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RESUMO

A coccidioidomicose € uma infeccdo profunda causada por duas espécies cripticas de fungos
dimorficos: Coccidioides immitis e C. posadasii. No Brasil, a doenca ocorre exclusivamente
no semiarido da regido Nordeste, afetando principalmente populagdes rurais vivendo em
situacdo de vulnerabilidade econdmica e social. Aspectos epidemioldgicos acerca da doenca
no Brasil sdo imprecisos e investimentos financeiros destinados a pesquisa de opcoes
terapéuticas menos toxicas do que as atualmente utilizadas no tratamento da infeccdo séo
escassos. Portanto, o presente trabalho surge com dois objetivos principais: 1) investigar o
potencial antifungico da prometazina (PMZ) e da ciclosporina A (CSA) contra isolados de C.
posadasii; e 2) discutir a inclusdo da coccidioidomicose na lista de Doencas Tropicais
Negligenciadas da OMS. Para tanto, testes de sensibilidade foram feitos por macrodiluicéo de
acordo com o documento M38-A3 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). A
concentracdo inibitdria minima (CIM) foi definida como a menor concentracdo capaz de
inibir 100% do crescimento fungico quando comparado ao controle. A interacdo entre as
drogas PMZ e anfotericina B (AMB) ou voriconazol (VRZ) foi avaliada por meio do método
checkerboard. Todos os experimentos foram executados em triplicata e conduzidos em uma
cabine de seguranca biol6gica de classe 11, em um laboraté6rio de nivel de biosseguranca 3. Os
resultados do presente trabalho mostraram que a PMZ e a CSA foram capazes de inibir o
crescimento de C. posadasii in vitro, com CIMs variando de 16-64 pg/ml e de <1,56-12,5
pg/ml, respectivamente. Ademais, foi observado sinergismo na concentragdo subinibitérias de
PMZ (0,25 pg/ml), reduzindo as concentragdes de AMB e VRZ em 88% e 94%,
respectivamente. Novos estudos, porém, devem ser realizados com intuito de compreender 0s
mecanismos envolvidos na atividade inibitoria observada. Ademais, uma revisdo sistematica
acerca dos casos de coccidioidomicose no Brasil foi conduzida. Com base nas regides onde 0s
casos foram reportados, dados sociodemograficos das populacGes afetadas pela doenca foram
levantados. Como resultado, os dados demonstraram a situacdo de vulnerabilidade social e
econdmica das populacfes mais acometidas pela doenca no Brasil. Nesse contexto, acredita-
se que a inclusdo da coccidioidomicose na lista das DTNs contribuiria para a implantacéo de
um sistema de monitoramento epidemioldgico da doenca, favorecendo o estabelecimento de

medidas profilaticas e educativas para populacdes vulneraveis e com maior risco de infecgéo.

Palavras-chave: Coccidioidomicose. Doencas Negligenciadas. Sinergismo Farmacolégico.



ABSTRACT

Coccidioidomycosis is a deep-seated infection caused by two cryptic species of dimorphic
fungi: Coccidioides immitis and C. posadasii. In Brazil, the disease occurs exclusively in the
Northeastern region, affecting mainly rural populations living in situation of economic and
social vulnerability. Epidemiologic aspects of the disease in Brazil are elusive and financial
investments in researches seeking new therapeutic options to treat the infection are scarce.
Hence, this study has two main objectives: 1) to investigate the antifungal potential of
promethazine (PMZ) and cyclosporine A (CSA) against C. posadasii; and 2) to discuss the
inclusion of coccidioidomycosis on the World Health Organization’s (WHO) list of Neglected
Tropical Disease (NTD). Therefore, susceptibility tests were performed by macrodilution
methodology according to the document M38-A2 of the Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI). Minimal inhibitory concentration (MIC) was defined as the lowest
concentration able to inhibit 100% of visible fungus growth when compared to the control.
Interaction between PMZ and amphotericin B (AMB) or voriconazole was evaluated by
checkerboard test. All the experiments were performed in triplicates in a biosafety cabinet
class I, in a biosafety level 3 laboratory. The results obtained show that PMZ and CSA were
able to inhibit C. posadasii growth, with MICs raging from 16 to 64 pg/ml and from 1,56 to
12 pg/ml, respectively. Besides, synergic interaction between PMZ and VRZ was observed,
reducing the antifungal concentration necessary for inhibition of 100% of visible fungal
growth of AMB and VRZ in 88% and 94%, respectively. However, more studies must be
performed in order to understand the mechanisms involved in the inhibitory activity observed.
Besides, a systematic review about coccidioidomycosis cases in Brazil was conducted. Based
on the regions where the cases were reported, sociodemographic data about the populations
affected by the disease were raised. As result, the raised data showed the social and economic
vulnerability situation faced by populations affected by the disease in Brazil. In this context,
we believe that the inclusion of coccidioidomycosis on the NTD list would enable
implementation of an epidemiological surveillance system to support the development of

prophylactic and educational measures to the most vulnerable population.

Keywords: Coccidioidomycosis. Neglected Disease. Drug Synergism.
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1 INTRODUCAO

A coccidioidomicose € uma doenca respiratoria resultante da inalacdo de
artroconidios de fungos do género Coccidioides encontrados no solo. As espécies do género
infectam humanos e outros mamiferos que vivem ou visitam regides endémicas e, apds
algumas semanas da exposi¢do ao agente causador da doenca, o hospedeiro pode apresentar
sintomas respiratérios que variam de leves a graves. Caso a infeccdo nao seja controlada, ela
pode disseminar-se para diferente orgaos e tecidos, incluindo pele, sistema nervoso central,
sistema musculoesquelético e linfonodos, podendo ser fatal.

Duas espécies cripticas compdem o género Coccidioides: Coccidioides immitis e C.
posadasii. Com ocorréncia limitada as Ameéricas, a distribuicdo geografica é um aspecto
importante para diferenciacdo das espécies: ao passo que infeccdes causadas por C. immitis
limitam-se a regido Central e Sul da Califérnia, infeccbes causadas por C. posadasii foram
reportadas no Arizona, Texas e em regides aridas e semiéridas da América Latina.

Dentre os paises onde a coccidioidomicose € endémica, 0s EUA tém a mais alta taxa
de incidéncia da doenca. Contudo, como consequéncia da subnotificacdo da doenca em locais
com endemismo suspeito, discute-se que a real incidéncia da doenca no pais é desconhecida.
Além dos EUA, a coccidioidomicose é uma realidade que também assola a América Latina,
com casos reportados na Argentina, Bolivia, Brasil, Colémbia, Guatemala, Honduras,
México, Paraguai e Venezuela.

No Brasil, a doenca é endémica na regido Nordeste, afetando primordialmente
populacbes vivendo nas regides rurais do semiarido nordestino. O contexto socioeconémico
dessas populacgdes é precario, visto que a regido € uma das mais vulneraveis do pais. A regido
estd em processo de desertificacdo, que tem intensificado-se com as mudancas climaticas
vivenciadas nas Ultimas décadas, e aspectos demograficos apresentam diversas variaveis que
evidenciam a vulnerabilidade da sua populacao.

Diante do exposto, este trabalho esta dividido em trés partes principais. A primeira,
comum aos dois capitulos subsequentes, consiste em uma revisdo de literatura onde sdo
explanadas caracteristicas gerais da coccidioidomicose. Aspectos como historico, taxonomia,
epidemiologia, ecologia do fungo, métodos de diagnoéstico e tratamento sdo tratados neste
primeiro topico.

A segunda parte do trabalho (Capitulo 1) consiste na descrigdo do que foi realizado
experimentalmente no estudo. Nesse capitulo, descreve-se como duas drogas, prometazina e

ciclosporina A, utilizadas no tratamento de outras enfermidades, foram escolhidas para serem
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testadas contra isolados de C. posadasii. Todos os detalhes metodoldgicos executados para
determinacdo das Concentrac@es Inibitorias Minimas (CIM) de cada uma das drogas testadas,
assim como os resultados obtidos sdo discutidos nesse topico.

Por fim, a terceira parte do estudo (Capitulo 2) se propBe a discutir aspectos
biogeograficos, sociais e de saude publica relacionados as populagcBes mais vulneraveis e
predispostas & infeccdo por Coccidioides spp. no Brasil. Com essa discussdo, pretende-se
sugerir a inclusdo da coccidioidomicose na lista das DTNs na América Latina pela
Organizacdo Mundial de Saude, fazendo com que o estabelecimento de politicas publicas

visando a prevencdo e o controle da doenca seja implementado.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Aspectos gerais da coccidioidomicose

A coccidioidomicose é uma infeccao sistémica causada por espécies de fungos do
género Coccidioides. O género € composto por duas espécies cripticas de fungos dimorficos
térmicos: Coccidioides immitis e C. posadasii. Sendo morfologicamente idénticas e causando
doencas com mesma sintomatologia, um dos parametros utilizados para distinguir as espéecies
é sua distribuicdo geogréfica: ao passo que infecgdes causadas por C. immitis limitam-se a
regido Central e Sul da Califérnia, infeccdes causadas por C. posadasii foram reportadas no
Arizona, Texas e em regides aridas e semiaridas da América Latina, incluindo México,
Venezuela, Argentina, Brasil e outros paises da regido (Figura 1) (FISHER et al., 2001;
FISHER et al., 2002).
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%\
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:

México

Texas/ South America
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Fonte: Adaptado de FISHER et al., 2001.
Figura 1. Distribuicdo geogréfica e filogenia de C. immitis e C. posadasii.
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No curso do seu ciclo de vida, as espécies do género Coccidioides podem ser
encontradas de duas formas: saprofitica ou parasitaria (Figura 2). A fase saprofitica se
caracteriza pelo crescimento do fungo como micélio, apresentando hifas hialinas e
artroconidios. Os artroconidios, unidades infectantes do fungo, sdo facilmente destacados e
aerossolizados por distarbios no solo, tais como revolvimento de terra e ventanias. Quando
inalados por um potencial hospedeiro, esses artroconidios podem causar a coccidioidomicose
(LEWIS et al., 2015).

O ciclo de vida parasitario do fungo € caracterizado pelo aumento e
amadurecimento dos artroconidios inalados. Apesar de Mufios-Hernandes e colaboradores
(2014) demonstrarem que a forma parasitaria de Coccidioides spp. é polimdrfica, ou seja, o
patdgeno pode ser encontrado de duas formas principais no hospedeiro: esférulas ou
enddsporos. As esférulas formadas a partir da diferenciacdo dos artroconidios se apresentam
de forma arredondada com dupla parede celular, contendo enddsporos em seu interior (COLE;
HUNG, 2001). Com o amadurecimento, as esférulas se rompem e liberam os enddsporos, que,

por sua vez, sdo capazes de formar novas esférulas, resultando em um aumento exponencial.
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Fonte: Adaptado de LEWIS et al., 2015.
Figura 2. Ciclo de vida de Coccidioides spp.
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Os mecanismos moleculares responsaveis pela iniciacdo do ciclo de vida
parasitéario das espécies de Coccidioides permanecem elusivos (MEAD et al., 2019). Contudo,
sabe-se que o desenvolvimento das esférulas de Coccidioides spp. é caracterizado pelas
seguintes fases morfologicas: a fase inicial do crescimento isotropico, que se estende de O-
72h; a fase de segmentacdo interna e diferenciacdo dos enddsporos, durante o intervalo de 72-
120h; e a fase terminal do crescimento isotrépico, quando as esférulas estdo maduras, tendo a
maioria (cerca de 80%) se rompido e liberado seus enddsporos, que pode ser observada a
partir das 132h (Figura 3) (COLE; HUNG, 2001; DELGADO et al., 2003).
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Fonte: Adaptado de DELGADO et al., 2003.
Figura 3. Representacdo diagramatica dos ciclos saprofitico e parasitario de Coccidioides spp.

2.1.1 Histdrico e taxonomia

A historia da coccidioidomicose se inicia em 1892, quando o primeiro caso da
doenca foi descrito em Buenos Aires, Argentina. O paciente, Domingo Escurra, um membro
da cavalaria argentina de 36 anos, apresentava problemas dermatoldgicos ha 3 anos. Iniciada
como uma les@o na bochecha direita, Domingo Escurra, que acreditava ter sido mordido por
uma aranha, deliberadamente, tratou a infeccdo com aplicagdes de folha tabaco e incisdes com
canivete, buscando excisar as lesdes. Mesmo com o tratamento, as lesdes pioraram e se
proliferaram, tornando-se mais vermelhas, com aspecto verrucoso e purulento (POSADAS,
1892 apud DERESINSKI; MIRELS, 2019). Ao apresentar-se a um hospital militar, o paciente
foi diagnosticado com lUpus vulgaris e, devido ao fracasso terapéutico da aplicacdo topica de
acido nitrico, foi transferido para o Hospital Rawson em San Juan, Argentina, onde alterou-se
o0 diagnostico para micose fungoide (POSADAS, 1892 apud HIRSCHMANN, 2007).
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Em 1891, apds ser transferido ao Hospital Universitario de Buenos Aires,
Domingo Escurra foi examinado por Alejandro Posadas, o entdo estudante de medicina que
descreveu o primeiro caso de coccidioidomicose (POSADAS, 1982 apud HIRSCHMANN,
2007). Posadas notou que o paciente apresentava lesdes verrucosas e ulceradas na bochecha
direita, no nariz, nas costas e no tronco (Figura 4). Sob supervisdo do Dr. Robert Wernicke,
Posadas examinou microscopicamente as bidpsias das lesdes do paciente e observou
estruturas semelhantes a de protozoarios: esferas de diferentes tamanhos, com conteido
granular e envelope celular duplo. Acreditando estar diante de um novo parasito, 0 agente
causador da micose fungoide, Posadas nomeou o0 microrganismo de Psorospermiae
(POSADAS, 1892 apud DERESINSKI; MIRELS, 2019). Em sua tese, Posadas dedicou-se a
descricdo completa do caso e necropsia do paciente, cujo curso progressivo da doenca

culminou em sua morte em 1898.

Fonte: NEGRONI, 2011
Figura 4. Domingos Escurra quando examinado por Posadas, com extensivas lesdes

VErrucosas no rosto e nas costas.

Os dois casos seguintes da doenca foram reportados no Vale de San Joaquin,
Califérnia, em 1896 (RIXFORD; GILCHRIST, 1896 apud DERESINSKI; MIRELS, 2019).
Joas Furtado Silveira e Teixeira Pereira, ambos fazendeiros que emigraram de Acores,
Portugal, para a regido onde os casos foram descritos nos EUA, apresentavam lesfes dérmicas
similares as descritas por Posadas. Iniciada como uma area dolorida no pescoco, as lesdes de
Silveira se expandiram para o rosto, acometendo as regides das sobrancelhas, palpebras, nariz
e bochechas (Figura 5). O paciente foi tratado com aplicacGes topicas de violeta de metila,
iodo, brometo, Gleo de terebinthus, fenol e permangato de potassio; além de excisdo de lesdes

e curetagem sob anestesia de cloroférmio. Devido a falha no diagndstico e aos iniUmeros
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procedimentos terapéuticos inapropriados aos quais foi submetido, Teixeira faleceu sem os
dois olhos, com mutilagdes no nariz, labios e orelhas, além de graves lesbes disseminadas
(RIXFORD; GILCHRIST, 1896 apud HIRSCHMANN, 2007). O desenvolvimento rapido da
doenca de Pereira o levou a Obito tdo logo sua hospitalizacdo foi admitida (RIXFORD;
GILCHRIST, 1896 apud DERESINSKI; MIRELS, 2019).

Fonte: NEGRONI, 2011
Figura 5. LesOes na face e pescoco de Joas Furtado Silveira

Os casos foram descritos e publicados em 1896 por Emmett Rixford e Thomas
Caspar Gilchrist. Apds o exame microscopico das lesdes, os pesquisadores observaram a
similaridade com o microrganismo descrito por Posadas e reafirmaram que era um
protozoéario. O organismo foi, entdo, nomeado de acordo com seu padrdo morfoldgico e as
caracteristicas clinicas da doenca causada. O género Coccidioides foi utilizado devido a sua
similaridade a organismos do género Coccidia; os epitetos especificos immitis e pyogenes
foram utilizados para nomear os isolados dos pacientes Silveira e Pereira, respectivamente. O
primeiro, provindo do latim, significa “ndo leve”; ao passo que o segundo, do grego, €
traduzido como “que produz pus” (RIXFORD; GILCHRIST, 1896 apud DERESINSKI,;
MIRELS, 2019). Apesar do crescimento bolorento observado ao semear o espéecime clinico
em meios de cultura artificiais, Rixford e Gilchrist acreditavam convictamente que o patégeno
era um protozoario e consideraram que o micélio fungico observado era fruto de
contaminacdo (RIXFORD; GILCHRIST, 1896 apud HIRSCHMANN, 2007).
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A errbnea definicdo do patégeno causador da enfermidade descrita como
protozoario ndo durou muito. Em 1900, quatro anos apos a publicacdo de Rixford e Gilchrist,
William Ophuls e Herbert C. Moffitt observaram o crescimento de micélio esbranquicado a
partir da semeadura de amostras teciduais esplénicas e pleurais de um paciente (OPHULS;
MOFFITT, 1900 apud HIRSCHMANN, 2007). A. L., fazendeiro e emigrante de Agores como
Silveira e Pereira, morreu aos 19 anos devido a infeccdo coccidioidal disseminada em San
Francisco, Califérnia (OPHULS; MOFFITT, 1900 apud DERESINSKI; MIRELS, 2019).
Mesmo acreditando ser um contaminante anemofilo, Ophils e Moffitt inocularam suspensdes
do tecido e do pus do paciente infectado intraperitonealmente em camundongos, causando
infeccdo, e isolaram o0 microrganismo dos tecidos afetados. Os pesquisadores, entéo,
inocularam uma suspensao do micélio em coelhos e, apds eutanasia dos animais, observaram
nodulos com o agente etioldgico da doenca nos tecidos afetados. Dessa forma, foi provado
que a etiologia da coccidioidomicose ndo era um protozoario e sim um fungo dimorfico, que
se apresenta como micélio em cultura e como uma forma arredondada similar a um
protozoario (esférula) quando em tecido animal (OPHULS; MOFFITT, 1900 apud
HIRSCHMANN, 2007).

Posteriormente, Ophils publicou um trabalho descrevendo os experimentos
realizados e o0s casos dos pacientes examinados, assim como o carater zoon6tico da doenca, a
via aérea de infecgdo e o cumprimento aos postulados de Koch (OPHULS, 1905a). No mesmo
trabalho, o autor descreve as areas anatbmicas afetadas pela infec¢do, incluindo pele,
pulmdes, trato genital, linfonodos e meninges, assim como as lesbes similares a tubérculos
observadas. No mesmo ano, Ophiils publicou um artigo descrevendo as informages acerca da
doenca até a data. O titulo do artigo, granuloma coccidioidal, foi o termo utilizado para se
referir a coccidioidomicose por cerca de 20 anos (OPHULS, 1905b).

Além do granuloma coccidioidal, no mesmo periodo, a regido do Vale de San
Joaquin era assolada por outra doenca cujo agente etiolégico era, entdo, desconhecido.
Apresentando sintomas respiratorios e eritema nodoso acompanhado de eosinofilia, a doenca
era conhecida como febre do Vale de San Joaquin. Esse padrdo de resposta imune fez com
que pesquisadores acreditassem que a etiologia da doenca fosse parasitaria (GIFFORD, 1935
apud DERESINSKI; MIRELS, 2019). Devido a um acidente laboratorial, notou-se que o
agente causador da febre do Vale de San Joaquin era 0 mesmo do granulona coccidioidal
(DICKSON, 1937).

Em 1929, Harold Chope, estudante de 26 anos que, orientado por Ernest Dickson,

tinha como objeto de estudo C. immitis, inadvertidamente, abriu uma placa de Petri contendo
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a fase filamentosa do fungo e inalou acidentalmente seus artroconidios. Nove dias depois, 0
estudante apresentou dor pleural aguda, tosse, febre e escarro purulento (DICKSON, 1937).
Mesmo com chances de sobrevivéncia aparentemente remotas, Chope ndo chegaria ao fim da
vida antes dos 72 anos de idade. O acidente, por sua vez, proporcionou vislumbres ainda néo
enxergados acerca do granuloma coccidioidal, isto é, poderiam existir formas mais amenas da
doenca.

A etiologia da doenca de Chope foi confirmada diante da visualizagcdo esférulas
no microscopio a partir do escarro coletado do paciente, além do isolamento do
microrganismo e posterior inoculacdo em camundongos. Cerca de um més apds sua exposicao
ao patdgeno, Chope desenvolveu eritema nodoso. Dessa forma, a relacdo entre a febre do
Vale de San Joaquin e o granuloma coccidioidal estava estabelecida. Dickson (1937), entéo,
apresenta C. immitis como agente etioldgico da febre do Vale de San Joaquin, sugerindo que
esta seja uma manifestacdo aguda primaria da doenca.

