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RESUMO

Histoplasma capsulatum € o agente etiologico da histoplasmose, uma micose endémica nas
Américas, comum em individuos com HIV/aids. Nos ultimos anos, além dos estudos voltados
para analise dos padrBes clinico-laboratoriais da histoplasmose, pesquisas tem buscado
caracterizar esse fungo. Neste contexto, objetivou-se avaliar os aspectos epidemioldgicos da
histoplasmose disseminada em pacientes soropositivos para HIV atendidos em hospital de
referéncia do estado do Ceara, no periodo de 2011-2015; e ainda analisar o gene RYP1, um
regulador transcricional da transi¢cdo dimorfica, como alvo para o diagnéstico molecular da
histoplasmose. Ademais, estabeleceram-se valores de ponto de corte epidemioldgico (ECVs /
cutoff) para os antifungicos classicos, com base na sensibilidade antifingica dos isolados, bem
como analisou-se o biofilme de H. capsulatum na forma filamentosa. Foram coletados dados
socio-demograficos e clinico-laboratoriais para caracterizacdo da populacdo e identificacdo
dos fatores mais relacionados a um desfecho desfavoravel (recidiva ou 0bito), mediante
analise por ODDS ratio. Os resultados mostraram uma média de 42,2 casos por ano. A
populacdo era constituida na sua maioria por homens adultos jovens que apresentavam como
principais sinais clinicos febre (91,9%), tosse (76,3%), perda de peso (74,9%), dispneia
(65,2%). A taxa de recidiva e letalidade foi de 14,7% e 39,3%, respectivamente. Dentre 0s
fatores mais relacionados a recidiva e letalidade, destacam-se a ocorréncia da histoplasmose
como doenca definidora de aids, a presenca de comorbidades pulmonares e a elevacao dos
niveis de ureia e creatinina. Quanto ao gene RYP1, a deteccdo pela técnica de PCR ocorreu
em 18/18 culturas de H. capsulatum e em 13/13 espécimes clinicos de pacientes HIV
positivos com histoplasmose disseminada. A sensibilidade aos antiflngicos foi avaliada pelo
método de microdiluicdo em caldo com a forma filamentosa (n=70) e leveduriforme (n=07) e
as Concentracdes Inibitdrias Minimas (CIM) variaram de 0,0078 a 1 pg/mL para anfotericina
B e voriconazol; 0,0005 a 0,0625 pg/mL para itraconazol; 1 a >256 pg/mL para fluconazol e
<0,0156 a 16 pg/mL para caspofungina. Posteriormente, estabeleceram-se os ECVs contra a
forma filamentosa, para classificacdo das cepas em selvagem ou ndo-selvagem. Obtivemos
ECVs de 0.,5; 0,5; 0,0313; 128 e 16 pg/mL para anfotericina B, voriconazol, itraconazol,
fluconazol e caspofungina, respectivamente; sendo mais de 96% dos isolados do tipo
selvagem para todas as drogas. Avaliou-se ainda, a cinética de formacdo de biofilme de H.
capsulatum na forma filamentosa nos meios RPMI, YNB e ureia, utilizando-se cristal violeta
(0,3%), XTT e analises microscopicas. Observou-se que o melhor meio foi o RPMI apds 8
dias de incubagdo. Dos 46 isolados avaliados, 43 foram fortes e 3 moderados formadores de
biofilme. Em suma, a prevaléncia e letalidade da histoplasmose no Ceard destacam a
necessidade da adocdo de medidas para facilitar o diagndstico precoce, o tratamento adequado
e a melhora do prognoéstico. Nesse contexto o gene RYP1 é uma regido alvo promissora para o
rapido diagndstico da histoplasmose. Adicionalmente, mais de 96% dos isolados nessa
casuistica sdo do tipo selvagem e esses valores de ECV sdo uma ferramenta valiosa para o
monitoramento da sensibilidade antifingica. E por fim, H. capsulatum na forma filamentosa
forma biofilme in vitro, podendo ser uma importante forma de adaptacdo ao ambiente por
longos periodos.

Palavras chaves: Histoplasmose. Aids. Diagndstico. H. capsulatum. Cutoff. Biofilme.



ABSTRACT

Histoplasma capsulatum is the etiologic agent of histoplasmosis, an endemic mycosis in the
Americas, common in individuals with HIV / AIDS. In the past years, in addition to studies
aiming at analyzing the clinical and laboratory patterns of histoplasmosis, some researches
have sought to characterize this fungus. The objective of this study was to evaluate the
epidemiological aspects of disseminated histoplasmosis in HIV/AIDS patients, from the state
of Ceara (2011-2015) and to analyze the RPY1 gene, a conserved transcriptional regulator, as
a target for the molecular diagnosis of histoplasmosis. In addition, epidemiological cutoff
values (ECVs) were established for classic antifungals, based on the antifungal susceptibility
of the isolates, and the biofilm-forming ability of H. capsulatum in the mycelial form was
analyzed. Socio-demographic and clinical-laboratory data were collected to characterize the
population and identify the factors that are mostly related to unfavorable outcomes (relapse or
death), by ODDS ratio analysis. The results showed an average of 42.2 cases/year. The
population consisted mainly of young men with clinical signs of fever (91.9%), cough
(76.3%), weight loss (74.9%), dyspnea (65.2%). The rate of relapse and lethality was 14.7%
and 39.3%, respectively. Among the factors that are mostly related to relapse and lethality, the
occurrence of histoplasmosis as AIDS-defining disease, the presence of pulmonary
comorbidities and elevated levels of urea and creatinine are highlighted. As for RYP1 gene,
detection by PCR was observed in 18/18 cultures of H. capsulatum and in 13/13 clinical
specimens from HIV-positive patients with disseminated histoplasmosis. Susceptibility to
antifungals was evaluated by the broth microdilution method with mycelial (n =70) and yeast
(n=07) forms and the minimum inhibitory concentration (MIC) ranges were 0.0078-1 ug/mL
for amphotericin B and voriconazole; 0.0005-0.0625 ug/mL for itraconazole; 1->256ug /mL
for fluconazole and <0.0156-16 ug/mL for caspofungin. ECVs were established against the
mycelial form for the classification of the isolates as wild type or non-wild type. We obtained
ECVs of 0.5; 0.5; 0.0313; 128 and 16 pg/mL for amphotericin B, voriconazole; itraconazole;
and caspofungin, respectively, with more than 96% of the isolates classified as wild-type for
all drugs. The Kinetics of H. capsulatum biofilm formation in the filamentous form in RPMI,
YNB and urea broth was evaluated using crystal violet (0.3%) assay, XTT assay and
microscopic analysis. RPMI was the best medium, in which all isolates formed biofilms, after
8 days of incubation. Of the 46 evaluated isolates, 43 were strong and 3 were moderate
biofilm producers. In summary, the prevalence and lethality of histoplasmosis in Ceara
emphasize the need to adopt measures to facilitate early diagnosis, adequate treatment and
improve prognosis. In this context, the RYP1 gene is a promising target region for the rapid
diagnosis of histoplasmosis. In addition, more than 96% of the isolates are wild-type and
these ECV values are a valuable tool for monitoring antifungal susceptibility. Finally, H.
capsulatum in filamentous form forms biofilm in vitro, which may be an important way of
adaptation to the environment for long periods.

Key words: Histoplasmosis. Aids. Diagnosis. H. capsulatum. Cutoff. Biofilm.
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1 INTRODUCAO

A histoplasmose € uma micose sistémica causada pelo fungo dimérfico Histoplasma
capsulatum, descrita em varios paises. Em individuos imunocompetentes, a infeccdo é
normalmente assintomatica e a cura espontanea ocorre na maioria dos casos. Quando acomete
imunocomprometidos, a exemplo de individuos HIV positivos, a doenga se apresenta
principalmente na forma disseminada, apresentando elevada taxa de letalidade.

Nos ultimos anos, varios casos de histoplasmose disseminada associada a infeccéo por
HIV tém sido relatados em todo o mundo. No Brasil, essa micose tem se apresentado de
forma endémica em varios estados, inclusive no Ceara, onde estudos epidemioldgicos
demonstram o aumento anual dos casos, bem como da letalidade.

A morte dos pacientes com histoplasmose ocorre logo nos primeiros meses da doenca
e, em decorréncia disto, ferramentas moleculares tém sido propostas como alternativas para o
diagndstico precoce da histoplasmose, devido a maior rapidez para obtencdo dos resultados
aliada a falta de necessidade de manipular o fungo na forma infectante. Nessa perspectiva,
estudos moleculares tém sido realizados com o objetivo de buscar regides alvo especificas
para H. capsulatum.

Por outro lado, a cultura continua sendo o padrdo ouro para o diagnostico da
histoplasmose e a vantagem do isolamento flngico € a caracterizacdo fenotipica dos isolados
tanto na forma filamentosa como leveduriforme. Dentre estes estudos, cita-se a realizacdo dos
testes de sensibilidade in vitro, os quais permitem o monitoramento da sensibilidade aos
antifungicos classicos ao longo dos anos. Para algumas espécies fungicas, € dificil o
estabelecimento de pontos de corte clinicos (clinical breakpoints), entretanto, pesquisas tém
investido no estabelecimento de pontos de corte epidemiologico (ECV) que levam em
consideracdo apenas a distribuicdo dos valores de concentracdo inibitéria minima (CIM) das
drogas antifungicas. Nesse contexto, ja foram determinados ECV para leveduras, fungos
filamentosos e, recentemente, fungos dimorficos, entretanto, sdo escassos 0s dados para H.
capsulatum.

Outros estudos de caracterizacdo fazem referéncia & formacdo de biofilme in vitro.
Este fendmeno j& foi reportado para H. capsulatum na forma de levedura, entretanto ainda néo
existem relatos de sua caracterizacdo na forma filamentosa, que pode estar relacionada a
persisténcia desse patdgeno no ambiente por longos periodos.

Diante do exposto, neste estudo foi realizada uma andlise epidemioldgica descritiva

dos casos de histoplasmose disseminada em pacientes com aids atendidos no periodo de 2011
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a 2015 em um hospital de referéncia no estado do Ceara, Nordeste do Brasil, enfatizando a
busca por caracteristicas clinico-laboratoriais mais relacionadas a um pior prognéstico
(recidiva ou Gbito) nesses pacientes. Em analises subsequentes, foi avaliada a aplicacdo do
gene RYP1, um importante regulador transcricional da forma filamentosa para leveduriforme,
como alvo para o diagnostico molecular da histoplasmose, tendo sido estabelecido ainda
pontos de corte epidemioldgico (ECV) para os antifungicos classicos e, por ultimo,

caracterizada a formacao do biofilme de H. capsulatum var. capsulatum na forma filamentosa.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos historicos da histoplasmose

A documentagdo cientifica sobre o fungo Histoplasma capsulatum iniciou-se em 1905
com os achados histopatoldgicos do patologista Samuel Taylor Darling do Hospital Ancon,
nos Estados Unidos da Ameérica. A andlise histopatologica foi realizada com tecidos oriundos
de amostras do baco, figado, linfonodo e medula éssea de um trabalhador da construcéo do
Canal do Panama que apresentava quadro clinico de febre irregular, leucopenia, anemia e
hepatoesplenomegalia. O resultado revelou a presencga de numerosos corpos ovais medindo de
1 a 6 um de diametro, rodeados por um halo translicido, no interior de macrofagos alveolares.
Esses achados levaram o patologista a considerar o agente etiolégico como um protozoario,
devido a semelhanca morfol6gica com o género Leishmania, e nomea-lo Histoplasma
capsulatum por causa da similaridade do halo com uma cépsula (DARLING, 1906).

Posteriormente, entre os anos de 1905 e 1908, Darling descreveu outros dois casos
fatais da doenca em um paciente chinés que residia no Panama e em outro homem que
trabalhava préximo ao Canal do Panama, que apresentavam a mesma sintomatologia
previamente descrita (DARLING, 1909).

Em prosseguimento aos estudos de Darling, em 1912, o médico patologista Henrique
da Rocha Lima avaliou laminas oriundas de um paciente com suspeita de leishmaniose
visceral e inferiu a natureza fungica de H. capsulatum, caracterizando-o como uma levedura.
Dessa forma, das trés proposicdes feitas por Darling, apenas uma foi precisa: H. capsulatum é
um patdgeno intracelular de macréfagos, entretanto, € um fungo e ndo possui cépsula
(CONANT, 1941).

As pesquisas com H. capsulatum avancaram e, em 1932, os médicos Dodd e
Tompkins diagnosticaram a histoplasmose pela primeira vez em um individuo vivo nos EUA,
a partir de esfregaco de sangue periférico. O material deste paciente foi enviado para o
pesquisador De Monbreum que realizou o isolamento da forma filamentosa em cultura e a
reversdo para a forma de levedura em experimentos com animais de laboratério,
comprovando, assim, o carater dimorfico de H. capsulatum (DE MONBREUM, 1934).
Estudos posteriores evidenciaram o carater geofilico do fungo e a capacidade de causar
infeccOes em animais (EMMONS et al., 1949; EMMONS et al., 1956).

No Brasil, as pesquisas com H. capsulatum iniciaram em 1939, quando Almeida e

Lacaz isolaram, pela primeira vez, o fungo a partir do cultivo de um fragmento de biopsia de
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uma lesédo suspeita de cromoblastomicose (ALMEIDA; LACAZ, 1939). Em seguida, em 1941,
este mesmo grupo de pesquisadores realizou o segundo isolamento flngico por meio do
cultivo de escarro de um paciente com diagnéstico de tuberculose (ALMEIDA; LACAZ,
1941). Neste mesmo ano, diagnosticou-se, mediante visualizacdo do fungo em fragmentos de
figado e células reticulo-endoteliais, o primeiro caso fatal de histoplasmose disseminada em
Minas Gerais (VILLELA; PARA, 1941).

Desde o seu descobrimento até meados de 1945, a histoplasmose era considerada uma
doenca pouco conhecida entre a comunidade médica e de rara ocorréncia. Entretanto, a partir
de 1947, com a primeira epidemia descrita nos EUA, estudos epidemioldgicos demonstraram
a elevada prevaléncia da infec¢do nessa regido, assim como em outros paises (EDWARDS;
BILLINGS, 1971). No Brasil, por exemplo, diversos surtos epidémicos vém sendo descritos
desde 1959, sendo o estado do Rio de Janeiro responsavel pelo maior nimero de casos, apesar
da histoplasmose ser observada em todas as regides brasileiras (AIDE, 2009; PAULA, 1959).
No Ceard, inquéritos epidemioldgicos utilizando a histoplasmina, um extrato antigénico de H.
capsulatum utilizado em testes imunologicos, demonstraram uma positividade de 23,7% em
1986 e, mais tarde, nos anos de 1990 e 1992 apresentaram positividade de 61,5% e 87,3%,
respectivamente (ALENCAR et al., 1992; COELHO et al., 1986; DIOGENES et al., 1990).

Nas décadas de 80 e 90, com o advento da aids, a histoplasmose se tornou uma doenca
de destaque entre as infec¢des fingicas em todo o mundo. Neste periodo, centenas de casos de
histoplasmose disseminada foram descritos em individuos portadores de aids, sendo
considerada, em algumas areas endémicas, a micose sisttmica mais comum em individuos
infectados com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (BRILHANTE et al., 2012b;
DAHER et al., 2007; FERREIRA; BORGES, 2009; GOMEZ, 2011).

Nos ultimos anos, esta micose adquiriu maior relevancia do ponto de vista social pelo
fato de ser uma doenca endémica em grandes areas do continente Americano; de ter sido
reconhecida como doenca definidora de aids; estar associada a diferentes atividades
ocupacionais e ter sido relatada em um grande nimero de espécies de animais em todos 0s
continentes (ANDREU et al., 2011).

2.2 Aspectos epidemioldgicos da histoplasmose
A histoplasmose é considerada uma micose cosmopolita, ja tendo sido descrita em

todos os continentes, com excegdo da Antértica, e em mais de 60 paises (WHEAT et al.,
2016).
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Nas Americas, a prevaléncia da histoplasmose é elevada. Na América do Norte, ha
relatos da infeccdo no Canada, México e, principalmente, nos EUA, nas areas dos vales dos
rios Ohio e Mississippi. Em um estudo de 75 anos (1938-2013), foram registrados 105 surtos
envolvendo 2.850 casos em 26 estados americanos, tais como Ohio, lowa, Tennessee,
Missouri, Carolina do Norte, Arkansas, Delaware, Illinois, Indiana, Kentucky, Michigan,
Minnesota, Nebraska, Pensilvania e Wisconsin (BENEDICT; DERADO; MODY, 2016; CDC,
2013). Na America Central, a histoplasmose ja foi descrita em varias ilhas do Caribe,
Honduras, Guatemala, Nicardgua, Panama e Porto Rico (FERREIRA; BORGES, 2009).

Na América do Sul, essa micose sistémica ocorre na Venezuela, Peru, Uruguali,
Coldmbia, Argentina, Guiana Francesa e Brasil (ADENIS et al., 2014b; BAHR et al., 2015;
BENEDICT; DERADO; MODY, 2016; BRILHANTE et al., 2012b). Nesses paises, a
histoplasmose €é relatada principalmente em individuos com HIV/aids, sendo a doenca
definidora de aids mais comum na Guiana Francesa (ADENIS et al., 2014b; ARANGO et al.,
2011; LOPEZ et al., 2016).

No Brasil, essa infeccdo fungica ja foi relatada no Distrito Federal e em varios estados
da federacdo (AIDE, 2009; BRILHANTE et al., 2016a; DEUS FILHO et al., 2009; SILVA et
al., 2017b). No estado do Ceara a histoplasmose tem se configurado como doenga emergente,
tendo um aumento da incidéncia ao longo dos ultimos 20 anos (BRILHANTE et al., 2012b;
DAHER et al., 2007). O primeiro estudo que relatou o diagnéstico da infeccdo fungica neste
estado foi desenvolvido por Daher et al. (2007) que registraram 164 casos no periodo de 1995
a 2004. Posteriormente, de 2006 a 2010, Brilhante et al. (2012b) documentaram 208 casos.

No continente africano, as informacgdes sdo escassas devido a falta de estudos
epidemiol6gicos mais amplos e & limitada capacidade laboratorial. Nesse continente,
coexistem duas variedades do fungo: H. capsulatum var. capsulatum, agente etiolégico da
histoplasmose classica e H. capsulatum var. duboisii, agente etiolégico da histoplasmose
africana, existindo relatos da doenca em paises como Nigéria, Zimbabue, Uganda e Congo
(OLADELE et al., 2018).

Com relac&o ao continente asiatico, casos autdctones ja foram documentados na india,
China, Malasia, Indonésia, Cingapura, Tailandia, Vietnd e Japdo (BAHR et al., 2015). Na
China, por exemplo, os casos sd&0 mais esporadicos, como demonstrado em um estudo
realizado ao longo de 21 anos (1990-2011), que notificou apenas 300 casos nesse periodo, dos
quais 75% ocorreram ao longo do rio Yangtze (PAN et al., 2013). Na Tailandia, por outro lado,
a epidemia de aids foi responsavel por um aumento da histoplasmose disseminada, com
relatos superiores a 1200 casos entre 1984 a 2010 (BAHR et al., 2015).
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No tocante ao continente europeu, a maioria dos casos relatados de histoplasmose esta
relacionada a imigrantes ou individuos que retornaram de areas altamente endémicas (BAHR
et al., 2015; INOJOSA et al., 2011), entretanto, ja houve relatos de casos em pacientes do
Reino Unido e Italia que ndo viajaram para fora do pais de origem (ASHBEE et al., 2008;
WHEAT et al., 2016).

2.3 Histoplasma capsulatum: revisitando o patogeno fungico

2.3.1 Aspectos taxondmicos e filogenéticos

O género Histoplasma pertence a familia Ajellomycetaceae, ordem Onygenales e filo
Ascomycota. Esse género é composto pela espécie H. capsulatum, cuja forma teleomorfa, ou
de reproducéo sexuada, € denominada de Ajellomyces capsulatus, um organismo heterotélico
com mating types MAT (+) e MAT (-) (NCBI, 2018; WOODS, 2016).

