaram todo o esquema
terapéutico e ndo exibem evidéncia de infeccdo ativa (WHEAT, 2007b).

A profilaxia antifingica € outra estratégia para prevenir a histoplasmose em
pacientes com AIDS (independentemente da contagem de linfocitos CD4+), apesar de ser
ainda motivo de controvérsia, ndo devendo ser rotineiramente recomendada em virtude da
toxicidade dos azdlicos, interacdo medicamentosa e induzir resisténcia a cepas de Candida
spp, bem como pela falha na adesdo do paciente em razdo do seu uso em longo prazo e de
forma continua (WHEAT et al., 2000a), mas estd indicada durante epidemias de
histoplasmose (MCKINSEY et al., 2008).

E importante o acompanhamento dos niveis de linfocitos CD4 em individuos

infectados pelo virus HIV, em intervalo de trés a seis meses, pois niveis de linfécitos CD4
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menores ou iguais a 200 células/ul indicam o diagndstico de AIDS, havendo manifestacdo de
doencas oportunisticas e neoplasias, sendo esse nivel indicado pelo CDC para iniciar a
profilaxia contra infeccdes oportunisticas e a terapia antirretroviral (TARV). Esta inibe a
replicacdo do virus HIV e aumenta a quantidade de linfocitos CD4, melhorando,
conseqlientemente, a expectativa de vida dos pacientes (BARNETT et al., 2008).

Neste ensaio, foram observados como fatores associados ao Gbito: niveis séricos
de AST/TGO elevados, presenca ao exame radioldgico do toérax de infiltrado intersticial,
relato de anorexia, presenca ao exame do raio-x de térax de infiltrado difuso e queixa de
dispneia e niveis séricos elevados de creatinina. Também foi observado que os pacientes que
evoluiram para ébito permaneceram menor tempo internados. Em estudos nos EUA, foram
relatados como fatores de risco para o Obito em pacientes com AIDS e histoplasmose
disseminada a presenca de insuficiéncia respiratoria, trombocitopenia, aumento nos niveis de
LDH (COUPPIE et al., 2004), niveis séricos elevados de creatinina e baixos niveis séricos de
albumina (WHEAT et al., 2000a). Daher et al. (2006) demonstraram como fatores de risco no
Brasil, para a populagdo acima citada, a presenca de niveis baixos de hemoglobina, aumentos
dos niveis sericos de AST, insuficiéncia renal aguda e insuficiéncia respiratdria. Os extremos
de idade sdo reconhecidamente fatores de risco para disseminagédo e dbito (WHEAT et al.,
2000a). Em seu estudo, Daher et al. (2006) ndo observaram correlacdo entre obito e baixo
peso, divergindo do estudo atual e do realizado por Wheat et al. (2000a). Por outro lado,
assim como este, Daher et al. (2006) correlacionaram o risco de Obito com insuficiéncia
respiratoria e renal. O reconhecimento desses achados em pacientes com histoplasmose
disseminada e AIDS deve ser valorizado, visando a instituicdo de terapéutica agressiva e
precoce.

Até o presente momento nao havia nenhum estudo comparativo entre os indices
pluviométricos e o nimero de casos observados ao longo dos periodos analisados. Neste
estudo, pode-se ver que ndo existe uma sazonalidade no nimero de internamentos por
histoplasmose em pacientes HIV positivos relacionado ao periodo chuvoso, bem como em
relacdo a velocidade dos ventos, que se refere aos periodos em que se observa a presenca de
ventanias na cidade de Fortaleza. N&o existe razdo precisa para explicar a distribuicdo do
padrdo de endemicidade da histoplasmose nas Américas, mas sendo atribuida a locais que
possuam clima moderado com umidade e caracteristicas do solo, adequados ao
desenvolvimento do H. capsulatum, que no ambiente se encontra na sua forma micelial,
associado ao habitat de aves e morcegos (WHEAT et al., 2007a). Ja existem estudos

relacionando as condigdes climaticas que influenciam a sazonalidade e epidemias de
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coccidioidomicose nos Estados Unidos, demonstrando que o0s ventos sdo importantes fatores
na dispersao dos conidios do Coccidioides spp (COMRIE, 2005).

Os conceitos ecoldgicos das doencas foram definidos por Gordon e Augustine em
1948, e definidos para o H. capsulatum em 1954, por Zeidberg e Ajello, enfatizando a
influéncia do meio ambiente na ocorréncia e distribuicdo das doencas entre os agregados
humanos. Muito podemos aprender no laboratério, mas é dificil, ou quase impossivel,
reproduzir todas as varidveis quimicas, fisicas e biolégicas que afetam a sobrevivéncia e
reproducdo dos organismos em seu habitat natural, entretanto o estudo do ambiente e das
circunstancias em que um determinado agente promove as doengas é importantissimo para
explicar a distribuicdo geogréfica das enfermidades, indicar os provaveis reservatorios e
potenciais areas endémicas das doencas.

Em vista do elevado nimero de 6bitos por histoplasmose observados neste estudo,
foi realizado teste de sensibilidade antimicrobiana in vitro, pelo método da microdiluicdo
(CLSI, 2002), para avaliar a sensibilidade in vitro do H. capsulatum ante os antifungicos
anfotericina B, fluconazol, itraconazol, voriconazol e caspofungina. Os agentes antifungicos
preferencialmente utilizados no tratamento da histoplasmose incluem a anfotericina B nas
formas de desoxicolato, lipossomal e complexo lipidico, e itraconazol (WHEAT et al.,
2007a), mas novas opc¢Oes terapéuticas sdo buscadas objetivando o melhor tratamento dos
pacientes com histoplasmose.