Posteriormente, também sob orientacdo de Dickson, Charles E. Smith coleta
dados para primeiro grande trabalho sobre epidemiologia da coccidioidomicose. Em seu
trabalho, Smith visitou cerca de 430 pacientes que apresentaram eritema nodoso ou
multiforme (SMITH, 1940). Ademais, dentre as outras contribui¢cdes de Smith para melhor
compreensdo da doenca estdo: o estabelecimento do periodo de incubacdo do fungo para a
manifestacdo dos primeiros sintomas era de 1-3 semanas; a determinagdo da resposta ao
antigeno coccidioidina entre 2-17 dias ap6s a o inicio dos sintomas; a sugestdo de que a
reatividade cutdnea parecia perdurar mesmo ap0s a cura clinica da doenca (SMITH, 1967
apud HIRSCHMANN, 2007); e a observacdo que episodios de segunda infeccdo pelo
patdgeno eram raras e que a transmissao entre pessoas nao ocorria (SMITH, 1940).

No inicio da década de 1940, a aparente iminéncia da guerra fez com que a regido
do Vale de San Joaquin se tornasse um local de treinamento da forca aérea norte-americana.
Desvalidado o alerta de risco iminente da area, Smith em colaboracdo com outros
pesquisadores decidiram conduzir um trabalho sistematico de investigagéo de infeccéo por C.
immitis nos recrutas (SMITH et al., 1956). Os trabalhos publicados pelos autores no periodo
permitiram entrever importantes aspectos epidemioldgicos da doenca, tais como a influéncia
do clima e das estacbes do ano na prevaléncia da doenca e o grande nimero de casos
assintomaticos (SMITH et al., 1946a; SMITH et al., 1946b). Ademais, foi observado que
afrodescendentes tinham mais chances de desenvolver a forma disseminada da doenca
(SMITH et al., 1946b).
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Os anos seguintes foram marcados por mais descobertas e desafios a enfrentar.
Novas regides endémicas nos EUA foram reportadas (CDC, 2001; MARSDEN-HAUG et al.,
2014). Verificou-se que, além do territorio norte-americano, a coccidioidomicose era uma
realidade na América Latina, com casos da doenca descritos na Guatemala, Honduras,
Colémbia, Venezuela, Brasil, Paraguai, Bolivia e Argentina (LANIADO-LABORIN et al.,
2019).

Em 2002, foi descoberto que, assim como Rixford sugeriu no fim do século XIX,
existiam duas espécies causadoras da coccidioidomicose. Opondo-se ao que Rixford
acreditava, contudo, as espécies nao se diferenciavam entre si pelo quadro clinico causado,
pelo padrdo de resposta imune ou por caracteristicas micromorfoldgicas. Polimorfismo
genéticos distinguiam as espécies. Fisher e colaboradores (2002) descreveram a nova espécie
e a nomearam em homenagem a primeira pessoa que reportou a doenca: Coccidioides
posadasii. Dessa forma, o género Coccidioides com suas duas espécies identificadas
encontram-se classificados nos seguintes clados: reino Fungi, filo Ascomycota, classe
Eurotiomycetes, ordem Onygenales, familia Onigenaceae (FISHER et al., 2002).

Atualmente, os esforcos cientificos destinados ao estudo da coccidioidomicose e
dos seus agentes etioldgicos se concentram em compreender melhor a estrutura populacional,
e tracar um panorama epidemiol6gico mais preciso da doenga. Ademais, diante da raridade de
segunda infeccdo por Coccidioides spp. e com intuito de diminuir a incidéncia de casos e
proteger as populacdes sob maior risco de apresentar a forma disseminada da doenca, o
desenvolvimento de uma vacina parece promissor (KIRKLAND, 2016; VAN DYKE et al.,
2019).

2.1.2 Aspectos ecoldgicos

Durante seu crescimento em forma de micélio, as espécies do género Coccidioides
sdo conhecidas por serem saprofiticas (KOLLATH et al., 2019). Contudo, pouco se sabe
sobre as condi¢fes nutricionais necessarias para seu desenvolvimento no solo (BARKER et
al., 2012). Mesmo em regides aridas e semiaridas dos EUA, México, América Central e do
Sul, areas conhecidas como naturais do fungo, sua distribuicdo no solo e esporadica e
irregular (FISHER et al., 2007; KOLLATH et al., 2019).

Fatores abiodticos como pH, salinidade, consisténcia do solo e temperatura
parecem influenciar o desenvolvimento da fase saprofitica de Coccidioides spp. (ELCONIN
et al., 1964; LACY; SWATEK, 1974; CORDEIRO et al., 2006; BARKER et al., 2012). Os
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resultados das anélises fisico-quimicas dos solos de onde Lacy e Swatek (1974) isolaram o
fungo apontam para sua preferéncia por solos alcalinos e de textura arenosa. Em seu trabalho,
o0s autores também notaram que Coccidioides immitis era mais facilmente isolado de tocas de
animais (LACY; SWATEK, 1974). A halotolerancia das espécies de Coccidioides foi
observada inicialmente por Elconin e colaboradores (1964) e corroborada por Cordeiro e
colaboradores (2006), que observaram crescimento fungico em meio contendo 8% de NaCl.

Observacdes empiricas evidenciam a correlagdo entre o fungo e pequenos
mamiferos de ambientes desérticos ou em processo de desertificacdo (EMMONS, 1943).
Recentemente, Taylor e Barker (2019) sugeriram uma nova hip6tese acerca da relacdo entre
Coccidioides spp. e estes animais. Refutando a hipétese de que esses pequenos mamiferos sao
hospedeiros acidentais do patégeno, os autores propdem que o fungo infecta os animais e
permanece associados a eles como endozoarios. Nesse hospedeiro, 0 fungo se mantém de
forma inativa, mas viva, como esférulas dentro de granulomas. Quando o hospedeiro morre,
as esférulas sdo liberadas dos granulomas e modificam-se em hifas, que, utilizando o animal
morto como fonte nutricional, produzem artroconidios. Dessa forma, o ciclo de vida do fungo
perdura indeterminadamente quando os artroconidios sdo inalados por outros animais
(TAYLOR; BARKER, 2019).

Apesar de os resultados de Lacy e Swatek (1974) apontarem para a inexisténcia de
correlagéo entre a flora e o isolamento de Coccidioides spp., Taylor e Barker (2019) sugerem
que esse fator tem influéncia indireta sobre o desenvolvimento do fungo. Parametros
ambientais, como temperatura, composicdo, textura do solo, influenciam ndo s6 o
desenvolvimento de Coccidioides spp., como também impactam diretamente o crescimento da
flora local, que, por sua vez, é a base da alimentacdo de pequenos mamiferos herbivoros;
mamiferos estes que sdo infectados pelo fungo e fornecem os componentes nutricionais
necessarios para seu desenvolvimento. Dessa forma, a influéncia direta que fatores ambientais
tém sobre plantas e animais sdo possivelmente os mais importantes para o desenvolvimento
do fungo (Figura 6) (TAYLOR; BARKER, 2019).
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Coccidioides spp.
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Plantas =9 Animais

Fonte: Adaptado de TAYLOR; BARKER, 2019

Figura 6. Efeito de variaveis ambientais sobre plantas, animais e Coccidioides spp.

Legenda: No diagrama, as setas grossas representam maior influéncia de uma variavel sobre outra. Ao passo que
as setas finas representam menos influéncia. Dessa forma, parametros ambientais (clima e textura do solo) tém
efeito direto sobre Coccidioides spp. Essas variaveis também afetam diretamente a fauna que, por sua vez, afeta
o0 desenvolvimento de animais. Segundo a hipotese de Taylor e Baker (2019), pequenos roedores tém influéncia

maior sobre o desenvolvimento do fungo em determinada regido do que fatores climéticos e de solo.

A pluviosidade também interfere no crescimento de Coccidioides spp. no
ambiente (KOLIVRAS; COMRIE, 2003). Segundo Kolivras e Comrie (2003), a precipitacdo
influencia o ciclo de vida do fungo de duas formas: 1) Coccidioides spp. necessita do aumento
da umidade do solo para crescer; e 2) o fungo necessita de um periodo de estiagem para
dessecacdo dos artroconidios formados, possibilitando sua dispersdo via aérea e a infeccao de

animais quando inalados.

2.1.3 Aspectos epidemioldgicos

Dentre os paises onde a coccidioidomicose é endémica, os EUA tém a mais alta
taxa de incidéncia da doenca (KOLLATH et al., 2019). Arizona e Califérnia sdo os estados do
pais com maior nimero de casos reportados (GABE et al., 2017). Segundo dados do CDC
(2013), a incidéncia da doenca nos EUA aumentou de 5,3 por 100.000 habitantes em 1998
para 42,6 em 2011. Dos casos reportados, estima-se que cerca de 97% ocorreram no Arizona
e na California. O estado do Arizona foi 0 que apresentou aumento mais drastico, com a
incidéncia saltando de 30,5 por 100.000 habitantes em 1998 para 247,7 em 2011. Durante o
periodo estudado, constatou-se que a incidéncia da doenga aumentou em todas as faixas
etarias, com a incidéncia consistentemente alta em individuos com mais de 60 anos (Grafico
1) (CDC, 2013).
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Gréfico 1. Incidéncia de coccidioidomicose por 100.000 habitantes, por faixa etaria, no
Arizona, Califérnia, Nevada, Novo México e Utah, de 1998-2011
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Na Califérnia, por sua vez, em 2017, 7466 novos casos da doenca foram
reportados (WILSON et al., 2019). Wilson e colaboradores (2019) estimam que o custo total
da doenca no estado é alto: cerca de US$ 94.000 por pessoa. Os autores destacam que no
calculo estdo inclusos custos diretos, relativos ao diagnostico, tratamento e acompanhamento
durante o curso da doenca, e indiretos, referente a perda de produtividade.

Os EUA notificam aproximadamente 15.000 novos casos de coccidioidomicose
por ano. Contudo, discute-se que a real incidéncia da doenca no pais é desconhecida,
porquanto estados que apresentam casos ou sdo locais suspeitos de endemismo, como Texas,
Oklahoma, Washington, Colorado e Idaho, ndo reportam compulsoriamente 0s casos da
doenca (KOLLATH et al., 2019).

Além dos EUA, a coccidioidomicose € uma realidade que também assola a
América Latina. Apesar de ndo se conhecer a incidéncia da doenca na regido, casos ja foram
reportados na Argentina, Bolivia, Brasil, Colémbia, Guatemala, Honduras, México, Paraguai
e Venezuela (LANIADO-LABORIN et al., 2019). Neste contexto, o segundo pais com maior
numero de casos notificados ¢ o Meéxico (KOLLATH et al., 2019). Estima-se que a
prevaléncia da doenga no pais se equipara a sua prevaléncia em regides endémicas dos EUA
(ROSAS; RIQUELME, 2007). Segundo Rosas e Riquelme (2007), estados mexicanos
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localizados na fronteira entre México e EUA apresentam a maior quantidade de casos clinicos
da doenca, assim como altas quantidade de reatividade a antigenos de Coccidioides. Contudo,
em 1995, mesmo com 1500 casos reportados até a data, a coccidioidomicose deixou a lista de
doencas de notificagdo compulsoria do pais (LANIADO-LABORIN et al., 2019)

Casos de coccidioidomicose também foram reportados em outros mamiferos,
incluindo primatas ndo humanos, cachorros, equinos, camelideos e morcegos (CORDEIRO et
al., 2012; FERNANDEZ et al., 2018; KOISTINEN et al., 2018; DAVIDSON et al., 2019). O
primeiro caso da doenca em cachorro foi reportado em 1940, cerca de uma década apos o
isolamento do fungo a partir de amostras de solo (STEWART; MEYER, 1932; FARNESS,
1940). O relato de infecgdes por Coccidioides spp. em cachorros se tornou, entdo, indicativo
de areas com potencial risco de infecgdes humanas (DERESINSKI; MIRELS, 2019). As
manifestacdes clinicas da doenca em cachorros e humanos apresentam como similaridade a
quantidade de casos assintomaticos, os sintomas respiratérios iniciais e casos de doenca
disseminada. Contudo, em cachorros, a quantidade de casos disseminado da doenca é maior
do que em humanos: ao passo que, em humanos, cerca de 1% das infeccdes se disseminam
para outros 6rgaos além do pulméo, em cachorros, esse nimero é de 25% (DAVIDSON et al.,
2019).

2.1.4 Manifestacgdes clinicas

As manifestac6es clinicas da coccidioidomicose sdo variaveis. Embora sintomas
respiratérios brandos sejam as manifestacfes mais relatadas pelos pacientes, as infeccdes por
Coccidioides spp. podem progredir para doenca respiratéria grave ou para a forma
disseminada da doenca. Estima-se que 60% dos pacientes infectados pelo fungo sdo
assintomaticos e que 95% das pneumonias causadas pelas espécies de Coccidioides sdo
autolimitadas (STOCKAMP; THOMPSON 111, 2016).

Os sintomas respiratorios da infeccdo por Coccidioides spp. sdo indistinguiveis de
pneumonia bacteriana. Quadro clinico de dispneia, tosse, dor no peito, febre, fadiga,
vermelhiddo na pele e artralgia sdo os mais relatados e ocorrem cerca de 3 semanas apos a
exposicdo e inalacdo de artroconidios (THOMPSON III, 2011; MALO et al., 2014,
STOCKAMP; THOMPSON 111, 2016). Estima-se que, em regides endémicas, pneumonias
causadas pelo fungo possam representar até 29% das pneumonias adquiridas na comunidade
(VALDIVIA et al., 2006; TWAROG; THOMPSON Ill, 2015). Desta forma, é enfatizado que

uma anamnese bem executada, ou seja, incluindo informagdes acerca do historico de
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residéncia ou viagens para regides endémicas, assim como exposicdo a fatores de risco, tais
como tempestades de areia, construcbes e periodos seguidos da estacdo chuvosa, é
extremamente importante para o diagndstico precoce da infeccdo (GALGIANI et al. 2016;
GABE et al., 2017). O desenvolvimento de eritema nodoso ou multiforme em alguns
pacientes € considerado um prognostico favoravel (STOCKAMP; THOMPSON |11, 2016).
Ademais, regressdo espontanea do quadro clinico apresentado nas infeccBes respiratorias
primarias por Coccidioides spp. € relatado mesmo sem a administracédo de terapia antifungica
(MALO etal., 2014).

A coccidioidomicose extrapulmonar ocorre em menos de 5% dos pacientes
imunocompetentes. A disseminacdo da infeccdo ocorre por meio da via hematogénica ou
linfatica, podendo envolver diversos érgdos e tecidos, como pele, sistema nervoso central,
sistema musculoesquelético e linfonodos (STOCKAMP; THOMPSON I, 2016). Casos
disseminados da infec¢do sdo mais comuns em pacientes imunossuprimidos por doenga, pelo
uso de medicamentos ou durante a gravidez (KIRKLAND; FIERER, 2018). A etnia também
se apresenta como um fator que predispde individuos infectados pelo fungo a desenvolver a
coccidioidomicose extrapulmonar. Pesquisas mostram que afrodescendentes tém cerca de
duas vezes mais chances de progredir da infeccdo respiratoria priméaria para a disseminada
(ODIO et al., 2018). Quando ndo corretamente diagnosticada e tratada, a coccidioidomicose
extrapulmonar pode ser fatal (GALGIANI et al., 2016). Portanto, o diagndstico precoce é

essencial para o tratamento apropriado do paciente.

2.1.5 Diagnostico

2.1.5.1 Diagnostico Microbioldgico

O padrdo ouro para diagnostico da coccidioidomicose € a visualizacdo de
esférulas, estruturas fungicas caracteristicas da fase parasitaria de Coccidioides spp., ou
isolamento do fungo em cultura de amostras clinicas (Figura 7) (MALO et al., 2014;
STOCKAMP; THOMPSON, 2016). As esférulas podem ser visualizadas em diversos estagios
de desenvolvimento e tamanho, podendo variar de 15 a 100 pum de diametro (Figura 7C, 7D,
7E e 7F). Os materiais para pesquisa fungica provenientes de individuos com suspeita de
infeccdo pelo patdgeno sdo, em sua maioria, provenientes de secrecdes respiratorias, como
escarro. Espécimes clinicos de coleta mais invasiva, tais como lavado broncoalveolar, liquido

cefalorraquidiano e biopsia de tecido pulmonar, permitem, também, o diagnostico da infecgédo
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(MALO et al., 2014). O exame direto e realizado pela visualizagdo da amostra em
microscopio Optico precedido pelo tratamento do espécime clinico, expondo-o0 a substancia
clarificadora, como, por exemplo, hidréxido de potassio (KOH) a 30%. Apos o preparo da
amostra, esfregacos e imprints sdo preparados em laminas-laminula, podendo ser corados para
facilitar a visualizagdo das estruturas fungicas (CORDEIRO, 2019).

As espécies do género Coccidioides podem crescer em uma gama de meios para
crescimento fungico (CORDEIRO, 2019). Quando incubadas em agar Sabouraud dextrose 2%
acrescidos ou ndo de agentes antimicrobianos, o crescimento de culturas de amostras clinicas
pode ser observado apds cerca de 7 dias de incubacdo a 25 °C. A observacdo
macromorfoldgica das col6nias revela isolados que apresentam aspecto algodonoso de
coloracdo branca (Figura 7A). Por sua vez, a analise micromorfoldgica do micélio revela hifas
hialinas septadas. Apds a maturacdo do micélio, pode-se observar artroconidios, a estrutura
infectante da forma saprofitica das espécies do género Coccidioides, separados entre si por
celulas disjuntoras (Figura 7B).

Figura 7. Aspectos macroscopicos e microscopicos de Coccidioides spp. (A) Aspecto
macromorfoldgico da coldnia de Coccidioides posadasii (CEMM, 2014); (B) Aspecto
microscopico do micélio, apresentando hifas hialinas septadas e artroconidios separados entre
si por células disjuntoras (CEMM, 2014); (C, D) Esférulas, estrutura fingica parasitaria, que
podem ser visualizadas a partir de espécimes bioldgicos infectados, em diferentes estagios de
desenvolvimento, inclusive esférulas rompidas liberando os endosporos (CEMM, 2011); (E)
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Esférula apo6s coloragdo de tecido com &cido periddico-Schiff (PAS) (CEMM, 2014); (F)
Presenca de esférulas (estruturas esféricas escurecidas) apos coloracdo de tecido com Grocott
Gomori (CEMM, 2014).

2.1.5.2 Diagnéstico Soroldgico

Em préatica, nos EUA, o diagndstico soroldgico é o mais amplamente utilizado
para a coccidioidomicose (GABE et al., 2017). Testes como precipitina, fixacdo do
complemento, imunodifusdo, aglutinacdo de particulas em latex e ensaio de imunoabsorcao
enziméatica (ELISA) sdo técnicas utilizadas para diagnéstico da doenca. Esses testes sdo
baseados na detec¢do dos anticorpos imunoglobulina M (IgM) e imunoglobulina G (IgG),
sendo executados em larga escala em laboratorios de referéncia, usando Kkits comerciais
(SABOULLE, 2007).

Os testes que compreendam tanto a detecgdo de IgM quanto a de 1gG sdo mais
recomendados devido a variacdo da presenca e quantidade dos anticorpos estudados no
sistema circulatério do individuo infectado durante o curso da doenca, assim como da sua
capacidade de produzir resposta imune contra o patégeno (STOCKAMP; THOMPSON,
2016). As reacOes positivas para IgM ocorrem principalmente no inicio da infeccdo por
Coccidioides, podendo perdurar do 8° dia ao 3° més de infeccdo. Em contrapartida, reacoes
positivas para 1gG sdo detectadas mais tardiamente no curso da doenca, a partir do 3° més de
infeccdo.

Os testes de precipitina e de aglutinagdo de particulas em latex detectam
essencialmente IgM, sendo, por esse motivo, mais indicados para diagnostico da doenca nas
fases iniciais. Fixacdo do complemento, método considerado referéncia no diagnostico
soroldgico da coccidioidomicose, detecta, por sua vez, anticorpos de 1gG (PAPPAGIANIS;
ZIMMER, 1990). Portanto, esse método pode ser utilizado para monitoramento da evolugéo
da doenca, podendo, ainda, ser revertido para negativo ap6s o controle da doenca. Contudo,
altas titulagdes de 1gG séo sugestivas de disseminagdo da doenca (PAPPAGIANIS, 2001).

Diagnosticos feitos por ELISA sdo comumente executados visto que a técnica
apresenta como vantagens a deteccdo concomitante de IgM e 1gG, além de apresentar alta
especificidade e sensibilidade (respectivamente, 98,5% e 95,5%) (MARTINS et al., 1995).
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2.1.5.3 Diagndstico Molecular

Técnicas moleculares também sdo utilizadas no diagnostico de infecgbes por
Coccidioides spp. Métodos baseados em reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e
hibridizac&do de DNA tém sido empregados para a detec¢do do fungo em amostras ambientais
e em espécimes clinicos que ndo apresentaram crescimento em cultura (UMEYAMA et al.,
2006; BINNICKER et al., 2007). Ademais, o diagndstico molecular da infeccdo a partir de
amostra coletada do paciente elimina o risco de manusear a fase filamentosa infectante do
patégeno, além de proporcionar alta sensibilidade e especificidade (BINNICKER et al., 2007;
VUCICEVIC et al., 2010).

