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RESUMO

A criptococose € uma micose sistémica oportunistica com elevada letalidade e que ocorre em
condi¢des de imunossupressdo, incluindo infeccdo pelo HIV/aids. A recuperagdo imunoldgica
obtida com a terapia antirretroviral (TARV) é a forma mais efetiva no controle das infec¢des
oportunisticas na aids. Baseado em observacdo na prética clinica e considerando que
Cryptococcus spp acelera a replicacdo do HIV in vitro, nés hipotetizamos que a criptococose
retarda ou impede a recuperacao imunolégica de pacientes com aids e imunossupressao grave.
O objetivo do estudo foi analisar se h& associacdo entre a presenca de criptococose e a
recuperacdo imunoldgica de pacientes com aids e imunossupressdo grave num seguimento de
até 5 anos. Os participantes foram selecionados de uma populacdo de 230 pacientes com aids e
contagem de CD4+ < 200 células/mm3, que foram submetidos a investigacdo sistematica de
criptococcose. Aqueles que foram acompanhados por mais do que 100 dias foram elegiveis
para este estudo de coorte. Assim, 0 grupo exposto a criptococose foi composto por 21 pacientes
e um grupo ndo exposto foi selecionado aleatoriamente por sorteio e pareado por faixa de
células CD4+, na proporc¢do 3 ndo-exposto para 1 exposto, com 67 participantes. O desfecho
recuperacdo imune foi definido como contagem de CD4+ de 350 células ou mais. As anélises
estatisticas utilizadas foram o qui-quadrado ou prova exata de Fisher para comparar variaveis
categoricas e o teste U de Mann Whitney para variaveis continuas. Analise multivariada por
regressao logistica foi usada para avaliar variaveis independentemente associadas a recuperacéo
imunologica. A curva de Kaplan Meier, analisada pelo log rank, foi utilizada para o tempo de
recuperacdo imune. Um valor de p < 0,05 foi considerado significativo e de 0,05 a 0,10 como
tendéncia. Ambos 0s grupos apresentavam caracteristicas basais similares, exceto pelo fato de
que 0s expostos a criptococose tinham uma proporcdo menor de neurotoxoplasmose. Uma
tendéncia de menor taxa de recuperacéo imunoldgica foi observada no grupo com criptococose
(19,0% vs 38,8%, p= 0,096). Os outros desfechos estudados, tais como razdo células CD4+
final/ inicial, diferenca entre CD4 final e inicial e tempo para atingir a recuperacao imunologica
ndo diferiram entre os grupos. Na analise multivariada foi possivel observar que idade menor
de 40 anos, carga viral do HIV indetectavel no seguimento e maior tempo de acompanhamento
foram varidveis independentemente associadas a recuperacdo imunologica. Pacientes com
criptococose apresentaram 3,61 (IC 95% 0,90-14,53; p=0,071) vezes mais chance de falha na
recuperacdo imunoldgica do que os pacientes sem persistindo a tendéncia a significancia
estatistica. Os resultados encontrados apontam para a possibilidade da criptococose ser um fator
associado a menores taxas de recuperacdo imunologica na aids e imunossupressdo grave, o que
podera ser elucidado com estudos que envolvam um niimero maior de pacientes.

Palavras-chave: Criptococose. Aids. Contagem de CD4+. Recuperacao imunoldgica.