Dentre os antifungicos testados, a anfotericina B € a mais efetiva in vivo e
continua sendo o antifungico de elei¢do para tratamento das micoses sistémicas, associadas ou
ndo a infeccdo pelo HIV (WHEAT et al., 2007a). Os resultados in vitro também confirmam
sua elevada eficacia, em particular ante o H. capsulatum (OSTROSKY-ZEICHNER, 2003;
MARQUES, 2009). Neste caso, para todas as cepas se obteve uma CIM de 0,0078-0,5ug/ml
(média geométrica de 0,12pg/mL) para forma filamentosa e 0,06-0,5ug/ml (média geométrica
de 0,16pg/mL) para forma leveduriforme, resultados menores do que os observado por
Andreu et al. (2003), que obtiveram CIM de 0,125-1,0 pg/ml (média geométrica de 0,26
pg/ml) , e Liet al. (2000) com CIMgo de 1pg/ml, ambos na fase filamentosa. Os autores Polak
e Dixon (1987), que realizaram estudo com a fase leveduriforme, obtiveram CIM de 0,07-0,15
pg/ml, semelhante ao verificado neste estudo.

Estudos demonstram uma melhor eficacia terapéutica com indices menores de
mortalidade no uso da formulacdo lipossomal ou em complexo lipidico, em relacdo a

desoxicolato, que é a forma utilizada nos hospitais do Ceara, sendo esta, entretanto, de menor
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custo e podendo ser utilizada em pacientes com risco de nefrotoxicidade baixo (WHEAT et
al., 2007a).

A anfotericina B é o tratamento de escolha na doenca pulmonar grave ou formas
disseminadas da histoplasmose, mas na doenca grave € comum ocorrer insuficiéncia renal,
agravada pela nefrotoxicidade da anfotericina B (WHEAT et al., 2007a), que é o efeito
colateral mais sério, com azotemia e hipocalemia, requerendo a suplementacdo de potassio. O
comprometimento renal é considerado um fator agravante para o progndstico da AIDS em
pacientes com histoplasmose, necessitando-se nesses casos de terapéutica eficaz contra o H.
capsulatum, até remissdo do quadro de histoplasmose, na impossibilidade do uso da
anfotericina B (DAHER et al., 2007). A diminuicdo da febre ocorre com uma semana de
tratamento na maioria dos pacientes, podendo-se ap0s trés a 14 dias, suspender a anfotericina
B e iniciar itraconazol. Anemia normocitica pode também ocorrer, com resolucdo apos
suspender a medicacdo (KUROWSKI; OSTAPCHUK, 2002).

Os resultados obtidos ante a caspofungina demonstraram grande variabilidade na
resposta in vitro do H. capsulatum, com CIM na forma filamentosa de 0,016-32pg/ml (média
geométrica de 3,65ug/ml) e na forma leveduriforme de 0,5-4 pg/ml (média geométrica de
2ug/ml). Kohler et al. (2000) demonstraram que a caspofungina ndo € efetiva contra esse
fungo in vivo, refletindo sua baixa atividade in vitro, observando-se uma variagdo na CIM,
dependendo se o H. capsulatum se encontra na fase de filamento ou levedura. Os mesmos
autores em experimento com o fungo na fase de levedura, obtiveram CIM de 8-32 pg/ml,
enquanto que Grayhbill et al. (1998), estudando o fungo em fase filamentosa, observaram CIM
de 0,25 pg/ml. Essa diferenca na atividade da caspofungina perante as formas de crescimento
do H. capsulatum também foi observada com a micafungina por Nakai et al. (2003), sendo
essa diferenca relacionada ao mecanismo de acdo das equinocandinas, que agem inibindo a
sintese de 1,3 B-D-glucano da parede celular fungica, entretanto fungos com o H. capsulatum,
Blastomyces dermatitidis e Paracoccidioides brasiliensis, na fase de levedura, contém
predominantemente a-glucano e somente pequena quantidade de B-glucano, enquanto este é
abundante na fase filamentosa (CHANDRASEKAR; SABEL, 2006). A melanizacdo do H.
capsulatum também reduz a atividade da caspofungina contra as leveduras deste fungo
(DERESINSKI; STEVENS, 2003; VAN DUIN et al., 2002). Além desses mecanismos de
resisténcia, foi observado que uma mutacdo em fungos, com substituicdo de aminoacidos,
acarreta diminuicdo na sensibilidade a caspofungina. Apesar de ndo haver nenhum método

aprovado que demonstre o ponto de corte para CIM no caso das equinocandinas, sdo
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reconhecidos como organismos sensiveis 0s que apresentem CIM <2 pg/ml e resistentes CIM
>4 ng/ml (SABLE; STROHMAIER; CHODAKEWITZ, 2008).

Em relagdo aos azolicos, o fluconazol apresentou na fase filamentosa CIM de 3,9-
125 pg/ml (média geométrica 36,36 pg/ml) e na fase leveduriforme CIM de 3,9-7,8 pg/ml
(média geométrica 5,52 pg/ml), mais elevados do que o relatado por Wheat et al.. (2006)
(0,25-4 pg/ml) com leveduras de H. capsulatum, bem como por Polak e Dixon (1987), onde a
CIM frente ao fungo na fase leveduriforme apresentou variacdo de 0,25 a 5,0 pug/ml, com
média geométrica de 3,3 pg/ml. Com média geométrica menor do que a observada por
Andreu et al. (2003), porém, em que a variagdo do CIM foi de 16-64 pg/ml e média
geométrica de 55,7 pg/ml, utilizando o fungo na fase filamentosa. A elevada disponibilidade
oral e os reduzidos efeitos adversos do fluconazol séo fatores que contribuem para sua ampla
utilizacdo no tratamento de numerosas infec¢des fangicas (DISMUKES, 2000; MARQUES,
2009). No caso da histoplasmose, o tratamento com doses elevadas de fluconazol induz
remissdo na maioria dos pacientes, entretanto, muitos apresentam episodios de recorréncia
(LEMONTE et al., 2000). Wheat et al. (2001) reportaram a emergéncia da resisténcia ao
fluconazol como causa de falha terapéutica em pacientes imunodeprimidos, sugerindo a
necessidade de utilizar elevadas concentracGes de fluconazol in vitro para obter a inibicdo do
H. capsulatum, observando-se que ocorre maior possibilidade de falha terapéutica nos casos
em que as cepas necessitam de concentracdes superiores a 5ug/ml para inibicdo. Néo foi
observada resisténcia cruzada entre o fluconazol e o itraconazol (WHEAT et al., 1997).