Diversas pesquisas buscam loci no genoma do fungo capazes de identifica-lo
eficientemente a partir de espécimes clinicos. Neste contexto, 0s seguintes loci apresentaram
resultados promissores na identificacdo das espécies de Coccidioides: regido ITS (internal
transcribed spacer) do DNA ribossomal (BINNICKER et al., 2007; TINTELNOT et al.,
2007); antigeno antigeno-2/rico-em-prolina (Ag2/PRA) (BIALEK et al., 2004); antigeno
especifico de Coccidioides (CSA) (PAN; COLE, 1995). Contudo, chama-se atencdo para a
necessidade de uma sequéncia de nucleotideos alvo 6tima para diagnostico molecular da
doenca (UMEYAMA et al., 2006; DUARTE-ESCALANTE et al., 2014). Apesar de estudos
apresentarem técnicas moleculares como promissoras, seu uso ndo é totalmente difundido
(GAGO et al., 2014).

A técnica MALDI-TOF MS (matrix-assisted laser desorption / ionization time-of-
flight mass spectrometry) é uma tecnologia que tem sido utilizada para identificacdo de
leveduras e fungos dimdrficos, incluindo Coccidioides spp. (PATEL, 2019; WALSH;
MCCARTHY, 2019).

2.2 Tratamento da coccidioidomicose

As infeccBes por fungos dimorficos apresentam inimeros desafios para o sistema
imune do hospedeiro (GOUGHENOUR; RAPPLEYE, 2017). Nas infeccdes pelos fungos do
género Coccidioides, por exemplo, apos a inalacdo de artroconidios, a primeira linha de
defesa do organismo € a fagocitose. Contudo, apesar de serem estruturas exclusivamente
extracelulares, as esférulas maduras debelam a atuacdo de células fagocitarias devido ao seu
tamanho, que pode variar de 15 a 100 um (DYKE et al., 2019).
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O tratamento de patogenias causadas por fungos dimorficos apresenta, também,
desafios para a terapia antifingica. Alguns aspectos inerentes a esses fungos tornam o
tratamento dessas infecces mais laborioso: a necessidade de entrega sistémica de
medicamentos em concentracdes adequadas, a necessidade de tratamento prolongado, a
potencial laténcia da infeccdo e a falta de testes de sensibilidade padrbes in vitro
(GOUGHENOUR; RAPPLEYE, 2017).

As diretrizes atuais para o tratamento da coccidioidomicose recomendam uma
terapia individualizada, dependendo dos fatores de riscos predisponentes do paciente e da
severidade clinica da infeccdo (GALGIANI et al., 2016). Devido a variedade de
manifestacdes clinicas apresentadas pela doenca, a duracdo do tratamento pode variar de 3-12
meses ao uso de medicamentos de forma continua (KOLLATH et al., 2019). Recomenda-se
gue, nos casos mais graves da doenca, quando a infeccdo alcanca o sistema nervoso central, 0
paciente utilize antifungicos a vida toda (GALGIANI et al., 2016).

As classes de antiflngicos mais comuns no tratamento da coccidioidomicose séo
polienos e os derivados azolicos (THOMPSON et al., 2019). Introduzida no mercado na
década de 1950, a anfotericina B ainda é uma das escolhas para o tratamento de infeccGes
fangicas sistémicas, incluindo a coccidioidomicose (OURA et al., 1955; GOUGHENOUR;
RAPPLEYE, 2017). O uso do medicamento apresenta, contudo, diversos efeitos colaterais,
dentre 0os quais destacam-se: nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, hipocalemia,
hipomagnesemia, acidose metabdlica, anemia e polidria (SAWAYA et al., 1995; YEO et al.,
2006; METZGER; GILL, 2009). Efeitos relacionados a infusdo do medicamento, tais como
dispneia, flebite e calafrios, também sdo relatados (THOMPSON Il1 et al., 2019).

Derivados azélicos também sdo utilizados no tratamento da coccidioidomicose. O
fluconazol é um dos antifngicos mais comumente prescritos para casos da doenca devido ao
seu baixo custo, sua biodisponibilidade e sua tolerabilidade. Porém, efeitos adversos sdo
relatados; dentre eles: hepatotoxicidade e toxicidade cardiaca devido ao uso prolongado séo
0s mais graves (THOMPSON Il et al., 2019). Outro derivado azolico também
frequentemente prescrito no tratamento da coccidioidomicose é o itraconazol. Recomenda-se,
contudo, que seja realizado monitoramento terapéutico da droga, pois estudos mostram que
sua absorgdo € erratica e sua biodisponibilidade € limitada (ANDES et al., 2009). Ademais, 0
medicamento apresenta baixa capacidade de penetracdo no sistema nervoso central. O
voriconazol também pode ser utilizado no tratamento da doenca. Esse medicamento, porém, é
prescrito com maior frequéncia para pacientes intolerantes ou refratarios ao fluconazol e ao

itraconazol (THOMPSON 111 et al., 2019). Apesar de poucos trabalhos analisarem o potencial
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do posaconazol no tratamento da infeccéo, foi reportado sucesso terapéutico ao se utilizar o
medicamento em casos refratarios de coccidioidomicose disseminada (STEVENS et al.,
2007).

2.3 A coccidioidomicose no Brasil

2.3.1 Historico da coccidioidomicose no Brasil

Os dois primeiros casos de coccidioidomicose no Brasil foram reportados no final
da década de 1970 (GOMES et al., 1978; VIANNA et al., 1979). O primeiro ocorreu em
1978, em Pirapiranga, cidade localizada na regido semiarida da Bahia. Apresentando sintomas
respiratorios, incluindo tosse seca persistente, o paciente foi erroneamente tratado com
medicamentos para tuberculose. Apds a submissdo do paciente a lobectomia, o exame
histopatoldgico do espécime revelou a presenca de estruturas sugestivas de esférulas de
Coccidioides spp. (GOMES et al., 1978).

O segundo caso reportado da doenca no pais ocorreu um ano depois, em 1979
(VIANNA et al.,, 1979). O paciente de 35 anos de idade, natural de Floriano, Piaui,
apresentou-se ao ambulatério hospitalar da cidade relatando dor epigastrica. A radiografia
torécica do paciente revelou maltiplos nédulos pulmonares e a cultura a partir do escarro do
paciente se mostrou negativa para Mycobacterium tuberculosis. Apesar do isolamento do
agente etioldgico suspeito ndo ter sido possivel, o0 paciente apresentou reatividade cutanea
para coccidioidina e a bidpsia pulmonar revelou esférulas caracteristicas da fase parasitaria de
Coccidioides spp. (VIANNA et al., 1979).

O terceiro caso da doenca somente foi relatado 10 anos depois, em 1989, em
Jaguaribe, Ceara (KUHL et al., 1989). O paciente, homem de 74 anos, buscou assisténcia
médica relatando disfonia progressiva nos ultimos 6 meses. Sem apresentar sintomas
respiratorios, o paciente foi diagnosticado presuntivamente com carcinoma. Contudo, o exame
histopatolégico realizado a partir de uma prega vocal do paciente apresentou esférulas de
Coccidioides spp. (KUHL et al., 1989).

A atengdo da comunidade cientifica internacional recaiu sobre a
coccidioidomicose no Brasil quando o primeiro surto registrado da doenca foi relatado no
pais. Nas regides mais afastadas dos grandes centros urbanos do nordeste brasileiro, uma
atividade recreativa corriqueiramente realizada é a cagada ao tatu (Dasypus novemcinctus).

Nesse contexto, em agosto de 1991, em Oeiras, Piaui, trés homem, de 11, 24 e 38 anos de
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idade, e oito cachorros de caca foram a caca do animal (WANKE et al., 2000). Uma vez que
0s tatus cavam tocas para se proteger de predadores, essa atividade normalmente envolve
intenso revolvimento de terra e, consequentemente, exposicao a aerossois de poeira (WANKE
et al., 2000; SAWYER et al., 2012). Dessa forma, nove dias ap06s a cacada, 0s trés homens
adoeceram, desenvolvendo pneumonia grave. Os oito cachorros que acompanharam homens
na atividade também adoeceram, trés deles morrendo poucos dias depois. O diagnostico foi
feito com base no exame direto e cultura do escarro coletado dos pacientes, além de teste de
reatividade cutanea a esferulina. Os espécimes coletados também foram inoculados em
camundongos, confirmando o diagndstico de infeccdo por Coccidioides spp. (WANKE et al.,
2000).

Além da microepidemia de coccidioidomicose previamente descrita, mais dois
episodios similares foram relatos no Brasil (SIDRIM et al., 1997; ARAUJO et al., 2018). Em
1994, em Aiuaba, Ceara, quatro homens e dois cachorros apresentaram sintomas respiratorios
agudos apo6s a cacgada ao tatu (SIDRIM et al., 1997). Um ano ap6s esse evento, o Brasil foi
incluido na lista internacional de paises onde a doenca € endémica, com area de ocorréncia se
limitando a regido semiarida do pais (PAPPAGIANIS, 1998). Por fim, mais recentemente, em
2017, em Serra Talhada, Pernambuco, trés homem da mesma familia buscaram assisténcia

médica apresentando tosse e febre apos a cacada (Figura 8) (ARAUJO et al., 2018).
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Figura 8. Linha do tempo com os principais eventos relacionados a coccidioidomicose no

Brasil.
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2.3.2 Aspectos epidemioldgicos da coccidioidomicose no Brasil

Todos os casos de coccidioidomicose reportados no Brasil ocorreram na regido
nordeste do pais. Além da localizacdo geografica, os casos reportados compartilham
caracteristicas clinicas e epidemiol6gicas: todos os pacientes eram do sexo masculino, com
idades variando de 11 a 82 anos, e a maioria relatou ter participado da cacada ao tatu pelo
menos duas semanas antes de os primeiros sintomas da doenca se apresentarem. Ademais,
todos os casos foram relatados durante a estacdo seca na regido, entre os meses de setembro e
janeiro.

Acerca das manifestagdes clinicas apresentadas pelos pacientes, 134 tiveram
coccidioidomicose pulmonar aguda e dois tiveram a forma crénica da doenca. Em seu estudo,
Deus-Filho e colaboradores (2010), apresentam casos de manifestagdes extrapulmonares,
incluindo reagBes dermatologicas de hipersensibilidade em 13 dos 30 pacientes estudados.
Dentre as reacBes dermatolégicas descritas, predominaram eritema nodoso e multiforme,
assim como lesdes eritemato-escamosas (DEUS-FILHO et al., 2010). Brilhante e
colaboradores (2008) relataram um caso de pericardite coccidioidal.

No Brasil, a coccidioidomicose ndo é uma doenga de notificacdo compulsoria.
Dessa forma, ndo existem dados clinicos e epidemioldgicos oficiais disponiveis. Contudo, a
literatura cientifica indica que, apesar do emprego de terapia antifingica, dois casos da doenca
evoluiram para a morte dos pacientes (VERAS et al., 2003; MORAIS et al., 2020).

A correlacdo entre os casos reportados da doenca no Brasil e a cacada ao tatu,
uma atividade cultural recreativa executada primordialmente por homens, foi inicialmente
estabelecida por Sidrim e colaboradores (1997) e Wanke e colaboradores (2000). No Brasil, a
maioria dos pacientes infectados pelo fungo relatam ter executado a atividade poucos dias
antes de apresentar os primeiros sintomas da doenca (WANKE et al., 1999; SIDRIM et al.,
1997; ARAUJO et al., 2018). Nesse contexto, assim como 0s cachorros nos EUA, o tatu é
considerado um animal sentinela para as infecgdes por Coccidioides spp. no Brasil
(EULALIO et al., 2000; DERESINSKI; MIRELS, 2019).

A relacdo ecolodgica entre C. posadasii e tatus foi, entdo, estudada por Eulélio e
colaboradores (2000). Os autores capturaram 26 tatus aparentemente saudaveis em diferentes
regibes do Piaui, estado onde a coccidioidomicose é endémica. Apesar de ndo terem sido
observadas anomalias ou elementos fangicos nos érgdos excisados e examinados dos animais,
trés deles apresentaram resultado positivo para cultura de Coccidioides spp. (EULALIO et al.,

2001). Como mamiferos terrestres que cavam suas tocas para abrigar a prole durante seu
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desenvolvimento inicial e para proteger-se de predadores, esses animais sdo muito vulneraveis
a exposicdo e consequente infecgdo por Coccidioides spp.

Fatores abioticos também influenciam a distribuicao das espécies de Coccidioides
no ambiente. Apesar de existirem poucos estudos acerca do tema, caracteristicas fisico-
quimicas do solo tém influéncia sobre a distribuicdo do fungo na natureza. No Brasil, um
unico trabalho detalha as propriedades granulométricas e mineraldgicas de solos onde C.
posadasii foi identificado (CORDEIRO et al.,, 2006). Em sua pesquisa, Cordeiro e
colaboradores (2006), apresentam que o fungo foi isolado em solos com pH quase neutro (pH
6,5) e de textura arenosa. Contudo, mais estudos ambientais de locais onde a
coccidioidomicose é endémica no Brasil sdo necessarios para melhor compreensdo da

correlacdo entre fatores abidticos e a distribuicdo de Coccidioides spp. no ambiente.
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A BUSCA POR NOVAS OPCOES TERAPEUTICAS PARA A
COCCIDIOIDOMICOSE
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3.1 NOVOS ANTIFUNGICOS

A toxicidade apresentada pelas atuais drogas utilizadas no tratamento de micoses
é uma preocupacao clinica latente. O desenvolvimento de terapias antifingicas eficientes e
ndo toxicas ao hospedeiro guia pesquisas na busca por novas substancias capazes de tratar
essas infeccoes (CORDEIRO et al., 2014; PAUL et al., 2016; BRILHANTE et al., 2018).

O potencial risco da coccidioidomicose somado ao limitado arsenal terapéutico
disponivel contra a infeccdo e aos efeitos colaterais apresentados por esses medicamentos
torna a prospecgdo por novas drogas com atividade contra o fungo uma necessidade atual.
Nesse contexto, novas formulagdes de antifungicos ja usualmente prescritos tém sido
desenvolvidas, assim como tem-se buscado novos agentes com potencial contra essa infec¢éo,
com toxicidade reduzida, novos mecanismos de acdo e alvos celulares (CORDEIRO et al.,
2006; CORDEIRO et al., 2016; PAUL et al., 2016).

3.1.1 Prometazina

A prometazina ((RS)-N,N-dimetil-1-(10H-fenotiazin-10-il) hidrocloreto de
propan-2-amina) € um medicamento derivado da fenotiazina (Figura 9) (CANTISANI et al.,
2013). Suas propriedades anti-histaminicas, anticolinérgicas e antidopaminérgicas o torna
indicado para o tratamento de alergias, nausea e vomito e como sedativo (YANAI, 2012)
(YANAI, 2012). Essas propriedades sdo conferidas a droga devido ao seu mecanismo de
acdo: a prometazina atua como antagonista direto dos receptores mesolimbicos de dopamina,
dos receptores alfa-adrenérgicos e dos receptores H1 no cérebro (SOUTHARD; AL
KHALILI, 2020).
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Figura 9. Estrutura da prometazina
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A prometazina pode ser administrada por via oral, retal, intramuscular ou
intravenosa. Sua absorcdo pelo trato gastrointestinal é eficiente. As concentragdes maximas
no plasma séo obtidas 2 a 3 horas apds sua administracdo por via oral ou intramuscular. O
pico plasmatico quando administrado por via retal, por sua vez, é alcangado cerca de 8 horas a
administracdo. A biodisponibilidade da prometazina é de cerca de 25% quando administrada
por via oral. Ademais, o carater lipossolivel do medicamento faz com que ele alcance
diversos tecidos do corpo e atravesse a barreira hematoencefalica, aspecto importante para
tratar casos de infecgdes fungicas disseminadas. A meia-vida da droga varia de acordo com a
forma de administracdo, sendo necessario de 12 a 15 horas para que a concentragdo
plasmatica do medicamento reduza pela metade (CANTISANI et al., 2013).

O metabolismo da prometazina ocorre primordialmente no figado. No 6rgéo, a
droga passa por um processo de biotransformacdo sendo metabolizada em sulféxido de
prometazina e, em menor quantidade, em dimetilprometazina (CANTISANI et al., 2013).
Devido & alta capacidade de distribui¢cdo nos tecidos, incluindo o tecido nervoso, os efeitos
colaterais mais relatados durante o uso do medicamento estdo relacionados a depressdo do
sistema nervoso central. Efeitos adversos relacionados a acdo anticolinérgica e
antidopaminérgica da prometazina, tais como retencdo de urina, constipacgdo,
pseudoparkinsonismo e distonia aguda, séo relatados (SOUTHARD; KHALILI, 2020).

Diversos estudos demonstram o potencial antimicrobiano da prometazina sobre
variados microrganismos (IATTA et al., 2017; SIDRIM et al., 2017; BRILHANTE et al.
2018; CORDEIRO et al., 2020). Brilhante e colaboradores (2018) observaram diminuicdo no
tamanho da célula, danos na membrana celular e alteragdo na polarizacdo da membrana
mitocondrial, quando isolados de Candida tropicalis resistentes a derivados azdlicos eram
expostos a droga. Sidrim e colaboradores (2016), por sua vez, investigaram a acdo da droga
sobre biofilmes de Burkholderia pseudomallei. Em seu trabalho, os autores notaram que a
prometazina foi capaz de alterar a estrutura do biofilme de B. pseudomallei, facilitando a
penetracdo e melhorando o efeito de antibidticos sobre a bactéria.

3.1.2 Ciclosporina A

A ciclosporina A faz parte de um grupo diverso de compostos que tém como base
guimica estrutural 11 aminodcidos interligados em uma estrutura ciclica, produzidos como
metabolitos secundarios de fungos, principalmente Tolypocladium inflatum (Figura 10) (AHN

et al., 2014). Descoberta e isolada em 1976, a molécula foi introduzida na ciéncia como um



40

novo antifingico (DREYFUSS et al., 1976). A atividade imunossupressora da droga foi
descoberta posteriormente e, desde entdo, suas prescricdes mais comuns sdo como agente
imunossupressor para pacientes com orgao transplantado e com doencas autoimunes, como
artrite reumatoide, algumas formas de dermatite atopica e psoriase (BOREL ET AL., 1976;
VON AHSEN; CHAN, 2012).
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Figura 10. Estrutura da ciclosporina A

A ciclosporina A pode ser administrada de forma oral ou intravenosa. Sua meia
vida varia de 8 a 27 horas, com o pico de concentracdo plasmatica sendo alcancado 2 horas
apo6s a administracdo (TAPIA et al., 2020). Estima-se que a biodisponibilidade do
medicamento é de cerca de 30%. Contudo, caso 0 paciente apresente agravantes que impecam
sua correta absor¢do, como disfuncdo gastrointestinal, esse valor pode atingir 5%
(AKHLAGHI; TRULL, 2002).

O efeito imunossupressor da ciclosporina A é causado pela inibicdo da sintese de
diversas citocinas essenciais para diferenciacdo e proliferacdo dos linfocitos T auxiliadores,
entre elas a interleucina 2 (IL-2) e o interferon-y (AKHLAGHI; TRULL, 2002). Apds entrar
na célula, a ciclosporina se liga a proteina ciclofilina (HANDSCHUMACHER et al., 1984). O
complexo ciclofilina-ciclosporina, entdo, liga-se a calcineurina, inibindo sua acéo (LIU et al.,
1991). A inibicdo da calcineurina, uma fosfatase dependente de célcio-calmodulina, altamente
conservada em células eucaridticas, impede a desfosforilacdo e a transcricdo de fatores
nucleares em linfécitos T ativados. A inibicdo desses fatores de transcri¢cdo, por sua vez,
correlaciona-se com a diminuicdo dos niveis de producdo de IL-2 apo6s a ativacdo dos
linfocitos T, impedindo sua proliferacdo e ativacdo em linfécitos T efetores. Dessa forma, a
supressdo da atividade da calcineurina pela ciclosporina inibe a resposta imune mediada por
linfécitos T (AKHLAGHI; TRULL, 2002).
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O carater lipofilico da ciclosporina permite que ela seja distribuida para a maioria
dos tecidos. Contudo, a capacidade de penetracdo do medicamento no sistema nervoso central
é limitada (VANHOVE et al., 2016). Além da incapacidade de transpor a barreira
hematoencefalica e dos efeitos nefastos inerentes a imunossupressao (infeccdes oportunistas),
nefrotoxicidade, hipertensdo e efeitos neurotoxicos leves sdo adversidades apresentadas apos
0 uso do medicamento (AHSEN; CHAN, 2012).