ABSTRACT

Cryptococcosis is an opportunistic systemic mycosis in AIDS, it has high lethality and occurs
in immunosuppressed conditions, including HIV/AIDS. The immune recovery obtained with
highly active antiviral therapy (HAART) is the most effective way to control opportunistic
infections in AIDS. Based on observation in clinical practice and considering some evidences
that Cryptococcus spp accelerates the replication of the HIV in vitro, we hypothesized that
cryptococcosis delays or prevents the immune recovery of AIDS patients with severe
immunosuppression. The aim of this study was to analyze whether there is an association
between the presence of cryptococcosis and the immune recovery of patients with AIDS and
severe immunosuppression in a follow-up of up to 5 years. Participants were selected from a
population of 230 consecutive AIDS patients with a CD4+ count < 200 cellsy'mm3 who
underwent systematic investigation of cryptococcosis. Those who were followed up for more
than 100 days were eligible for this paired cohort study. Thus, the group exposed to
cryptococcosis consisted of 21 patients, and an unexposed group was randomly selected and
matched by CD4+ cell range, in a ratio of 3 unexposed to 1 exposed, with 67 participants. The
immune recovery outcome was defined as a CD4+ count of 350 cells or more. The statistical
analyzes used were the chi2 or Fisher's exact test to compare categorical variables and the Mann
Whitney U test for continuous variables. Multivariate logistic regression analysis was used to
assess variables independently associated with immune recovery. The Kaplan Meier curve,
analyzed by Log Rank, was used for immune recovery time. A p value < 0.05 was considered
significant and from 0.05 to 0.10 as trend. Both groups had similar baseline characteristics,
except that those exposed to cryptococcosis had a lower proportion of neurotoxoplasmosis. A
trend towards a lower immune recovery rate was observed in the cryptococcosis group (19.0%
vs 38.8%, p=0.096). The other outcomes studied, such as final/initial CD4+ ratio, difference
between final and initial CD4+ and time to achieve immune recovery did not differ between
groups. In the multivariate analysis, it was possible to observe that age lower than 40 years,
undetectable HIV viral load at follow-up and longer follow-up were variables independently
associated with immune recovery. Patients with cryptococcosis had 3.61 (95% Confidence
Interval 0.90-14.53; p=0.071) folds more chance of failure in immune recovery than patients
without cryptococosis, still tending to statistical significance. The results found point to the
possibility that cryptococcosis is a factor associated with lower rates of immune recovery in
AIDS and severe immunosuppression, which can be elucidated with studies involving a greater
number of patients.

Keywords: Cryptococcosis. Aids. CD4+ Count. Immune Recovery.
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1 INTRODUCAO

A criptococose € uma micose sistémica grave que ocorre mundialmente acometendo
humanos e animais (HEADLEY et al., 2019; KROCKENBERGER et al., 2020). Os agentes
etiolégicos da criptococose sdo leveduras do género Cryptococcus. A infeccdo ocorre pela
inalacdo de propagulos fungicos presentes no ambiente. Quando inalado, esse fungo penetra no
tecido pulmonar de onde pode se disseminar por via hematogénica para outros 6rgaos, com
particular afinidade pelo sistema nervoso central (SNC) (MACDOUGALL; FIFE, 2006).

O desenvolvimento da doenca depende tanto de fatores do hospedeiro, como sua
resposta imunoldgica, quanto dos niveis de exposicdo ambiental ao patdgeno e fatores de
viruléncia da cepa infectante (BRUNI et al., 2017). A principal manifestacdo clinica da
criptococose e a mais letal € a meningoencefalite, que ocorre em cerca de 60 a 70% dos casos,
sendo o principal agente causal, 0 complexo de espécies Cryptococcus neoformans, responsavel
por 95% dos casos de coinfeccdo criptococose/HIV/aids (RHODES et al., 2017).

Cerca de 6 a 10% dos pacientes que desenvolvem aids, adquirem criptococose
(RAJASINGHAM et al., 2017; WILLIAMSON, 2017). A estimativa global da incidéncia de
criptococose em pessoas vivendo com HIV/aids foi de 223.000 novos casos em 2014,
resultando numa mortalidade de 181.000 pessoas, 0 que representou 15% das mortes
relacionadas a aids (RAJASINGHAM et al.,2017; WHO, 2018).

O tratamento da criptococose é complexo e a mortalidade em pacientes vivendo com
HIV/aids ainda é muito elevada em paises de baixa e média renda (DERBIE et al., 2020). A
recuperacdo imunoldgica apos inicio da terapia antirretroviral (TARV) é o principal fator que
contribui para o controle das doencas oportunisticas, incluindo a criptococose
(LORTHOLARY et al., 2006).