Em relacdo aos azdlicos, o fluconazol é menos efetivo no tratamento da
histoplasmose do que a anfotericina B ou itraconazol, estando mais associada com recidivas,
entretanto penetra o liquido cerebroespinhal. A indicacdo do uso do fluconazol ainda € objeto
de debate, pois enquanto alguns autores contraindicam o seu uso na histoplasmose (ANDREU
et al., 2003), outros sugerem a sua indicacdo em pacientes que ndo toleram o itraconazol e na
infeccdo do sistema nervoso central pelo H. capsulatum (KUROWSKI; OSTAPCHUK,
2002). Desta forma, se o fluconazol foi utilizado para tratamento da histoplasmose, o paciente
deve ser monitorado clinicamente para se observar evidéncias de recidivas ou falhas
terapéuticas (KUROWSKI; OSTAPCHUK, 2002).

Os valores de CIM, na fase filamentosa, observados neste estudo para o
itraconazol, foram de 0,001-0,03 pg/ml (média geométrica de 0,0073 pg/ml) e na fase
leveduriforme de 0,0039-0,0312 pg/ml (média geométrica de 0,016 pg/ml) menores do que 0s
relatados por Li et al. (2000) com CIM ¢, de 0,06 pg/ml, bem como por Andreu et al. (2003),

de 0,125 pg/ml, na fase filamentosa, e semelhante a Polak e Dixon (1987), com média
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geométrica de 0,019 pg/ml, com o fungo na fase leveduriforme. Estudos demonstram que o
itraconazol apresenta eficacia terapéutica in vivo, quando a forma leveduriforme do H.
capsulatum tem resultados in vitro com CIM menores que 0,01 pg/ml ante este azélico
(WHEAT et al., 2007a; MARQUES, 2009). O itraconazol é o mais efetivo entre os azélicos,
por possuir acdo em duas enzimas que participam da biossintese do ergosterol (14-a-
demetilase e 3-cetosterol redutase) (LOEFFLER; STEVENS, 2003; ANDREU et al., 2003). E
indicado em pacientes com histoplasmose leve ou moderadamente grave, bem como na
terapia complementar apo6s tratamento com anfotericina B. Por sua efetividade in vitro e os
resultados obtidos no tratamento da histoplasmose, alguns autores consideram o medicamento
de eleicdo em pacientes com AIDS e comprometimento renal, ou nas formas moderadas ou
moderadamente graves da histoplasmose. O tratamento com itraconazol é efetivo nos casos
leves e moderados de histoplasmose disseminada e na doenca pulmonar aguda e cronica.
Apesar de o itraconazol ndo ter acdo tdo rapida quanto a anfotericina B, ele tem a vantagem
de ser mais bem tolerado para administracdo em longo prazo, com efeitos colaterais
transitorios de cafaleia, tontura e sintomas gastrointestinais. N&o necessita ter ajuste em
pacientes com nefropatia, por apresentar excrecdo biliar. Pode haver alteracdo nos testes de
funcéo hepatica, mas os niveis geralmente retornam a normalidade apds suspensdo da terapia.
O risco de hepatite é raro, mas monitorizacdo cuidadosa e avaliacdo dos riscos e beneficios
sdo recomendadas para prevenir suspensdo desnecessaria da droga (KUROWSKI;
OSTAPCHUK, 2002). Deve-se, entretanto, ter cuidado no uso concomitante dos azélicos com
efavirenz (inibidor da transcriptase reversa, ndo analogo de nucleosideo), pois o efavirenz no
esquema TARV pode diminuir consideravelmente os niveis séricos do itraconazol (KOO;
HAMILL; ANDRADE, 2007).

O voriconazol é da classe dos triazolicos, com estudos demonstrando mais
atividade in vitro perante fungos dimérficos, como Blastomyces dermatitidis, Coccidioides
immitis e Histoplasma capsulatum que a anfotericina B (LOEFFLER; STEVENS, 2003;
FREIFELD et al., 2009). Neste estudo, foi observado para o voriconazol CIM de 0,0078-0,5
pg/ml (média geométrica de 0,097 pg/ml) na fase filamentosa e CIM de 0,002-0,03 pg/ml
(média geométrica de 0,010 pg/ml) na fase leveduriforme, valores menores do que o
observado por Li et al. (2000), 0,03-2 pg/ml em estudo com o fungo na fase filamentosa, mas
semelhante ao encontrado por Wheat et al. (2006) (0,007-0,25 pg/ml) para a fase de levedura.

Esses achados corroboram estudos anteriores demonstrativos de que o voriconazol
pode ser menos efetivo no tratamento da histoplasmose do que o itraconazol, ja que a média

da CIM para o voriconazol é maior do que para o itraconazol, apesar de ser bem menor do que
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para o0 fluconazol (WHEAT et al., 2006). Alguns autores sugerem que a exposicdo ao
fluconazol estd associada a reducdo na sensibilidade ao voriconazol (pois este apresenta
semelhanga estrutural aquele) em aproximadamente 40% das cepas (KAUFFMAN, 2007),
sendo observado neste experimento que exatamente 40% das cepas testadas que apresentaram
CIM mais elevados para fluconazol também exibiram para voriconazol. O CLSI (NCCLYS),
definiu como ponto de corte para o voriconazol: < 1 pg/ml como sensivel, 2ug/ml como
sensivel, dependendo da dose, e > 4 pg/ml como resistente (SABLE; STROHMAIER;
CHODAKEWITZ, 2008). No Estado do Ceara ainda ndo se utiliza o voriconazol para
tratamento da histoplasmose.

Tanto o voriconazol como o posaconazol obtiveram sucesso no tratamento de
formas diferentes de histoplasmose, mas os dados, até 0 momento, sdo insuficientes para se
realizar uma recomendacdo do uso destes, baseado em evidéncias, permanecendo a assercao
que todos os demais azélicos sdo opgdes de segunda linha em relacdo ao itraconazol. E
importante ressaltar que os azdlicos sdo hepatotoxicos. Assim, 0s niveis das enzimas
hepaticas devem ser mensurados no inicio do tratamento, e pelo menos com uma, duas e
quatro semanas, e a cada trés meses durante a terapia (WHEAT et al., 2007a).