A atividade antifungica da ciclosporina A foi averiguada em fungos dos géneros
Candida, Cryptococcus e Paracoccidioides (MODY et al., 1988; LI et al., 2008; MASSUDA
et al., 2011; CORDEIRO et al., 2014). Mesmo apresentando a¢do imunossupressora, testes
com a droga em camundongos infectados com P. braziliensis demonstraram que a carga
fangica pulmonar decaiu ap6s o tratamento (MASSUDA et al., 2011). O sinergismo entre
polienos e derivados azoélicos e a ciclosporina A contra C. albicans e C. parapsilosis foi
relatado (LI et al., 2008; CORDEIRO et al., 2014).
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3.2 HIPOTESES CIENTIFICAS

1. A prometazina é capaz de inibir o crescimento da forma saprofitica isolados de C.

posadasii;

2. A prometazina possui agdo sinérgica com anfotericina B e voriconazol contra a forma

saprofitica de isolados de C. posadasii;

3. A ciclosporina A é capaz de inibir o crescimento da forma saprofitica isolados de C.

posadasii;
3.3 OBJETIVOS
3.3.1 Objetivo geral
Investigar os efeitos da prometazina e da ciclosporina A isoladamente e da
prometazina em associacdo com antifingicos sobre isolados de C. posadasii em sua forma
saprofitica.

3.3.2 Objetivos especificos

1. Determinar a concentracdo inibitéria minima dos antifungicos anfotericina B,

voriconazol, fluconazol, itraconazol e posaconazol frente a isolados de C. posadasii;
2. Auvaliar a sensibilidade de isolados de C. posadasii quando expostos a prometazina;
3. Auvaliar a sensibilidade de isolados de C. posadasii quando expostos a ciclosporina A;
4. Determinar a concentracdo fungicida minima da anfotericina B, voriconazol,
fluconazol, itraconazol, posaconazol, prometazina e ciclosporina A frente a isolados

de C. posadasii;

5. Avaliar o efeito sinérgico da prometazina em combinagdo com polienos ou derivados

azolicos frente a isolados de C. posadasii;
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3.4.1 Microrganismos e local de estudo
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Neste estudo, foram avaliadas 10 cepas de C. posadasii. Do total de isolados

estudados, sete pertencem a micoteca do Centro Especializado em Micologia Médica

(Universidade Federal do Ceara - UFC) e trés foram gentilmente cedidas pelo prof. Dr.

Reginaldo Lima Neto (Universidade Federal de Pernambuco - UFPE). Os isolados foram

obtidos a partir de amostras clinicas e ambientais e identificados por meio de cultura e analise

micromorfolégica, reativacdo de esférulas em modelo animal ou PCR (Quadro 1).

Quadro 1. Relacdo do namero de colecdo, fonte de isolamento, procedéncia geografica do
espécime e procedimentos de identificacdo dos isolados utilizados na pesquisa

Numero de cole¢édo

Fonte

Procedéncia

Procedimento de identificacdo

CEMM 01-6-085

CEMM 01-6-089

CEMM 01-6-091

CEMM 01-6-101

CEMM 05-2-067

CEMM 05-4-011

UFPE 299

UFPE 300

Lavado
broncoalveolar

Lavado

broncoalveolar

Soloigri(toca de tatu)

Lavado

broncoalveolar

Lavado

broncoalveolar

Lavado

broncoalveolar

Escarro

Escarro

Santa Quitéria— CE
4°19° S

40°09° W
Solonépolis — CE
5044’ S

39°00° W
Solonépolis — CE
5°44° S

39°00° W
Solonépolis — CE
5°44° S

39°00° W
Jaguaribe — CE
5°53° S

38°37"' W

Santa Quitéria— CE
4°19’ S

40°09° W

Serra Talhada — PE
7998 S

38°29° W

Serra Talhada — PE
7°98° S

Cultura, micromorfologia, teste de

imunodifusao

Cultura, micromorfologia

Cultura,

esférulas em modelo animal
Cultura, micromorfologia, teste de

imunodifusao

Reacdo de PCR com os primers
Coi9-1F e Coi9-1R

Reacéo de PCR com os primers
Coi9-1F e Coi9-1R

Cultura, micromorfologia

Cultura, micromorfologia




44

38°29° W

UFPE 301 Escarro Serra Talhada — PE Cultura, micromorfologia
7098’ S
38°29° W

CEMM GSP Escarro Fortaleza Cultura, micromorfologia
3973’ S
38°52° W

Todos os experimentos envolvendo a manipulacdo dos isolados foram realizados
em cabine de biosseguranca de classe Il em laboratorio de biosseguranca de nivel 3,

pertencente ao Departamento de Patologia e Medicina Legal da UFC, localizado no CEMM.

3.4.2 In6culo

O perfil de sensibilidade dos isolados frente as drogas testadas foi estabelecido
pelo método de macrodiluicio em caldo, com base nos pardmetros metodolégicos
determinados pelo documento M38-A2 padronizado pelo CLSI (CLSI, 2008).

A preparacdo do inoculo foi feita a partir da cultura dos isolados em &gar
Sabouraud, incubada a 28 °C por 10 dias. Ap6s esse periodo de incubagdo, 2 mL de salina
esteril foram adicionadas ao tubo de ensaio, cobrindo a cultura crescida. Com auxilio de uma
alca microbioldgica, a superficie da cultura recoberta com salina foi gentilmente raspada, com
intuito de se obter uma suspencéo fungica livre de resquicios de meio de cultura. A suspensdo
obtida foi, entdo, transferida para tubos de ensaio estéreis e deixadas em repouso da bancada
por cerca de 10 minutos. Em seguida, para que a concentracdo do indculo fosse de
aproximadamente 1x10%® a 5x10° UFC/mL, o sobrenadante contendo artroconidios e
fragmentos de hifas foi diluido na propor¢do 1:10 em RPMI 1640 (Sigma Chemical Co.,
EUA) tamponado a pH 7,0 com acido morfolinopropanosulfénico (MOPS; Sigma Chemical
Co., EUA) 0,165 M.

3.4.3 Drogas

Solucbes estoques de anfotericina B (AMB; Sigma Chemical Co., EUA),
itraconazol (ITZ; Sigma Chemical Co., EUA), fluconazol (FLZ; Sigma Chemical Co., EUA),
voriconazol (VRZ; Pfizer), posaconazol (PSZ; Sigma Chemical Co., EUA), prometazina
(PMZ; Sanofi-Aventis Farmacéutica Ltda., Brasil) e ciclosporina A (CSA; Merck, EUA).
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Apos a reconstituicdo das drogas em DMSO, as solugdes estoque foram armazenadas a -20 °C
e diluidas no momento do uso em RPMI 1640 tamponado a pH 7,0 com MOPS. As drogas
utilizadas nos experimentos, assim como a concentracdo das solucBes estoque, o solvente
utilizado para reconstituir as drogas e as concentragdes iniciais e finais testadas na pesquisa

estdo expostos no quadro 2.

Quadro 2. Drogas utilizadas na pesquisa, concentracdo da solucéo estoque, solvente utilizado

na reconstituicdo e concentragdes iniciais e finais testadas

Droga Solucdo estoque Reconstituicdo Concentracédo Concentracéo final
inicial

AMB 1600 pg/mL DMSO 0,06 pg/mL 1 pg/mL

ITZ 1600 pg/mL DMSO 0,12 pg/mL 2 pg/mL

FLZ 6400 pg/mL DMSO 3,12 pg/mL 50 pg/mL

VRZ 1600 pg/mL DMSO 0,12 pg/mL 2 pg/mL

PSZ 1600 pg/mL DMSO 0,12 pg/mL 2 pg/mL

PMZ 25000 pg/mL - 32 pg/mL 512 pg/mL

CSA 6400 pg/mL DMSO 1,56 pg/mL 25 pg/mL

3.4.4 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e da concentracéo fungicida
minima (CFM)

Para determinagdo da concentracdo inibitoria minima (CIM), 100 uL de RPMI
1640 tamponado a pH 7,0 com MOPS foram adicionados a tubos de polipropileno com tampa
rosqueada. Em seguida, 100 pL da droga previamente diluida a partir da solucdo estoque
foram adicionados ao primeiro tubo de cada série e diluida seriadamente em escala 1:2,
alcancando dessa forma as concentragdes iniciais e finais previamente citadas. Por fim, 900
pL do indculo foram adicionados em cada tubo de ensaio. Apds 48 h de incubacdo a 35 °C, a
leitura dos resultados foi feita visualmente. A CIM foi definida como a menor concentracdo
da droga capaz de inibir 100% do crescimento fangico, quando comparado ao controle, onde
se tem o fungo crescido em meio livre de droga.

Com base nos resultados obtidos a partir da determinacdo da CIM, a concentracéo
fungicida minima (MFC) foi definida. Para determinacgdo dessa variavel, 50 pL do contetdo
dos tubos que ndo apresentaram crescimento visivel no experimento anteriormente descrito
foram semeados em agar Sabouraud 2% dextrose. Dessa forma, todas as concentracdes acima
da CIM das drogas AMB, ITZ, FLZ, VRZ, PSZ, PMZ e CSA para todos os isolados testados
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foram semeadas. Em seguida, o crescimento flngico foi analisado apds o periodo de
incubacéo de 5 dias de incubagdo a 35 °C (PAUL et al., 2016). No presente trabalho, a MFC
foi definida como a concentracdo de droga capaz de matar > 99,9% do in6culo original.

Todos os ensaios descritos no presente trabalho foram realizados em triplicata.
Como controle de qualidade dos experimentos, foram utilizadas cepas de C. albicans ATCC
10231 e C. parapsilosis ATCC 22019.

3.4.5 Interacdo da prometazina com antifingicos

Para andlise da interacdo entre a PMZ e os antifingicos AMB ou VRZ frente a
forma saprofitica de C. posadasii, foi aplicada a metodologia de checkerboard, adaptando-a
para a classe de risco do fungo estudado (ODDS, 2003). Dessa forma, o ensaio foi feito por
meio de macrodiluicdo em caldo. Para tal experimento, o isolado CEMM 01-6-089 foi
utilizado. Ao todo, oito concentragdes subinibitdrias de PMZ (0,25-32 pg/mL) foram testadas
em conjunto com quatro concentracdes subinibitorias de AMB ou VRZ (0,016-0,125 pg/mL e
0,008-0,06 pg/mL, respectivamente).

Apos 48 h de incubagéo a 38 °C, a concentracdo inibitoria minima de interacdo de
cada farmaco em conjunto foi determinada. Essa varidvel foi definida como a menor
concentracdo de cada farmaco em combinacdo capaz de inibir 100% do crescimento do
microrganismo testado, quando comparado com o controle livre de droga.

Com base na relacdo entre a CIM de cada droga em combinacdo e isolada, o
indice da concentracédo inibitéria fracionaria (FICI) foi calculado (figura 11). O resultado da
interacdo entre os medicamentos foi classificado sinérgico, quando FICI < 0,5; indiferente,

quando 0,5 < FICI < 4; ou antagonico, quando FICI > 4.

FICT CIM PMZ em combinagio CIM antifiingico em combinagio
= +

CIM PMZ isolada CIM antifingico isolado

Figura 11. Calculo para determinacao do indice da concentracgéo inibitoria fracionaria (FICI)



47

3.5 RESULTADOS

3.5.1 Concentracdo inibitoria minima (CIM) e da concentragao fungicida minima (CFM)

Os resultados encontrados da CIM para cada droga estudada estdo expressos na
tabela 1. A fase filamentosa de C. posadasii se apresentou sensivel & todas as drogas testadas,
com a inibicdo de 100% do crescimento observado na maioria dos isolados. Os valores da
CIM variaram de < 0,06 a 0,25 pg/ml para AMB; < 0,12 a 1 pug/ml para ITZ; 6,25 a 25 pg/ml
para FLZ; < 0,12 a 1 pg/ml para VRZ; < 0,25 a 1 pg/ml para PSZ; < 1,56 a 12,5 pg/ml para
CSA; e <32 a 62 pg/ml para PMZ.

Tabela 1. Concentragdes inibitérias minimas (CIM) de anfotericina B, itraconazol, fluconazol,

voriconazol, posaconazol, ciclosporina A e prometazina frente a isolados de Coccidioides

posadasii.
NUmero de colecéo CIM (pg/ml)

AMB ITZ FLZ VRZ PSz CSA PMZ
CEMM 01-6-085 0,25 0,5 12,5 0,5 0,5 - -
CEMM 01-6-089 0,25 1 25 1 0,25 12,5 64
CEMM 01-6-091 <0,06 0,5 25 - 0,5 12,5 64
CEMM 01-6-101 0,125 <0,12 - 0,12 0,5 - -
CEMM 05-2-067 0,06 0,25 12,5 1 1 <6,25 32
CEMM 05-4-011 <0,06 - 6,25 0,12 0,25 - -
UFPE 299 <0,06 <0,12 12,5 <0,12 - <6,25 <32
UFPE 300 <0,06 <0,12 12,5 <0,12 - - -
UFPE 301 0,12 0,25 25 0,25 - - -
CEMM GSP 0,06 - 25 0,25 1 <1,56 64

Notas: CIM: concentragdo inibitoria minima, expressa em pg/ml; AMB: anfotericina B; ITZ: itraconazol; FLZ:
fluconazol; VRZ: voriconazol; PSZ: posaconazol; CSA: ciclosporina A; PMZ: prometazina; os tracos (-)
indicam que, devido a interrupcdo das atividades laboratoriais em decorréncia da pandemia de COVID-19, a

droga ndo foi testada frente ao isolado correspondente.

Os resultados encontrados da MFC para cada droga estudada estdo expressos na
tabela 2. Apesar de a inibicéo total do crescimento do fungo nas concentragdes testadas ter
sido observada quando exposto a todas as drogas, ao se inocular uma aliquota da concentragédo

méaxima testada, a MFC ndo pode ser determinada. Os valores da MFC foram de > 1 pg/ml
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para AMB; > 2 pg/ml para ITZ; > 50 pg/ml para FLZ; > 2 pg/ml para VRZ; > 2 pg/ml para
PSZ; > 25 pg/ml para CSA; e > 512 pg/ml para PMZ.

Tabela 2. Concentracdes fungicidas minimas (CFM) de anfotericina B, itraconazol,
fluconazol, voriconazol, posaconazol, ciclosporina A e prometazina frente a isolados de

Coccidioides posadasii.

Numero de colegéo CFM (ug/ml)

AMB ITZ FLZ VRZ psz CSA PMZ
CEMM 01-6-085 >1 >2 > 50 >2 >?2 - -
CEMM 01-6-089 >1 >?2 > 50 >?2 >2 >25 >512
CEMM 01-6-091 >1 >2 > 50 - >2 > 25 >512
CEMM 01-6-101 >1 >2 - >2 >?2 - -
CEMM 05-2-067 >1 >2 > 50 >?2 >2 >25 >512
CEMM 05-4-011 >1 - >50 >2 >2 - -
UFPE 299 >1 >2 > 50 >2 - > 25 > 512
UFPE 300 >1 >2 >50 >2 - - -
UFPE 301 >1 >2 > 50 >2 - - R
CEMM GSP >1 - > 50 >?2 >2 >25 >512

Notas: CFM: concentracdo fungicida minima, expressa em pg/ml; AMB: anfotericina B; ITZ: itraconazol; FLZ:
fluconazol; VRZ: voriconazol; PSZ: posaconazol; CSA: ciclosporina A; PMZ: prometazina. (-) indicam que,
devido a interrupcéo das atividades laboratoriais em decorréncia da pandemia de COVID-19, a droga néo foi
testada frente ao isolado correspondente.

3.5.2 Interacdo da prometazina com antifungicos

Os resultados encontrados da interacdo entre a prometazina e os antifungicos
testados expressos na tabela 3. O sinergismo entre as drogas estudadas foi observado nas
concentragfes subinibitérias de PMZ de 0,25 e 0,06 pg/ml, reduzindo a concentracdo
inibitéria dos antifungicos testados. Para o isolado testado, as concentracfes inibitdrias de
AMB e VRZ foram reduzidas em 88% e 94%, respectivamente, quando os antifingicos foram
utilizados em conjunto com a PMZ. Os resultados demonstram que as drogas testadas

apresentam efeito sinérgico, uma vez que FICI < 0,5 em todos 0s casos.
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Tabela 3. Concentragbes inibitérias minimas (CIM) de anfotericina B, voriconazol, e
prometazina isoladamente e de prometazina em conjunto com anfotericina B ou voriconazol

frente a isolados de Coccidioides posadasii.

100% de inibigdo 100% de inibicéo
Cepa PMZ AMB PMZ Reducdo FICI PMZ VRZ PMZ Reducdo FICI
+ [AMB] + [VRZ]
AMB VRZ
01-6-089 64 0,25 0,25+0,03 88% 0,12 64 1 0,25 + 0,06 94% 0,06

Notas: CIM: concentracdo inibitdria minima, expressa em pg/ml. AMB: anfotericina B; VRZ: voriconazol;
PMZ: prometazina. FICI: concentragdo inibitoria fraciondria. Interacdo sinérgico quando FICI < 0,5; indiferente

quando 0,5 < FICI < 4; ou antagdnico quando FICI > 4.
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3.6 DISCUSSAO

Como recomendacdo para o tratamento da coccidioidomicose, duas classes de
antifngicos sdo primordialmente prescritas: polienos (AMB) e derivados azolicos (ITZ, FLZ,
VRZ e PSZ) (GALGIANI et al, 2016). O tratamento de infec¢bes causadas por fungos
dimérficos enfrenta diversos desafios, como toxicidade das drogas utilizadas e sua capacidade
de distribuicdo por érgdos e tecidos, além da possibilidade de uso prolongado dos farmacos
(VAN DYKE et al., 2019; THOMPSON Il et al, 2019). Portanto, o desenvolvimento de
novas drogas antifingicas, menos toxicas e mais eficientes, tem sido o objeto de estudo de
diversas pesquisas. Somando-se a essa linha de pesquisa, existem estudo de novos alvos
moleculares para o tratamento de infec¢des ja conhecidas (CORDEIRO et al., 2014; IATTA
etal., 2017; BRILHANTE et al. 2018; CORDEIRO et al., 2020). Esses estudos sao facilitados
pela andlise do perfil de sensibilidade de microrganismos a fA&rmacos com mecanismo de acéo
conhecido. A descricdo de novos alvos moleculares, por sua vez, permite a ampliacdo do
conhecimento acerca do microrganismo estudado e possibilita o aumento do arsenal de drogas
utilizadas no tratamento da infeccéo causada.

Historicamente, a acdo fungicida da AMB foi creditada a capacidade da droga de
formar pequenos canais idnicos na bicamada lipidica, permeabilizando e destruindo, dessa
forma, as células alvo (THOMPSON |1l et al, 2019). Com base em estudos que demonstraram
que a formacdo de canais i6nicos ndo é o principal mecanismo responsavel pela acdo
fungicida da AMB, Anderson e colaboradores (2014) sugeriram outra hipo6tese para explicar o
acontecimento: a AMB forma agregados extracelulares que adsorvem o ergosterol da
bicamada lipidica, resultando na morte celular. Expandindo essa hipétese de mecanismo de
acdo da droga para outras células, os mamiferos também sdo afetados pelo farmaco. A
hipbtese dos autores sugere que os efeitos adversos decorrentes da administracdo da AMB
ocorrem devido a adsorgdo do colesterol ao farmaco, que resulta na disfungdo do organismo
(ANDERSON et al., 2014).

O efeito fungistatico dos derivados azélicos, por sua vez, é decorrente da inibigdo
da enzima 14-a-demetilase dependente de citocromo P450, que impede a converséo lanosterol
em ergosterol, desestabilizando a membrana celular fungica. A inibicdo de enzimas CYP-
dependentes de mamiferos foi reportada, sendo essa interacdo cruzada a principal causa dos
efeitos adversos apresentados por essa classe de drogas (THOMPSON 11 et al, 2019).

Diante dos efeitos colaterais e da toxicidade apresentada pelas drogas utilizadas

atualmente no tratamento da coccidioidomicose, avaliar a sensibilidade desse fungo a outros
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compostos com atividade antifingica é uma necessidade clinica atual. Ademais, a sele¢éo de
mecanismos de resisténcia a antimicrobianos é um dos principais problemas de saude publica
enfrentados atualmente no mundo. Thompson Il e colaboradores (2017) demonstraram
preocupacdo com a diminuicdo da sensibilidade de isolados de Coccidioides spp. a
fluconazol. Em sua pesquisa, 0s autores observaram que cerca de 37% dos isolados analisados
apresentaram concentraces inibitérias minimas maiores para fluconazol do que o0s
registrados em estudos prévios (THOMPSON et al., 2017).

Dessa forma, além de determinar o perfil de sensibilidade de isolados de C.
posadasii a AMB, ITZ, FLZ, VRZ e PSZ, também se estudou a inibicdo do crescimento
desses mesmos isolados quando expostos a duas drogas com mecanismos de agédo distintos:
PMZ e CSA. As CIM obtidas como resultado do presente estudo se mostraram condizentes
com as apresentadas pela literatura, com CIM para AMB variando de 0,06-0,25 pg/ml; para
ITZ, de 0,12-1 pg/ml; para FLZ, de 6,25-25 pg/ml; para VRZ, de 0,12-1 pg/ml; e para PSZ,
de 0,25-1 pg/ml (CORDEIRO ET AL., 2006; RAMANI, CHATURVEDI et al., 2007;
THOMPSON Il et al., 2017).