Historicamente, a espécie foi dividida em trés variantes taxonémicas, incluindo H.
capsulatum var. capsulatum, var. duboisii e var. farciminosum, com base na micromorfologia,
distribuicdo geografica, predilecdo de hospedeiro e apresentacOes clinicas da doenca. Dessa
forma, a var. capsulatum é considerada o principal agente etiologico mundial para a
histoplasmose classica humana, var. duboisii estd associada a doenca humana em partes da
Africa e var. farciminosum & doenca em equinos (BRILHANTE et al., 2016a; NCBI, 2018;
WANKE; LAZERA, 2004).

Nos ultimos anos, devido ao aumento dos casos de histoplasmose no mundo e com o
advento de técnicas moleculares para classificar espécies fungicas, varios esquemas de
genotipagem foram propostos para explorar as caracteristicas filogenéticas do fungo. O
método frequentemente empregado para distinguir cepas de H. capsulatum é o Random
Amplified Polymorphic DNA (RAPD, amplificagdo aleatdria de DNA polimorfico). Esses
estudos identificaram uma relagéo entre os perfis de RAPD e a origem geografica, revelando
uma importante diferenca genética entre os isolados de H. capsulatum dos EUA e da América
Latina (DAMASCENO et al., 2016).

No Brasil, os estudos filogenéticos demonstraram o perfil molecular de cepas de H.
capsulatum circulantes nas regifes Sul e Sudeste (MUNIZ et al., 2010; ZANCOPE-
OLIVEIRA et al., 2005). Segundo Zancopé-Oliveira et al. (2005), as cepas de diferentes
regides geograficas do Brasil foram agrupadas por RAPD-PCR e os autores observaram a
presenca de 3 agrupamentos: | — cepas do nordeste, 11 — cepas do sul e sudeste e 11l — cepas do


javascript:;

25

centro oeste. Adicionalmente, em 2012, um grupo de pesquisa do Ceara realizou uma anélise
da diversidade genética de H. capsulatum var. capsulatum e os isolados foram separados em
dois grupos: o cluster 1, que incluiu as cepas das regides Sudeste e Nordeste, com separagdo
de isolados em trés subgrupos distintos, e o cluster 2, que incluiu apenas amostras do
Nordeste, contribuindo assim, para a caracterizacdo das populacGes deste micro-organismo na
regido (BRILHANTE et al., 2012c).

Outra técnica aplicada ao estudo da diversidade genética € a Multilocus Sequence
Typing (MLST, tipagem por sequenciamento multiloci). Baseado nesse método, H.
capsulatum pode ser agrupado em oito clados com sete espécies filogenéticas: América do
Norte clado 1 (NAm1), América do Norte clado 2 (NAm2), América Latina clado A (LAmA),
América Latina clado B (LAmB), Austréalia, Indonésia, Eurasia e Africa (KASUGA et al.,
2003) (Figura 1). Adicionalmente, estudos recentes, como por exemplo a analise de Teixeira
et al., (2016), tém proposto novas espécies filogenéticas na América Latina, tais como RJ,
LAm B1, LAm B2, LAm Al, LAm A2, BAC1 (TEIXEIRA et al., 2016).

Figura 1. Distribuicdo geografica dos clados e linhagens de H. capsulatum.
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Fonte: KASUGA et al., 2003; VITE-GARIN et al., 2014.

Legenda: Os dados foram obtidos com base nas sequéncias parciais de quatro genes codificadores de proteinas,
utilizando 137 isolados de fungos de 25 paises. A maioria dos isolados era H. capsulatum var. capsulatum, mas
H. capsulatum var. duboisii e H. capsulatum var. farciminosum também foram incluidos. H. capsulatum var.

capsulatum (todos os clados), H. capsulatum var. duboisii (clado africano), H. capsulatum var farciminosum
(NAm 2, clados africanos e euro-asiaticos).

Em contrapartida, em 2017, Sepulveda e colaboradores propuseram um novo rearranjo

taxonbmico para o género Histoplasma, o qual seria composto por, pelo menos, quatro
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diferentes espécies cripticas que possuem diferencas genéticas e de viruléncia, H. capsulatum,
H. mississippiense sp., H. ohiense sp. e H. suramericanum sp. (SEPULVEDA et al., 2017).
Entretanto, estudos adicionais sdo necessarios para explorar a diversidade genética deste
fungo e definir a classificacdo taxonémica para correlacionar seu genétipo com fendtipos

clinicamente importantes através da genémica populacional.

2.3.2 Aspectos ecologicos

H. capsulatum é um fungo saprofita que se desenvolve em condi¢bes ambientais
encontradas nas regides de climas tropical e subtropical, entre as latitudes 45° Norte e 30° Sul;
onde a temperatura varia em torno de 22 a 29 °C, com precipitacdo anual entre 35 a 50 mm e
umidade relativa de 60 a 87% (FERREIRA; BORGES, 2009; WANKE; LAZERA et al.,
2004).

O fungo ¢é tipicamente encontrado em solos acidos, Umidos e ricos em carboidratos,
fosfato e alto teor de nitrogénio, o que inibe o crescimento de organismos competidores,
favorecendo a sobrevivéncia do patdgeno. O isolamento ocorre, particularmente, em
ambientes enriquecidos com guano de aves ou morcegos, COMO cavernas, minas, parques
publicos, ocos de arvores, galinheiros, forros de casas e edificages antigas (AIDE, 2009;
FERREIRA, BORGES, 2009; GUPTA et al., 2017).

Nesse contexto, a realizacdo de atividades que revolvam o solo, como escavacoes,
construcdes ou atividades exploratdrias em cavernas ou grutas, € considerada de risco para
infeccdo por H. capsulatum (GUPTA et al., 2017). Surtos de histoplasmose ja foram descritos
em trabalhadores de um tunel que removeram grandes quantidades de guano de morcegos sem
protecdo respiratdria; assim como em pedreiros expostos a poeira de demolicdo contendo
excrementos de morcegos ou aves (ARMSTRONG et al., 2017; CDC, 2013). Da mesma
forma, Benedict, Derado e Mody (2016) investigaram 2.850 casos de histoplasmose e
constataram que 23% desses surtos estavam relacionados a exposi¢do a morcegos ou guano, €
56% a aves ou seus excrementos (BENEDICT; DERADO; MODY, 2016).

Acredita-se ainda que as aves também tenham um papel importante na disseminacgao
do fungo pois podem carred-lo em suas asas, penas e bicos; entretanto, ndo sdo comumente
infectadas por H. capsulatum, uma vez que sua temperatura corporal &€ muito alta, em torno de
40 a 42 °C (ADENIS et al., 2014c). Os morcegos, por sua vez, sdo susceptiveis a infecgéo,
além de participarem ativamente do ciclo epidemioldgico da histoplasmose. Devido a

capacidade migratoria, 0s quiropteros podem disseminar o patdgeno através da eliminacdo de
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formas viaveis do fungo pelas fezes, contaminando o solo (SANTOS et al., 2017; WANKE;
LAZERA, 2004).

Estima-se que os propagulos do fungo presentes no solo/guano podem atingir um raio
de até 32 km ao redor de fontes de infeccdo em locais abertos, como copa de arvores, mesmo
sem o revolvimento de solos contaminados (WANKE; LAZERA, 2004). Além disso, H.
capsulatum pode permanecer por até 10 anos, mesmo apds este local ter sido limpo, inclusive
em areas urbanas (ADENIS et al., 2014c). Uma outra possibilidade de apresentacdo desse

fungo no ambiente € na forma de biofilme.

2.3.2.1 Biofilmes

Biofilmes sdo comunidades microbianas sésseis que aderem fortemente as superficies
bidticas ou abidticas e sdo protegidas por uma matriz extracelular polimérica composta
principalmente de polissacarideos, proteinas, cidos nucléicos e lipidios. Estas células sésseis
apresentam modificacdes fenotipicas, genéticas e estruturais quando comparadas com as
células plancténicas (COSTA-OLANDI et al., 2017; KUMAR et al., 2017).

No meio ambiente, esta forma de crescimento prevalece na natureza em comparagao
com as células planctdnicas e proporcionam ao fungo protecdo dos conidios contra danos
ambientais, tais como radiacdo UV, temperaturas extremas e agentes quimicos (COSTA-
OLANDI et al., 2017; GUIMARAES et al., 2011; SARDI et al., 2014).

A formacdo de biofilmes por micro-organismos, particularmente bactérias, tem sido
amplamente estudada h& décadas. Nos ultimos anos, diversos estudos com biofilmes
formados por fungos patogénicos tém sido descritos, dentre estes, citam-se Candida spp.
(GULATI et al., 2016; SHERRY et al., 2017; SOLDINI et al., 2017), Cryptococcus spp.
(AJESH et al., 2012; MARTINEZ; CASADEVALL, 2015); Malassezia spp. (ALLEN et al.,
2015; BRILHANTE et al., 2018a); Trichosporon spp. (ALMEIDA et al., 2016; CORDEIRO
et al., 2015); Fusarium spp. (SAV et al., 2018), Aspergillus spp. (KAUR; SINGH, 2014;
VILLENA et al., 2007).

As pesquisas com fungos dimorficos ja demonstraram a caracterizacdo do biofilme de
Sporothrix spp. nas formas filamentosa e leveduriforme (BRILHANTE et al., 2017a; SILVA,
2017a), bem como de Paracoccidoides spp. e Histoplasma capsulatum na forma de levedura
(BRILHANTE et., 2015; PITANGUI et al., 2012; SARDI et al., 2015), ndo havendo relatos
da forma filamentosa.

De forma geral, as fases de formacdo de biofilme envolvem primeiramente uma
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adesdo ao substrato. Posteriormente, ocorre a primeira formacdo de microcol6nia, que
envolve alongamento e ramificacdo de hifas, com a producdo de matriz extracelular; e a
segunda formacédo de microcolénias ou maturacdo inicial, na qual redes de hifas compactas se
formam em trés dimensdes, cobertos por uma matriz extracelular e formacédo de canais de
agua. Por fim, ocorre a maturacdo do biofilme e dispersdo de conidios e/ou fragmentos de
hifas (COSTA-OLANDI et al., 2017; KUMAR et al., 2017).

Os estudos realizados com objetivo de caracterizar esses biofilmes fungicos in vitro
fazem uso de algumas ferramentas, tais como o sal de XTT (2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-
sulfofenil)-5-[carbonilofenilamino]-2-tetrazoliohidroxido), usado para determinar a atividade
metabolica nos estagios de desenvolvimento dos biofilmes e nos testes de sensibilidade
antifangica; e a coloracdo com cristal violeta para quantificacdo de biomassa (BRILHANTE
etal., 2017a,b; CORDEIRO et al., 2015).

Outras avaliacbes do biofilme podem ser feitas com o auxilio de microscopias
especiais como a eletronica de varredura, para observacdo da morfologia e a microscopia
confocal, para analisar a arquitetura e espessura tridimensional por meio de parametros como
espessura, rugosidade, biovolume e relagdo area/volume. A espessura € definida como a
espessura maxima em um determinado local, ignorando poros dentro do biofilme; o
coeficiente de rugosidade fornece uma medida de quanto a espessura do biofilme varia, sendo
um indicador da heterogeneidade do biofilme; o biovolume representa o volume total do
biofilme, e também fornece uma estimativa da biomassa; e a relacdo area/volume reflete a
area da superficie dividida pelo biovolume, indicando qual fracdo do biofilme esta de fato
exposta ao fluxo de nutrientes e como ele se adapta ao ambiente. Por exemplo, pode-se
especular que em ambientes de baixa concentracdo nutricional, a relagdo entre superficie e
volume aumentaria para otimizar 0 acesso ao suprimento limitado de nutrientes
(BRILHANTE et al., 2017b; HEYDORN et al., 2000).

2.3.3 Fatores de viruléncia

Histoplasma capsulatum possui diferentes atributos de viruléncia que medeiam sua
interacdo com as células imunes do hospedeiro, evitando a destruicdo pela resposta imune e
facilitando a replicagdo em um novo ambiente (GARFOOT; RAPPLEYE, 2016; PITANGUI
etal., 2012), como por exemplo, o dimorfismo térmico.

Dessa forma, o fungo se apresenta na forma filamentosa (fase saprofitica) quando

exposto a temperatura de ambientes de clima temperado e tropical, mas quando expostos a
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temperatura corporal de mamiferos, modifica sua morfologia para a forma de levedura (fase
parasitaria) (WOODS, 2016). Neste momento ha uma alteragdo na composicdo dos
polissacarideos da parede celular mediante a substituicdo da camada imuno-estimuladora de
B-glucano por a-glucano (GARFOOT; RAPPLEYE, 2016).

Apesar de a temperatura ser o pré-requisito basico para que esses fungos sofram a
reversao morfoldgica, sabe-se que fatores nutricionais também sdo de suma importancia, e
que essa reversdo é governada por reguladores transcricionais dos quais destaca-se 0 gene
RYP (BOYCE; ADRIANOPOULOQOS, 2015; NGUYEN; SIL, 2008).

O gene RYP1 foi identificado como um regulador estavel principal na transicdo
dimérfica, de modo que, o bloqueio desse gene impede o crescimento leveduriforme de cepas
a 37 °C (NGUYEN; SIL, 2008). Ademais, estudos demonstraram que o gene RYP1 regula a
expressao de diferentes genes, pois analisando a comparacdo do perfil transcricional de cepas
de H. capsulatum do tipo selvagem versus cepas mutantes para RYP1, observou-se que as
celulas mutantes ndo expressavam alguns genes a 37 °C, como por exemplo 0s genes
importantes para obtencéo de calcio (BOHSE, WOODS 2007; BOYCE; ADRIANOPOULOS,
2015).

Outros reguladores transcricionais nomeados de RYP2, RYP3 e RYP4 que também
atuam no controle do crescimento da forma de levedura ja foram identificados (BEYHAN et
al., 2013; BOYCE; ADRIANOPOULOS, 2015). A regulacdo de RYP1, RYP2, RYP3 e RYP4 ¢
interdependente, sugerindo que cada uma delas é necessaria para a expressdo e funcdo dos
outros (BEYHAN et al., 2013).

Ademais, existem fatores de viruléncia produzidos por H. capsulatum na forma de
levedura que permitem o fungo parasitar e sobreviver em células imunolégicas fagociticas por
longos periodos (Quadro 1) (GARFOOT; RAPPLEYE, 2016).

Quadro 1. Mecanismos de sobrevivéncia intracelular de H. capsulatum.

Mecanismos Funcéo

Producdo de Superdxido dismutase extracelular Eliminar espécies reativas de oxigénio
(Sod3) e Catalases (CatB e CatP)
Produgdo de Sideréforos e redugdo de Fe** a Adquirir ferro em um ambiente com limitagdes

Fe? de nutrientes

Gene URAS Biossintese de pirimidina e acidos nucléicos
Producdo da proteina de ligagdo ao calcio Ligacdo e transporte de Ca?* ao ambiente
(Cbpl) intracelular

Fonte: GARFOOT; RAPPLEYE, 2016
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2.4 Patogenia da Histoplasmose

A via mais comum para a infeccdo de seres humanos ou animais por H. capsulatum é
a inalacdo de conidios ou fragmentos miceliais do fungo presentes em ambientes
contaminados, que sdo facilmente disseminados pelo ar (Figura 2). Raramente, a forma
parasitaria também pode ser transmitida diretamente por transplante de tecido ou acidentes
laboratoriais (ADENIS et al., 2014c; LIMAYE et al., 2000; WHEAT et al., 2016).

Figura 2. Ciclo bioldgico de H. capsulatum

Fonte: CDC, com adaptagdes (http://www.cdc.gov/).

Ciclo bioldgico de H. capsulatum, evidenciando a fase saprofitica no ambiente (1-2) e a fase parasitaria ap0s a
sua inalagcdo por um hospedeiro susceptivel (3-6). Os propagulos do fungo presentes no ambiente (1) sdo
inalados (2), assim, o pulmé&o é o 6rgdo de choque (3). A temperatura mais quente dentro do hospedeiro sinaliza
uma transformagdo para forma de levedura (4) e esta é fagocitada por células imunes e transportada para
linfonodos regionais (5). A partir dai eles se disseminam pelo sangue para outras partes do corpo (6).

Dentro dos espacos alveolares, H. capsulatum encontra as proteinas surfactantes SP-A
e SP-D. In vitro, tanto SP-A quanto SP-D tém efeitos antifingicos diretos sobre leveduras de
H. capsulatum, causando a permeabilizacdo e morte das células (GARFOOT; RAPPLEYE,
2016). Portanto, a internalizacdo das leveduras de H. capsulatum por macrofagos alveolares
anula completamente a atividade fungicida de SP-A e SP-D, indicando que 0s macrofagos
alveolares protegem H. capsulatum dos efeitos antimicrobianos das proteinas do surfactante
(GARFOOT; RAPPLEYE, 2016).
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Os fagdcitos facilitam a disseminacéo de H. capsulatum em varios 6rgédos, em todo o
sistema mononuclear fagocitario, incluindo o baco, figado, medula éssea e linfonodos (Figura
2). Assim, para controlar o crescimento intracelular do organismo, o hospedeiro deve montar
uma resposta proinflamatéria robusta e a imunidade celular desempenha um papel essencial
na defesa contra H. capsulatum (WHEAT et al., 2016).

Na auséncia de condi¢bes de imunocomprometimento, ocorre o controle da infeccdo
apés a segunda ou terceira semanas pois células CD4" passam a secretar citocinas do tipo Thi,
levando a formacédo de reacdo granulomatosa e tendéncia a calcificagdo no pulméo. Fungos
viaveis podem permanecer nas areas cicatrizadas por varios anos (WHEAT et al., 2016), e
pode ocorrer uma reativacdo fangica, quando ha queda ou falha da imunidade celular (SHEN;
RAPPLEYE, 2017).

Pacientes imunocomprometidos, particularmente aqueles com deficiéncia na
imunidade celular, tém capacidade reduzida para conter uma infecgdo crescente. Esses
pacientes tém maior probabilidade de desenvolver doenca disseminada progressiva, mesmo
guando expostos a indculos fungicos menores (AZAR; HAGE, 2017b). As populacdes de
risco identificadas sdo os pacientes em extremos de idade; individuos infectados com o virus
HIV; sindrome da imunodeficiéncia adquirida; receptores de transplante de érgdos sélidos; e
pacientes que recebem inibidores do fator de necrose tumoral (TNF) (AZAR; HAGE, 2017b).

Dentre estes grupos, a populacdo de individuos infectados com o virus HIV apresenta-
se como a principal acometida. A histoplasmose ocorre em 2-25% dos pacientes, sendo
considerada a primeira manifestacdo da aids em 50-75% dos casos, principalmente naqueles
com contagem de CD4" inferior a 150 células/uL (BENEDICT; DERADO; MODY, 2016;
LIMPER et al., 2017).

2.5 Manifestacdes clinicas

A maioria das infeccdes por H. capsulatum evolue de forma assintomatica (90-95%),
todavia, 5 a 10% dos individuos apresentam sintomatologia variavel, a depender do indculo e
do estado imunolégico do hospedeiro. As formas clinicas podem ser classificadas em
assintomaticas, forma pulmonar aguda, forma pulmonar subaguda, forma pulmonar crénica e
histoplasmose progressiva disseminada (AZAR; HAGE, 2017b). As principais caracteristicas

das diferentes manifestagdes clinicas estdo sumarizadas no Quadro 2.



Quadro 2. Apresentacdes clinicas da histoplasmose.
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Caracteristicas

Formas clinicas

Assintomatica (90-95%
dos casos)

Pulmonar aguda

Pulmonar subaguda

Pulmonar crénica

Progressiva disseminada

Populacdo de
risco

Curso clinico
Diagnostico

Achados
radiograficos

ManifestacGes

Tratamento

e Individuos sem doenca
de base

e Reconhecida apenas
pela resposta
intradérmica a prova da
histoplasmina

e Presenca de  focos
pulmonares calcificados

e Quadro gripal

e Individuos sem doenca de base
expostos a altas concentragdes
de carga fingica

e 1a2semanas

o Teste cutdneo: positivo em mais
de 90% dos casos

e Anticorpo contra H. capsulatum
pode estar presente em 25% a
85% dos casos

e Antigeno urinario pode ser
positivo em 20% dos casos

e Cultura de escarro pulmonar
pode ser positiva em menos de
25% dos casos.