N&o existe consenso entre 0s autores acerca da verdadeira importancia do estudo
da CFM em relacdo a CIM in vitro, e nem mesmo sobre o ponto de leitura da CFM (LI et al.,
2000). De modo geral, as cepas oriundas do Nordeste do Brasil, apresentaram CIM maiores
do que as provenientes do Sudeste brasileiro, e ambas apresentaram CIM menores do que as
observadas em cepas ndo brasileiras, relatadas na literatura, demonstrando varia¢do quanto ao
perfil geoclimatico e populacional, requerendo mais estudos para elucidar a verdadeira
importancia de tais diferencas, mas podendo demonstrar que cepas diferentes podem causar
variadas apresentacbes clinicas e perfis de sensibilidade antimicrobiana também
diferenciadas.

Em busca de novas estratégias terapéuticas que acarretem menos reacdo adversa
com o mesmo nivel de eficacia aos antifingicos ja estabelecidos, foi realizado teste de
sensibilidade antimicrobiana in vitro pelo método da microdiluicdo (CLSI, 2002), a fim de
avaliar o perfil de sensibilidade in vitro da combinacdo sulfametoxazol/trimetoprim
(SMX/TMP) ante as cepas de H. capsulatum obtidas neste estudo.

O cotrimoxazol é a combinacdo das drogas sulfametoxazol e trimetoprim, que
inibem a biossintese dos folatos. As sulfonamidas competem com o acido p-aminobenzdico
(PABA), e, assim, interferem com a sintese microbiana de di-idrofolato, uma etapa essencial
na sintese das purinas e DNA (CASTELLI; NGUYEN; MACREADIE, 2001;
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CHRISTENSEN; MACKENZIE, 2008). O trimetoprim age sinergicamente, inibindo a
conversdo de diidrofolato a tetraidrofolato, que é a etapa seguinte desta via metabdlica
(GANGJEE; KURUP; NAMJOSHI, 2007).

Na literatura, os estudos com sulfametoxazol versus fungos sdo descritos, como,
por exemplo, sendo esta droga efetiva contra Cryptococcus neoformans in vitro (HANAFY et
al., 2007). A combinacdo de SMX/TMP também foi efetiva contra Aspergillus fumigatus in
vitro (AFELTRA et al., 2002; YEKUTIEL et al., 2004), bem como para Paracoccidioides
brasiliensis (THOMAZ et al., 2008) in vivo. Ademais, a associacdo SMX/TMP é usada no
tratamento de pneumonia pelo Pneumocystis jirovecy, diminuindo a ocorréncia desta infecgédo
em pacientes imunocomprometidos (PATEL et al., 2003; SEGER, 2008).

Estudos demonstram a eficacia do cotrimoxazol para profilaxia de pneumonia por
Pneumocystis jirovecy, e toxoplasmose, em pacientes HIV positivos, reduzindo a morbidade e
mortalidade, tanto em criancas como em adultos, atuando como um complemento a acdo dos
antirretrovirais (GRAHAM, 2007; MEYERS et al., 2007; ZACHARIAH et al., 2008). Ha
evidéncias de que pacientes, em uso de SMX/TMP profilatico, apresentam menor incidéncia
de infeccBes por bactérias comuns e diarreia do viajante (GALLANT; MOORE; CHAISSON,
1995; LIU et al., 2009); sendo também eficaz na profilaxia do Pneumocystis jirovecy em
individuos com comprometimento imunologico, mas HIV negativos (GREEN et al., 2007).

Neste estudo, a atividade antifingica do SMX/TMP ante cepas de H. capsulatum
foi demonstrada com a inibicdo do crescimento de 74 cepas, com CIM de 0.078/0.0156 a
0.312/0.0625 mg/ml. As CIMs das cepas do Nordeste do Brasil apresentaram valores maiores
do que os do Sudeste do Brasil (p=0,0914).

Estes dados podem estar correlacionados com diferencas geoclimaticas ou ainda
com o perfil da populacdo, visto que a regido Nordeste do Brasil apresenta temperaturas
elevadas, com média anual variando entre 20° e 28° e vegetacdo diversificada,
compreendendo desde algumas areas isoladas com floresta tropical Umida, o cerrado, com
arvores de baixo porte, vegetacdes litoraneas, que inclui os manguezais, com rico ecossistema
e, com maior guantidade, a caatinga, caracterizada pela presenca de xerofitos, que perdem as
folhas nas estacdes secas. A regido Sudeste, a mais populosa do Brasil, exibe temperaturas
bastante diversificadas em razdo da presenca de montanhas, sendo a vegetacdo predominante
a Mata Atlantica, que se caracteriza pela grande biodiversidade de fauna e flora.

Afeltra et al. (2002) trabalharam com sulfonamidas ante espécies de Aspergillus
in vitro e demonstraram a influéncia da composicdo do meio de cultura em testes de

sensibilidade com SMX-TMP, observando que o RPMI, apesar de ser recomendado pelo
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NCCLS (2002), contém quatro vezes mais PABA do que o Yeast Nitrogen base (YNB), de
acordo com o fabricante. Consequentemente, as CIMs com estudos que utilizam RPMI séo
significativamente maiores do que os com YNB. Segundo Hanafy et al. (2007), em estudo
utilizando sulfametoxazol ante cepas de Cryptococcus spp., 0s CIMs, variaram de 0,125-
0,250 mg/ml, em meio com RPMI, enquanto que, em meio que ndo continha PABA, tais
como YNB, ou compostos relacionados ao PABA, as CIMs diminuiram para 0,031-0,062
mg/ml.

Partindo do principio, como ha pouco expresso, de que as sulfonamidas
competem com o &cido p-aminobenzoico (PABA), e assim interferem com a sintese
microbiana de diidrofolato, que é uma etapa essencial na sintese das purinas e DNA
(CASTELLI; NGUYEN; MACREADIE, 2001; CHRISTENSEN; MACKENZIE, 2008), era
de se esperar que SMX-TMP nédo possuisse acdo sendo testado em RPMI, porém as cepas de
H. capsulatum foram inibidas. Provavelmente, se fosse utilizado o YNB as CIMs, seriam
menores, entretanto, ndo foi observado crescimento do H. capsulatum no meio YNB,
impossibilitando os experimentos em tal meio.