Existem estudos acerca da atividade antifingica da PMZ frente ao complexo de
espécies Fusarium solani e a Candida tropicalis (BRILHANTE et al. 2018; CORDEIRO et
al., 2020). As CIM de PMZ contra C. posadasii estdo abaixo do observado por Cordeiro e
colaboradores (2020) no complexo de espécies Fusarium solani. Em seu estudo, os autores
apresentam que as concentracdes de droga capazes de inibir 100% do crescimento dos
isolados quando expostos a prometazina variaram de 128-256 pg/ml. Contra C. posadasii, por
sua vez, o presente estudo demonstrou que essa inibicéo foi encontrada entre as concentracoes
32 e 64 pg/ml da droga. Brilhante e colaboradores (2018) demonstraram o efeito inibitorio da
PMZ contra Candida tropicalis. Em seus estudos, porém, os autores definiram que a CIM
seria a menor concentracdo de droga capaz de inibir 50% do crescimento fungico. A mudanca
dessa variavel impede a comparacéo direta entre os resultados dos trabalhos.

A acéo da PMZ sobre bombas de efluxo foi descrita na literatura (IATTA et al,
2017; BRILHANTE et al. 2018; CORDEIRO et al., 2020). A inibi¢do desse importante fator
de viruléncia microbiano aumenta a sensibilidade de microrganismos a outras drogas (IATTA
et al, 2017). A reducdo das CIMs de polienos ou derivados azélicos quando utilizados em
conjunto com a PMZ ¢ creditada a essa acdo da droga sobre as bombas de efluxo. O efeito
sinérgico entre PMZ e AMB ou VRZ foi observado no presente estudo. Os resultados obtidos
demonstram que, quando utilizadas isoladamente, as CIMs de PMZ e AMB frente ao isolado

testado foram de 64 e 0,25 pg/ml, sendo esses valores foram reduzidos para 0,25 e 0,03 pg/ml
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para PMZ e AMB, respectivamente. Dessa forma, foi registrada uma reducdo de 88% na
concentracdo de AMB para inibir 100% do crescimento de C. posadasii. Ao se utilizar PMZ
em conjunto com VRZ, observou-se uma reducéo de 94% da concentracdo de VRZ necessaria
para inibir o crescimento do fungo. Valores similares de reducao das concentracGes inibitorias
de AMB e VRZ quando utilizadas em conjunto com PMZ frente ao complexo de espécies
Fusarium solani foram apresentadas por Cordeiro e colaboradores (2020).

Diante dos valores de CIM para PMZ encontrados nesse estudo, acredita-se que
drogas que tenham como alvo molecular bombas de efluxo podem ser eficazes contra
infeccOes causadas por Coccidioides spp. Por meio de citometria de fluxo, a presenca de
bombas de efluxo pode ser demonstrada pela da andlise da ejecdo de rodamina 6G na
presenca ou auséncia de glicose. Na metodologia de Li e colaboradores (2015), a incubacéo
do fungo estudado com rodamina 6G sob constante agitacdo permite o acimulo intracelular
da do composto. Sabendo que as bombas de efluxo ejetam moléculas do interior da célula
para 0 meio extracelular por meio de transporte ativo, observa-se que, na presenca de glicose
no meio, a atividade de efluxo é mais proeminente. Porquanto ndo ha na literatura descricao
de tal fator de viruléncia em Coccidioides spp., faz-se importante estudar mais
detalhadamente o mecanismo de agdo da droga sobre o género fangico.

A atividade antifingica da CSA foi demonstrada frente a espécies do complexo
Candida parapsilosis, Paracoccidioides brasiliensis, Candida albicans e Cryptococcus
neoformans (CORDEIRO et al., 2014; MASSUDA et al., 2011; LI et al., 2008; MODY et al.,
1988). No presente trabalho, observou-se que a CSA foi capaz de inibir 100% do crescimento
dos isolados de C. posadasii, com CIMs variando de <1,56-12,5 pg/ml. A capacidade
albicans. Em seu estudo, Li e colaboradores (2008) apresentam que somente CIMs de 512
pug/ml de CSA foram capazes de inibir 50% do crescimento de C. albicans. O mesmo foi
observado por Cordeiro e colaboradores (2014) quando C. orthopsilosis e C. metapsilosis
foram expostas a droga. Em seu estudo, os autores apresentam que as concentragdes de CSA
capazes de inibir o crescimento dessas espécies foram >100 pg/ml.

A CSA atua no microrganismo como um inibidor de calcineurina. Visto que a
calcineurina atua em diversas rotas metabolicas, estudos demonstram que sua inibi¢do tem
potencial fungicida contra diversas espécies fungicas. Contra Coccidioides spp., a droga
demonstrou alto potencial inibitrio mesmo em pequenas concentracdes. E importante
destacar que, embora altas CIMs tenham sido encontradas por Li e colaboradores (2008) e

Cordeiro e colaboradores (2014) quando a CSA foi utilizada isoladamente, o efeito sinérgico
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da droga em combinagdo com polienos e derivados azdlicos foi observado. Frente a espécies
do complexo Candida parapsilosis, por exemplo, foram observadas FICIs de 0,07, 0,13 e
0,05 para AMB, FLZ e VRZ, respectivamente. Dessa forma, acredita-se que, frente a
Coccidioides spp., 0 potencial da CSA ainda pode ser maximizado quando utilizada em
conjunto com outros antifungicos.

Embora existam trabalhos demonstrando o efeito antimicrobiano da CSA frente a
diversos microrganismos, a atividade imunossupressora da droga é uma preocupacéo latente e
discutida nos estudos in vitro e in vivo com o farmaco. Porquanto a resposta imune inata é a
primeira linha de defesa contra a maioria das infec¢Ges fungicas, poderia esperar-se que 0 USO
clinico da CSA exacerbasse 0 processo infeccioso e piorasse o quadro clinico e a gravidade da
infeccdo. Contudo, Massuda e colaboradores (2011) demonstraram que, em modelo
experimental murino, o tratamento com CSA foi capaz de reduzir a quantidade de unidades
formadoras de col6nia no pulmdo de camundongos infectados com P. braziliensis. Os autores
ainda observaram redu¢do no nimero de leveduras do fungo no pulméo e figado por meio de
analise histopatoldgica. Resultados similares foram obtidos por Mody e colaboradores (1988)
com o uso da CSA em camundongos infectados com C. neoformans. Os autores observaram
que todos os animais infectados pelo fungo e tratados com CSA sobreviveram durante o
periodo experimental de 45 dias. Em contrapartida, todos animais controle estavam mortos
antes do 34° dia de infeccdo. Portanto, com intuito de compreender melhor a acdo da CSA
sobre animais infectados com C. posadasii, acredita-se que estudos in vivo tém a capacidade
de elucidar aspectos importantes acerca do processo infeccioso do fungo em mamiferos e o
papel da droga sobre a infecgéo.

O presente trabalho se propds, também, a verificar o potencial fungicida das
drogas testadas. Em contrapartida aos derivados azoblicos, conhecidos como drogas
fungistaticas, drogas como AMB e PMZ tém seu potencial fungicida descrito na literatura
(ZHAI et al., 2012; ANDERSON et al., 2014; BRILHANTE et al. 2018). Dessa forma,
mesmo expondo isolados de C. posadasii as mais altas concentragdes de 1TZ, FLZ, VRZ e
PSZ, esperava-se encontrar crescimento fungico apos o semeio de tubos sem crescimento
visivel em agar Sabouraud 2% dextrose. As concentra¢fes fungicidas de AMB e PMZ,
contudo, ndo puderam ser determinadas nos experimentos realizados nesse estudo. Frente a
isolados de C. albicans expostos a PMZ, por exemplo, Brilhante e colaboradores (2018)
encontraram CIM a 64 pg/ml e CFM a 256 pg/ml. No presente estudo, ao expor isolados
inibidos a CIM de 32 pg/ml a concentraces de PMZ tdo altas quanto 512 pg/ml, observou-se

crescimento fungico proeminente apos 0 semeio em meio nutritivo. Concentragdes fungicidas
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altas para Coccidioides spp. foram reportadas (RAMANI, CHATURVEDI, 2007; PAUL et
al., 2016). Acredita-se que o tempo de incubacdo com a droga seja uma variavel que
influencie diretamente esse dado. Contudo, mais experimentos devem ser realizados para
melhor compreensdo do fenémeno. Por exemplo, a analise de componentes estruturais, como
parede celular, apds exposi¢cdo do fungo as drogas, pode fornecer dados relevantes para
elucidar a questéo.

Nesse contexto, o presente trabalho comprovou o potencial inibitério da PMZ e da
CSA frente a isolados de C. posadasii. Destaca-se, porém, que mais estudos acerca do
mecanismo de acdo das drogas frente ao fungo sdo necessarios. A partir dos dados
apresentados nesse estudo, aspectos como a descri¢do de bombas de efluxo em C. posadasii,
funcdo da calcineurina sobre seu metabolismo e influéncia da CSA sobre animais infectados
pelo fungo podem ser desenvolvidos. Por fim, acredita-se que, por meio do estudo de novos
alvos moleculares para inibigdo do fungo, o trabalho contribuiu para o desenvolvimento de
novas opcdes de tratamento para a coccidioidomicose, uma doenca reportada, mas

negligenciada no Brasil.
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3.7 CONCLUSAO

e A PMZ foi capaz de inibir o crescimento de isolados de C. posadasii em sua forma
saprofitica.

e A CSA foi capaz de inibir o crescimento de isolados de C. posadasii em sua forma
saprofitica.

e Existe acdo sinérgica entre PMZ e AMB ou VRZ. Quando a PMZ foi utilizada em
conjunto com AMB ou VRZ, observou-se reducédo de 88% e 94% nas concentragdes
necessarias para inibir 100% do crescimento fangico de AMB e VRZ,

respectivamente.
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4.1 DOENCAS TROPICAIS NEGLIGENCIADAS

As doencas tropicais negligenciadas (DTNs) sdo um grupo de diversas
enfermidades que acometem primordialmente populac6es vivendo em situacdo de pobreza e
com acesso limitado a um sistema de saude e educacdo eficazes. Com ocorréncia registrada
em quase 150 paises, essas doencas prevalecem em regiGes tropicais e subtropicais,
principalmente em areas rurais e zonas periféricas de centros urbanos. Como as populacées
mais afetadas estdo em situacdo de pobreza, sem saneamento basico adequado e em contato
proximo com os diversos agentes etioldgicos e vetores de doencas, as DTNs séo fatores
importantes para o agravamento da pobreza. O tratamento dessas doencas, por sua vez, pode
incluir drogas altamente toxicas, com graves efeitos colaterais (OMS, 2010).

O portfélio de DTNs da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) é composto por
vinte doencas, sdo elas: Ulcera de Buruli; doenca de Chagas; dengue e chikungunya;
micetoma e cromoblastomicose; dracunculiase; equinococose; trematddeos transmitidos por
alimentos; tripanossomiase africana; leishmaniose; hanseniase; filariose linfatica; teniase-
cisticercose;  oncocercose; raiva; escabiose;  esquistossomose;  geo-helmintiases;
envenenamento por picada de cobra; tracoma; e bouba (OMS, 2017). No Brasil, com excecéo
de dracunculiase, tripanossomiase africana e bouba, existem casos reportados de todas as
doencas listadas; apenas ulcera de Buruli, equinococose e oncocercose nao sdo endémicas na
regido Nordeste (MARTINS-MELO et al., 2018).

Medidas estratégicas para eliminacdo das DTNs sdo estabelecidas regularmente.
Estima-se que cinco das doengas que compdem atualmente a lista de DTNs da OMS sejam
erradicadas nesta década, sdo elas: dracunculiase, tripanossomiase africana, filariose linfatica,
tracoma e bouba (HOTEZ; AKSOQOY, 2017). Contudo, as autoridades governamentais da
maioria dos paises acometidos pelas DTNs tém falhado no controle das doencas. Nos Gltimos
anos, observou-se um aumento drastico na incidéncia de algumas doengas, principalmente das
transmitidas por vetores. No Brasil, estima-se que, de 1990 a 2016, os casos de dengue e
leishmaniose tenham aumentado 5.347% e 104%, respectivamente (Quadro 3) (MARTINS-
MELO et al., 2018).
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Quadro 3. Principais doencas tropicais negligenciadas reportadas no Brasil, modo de

transmissao e porcentagem de mudanca no nimero absoluto de casos de 1990 a 2016.

DTN

Doenca de Chagas

Leishmaniose

Visceral
Tegumentar

Esquistossomose

Cisticercose

Equinococose cistica

Filariose linfatica

Oncocercose

Tracoma

Dengue

Raiva

InfeccOes intestinais por

nematodes/geo-helmintiases

Ascaridiase

Tricuriase

Ancilostomose

Hanseniase

Transmissédo

Fezes de triatomineos infectados pelo parasito

Trypanosoma cruzi

Picada de flebotomineos infectados por

parasitos do género Leishmania

Penetracdo de cercérias de Schistosoma

mansoni
Ingestéo de ovos de Taenia solium

Contato com fezes de animais que contenham

ovos dos parasitos Echinococcus granulosus

Picada de mosquito infectado por Wuchereria

bancrofti

Picada de simulideos infectados pelo parasito

Onchocerca volvulus

Infeccdo ocular causada por Chlamydia

trachomatis

Picada de mosquitos Aedes spp. infectados

pelo virus da dengue

Saliva de animais infectados pelo virus da

raiva

Ingestdo de alimentos contaminados por ovos;

penetracdo ou ingestdo de larvas

Infecgdo causada por Mycobacterium leprae

% de mudanga no niimero
de casos de 1990 a 2016
- 36,7

104,0

120,0
9,5

3,8

-431

-59,0

-951

-98,8

- 247

5.347,8

- 98,7

-18,1

-57,3
340,2
31,7

96,5

Fonte: Adaptado de MARTINS-MELDO et al., 2018
Notas: DTN: Doencas Tropical Negligenciada.
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4.1.1 Parametros para inclusdo de uma doenca na lista de doencas tropicais negligenciadas

As DTNs, em sua maioria, sdo doencas que ndo se disseminam amplamente em
um curto periodo de tempo. Além disso, as populacdes mais afetadas por essas enfermidades
ndo incluem pessoas mais abastadas ou habitantes de paises de alta renda; e risco de
transmissdo dessas doencas para paises fora das regides tropical e subtropical sdo baixos.
Dessa forma, de acordo com a OMS (2017), os critérios para uma doenca ser classificada

como tropical negligenciada sao:

1) Afetar desproporcionalmente populagdes vivendo em situacdo de pobreza, resultando
em morbidade e mortalidade, incluindo estigma e descriminacéo;

2) Afetar principalmente populacdes vivendo em regides tropicais e subtropicais;

3) E imediatamente amenizada, controlada ou erradicada por meio da adog&o de uma ou
mais das seguintes estratégias de saude publica: a) terapia preventiva; b) administracéo
intensificada dos casos; c¢) controle do vetor; d) satde publica veterinaria; e 5) acesso a
agua limpa, saneamento basico e condic¢des basicas de higiene; e

4) E negligenciada pela pesquisa quanto ao desenvolvimento de novos diagndsticos,

medicamentos e outras ferramentas de controle.

As duas ultimas doencas infecciosas incluidas na lista de DTNs da OMS foram as
infeccBes flngicas micetoma e cromoblastomicose (OMS, 2017). Apesar de essas serem as
Unicas micoses na lista de 20 doencas, pesquisadores discutem a inclusdo da criptococose,
entomoftoromicose, histoplasmose, lacaziose, paracoccidioidomicose e esporotricose no
portfolio (MOLLOQY et al., 2017; QUEIROZ-TELLES et al., 2017; RODRIGUES, 2018;
GRIFFITHS et al., 2019). De acordo com o0s autores, essas doencas sdo importantes causas de
mortalidade e morbidade entre populacGes em situacdo de vulnerabilidade econdmica que

vivem em areas rurais.
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4.2 HIPOTESE CIENTIFICA

A coccidioidomicose cumpre os critérios para ser classificada como uma doenca

tropical negligenciada.

4.3 OBJETIVOS

4.3.1 Objetivo geral

Detalhar os principais aspectos clinicos e epidemiolégicos da coccidioidomicose

no Brasil e sugerir sua inclusdo na lista de Doencas Tropicais Negligenciadas (DTN) da

Organizacdo Mundial de Saude (OMS)

4.3.2 Objetivo especifico

1. Tracar um panorama biogeografico da regido Nordeste do Brasil;

2. Detalhar aspectos sociais e de salde publica vivenciados pelas populagdes mais
afetadas pela coccidioidomicose no Brasil.
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4.4 METODOS

4.4.1 Numero de casos de coccidioidomicose no Brasil

Pesquisas bibliogréficas foram feitas nas bases de dados das plataformas PubMed
(MEDLINE), LILACS e BIREME. Foram considerados artigos e teses publicados em inglés e
portugués durante o periodo de 1978-2021. Foram incluidos como relevantes para o trabalho:
estudos descritivos e observacionais de casos com analises quantitativas; revisdes sistematicas
e teses com o histérico de casos de determinada regido do Brasil; e relatos de casos. Nao
foram incluidos trabalhos que discutiam novas medidas de tratamento ou métodos alternativos
de diagnostico para a infeccdo; revisdes sem analises quantitativas de casos da doenca; relatos
de infeccbes em mamiferos ndo humanos, mesmo com analises quantitativas; revisdes
sistematicas com o histérico de casos ou estudos de casos de outros paises além do Brasil.
Como descritores, 0s seguintes termos foram utilizados na busca: Coccidioidomicose;
Coccidioidomicose pulmonar; Coccidioides AND Brazil; Coccidioides AND Brasil;
Coccidioidomycosis AND Brazil; Coccidioidomicose AND Brasil. O operador booleano
AND foi utilizado com intuito de relacionar os descritores buscados, restringindo, dessa
forma, o escopo da pesquisa. As referéncias foram buscadas manualmente e selecionadas com
base no titulo de no resumo do trabalho. Dessa forma, com base nas restricGes impostas na
selecdo dos trabalhos relevantes, estudos que relataram casos de coccidioidomicose pulmonar

e extrapulmonar foram incluidos.

4.4.2 Aspectos demograficos e socioecondmicos das populacdes afetadas pela

coccidioidomicose no Brasil

A partir da lista de municipios onde a ocorréncia da coccidioidomicose foi
relatada no Brasil, pode-se tracar aspectos biogeogréaficos, socioecondmicos, demogréaficos e
de saude publica da regido e das populagdes que habitam essas regides. As caracteristicas de
clima, vegetacdo, media pluviométrica anual e média de temperatura anual acerca da regido
afetada pela coccidioidomicose, por exemplo, foram obtidas a partir de dados disponibilizados
nas plataformas online e boletins do IBGE, EMBRAPA semiarido, SUDENE, FUNCEME e
INMET. As especificidades demogréaficas e socioecondmicas das populacfes que vivem em
areas afetadas pela doenca, incluindo indice de Desenvolvimento Humano Municipal (IDHM)

dos municipios da regido, além escolaridade e renda média mensal dos seus habitantes, foram
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delimitadas com base em dados apresentados pelo IBGE e do Banco Mundial.
Particularidades em relacdo ao sistema de salde publica acessado pelas populacGes, por sua
vez, foram elaboradas com base em dados da Organizacdo Pan-Americana da Saude da
Organizacdo Mundial de Salde, do Sistema de Informacdo sobre Mortalidade (SIM), do
Departamento de Informética do Sistema Unificado de Saiude (DATASUS) e do Sistema de
Informacdes Hospitalares (SIH).
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4.5 RESULTADOS

4.5.1 Casos de coccidioidomicose no Brasil

A partir da busca dos descritores nas bases de dados do PubMed (MEDLINE),
LILACS e BIREME, 226 trabalhos relativos ao tema dessa reviséo foram recuperados (70
PubMed, 115 LILACS e 41 MEDLINE) (Tabela 4). Apés a remocdo de 15 trabalhos
duplicados nas diferentes bases de dados, 211 foram triados a partir dos seus titulos e
resumos. Apos a exclusdo de 173 trabalhos por ndo se enquadrarem especificamente da
coccidioidomicose no Brasil, 28 trabalhos completos foram classificados como elegiveis para
a revisdo. Desses, 12 foram excluidos pelos seguintes motivos: 10 tratavam-se de revisoes,
que incluiam dados epidemiolédgicos da doenca no Brasil, mas ndo apresentavam dados
quantitativos dos casos no pais; e dois relatavam infecges em mamiferos ndo humanos. No
total, 16 trabalhos descrevendo casos de coccidioidomicose no Brasil foram selecionados para

0 presente estudo (Figura 12).

Tabela 4. Resultados da busca dos descritores nas bases dados do PubMed, LILACS e
BIREME e nimero de trabalhos relevantes para essa revisao.