¢ Presenca de infiltrados difusos

e Febre, dispneia, cefaleia, tosse
ndo produtiva, dor torécica,
insuficiéncia respiratdria

o ManifestacGes menos comuns:
pneumonias artralgias, artrite,
eritema nodoso e eritema
multiforme

e Grave: Anfotericina B por 1 a 2
semanas seguida por itraconazol
e Leve a moderada: Itraconazol

o Individuos sem doenca de
base expostos a baixas
concentragbes de carga
fangica

e Semanas a meses

e Infiltrado focal

o Febre, mal-estar, cefaleia,
mialgia, anorexia, tosse
ndo produtiva, dor toracica

e ltraconazol por 6 a 12
semanas

Individuos com defeito
anatdbmico  estrutural  que
favorece a instalagdo do foco
inicial; como DPOC, fumantes

Meses a anos

Teste cutaneo: positivo 70-90%
dos casos

Anticorpo contra H. capsulatum
pode estar presente em 75% a
95% dos casos

Antigeno urinario pode ser
positivo em 40% dos casos
Cultura de escarro pulmonar
pode ser positiva em 5% a 70%
dos casos

Cavitacoes, fibrose,
calcificacdes, espessamento
pleural
Febre, tosse produtiva,
dispneia, possivel hemoptise,
cianose

Itraconazol por 1 a 2 anos e até
resolucdo ou  estabilizagéo
radiolégica

e Imunossuprimidos

e 1 a2semanas

Teste cutineo: positivo 3% a
55% dos casos

Anticorpo contra H. capsulatum
pode estar presente em 70% a
90% dos casos

Antigeno urindrio pode ser
positivo em 70% a 90% dos
casos

Cultura de  sangue/aspirado
medular podem ser positivas em
mais de 85% dos casos
Infiltrados reticulo nodulares
difusos, derrame pleural

¢ Febre, anorexia, perda de peso,
astenia, tosse, dispneia, diarreia,
hepatomegalia, esplenomegalia,
linfadenopatia generalizada.

e Grave: Anfotericina B por 1 a 2
semanas, seguida de itraconazol
e Leve e moderada: Itraconazol

Fonte: AKRAM; KOIRALA, 2017; AZAR; HAGE, 2017b; WHEAT et al., 2007; HAGE et al., 2015.
Legenda: (-) Sem informacéo.
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Como este estudo teve como foco individuos diagnosticados com HIV/aids e
histoplasmose, detalharemos a forma progressiva disseminada da histoplasmose que é a mais
comum nesta populacdo (ADENIS et al., 2014b; SHEN; RAPPLEYE, 2017).

Nesses pacientes, a sintomatologia reflete 0 comprometimento dos 6rgaos atingidos,
sendo os principais alvos extrapulmonares o figado, baco, medula dssea, pele e tecidos
subcutaneos (BRILHANTE et al., 2012b; WHEAT et al., 2016; WOODS, 2016). O
acometimento do sistema nervoso central ocorre em 10% a 20 % dos casos, mas as lesdes
podem assemelhar-se a infeccbes por outros agentes etioldgicos. Os sintomas mais
caracteristicos sdo hidrocefalia, meningite aguda ou cronica, consciéncia rebaixada, cefaleia,
deficiéncia de nervos cranianos e convulsdes (GORALSKA; BLASZKOWSKA,;
DZIKOWIEC, 2018).

Ademais, observam-se lesdes cutaneas polimorficas, que vao desde papulas, placas
com ou sem crostas, pustulas e ndédulos as Ulceras da mucosa, erosdes, lesdes parecidas com o
molusco contagioso, dentre outras (Figura 3) (BRILHANTE et al., 2012b; DAHER et al.,
2007; LOPEZ et al., 2016).

Figura 3. Manifesta¢des cutaneas da histoplasmose disseminada em pacientes diagnosticados

com aids.

Fonte: CHANG, RODAS, 2012.
Legenda:

A) Placas ulceradas com crostas hematicas e papulas;
B) Lesdo nodular.

As alteracdes laboratoriais inespecificas mais encontradas sdo pancitopenia, aumento

de lactato desidrogenase (LDH), aumento da velocidade de hemossedimentacdo (VHS) e
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elevagdo das transaminases (BRILHANTE et al., 2012b; DAMASCENO et al., 2013;
PONTES et al.,, 2010; SAMAYOA et al., 2017). Quanto aos achados radiogréficos, 0s
infiltrados pulmonares reticulo-nodulares e intersticiais difusos (Figura 4) sd&o 0s mais
descritos (BRASIL, 2017a; BRILHANTE et al., 2012b), entretanto, comumente s&o

encontradas radiografias de térax normais.

Figura 4. Radiografia de paciente diagnosticado com aids/histoplasmose.

[ STAL FIZALTH CEIITER

Fonte: ZARLASHT et al., 2016.

Legenda:

Radiografia toricica. Em A, projecdo anteroposterior mostrando infiltrados intersticiais difusos antes do
tratamento antiflngico. Em B, paciente ap6s o tratamento com anfotericina B.

Nas areas endémicas para a doenca, este quadro clinico inespecifico faz da tuberculose
e leishmaniose visceral os principais diagnosticos diferenciais de histoplasmose. Dessa forma,
€ necessaria a suspeicao da histoplasmose pelos clinicos diante de um quadro de pancitopenia
e valores altos de Lactato desidrogenase (LDH), para que haja uma abordagem diagndstica
precisa (ADENIS et al., 2014a). Essa inespecificidade e similaridade dos sinais clinicos com
aqueles de outras doencas infecciosas disseminadas podem atrasar o diagndstico e o
tratamento, contribuindo para o aumento da letalidade (SAMAYOA et al., 2017; ADENIS et
al., 2014a).

Nos individuos que apresentam histoplasmose disseminada, os ébitos ocorrem em 10 a
60%, logo no primeiro més apds o diagndstico (BRILHANTE et al., 2012b; COLOMBO et al.,
2011; DAMASCENO et al., 2014). Alguns estudos tém avaliado possiveis fatores de risco
para os altos indices de letalidade da doenca, tais como 0 ndo uso de terapia antirretroviral,
presenca de co-infeccdes, baixos niveis de plaquetas e hemoglobina e niveis elevados de ureia
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e creatinina (AGABA et al.,, 2011; DAHER et al., 2006; DAMASCENO et al., 2014;
SAMOYA et al., 2017). No Ceara, ha relatos de aumento nos indices de letalidade de 32%
para 42,3% (BRILHANTE et al., 2012b; DAHER et al., 2006), portanto, mais pesquisas
objetivando uma maior e melhor caracterizacdo da letalidade séo de grande importancia, visto
que o mapeamento de fatores de risco possibilita a elaboracdo de estratégias para o melhor

direcionamento das acOes a serem realizadas.

2.6 Diagnostico da histoplasmose

Para o diagnostico da histoplasmose, é imprescindivel a avaliagdo dos dados
epidemioldgicos e clinicos, dos aspectos imuno-hematoldgicos e bioguimicos do paciente e a
realizacdo do diagndstico micolégico com a pesquisa direta e cultura para fungos (CACERES
et al., 2016). Adicionalmente, ferramentas moleculares tém sido propostas como alternativas
para o diagndstico da histoplasmose diretamente do espécime clinico devido a rapidez dos
resultados e a ndo manipulacdo do patégeno na sua forma infectante (AZAR; HAGE, 20173;
MURAOSA et al., 2016).

2.6.1 Diagnostico micoldgico

O diagnédstico micoldgico abrange duas técnicas: a visualizacdo de leveduras na
pesquisa para fungos e o isolamento da forma filamentosa em cultura de espécimes clinicos,
que constitui o padrdo ouro para o diagndéstico de histoplasmose (AZAR; HAGE, 2017a).

Para realizacdo da pesquisa, 0s especimes clinicos mais utilizados dos pacientes com
histoplasmose disseminada sdo o creme leucocitario e o aspirado de medula 6ssea, que podem
ser corados pela coloracdo de Giemsa (Figura 5A). As amostras positivas sao caracterizadas
pela presenca de células leveduriformes ovais que medem de 2 a 4 um na maior dimensao.
Estas leveduras localizam-se, na maioria das vezes, no interior de macrofagos (Figura 5),
entretanto, em muitas preparacdes, também podem ser observadas no meio extracelular
(BRILHANTE et al., 2016a; WHEAT et al., 2016).

Adicionalmente, podem ser realizadas coloragdes especiais para tecidos, tais como
Grocott-Gomori (Figura 5B), acido periodico-Schiff (PAS) e hematoxilina-eosina (HE)
(Figura 5C), que permitem realizar o diagndéstico diferencial de micro-organismos, tais como
Leishmania spp. que ndo é corado por Grocott-Gomori (AZAR; HAGE, 2017a; WHEAT et al.,
2016). A vantagem da realizacdo da pesquisa € a rapidez de resultados, apesar da técnica
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apresentar uma baixa sensibilidade, em torno de 50% (ANDREU et al., 2011).

Paralelamente ao exame direto, deve-se realizar a cultura fungica do espécime clinico.
Apdbs 2-4 semanas de incubacdo em &gar Sabouraud acrescido ou ndo com cloranfenicol e
cicloheximida, podem crescer colonias algodonosas com micélio aéreo, abundancia de hifas,
presenca de macroconidios e microconidios; ou coldnias marrons com micélio aplanado,
poucas hifas, numerosos macroconidios tuberculados e poucos microconidios (Figura 5D)
(AIDE et al., 2009). Os microconidios sdo estruturas ovais com paredes lisas e didmetro de
cerca de 2-4 um; e 0s macroconidios sdo estruturas arredondadas, com parede rugosa coberta
com projecdes distintas e didmetro variando de 8-15 um (Figura 5E, 5F) (ANDREU et al.,
2011; BRILHANTE et al., 2016a; WANKE; LAZERA, 2004).

A sensibilidade da cultura de espécimes clinicos oriundos de pacientes com
diagnostico clinico de histoplasmose disseminada é variavel, sendo positiva em 50% a 85%
dos casos, mas sua especificidade é de 100%. Apds o crescimento em cultura, a manipulacéo
de H. capsulatum, por apresentar-se em sua forma infectante, deve sempre ser realizada em
cabines de seguranca bioldgica em laboratorios de nivel de biosseguranca 3. Os
procedimentos devem ser executados por funcionarios devidamente capacitados usando
equipamentos de protecdo individual apropriados (WHEAT et al., 2016).

Outro método que pode ser utilizado para complementar o diagnéstico da
histoplasmose € a reversdo in vitro da fase filamentosa para a fase leveduriforme. Para tanto,
as cepas sdo incubadas a 37 °C em meios enriquecidos, como &gar infusdo de cérebro e
coracdo (BHI) ou &gar Sabouraud suplementados com 5-10% de sangue de carneiro.
Macroscopicamente, as col6nias leveduriformes de H. capsulatum apresentam cor creme,
textura cremosa e superficie lisa ou rugosa (Figura 5G) (ANDREU et al., 2011; BRILHANTE
et al., 2016a). Microscopicamente, as leveduras apresentam-se como pequenas células ovais
(blastoconidios) medindo cerca de 3-5 um de diametro (Figura 5H, 51).

A reversdao in vitro é um processo laborioso que pode aumentar o tempo para o
diagnostico, uma vez que requer repiques sucessivos do fragmento da coldnia filamentosa por
2 a 4 semanas (BRILHANTE et al., 2016a). Ademais, as culturas envelhecidas mantidas por
muito tempo em sua forma filamentosa, geralmente néo se convertem facilmente (ANDREU
et al., 2011). Este método ndo faz parte da rotina laboratorial de diagndstico, todavia, €
realizado por centros de pesquisa em estudos para a caracterizacdo dos isolados de H.
capsulatum nas fases filamentosa e leveduriforme (BRILHANTE et al., 2015; CORDEIRO et
al., 2011).
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Figura 5. Aspectos macroscopicos e microscopicos de H. capsulatum.

Legenda:

A) Células leveduriformes de H. capsulatum no interior de um leucdcito (seta branca) de um esfregaco de
sangue periférico corados pelo Giemsa (CEMM, 2015);

B) Presenca de blastoconidios de levedura na cor acastanhada (seta branca) apds coloracdo de tecido com
Grocott Gomori (HAGE et al., 2015);

C) Presenga de células leveduriformes envoltos em um halo (seta branca) em coloragdo com hematoxilina-eosina
de uma biopsia hepatica (WHEAT et al, 2016);

D) Aspecto macromorfologico da coldnia crescida a 28 °C em &gar Sabouraud dextrose 2%, demonstrando
textura algodonosa de coloracéo branca e acastanhada (CEMM, 2017);

E) Aspecto micromorfoldgico da forma filamentosa demonstrando a presenca de macroconidios (seta branca)
apos coloracdo com lactofenol azul de algoddo (CEMM, 2015);

F) Macroconidio turbeculado, conhecido como corpo mamilonado (seta branca) em Microscopia Eletrénica de
Varredura (CEMM, 2015);

G) Forma leveduriforme a 37 °C em &gar-BHI, demonstrando coldnias de aspecto Uumido, colora¢do creme-
amarronzada (CEMM, 2017);

H) Aspecto micromorfolégico da forma leveduriforme demonstrando blastoconidios (seta branca) em lactofenol
azul de algoddo (CEMM, 2015);

1) Blastoconidio de H. capsulatum na fase leveduriforme (seta branca) em Microscopia Eletronica de Varredura
(PITANGUI et al., 2012).
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2.6.2 Diagnostico molecular

Os métodos moleculares surgiram como uma ferramenta adicional para o diagnéstico
precoce da histoplasmose, uma vez que possuem tempo de resposta menor que outros
métodos e uma alta sensibilidade, que permite detectar a histoplasmose em diferentes formas
clinicas. Entretanto, sua aplicacéo ainda ndo substitui testes tradicionais como o exame direto
e a cultura, pois ndo existem ensaios diagnosticos aprovados pela Food and Drug
Administration ou nenhum outro 6rgao de padronizacdo (AZAR; HAGE, 2017a; GOMEZ,
2014).

Varios protocolos de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) foram descritos para a
deteccdo de DNA de H. capsulatum em espécimes clinicos, incluindo amostras respiratorias,
biopsias frescas e sangue total (BUITRAGO et al., 2013; GAGO et al., 2014; MURAOSA et
al., 2016). Estudos tém demonstrado sensibilidade variando de 33 a 100% e especificidade
superior a 90%, quando comparado com a cultura (AZAR; HAGE, 2017a) (Quadro 3).

Para a obtencdo de boa sensibilidade e especificidade, a escolha do método e a selecdo
das regibes alvo deve ser criteriosa a fim de se evitar reaces cruzadas (MURAOSA et al.,
2016). Como exemplos das técnicas empregadas temos PCR simples, Nested PCR e Real
Time PCR, com algumas pesquisas demonstrando positividade mesmo em amostras com
baixas concentragdes de DNA (BUITRAGO et al. 2013; FALCI et al., 2017; GOMEZ et al.,
2014). No quadro 3 sdo descritos alguns métodos moleculares e seus respectivos alvos

desenvolvidos para a deteccdo de H. capsulatum diretamente de espécimes clinicos.
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Quadro 3. Métodos moleculares para a deteccao de H. capsulatum diretamente de espécimes

clinicos.
i N° de - e
, Regido alvo para H. - - Teste Sensibilidade Especificidade
Método Molecular amostras Espécimes clinico (n) .
capsulatum clinicas comparativo (%) (%)
Nested PCR (31) Locus do gene hcp100 40 MO (11), bidpsia hepética (9), AB (6),  Cultura 100 100
LBA (4), nédulo linfatico (2), bidpsia
intestinal (2), sangue (2), FCE (2),
soro (2)
PCR-EIA (34) Sequéncia de genes 76 Urina (76) Cultura 80 100
especifica para HC
(99pb)
PCR Real-time (30) Regido de 192pb do 797  Lavagens bronquicas (346), LBA  Cultura 73 100
gene GAPDH (212), liquido  pleural ~ (157),
secrecOes traqueais (35), tecido (14),
escarro (13), lavagens pulmonares (6),
sangue (4), medula 6ssea (5), fluido
peritoneal  (3), outros  fluidos
corporais (2)
PCR (35) rRNA 33 Sangue Cultura 100 100
PCR Real-time (33) ITS 348  Medula o6ssea (108), FCE (55), Cultura 96 96

sangue (48), LBA (43), bidpsia
intestinal (31), biépsia hepéatica (30),
linfonodos (25), bidpsia cutanea (8)

Fonte: AZAR; HAGE, 2017a, com adaptacdes.

Legenda:

EIA: imunoensaio enzimatico; MO: medula 6ssea / AB: aspirado brénquico / LBA: lavado bronco-alveolar /
LCR: cefalorraquidiano.

A validacdo de métodos moleculares configura-se como novo desafio a ser enfrentado
no diagnostico da histoplasmose. A difusdo dessas técnicas é um importante fator a ser
observado, pois apenas alguns laboratérios em paises endémicos podem estar equipados e
preparados para realizar corretamente tais metodologias. Entretanto, a possibilidade de um
diagnostico precoce, melhorando os indices de sucesso terapéutico, justifica a busca por esses

novos métodos.

2.7 Tratamento da histoplasmose

A escolha do esquema terapéutico para histoplasmose deve ser orientada pela
gravidade das manifestagdes clinicas. Dentre o arsenal antifingico disponivel, a anfotericina
B continua sendo a droga recomendada para individuos com doenga disseminada grave,
apesar do seu potencial de toxicidade para o hospedeiro. O itraconazol é indicado nos casos
menos graves, na manutencdo do tratamento antifngico pds-anfotericina B ou na profilaxia
(GOUGHENOUR; RAPPLEYE et al., 2016; WHEAT et al., 2007). O fluconazol, menos

eficaz que o itraconazol, pode ser utilizado como tratamento de segunda linha, em pacientes
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com histoplasmose no sistema nervoso e em doentes intolerantes a itraconazol. O posaconazol
e 0 voriconazol séo considerados tratamentos de segunda escolha para a histoplasmose néo
disseminada severa (WHEAT et al., 2007). Quanto a caspofungina, ndo existe evidéncia
clinica sobre sua recomendac&o para o tratamento da histoplasmose (WHEAT et al., 2007).

Nos casos disseminados da doenca, o tratamento € sempre recomendado uma vez que
a enfermidade geralmente é fatal se ndo tratada (WHEAT et al., 2016). Esse tratamento é
dividido em 2 fases: fase de inducdo e fase de manutencdo. A terapia na fase de inducgéo €
direcionada ao controle das manifestacdes clinicas da doenca e a fase de manutencdo destina-
se a prevenir recaidas.

As indicagOes para o tratamento da histoplasmose, segundo as ultimas diretrizes da
Sociedade Americana de Doenca Infecciosas (IDSA) e Ministério da Saude, encontram-se
bem definidas (Quadro 4) com base na classificacdo das formas clinicas da doenca em leve a
moderada ou moderada a grave (BRASIL, 2017a; WHEAT et al., 2007).

Quadro 4. Esquema terapéutico da histoplasmose.

FORMA MODERADA A GRAVE: presenca de sinais indicativos de doenca disseminada, tais como:
pancitopenia e instabilidade clinica, bem como comprometimento do SNC, disfuncdes organicas, incluindo
insuficiéncia respiratdria.

1. Tratamento inicial (pelo menos duas semanas): anfotericina B lipossomal 3mg/kg/dia ou anfotericina B
desoxicolato 0,7mg a 1mg/kg/dia por pelo menos duas semanas ou até melhora clinica. Em pacientes com
meningite confirmada, a anfotericina B lipossomal devera ser administrada na dose de 5mg/kg/dia, por 4-6
semanas.

2. Consolidagdo (por pelo menos 12 meses): itraconazol 200mg duas vezes ao dia. ApGs 12 meses de
consolidacéo, deve-se considerar mudanga para a fase de manutencéo (profilaxia secundaria) em pacientes com
cura clinica e sem sinais radiolégicos e sorolégicos de doenca ativa.

3. Manutencdo: itraconazol 200mg/dia. Considerar a suspensdo ap0s o periodo minimo de um ano de
tratamento de manutenc&o, auséncia de sintomas e LT-CD4* >150 céls/mm? por mais de seis meses.