Na paracoccidioidomicose, a associacdo SMX/TMP apresenta bons resultados na
doenca localizada, doenca disseminada moderada e como tratamento de suporte apos
anfotericina B e no envolvimento do sistema nervoso central. As sulfonamidas permanecem
como a droga de escolha para paracoccidioidomicose em paises em desenvolvimento com
poucas condi¢cdes socioecondmicas, sendo o tratamento realizado por periodos em torno de
dois anos, visto que tratamentos curtos aumentam a incidéncia de recorréncias (HAHN et al.,
2003). A associacdo SMX/TMP é utilizada no tratamento de infeccBes flngicas causadas por
Pneumocystis jirovecii em pacientes HIV positivos. No Brasil, entretanto, esta combinacéo
nunca foi utilizada no tratamento de histoplasmose, associada ou ndo a antifingicos.

A eficacia da SMX/TMP, in vivo ou in vitro, ante cepas de H. capsulatum var.
capsulatum, até o presente momento, ndo havia sido relatada. Existem, porém, relatos de
histoplasmose por Histoplasma capsulatum var. duboisii, na Africa, tratada com sucesso por
SMX/TMP (EGERE et al., 1978; AJAYI et al., 1986). Em virtude da auséncia de estudos
anteriores, torna-se dificil analisar os parametros in vitro observados e suas possiveis
correlacdes in vivo. Portanto, apesar da evidéncia deste trabalho, estudos em modelo animal
sdo necessarios para avaliar o significado in vivo desses resultados in vitro.

A correlacdo entre os resultados dos testes de sensibilidade antimicrobiana in vitro
das cepas de H. capsulatum avaliadas neste estudo, com a resposta in vivo, é objeto dos

mesmos paradigmas de outros estudos. Os resultados ndo sao totalmente fidedignos ja que, a
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mensuracao da CIM ndo ¢é realizada por métodos fisicos ou quimicos; os fatores inerentes ao
hospedeiro s& mais importantes do que a sensibilidade do fungo a determinado
medicamento, na evolucdo da doenca; a sensibilidade ou a resisténcia do fungo in vitro ndo
indicam sucesso ou falha terapéutica, respectivamente (REX; PFALLER, 2002).

Desta forma, os resultados dos testes de sensibilidade do ensaio sob relato, sdo
apenas parte de um processo para avaliar uma possivel resposta terapéutica do paciente,
indicando, de acordo com a regra 90-60, que as infeccGes ocasionadas por cepas sensiveis in
vitro respondem ao tratamento in vivo, em 90% dos casos, e cepas resistentes in vitro
respondem em, aproximadamente, 60% dos casos (REX; PFALLER, 2002).

O diagndstico da histoplasmose nesta pesquisa foi realizado quando a doenca se
apresentava ja sob a forma disseminada, o que também foi relatado em estudo anterior de
Daher et al.., 2006. Em estudo retrospectivo dos prontuarios dos pacientes, porém, observou-
se relato de internamento anterior por pneumopatia, sendo postulado como causa provavel
desta, a infec¢do por Pneumocystis jirovecy, com base nos dados clinicos e radiolégicos, sem,
contudo, a confirmagéo laboratorial, mediante observagdo da morfologia do microrganismo
em amostra de escarro, lavado broncoalveolar, aspirado traqueal e biopsia (SIDRIM,;
MOREIRA, 1999). O tratamento de escolha nos casos em que o diagndstico provavel era
pneumocistose foi a combinacdo SMX/TMP, observando-se a melhora clinica dos pacientes,
com a instituicdo da alta hospitalar. Apds algumas semanas, 0 paciente era re-internado ja
com quadro clinico de doenca disseminada. A possivel explicacdo para esse fato € que, como
demonstrado pelo estudo da sensibilidade in vitro, o H. capsulatum é sensivel a combinacéo
SMX/TMP, e, desta forma, o quadro clinico inicial do paciente era de histoplasmose na forma
pulmonar aguda, tendo ele obtido melhora clinica com o uso da terapéutica instituida para
“pneumocistose”, mas sem controle da infecc¢do, e, em razdo do estado de imunossupressao
do paciente, este evoluiu para doenca disseminada. Concomitante ao relato de Brilhante et al.
(2010), foi descrito por Bush et al. (2010) o caso de um paciente com histoplasmose
disseminada e AIDS tratado exclusivamente com SMX/TMP, obtendo melhora clinica do
quadro.

Esses relatos reafirmam a necessidade de confirmacdo da etiologia das
pneumopatias em pacientes imunodeprimidos, sugerindo-se o diagndstico mediante a coleta
de amostras de escarro e de lavado brénquico, em que a forma leveduriforme do H.
capsulatum pode ser distinguida do P. jirovecii por sua localizacdo intracelular, menor
tamanho e formato oval (SCHNADIG; WOODS, 2009). E que o diagndstico de

histoplasmose deve ser suspeitado nos casos em que se observa correlagdo entre aspectos
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clinicos (imunossupressdo, perda de peso, diarreia e sintomas respiratorios) e laboratoriais
(niveis de LDH elevados e contagem de linfocitos CD4 baixa).

As perspectivas para esse estudo sugerem que novas op¢des diagndsticas, como 0s
testes para detec¢do de antigenos de H. capsulatum, devem ser instituidas no Estado do Ceara,
a fim de possibilitar o diagnostico precoce da histoplasmose, para instituicdo de terapéutica
adequada. E, que as variacbes nos resultados referentes as regibes Nordeste e Sudeste,
requerem mais estudos para elucidar a verdadeira importancia das diferencas quanto ao perfil
geocliméatico e populacional. Quanto aos resultados do teste de sensibilidade in vitro da
SMX/TMP ante as cepas do H. capsulatum, estudos em modelo animal sdo necessarios para

avaliar o significado in vivo desses resultados in vitro.
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8 CONCLUSOES

As caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e laboratoriais de casos de histoplasmose por
H. capsulatum em individuos HIV positivos foram semelhantes a outros estudos.

Os indices pluviométricos locais e a velocidade dos ventos ndo interferem no nimero de

internamentos por histoplasmose em individuos HIV positivos no Estado do Ceara.