Existem poucos estudos que acompanham pacientes com aids tratados de criptococose,e
portanto, pouco se sabe o impacto dessa doenca nessa populacdo a longo prazo (BUTLER et
al., 2012), especialmente na recuperacdo imunoldgica apos instituicdo da terapia antirretroviral
(TARV). Nesse sentido, pretendeu-se avaliar a associa¢ao entre a criptococose € a recuperacao
imunologica durante o seguimento de até cinco anos, que foi realizado em uma coorte de
pacientes com aids e imunossupressao grave e que foram sistematicamente investigados para

criptococose.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DEFINICAO E HISTORICO DA CRIPTOCOCOSE

A criptococose é uma micose sistémica grave cosmopolita, que atinge principalmente
pacientes imunodeprimidos (KROCKENBERGER et al., 2020). Os agentes etioldgicos da
criptococose séo as leveduras dos complexos Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gatii.
A infeccdo ocorre por inalacdo de propagulos fangicos presentes no meio ambiente. Quando
inalado, esse fungo penetra no tecido pulmonar de onde pode se disseminar para pele, 0ssos e
ganglios linfaticos. No entanto, o fungo apresenta especial tropismo pelo sistema nervoso
central (SNC), de modo que a meningoencefalite prevalece como a principal apresentacéo
clinica (MACDOUGALL; FYFE, 2006; EL FANE et al., 2015).

A levedura encapsulada foi encontrada pela primeira vez num suco de frutas na Italia
por Sanfelice em 1894; no mesmo ano, na Alemanha, foi relatada pela primeira vez, a doenga,
por Busse e Buschke, denominada doenca coccidia e foi isolada da tibia de um paciente, mas
somente em 1905 Von Hansseman descreveu o primeiro caso de meningite criptococica, que
desde muito tem levado pacientes a obito. Em 1970, Baker e Haugen apresentaram dados de
patologia e descreveram a rota de infec¢do priméaria pulmonar da criptococose com a hipotese
da possivel aerossolizacdo dos propagulos fungicos infectantes ambientais atingindo a arvore
brénquica (PERFECT; CASADEVALL, 2002; SRIKANTA et al., 2014). No Brasil, o Dr
Carlos da Silva Lacaz e seu mestre, Dr Floriano de Almeida, foram os primeiros a descrever a
doenca em 1941 e 1944, respectivamente (PAPPALARDO; MELHEM, 2003).

2.2 AGENTE ETIOLOGICO

Os fungos Cryptococcus spp sao basidiomicetos com mais de 30 espécies distribuidas
com ampla distribuicdo no meio ambiente, dentre as quais, duas apresentam relevancia clinica
a satde humana, C. neoformans e C. gatii (MAZIARS; PERFECT, 2016; HAGEN et al., 2017).

Segundo recente revisdo, o complexo de C. neoformans seria composto por 2 espécies:
C. neoformans e C. deneoformans e o complexo C. gatii seria composto por 5 espécies: C. gatti
stricto sensu, C. bacillisporus, C. deuterogatti, C. tetragatti e C. decagatti (HAGEN et al.,
2017) (Figura 1).
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Figura 1 — Classificacdo das espécies, sorotipos e tipos moleculares de Cryptococcus spp
conforme taxonomia

Espécie Sorotipo Tipo molecular Hibridoes
A AFLP1/ VNI
) A AFLPIAVNB/V  C necformans x
Complexo de C. neaformans
NIL C. deneoformans
espécies )
A AFLPIB/VNII (AD:

L. neoformans
AFLP3/VNIII)

C. deneoformans D AFLPLVNIV
C. gattii sensu .
stvicto B AFLP4/VGI C. gattii x
C. bacillisporus c AFLPS/ VNIV C. deneoformans
Complexo de
(BD: AFLPS)
espécies C. deuterogartii B AFLP& VG
C. gaorrii C. tetragattii C AFLP7/ VGIV C. gattii x
C. neaformans
C. decagariii B AFLP10

(AB: AFLP®)

Fonte: Adaptado de Hagen et al., 2017.