FORMA LEVE A MODERADA (NAO MENINGEA):

1. Tratamento inicial (até melhora clinica): itraconazol 200mg trés vezes ao dia;
2. Consolidacéo (por pelo menos 12 meses): itraconazol 200mg duas vezes ao dia;

3. Manutengdo: itraconazol 200mg/dia. Considerar a suspensdo ap0s um periodo minimo de um ano de
tratamento de manutencdo, auséncia de sintomas e LT-CD4* acima de 150 céls/mm?3 por mais de seis meses.

Nos casos de formas leves a moderadas, o fluconazol pode ser considerado uma alternativa para tratamento
inicial e/ou consolidacdo, devendo ser administrado em dose de 600mg/dia inicialmente e 400mg/dia apds
melhora clinica.

Fonte: BRASIL, 2017 (Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para Manejo da Infeccdo pelo HIV em
Adultos); WHEAT et al., 2007.
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Apesar das drogas disponiveis geralmente proporcionarem resultados favoraveis, ja
foram relatadas infecces refratarias e recaidas (WHEAT et al., 2006; WHEAT et al., 2009). A
maioria das falhas com anfotericina B e itraconazol é causada pela terapia inadequada, baixa
adesdo ou terapia retardada, e ndo pela maior tolerancia do fungo a droga. Entretanto, a falha
do tratamento associada a tolerancia fungica a droga ja foi relatada para fluconazol
(GOUGHENOUR; BALADA-LLASAT; RAPPLEYE, 2015; WHEAT et al., 2006; WHEAT
et al., 2009).

2.8 Sensibilidade antifungica in vitro e estabelecimento de pontos de corte

Dentre as metodologias disponiveis para a avaliacdo da sensibilidade antifungica, o
método de microdiluicdo é o padrdo-ouro para a analise da sensibilidade antimicrobiana. Este
método avalia o crescimento in vitro de fungos sob diferentes concentracGes de drogas, de
modo a determinar a Concentra¢do Inibitéria Minima (CIM) da droga contra um micro-
organismo (ALASTRUEY-IZQUIERDO et al., 2015; JOHNSON, 2008).

Duas organizagdes, o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) e o
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), tém padronizado a
realizacdo dos testes, preparacdo dos agentes antiflngicos, interpretacdo dos resultados e
implementacdo do controle de qualidade; o que garante a reprodutibilidade dos resultados e
permite uma analise interlaboratorial (ESPINEL-INGROFF; PFALLER, 2007; CLSI, 2017a,b;
EUCAST, 2017). As diferencas entre as metodologias de microdiluicdo em caldo empregadas
por CLSI e EUCAST estdo relacionadas, principalmente, a concentracdo do indculo, tempo de
incubacdo e composicdo do meio de cultura; entretanto, os resultados obtidos por ambos os
métodos sdo comparaveis entre si (ALASTRUEY-IZQUIERDO et al., 2015).

O CLSI, anteriormente conhecido como National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS), publicou o documento M27A “Método de Referéncia para Testes de
Sensibilidade Antifangica por Diluicdo do Caldo para Leveduras” em 1997 e, desde entdo,
ocorreram Varias atualizacGes, sendo, a quarta edicdo, aprovada em 2017 (CLSI, 2017a). Para
os fungos filamentosos, o primeiro documento disponibilizado foi publicado em 2002 e
denominado M38A “Método de Referéncia para Testes de Sensibilidade Antifingica por
Diluicdo do Caldo para Fungos Filamentosos”, com a terceira edicdo tambeém publicada
recentemente, em 2017 (ALASTRUEY-IZQUIERDO et al., 2015; CLSI, 2017b; JOHNSON,
2008).
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O EUCAST, em 1997, formou um subcomité de testes de sensibilidade antifingica
que, em 2008, publicou um padrdo de teste de sensibilidade para fungos filamentosos o
“Meétodo de Diluicdo em Caldo para a Determinacao de Concentrac@es Inibitdrias Minimas de
Agentes Antifungicos para Fungos Filamentosos Formadores de Conidios” e outro padrdo
para leveduras o “Método de Dilui¢do em Caldo para a Determinacdo de Concentragdes
Inibitorias Minimas de Agentes Antifingicos para Leveduras”, que foram atualizados 2017
(EUCAST, 2017).

Esses comités estabelecem, para algumas drogas frente a alguns fungos, a correlacdo
entre os dados in vitro e a resposta terapéutica dos pacientes, determinando assim pontos de
cortes clinicos (breakpoints), que caracterizam os isolados em (i) sensiveis (quando o0s
isolados sdo inibidos pelos agentes antimicrobianos, possibilitando maior chance de sucesso
terapéutico); (ii) resistentes (quando os isolados ndo sdo inibidos pelos agentes
antimicrobianos), e (iii) intermediérios (quando os isolados podem ser inibidos a depender da
concentracdo, do sitio de infeccdo e das vias de eliminagdo da droga) (ALASTRUEY-
IZQUIERDO et al., 2015; CLSI, 2008b). Todavia, vale destacar que nem sempre 0os dados
obtidos de testes in vitro refletem resultados observados in vivo. Nesse sentido, a "regra 90-
60" prediz que 90% dos isolados sensiveis in vitro, sdo responsivos ao tratamento, enquanto,
60% dos isolados resistentes in vitro, sdo também responsivos a terapia (REX; PFALLER,
2002).

No tocante aos testes de sensibilidade com o fungo dimorfico H. capsulatum, esses
comités ainda ndo estabeleceram uma padronizacdo global dos métodos de microdilui¢do. Em
contrapartida, alguns estudos tém adaptado os procedimentos dos documentos M38 e M27,
preconizados pelo CLSI, para a determinacdo da sensibilidade in vitro de H. capsulatum
(BRILHANTE et al., 2010; BRILHANTE et al., 2012b; GOUGHENOUR; BALADA-
LLASAT; RAPPLEYE, 2015; KATHURIA et al., 2014).

Estudos de sensibilidade in vitro demonstram que anfotericina B e itraconazol
possuem baixos valores de CIM contra isolados do género Histoplasma (BRILHANTE et al.,
2012b). Ademais, ha relatos que fluconazol apresenta CIMs significativamente mais baixas
contra cepas isoladas de doentes responsivos a terapéutica com fluconazol do que contra
cepas isoladas de pacientes que recidivaram apds tratamento (WHEAT et al., 2009).

As avaliagdes supracitadas demonstram a aplicabilidade do teste de microdiluicéo in
vitro para fornecer informacdes sobre a sensibilidade antifingica. Vale ressaltar que ndo se
conhece a correlacdo entre a atividade antifungica in vitro e a eficacia clinica de antifangicos

contra H. capsulatum (WHEAT et al., 2009) e que estes dados sdo de dificil obtencéo,
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especialmente, a correlacdo entre o tratamento e o desfecho clinico, uma vez que a maioria
dos pacientes com histoplasmose apresentam comorbidades (ALASTRUEY-1ZQUIERDO et
al., 2015).

Essa dificuldade em determinar o desfecho clinico e a letalidade associada a infeccdes
fangicas em individuos com doencas subjacentes dificulta o estabelecimento de pontos de
corte clinicos para drogas contra muitas espécies de fungos, pois esses e outros fatores sdo
levados em consideracdo pelos Comités (Quadro 5). Adicionalmente, o estabelecimento
desses pontos de corte representa altos custos para realizacdo de ensaios clinicos
(LOCKHART; GHANNOUM; ALEXANDER, 2017).

Quadro 5. Requisitos para estabelecimento de pontos de corte.

Pontos de corte clinico Pontos de corte epidemioldgico
v' Classifica as cepas em sensivel, v" Classifica as cepas como do tipo
intermediaria ou resistente selvagem e ndo-selvagem
1. Distribuigdo de frequéncia de valores de 1. Distribuicdo de frequéncia de valores de
CIM CIM de no minimo 100 isolados
2. Dados farmacocinéticos / 2. Dados de CIM de pelo menos 3
farmacodinamicos laboratorios diferentes

3. Acompanhamento do tratamento clinico
4. Analise da resposta terapéutica

Fonte: LOCKHART; GHANNOUM; ALEXANDER, 2017; ALASTRUEY-IZQUIERDO et al., 2015.

Diante desses entraves, nos Gltimos anos, centros de pesquisas tém investido na
determinacdo de pontos de corte epidemioldgico, tendo em vista que esses parametros sdo
mais simples de serem gerados (Quadro 5). A defini¢cdo de ponto corte epidemioldgico é a
CIM que separa uma populacdo em isolados sem e com expressao de resisténcia, selvagens e
ndo-selvagens, respectivamente. Dessa forma, quando a CIM de um determinado antiflngico
é inferior ou igual ao ECV, os isolados sdo classificados como do tipo selvagem. Por outro
lado, quando a CIM de um determinado antifungico é superior ao ECV, os isolados sdo
classificados como do tipo ndo selvagem (ESPINEL-INGROFF; TURNIDGE, 2016).

Os valores de pontos de corte epidemiolégico, ECV para CLSI ou ECOFF para
EUCAST, podem ser calculados contra qualquer espécie de fungo com base na distribuicéo de
frequéncia dos valores de CIM dos antiflngicos. Para tanto, devem ser realizados testes de
sensibilidade in vitro com, no minimo, 100 isolados (LOCKHART; GHANNOUM;
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ALEXANDER, 2017).

Artigos cientificos ja tém proposto ECV de antifingicos contra diferentes espécies de
leveduras e fungos filamentosos (CARFACHIA et al., 2015; ESPINEL-INGROFF et al., 2011,
ESPINEL-INGROFF et al., 2014; ESPINEL-INGROFF et al., 2015a; ESPINEL-INGROFF et
al., 2015b; FERRARA et al., 2017; LOCKHART; GHANNOUM; ALEXANDER, 2017) e,
recentemente, contra o fungo dimdrfico Sporothrix spp. (ALMEIDA-PAES et al., 2017;
ESPINEL-INGROFF et al., 2017). Nessa mesma perspectiva, o0 CLSI divulgou documentos
padronizando o0 uso e a interpretacdo de ECV para a comunidade cientifica para algumas
leveduras e fungos filamentosos (CLSI, 2016a,b).

Embora os ECVs ndo prevejam a resposta a terapia antifingica, sdo Uteis para
monitorar a expressdo de mecanismos de resisténcia, portanto, a emergéncia de resisténcia a
drogas. Além disso, também permitem comparar a sensibilidade antifingica de uma espécie
de fungo a uma dada droga ao longo do tempo, possibilitando a compreensdo do
comportamento epidemiolégico de micro-organismos, especialmente em resposta a pressées
seletivas ambientais (LOCKHART; GHANNOUM; ALEXANDER, 2017). Para isolados de
H. capsulatum, a tentativa de determinar pontos de corte epidemioldgicos poderia fornecer
diretrizes para o tratamento da histoplasmose, especialmente para 0s pacientes que usam
drogas antifingicas por longos periodos.

Diante das informacOes expostas na revisdo de literatura, considerando que a
histoplasmose é uma doenca de distribuicdo mundial, que possui relevancia nos pacientes com
HIV/aids e é emergente no estado do Ceard, sdo necessarios estudos para continuar o
acompanhamento do perfil epidemiolégico no estado, assim como desenvolver ferramentas
para o diagnostico precoce com vistas a melhorar o prognéstico da doenca. Ademais,
pesquisas com o objetivo de caracterizar os isolados de H. capsulatum do Ceard séao
importantes, uma vez que estudos de sensibilidade antifingica tém sido realizados ao longo
dos anos, entretanto ainda ndo foram estabelecidos parametros/pontos de corte para o
monitoramento desta sensibilidade, assim como sdo escassos 0s dados sobre a viruléncia de

isolados de H. capsulatum circulantes na regido.
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3 HIPOTESES CIENTIFICAS

e O adoecimento por histoplasmose dos pacientes com HIV/aids no Ceara segue padrbes
clinicos, epidemioldgicos e laboratoriais semelhantes aqueles previamente relatados na
literatura;

e O regulador transcricional da transi¢ao dimorfica RYP1 pode ser utilizado como regido
alvo para o diagnostico de histoplasmose disseminada;

e Isolados de H. capsulatum provenientes de individuos com aids/histoplasmose séo
classificados como do tipo selvagem com base no ponto de corte epidemioldgico
(ECV) frente a anfotericina B, itraconazol, fluconazol, voriconazol e caspofungina;

e Isolados de H. capsulatum provenientes de individuos com aids/histoplasmose

formam biofilme in vitro na forma filamentosa.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar os aspectos epidemioldgicos da histoplasmose em pacientes com aids no
estado do Ceard (2011-2015) e analisar o gene RYP1 como alvo para o diagndstico molecular
da histoplasmose, bem como, estabelecer pontos de corte epidemioldgico para os antifungicos

classicos e caracterizar o biofilme de H. capsulatum var. capsulatum na forma filamentosa.

4.2 Objetivos especificos

e Analisar os aspectos epidemiolédgicos dos casos de histoplasmose disseminada em
pacientes com aids, no periodo de 2011 a 2015, no estado do Ceara, enfatizando a
busca por caracteristicas clinico-laboratoriais mais relacionadas a um pior progndstico
(recidiva e 6bito);

e Detectar o gene RYP1 em cepas clinicas de H. capsulatum var. capsulatum e validar o
seu uso como alvo para o diagnostico molecular da histoplasmose disseminada a partir
de espécimes clinicos;

e Determinar o perfil de sensibilidade in vitro de células planctdnicas de H. capsulatum
var. capsulatum na forma filamentosa e leveduriforme frente aos antifungicos
anfotericina B, voriconazol, itraconazol, fluconazol e caspofungina;

e Estabelecer os valores de pontos de corte epidemiolédgico (ECV) para anfotericina B,
itraconazol, fluconazol, voriconazol e caspofungina contra cepas de H. capsulatum var.
capsulatum na forma filamentosa;

e Caracterizar a capacidade de formacdo de biofilme in vitro de cepas de H. capsulatum

var. capsulatum na forma filamentosa.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Descricéo do estudo

A pesquisa foi realizada em duas etapas. Inicialmente foi feito um estudo retrospectivo
dos casos de histoplasmose, em pacientes com aids, durante o periodo de 5 anos (2011 a
2015). As informacdes foram obtidas no Hospital S&o José de Doencas Infecciosas (HSJ), que
é referéncia para doencas infecciosas no Ceara, onde sdo acompanhados 80-85% da
populagdo com HIV/aids do estado.

Posteriormente, na segunda parte do estudo, os isolados fangicos foram encaminhados
para 0 Centro Especializado em Microbiologia Médica (CEMM), setor de referéncia para o
diagnostico de fungos patogénicos no Ceard, onde foram realizados estudos de caracterizacao
molecular e fenotipica, incluindo a anélise de método diagndstico, avaliacdo da sensibilidade
antifungica e formacao de biofilme in vitro.

Todos os procedimentos envolvendo a manipulacdo laboratorial das cepas foram
realizados em cabine de seguranca bioldgica classe 11 em laboratério de biosseguranca nivel 3
(NB-3).

Com intuito de facilitar o entendimento acerca do trabalho, foi elaborado o fluxograma
exposto abaixo (Figura 6).



Figura 6. Fluxograma de desenvolvimento da tese.
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Identificac¢éo dos achados
caracteristicos da doenca = —
mais relacionados com Detecgdo do gene Se1351b111dade Formacgao e
um desfecho desfavoravel RYPI em culturas planctonica (F: n=70 caracterizagdo do
(recidiva e letalidade) (n=18) ¢ especimes /L: n=07) biofilme na forma
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Estabelecimento de
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epidemiologico
(n=138)

Fonte: Prépria autora

Legenda: F: Forma filamentosa; L: Forma de levedura
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5.2 Parte |: Caracterizagdo dos aspectos clinicos, epidemioldgicos e laboratoriais da
histoplasmose

5.2.1 Comité de ética

O protocolo deste estudo foi revisado em 26 de maio de 2015 e aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa do HSJ sob o nimero 029/2007 (Anexo A), segundo 0s requisitos da
resolucdo CNS 466/12 e suas complementares que regulamentam a pesquisa em seres
humanos. Como foram estudados prontuarios médicos, ndo foi necessario o consentimento

verbal ou por escrito do paciente ou responsavel. Foi mantido total sigilo acerca dos dados.

5.2.2 Populacéo do estudo

Foram incluidos neste estudo 211 pacientes com aids, conforme os critérios de
definicdo de caso de aids em adultos e criangas, elaborado pelo Ministério da Saude (2004),
que foram atendidos no HSJ e tiveram diagnostico de histoplasmose disseminada, mediante
confirmacéo por visualizagdo do fungo em esfregaco de medula 6ssea e/ou creme leucocitério
e/ou isolamento fungico a partir dos espécimes clinicos.

Foram excluidos da pesquisa todos os casos de pacientes com infeccao pelo HIV, que
deram entrada no HSJ, que obtiveram diagndstico de histoplasmose baseado apenas nos
aspectos clinicos, laboratoriais e/ou radioldgicos, sem resultados de cultura ou pesquisa.
Ademais, excluiram-se 0s pacientes que ndo possuiam prontuério arquivado no referido

hospital.

5.2.3 Coleta de dados

A primeira etapa da coleta de dados foi realizada com os registros do laboratério do
HSJ, onde foram obtidos os prontuarios de pacientes que possuiam o resultado do exame
micoldgico positivo (pesquisa direta e/ou cultura). Também foram consultados os livros de
registro de altas e oObitos do Servigo de Arquivos Medicos e Estatisticas (SAME) para a
identificacdo dos pacientes que apresentaram diagnostico de histoplasmose.

A segunda etapa foi a revisdo dos prontuarios arquivados no SAME, onde foram
coletadas informag@es utilizando um questionario pré-estruturado com as variaveis do estudo
(Apéndice A).
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5.2.4 Variaveis analisadas

As variaveis analisadas no estudo foram as seguintes:

e Dados socio demograficos: sexo, data de nascimento, procedéncia;

e Epidemiologia do HIV: periodo do diagndstico da aids, uso de terapia anti-retroviral,
contagem de CD4" e carga viral;

e Dados clinicos: sintomatologia, doencas associadas, co-infec¢des, achados radiogréaficos,
recidiva e desfecho da doenca;

e Dados laboratoriais: dosagem de hemoglobina, leucograma, ndmero de plaquetas,
dosagem de enzimas hepaticas (alanina aminotransferase — ALT e aspartato
aminotransferase - AST), lactato desidrogenase (LDH), uréia e creatinina;

e Diagnostico: resultados de pesquisa e/ou cultura para fungos;

e Tratamento: drogas antifungicas utilizadas pelos pacientes.

5.2.5 Anélise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas usando o software GraphPad Prism 7.0
(GraphPad, software, San Diego, CE, EUA). Foi calculada a Razdo de Chance (ODDS Ratio)
para mortalidade e recidiva, sendo utilizado um nivel de confianca de 95%. Os resultados com

significancia estatistica foram aqueles que apresentaram P<0,05.

5.3 Parte Il Caracterizacado laboratorial de Histoplasma capsulatum

5.3.1 Identificacdo molecular de H. capsulatum em cultura e deteccdo fungica em

espécimes clinicos

5.3.1.1 Micro-organismos e espécimes clinicos

Foram avaliadas um total de 18 cepas de H. capsulatum var. capsulatum pertencentes
a micoteca do CEMM, na Universidade Federal do Ceard (UFC). Nesta fase, utilizaram-se
como controle outros micro-organismos, tais como Paracoccidioides brasiliensis (n=2),
Coccidioides posadasii (n=1), Sporothrix schenckii (n=1) e Candida albicans (n=1).

Adicionalmente, foram incluidas no estudo 15 amostras sanguineas oriundas de
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pacientes com histoplasmose disseminada, confirmada através de exame direto e/ou cultura.
Para esses testes, foram usadas ainda, amostras de sangue de individuos saudaveis (n=5) e de

paciente com coccidiomicose (n=1) como controle negativo.