O tratamento profilatico para histoplasmose deve ser prescrito em todos os pacientes HIV
positivos com a contagem de CD 4 menor do que 150 célulassmm?, pois o Estado do

Ceara é zona endémica de histoplasmose.

As cepas de H. capsulatum demonstraram sensibilidade as drogas antifingicas utilizadas
na terapia da histoplasmose. Os farmacos itraconazol e anfotericina B mostraram 0s

menores valores de CIM, seguidas de voriconazol e fluconazol.

As CIM dos antifungicos anfotericina B, fluconazol, itraconazol, voriconazol e
caspofungina ante as cepas de H. capsulatum var. capsulatum oriundas do Nordeste do
Brasil, apresentaram resultados mais elevados do que as obtidas ante as cepas
provenientes do Sudeste brasileiro, e, ambas exibiram CIM menores do que as observadas

em cepas ndo brasileiras, relatadas na literatura.

Todas as cepas de H. capsulatum testadas apresentaram sensibilidade in vitro a

combinacdo sulfametoxazol/trimetoprim.
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Quadro 3 - Cepas de H. capsulatum utilizadas na pesquisa
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IDENTIFICACAO DATA DA
CEPA NA M ICOTECCA ORIGEM COLETA MATERIAL
1 CEMM 03-2-088 Ceara 2007 Creme leucocitario
2 CEMM 03-2-090 Ceara 2007 Creme leucocitario
3 CEMM 03-3-002 Ceara 2007 Aspirado medular
4 CEMM 03-3-003 Ceara 2007 Creme leucocitéario
5 CEMM 03-3-004 Ceara 2007 Creme leucocitario
6 CEMM 03-3-013 Ceara 2007 Creme leucocitéario
7 CEMM 03-3-023 Ceara 2007 Creme leucocitario
8 CEMM 03-3-024 Ceara 2007 Creme leucocitéario
9 CEMM 03-3-026 Ceara 2007 Creme leucocitario
10 CEMM 03-3-030 Ceara 2007 Creme leucocitario
11 CEMM 03-3-031 Ceara 2007 Creme leucocitario
12 CEMM 03-3-032 Ceara 2007 Creme leucocitario
13 CEMM 03-3-033 Ceara 2007 Creme leucocitario
14 CEMM 03-3-034 Ceara 2008 Aspirado medular
15 CEMM 03-3-035 Ceara 2007 Aspirado medular
16 CEMM 03-3-036 Ceara 2007 Creme leucocitario
17 CEMM 03-3-037 Ceara 2008 Creme leucocitario
18 CEMM 03-3-038 Ceara 2008 Creme leucocitario
19 CEMM 03-3-039 Ceara 2007 Creme leucocitario
20 CEMM 03-3-040 Ceara 2007 Creme leucocitario
21 CEMM 03-3-050 Ceara 2008 Creme leucocitario
22 CEMM 03-3-051 Ceara 2008 Creme leucocitario
23 CEMM 03-3-053 Ceara 2008 Creme leucocitario
24 CEMM 03-3-054 Ceara 2008 Creme leucocitario
25 CEMM 03-3-055 Ceara 2008 Creme leucocitario
26 CEMM 03-4-058 Ceara 2009 Creme leucocitario
27 CEMM 03-4-059 Ceara 2009 Creme leucocitario
28 CEMM 03-4-060 Ceara 2009 Creme leucocitario
29 CEMM 03-4-061 Ceara 2009 Creme leucocitario
30 CEMM 03-4-062 Ceara 2009 Creme leucocitario
31 CEMM 03-5-047 Ceara 2008 Creme leucocitario
32 CEMM 03-5-045 Ceara 2008 Aspirado medular
33 CEMM 03-5-061 Ceara 2008 Creme leucocitario
34 CEMM 03-5-064 Ceara 2008 Creme leucocitario
35 CEMM 03-5-056 Ceara 2008 Creme leucocitario
36 CEMM 03-5-046 Ceara 2008 Creme leucocitario
37 CEMM 03-5-062 Ceara 2008 Creme leucocitario
39 CEMM 03-5-084 Ceara 2008 Creme leucocitario
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IDENTIFICACAO DATA DA

CEPA NA M ICOTECCA ORIGEM COLETA MATERIAL
41 CEMM 03-5-073 Ceara 2008 Creme leucocitario
44 CEMM 03-5-078 Ceara 2008 Creme leucocitario
45 CEMM 03-5-080 Ceara 2008 Creme leucocitario
46 CEMM 03-5-081 Ceara 2008 Creme leucocitario
47 CEMM 03-5-052 Ceara 2008 Creme leucocitario
48 CEMM 03-5-048 Ceara 2008 Creme leucocitario
50 CEMM 03-5-049 Ceara 2008 Creme leucocitéario
51 CEMM 03-5-050 Ceara 2008 Creme leucocitario
52 CEMM 03-5-051 Ceara 2008 Creme leucocitario
54 CEMM 03-5-054 Ceara 2008 Creme leucocitario
55 CEMM 03-5-055 Ceara 2008 Creme leucocitario
56 CEMM 03-5-058 Ceara 2008 Creme leucocitario
57 CEMM 03-5-059 Ceara 2008 Creme leucocitario
58 CEMM 03-5-057 Ceara 2008 Creme leucocitario
59 CEMM 03-5-077 Ceara 2008 Aspirado medular
64 CEMM 03-5-090 Ceara 2008 Aspirado medular
65 CEMM 03-5-091 Ceara 2008 Creme leucocitario
66 CEMM 03-5-092 Ceara 2008 Creme leucocitario
67 CEMM 03-5-093 Ceara 2008 Creme leucocitario
68 CEMM 03-5-094 Ceara 2008 Creme leucocitario
69 CEMM 03-5-095 Ceara 2009 Aspirado medular
70 CEMM 03-5-096 Ceara 2008 Aspirado medular
71 CEMM 03-5-097 Ceara 2009 Aspirado medular
72 CEMM 03-5-098 Ceara 2008 Creme leucocitario
73 CEMM 03-5-099 Ceara 2008 Creme leucocitario
74 CEMM 03-5-100 Ceara 2008 Creme leucocitario
75 CEMM 03-5-101 Ceara 2008 Creme leucocitario
77 CEMM 03-5-102 Ceara 2008 Creme leucocitario
78 CEMM 03-5-103 Ceara 2008 Creme leucocitario
H1 CEMM 05-1-075 Ceara 2009 Creme leucocitario
H2 CEMM 05-1-069 Ceara 2009 Aspirado medular
H3 CEMM 05-2-034 Ceara 2009 Creme leucocitario
H5 CEMM 05-2-038 Ceara 2009 Creme leucocitario
H18 CEMM 05-1-079 Ceara 2009 Creme leucocitario
H31 CEMM 05-2-001 Ceara 2009 Creme leucocitario
HA1 CEMM 03-3-055 Ceara 2009 Creme leucocitario
HA2 CEMM 03-6-059 Ceara 2009 Creme leucocitario
A CEMM 03-3-087 Rio de Janeiro 2007 Aspirado medular
B CEMM 03-4-049 Rio de Janeiro 2007 Aspirado medular
C CEMM 03-5-071 Rio de Janeiro 2007 Aspirado medular
D CEMM 03-6-019 Rio de Janeiro 2007 Aspirado medular