Descritores Resultado Relevantes
PubMed LILACS BIREME PubMed LILACS BIREME

Coccidioidomicose 5 115 2283 4 9 -
Coccidioidomicose pulmonar 1 42 546 1 8 -
Coccidioides AND Brazil 65 17 41 12 9 8
Coccidioides AND Brasil 8 16 23 3 8 8
Coccidioidomycosis AND Brazil 70 16 39 12 9 9
Coccidioidomicose AND Brasil 2 14 18 2 9 8

Notas: PubMed: base de dados que retine contelidos da MEDLINE: Medical Literature Analysis and Retrieval
System Online (Sistema Online de Busca e Analise de Literatura Médica); LILACS: Literatura Latino-americana
e do Caribe em Ciéncias da Salde; BIREME: Biblioteca Regional de Medicina da Organizagdo Pan-Americana
da Salde / Organizagdo Mundial da Saide (OPAS/OMS).
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Total de trabalhos encontrados
(n=226)

l

Total de trabalhos apés a remogao de trabalhos duplicados
(m=211)

Y

Identificagdo

Triagem

Total para triagem Nao relevantes para o estudo
(n=211) m=173)

Y

Trabalhos completos lidos para selegéo - Trabalhos completos excluidos com
(n=28) motivo (n=12):

10 revisdes sem analise

quantitativa de casos da doenga;

2 relatos de infecgdes em

mamiferos ndo humanos.

[}
E
=
=
£
L]

=11}

()
—
84}

Trabalhos incluidos nessa revisdo
(n=16)

Incluidos

Figura 12. Diagrama da selecdo de trabalhos incluidos nessa revisao.

As caracteristicas gerais dos trabalhos selecionados para esse estudo, incluindo
titulo, autores, ano de publicacdo, numero de casos descritos e localidade de ocorréncia da
doenca, estdo descritos no quadro 4. Ao todo, com base nos dados obtidos a partir dos
trabalhos selecionados para esse estudo, 136 casos de coccidioidomicose foram reportados
desde 1978 no Brasil. Desses, 94 ocorreram no Piaui, 30 no Ceard, seis no Maranh&o, quatro
em Pernambuco e dois na Bahia (Quadro 4). Todos 0s casos ocorreram em municipios

localizados no Nordeste do Pais, com a maioria se concentrando no semiarido nordestino.

Quadro 4. Caracteristicas gerais dos trabalhos selecionados para essa revisao.
Bahia (2)

Titulo:  Coccidioidomicose pulmonar. Primeiro caso nacional.

Autores: Gomes, O. M.; Serrano, R.P.; Pradel, H.O.; Barros Moraes, N.L.; Varella, A.L.;
Fiorelli, A.l.; Esposito, 1., Saad, F.A.; Furlaneto, J.A.; Rothman, A.; Espésito,
M.A.

Ano da publicagdo: 1978 Ndmero de casos: 1
Municipio e Estado de ocorréncia: Paripiranga - Bahia




Titulo:  Coccidioidomycosis in Brazil.

Autores: Martins, M. dos A.; de Aradjo, E. da M.; Kuwakino, M.H.; Heins-Vaccari, E. M.;
Del Negro, G. M.; Vozza Junior, J.A.; Lacaz, C. da S.

Ano da publicacdo: 1997 NUmero de casos: 1

Municipio e Estado de ocorréncia: Monte Santo - Bahia

Ceara (30)
Titulo:  Coccidioidomicose pulmonar em cacador de tatus.
Autores: Costa, F. A. M.; Reis, R. C.; Benevides, F.; Tomé, G. S.; Holanda, M. A.
Ano da publicagdo: 2001 Namero de casos: 1

Municipio e Estado de ocorréncia: Boa Viagem - Ceara

Titulo:  Coccidioidal pericarditis: a rapid presumptive diagnosis by an in-house antigen
confirmed by mycological and molecular methods.

Autores: Brilhante, R. S. N.; Cordeiro, R. A.; Rocha, M. F. G.; Fechine, M. A. B.; Furtado,
F. M.; Nagao-Dias, A. T.; Camargo, Z. P.; Sidrim, J. J. C.

Ano da publicagdo: 2008 Ndmero de casos: 1

Municipio e Estado de ocorréncia: Ibiapina - Ceara

Titulo:  Serologic detection of coccidioidomycosis antibodies in northeast Brazil.

Autores: Cordeiro, R. A.; Fechine, M. A.; Brilhante, R. S.; Rocha, M. F.; Costa, A. K,.;
Nagao, M. A.; Camargo, Z. P.; Sidrim, J. J.

Ano da publicagdo: 2009 NUmero de casos: 2

Municipio e Estado de ocorréncia: Catunda; Santa Quitéria

Titulo:  Coccidioidomicose pulmonar e extrapulmonar: trés casos em zona endémica no
interior do Ceara

Autores: Togashi, R. H.; Aguiar, F. M.; Ferreira, D. B.; Moura, C. M.; Sales, M. T.; Rios.
N. X.

Ano da publicagdo: 2009 NUmero de casos: 3

Municipio e Estado de ocorréncia: Ceard

Titulo:  Coccidioidomycosis in armadillo hunters from the state of Ceara, Brazil.

Autores: Brillhante, R. S.; Moreira Filho, R. E.; Rocha, M. F.; Castelo-Branco, D. de S.;
Fechine, M. A.; Lima, R. A.; Picango, Y. V.; Cordeiro, R. de A.; Camargo, Z. P,;
Queiroz, J. A.; Araujo, R. W.; Mesquita, J. R.; Sidrim, J. J.

Ano da publicagdo: 2012 NUmero de casos: 2

Municipio e Estado de ocorréncia: Santa Quitéria - Ceara

Titulo:  Twelve years of coccidioidomycosis in Ceara State, Northeast Brazil:
epidemiologic and diagnostic aspects.

Autores: Cordeiro, R. de A.; Brilhante, R. S.; Rocha, M. F.; Bandeira, S. P.; Fechine, M.
A.; de Camargo, Z. P.; Sidrim, J. J.

Ano da publicagdo: 2010 Ndmero de casos: 19

Municipio e Estado de ocorréncia: Ceard

Titulo:

Coccidioidomycosis in a reference center in Northeast Brazil:
clinical/epidemiological profile and most common radiological findings.
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Autores: Morais, J. L. D. S.; Borges, M. C. M.; Cavalcante, L. M. M. B.; Motoyama, P. V.
P.; Liborio, M. P.; Tavora, L. G. F.

Ano da publicagdo: 2020 Numero de casos: 30
Municipio e Estado de ocorréncia: Ceara

Maranhéo (6)

Titulo:  Investigation of an outbreak of endemic coccidioidomycosis in Brazil's
northeastern state of Piaui with a review of the occurrence and distribution of
Coccidioides immitis in three other Brazilian states.

Autores: Wanke, B.; Lazera, M.; Monteiro, P. C.; Lima, F. C.; Leal, M. J.; Ferreira Filho,
P. L.; Kaufman, L.; Pinner, R.W.; Ajello, L.

Ano da publicagdo: 1999 Ndmero de casos: 5
Municipio e Estado de ocorréncia: Piaui (4); Maranh&o (1)

Titulo:  Eco-epidemiologia e manifestacdes clinicas da coccidioidomicose nos Estados do
Piaui e do Maranhéo.

Autores: Euldlio, K. D.
Ano da publicagdo: 2008 Ndmero de casos: 100
Municipio e Estado de ocorréncia: Piaui (94); Maranhéo (6)

Titulo:  ManifestagBes cutdneo-mucosas da coccidioidomicose: estudo de trinta casos
procedentes dos estados do Piaui e Maranhdo.

Autores: Deus Filho, A.; Deus, A. C.; Meneses, sA. de O.; Soares, A. S.; Lira, A. L.

Ano da publicagdo: 2010 Ndmero de casos: 30

Municipio e Estado de ocorréncia: Piaui (28); Maranhdo (2)

Pernambuco (4)

Titulo:  Coccidioidomycosis: first cases reported in Pernambuco, Brazil.

Autores: Aradjo, P. S. R.; Souza Junior, V. R.; Padilha, C. E.; Oliveira, M. I.; Arraes, L.
C.; Vieira, R.; Antunes, A.; Lima Neto, R. G.; Marsden, A.

Ano da publicagdo: 2018 Ndmero de casos: 3

Municipio e Estado de ocorréncia: Serra Talhada - Pernambuco

Titulo:  Coccidioidomycosis in a Pediatric Patient.

Autores: de Lima-Neto, R. G.; Inacio, C. P.; Costa, R. B.; de Aguiar Cordeiro, R.; Neves,
W. W.; Neves, R. P.; Magalhdes, O. M. C.; Filho, A. M. L.; de Araljo, P. S. R.

Ano da publicagdo: 2021 Namero de casos: 1
Municipio e Estado de ocorréncia: Pernambuco

Piaui (94)

Titulo:  Coccidioidomicose. Relato do primeiro caso ocorrido em nativo do Brasil.
Autores: Vianna, H.; Passos, H. V.; Sant'ana, A. V.

Ano da publicagdo: 1979 NUmero de casos: 1
Municipio e Estado de ocorréncia: Floriano - Piaui

66



67

Titulo:  Coccidioidomicose: novo caso brasileiro.

Autores: Moraes, M. A.; Martins, R. L.; Leal, I. I.; Rocha, I. S.; Medeiros Junior, P.
Ano da publicagdo: 1999 Namero de casos: 1
Municipio e Estado de ocorréncia: Bertolinia - Piaui

Titulo:  Investigation of an outbreak of endemic coccidioidomycosis in Brazil's
northeastern state of Piaui with a review of the occurrence and distribution of
Coccidioides immitis in three other Brazilian states.

Autores: Wanke, B.; Lazera, M.; Monteiro, P. C.; Lima, F. C.; Leal, M. J.; Ferreira Filho,
P. L.; Kaufman, L.; Pinner, R.W.; Ajello, L.

Ano da publicacdo: 1999 NUmero de casos: 5

Municipio e Estado de ocorréncia: Piaui (4); Maranhao (1)

Titulo:  Eco-epidemiologia e manifestagdes clinicas da coccidioidomicose nos Estados do
Piaui e do Maranhéo.

Autores: Euldlio, K. D.

Ano da publicagdo: 2008 Ndmero de casos: 100

Municipio e Estado de ocorréncia: Piaui (94); Maranhéo (6)

Titulo:  ManifestagBes cutdneo-mucosas da coccidioidomicose: estudo de trinta casos
procedentes dos estados do Piaui e Maranhdo.

Autores: Deus Filho, A.; Deus, A. C.; Meneses, A. de O.; Soares, A. S.; Lira, A. L.

Ano da publicagdo: 2010 Ndmero de casos: 30

Municipio e Estado de ocorréncia: Piaui (28); Maranhdo (2)

4.5.2 Aspectos demogréficos e socioecondmicos das regides afetada pela coccidioidomicose

no Brasil

De acordo com o levantamento bibliografico feito nesta revisdo, casos de
coccidioidomicose foram relatados em 43 municipios, distribuidos em 5 estados da regido
Nordeste (Figura 13). Os municipios onde 0s casos ocorreram, assim como informacdes
socioecondémicas e demogréaficas, incluindo indice de Desenvolvimento Humano Municipal
(IDMH), taxa de analfabetismo e renda domiciliar per capita, acerca da localidade e dos seus

habitantes estdo expostas no quadro 5.
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Figura 13. Ocorréncia da coccidioidomicose no Brasil.

Notas: Casos da doenca foram reportados em dois municipios do Maranh&o (simbolos vermelhos); 18 do Piaui
(simbolos azuis); 20 do Cearé (simbolos laranjas); um de Pernambuco (Simbolo roxo); e dois da Bahia (simbolos
verdes).

Quadro 5. Municipios onde a coccidioidomicose foi relatada no Brasil, com seu indice de
Desenvolvimento Humano Municipal (IDHM) e a taxa de analfabetismo e renda domiciliar
média dos seus habitantes.

Localidade de IDHM Taxa de Renda média domiciliar
ocorréncia analfabetismo (%) per capita (R$)

Bahia 0,660 16,2 481,18

Monte Santo 0,506 34,6 195,67

Paripiranga 0,577 25,4 270,43

Média (mediana) 30 (30) 233,05 (233,05)

Ceara 0,682 18,2 445,88




Acopiara 0,595 32,9 263,74
Aiuaba 0,569 34,3 199,36
Arneiroz 0,618 30,0 268,68
Boa Viagem 0,598 32,3 246,69
Carits 0,597 314 237,33
Catunda 0,609 26,6 221,12
Fortaleza 0,754 6,8 812,61
Ibiapina 0,608 23,6 255,58
Ico 0,606 30,4 268,98
Independéncia 0,632 27,4 257,47
Itapagé 0,623 23,0 251,11
Jaguaribe 0,621 24,8 282,19
Lavras da Mangabeira 0,613 26,6 261,43
Parambu 0,570 36,6 207,87
Russas 0,674 18,8 301,47
Saboeiro 0,575 30,8 218,11
Santa Quitéria 0,616 26,1 229,69
Sobral 0,714 16,4 436,87
Solonépole 0,625 24,7 266,77
Trairi 0,606 22,2 203,65
Média (mediana) 26,3 (26,6) 284,54 (256,53)
Maranhdo 0,639 20,4 348,72
Arame 0,512 38,0 204,78
Mirador 0,545 28,2 159,65
Média (mediana) 33,1(33,1) 182,22 (182,22)
Pernambuco 0,673 17,4 508,82
Serra Talhada 0,661 19,9 401,48
Piaui 0,646 22,2 408,27
Antbénio Almeida 0,620 25,8 282,24
Bertolinia 0,612 23,5 324,89
Campinas do Piaui 0,544 26,0 206,21
Canto do Buriti 0,576 29,0 276,43
Elesb&o Veloso 0,580 34,2 269,10
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Eliseu Martins 0,595 20,3 356,48
Floriano 0,700 12,3 528,55
Miguel Ledo 0,623 26,6 294,58
Monsenhor Gil 0,615 23,9 269,62
Oeiras 0,634 23,8 372,24
Séo Félix do Piaui 0,587 31,2 308,71
S&o Francisco do Piaui 0,570 32,1 256,58
S&o Jodo da Serra 0,582 37,8 231,88
Sé&o Lourenco do Piaui 0,595 24,1 260,25
S&o Miguel do Tapuio 0,556 35,6 183,26
Sebastido Leal 0,562 25,9 190,54
Tanque do Piaui 0,579 30,5 246,83
Urugui 0,631 17,0 349,20
Média (mediana) 26,6 (25,95) 289,31 (273,02)

Fonte: IBGE, 2010
Notas: IDHM: indice de Desenvolvimento Humano Municipal. Taxa de analfabetismo expressa em porcentagem
da populagdo. Renda média domiciliar per capita em reais. As médias e medianas correspondem aos valores dos

municipios de cada estados.

Todos os casos de coccidioidomicose no Brasil foram relatados na regido
Nordeste. A populagdo da regido possui a menor escolaridade do pais, porquanto, segundo o
censo demografico do IBGE de 2010, mais de 45% da sua populacdo ndo possuia 0 ensino
fundamental completo (33,89% no Centro-Oeste; 40,41% no Norte; 32,02% no Sudeste; e
34,2% no Sul). A taxa de analfabetismo da regido € a maior do pais. Estima-se que 18,5% da

populacdo do Nordeste seja alfabeta (Quadro 6).

Quadro 6. Escolaridade e taxa de analfabetismo de acordo com a regido do Brasil.

Regido Sem instrugdo/1°  1° ciclo fundamental 2° ciclo Taxa de
ciclo fundamental completo/ 2° ciclo fundamental analfabetismo
incompleto incompleto completo ou mais

Centro-Oeste 20,84 13,05 56,88 7,0

Nordeste 31,72 13,55 45,20 18,5

Norte 26,97 13,44 48,95 11,1

Sudeste 19,19 12,83 59,13 53

Sul 19,78 14,42 55,80 5,0

Fonte: IBGE, 2010
Notas: Sem instrucdo/1° ciclo fundamental incompleto, 1° ciclo fundamental completo/ 2° ciclo incompleto, 2°

ciclo fundamental completo ou mais e taxa de analfabetismo expressos em porcentagem da populagéo total.
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A populacdo da regido Nordeste do Brasil também enfrenta desafios
socioecondmicos. A regido possui a menor renda média domiciliar per capita do pais (R$
458,63) e aproximadamente 52,79% da sua populacdo vive com menos de meio salario
minimo por més, ficando atras somente da regido Norte, com 56,10% da populacdo vivendo
com essa renda mensal. Contudo, ao se analisar a porcentagem da populagdo que vive com
menos e ¥ do salario minimo, a regido salta para primeiro lugar, visto que 29,76% da sua

populacdo se encontra nessa situacéo.

Quadro 7. Renda per capita média, populacdo que vive com renda menor que %2 salério

minimo e populacéo que vive com renda menor que ¥ salario minimo.

Regido Renda media Populagdo com Populacdo com
domiciliar per capita renda<¥% SM (%) renda<¥ SM (%)

Centro-Oeste 935,06 25,92 9,58

Nordeste 458,63 52,79 29,76

Norte 494,11 56,10 28,95

Sudeste 943,35 23,74 9,16

Sul 919,90 19,19 6,68

Fonte: IBGE, 2010
Notas: SM: salario minimo. Renda média domiciliar per capita expressa em reais. Populagcdo com renda menor
que ¥ do salario minimo e popula¢do com renda menor que ¥ do salario minimo expressos em porcentagem da

populacéo total.
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4.6 A COCCIDIOIDOMICOSE NO BRASIL

Questdes relacionados aos aspectos histdricos e epidemiologicos da
coccidioidomicose foram apresentados na Revisdo de Literatura do presente trabalho.
Sabendo que, no Brasil, a literatura cientifica somente relata casos de infeccdo em humanos
por Coccidioides spp. na regido Nordeste, nesse tépico do trabalho, o autor se propbe a
abordar dois aspectos em relacdo a doenca: 1) dados epidemiologicos disponibilizados por
meios oficiais acerca da coccidioidomicose; e 2) aspectos biogeogréaficos e sociais da regido

Nordeste do Brasil.

4.6.1 Dados epidemioldgicos oficiais da coccidioidomicose no Brasil

Dados epidemioldgicos da coccidioidomicose no Brasil sdo de dificil
levantamento, porquanto a doenca ndo é de notificagdo compulséria no Pais. Além de
comprometer o entendimento e a ocorréncia de casos, esse fato impossibilita o
estabelecimento de medidas de controle e monitoramento da doenca.

Dados do Sistema de Informacgdo sobre Mortalidade (SIM) mostram que, no
Brasil, foram reportadas 48 mortes por coccidioidomicose de 1996-2017. Essas mortes estdo
distribuidas no territorio brasileiro da seguinte forma: cinco na regido Norte, 22 na regido
Nordeste, 9 na regido Sudeste, 11 na regido Sul e uma na regido Centro-Oeste. Ademais,
dados do Departamento de Informética do Sistema Unificado de Saide (DATASUS) apontam
que, somente em 2011, 829 casos de coccidioidomicose foram reportados no Brasil, a maioria
ocorrendo nas regides Sul e Sudeste.

Essas informacdes se mostras, contudo, incongruentes com os dados apresentados
pela literatura, que apresentam a doenca como exclusiva da regido Nordeste do Pais, com dois
casos de morte relatados (VERAS et al., 2003; MORAIS et al., 2020). Apesar de nédo se
conhecer detalhadamente todas as condi¢cbes biogeograficas necessarias para 0
desenvolvimento do fungo no ambiente, sabe-se que sua ocorréncia se limita a regides aridas
e semiaridas. As regibes Sul e Sudeste, por apresentarem clima subtropical
predominantemente temperado, ndo apresentam as condi¢des climéaticas adequadas para a
ocorréncia da doenca. Nesse contexto, os dados apresentados por Orgdos governamentais
apresentam divergéncia com a literatura cientifica, o que indica que outras doencgas, como

paracoccidioidomicose, podem ter sido incluidas na base de dados.
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4.6.2 Aspectos biogeograficos, sociais e de satde publica da regido Nordeste do Brasil

O Nordeste brasileiro € uma regido compreende os estados de (Figura 12A). Com
um territorio de aproximadamente 1.540.000 km2, correspondendo a 18% do territdrio
nacional, e com populacdo de cerca de 53 milhdes de habitantes, quase 25% da populagdo
brasileira, a regido é uma das maiores do pais. Nessa regido, encontra-se 0 semiarido
brasileiro, area de 1.128.697 kmz2, que comporta aproximadamente 27.900.000 habitantes em
1262 municipios, sendo, por esse motivo, a regido semiarida mais populosa do mundo (Figura
12B).