5.3.1.2 Extracdo do DNA para PCR

Para extracdo do DNA, 350 uL do inoculo de cada micro-organismo ou sangue foi
transferido para microtubos contendo beads e 350 pL do detergente catidnico Brometo de
Cetil Trimetil Amonio (Cetyl Trimethylammonium Bromide — CTAB), posteriormente, foram
colocados no equipamento Precellys durante trés ciclos de 30 s a 6000 rpm. O complexo
acido nucleico/CTAB foi separado das proteinas desnaturadas, polissacarideos e detritos
celulares por exposicéo ao cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). Em seguida, a precipitacdo
de &cidos nucleicos foi realizada utilizando alcool isopropilico a 100%, com a remog¢do do
CTAB por lavagem em etanol a 70% (TALBOT, 2001). Finalmente, o precipitado de DNA foi
exposto brevemente a temperatura de 35 °C por 10 minutos para secagem e ressuspenso em
tampdo de eluicdo. As amostras de DNA foram mantidas congeladas a -20 °C até o momento

do uso.

5.3.1.3 Ensaio de PCR

Para a amplificacdo do gene RYP1 foram utilizados os primers OAS1057 (5'-
ACCCTTGCAGCTTACAACCT-3 ') e OAS1058 (5-TCCGTCCATCGCTTAATACC-3 )
(NGUYEN; SIL, 2008). A reacdo de PCR para a detecgdo do gene RYP1 em 18 cepas clinicas
de H. capsulatum, bem como nas cepas controles de P. brasiliensis, C. posadasii, S. schenckii
e C. albicans foi realizada utilizando amostras de DNA a uma concentragdo de 100 ng/uL.
Um volume de 3 pL de cada amostra de DNA foi adicionado a 22 pL de mistura contendo:
tampédo de reacdo 2,5X (Promega, EUA), 1 mM de MgCl, (Promega, EUA), 2 pmol/uL de
cada OAS1057 e OAS1058 (Invitrogen, EUA), 0,2 mM de cada desoxirribonucleotideo
(Thermo Scinetific) e 0,2 U/uL de polimerase Go Hot Start Taq (Promega, EUA), resultando
em um volume final de 25 pLL (BRILHANTE et al., 2012a).

Os parametros de PCR incluiam desnaturacéo inicial a 95 °C durante 2 min, seguida
de 10 ciclos de desnaturagdo a 95 °C, durante 1 min, anelamento a 58 °C, durante 45 s, e
extensdo a 72 °C, por 1 min; 10 ciclos de desnaturacdo a 95 °C, durante 1 min, anelamento a

55 °C, durante 45 s, e extensdo a 72 °C, durante 1 min; 15 ciclos de desnaturacdo a 95 °C,
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durante 1 min, anelamento a 53 °C, durante 45 s, e extensdo a 72 °C, durante 1 min.
Finalmente, um ciclo final a 72 °C durante 7 min. Os produtos amplificados foram analisados
por eletroforese em gel de agarose a 1%, utilizando o corante fluorescente Blue Green
(Loading Dye), e visualizados em um transluminador UV. Os amplicons de 300 pb foram
especificos para o gene RYP1 (NGUYEN; SIL, 2008).

Adicionalmente, os iniciadores panfungicos ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-
3" e lITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATG-3 ") foram utilizados como controle interno de
PCR em especimes clinicos para se verificar a presenca de DNA fungico, seguindo as mesmas
proporcOes de reagentes citadas anteriormente, nas seguintes condic¢Ges: desnaturacao inicial
uma vez a 95 °C durante 5 min, seguido de 30 ciclos a 95 °C durante 20 s, anelamento a
56 °C por 15 s e extensdo a 72 °C por 65 s, e um ciclo final a 72 °C durante 5 min (ELIAS et
al., 2012). Foram visualizados amplicons de 600 pb, em gel de agarose a 1%, com o

fluoréforo, conforme descrito acima.

5.3.1.4 Estabelecimento do limite de deteccéo

Para avaliar o limite de deteccdo, dois indculos de aproximadamente 5 x 107 ufc/mL
foram preparados com H. capsulatum na forma de levedura em agua MilliQ (Merck-Millipore,
Alemanha). Os microtubos foram centrifugados e o sedimento celular de um tubo foi
ressuspenso em 220 pL de tampao TLB (Qiagen, Alemanha), enquanto o sedimento do outro
tubo foi ressuspenso no mesmo volume de sangue humano de um individuo saudavel.
Posteriormente, cada amostra foi diluida com o seu diluente inicial na proporcédo de 1:10, até
atingir uma concentragdo fungica de aproximadamente 2,5 ufc/mL. Além disso, foram
incluidos dois controles negativos (tampdo TLB e amostra de sangue de um individuo
saudavel sem fungos) e um controle positivo (DNA fungico de cultura testado anteriormente)
(BRILHANTE et al., 2012a). Os controles e amostras foram submetidos aos procedimentos
de PCR descritos no tépico 5.3.1.3.

5.3.2 Sensibilidade a antifungicos e determinacdo do ponto de corte epidemiologico

antifingico contra H. capsulatum

5.3.2.1 Micro-organismos e indculo

A sensibilidade das cepas de H. capsulatum foi avaliada por meio do metodo de
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microdiluicdo em caldo, conforme descrito nos protocolos M27-A3 e M38-A2 padronizado
pelo CLSI (CLSI, 2008a,b), seguindo as adaptac6es utilizadas por Brilhante et al. (2010). Para
o procedimento, 70 cepas de H. capsulatum na fase filamentosa foram cultivadas em BHI
agar e incubadas por 7 dias a 28 °C. Para fase leveduriforme, foram utilizadas 07 cepas
semeadas em agar BHI suplementado com 5% de sangue de carneiro e incubadas por 5 dias a
37 °C. Os ino6culos foram preparados em solucédo salina fisioldgica (0,9%) estéril e ajustados
na escala 0,5 de McFarland, que por espectrofotometria a 530 nm corresponde a uma
transmitancia de 90-95%. Posteriormente, os inoculos foram diluidos na propor¢do de 1:10
em meio RPMI tamponado com &cido 3-(N-morfolina) propanossulfénico (MOPS 0,156M) a
um pH 7,0, para obtencéo de um in6culo com aproximadamente 0,5 x 10% e 2,5 x 10* ufc/mL
(BRILHANTE et al., 2010).

5.3.2.2 Drogas antifangicas

Foram preparadas solucbes estoques de anfotericina, itraconazol, voriconazol e
caspofungina na concentra¢do de 1600 pg/mL e para fluconazol, na concentracdo de 6400
pg/mL. Essas solucdes ficaram estocadas em -20 °C até o momento do uso. No dia do teste,
as drogas foram diluidas com concentragdes variando de 0,002 a 1 pg/mL para anfotericina B
(Sigma, EUA) e voriconazol (Sigma, EUA); de 0,00012 a 0,0625 ug/mL para itraconazol
(Sigma, EUA); de 0,25 a 128 pg/mL para fluconazol (Sigma, EUA) e de 0,031 a 16 pg/mL
para caspofungina (Sigma, EUA) (BRILHANTE et al., 2012b). As concentracdes para as
cepas do controle de qualidade foram baseadas nas recomendagfes do CLSI (CLSI, 2008a).

5.3.2.3 Determinacéo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Apo6s 7 dias de incubacdo a 35 °C para fase filamentosa e 4 dias a 37 °C para fase
leveduriforme, a CIM foi obtida por leitura visual das placas (BRILHANTE et al., 2010). A
CIM de anfotericina B foi considerada como a menor concentragdo da droga na qual nenhum
crescimento fangico foi observado. Para itraconazol, fluconazol, voriconazol e caspofungina
(fase leveduriforme), a CIM foi definida como a menor concentra¢do capaz de inibir 80% do
crescimento fldngico, quando comparado ao controle de crescimento livre de drogas
(BRILHANTE et al., 2012b). Quanto a fase filamentosa, para leitura da caspofungina, foi
utilizada a definicdo de Concentracdo Efetiva Minima (CEM), conforme recomendada pelo

CLSI, que se refere a menor concentracdo que levou ao crescimento de formas de hifas
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pequenas, arredondadas e compactas, em compara¢do com o crescimento de hifas visto no
poco controle livre de drogas (CLSI 2008a). Candida parapsilosis ATCC 22019 e Candida
krusei ATCC 6258 foram incluidas em todos os ensaios como controle de qualidade (CLSI,
2008a).

5.3.2.4 Andlise de dados e determinacao do ponto de corte epidemioldgico (ECV)

Para determinar os ECVs dos antifungicos, os valores de CIM de cada droga foram
convertidos em valores log2 e plotados como histogramas no programa GraphPad Prism
(verséo 7.0, EUA). Posteriormente, os ECVs foram calculados considerando a moda da CIM,
a distribuicdo dos valores de CIM e os pressupostos de que populagdes do tipo selvagem
devem abranger de trés a cinco diluicbes em torno da moda e que pelo menos 95% da
populagéo deve ser classificada como do tipo selvagem (ESPINEL-INGROFF et al., 2014).

Dessa forma, os isolados contra os quais a CIM de um determinado farmaco
antifangico era inferior ou igual ao ECV foram classificados como do tipo selvagem; e
aqueles contra os quais a CIM de um determinado farmaco antifingico era superior ao ECV
foram classificados como ndo-selvagem (ESPINEL-INGROFF; TURNIDGE, 2016).

5.3.3 Caracterizagédo da formacao do biofilme

5.3.3.1 Cinética de formacao do biofilme

A formacdo de biofilme de H. capsulatum na fase filamentosa baseou-se na
metodologia padronizada para outro fungo dimérfico, com algumas modificacbes
(BRILHANTE et al., 2017a). Para caracterizacdo da cinética, 4 cepas foram repicadas em
BHI &gar e incubadas a 28 °C por 7 dias. Ap0s esse periodo, os indculos foram preparados em
solucdo salina fisioldgica (0,9%) e ajustados a uma concentragio de 2,4 a 5,5 x 10° células/mL.
Posteriormente, 100 pL da solucdo foram adicionados aos pocos de uma placa de fundo chato
de 96 pocos (TPP ®, Trasadingen, Suica).

As placas foram incubadas a 28 °C, durante 24 h, para pré-adesao celular. Apos esse
periodo, o contetdo de cada pogo foi removido. Em seguida, 200 pL de trés diferentes meios
de cultura, RPMI 1640, ureia e YNB suplementados com 0,2% de glicose (PAIXAO; SIDRIM;
BRILHANTE, 2004) foram adicionados e as placas incubadas por até 10 dias a 28 °C para

avaliarmos a melhor condigcdo para maturacdo do biofilme (BRILHANTE et al., 2017a). O
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meio de cultura sem adicdo de in6culo foi utilizado como controle negativo. Diariamente,
foram realizadas avaliagBes da atividade metabdlica com XTT e da biomassa formada com
cristal violeta (CV) a 0,3%.

5.3.3.2 Determinacao da atividade metabdlica do biofilme por ensaio de reducédo do XTT

A atividade metabolica do biofilme foi quantificada por meio do ensaio de reducéo de
XTT. Esse composto, quando em contato com seu catalisador (menadiona), é reduzido a
formazam pelas desidrogenases mitocondriais, sendo sua atividade avaliada pela intensidade
da cor observada ap6s o tempo de incubacdo. Os biofilmes formados foram lavados com PBS
acrescido de Tween 0,05% e entdo, foram adicionados 131 pL do mix de XTT [50 uL de PBS,
75 pL de XTT (1 mg/mL) e 6 pL de Menadiona (1 mM em acetona)] em cada poco. A leitura
da reacdo colorimétrica foi realizada, apds 3 h de incubacdo a 35 °C, em espectrofotbmetro de
placa, no comprimento de onda de 492 nm (BRILHANTE et al., 2015).

5.3.3.3 Quantificacdo da biomassa do biofilme por coloracdo com cristal violeta

Adicionalmente, apés a formacdo do biofilme, foi realizada a quantificacdo da
biomassa do biofilme por meio da técnica de coloracdo com cristal violeta. Para tanto, as
placas foram lavadas com PBS acrescido de Tween 0,05%, e, ap0s secagem em temperatura
ambiente, o material aderido aos poc¢os foi fixado com 200 pL de metanol 99% durante 5
minutos. Posteriormente, 0os pogos foram corados com 200 pL de cristal violeta (CV) 0,3%
por 20 minutos. Depois de outra lavagem com PBS e da secagem dos pocos, o CV restante foi
ressolubilizado em 200 uL de acido acético glacial a 33% (v/v). Por fim, o conteldo dos
pocos teve sua densidade Optica (DO) mensurada por espectrofotometria a 630 nm
(BRILHANTE et al., 2017b; CORDEIRO et al., 2015).

5.3.3.4 Classificagdo da capacidade de formagéo de biofilme

Ap0s o estabelecimento da cinética de formacéo do biofilme e selecdo do melhor meio
de cultura, foi avaliada a capacidade de formag&o dos biofilmes de 46 cepas de H. capsulatum
na forma filamentosa selecionadas aleatoriamente. Apo6s a formacéo do biofilme e leitura com
cristal violeta, conforme descrito nos itens 5.3.3.2 e 5.3.3.3, respectivamente, os valores de

DO dos pogos contendo apenas meio de cultura foram usados como controle negativo. Com
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base nesses valores de DO do controle negativo, foi definido o valor de corte (DOc) para o
teste, como sendo trés desvios-padréo acima da média da DO observada no controle negativo.
No final, as cepas foram classificadas como nao formadoras (DO<DOc), fracas formadoras
(DOc<DO<2xDO0Oc), formadora moderada (2xDOc<D0O<4xDOc) ou fortes formadoras
(4xDOc<DO) (BRILHANTE et al., 2017b). Foi incluida uma cepa de Candida albicans
ATCC 10231 como controle positivo e todos os experimentos foram realizados em triplicata.

5.3.3.5 Andlise da arquitetura do biofilme de H. capsulatum

Para esta etapa do estudo, foram selecionadas, aleatoriamente, duas cepas forte
formadoras para formar biofilmes em placas de fundo plano de 24 pocos contendo laminulas
de Thermanox™., Foram utilizadas trés técnicas microscopicas para avaliar os biofilmes:
microscopia optica apds coloragcdo com vermelho congo, confocal e eletronica de varredura.

Microscopia Optica — A coloracdo do vermelho Congo foi utilizada para a
visualizacdo microscépica de biofilmes, uma vez que esta técnica permite a deteccdo de
polissacarideos que constituem a fracdo majoritaria da matriz extracelular dos biofilmes. Para
tanto, a superficie de cada laminula de Thermanox™, em pogos de placas de poliestireno apds
a formacdo de biofilmes maduros, foi coberta com 10 mM de cloreto de cetilpiridino e
deixada secar naturalmente a 37 °C por 30 minutos. Em seguida, os biofilmes foram corados
com uma mistura 2:1 de solucdo aquosa saturada de vermelho Congo contendo 10% (v/v) de
Tween 80 durante 15 minutos. Apds a lavagem com PBS 1X, as laminulas foram coradas com
uma solugdo de 10% (v/v) de carbolfucsina de Ziehl, durante 6 minutos. As laminulas foram
lavadas novamente com PBS 1X e deixadas secar a 37 °C para serem examinadas em um
microscopio Olympus BX41 e as imagens capturadas com uma camera digital Olympus DP71
(CASTELO-BRANCO et al., 2016).

Microscopia de varredura laser confocal — Os biofilmes também foram analisados
por microscopia confocal para a analise quantitativa do coeficiente de rugosidade, espessura,
biomassa e relagdo superficie-volume. Apds a formagdo em Thermanox ™, foram lavados
com PBS e corados com corante fluorescente LIVE/DEAD™ (Invitrogen, EUA) e Calcofltor
(Sigma, EUA). O corante LIVE/DEAD™ apresenta na sua composi¢do o SYTO9 que
identifica as células vivas e iodeto de propidio que identifica células mortas ou danificadas,
que podem ser observadas nos comprimentos de onda 488 nm e 561 nm, respectivamente.
Calcofldor, por sua vez, se liga a quitina presente na parede fungica, sendo detectada sua

fluorescéncia no comprimento de onda de 405 nm. Para as analises foram avaliados 5 pontos
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equidistantes do biofilme com microscopio Nikon C2 e as reconstrucdes tridimensionais dos
biofilmes e mensuracdo do Z-slice foram obtidas pelo software ImageJ (BRILHANTE et al.,
2017b; HEYDORN et al., 2000; COLLINS, 2007).

Microscopia eletrénica de varredura — Foi utilizada a microscopia eletronica de
varredura para andlise da morfologia. Apos a formacéo, os biofilmes foram fixados com 500
pl de solugdo de glutaraldeido 2,5% (Sigma - Aldrich - St Louis - EUA) em tampéo
cacodilato (0,15M) (Electron Microscopy Sciences —Hatfiel - PA) e azul de alcian 0,1%
(Sigma - Aldrich - Sdo Paulo - Brasil), overnight a 4 °C, para preservar as estruturas fungicas.
Posteriormente, os biofilmes foram lavados com o tampé&o cacodilato por duas vezes e seguiu-
se uma série de desidratacGes alcodlicas ascendente com 50, 70, 80, 95 e 100% de etanol,
repetidas duas vezes cada. ApoOs secagem, os biofilmes foram desidratados com
hexametildisilazano (Sigma - St Louis - EUA) durante 30 minutos e colocados em estufa a 35
°C, overnight. As laminulas contendo o biofilme formado foram recobertas com 10 nm de
ouro (Emitech Q150T) e observadas em microscépio eletrdnico de varredura Quanta FEG 450,
em alto vacuo a 20 kV (BRILHANTE et al., 2017b).
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6. RESULTADOS

6.1 Parte |: Caracterizacdo dos aspectos clinicos, epidemioldgicos e laboratoriais da

histoplasmose

Entre janeiro de 2011 e dezembro 2015, foram identificados 211 casos de
histoplasmose em individuos HIV positivos, com média de 42,2 casos por ano (Figura 7). A
taxa de letalidade observada nesses pacientes foi de 39,34% (83/211), sendo que 90,4%
(75/83) dos Obitos ocorreram no primeiro més de internagdo (Figura 7). A histoplasmose foi
considerada a doenca definidora de aids em 66,4% (140/211) dos individuos e cerca de 21,8%
(46/211) fazia uso da terapia antirretroviral.

A populacdo era composta, na sua maioria, por homens (77,3% - 163/211), enquanto
que as mulheres representavam apenas 22,7% (48/211). Em relacdo a faixa etéria, esta variou
de 12 a 68 anos, com idade média de 35,5 anos para homens e 34,5 para mulheres. Os
pacientes eram provenientes de Fortaleza (129/211), Regido Metropolitana de Fortaleza
(42/211) e interior do estado do Ceara (40/211).

Figura 7. NUmero de casos e Obitos de pacientes com aids e histoplasmose no estado do
Ceara de 2011 a 2015.
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Quanto aos aspectos clinicos apresentados pelos pacientes na admissdo, a maioria da
populacdo apresentava uma sintomatologia inespecifica com destaque para febre (91,9% -
194/211), perda de peso (74,9% - 158/211) e adinamia (61,1% - 129/211); seguidos ainda de
sintomas gastrointestinais (89,1% - 188/211), pulmonares (88,6% - 187/211) e cutaneos
(30,3% - 64/211). Quanto a presenga de co-infec¢bes com histoplasmose, 54% (114/211) dos
individuos possuiam pelo menos uma coinfecgdo, com destaque para: candidiase (37,9% -
80/211), tuberculose (10,9% - 23/211), herpes (10,4% - 22/211). Trinta por cento
apresentavam ainda doencas associadas, conforme demonstrado na Figura 8.

Em se tratando dos aspectos laboratoriais, as médias encontradas de CD4* foram de
114,7 +184,5 céls/uL; carga viral de 845.880,3 + 2.409.498,7 cépias/mL; AST de 266,5
+306,2 U/L; ALT de 82,4 £69,1 U/L; hemoglobina de 9,2 £2,7 g/dL; leucdcitos de 4950,1
+4628,7 céls/mm3; plaquetas de 144917,1 £114797,8 céls/mms3; LDH de 3082,4 +2960,8 U/L;
creatinina de 1,3 £1,6 mg/dL (Figura 9)
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Figura 8. Aspectos clinicos dos pacientes com histoplasmose e aids.
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Nos exames radiograficos, foi observado que os infiltrados intersticial (24,5% -
50/204), reticulo-nodular (16,2% - 33/204) e derrame pleural (4,4% - 9/204) foram os achados
mais frequentes, e 8,3% (17/204) dos individuos apresentaram radiografia normal.