E CEMM 03-4-050 Rio de Janeiro 2008 Desconhecido
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H CEMM 03-5-068 Rio de Janeiro 2008 Desconhecido
IDENTIFICACAO DATA DA
CEPA NA M ICOTECCA ORIGEM COLETA MATERIAL

I CEMM 03-5-069 Espirito Santo 2007 Aspirado medular
K CEMM 03-4-018 Espirito Santo 2007 Aspirado medular
L CEMM 03-4-051 Espirito Santo 2007 Aspirado medular
O CEMM 03-4-052 Espirito Santo 2007 Aspirado medular
Q CEMM 03-6-020 Espirito Santo 2008 Aspirado medular
R CEMM 03-6-009 Espirito Santo 2008 Aspirado medular
U CEMM 03-5-034 Espirito Santo 2008 Aspirado medular
\ CEMM 03-5-033 Espirito Santo 2008 Desconhecido
X CEMM 03-6-024 Séo Paulo 2007 Biopsia (palato)
Y CEMM 03-4-036 Séo Paulo 2007 Biopsia (duodeno)

1B (HS1) CEMM 03-5-053 Séo Paulo 2007 Biopsia

Y (HS5) CEMM 03-4-036 Sé&o Paulo 2008 Biopsia (duodeno)

Quadro 4 — Namero de casos de histoplasmose disseminada e AIDS por municipio no Estado

do Ceara

PROCEDENCIA TOTAL PROCEDENCIA TOTAL

Aquiraz 4 Paraipaba 3
Aracati 2 Quixada 1
Boa viagem 2 Russas 3
Caucaia 16 S.g. amarante 2
Chorozinho 1 Tabuleiro 1
Fortaleza 162 Taua 1
Horizonte 4 Tejucuoca 1
Icapui 1 Tiangua 2
Ico 2 Trairi 3
Iguatu 3 Pentecoste 1
Itaitinga 4 Cascavel 1
Itapagé 2 Mons tabosa 1
Itapipoca 1 Paracuru 2
Jaguaribe 1 Limoeiro 1
Maracanau 9 Paramoti 0
Missdo velha 1 Beberibe 1
Mombaca 1 Pindoretama 1
Morada nova 3 Paramoti 1
Mulungu 1 Vicosa 1
Oros 2 Pacoti 1
Pacajus 2 Uruburetama 1
Pacatuba 1 TOTAL GERAL 254
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Tabela 11 - NUamero de casos de histoplasmose disseminada e AIDS ao longo dos meses e
anos

2006 2007 2008 2009 2010 TOTAL

neg pos neg pos neg Pos neg pos neg pos neg pos

MES/ANO

JANEIRO 0 6 1 9 1 4 1 2 2 1 5

22
FEVEREIRO 0 4 1 4 1 5 1 3 0 5 3
21
MARCO 1 3 1 0 4 2 1 8 1 5 8
18
ABRIL 1 1 1 6 0 4 1 2 1 4 4
17
MAIO o 2 0 6 0 1 O 4 0 2 O
15
JUNHO o 1 1 7 o0 3 1 2 1 1 3
14
JULHO o 3 0 2 0 4 1 1 0 5 1
15
AGOSTO 2 1 1 5 2 2 1 7 0 4 6
19
SETEMBRO 2 3 1 2 3 6 1 4 1 1 8
16
OutTuBRO 0 2 0 7 1 5 0 9 0 2 1
25
NOVEMBRO 0 3 1 4 1 3 1 4 0 1 3
15
DEZEMBRO 1 3 2 4 0 2 1 1 0 1 4
11
TOTAL 7 32 10 56 13 41 10 47 6 32 46
208
Legenda: Neg= grupo dos negativos; Pos=grupo dos positivos
Tabela 12 - Estatisticas basicas da CFM, conforme a regido
ESTATISTICA REGIAO AMB CAS FLU ITR VRZ
N2 CASOS NE 68 68 68 68 68
. SE 16 16 16 16 16
MINIMO NE 0,008 0,06 7,1 0,00195 0,02
SE 0,063 0,50 3,9 0,00195 0,03
MAXIMO NE 1 64 500 0,0625 1
SE 0,5 32 500 0,0625 1
MEDIA
GEOMETRICA NE 0,17 10,32 98,74 0,02 0,26

SE 0,16 5,19 74,32 0,01 0,12
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Tabela 13 - Distribuicdo de frequéncia das CFM’s, conforme a regido, para anfotericina B

CFM NE SE

0,008 1 -
0,016 1 -
0,031 1 -
0,063 6 3
0,125 25 5
0,25 24 7
0,5 9 1

1 1 -

TOTAL 68 16

Tabela 14 - Distribuicdo de frequéncia das CFM’s, conforme a regido, para caspofungina

CFM NE SE

0,06 1 --
0,25 1 --
0,5 5 5
1 6 -
2 2 --
4 2 ~=
8 7 4
16 14 4
32 23 3

TOTAL 68 16

Tabela 15 - Distribuicdo de frequéncia das CFM’s, conforme a regido, para fluconazol