Venezuela

Colombia

o ML Brasil g;".?:%

Paragu‘a;

Figura 14. Mapa do Brasil, da regido Nordeste e da regido semiarida do pais. (A) Mapa de
parte da América do Sul, com o Brasil circundado em vermelho, e, em destaque, localizada
dentro do pais, a regido Nordeste compreendendo os estados de Alagoas (AL), Bahia (BA),
Ceara (CE), Maranhdo (MA), Paraiba (PB), Pernambuco (PE), Piaui (PI), Rio Grande do
Norte (RN) e Sergipe (SE) (Adaptado de (Adaptado de ©Google, INEGI, 2021); (B)
Delimitacdo do semiarido revisada em 2017, compreendendo 1262 municipios localizados
nos estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Maranh&o, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do
Norte, Sergipe e Minas Gerais (IBGE, 2015; BRASIL, 2017a; BRASIL, 2017b).
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Os biomas predominantes na regido nordeste sdo: caatinga (52,5%), cerrado
(29,4%), mata atlantica (10,7%) e amazonia (7,4%) (Figura 13A). A precipitacdo anual na
regido € menor do 1000 mm por ano. A estacdo chuvosa se concentra em poucos meses, com
a estacao seca predominando na maioria dos meses do ano. Na regido semiarida, por sua vez,
a média de precipitacdo anual é inferior a 800 mm por ano, com diversos episodios de seca
severa reportados (Figura 13B). Contudo, a regido rural do Nordeste estd em processo de
desertificacdo, ndo so por conta dos longos periodos de estiagem: o uso inapropriado do solo,
com praticas de queimadas para posterior plantio sendo corriqueiramente executadas, tem
contribuido para sua intensa degradacdo e acelerado o processo de desertificagdo observado

na regiao.
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Amazonia
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Figura 15. Biomas do Brasil e médias pluviométrica da regido Nordeste e do semiarido. (A)
Biomas brasileiros, com a regido Nordeste esta evidenciada vermelho, onde predominam os
biomas caatinga, cerrado, mata atlantica e amazbnia (Adaptado de IBGE, 2019); (B)
Precipitacdo média anual na regido Nordeste do Brasil (em mm). Em vermelho, evidencia-se
0 semiarido brasileiro, com médias pluviométricas predominantemente inferiores a 800 mm
(EMBRAPA, 2021).
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A regido Nordeste do Brasil também apresenta importantes aspectos
demograficos. A populacdo da regido é composta, em sua maioria, por pardos (62,5% vs.
46,8% no Brasil), seguido de brancos (24,7% vs. 42,7% no Brasil), negros (11,9% vs. 9,4%
no Brasil) e indigenas (0,8% vs. 1,1% no Brasil). A média de anos escolares da populacdo é a
menor do pais, ao passo que a taxa de analfabetismo é a maior. Estima-se que mais de 45% da
populagdo nordestina ndo possua o ensino fundamental completo e que apenas 9,9% possua
ensino superior completo, a menor média do pais. Ademais, a regido possui a menor renda
domiciliar per capita do pais, com cerca de 30% da sua populagdo vivendo com menos de %4
do salario minimo. Dados do Banco Mundial apontam que aproximadamente 12% dos
habitantes da regido vivem em situacdo de extrema pobreza, possuindo renda mensal diéaria
abaixo de US$ 1,90.

Com excecdo de Fortaleza e Sobral, dois municipios com elevado indice de
urbanizacdo do Ceard, e de Floriano no Piaui, o Indice de Desenvolvimento Humano
Municipal (IDHM) de todos os municipios onde casos da coccidioidomicose foram relatados
é menor do que o Indice de Desenvolvimento Humano do estado. De acordo com o Atlas do
Desenvolvimento Humano no Brasil, faixas de desenvolvimento humano entre 0,000 e 0,499
sédo consideradas muito baixas; entre 0,500 e 0,599 sdo baixas; entre 0,600 e 0,699 sdo
médias; entre 0,700 e 0,799 sdo altas; e entre 0,800 e 1,000 sdo muito altas. Seguindo essa
referéncia, 21 dos 43 municipios listados possuem IDHM baixo. Os Unicos municipios com
casos da doenca notificados que possuem alto IDHM sdo Fortaleza, Sobral e Floriano. Os
demais sdo classificados como médio. O Brasil, possui 32 municipios com IDMH abaixo de
0,400, considerado muito baixo. Desses, 14 estdo localizados na regido Nordeste.

A populacéo brasileira também enfrenta problemas relacionados a satde publica.
Criado em 1988, o Sistema Unificado de Salude (SUS), que visa fornecer acesso gratuito a
servicos de salde no Brasil, sofreu uma série de cortes nos ultimos anos. Ap0s uma expansao
orcamentaria e nos servicos prestados pelo SUS no periodo de 2000 a 2010, a instabilidade
politica interna e a crise financeira mundial enfrentadas em 2016 ecoaram no orgamento
destinado a saude no Brasil. Dessa forma, em 2016, foi instituida a Emenda Constitucional
95, que estabelece limites orcamentérios para alguns departamentos governamentais,
incluindo salde e educagdo (MACHADO; SILVA, 2019). Os investimentos publicos em
satde tém diminuido desde entdo. Somente em 2019, estima-se que 0 orgamento destinado ao
SUS tenha em mais de US$ 2 bilhdes (LORENZ et al., 2020).

O aumento da incidéncia de infeccBes curdveis no Brasil é alarmante. Como

exemplo, infeccdes sexualmente transmissiveis (ISTs), como clamidia, gonorreia e sifilis,
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afetam desproporcionalmente populagfes de paises de baixa e média renda, com alta
prevaléncia entre populac@es rurais de paises de baixa renda (UNEMO et al., 2017; AMORIM
et al., 2018). O aumento da incidéncia de ISTs por si s6 é uma questdo de salde publica
preocupante. Essa preocupacao é agravada devido a maior suscetibilidade a infeccdo pelo
virus da imunodeficiéncia humana (HIV) em pessoas com outras ISTs (GALVIN; COHEN,
2004). O aumento da quantidade de novos infectados pelo HIV, por sua vez, também tem
preocupado bastante autoridades de satde no Brasil. Dados do Ministério da Saude apontam
que o numero de casos positivos de HIV aumentou de cerca 9.000 casos em 2009 para
aproximadamente 43.000 em 2018.

Historicamente, o Brasil também enfrenta surtos epidémicos de arboviroses,
incluindo dengue e Chikungunya. No periodo de 2009 a 2019, na América Latina, mais de 17
milhGes de casos de dengue foram reportados; cerca de 60% (mais de 10 milhdes) desses
casos foram notificados no Brasil (PAHO). Ademais, o Pais tem enfrentado um problema de
salde publica sem precedentes na sua historia, a pandemia de coronavirus de 2019 (COVID-
19). Desde o primeiro caso reportado no Brasil, a doenca tem sido uma preocupacdo latente
para os paises da América Latina (RODRIGUEZ-MORALES et al., 2020). Visto que o Brasil
aparece como um dos paises com maior numero de infectados e mortes por COVID-19, os
impactos da doenca no pais sdo imensurdveis. De acordo com o boletim da Comisséo
Econbmica para a América Latina e o Caribe (2020) da OMS, populacBes de areas rurais
serdo as mais afetadas pelo virus. Estima-se que aproximadamente 30 milhdes de pessoas
vivendo nessas areas alcancardo a situacdo de extrema pobreza, um aumento de 4,9% (de
20,3% em 2019 para 25,2% em 202) (CEPAL, 2020).

Problemas relacionados a saude publica no Brasil sdo agravados entre as
populacdes que vivem nas regides mais vulneraveis do pais, incluindo os habitantes das
regides rurais do Nordeste do Pais. Problemas burocraticos relacionados a contratacdo de
profissionais de salde e a escassez de médicos sdo realidades vividas nessas regides
(MASSUDA et al., 2018). Ademais, a escassez orcamentaria e inadequada alocacdo de
recursos tém ocasionado a emergéncia/reemergéncia de algumas infec¢bes, como coqueluche,
sifilis congénita e hanseniase (FRANCA et al., 2017). Outras doengas graves também sdo
endémicas na regido, como doencas transmitidas por vetores, incluindo doenca de Chagas,
dengue e Chikungunya, doencas transmitidas pela &agua, incluindo esquistossomose, e
HIV/AIDS. Das 20 doencas que compdem o portfélio de DTNs da OMS, 17 ocorrem no
Brasil e 14 sdo endémicas na regido Nordeste (MARTINS-MELO et al., 2018).
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4.6.3 A coccidioidomicose pode ser considerada uma doenca tropical negligenciada?

Nos EUA, pais com maior numero de casos da doenca, a coccidioidomicose
também ¢é considerada negligenciada por autoridades governamentais estaduais, pela pesquisa
e pela industria farmacéutica. Apesar do registro de aumento da incidéncia nos ultimos anos e
da possivel gravidade da doenca, sua notificacdo ndo é compulséria na maioria dos estados
endémicos ou com endemismo suspeito. Ademais, embora o desenvolvimento de uma vacina
profilatica pareca promissor, a inddstria farmacéutica tem demonstrado pouco interesse para
financiar seu desenvolvimento.

No Brasil, a coccidioidomicose € uma doenca que ocorre exclusivamente na
regido Nordeste, com casos reportados nos estados da Bahia, Ceara, Maranhdo, Pernambuco e
Piaui. Considerando aspectos econdmicos e sociais da populacdo da regido, fica explicito que
a doenca acomete majoritariamente pessoas em situacdo vulnerabilidade. Ademais, uma
revisdo dos casos da doenca relatados no Brasil sugere que ela satisfaz aos critérios impostos

pela OMS para incluséo de doencas na lista de DTNs, porquanto:

1) A ocorréncia da doenca, limitada a regido Nordeste, afeta principalmente
populacBes socialmente e economicamente vulneraveis. Nossa experiéncia com
casos de pessoas infectadas pelo fungo mostra que, com intuito de buscar
diagnostico e tratamento adequados para a doenca, 0s pacientes tém que viajar
longas distancias em busca de centros hospitalares mais avancados;

2) Existe tratamento para a coccidioidomicose. Porém, em alguns casos, esse
tratamento pode durar meses ou a vida toda. Dificuldades logisticas e
financeiras enfrentadas pelos pacientes os levam a descontinuar o tratamento
por conta propria. O impacto dessa interrup¢do precoce no tratamento da
doenca é desconhecido;

3) Autoridades governamentais tém pouco controle sobre a doenga. A falta de
investimento pablico para melhor monitoramento da doenca resulta em falhas
na sua prevencao, diagndstico, tratamento e detecgdo de casos. Medidas
educativas visando prevenir a doenca sdo falhas, principalmente nas regifes
rurais. Discute-se, ainda, que diagnosticos errbneos podem ocorrem, visto que
outras doengcas com quadro clinico respiratorio similar ao da

coccidioidomicose sdo endémicass e tem alta incidéncia no Brasil. O
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tratamento precipitado devido ao erro diagnostico pode piorar o quadro clinico
do paciente;

4) O investimento financeiro por parte de 6rgdos publicos e privados para busca
de novos métodos diagndsticos é escasso. Apesar de 0s medicamentos atuais
utilizados como opc¢Oes terapéuticas contra infecgdes por Coccidioides spp.
apresentarem inimeros efeitos colaterais e alta toxicidade, o orcamento

destinado a pesquisa por novos tratamentos para a doenca € limitado.

Nesse contexto, acredita-se que a coccidioidomicose se beneficiaria com seu
reconhecimento como uma DTN na América Latina. Dessa forma, aspectos epidemiolégicos
imprecisos e incongruentes poderiam ser mais bem quantificados e analisados. Portando esses
dados, a implementacdo de medidas profilaticas, com intuito de diminuir o risco ambiental de
infeccdo, poderiam ser implementadas, poupando populacdes que ja enfrentam adversidades
socioecondmicas e de saude publica de mais uma doenca infecciosa. Por fim, acredita-se que
o trabalho tenho contribuido para melhor delimitacdo de areas afetadas pela doenca no Brasil

e, por conseguinte, auxiliado no reconhecimento de popula¢cdes com maior risco de infeccao.
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4.7 CONCLUSOES

e A coccidioidomicose cumpre os parametros exigidos pela OMS para sua inclusdo na
lista de DTN.

e A coccidioidomicose € uma doenca subnotificada e negligenciada por érgdos publicos

e pela pesquisa no Brasil.

e No Brasil, a coccidioidomicose ocorre exclusivamente na regido Nordeste, afetando
principalmente municipios com baixo IDHM do semiarido do Pais. As populagdes
acometidas pela doenca, por sua vez, caracterizam-se por estar em situacdo de

vulnerabilidade socioecondmica.
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Abstract: Coccidioidomycosis is a deep-seated fungal infection that occurs exclusively in semiarid
areas in the Americas. In Brazil, coccidioidomycosis occurs exclusively in rural areas in the northeast
region and affects counties that are hit by recurrent droughts, poverty and economic stagnation.
Since 1978, approximately 136 cases of the disease have been reported in Brazil, according to scientific
publications. However, a lack of governmental epidemiological data as well as a similarity to
tuberculosis have led scientists and experts to assume that a greater number of cases occur in
the country, which are not diagnosed and/or reported. In this review, general characteristics of
coccidioidomycosis are presented, followed by a description of the main clinical and epidemiological
data of cases in Brazil. The purpose of this article is to discuss the inclusion of coccidioidomycosis
in the list of neglected tropical diseases. We believe that the adoption of coccidioidomycosis as a
neglected tropical disease will enable the creation of an effective epidemiological surveillance system
and the development of feasible public health solutions for its control in vulnerable populations.

Keywords: Coccidioides; coccidioidomycosis; neglected tropical diseases; fungal infection; northeastern Brazil

1. Coccidioidomycosis: General Characteristics
1.1. Occurrence

Coccidioidomycosis (CM) is a fungal infection endemic within arid and semiarid areas
of the Western Hemisphere located between 40° N and 40° S latitudes. CM is caused by the
two sibling species Coccidioides immitis and C. posadasii, which present subtle phenotypic
differences, such as conidium size [1] and thermotolerance [2], but cause disease with
similar symptomatology. A distinctive parameter between the two pathogens is their
geographical distribution: while C. immitis occurs in southern California and, recently, in
eastern Washington [3], C. posadasii occurs mainly in Nevada, Arizona, Texas, Utah, and
Latin America [3,4].

According to the epidemiological data available, the US has the highest incidence
rates of the disease among endemic countries [5], and the states of California and Arizona
have the highest numbers of cases [6]. The Center for Disease Control and Prevention
(CDC) Morbidity and Mortality Weekly Report [7] data showed a considerable increase in
the number of CM cases in the US. Overall, the report estimated that the incidence of CM
increased from 5.3 per 100,000 inhabitants in 1998 to 42.6 in 2011. However, the current
incidence of the disease remains unknown in the US [5].

CM cases outside the US have also been reported. The second country in number of
CM cases is Mexico, where disease prevalence is comparable to that of endemic regions in
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the US [8]. Mexican states located close to the US border show the highest rates of clinical
cases as well as the highest indexes of cutaneous reactivity to Coccidioides antigens [9].
Recent studies showed that skin test surveys with Coccidioides antigens revealed up to
64% positive reactions in the Mexican population [10]. In addition to Mexico, CM has
been reported in several countries in Latin America: Guatemala, Honduras, Colombia,
Venezuela, Brazil, Paraguay, Bolivia, and Argentina. As CM is a non-notifiable disease
in these countries, its real incidence in Latin America is also unknown; this hampers an
understanding of the broader epidemiological picture of the disease in the Americas [5,8].

In addition to humans, CM has also been reported in nonhuman primates as well as
in dogs, equine, camelids, and even in bats [11-14].

1.2. Mycological Features

Infection in both humans and nonhumans begins with the inhalation of aerosolized
arthroconidia released by the mycelial phase (infective form) after soil disturbance. Inhaled
arthroconidia may escape from phagocytosis and form a spherule (parasitic form), as a re-
sult of intricate genetic and morphological shifts. Spherules internally develop endospores,
as a consequence of mitotic nuclear division, and then endospores are released after cell
wall rupture. Each endospore is likely to form another spherule, resulting in an exponential
increase in Coccidioides spp. parasitic structures. The cycle continues unless endospores
return to the soil, where they undergo morphological shifts and convert to their mycelial
saprobic stage [4,15].

Although Coccidioides species are well-recognized soil inhabitants, their recovery from
natural sources is a difficult task. Coccidioides spp. have been isolated from alkaline soil
in endemic areas [16-20]. Moreover, molecular detection in soil samples has also been
reported [21-23]. A recent hypothesis presents Coccidioides spp. as endozoans of small
mammals, instead of primary soil fungal species [24]. Coccidioides may live as spherules
in granulomas without causing apparent disease in these mammals. When the host dies,
spherules are then released from granulomas and convert into hyphae. Using dead animals
as growth substrate, hyphae produce arthroconidia that may be inhaled by other small
mammals, allowing the fungal life cycle to be sustained [24].

1.3. Clinical Aspects

CM clinical manifestations are highly variable. It is estimated that 60% of patients
present asymptomatic infection that can be detected only by serological or skin tests.

Primary respiratory signs and symptoms of CM infection may be indistinguishable
from common bacterial pneumonia and commonly involve cough, dyspnea, thoracic pain,
fever, arthralgia, myalgia, and fatigue, occurring up to three weeks after arthoconidia
inhalation [25-27]. Radiographic images may show lobar or segmental consolidation,
multifocal consolidation, and nodules. Moreover, adenopathy and pleural effusion are
also seen [28]. In endemic regions, coccidioidal pneumonia may represent up to 29% of
community-acquired pneumonia [29,30]. Some patients may present erythema nodosum
or multiform erythema, which are considered favorable prognostic markers [25]. Sponta-
neous regression of primary respiratory infection is also reported, even without antifungal
therapy [26,31]. Chronic disease is assumed when clinical symptoms last beyond six
weeks [32]. Alterations in imaging include pulmonary infiltrates, particularly in the apical
or subapical regions [32], residual nodule, chronic cavity, persistent pneumonia with or
without adenopathy, and pleural effusion [28].

Extrapulmonary disease develops in fewer than 5% of immunocompetent patients
and may involve different organs and tissues [33]. Skin is the most frequently related focus
of dissemination, while the central nervous system is the most severe one [33]. Meningitis
is the most common clinical presentation of central nervous system disease and, without
appropriate therapy, has high mortality rates. In addition, the musculoskeletal system,
lymph nodes, and pericardium have also been reported as sites of dissemination [34,35].
Disseminated CM rates are higher in individuals with immunosuppression induced by
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previous disease or drugs as well as during pregnancy [36]. Ethnicity seems to play a role
in the risk of disease dissemination; African-American descendants are about twofold more
likely to progress from primary pulmonary to extrapulmonary disease [36]. When not
correctly diagnosed and treated, disseminated CM may be fatal [31,36]. Therefore, accurate
and early diagnosis is essential for proper patient management.

1.4. Diagnosis

As the clinical signs and symptoms described above are not pathognomonic, a well-
performed anamnesis, consisting of a history of living or travelling to endemic regions,
is extremely important for early clinical suspicion of this infection [26,31]. Although
radiographic features may help to diagnose pneumonia, laboratory tests are indispensable
for CM diagnosis. This is particularly true for Latin America, where tuberculosis is highly
endemic and may mimic chronic CM [37-39].

The gold standard for CM diagnosis is direct visualization of spherules or culture
isolation of the pathogen from clinical specimens [26]. The most common clinical specimens
for research of Coccidioides spp. are those from respiratory secretions, such as sputum,
bronchoalveolar lavage, and endobronchial and transbronchial biopsies. However, the
fungus may also be isolated from other sites, such as urine, blood, bone marrow, skin
biopsies, and cerebrospinal fluid [40,41]. Microscopic visualization of the specimens
shows round spherules (10-100 pm), with a thick birefringent wall, at different stages of
development. Internal or released endospores (2-5 um) may also be observed [41]. Culture
isolation of Coccidioides species requires biological safety level three facilities, which are not
available in most clinical laboratories in Latin American countries [40].

Serological tests based on detection of immunoglobulin M (IgM) and immunoglobulin
G (IgG) antibodies are also performed for CM diagnosis [6,25]. Tests can be performed
in many clinical specimens, such as serum, pleural fluid, peritoneal fluid, cerebrospinal
fluid, and synovial fluid [42]. Currently, detection of humoral response in CM is achieved
by gel immunodiffusion, enzyme immunoassay, and lateral flow. Complement fixation
and latex agglutination tests are performed less frequently [41,43]. Commercial kits are
available for antibody (Immy Immuno Mycologics, Norman, OK, USA; Miravista Diag-
nostics, Indianapolis, IN, USA; Meridian Bioscience, Cincinnati, OH, USA) and antigen
(Miravista Diagnostics, USA; Associates of Cape Cod, Inc., East Falmouth, MA, USA) de-
tection. Coccidioides antigens can be detected in urine, EDTA-treated serum, cerebrospinal
fluid, bronchoalveolar lavage, and other biological fluids [40].

Molecular techniques based on polymerase chain reaction (PCR) and DNA hybridiza-
tion may also be useful for the diagnosis of infections caused by Coccidioides spp., once it
enables the detection of fungal DNA in contaminated samples and clinical samples that
yielded negative cultures. In addition, molecular diagnosis eliminates the risk of handling
infecting filamentous cultures of the pathogen [40,44,45]. The following molecular targets
showed promising results for the identification of Coccidioides: ITS (internal transcribed
spacer) region of ribosomal DNA [46,47]; antigen-2/proline-rich antigen (Ag2/PRA) [45];
Coccidioides specific-antigen (CSA) [48]; and sequence of a genus-specific transposon [49].
Furthermore, matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrome-
try (MALDI-TOF MS) is a technology that has been used to identify yeasts, molds, and
thermally dimorphic fungi, including Coccidioides spp. [50,51].