O tempo medio de internamento foi cerca de 20 dias e utilizou-se para o diagnostico
apenas a pesquisa fungica em 21,8% (33/151); apenas a cultura fangica em 64,3% (135/210) e
a pesquisa aliada a cultura em 28,7 % (43/150) dos casos. O tratamento foi administrado em
85,2% (178/209) dos individuos, sendo, a anfotericina B, a droga de primeira escolha. Em
contrapartida, em 14,8% (31/209) dos pacientes, nenhuma terapia foi administrada.

Dos 211 pacientes do estudo, a recidiva da histoplasmose foi observada em 14,7%
(31/211). Baseado na anélise do ODDS Ratio algumas variaveis aumentaram a chance para o
evento acontecer conforme demonstrado na Tabela 1. Os fatores mais relacionados com
recidiva foram: a ocorréncia da histoplasmose como definidora de aids (p=0,013), presenca de
hepatomegalia (p=0,012), esplenomegalia (p=0,031), doencas pulmonares associadas
(p=0,012), presenca de co-infecgdes (p=0,019) e azotemia (p=0,027 e p= 0,004 para elevacédo
nos niveis de creatinina e uréia, respectivamente).

A histoplasmose foi causa principal do 6bito em 38,55% (32/83) dos casos. Na analise
de ODDS Ratio, observaram-se varios fatores mais relacionados com oObito. As varidveis
estatisticamente significativas foram: a ocorréncia da histoplasmose como definidora de aids
(p=0,047), dispneia (p=0,03), presenca de doenca renal (p<0,0001) e pulmonar (p<0,0001),
anemia (p=0,01), azotemia (p=0,02 e p= 0,002 para elevacdo nos niveis de creatinina e uréia,
respectivamente), presenca de infiltrado reticulo-nodular (p=0,048), pesquisa (p=0,0071) e
cultura (p=0,0056) positivas (Tabela 1).
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Tabela 1. Caracteristicas clinico-laboratoriais mais relacionadas com recidiva e Obito da histoplasmose em pacientes com aids no estado do

Ceara de 2011 a 2015.
Recidiva Obito
Variaveis IC 95% IC 95%

N OR P-valor Min. Max. N OR P-valor Min. Max.
Epidemiologia do HIV
Histoplasmose definidora de aids (140/205) 15/140 0,37 0,013 0,18 0,82 48/140 0,54 0,047 0,29 0,99
Dados clinicos
Dispneia (137/210) 22/137 1,36 0,54 0,60 3,27 62/137 2,05 0,03 1,13 3,81
Hepatomegalia (141/211) 27/141 3,91 0,012 1,38 10,71 54/141 0,88 0,76 050 1,59
Esplenomegalia (109/211) 22/109 2,61 0,031 1,16 6,22 40/109 080 048 045 1,39
Doencas associadas
Pulmonar (41/211) 1/41 0,12 0,012 0,01 0,66 29/41 5,19 <0,0001 2,49 10,88
Renal (46/211) 3/46 0,34 0,098 0,11 1,05 31/46 4,49 <0,0001 2,19 09,01
InfeccBes associadas
Presenca de co-infeccéo 23/211 2,81 0,019 121 6,26 42/211 0,80 0,48 045 1,40
Herpes (22/211) 7122 3,21 0,026 1,24 8,32 4/22 031 0,038 0,11 0,96
Achados laboratoriais
Hemoglobina <9 (g/dL) (95/205) 10/95 0,50 0,18 0,23 1,10 47/95 2,19 0,01 1,22 3,85
Creatinina >1,3 (mg/dL) (52/204) 3/52 0,27 0,027 0,08 0,90 28/52 2,18 0,02 1,15 421
Ureia >50 (72/204) 4/72 0,23 0,004 0,08 0,65 39/72 2,62 0,002 1,46 4,83
Dados radiograficos
Infiltrado reticulo-nodular (33/95) 5/33 1,05 >0,99 0,36 3,56 18/33 2,52 0,048 1,06 5,66
Diagnostico
Pesquisa (+) (76/151) 8/76 0,56 0,25 0,22 1,38 37/76 2,61 0,0071 1,30 5,37
Cultura (+) (178/210) 30/178 6,28 0,065 1,08 66,48 63/178 0,33 0,0056 0,15 0,70

Legenda: AST: Aspartatoaminotransferase; ALT: Alanina aminotransferase; OR: Odds ratio; IC: Intervalo de confianca.
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6.2 Parte I1: Caracterizagdo laboratorial de Histoplasma capsulatum

Identificacdo molecular de H. capsulatum em cultura e deteccdo fungica em espécimes

clinicos
A amplificacdo do gene RYP1 ocorreu nas 18 cepas de H. capsulatum var. capsulatum
e ndo houve nenhuma amplificacdo observada para as cepas utilizadas como controle negativo:

P. brasiliensis, S. schenckii, C. posadasii e C. albicans (Figura 10).

Figura 10. Deteccdo do gene RYP1 em H. capsulatum de cultura e espécimes clinicos.

Legenda: Eletroforese em gel em de agarose 1%, mostrando fragmentos de aproximadamente 300 pb. M:
marcador de peso molecular 100 pb; 1-3: amplificagdo do gene RYP1 diretamente do sangue total; 4-5:
amplificacdo do gene RYP1 em cepas de H. capsulatum; 6-9: auséncia de amplificacdo de RYP1 gene em cepas
de P. brasiliensis, C. posadasii, S. schenckii e C. albicans, respectivamente, NC: controle negativo.

Com relacdo as 21 amostras de sangue analisadas, a amplificacdo do gene RYP1 foi
constatada em 13 dos 15 espécimes oriundos de pacientes com histoplasmose que
apresentaram quantificacdo de DNA variando de 5,0 a 94,2 ng/uL (Tabela 2). Ademais, ndo se
observou amplificagdo no controle negativo (sangue de 1 individuo com coccidioidomicose) e
nas 5 amostras de sangue de voluntarios saudaveis.

A regido ITS1-1TS4 foi detectada nas 13/15 amostras de sangue de pacientes com
histoplasmose e ndo foi amplificada nas 2/15 amostras de sangue de pacientes com
histoplasmose que foram negativas para o gene RYP1. Ademais ndo houve amplificacdo de
ITS1-1TS4 nas amostras de sangue de voluntarios saudaveis, 0 que demonstrou a auséncia de
DNA flngico.
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Tabela 2. Deteccdo de gene RYP1 em amostras de sangue de pacientes saudaveis ou com

micoses sistémicas.

Quantificacao

. Espécime Deteccdo do  Deteccéo de
Estadodesaide N “(Ric) deDNA  ene RYPL  ITSLITSA
(ng/pL)
Histoplasmose 15 Sangue 5,0 Detectado Detectado
Sangue 5,3 Detectado Detectado
Sangue 7,5 Detectado Detectado
Sangue 10,0 Detectado Detectado
Sangue 10,3 Detectado Detectado
Sangue 22,4 Detectado Detectado
Sangue 25,0 Detectado Detectado
Sangue 29,4 Detectado Detectado
Sangue 32,8 Detectado Detectado
Sangue 72,6 Detectado Detectado
Sangue 82,6 Detectado Detectado
Sangue 83,2 Detectado Detectado
Sangue 94,2 Detectado Detectado
Sangue 5,2 N&o detectado Na&o detectado
Sangue 9,5 Néo detectado Na&o detectado
Coccidioidomicose 1 Sangue 59,6 N&o detectado Na&o detectado
Voluntario saudavel 5 Sangue 79 Né&o detectado Na&o detectado
Sangue 94 N&o detectado Na&o detectado
Sangue 9,6 Né&o detectado Na&o detectado
Sangue 16,2 N&o detectado Na&o detectado
Sangue 23,2 N&o detectado Na&o detectado

Na analise do limite de deteccdo do gene RYP1, foram detectados amplicons no

sangue e tampédo contendo concentracdes flngicas de até 2,5 x 102 ufc/mL e 2,5 ufc/mL,

respectivamente.

Sensibilidade a antifngicos e determinacéo do ponto de corte epidemioldgico antifungico

para H. capsulatum

Os valores de CIM para a fase leveduriforme variaram de 0,125 a 0,25 pg/mL para
anfotericina B, 0,020 a 0,0156 pg/mL para itraconazol, 1 a 8 ug/mL para fluconazol, 0,0156 a
0,0625 pg/mL para voriconazol e de 2 a 8 pg/mL para caspofungina.

Para a fase filamentosa, os valores de CIM variaram de 0,0078 a 1 pg/mL para
anfotericina B e voriconazol; de 0,0005 a 0,0625 pg/mL para itraconazol; de 2 a >256 pg/mL
para fluconazol e de <0,0156 a 16 pg/mL para caspofungina (Tabela 3).
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Tabela 3. Distribuicdo de frequéncia da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) de 5 agentes

antifungicos contra H. capsulatum var. capsulatum na forma de levedura e filamentosa.

Histoplasma Variaveis Antifangicos
capsulatum AMB ITC FLC VRC CAS
Forma de levedura CIM 0,125 (5)  0,0020 (1) 1(1) 0,0156 (2) 2 (4)
(n=7) 0,25(2)  0,0039 (1) 23 0,0313 (2) 4 (2)
0,0078 (4) 8 (3) 0,0625 (3) 8(1)
0,0156 (1)
CIM 50 0,125 0,0078 2 0,0313 2
CIM 90 0,25 0,0156 8 0,0625 8
Forma filamentosa 0,0078 (1) 0,0005 (1) 2 (1) 0,0078 (1) <0,0156 (1)
(n=70) 0,0156 (1) 0,0010(1) 4(3)  0,0156(2) 0,125 (4)
0,0313 (10) 0,0020 (11) 8(18) 0,0313 (5) 0,25 (1)
0,0625 (14) 0,0039 (29) 16 (22) 0,0625 (27) 0,5(5)
0,125 (14) 0,0078(9) 32(13) 0,125 (21) 1 (15)
0,25 (17)  0,0156 (6) 64 (9) 0,25 (11) 2 (112)
0,5(8) 0,0313(11) 128(3) 0,5(2) 4 (22)
1(5) 0,0625 (2) >256(1) 1(1) 8(9)
16 (2)
CIM 50 0,125 0,0039 16 0,0938 2
CIM 90 0,5 0,0313 64 0,25 8

Legenda: CIM: Concentracdo Inibitdria Minima; AMB: Anfotericina B; ITC: Itraconazol; FLC: Fluconazol; VRC:
Voriconazol; CAS: Caspofungina.

Para determinacdo dos ECV, foram usados apenas os resultados da forma filamentosa.
Adicionalmente, incluimos os resultados de sensibilidade de 68 cepas obtidos em estudo
anterior, pois sdo necessarios no minimo 100 isolados para determinacdo do ECV.

Os valores de ECV obtidos foram 0,5; 0,0313; 128; 0,5 e 16 ug/mL para anfotericina
B, itraconazol, fluconazol, voriconazol e caspofungina, respectivamente (Figura 11). O
percentual de isolados classificados como selvagem foi superior a 96% para todos o0s
farmacos testados. Um total de 5 (3,62%) isolados foram de tipo ndo selvagem para
anfotericina B, 2 (1,45%) para itraconazol e 1 (0,72%) para fluconazol, voriconazol e
caspofungina (Tabela 4).
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Figura 11. Distribuicdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e valores de pontos de
corte epidemioldgico (ECV) para anfotericina B, itraconazol, fluconazol, voriconazol e

caspofungina frente a isolados de H. capsulatum var. capsulatum.
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Legenda: Barras azuis indicam isolados do tipo selvagem e barras brancas indicam isolados do tipo ndo
selvagem.
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Tabela 4. Valores de pontos de corte epidemiolégico (ECV) para anfotericina B, itraconazol,

fluconazol, voriconazol e caspofungina frente a isolados de H. capsulatum var. capsulatum.

o CIM Modal ECV pg/mL Tipo

Antifungicos MG _

(ng/mL) (nisolados) selvagem

AnfotericinaB  0,1269 0,125 0,5 (138) 96,38%

Itraconazol 0,0067 0,0039 0,0313 (138) 98,55%

Fluconazol 26,4398 32 128 (138) 99,28%

Voriconazol 0,0963 0,0625 0,5 (138) 99,28%

Caspofungina 2,7231 4 16 (138) 99,28%

Legenda: ECV: valor do ponto de corte epidemiolégico; CIM: Concentracao Inibitéria Minima;
MG: Média Geométrica.

Caracterizacdo da formacéo do biofilme

Os resultados revelaram que H. capsultatum na forma filamentosa é capaz de formar
biofilme in vitro. A cinética de formacao de 4 cepas é apresentada na figura 12, e demostra
que o biofilme apresentou melhores resultados de atividade metabolica e biomassa quando
formado no meio RPMI. Neste meio, a maturacdo maxima da atividade metabdlica aconteceu
ao oitavo dia. Quanto a avaliacdo feita com cristal violeta, os maiores valores de biomassa
também foram observados no 8° dia. Portanto, adotamos o periodo de incubacdo de 8 dias,

para caracterizacdo dos demais isolados.
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Figura 12. Cinética de formac&o do biofilme de H. capsulatum na forma filamentosa

durante 10 dias.
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Legenda: O biofilme foi formado em diferentes meios de cultura (RPMI, YNB e ureia) e avaliado com
XTT a 492 nm (A) (atividade metabdlica) e cristal violeta a 630 nm (B) (producdo de biomassa).
RPMI foi o melhor meio para formagdo, com maturagdo maxima ao oitavo dia.

Com relagdo a classificacdo da capacidade de formacédo, 43/46 cepas de H. capsulatum
avaliadas neste estudo foram classificadas como fortes produtores de biofilme, com media de
DO variando de 0,55 a 2,02. Trés cepas foram classificadas como produtoras moderadas, com
DO de 0,40; 0,47; 0,31.

Apds 8 dias de incubacdo, os conidios inoculados na placa proliferaram, produzindo
hifas que se ramificavam em multiplas direcdes, cercadas por matriz extracelular rica em
polissacarideos, que se apresentava rosada na coloragdo por vermelho Congo, indicando a
presenca de biofilme (Figura 13 A,B).

As imagens por microscopia confocal mostraram células coradas em verde
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demonstrando que a atividade metabolica permanece alta no tempo de maturagdo méxima.
Quando coradas por calcofltor, as imagens observadas apresentavam menor nitidez (Figura
13 C,D). Na andlise por microscopia confocal com Live/Dead e calcofllor, as maiores

diferencas observadas foram para biomassa, coeficiente de rugosidade e biovolume (Tabela 5)

Tabela 5. Caracterizagéo da formagéo de biofilme de H. capsulatum.

Anélise
Parametros i

Live/Dead Calcofluor
Biomassa total (um3/um?) 2,5+29 9,3+3,2
Espessura média da biomassa (um) 16,9 6,0 17,2429
Espessura média da area total (um) 7,5 18,0 14,8 +4,6
Coeficiente de Rugosidade 1,3+0,6 0,3+0,3
Relagdo Superficie/Biovolume (um?/um?®)  1,4+0,1 0,8 +0,2

Legenda: Os valores indicam médias * desvios-padréo.

Na Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), em sua analise tridimensional com
maior riqueza de detalhes, observou-se um biofilme robusto com a presenca das estruturas

filamentosas envoltas por matriz e canais de dgua (Figura 13 E,F).



Figura 13. Biofilme de H. capsulatum na forma filamentosa.
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Legenda: Em A e B, biofilme corado pela técnica de vermelho congo com a matriz extracelular de
coloracdo rosada em volta das hifas (seta branca), visualizados por microscopia 6tica (400X). Em B e C,
biofilme visualizado por microscopia confocal demonstrando uma arquitetura robusta de hifas viaveis
coradas de verde (400X) pelo live/dead (C) e em azul (400X) pelo calcofltor (D). Em E e F imagens
analisadas por MEV, demonstrando biofilme com a presenca de canais de agua (seta preta) (E) e matriz
extracelular entre as hifas (seta branca) (F).
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7 DISCUSSAO

O crescimento do numero de individuos imunossuprimidos em consequéncia da
infeccdo por HIV, do transplante de 6rgédos e tecidos e do uso de terapias imunossupressoras,
fez com que algumas doengas infecciosas, antes pouco relatadas, passassem a ser descritas
com mais frequéncia (WHEAT et al., 2016). Nesse contexto, passou a ser documentada uma
maior ocorréncia da histoplasmose, principalmente em pacientes com HIV/aids. Em estudo
realizado em um hospital de referéncia para doencas infecciosas no estado do Ceara, 43,4%
dos pacientes com HIV possuiam diagndstico de histoplasmose disseminada (DAHER et al.,
2007).

Nessa perspectiva, esse estudo objetivou avaliar casos de histoplasmose em pacientes
com HIV/aids no estado do Ceard durante o periodo de 2011 a 2015 para acompanhar a
evolugdo da doenca na regido. Segundo estudos realizados nos dltimos 20 anos, esse estado
tem se configurado como é&rea endémica para histoplasmose (DAHER et al., 2007;
BRILHANTE et al.,, 2012b). A prevaléncia desta doenca em pacientes com HIV/aids
observada no Ceara foi cerca de 5,9% (SESA, 2017); valores proximos aos observados em
outros estados brasileiros, tais como Espirito Santo — 2,1% (CASOTT] et al., 2006) e Goias —
4,4% (SILVA et al., 2017b).

Com relacgdo a esta pesquisa que compreendeu 5 anos (2011-2015), observou-se uma
mesma frequéncia no nimero de casos de histoplasmose associada a aids quando comparados
aos 41,6 casos/ano encontrados por Brilhante et al. (2012), em estudo realizado na mesma
regido em anos anteriores (2006-2010) (BRILHANTE et al., 2012b).

Ademais, a ocorréncia anual dos casos de aids/histoplasmose no Ceara tem se
mostrado superior ao observado em outras areas endémicas. Na América Latina, por exemplo,
as médias variam de 28 a 32,8 (ADENIS et al., 2014c; BAHR et al., 2015; COLOMBO et al,
2011; NACHER et al., 2013); ja nos EUA, um estudo epidemioldgico que avaliou um periodo
de 75 anos apresentou media de 38 casos de histoplasmose por ano (BENEDICT; DERADO;
MODY, et al., 2016).

Quanto a caracterizacdo da populacdo do estudo, os resultados revelaram que a
histoplasmose foi definidora de aids em 66,4% dos pacientes avaliados. As pesquisas de
Brilhante et al. (2012b) e Damasceno et al. (2013) demostram percentuais de 38,9% e 59%
respectivamente. Segundo Damasceno et al. (2014), esse elevado nimero pode estar
relacionado a baixa adesao a terapia antirretroviral. Além disso, muitas vezes o diagndstico de

infeccdo pelo HIV sé e feito quando o paciente ja apresenta os sinais clinicos da doenca
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oportunista (DAMASCENQO et al., 2014).

A relacdo entre individuos do sexo masculino e feminino observada foi de 3,3 para 1.
Trabalhos realizados no estado do Ceara também demostram a predominancia do sexo
masculino, como em Daher et al. (2007) e Brilhante et al. (2012b), que observaram uma
relagdo de 3,9:1 e 4,4:1, respectivamente. Outras pesquisas com pacientes com histoplasmose
e aids apontam uma relacdo de 2 a 5 homens para cada uma mulher (ADENIS et al., 2014a;
ARANGO et al., 2014; BOIGUES et al., 2018). Essa maior participacdo do sexo masculino
pode ser explicada pelo fato de representarem a populacdo mais afetada pelo HIV no Brasil
(SESA, 2017), bem como ao fato de estarem mais expostos a atividades ocupacionais e
recreativas de risco (ANDREU et al., 2011).