CFM NE SE

3,9 -- 1
7,1 1 --
15,6 -- 1
31,3 12 --
62,5 16 8
125 23 3
250 11 2
500 5 1

TOTAL 68 16
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Tabela 16 - Distribuicdo de frequéncia das CFM’s, conforme a regido, para itraconazol

CFM NE SE

0,0020 3 2
0,0039 2 2
0,0078 15 6
0,0156 12 4
00312 14 1
00625 22 1
TOTAL 68 16

Tabela 17 - Distribuicdo de frequéncia das CFM’s, conforme a regido, para voriconazol

CEFM NE SE

0,02 1 0
0,03 2 2
0,06 7 2
0,13 10 8
0,25 19 3
0,5 19 0

1 10 1
TOTAL 68 16

Tabela 18 - Comparagdo das CFM’s entre as regides, para cada droga utilizada

DROGA T-STUDENT GL P-VALUE
AMB 0,687 82 0,4940
CAS 2,632 36,69 0,0124
FLU 0,619 82 0,5378
ITR 3,806 34,57 0,0006
VRZ 2,929 28,92 0,0066

Anélise: a CFM das drogas CAS (p=0,0124), ITR (p=0,0006) e VRZ (0,0066) € maior no NE
do que no SE, ndo havendo diferenca significativa nessa comparacdo entre as demais drogas.

Tabela 19 - Comparacdo da CIM entre as regides, para cada droga utilizada, na forma
filamentosa.

DROGA T-STUDENT GL P-VALUE
AMB 1,409 82 0,1626
CAS 1,614 82 0,1105
FLU 0,428 82 0,6695

ITR 2,864 33,5 0,0072

VRZ 1,998 82 0,0490
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Tabela 20 - Comparacdo da CIM entre as regides, para cada droga utilizada, na forma

leveduriforme.

DROGA T-STUDENT GL P-VALUE
AMB 1,509 8 0,1698
CAS 2,200 8 0,0590

ITR 0,508 8 0,6254
VRZ 2,758 7,5 0,0263

Tabela 21 - Comparagao das CIM’s entre as formas, para cada droga utilizada, na regido NE.

DROGA T-STUDENT GL P-VALUE
AMB 1,204 74 0,2324
CAS 6,490 73,4 0,0000
FLU 11,355 67 0,0000
ITR 1,730 74 0,0878
VRZ 8,144 74 0,0000

Tabela 22 - Comparacédo da CIM entre as formas, para cada droga utilizada, na regido SE.

DROGA T-STUDENT GL P-VALUE
AMB 1,344 16 0,1978
CAS 1,068 16 0,3012
FLU 1,167 16 0,2602
ITR 3,177 16 0,0059
VRZ 0,872 16 0,3959
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APENDICE B
MEIOS DE CULTURA E SOLUCOES

1. MEIOS DE CULTURA

1.1 Agar-batata

Infusdo de batatas* 500 mL

Dextose 10 g

Agar bacterioldgico 15 g

Agua deionizada g.s.p. 1000 mL

* 250 g de batatas (Solanum tuberosum) cozidas em 500 mL de agua por 1 hora, seguido-se

filtracdo em gaze e reconstituicdo do volume para 500 mL.

1.2 Agar-BHI (Brain Heart Infusion)

Cérebro-coracgéo, infusdo de solidos 8,0 g

Hidrolisado péptico de tecido animal 5,0 ¢

Hidrolisado pancreatico de caseina 16,0 g

Cloreto de sddio 5,0 g

Glucose 2,0 g

Fosfato dissddico de hidrogénio 2,5 g

Agar 13,5 g

Agua destilada ¢.s.p 1000 mL

Os meios de cultura foram preparados conforme indicacdo do fabricante, fervidos para
dissolucdo do agar e autoclavados a 121°C por 15 minutos. Em seguida foram esfriados a
50°C e distribuidos em aliquotas de 4 mL em tubos de ensaio estéreis sob condigcdes

assépticas.

1.3 Agar-Lactrimel
Mel de abelhas 7 g
Farinha de trigo 20 g
Solucéo de leite 200 mL
Agar bacterioldgico 20 g
Agua destilada 800 mL
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Pesar 20 g de leite em p0 integral e dissolver em 200 mL de agua destilada. Autoclavar por 15
minutos a 121°C. Dissolver a farinha de trigo e o 4gar em agua destilada sob aquecimento em
banho-maria. Adicionar o mel, homogeneizar. Ajustar o pH para 6,2. Autoclavar por 15
minutos a 121°C. Deixar 0 meio esfriar, ate 48°C e acrescentar o leite esterilizado. Distribuir

em aliquotas de 4 mL em tubos de ensaio estéreis sob condicfes assépticas.

14 RPMI 1640
RPMI 1640 com glutamina e sem bicarbonato de sédio 10,5 g
Agua destilada ¢.s.p 1000 ml

Adicionar lentamente o po sob agitacdo em agua destilada e ajustar o pH final para 7,0,
utilizando-se solu¢cdo de MOPS com a concentragdo final de 0,165 mol/L. Completar o
volume com agua destilada e filtrar em membranas de 0,22 pum de poro, utilizando pressao

positiva.

1.5 Agar BHI suplementado com sangue de carneiro a 10%

Agar BHI 5,2g
Agua destilada 100 ml

Sangue de carneiro 10 ml

Modo de preparo:
Dissolver o agar BHI em agua destilada. Autoclavar por 15 minutos a 121°C. Esperar esfriar

até 45°C e adicionar o sangue. Homogeneizar. Distribuir em tubos inclinados estéreis.

2. SOLUCOES

2.1  Lactofenol azul-algodéo
Acido lactico 20 g

Fenol 20 g

Glicerina 20 g

Azul-algodéo 0,05 g

Agua deionizada 20 mL
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2.2 Solucgéo salina
NaCl 0,85 ¢g
Agua deionizada 100 mL

2.3  MOPS (4cido 2-[N-morfolino] propanosulfonico)
MOPS em p6 6,9 g

Dissolver o MOPS em 200 mL de agua destilada autoclavada e armazenar na geladeira em

garrafa envolvida com papel aluminio.
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APENDICE C

PUBLICACOES