1.5. Treatment

Most cases of CM are self-limited, not requiring therapeutic intervention. In cases of
mild forms of the disease, patients can receive clinical and radiological follow-up in an
outpatient regimen. In severe clinical conditions, chronic and disseminated diseases require
specific drug approach and/or surgery. Amphotericin B is often used in patients with
respiratory failure and other severe manifestations. Since the 1980s, azole derivatives have
emerged as an important therapeutic arsenal. Fluconazole and itraconazole are used in
sequential or combined treatment, especially in chronic forms of the disease. The duration
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of therapy with azoles often varies from months to years, and for some patients, life-long
suppressive therapy may be necessary in order to avoid relapses [31]. Few clinical data are
available for modern azole drugs. Voriconazole and posaconazole have been claimed as
successful drugs in patients who failed to respond to other azoles [52]. The cost of illness of
CM in the US is high; for instance, in 2017, 7466 new CM cases were reported in California,
which represented a total cost of about US $700,000 to health service providers [53]. There
is no information available on the cost of CM treatment in other endemic countries.

2. Coccidioidomycosis in Brazil
2.1. Background: A Historical Overview

The first case of CM reported in Brazil occurred in 1978 [54], in a 28-year-old male
patient from Pirapiranga (10°41'02” 5-37°51'54" W), a city located in the semi-arid area
of Bahia State. The patient presented respiratory symptoms, including persistent dry
cough and hemoptysis; chest images showed heterogeneous opacities and cavitation in
the apical segment of the left lower pulmonary lobe. The patient was improperly treated
for tuberculosis, but after lobectomy, histopathological study revealed round spherules
suggestive of Coccidioides spp. [55]. The second case of CM in Brazil was described one
year later by Vianna et al. [54], in a 35-year-old male patient from Floriano, Piaui State
(6746'01" S-43°0122" W), who complained of epigastric pain, without any other symp-
toms. X-ray imaging showed multiple pulmonary nodules, and lung biopsies revealed
spherules suggestive of Coccidioides spp. In addition, the patient showed a positive reaction
to a coccidioidin skin test. Ten years later, CM was detected again in semi-arid Brazil. A
74-year-old male patient from Jaguaribara, in Ceara State (5°39'29" 5-38°37'12" W), who
had been suffering from progressive dysphonia in the last six months without pulmonary
symptoms, had a presumptive diagnosis of carcinoma, but histology showed Coccidioides
spherules [56].

The international scientific community turned its attention to CM in Brazil after an
outbreak occurred in Oeiras, Piaui State (07°01'30” 542°07'51" W). In August 1991, three
individuals and eight of their dogs who went on an armadillo hunt developed severe
pneumonia; three dogs died a few days later. Mycological diagnosis was achieved after
direct examination and culture of sputum samples. Inoculation of the same sputum samples
in mice assured in vivo positive results for Coccidioides spp.; patients also showed positivity
to spherulin skin tests [18]. Three years later, another outbreak took place in Aiuaba, Ceara
State (6°34'26" 5-40°07"26"" W), when four men and two dogs presented acute pulmonary
disease after armadillo hunting [57].

In 1998, Brazil was included in the international list of countries with endemic areas of
the disease [58], with zones limited to the semi-arid areas of the States of Maranhao, Piaui,
and Bahia. The most recent area of occurrence of CM in Brazil is the city of Serra Talhada,
in Pernambuco State (7°59'09" 5-38°1745" W), where four individuals presented acute
pneumonia after armadillo hunting [58-60] (Figure 1).

2.2. Occurrence and Epidemiological Aspects: The Disease of Armadillo Hunters

In Brazil, CM occurs exclusively in the northeast region, where approximately 136 cases
of the disease have been reported since 1978: 94 cases in the state of Piaui [61]; six cases
in the state of Maranhao [18,61,62]; 30 cases in the state of Ceara [63-68]; two cases in the
state of Bahia [55,68]; four cases in the state of Pernambuco [59,60] (Figure 2).
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Figure 1. Relevant aspects of coccidioidomycosis in Brazil. (A) Epidemiological cycle of the disease
has strong association with armadillo hunting, traditionally performed by men and assisted by
dogs. The disease is limited to the semi-arid region of northeastern Brazil, an area characterized
by scarce and irregular rainfall, as well as Caatinga biome. (B) Timeline of major events related to
coccidioidomycosis in Brazil.

Figure 2. Geographic and biogeographic information of Brazil. South America map showing location of Brazil (A). Map
depicting Brazil localization. Northeastern Brazil (NEB) is shown in blue (B). Coccididoiomycosis occurs in the States of
Maranhao (MA), Piaui (PI), Ceara (CE), Pernambuco (PE), and Bahia (BA). All States are located in the semi-arid area (grey)
of NEB (C). Caatinga vegetation in Ceara State during rainy (D) and dry seasons (E). Detail of the Caatinga vegetation
during the dry season showing xerophytic plants and deciduous trees and shrubs (F).

The cases of CM reported in Brazil share several clinical and epidemiological char-
acteristics: all patients were from the same biogeographic origin (semi-arid region), were
of the same gender (male), had ages varying between 11 and 82 years, although most of
them were between 25 and 45 years old, and near all participated in armadillo hunts for at
least two weeks before becoming ill. All cases started between the months of September
and January, during the dry season in that region. Only two patients had chronic disease,
while 134 patients had acute pulmonary CM. Cutaneous manifestations were described
in 32 patients and included hypersensitivity reactions, such as erythema nodosum and
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erythema multiforme [62]. One patient developed pericarditis without pulmonary in-
volvement [35]. Although there are no official clinical-epidemiological data, the scientific
literature indicates that only two cases of acute pulmonary disease evolved to death, despite
antifungal treatment [63,69]. Most patients were treated with deoxycolate amphotericin B
and oral fluconazole; a minority of patients were treated with only one of these drugs alone.
Liposomal amphotericin B is not available in Brazilian public hospitals. All patients were
treated at the governmental hospital network of the Brazilian Unified Healthcare System,
abbreviated SUS.

The role of Dasypus novemcinctus armadillos (Cingulata order, Dasypodidae family)
in the ecology of C. posadasii in Brazil was initially studied by Eulalio et al. [70], who
described naturally infected animals in Piaui State. Since then, armadillos have been
determined to figure as sentinels for CM in Brazil. As mentioned above, the majority of CM
cases in Brazil have been linked to armadillo hunting [18,57,59,64—67], a cultural practice
performed exclusively by men. Armadillos are mammals with terrestrial habits and can
dig deep burrows, which makes them vulnerable to arthroconidia exposure and infection.
C. posadasii strains were obtained after direct cultivation and/or animal inoculation of soil
samples collected in or nearby armadillo burrows in Ceara State [17] and Piaui State [18].
Additionally, de Macedo et al. [22] detected C. posadasii-related DNA in soil samples from
armadillo burrows in Piaui State.

The physical and chemical characteristics of the soils where C. posadasii can be found
in Brazil are not known in detail. Only a single study details the granulometric and
mineralogic properties of positive soil samples for C. posadasii [17]. Authors referred to the
naturally infected soils as Luvisol type, with pH 6.5 and a high sandy texture content (52%);
technical research has revealed that the salinity of semi-arid area soils from Ceara State
ranges from <1% to up to 40% and the soil pH ranges from 4.1-8.6. Further studies on the
environmental characteristics of CM endemic areas in Brazil may allow better correlation
with the data already described for the US.

2.3. Epidemiological Surveys Based on Unofficial Data: How Reliable Are These Studies?

In Brazil, CM is considered a non-notifiable disease, which compromises understand-
ing its impact in the country and hinders the establishment of surveillance and control
measures. Failures in recording epidemiological data are common, and consequently,
information on the disease is incomplete. As a consequence, data provided by the Brazilian
government show divergences from scientific publications, which may indicate that the
former probably includes other diseases, such as paracoccidioidomycosis.

For instance, the search for deaths caused by CM between 1996 and 2017 in the
Notifiable Diseases Information System from SUS revealed 48 events, distributed as follows:
five in the north region, 22 in the northeast region, nine in the southeast region, 11 in the
south region, and one in the midwest region. However, these governmental data are
incoherent and unreliable, since the disease occurs exclusively in the northeast region. In
turn, data obtained by the Department of Information Technology of the Brazilian Unified
Health System showed that 829 cases of CM occurred in the country in 2011, a remarkably
high number of cases, considering the scientific notification in that period. Data provided
by the Hospital Admissions Information System from SUS show 400 cases of CM per year
between 2000 and 2007, most of which were reported in the south and southeast regions
(MS, 2011). Once again, government data seem to mistakenly report other infections as
CM, since the south and southeast regions of Brazil do not present the adequate biological
conditions for the occurrence of the disease.

Among the most important strategies for epidemiological investigation in popula-
tions exposed to fungi is intradermal testing. This approach, which uses spherulin or
coccidioidin, structural antigens obtained from the parasitic and saprophytic phases of
Coccidioides spp., respectively, has been used in the US since the 1940s. So far, only two
tests of this nature have been performed in Brazil. In 1991, Wanke et al. [18] performed
the intradermal spherulin test on 20 individuals associated with the first CM outbreak, in
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Qeiras, Piaui, and they found reactivity in only one of them. In 1993, Diégenes et al. [71]
carried out an epidemiological survey with spherulin in 87 residents of Jaguaribara, Ceara
State, where the third case of CM was registered. The study demonstrated reactivity in
23 individuals, thus suggesting the occurrence of CM in that region.

This scenario suggests that, although the disease has been occurring for over three
decades in northeastern Brazil, and despite the efforts made by local research groups,
government authorities responsible for epidemiological surveillance continue to ignore the
existence of the disease in the region.

2.4. Northeastern Brazil at a Glance: Biogeographical Aspects, Social Characteristics, and Health
Issues in a Singular Region

Northeastern Brazil (NEB) is a region located between 2.5° to 16.1° S and 34.8° to 46° W
and encompasses the States of Maranhéo, Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba,
Pernambuco, Sergipe, Alagoas, and Bahia. It corresponds to an area of approximately
1,540,000 km?, or about 18% of the Brazilian territory, with more than 53 million inhabitants,
or almost 25% of the Brazilian population. Inside NEB there is a vast area classified as
semi-arid, located between 3° to 18° S and 35° to 46° W. This semi-arid region occupies
982,563.3 km?, with nearly 22,600,000 inhabitants, or almost 12% of Brazilian population,
distributed among 1262 municipalities. The area of NEB comprises the most populous
semiarid region of the world [72].

The predominant biome in NEB is the Caatinga Phytogeographic Domain (nearly
52.5% of NEB with 844.453 kmz), followed by the Savanna/Cerrado (29.4%), Atlantic
Forest (10.7%), and Amazon (7.4%). The Caatinga occurs only in NEB, and it is formed by
xerophytic plants, mostly deciduous trees and shrubs, and annual therophytic herbs [73],
with more than 3300 plant species, of which over 500 species are endemic [74].

In this region, the mean rainfall is typically below 1000 mm per year, which is con-
centrated within a few months per year. During most of the year, rainfall is absent or
negligible. Droughts are recurrent and have been reported since the 16th century. Since that
time, at least 54 long-lasting droughts have been reported, accounting for 31 drought years
during the 20th century and 11 drought years in the 21st century [75]. In the semi-arid
region, the typical mean annual rainfall is below 800 mm, and climate studies reveal that
this area presents a risk of drought above 60%. The inappropriate use of soil, based mainly
on slash-and-burn practices, has contributed to intense land degradation. Many rural
areas in NEB are in the process of desertification and are no longer cultivated. In addition,
extensive livestock farming is practiced in many areas, intensifying soil degradation [76].

NEB also presents important social and demographic characteristics. The official
population census [77] reveals that its population is formed by brown (62.5% vs. 46.8%
in Brazil), black (11.9% vs. 9.4% in Brazil), white (24.7% vs. 42.7% in Brazil) and native
Brazilian (0.8% vs. 1.1% in Brazil) people. The NEB population has the lowest average of
schooling years (6.7 years vs. 8.0 in Brazil). In this region, 52.6% of the population has not
finished primary education. Nearly 20% of the population age 25 or over living in NEB is
uneducated (vs. 11.2% in Brazil). In 2016, the estimated illiteracy rate among people age 15
and over in NEB was 14.8% (vs. 7.2% in Brazil). Overall, the smallest proportion of people
in Brazil with complete higher education (9.9%) is found in NEB [78].

It is believed that the rainfall irregularity and scarcity, the fragile soils, the intense
land degradation and desertification, as well as the socioeconomic characteristics of its
inhabitants are important factors that make NEB one of the world’s most vulnerable
regions to climate change [76]. This condition, in turn, may exacerbate regional poverty
and inequalities in a region historically marked by social and economic imbalances.

Official economic data show that nearly 6.4 million people living in NEB (almost
12% of its total population) have daily earnings below US $1.90 and are regarded as
people living in extreme poverty by the World Bank [79]. Considering the prevalence
of CM in NEB, it is clear that the disease is present in areas with economic and social
vulnerabilities; in accordance with the Atlas of Human Development in Brazil, issued by
the United Nations Development Programme, of the 35 municipalities where cases of CM
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have been reported, 16 have low a Human Development Index (HDI, 0.500-0.599), while
the remaining 19 municipalities present a medium HDI (0.600-0.699) [80].

Such economic and social inequalities have made NEB's population historically vul-
nerable to many infectious diseases. Local authorities face bureaucratic problems in
hiring human resources, and a shortage of physicians is a recurrent problem in rural ar-
eas [81]. Moreover, structural problems in the Brazilian health system, including flaws in
governance, lack of funding, and suboptimal resource allocation [81], have led to the emer-
gence/reemergence of infectious diseases such as whooping cough, measles, congenital
syphilis, and leprosy in the region [82]. In addition, many severe diseases are also endemic
in NEB and cause significant health issues, including vector-borne diseases (Chagas disease,
dengue fever, Zika, Chikungunya), vaccine-preventable diseases (tuberculosis, meningitis,
pneumonia), water-transmissible diseases (schistosomiasis, diarrhoea), and HIV /AIDS. Of
the 20 diseases recognized by the World Health Organization as neglected tropical diseases,
17 of them occur in Brazil, and 14 are endemic in NEB [83].

3. Neglected Tropical Diseases

Neglected tropical diseases (NTDs) are a diverse group of infectious diseases primarily
associated with poverty and limited access to healthcare systems and education that affect
more than one billion people in rural or peri-urban areas in low- and middle-income
countries in Africa, Asia, and Latin America [84]. As they affect mainly poor people,
NTDs result in loss of productivity and cost billions of dollars every year to developing
economies, further aggravating poverty [84]. Therapy for such diseases includes highly
toxic drugs that may potentially cause severe adverse side effects. In some cases, there
is no provision of curative therapy, and treatment relies on symptom alleviation [85]. In
addition, local governments have mostly failed in controlling NTDs, and some diseases are
underreported in several countries [86,87].

According to the WHO [88], NTDs are those that (1) affect disproportionately pop-
ulations living in poverty, resulting in high morbidity and mortality; (2) affect primarily
populations living in tropical and subtropical areas; (3) may be controlled or eliminated
by preventive chemotherapy, intensified case management, vector control, veterinary pub-
lic health, safe water supply, sanitation and hygiene; and (4) are neglected by research.
Therefore, according to these criteria, the NTD portfolio is composed of the following
diseases: buruli ulcer; Chagas disease; dengue fever and chikungunya; chromoblasto-
mycosis; dracunculiasis; echinococcosis; foodborne trematode infection; human African
trypanosomiasis; leishmaniasis; leprosy; lymphatic filariasis; mycetoma; onchocerciasis;
rabies; scabies; schistosomiasis; soil-transmitted helminthiases; snakebite envenoming;
trachoma; and yaws [89]. Among these diseases, only dracunculasis, human African try-
panosomiasis, and yaws are not reported in Brazil. Except for buruli ulcer, echinococcosis,
and onchocerciasis, the remaining NTDs are endemic in NEB.

Brazil accounts for the largest number of cases of dengue fever, leprosy, schisto-
somiasis, Chagas disease, and leishmaniasis in the Americas, most of which occur in
areas with low socioeconomic indexes, such as NEB. Approximately 10,000 NTD-related
deaths are recorded in Brazil annually, and it was estimated that, in 2016, NTDs caused
475,410 disability-adjusted life-years (DALYs) in the country [90]. In Brazil, NTDs signif-
icantly contribute to the loss of health in individuals at all ages, with a higher burden
among males, children under 1 year, and people age 70 and above [90].

Fungal infections are also prevalent in Brazil and are estimated to affect more than
3.8 million people [91]; in some cases, the financial impact of these infections on public
health may exceed US $100,000 per patient [92]. However, among such infections, only
mycetoma and chromoblastomycosis are included in the WHO NTD list [89]. Therefore,
specialists have pleaded for the inclusion of other mycoses in the WHO NTD list, such as
cryptococcosis, entomophthoramyecosis, histoplasmosis, lacaziosis, paracoccidioidomyco-
sis, and sporotrichosis [93-96]. According to these authors, all aforementioned diseases
fulfill the WHO criteria for NTD, once they are important causes of morbidity and mortality
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affect primarily the poorest people living in rural areas or in areas lacking basic services,
such as clean water, sewer systems, and paved roads; and are neglected by research and
the pharmaceutical industry.

At the present time, the coronavirus disease 2019 (COVID-19) pandemic is a demand-
ing health problem faced by more than 180 counties [97]. The Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) has been a concern in Latin American countries
since the first disease case was reported in Brazil in February 2020 [98]. Since then, Brazil
has been recognized as one of the leading countries in number of cases of and deaths due
to SARS-COV-2 infection [97]. According to the Economic Commission for Latin America
and the Caribbean (ECLAC) report [99], the COVID-19 pandemic will drastically impact
Latin America and the Caribbean [100], and it is expected that people living in rural areas
will be the most affected. It is estimated that about 30 million people living in these areas
will reach extreme poverty, which means an increase of 4.9% (from 20.3% in 2019 to 25.2%
in 2020) in this population [99]. The COVID-19 pandemic will have financial and structural
impacts on the health systems of affected countries, which may have repercussions on
NTD control and management in the poorest regions of Latin America.

4. Could Coccidiodomycosis Be Considered a Neglected Disease?

A review of CM cases in Brazil suggests the disease fulfills the WHO criteria for NTD:
(1) The disease occurs in rural areas of NEB, affecting mainly socially and economically vul-
nerable people. Our experience shows that patients often do not find adequate treatment
in their local cities, being forced to travel long distances to more advanced centers in search
of hospitalization. (2) Logistical difficulties and economic limitations occasionally have
led to discontinuation of treatment by the patient, himself. The impact of early treatment
interruption on the health and quality of life of these patients is unknown. (3) Government
authorities have little control over the disease, which leads to systematic failures in preven-
tion, treatment, detection, and reporting of cases. Misdiagnosis of CM as tuberculosis may
occur, since the latter is endemic and has a high incidence in Brazil [65,101], which can
worsen the clinical condition of some patients, due to lack of suitable treatment. (4) Over
the decades, few financial resources have been allocated to research focused on improving
diagnosis as well as the development of more effective drugs. National health authorities
have failed to establish health education measures to prevent the disease, especially in
remote rural areas.

On the other hand, CM has been considered a neglected disease in the US [102]. In
that country, the incidence of CM has increased over the years [7], and research on this
severe fungal infection is scarce [5]. Although a prophylactic vaccine for CM seems to be
feasible [15,103], the pharmaceutical industry has shown little interest. However, as the
production of a safe vaccine has high cost due to patents as well as animal and human tests,
pharmaceutical companies are necessary for its development [102].

The recognition of CM as a neglected disease in Latin America will allow for the
establishment of measures to define its prevalence in Brazil. With this information, a
risk assessment and epidemiological surveillance system can be created, allowing for the
establishment of specific prophylactic measures in high-risk populations as well as the
development of health education strategies. Taken together, these strategies may reduce
the environmental risks of acquiring CM in areas already impacted by poverty and the
high incidence of other infectious diseases.

5. Conclusions

CM is an important underreported disease that has been occurring in Brazil for over
three decades, but has been overlooked by public health authorities. The disease occurs in
areas extremely vulnerable to climate change and in poor populations facing economic and
social challenges. The recent economic crisis afflicting the country as well as the present
COVID-19 pandemic has worsened access to health services by local populations, especially
those living in rural areas. The data presented here suggest that the CM fits the definition of
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an NTD. The inclusion of CM in the WHO NTD list could support efforts for the prevention
and control of the disease, especially in economically vulnerable populations. The Brazilian
government needs to establish public policies for the prevention and control of this disease
as well as to allocate a greater amount of financial resources in scientific research to expand
the knowledge on the impact of CM in the country.
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