Na caracterizacdo clinica, sinais como febre, perda de peso, adinamia, tosse, dispneia,
hepatomegalia e diarreia foram os mais frequentes, assim como observadas em diferentes
regides (AZAR; HAGE, 2017b; BRILHANTE et al., 2012b). Ademais, observou-se a
presenca de lesdes cutaneas em 30,3% dos pacientes. Esta alta propor¢cdo de manifestagdes
cutaneas ja foi relatada em estudos realizados no Brasil (43-66%) (CASOTTI et al., 2006;
MORA et al., 2008) e em outros paises da América Latina, como a Guiana Francesa (13%) e
Panamé (17%) (GUTIERREZ et al., 2005; HUBER et al., 2008), em contraste com as taxas
muito mais baixas relatadas entre os pacientes nos Estados Unidos (1-7%) (BENEDICT;
DERADO; MODY, 2016). Outras pesquisas tém proposto uma associacdo entre as lesdes
cutaneas com as diferencas filogenéticas das cepas presentes em cada regido (CACERES et
al., 2016; KARIMI et al., 2002).

Em relacdo aos aspectos laboratoriais, as alteracbes mais encontradas foram
pancitopenia, elevacdo das enzimas hepaticas (AST e ALT) e desidrogenase lactica (LDH) e a
baixa contagem de células CD4, o que corrobora os achados da literatura (ADENIS et al.,
2014a; MODAK et al., 2015; PUTOT et al.,, 2015). Segundo Lunardi et al. (2015) a
pancitopenia é altamente prevalente nos pacientes com aids e histoplasmose disseminada
devido ao envolvimento da medula 0ssea. Adicionalmente, niveis séricos de LDH maiores
que 1000 UI/L s&o importantes marcadores da infec¢do oportunista (ZARLASHT et al., 2016).
Uma vez que o diagnostico da doenca através da cultura fangica pode ser um processo
demorado, esses testes laboratoriais podem ser Uteis na suspeicéo clinica da histoplasmose e
tratamento precoce da doenca.

Ademais, observamos um percentual de 14,7% para recidiva da histoplasmose. Em
outras pesquias no Ceara, Damasceno et al. (2013) obtiveram um percentual de 23,3% e

Pontes et al. (2010) de 21,8%, observando assim uma queda no percentual de recidiva. Neste
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estudo, foram identificadas algumas varidveis que apresentaram resultados estatisticamente
significativos para recidiva da histoplasmose, dentre elas, podemos citar a presenca de co-
infeccdes oportunistas, que revela o grau de comprometimento imunoldgico dos pacientes.

Neste estudo, 54% dos individuos com histoplasmose apresentavam outras infec¢fes
oportunistas, com destaque para candidiase. Silva et al. (2017b), em um estudo realizado no
Brasil, observaram que 58,1% dos pacientes estudados apresentaram alguma infeccéo
oportunista, sendo a candidiase a mais comum delas. Em contrapartida, Caceres et al. (2018),
em um estudo na Colémbia, observaram que a tuberculose foi a co-infeccdo mais comum,
seguida por pneumocistose e criptococose.

Quanto a letalidade da doenca, 39,3% dos individuos evoluiram ao ébito, confirmando
a alta letalidade na regido associada a histoplasmose. Dentre as infeccGes flngicas, a
histoplasmose ¢é considerada a 3% causa de morte relacionada a aids, ap6s a pneumonia por
Pneumocystis jirovecii e a meningite por Cryptococcus spp. Com relacdo as demais doencas,
destaca-se a tuberculose como a principal causa de morte nesses individuos (DENNING et al.,
2016).

Estudos anteriores realizados no Brasil, ttm demonstrado taxas de letalidade da
histoplasmose que variam de 32% a 71,3% (BRILHANTE et al., 2012b; DAHER et al., 2007,
PONTES et al., 2010; SILVA et al., 2017b). Adicionalmente, pesquisas na Ameérica Latina tém
observado taxas de letalidade em pacientes com HIV/aids diagnosticados com histoplasmose
de 30%; entretanto, nos EUA, estes valores variam de 4% a 8%. Estes dados podem inferir
uma precocidade do diagnostico, que pode ser reflexo da condicdo socioecondmica do pais
(BENEDICT; DERADO; MODY, 2016; LEDTKE et al., 2012; NACHER et al., 2013).

Identificamos ainda caracteristicas clinico-laboratoriais mais relacionadas ao 6bito em
adultos hospitalizados infectados pelo HIV em um hospital de referéncia no estado do Ceara,
das quais citam-se: a ocorréncia da histoplasmose como definidora de aids, dispneia, presenca
de doenca renal e pulmonar, anemia, azotemia, presenca de infiltrado reticulo-nodular,
pesquisa e cultura positivas.

Um numero limitado de estudos correlacionando os fatores clinicos e laboratoriais de
pacientes com HIV ao desfecho da histoplasmose foi realizado e esses trabalhos sugerem que
a insuficiéncia renal, hipoalbuminemia, lactato desidrogenase (LDH) elevada e
trombocitopenia estdo independentemente associados a desfechos desfavoraveis como doenca
grave ou morte (COUPPIE et al., 2004; DAHER et al., 2006; HAJJEH et al., 2001; PONTES,
2010).

Ademais, Daher et al. (2006) identificaram fatores clinicos e laboratoriais associados a
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um aumento no risco de morte que incluiam uma concentracao sérica de uréia > 2x do que o
limite superior normal, concentracdo sérica de creatinina > 1,5 mg/dL e niveis de AST > 2,5x
superior ao limite normal. No nosso estudo, essas duas variaveis foram significativas tanto
para recidiva quanto para mortalidade. Ressaltamos que esses padrdes foram avaliados antes
do inicio da terapia antifingica, uma vez que o tratamento com anfotericina B pode estar
associado a toxicidade renal (BADDLEY et al., 2008).

Alguns estudos tém demonstrado ainda associagdes significativas entre a infeccdo pelo
HIV e a prevaléncia de anemia (CACERES et al., 2016; GEDEFAW et al., 2013). No entanto,
uma vez que a anemia pode ser consequéncia de condigfes multifatoriais, existe uma
dificuldade para se determinar o papel especifico que este parametro desempenha na infeccéao
pelo HIV. A literatura descreve ainda que a terapia antirretroviral precoce pode diminuir a
ocorréncia de anemia secundaria a infeccdo pelo HIV (ALEM et al., 2013; GEDEFAW et al.,
2013; SAAVEDRA et al, 2017). Entretanto, vale destacar que alguns esquemas
antirretrovirais classicos, como a zidovudina, também podem causar anemia (BRASIL,
2017a). Em suma, este e os demais fatores apontados como de maior risco para mortalidade
dos pacientes devem ser monitorados e merecem maior aten¢édo na rotina clinica.

Nos individuos HIV positivos o diagndstico precoce é importante para a melhora no
progndstico. Nesse sentido, no segundo momento deste trabalho buscamos desenvolver uma
ferramenta molecular que contribuisse com o rapido diagnostico da histoplasmose. O gene
RPY1, um fator transcricional da transicdo dimorfica, utilizado como regido alvo mostrou-se
especifico para a identificacdo de H. capsulatum e sensivel para a deteccdo deste fungo a
partir de amostras de sangue de pacientes com histoplasmose.

Segundo Azar e Hage (2017b), diferentes regides alvo como genes que codificam
proteinas especificas, tais como antigenos H e M, Hcp-100 e algumas sequéncias do Internal
Transcribed Spacer (ITS) do rDNA tém sido avaliadas, embora ndo sejam utilizadas
rotineiramente para o diagndstico molecular da histoplasmose (DANTAS et al., 2018;
MURAOSA et al., 2016; RAMANAN; NANCY; WENGENACK., 2017). A deteccédo de
RYP1 baseada em PCR € um procedimento rapido e usa apenas a forma nédo infecciosa do H.
capsulatum. Além disso, o uso da abordagem molecular é um aliado interessante quando o
diagnostico baseado na observacdo do estruturas fangicas em amostras clinicas tém baixa
sensibilidade ou quando sorologia e cultura sdo negativas (ALMEIDA et al., 2016; DANTAS
etal., 2018; GAGO et al., 2014).

Sugerimos o uso do gene RYP1 como alvo para a identificagdo molecular de H.

capsulatum, bem como uma ferramenta adicional para o diagnostico bem sucedido da
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histoplasmose diretamente de amostras clinicas obtidas de pacientes com HIV/aids. Segundo
Dantas et al. (2018) a associagdo de diferentes ferramentas diagndsticas aumenta a
sensibilidade dos resultados, melhorando assim, o progndéstico da doenca.

No terceiro momento, a sensibilidade antifingica in vitro dos isolados foi
determinada. As concentra¢des inibitérias minimas das drogas obtidas corroboram os valores
encontrados em estudo de anos anteriores na mesma regido, indicando uma possivel
manutencdo do perfil de sensibilidade dos isolados (BRILHANTE et al. 2012b; BRILHANTE
etal., 2016b).

Ademais, os valores de CIM obtidos tanto para a forma filamentosa quanto para a
leveduriforme estdo dentro do intervalo observado nos testes de sensibilidade in vitro
realizados por diferentes pesquisadores a nivel mundial, sendo observados baixos valores de
CIM para anfotericina B, itraconazol e voriconazol e valores mais altos para fluconazol e
caspofungina (BRILHANTE et al. 2012a; GOUGHENOUR; RAPPLEYE, 2016;
KATHURIA et al., 2014; WHEAT et al., 2006).

A fim de orientar as terapias antifingicas contra infec¢des por alguns fungos, testes de
sensibilidade in vitro foram padronizados e pontos de corte clinicos foram estabelecidos para
a categorizacao de isolados em sensiveis ou resistentes (CLSI, 2017a). O estabelecimento de
pontos de corte clinicos requer uma andlise de distribuicdo de frequéncia dos valores de CIM;
dados farmacocinéticos / farmacodinamicos; acompanhamento do tratamento clinico e analise
da resposta terapéutica. A escassez desses dados clinicos dificulta o estabelecimento de
pontos de corte clinicos contra muitas espécies de fungos, o que provavelmente esta associado
a dificuldade de determinar o desfecho clinico e a letalidade associados as infec¢des flngicas
e aos altos custos de realizagdo de ensaios clinicos (LOCKHART; GHANNOUM,;
ALEXANDER, 2017)

Esses fatos certamente contribuem para a falta de pontos de corte clinicos contra
muitos patogenos fangicos. Em contrapartida, a determinacdo dos valores de corte
epidemiologicos (ECVs) requer apenas a analise da distribuicdo de frequéncia dos valores de
CIM antifingicos (LOCKHART; GHANNOUM; ALEXANDER, 2017), portanto, o
estabelecimento de ECVs é um método promissor para a vigilancia da resisténcia antifungica
(ESPINEL-INGROFF et al., 2017; LOCKHART; GHANNOUM; ALEXANDER, 2017).

Os ECVs ja foram determinados contra diferentes espécies dos géneros Candida,
Cryptococcus, Malassezia, Aspergillus, Fusarium, Mucor e Rhizopus (ESPINEL-INGROFF
et al., 2011; ESPINEL-INGROFF et al., 2014; ESPINEL-INGROFF et al., 2015a,b;
ESPINEL-INGROFF et al., 2016; LOCKHART; GHANNOUM; ALEXANDER, 2017).
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Recentemente, ECVs frente ao fungo dimorfico Sporothrix spp. na forma filamentosa foram
determinados (ALMEIDA-PAES et al., 2017; ESPINEL-INGROFF et al., 2017), o que
encorajou nosso grupo na tentativa de estabelecer ECVs frente a H. capsulatum var.
capsulatum.

Para o estabelecimento de ECVs, certos requisitos devem ser atendidos, como um
namero minimo de 100 isolados, o uso da mesma metodologia para determinacédo de CIM,
dados de CIM de pelo menos 3 laboratorios diferentes e a inclusdo de cepas de controle de
qualidade nos testes de sensibilidade (LOCKHART; GHANNOUM; ALEXANDER, 2017).
Além disso, ao interpretar os dados, os valores modais de CIM ndo devem coincidir com as
concentragdes antifungicas testadas mais baixas ou mais altas (LOCKHART; GHANNOUM,;
ALEXANDER, 2017). Para analise do ECV, foi utilizada uma base de dados gerada em nosso
laboratorio referente a sensibilidade realizada durante 10 anos, o que totalizou 138 cepas de
H. capsulatum na forma filamentosa, que foram avaliadas pelo método de microdilui¢do em
caldo, utilizando RPMI 1640 como meio de cultura.

Considerando que esta espécie fungica ndo € rotineiramente testada para sensibilidade
a antifungicos, e ndo ha padronizacdo metodoldgica universal (interlaboratorial) com H.
capsulatum, os dados de outros laboratérios ndao foram incluidos. No entanto, o Centro
Especializado de Micologia Médica € um laboratdrio de referéncia para a realizacdo de
ensaios de sensibilidade antifingica com H. capsulatum no Brasil (BRILHANTE et al., 2010;
BRILHANTE et al., 2012a,b; BRILHANTE et al., 2016b) e os dados aqui relatados foram
obtidos de testes realizados por diferentes pesquisadores, em diferentes momentos, seguindo a
mesma metodologia, o que contribuiu para minimizar os vieses.

Uma alta porcentagem de isolados do tipo selvagem foi obtida para todos os farmacos
testados, especialmente para fluconazol e voriconazol, que sdo usados para o tratamento da
histoplasmose ndo disseminada (WHEAT et al., 2007). Embora ndo haja evidéncia clinica
para 0 uso de caspofungina (WHEAT et al., 2007), apenas um isolado foi classificado como
ndo selvagem para essa droga. Os ECVs levam em conta o comportamento epidemiolédgico
dos isolados fungicos apds exposicdo a um determinado farmaco, sem considerar fatores
relacionados ao hospedeiro, portanto, é essencial saber se um determinado agente antifngico
é aplicavel para o tratamento de uma doenga em particular, antes de usar o seu ECV na pratica
clinica (LOCKHART; GHANNOUM; ALEXANDER, 2017).

Neste estudo, cinco isolados de H. capsulatum foram classificados como néo-
selvagens para anfotericina B e dois para itraconazol. Considerando que estes sdo os farmacos

mais frequentemente utilizados para o tratamento de histoplasmose disseminada e que 0s
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isolados foram obtidos a partir de pacientes HIV-positivos com a doenca fungica disseminada,
acredita-se que uma maior exposicdo dos fungos isolados a estas drogas antifungicas possa
levar a observacdo de maiores valores de CIM para essas drogas. Conceitualmente, com base
na definicdo de ECVs, valores de CIM superiores aos ECVs antifungicos indicam que o
isolado é do tipo ndo-selvagem e pode estar expressando mecanismos de resisténcia
antifungica (ALMEIDA-PAES et al., 2017; ESPINEL-INGROFF et al., 2017; LOCKHART;
GHANNOUM; ALEXANDER, 2017).

Vale ressaltar que os ECVs obtidos foram determinados contra isolados de H.
capsulatum de pacientes com aids. Mesmo que isso possa ser uma limitagdo do estudo e os
resultados possam ndo refletir a sensibilidade de isolados de H. capsulatum de individuos
imunocompetentes e de outros hospedeiros, vale destacar que o ECV é uma caracteristica
epidemioldgica das espécies de fungos, independente do hospedeiro (LOCKHART;
GHANNOUM; ALEXANDER, 2017).

Neste contexto, a classificacdo baseada nos ECVs estabelecida neste estudo também
pode ser usada para categorizar isolados de outros hospedeiros. Por exemplo, analisamos a
sensibilidade antifungica de dois isolados de H. capsulatum recuperados em 2017 de
pacientes HIV-negativos transplantados e observamos que ambos os isolados eram do tipo
selvagem para todas as drogas testadas. Além disso, esses ECV estabelecidos também podem
ser usados para categorizar isolados de origem veterinaria. Assim, utilizando os ECVs obtidos
neste estudo, trés isolados de H. capsulatum recuperados de gatos por Brilhante et al. (2012a)
foram classificados como selvagens para anfotericina B, fluconazol, voriconazol e
caspofungina, enquanto um isolado foi classificado como ndo-selvagem para itraconazol

Apesar de ser um passo importante na tentativa de estabelecer ECVs antifingicos
frente a H. capsulatum, esta andlise apresenta algumas limitacGes que devem ser
reconhecidas. Os presentes resultados ndo cobrem dados de todas as espécies filogenéticas de
H. capsulatum, apenas das linhagens latino-americanas, e tem sido descrito que diferentes
linhagens podem apresentar diferentes perfis de sensibilidade antifingica (EDWARDS;
ALORE, RAPPLEYE, 2011). No entanto, os resultados trazem informacgdes importantes
sobre as cepas do Brasil e, possivelmente, da América do Sul, onde a histoplasmose é uma
importante doenga endémica.

Embora os ECVs ndo prevejam a resposta a terapia antifingica, esses dados podem
fornecer diretrizes para o tratamento da histoplasmose, especialmente para aqueles pacientes
gue usam drogas antifungicas por longos periodos, pois esses valores sao Uteis para monitorar

a expressdo de mecanismos de resisténcia. Além disso, os ECVs também permitem comparar
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a sensibilidade antifungica de uma espécie fungica ao longo do tempo, tornando possivel
entender o comportamento epidemioldgico de micro-organismos, especialmente em resposta a
pressdes seletivas ambientais (ALMEIDA-PAES et al., 2017; LOCKHART; GHANNOUM,;
ALEXANDER, 2017).

Neste contexto, estudos in vitro mostraram aumento das CIMs de fluconazol contra
isolados de pacientes com recidiva da histoplasmose, durante o tratamento e, alguns
mecanismos de resisténcia antifungica foram hipotetizados, como aumento da producdo de
ergosterol e sintese de melanina, que, por sua vez, se ligaria a moléculas antifingicas
(WHEAT et al., 2009).

Outro mecanismo que também tem sido associado a resisténcia é a formacdo de
biofilme (DAVIS; COOK; COSTERTON, 2002). Pitangui et al. (2012) demostraram a
capacidade que as celulas leveduriformes de H. capsulatum tém para aderir a pneumacitos e
formar biofilme in vitro e Brilhante et al. (2015) demonstraram a tolerancia do biofilme
leveduriforme frente a antiflngicos classicos. O papel desses biofilmes também tem sido
estudado com outros fungos dimorficos na fase de levedura como Paracocccidioides
brasiliensis (CATTANA et al., 2017), Coccidioides immitis (DAVIS; COOK; COSTERTON,
2002) e complexo Sporothrix schenckii (SILVA, 2017a).

Os biofilmes apresentam tanto relevancia na clinica quanto na manutenc¢do dos fungos
no ambiente. Segundo Kumar et al. (2017), essas comunidades microbianas sesseis sdo
destinadas a proteger as células microbianas de fatores ambientais diversos, como por
exemplo, desidratacdo e substancias quimicas (KUMAR et al., 2017). A literatura demonstra a
capacidade de formacao de biofilme do fungo dimérfico Sporothrix spp. na forma filamentosa
(BRILHANTE et al., 2017a); entretanto, a caracterizagdo do biofilme de H. capsulatum nesta
forma ainda néo havia sido descrita.

Com base nessas informacbes, este estudo buscou investigar a capacidade de H.
capsulatum na forma filamentosa formar biofilme in vitro. A maioria (93,4%) das cepas de H.
capsulatum foram fortes formadoras de biofilme assim como j& demonstrado com o fungo
dimorfico Sporothrix spp. (BRILHANTE et al., 2017a). Dessa forma, hipotetizamos que esta
grande capacidade pode estar associada a necessidade de sobrevivéncia no ambiente, visto
que pesquisas descrevem que este fungo pode permanecer no ambiente por até 10 anos
(ADENIS et al., 2014c).

As analises das imagens revelam um biofilme robusto, com uma rede de hifas densas
associadas a presenga de matriz polimérica extracelular e canais de agua, semelhantes ao

observado com outros fungos como Sporothrix spp. (BRILHANTE et al., 2017a),



85

dermatéfitos (BRILHANTE et al. 2017b) e Aspergillus spp. (GONZALEZ-RAMIREZ, et al.,
2016). Essa organizacdo estrutural é importante para a manutencgdo da arquitetura do biofilme,
enguanto os canais de agua sdo essenciais no transporte de nutrientes para as células do
biofilme e remocéo de metabdlitos celulares (COSTA-OLANDI et al., 2017).

A maioria dos estudos com biofilmes flngicos tém utilizado algumas ferramentas de
avaliacdo, tais como o XTT usado para determinar a atividade metabolica e a coloragdo com
cristal violeta para quantificacdo de biomassa (BRILHANTE et al., 2017a; CORDEIRO et al.,
2015). Ademais, microscopias especiais vém sendo empregadas, como a eletronica de
varredura para a observagdo da arquitetura dos biofilmes (BRILHANTE et al., 2017a;
BRILHANTE et al., 2017b; LAGREE et al., 2018) e a microscopia confocal, para avaliacéo
de pardmetros como a espessura, coeficiente de rugosidade e biovolume (HEYDORN et al.,
2000).

Na analise do biofilme por microscopia confocal utilizando Live/Dead, observamos
que o biofilme filamentoso de H. capsulatum, quando maduro, possui aproximadamente 17
um de espessura. Brilhante et al. (2018b) mostraram que o biofilme do complexo Candida
parapsilosis apresenta valores semelhantes para biomassa (17,51 pum). Na anélise do biofilme
do fungo filamentoso Aspergillus fumigatus, no sexto dia de formagéo, observou-se biomassa
total de 12,9 pm3/um?; espessura média de 16,3 pm e coeficiente de rugosidade 0,32
(SINGHAL et al.; 2011), corroborando os resultados obtidos nesse estudo.

Quanto as andlises dos outros parametros por microscopia confocal, observamos
maiores valores de biomassa total e espessura média da area total e menores de coeficientes
de rugosidade para calcoflor quando comparados ao live-dead. Estes resultados podem estar
associados ao fato das imagens com calcofllior apresentarem-se com uma fluorescéncia de
menor nitidez. Dessa forma, observamos uma massa fluorescente ao invés de estruturas
fangicas definidas na coloracdo com calcofldor.

Nesse contexto, a espessura, que é definida como espessura maxima em um
determinado local ignorando poros dentro do biofilme, tende a ser maior nesse metodo; e a
rugosidade, que € um indicador da heterogeneidade do biofilme, tende a ser menor. Segundo
Chandra (2001), este aspecto observado em biofilme de Candida spp. foi atribuido a
coloracgéo difusa do material extracelular com calcofltor, que cora a quitina da parede celular
fangica, e implicou que o material extracelular poderia ser composto principalmente por
polissacarideos da parede celular (CHANDRA et al., 2001). H. capsulatum tem a parede
formada por quitina, alfa e beta glucanos (ANDREU et al., 2011); entretanto, estudos

adicionais precisam ser desenvolvidos para caracterizar a composi¢do da matriz extracelular
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desses biofilmes.
Em suma, H. capsulatum na forma filamentosa sdo fortes formadoras de biofilme, o
que configura um importante fator de adaptacdo as adversidades ambientais por longos

periodos, sendo importante fontes de manutencdo no meio ambiente.
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8 CONCLUSAO

e Individuos com histoplasmose/aids apresentam caracteristicas similares nos ultimos 10
anos, nas quais se destacam a prevaléncia do sexo masculino, presenca de sintomatologia
inespecifica e lesbes cutaneas, com achados laboratoriais demonstrando elevacdo dos
niveis de LDH e trombocitopenia.

e A ocorréncia da histoplasmose como doenca definidora de aids, a presenca de
comorbidades pulmonares e a elevagdo dos niveis de ureia e creatinina corroboram para a
recidiva e letalidade.

e O gene RYP1 representa uma boa alternativa para a identificacio molecular de H.
capsulatum var. capsulatum e configura-se como um importante alvo molecular para o
diagnostico da histoplasmose.

e Cerca de 96% dos isolados de H. capsulatum séo classificados, quanto ao ponto de corte
epidemiolégico, como do tipo selvagem;

e Isolados de H. capsulatum na forma filamentosa apresentam melhor formacgdo de
biofilme no meio RPMI, e sdo, na sua maioria (43/46), caracterizados como fortes
produtores, sendo a analise por microscopia eletrbnica com live-dead uma interessante

ferramenta na avaliagéo de diferentes parametros do biofilme.
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APENDICE A - MEIOS DE CULTURA

Yeast Nitrogen Base (Difco)

Composicao Gramas/litro
Sulfato de amonia 5,0
L-Histidina HCI 0,01
LD-Metionina 0,02
LD-tryptofano 0,02
Biotina 0,000002
Pantotenato de calcio 0,0004
Acido félico 0,000002
Niacina 0,0004
Acido p-aminobenzéico 0,0002
Piridoxina HCI 0,0004
Riboflavina 0,0002
Tiamina HCI 0,0004
Inositol 0,002
Acido bérico 0,0005
Sulfato de cobre 0,00004
lodeto de potassio 0,0001
Cloreto férrico 0,0002
Sulfato de manganés 0,0004
Molibdato de sddio 0,0002
Sulfato de zinco 0,0004
Fosfato de potdssio monobdsico 1,0
Sulfato de magnésio 0,5
Cloreto de sddio 0,1
Cloreto de calcio 0,1
Glicose 2,0

Uréia ripida em caldo

Composicao

Gramas/litro

Extrato de levedura

0,1

Fosfato monopotdssico 0,091
Fosfato disodico 0,095
Uréia 20
Vermelho fenol 0,01
Glicose 2,0




RPMI 1640 com glutamina e sem bicarbonato de sodio

Composicao

Gramas/litro

L-arginina

0.2

L-asparagina 0.05
Acido L-Aspartico 0.02
L-cistina ¢ 2HCI 0.0652
Acido L-Glutamico 0.02
L-Glutamina 0.3
Glicina 0.01
L-Histidina 0.015
Hidroxi-L-prolina 0.02
L-isoleucina 0.05
L-Leucina 0.05
L-Lisina  HCI 0.04
L-metionina 0.015
L-fenilalanina 0.015
L-prolina 0.02
L-Serine 0.03
L-Treonina 0.02
L-triptofano 0.005
L-tirosina ¢ 2Na ¢ 2H,0 0.02883
L-valina 0.02
Biotina 0.0002
Cloreto de Colina 0.003
Acido félico 0.001
mio-inositol 0.035
Niacinamida 0.001
Acido D-Pantothenic Hemicalcium 0.00025
PABA 0.001
Piridoxina ¢ HCI 0.001
Riboflavina 0.0002
Tiamina ¢ HCI 0.001
Vitamina B12 0.000005
Nitrato de calcio ¢ 4 H,0 0.1
Sulfato de Magnésio 0.04884
Cloreto de potassio 0.4
Cloreto de Sédio 6.0
Fosfato de sddio dibdsico 0.8
Glicose 2.0
Glutationa Reduzida 0.001
Vermelho de fenol 0.0053
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APENDICE B — FICHA PARA COLETA DE DADOS

106

Questiondrio n®:
Prontuirio n®:
Nome:

Data do nascimento: / /

Procedéncia:

DADOS SIDA:
Diagnostico de HIV __/
Diagnosticode SIDA __ /_ /

Uso da TARV

DADOS HISTOPLASMOSE

Diagnésticode HM __/

Internagoes anteriores por HM

Em UTI ( )

SINAIS E SINTOMAS:

Adinamia( )
Anorexia( )
Cefaleila( )
Dispneia ()
Diarreia ()

Lesdes de pele ()
Tipo:

Pesquisa para Histoplasma:
Positiva () Negativa ()
Matenal:

Creme leucocitario{ )
Aspirado medular( )
Sangue ( )

Qutro () Qual:

Cultura para Histoplasma:

Positiva () Negativa ()
Matenal:

Creme leuc. ()

Aspirado medula ()
Sangue ( )

QOutros { ) Qual:

Data do internamento / /

)

Obito ( ) Data:__/ |/

Idade:

Ocupagio:

Antes da HM () Durante HM ( )
Antes da HM ( ) Durante HM ( )

Sim: ( ) Regular () Irregular

Data da alta /

Dor tordcica ()

Febre ()

Mialgia( )

Perda de peso( )
Tosse( ) Produtiva( )

Smtomas meningeos™ ()

Qual(is):

QOutros sinais ¢ sintomas:

Doencas Associadas:

Infecgdes Associadas:

Raio —x de Torax:

Normal { )

Infiltrado intersticial { )
Infiltrado alveolar ( )
Infiltrado reticulo-nodular ( )
Infiltrado misto ( )

Derrame pleural ( )
Infiltrado focal ( )

Infiltrado difuso ()

Iniciais:
Sexo: F()M()

Escolaridade:

Nio( )

Periodo de internagao:

Vomitos ( )
Esplenomegalia® ( )
Septicemia { )
Linfadenopatia® ()
Hepatomegalia® ()

Sintomas respiratorios® Roncos( )
Estertores( ) Sibilos( ) Sopro Tubdrio ( )
Outro:

Alteragoes mediastinais ()
Granuloma calcificado ( )
Linfoadenopatia mediastinal ( )

Outro ( ) Qual:

Alteragoes Cardiacas ()
Qual(is):
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EXAMES LABORATORIAIS

Valor

Data

Hemoglobina

Hematocrito

Leucocitos

Plaquetas

TGO/AST

TGP/ALT

LDH

Uréia

Creatinina

FAL

CD4 (cels/ug)

Carga viral

Outros Exames Alterados:

Internacdes posteriores por HM ( ) Quantas:

Data: ! /
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ANEXO A — APROVACAO DO COMITE DE ETICA

@l ESTADO DO CEARA
[l SECRETARIA DA SAUDE I

HOSPITAL SAO JOSE DE
DOENCAS INFECCIOSAS

COMITE DE ETICA EM PESQUISA (CEP-HSJ)

Referente ao Protocolo n°. 029/2007
Folha de Rosto: 155460
Tlttulo do Projeto: “Diagnéstico, teste de sensibilidade antifungica e anélise génica de cepas de
Histoplasma capsulatum isoladas de quadros primarios e recidivante de histoplasmose em pacientes
HIV+ no Estado do Cearad”
Institui¢des envolvidas: Hospital Sdo José de Doengas Infecciosas (HSJ)
Hospital Universitario Walter Cantidio
Pesquisadora responsivel: Maria Auxiliadora Bezena Fechine

PARECER CONSUBSTANCIADO

Analisamos O Adendo do projeto em questdio, na reunifo ordinaria de 08 de maic de 2015
cujo objetivo € a extensdo do projeto referente ao periodo de 2011 a 2015. Trata-se de um estudo
que tem como objetivo conhecer o peril genético e fenotipico de cepas de H.capsulatum em
pacientes em HIV+ no Estado do Ceard e verificar sc as epas podem exibir o fenémeno de
microevolugad in vitro, correlacionando essa caracteristica in vivo, nos pacientes com recidivas.
Para tal, sera realizado estudo prospectivo em pacientes com AIDS que tiver diagnéstico ou
suspeita clinica e laboratorial de AIDS ou histoplasmose disseminada internados no Hospital Sao
José e Hospital Universitario Walter Cantidio. Para coleta dos dados sera utilizado questiondrio com
perguntas fechadas coletadas em prontuério e ao paciente referente a cados sociodemogréficos,
epicemioldgicos, clinicos e laboratoriais. Ap6és a identificagdo dos pacientes serdo colhidos
espécimes, (medula dssea, creme leucocitario e soro) e encarainhado para Centro Especializado em
Micologia Médica (CEMM) da Universidade Federal do Ceara. O questiondrio e o Consentiriento
Livre e Esclarecido encontram-se em anexo.

Trata-se de um estudo relevante 10 sentido de caracterizar o perfil fenotipico e génico c'as cepas
de H capsulaum isolados em pacientes com AIDS no Cear4, fendmeno desconhecido, tratando-se
de uma doenga endémica no Estado do Ceard. Serd conduzido por profissionais com vasta
experiéncia em pesquisa e na tematica. Entretanto. -

Diante do exposto, o Adeado do projeto foi considerado APROVADO. Lembramos a necessidade
de enviar relat6rio ao término da pesquisa.

Fortaleza, 26 de maio de 2015.

l R 5s;“
/ A &:\?{S"?j"\;\*

Rl
Dra. Melissa Joares Medeiros

Coordenadora do CEP/HSJ

Rua Nestor Barbosa, 315 - Parqueldndia  Fortaleza / Ceard
CEP 60.455-610 PABX (85) 3101.2363 FAX (85) 3101.2319

e-mail: hsj@hsj.ce.gov.br
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TRABALHO

“RYP1 gene as a target for molecular diagnosis of histoplasmosis”.

Brilhante RS, Guedes GM, Riello GB, Ribeiro JF, Alencar LP, Bandeira SP, Castelo-Branco
DS, Oliveira JS, Freire JM, Mesquita JR, Camargo ZP, Cordeiro RA, Rocha MF, Sidrim JJ.

Journal of Microbiological Methods

“A proposal for antifungal epidemiological cut-off values against Histoplasma
capsulatum var. capsulatum based on the susceptibility of isolates from HIV-infected

patients with disseminated histoplasmosis in Northeast Brazil”.
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JJC, Rocha MFG.
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Atticle history:

Received 30 June 2016
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Keywards:
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This study analyzed the RYP1 gene as a target for the molecular diagnosis of histoplasmosis. This assay detected
fungal DNA in 13/13 blood samples from HIV/AIDS-patients with histoplasmosis. Therefore, the detection of RYP1
gene in whole blood sample is a quick and sensitive test to diagnose histoplasmosis.

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

Histoplasma capsulatum is a dimorphic fungus with a worldwide dis-
tribution that causes histoplasmosis. The gold standard for the diagnosis
of this disease is the isolation of the fungus from clinical specimens.
However, the recovery of this microorganism is time consuming, requir-
ing approximately 15 days for the growth of the fungal colony (Almeida
etal., 2016; Buitrago etal, 2013). Moreover, the culture-based diagnosis
is a risk for laboratory workers and requires facilities with biosafety
level 3 (Brilhante et al., 2012a; Guimardes et al., 2008). Molecular
methods based on PCR techniques for the detection of fungal DNA
have been developed for the rapid diagnosis of histoplasmosis
(Highland et al., 2011; Muraosa et al, 2015).

However, target sequences must be carefully selected to enhance di-
agnostic sensitivity and specificity. Schumacher et al. (2013}, for in-
stance, detected fungal DNA from formalin-fixed paraffin embedded
tissue samples, using a newly described pair of primers, and Guedes et
al. (2003) confirmed the identification of H. capsulatum cultures, using
primers for the antigen M encoding gene. Both methodologies present-
ed high sensitivity and specificity. In this study, a different approach was
proposed by applying a PCR assay for the detection of the transcriptional
regulator gene RYPT for the molecular identification of H. capsulatum
cultures and rapid detection of fungal DNA from blood samples, which

* Corresponding author at: Rua Bardo de Canindé, 210, Montese, CEP: 60.425-540,
Fortaleza, CE, Brazil.
E-mail address: brilhante@ufc.br (R.S.N. Brilhante).

http://dx.doi.org/10.1016/j.mimet.2016.09.006
0167-7012/© 2016 Elsevier BV. All rights reserved.

are the clinical specimen of choice for the diagnosis of disseminated
histoplasmosis.

Eighteen clinical strains of H. capsulatum var. capsulatum (2 from fe-
line cases and 16 from human cases) from the fungal collection of the
Specialized Medical Mycology Center of the Federal University of
Ceara, Brazil, were evaluated, and other microorganisms were included
in the analysis as controls (Table 1). H. capsulatum var. duboisii and H.
capsulatum var. farciminosum have not been reported in the region of
study, therefore, these varieties were not included in this research. All
procedures involving fungal manipulation were performed in a biosafe-
ty level 3 laboratory. Additionally, 15 whole blood specimens from HIV/
AlIDS-patients with confirmed histoplasmosis by mycological diagnosis
were included in this study. A blood sample from a patient with myco-
logical diagnosis of coccidioidomycosis and five blood samples from
healthy volunteers were used as negative control. The study was ap-
proved by the ethics committee of the Sao José Hospital (Protocol
029/2007).

DNA was extracted as described by Talbot (2001), using
cetyltrimethylammonium bromide ( CTAB) and sonication in Precellys®
(Bertin Technologies, France) for cell lysis. For RYP1 gene amplification,
the primers OAS1057 (5-ACCCTTGCAGCTTACAACCT-3") and OAS1058
(5'-TCCGTCCATCGCTTAATACC-3") were used (Nguyen and Sil, 2008),
and PCR mix was prepared according to Brilhante et al. (2012b). DNA-
free controls were included. PCR cycles were performed, as follows: ini-
tial denaturation at 95 °C for 2 min, followed by 10 cycles at 95 °C for
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Epidemiological cut-off values (ECVs) have been used as a tool to detect the acquisition of resistance
mechanisms to antifungal drugs. In this context, the objective of this study was to determine the ECVs for
classic antifungals against Histoplasma capsulatum var. capsulatum isolates from human immunodeficiency
virus (HIV}-infected patients with a diagnosis of disseminated histoplasmosis. First, minimum inhibitory
concentrations (MICs) for amphotericin B (AmB), itraconazole (ITR), fluconazole (FLU), voriconazole (V(Z)
and caspofungin (CAS) were determined against 138 H. capsulatum isolates in the filamentous form by
the broth microdilution method; antifungal ECVs were then calculated. MIC ranges were 0.0078-1 pg/mL
for AmB, 0.0005-0.0625 pg/mL for ITR, 2 to =256 pg/mL for FLU, 0.0078-1 pg/mL for VCZ and =0.0156
to =32 pg/ml for CAS. The obrained ECVs were 0.5, 0.0313, 128, 0.5 and 16 pg/mL for AmB, ITR, FLU, VCZ
and CAS, respectively. The percentage of wild-type isolates was 96.4% for AmB, 98.6% for ITR and 99.3%
for FLU, VCZ and CAS. Although these results do not cover all phylogenetic species of H. capsulatum,
they bring important information on strains from Brazil. In addition, the assessed isolates were from
HIV-positive patients, which may not reflect the antifungal ECVs against isolates from immunocompetent
individuals or from other sources. Finally, this study pioneers the initiative of establishing ECVs for five
antifungal agents against H. capsulatum var. capsulatum, providing a criterion for the interpretation of
susceptibility results as well as a monitoring strategy for the emergence of antifungal resistance.

© 2018 Elsevier B.V. and International Society of Chemortherapy. All rights reserved.
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1. Introduction seminated infection [3.4]. Despite its nephrotoxic potential, am-

photericin B (AmB) is the drug of choice for individuals with dis-

Histoplasmosis is a systemic mycosis caused by the dimorphic
fungus Histoplasma capsulatum that is endemic in Africa, Asia and
in some areas of North, Central and South America [1]. In Latin
America, this disease has been considered one of the most com-
mon opportunistic fungal infections in human immunodeficiency
virus (HIV)-positive individuals, presenting a high case fatality rate
[2]. In the state of Ceara, Northeast Brazil, histoplasmosis has been
described as the first manifestation of acquired immune deficiency
syndrome (AIDS) in ca. 40% of HIV-positive patients, causing dis-

* Corresponding author. Present address: Rua Baraoc de Canindé 210, Montese,
CEP: 60.425-540, Fortaleza, CE, Brazil. Fax: +55 85 3366 8303.
E-mail address: samiabrilhante@gmail.com (R.S.N. Brilhante).

https://doi.org/10.1016/j.jjantimicag.2018.03.017

seminated histoplasmosis, whilst the use of itraconazole (ITR) is
recommended during the maintenance phase of the treatment and
in less severe cases of the disease [5].

In order to guide antifungal therapies against infections by
some fungi, in vitro susceptibility tests have been standardised and
clinical breakpoints have been established for the categorisation of
isolates into susceptible or resistant [G]. Suscepribility tests have
been performed with H. capsulatum [3,7,8], but clinical breakpoints
have not been determined yert.

The establishment of clinical breakpoints requires a frequency
distribution analysis of minimum inhibitory concentration (MIC)
values; pharmacokinetic/pharmacodynamic data; and clinical treat-
ment follow-up and analysis of the therapeutic response. However,

0924-8579/© 2018 Elsevier B.V. and International Society of Chemotherapy. All rights reserved.

Please cite this article as: R.S.N. Brilhante er al., A proposal for antifungal epidemiological cut-off values against Histoplasma capsulatum
var. capsulatum based on the susceptibility of isolates from HIV-infected patients with disseminated histoplasmosis in Northeast Brazil,
International Journal of Antimicrobial Agents (2018), hrrps://doi.org/10.1016/j.ijjantimicag.2018.03.017