Alguns autores recomendam o uso da nomenclatura complexo de espécie C. neoformans
e complexo de espécies C. gatii. A adocdo da nomenclatura complexo de espécies reconhece a
diversidade genética sem criar confusdo, uma vez que a ado¢do da nomenclatura proposta
poderia separar a taxonomia da pratica clinica (KWON-CHUNG et al., 2017).

Cryptococcus neoformans € cosmopolita e estd presente em diversos substratos
organicos, como madeira decomposta e excretas secas de passaros e pombos, frequente em
criadouros de aves e centros urbanos (MORETTI et al., 2008). Ocasiona infeccéo
principalmente em pacientes com imunodepressdo celular. Nesse sentido, a criptococose
causada pelo C. neoformans é a micose sistémica mais frequente em individuos com infec¢éo
pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV/aids) (KWON-CHUNG et al., 2017).

Cryptococcus gatti era tido como restrito a zona tropical, porém devido a surtos de
criptococose ocorridos em areas de clima frio, como Vancouver, alguns estudos sugerem que a
espécie pode se adaptar a novos ambientes e ter sua ecologia ampliada (TRILLES et al., 2008).
E considerado um patégeno primario em individuos imunocompetentes (GASSIEP et al.,
2018).

2.3 PATOGENICIDADE
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A interacdo parasita-hospedeiro na criptococose determina o adoecimento e a gravidade
da doenca. A infeccdo ocorre por inalagdo de leveduras que alcangam os alvéolos pulmonares,
onde induzem uma resposta imune especifica que pode conter a multiplicacéo e disseminacao
do fungo. Individuos imunocomprometidos, especialmente os com imunossupressao celular
estdo sob maior risco de desenvolver a doenca, quer seja imediatamente apds a infec¢do ou por
reativacdo enddgena tempos depois da infeccdo (EISEMAN et al., 2007). Acredita-se que em
alguns casos as leveduras permanecem em laténcia nos fagolisossomos dentro dos ganglios
linfaticos do torax que podem ser formados na primeira infancia (MAZIARS; PERFECT,
2016). Quando a imunodeficiéncia ocorre, as leveduras sdo reativadas e disseminadas na
corrente sanguinea para diferentes 6rgdos (DEL POETA; CHATURVEDI, 2012; KRONSTAD
etal., 2011).

Fatores de viruléncia do fungo sdo também importantes no processo de adoecimento
(figura 2). A capsula mucilaginosa que € composta principalmente por dois tipos de
polissacarideos glucuronoxilomanana e galactoxilomanana, responsaveis pela definicdo dos 5
sorotipos (A, B, C, D e o sorotipo hibrido AD). A cépsula também estimula a producéo de
citocinas e impede a fagocitose, pois exibe uma superficie que ndo é reconhecida, podendo
evadir de macrdéfagos (ZARAGOZA et al., 2008).

Figura 2 — Célula de Cryptococcus spp. secretando seus fatores de viruléncia

Y

Capsula

Complexo ‘ff'ﬁ%’

deGolg

¥ 7@

Nucleo

B ™

‘ Lacase Parede Celular com
' Urease Melanina
+ Fosfolipase

il Polissacandeos da capsula

Fonte: Adaptado de Kronstad et al., 2011.
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A enzima lacase atua na sintese da melanina que confere protecdo contra a morte
oxidativa pelos macréfagos e contribui para a disseminacgdo extrapulmonar (NOSANCHUK;
CASADEVALL, 2006; WILLIAMSON, 2018).

A fosfolipase B facilita a invasao do fungo no tecido pulmonar do hospedeiro e contribui
para a disseminacéo hematogénica. Tanto a fosfolipase quanto a lacase estdo na parede celular
mediando a integridade e a formacdo da melanina, respectivamente (SIAFAKAS et al., 2007).

A urease catalisa a formacdo da amoénia a partir da ureia e essa atividade potencializa a
invaséo do fungo no SNC (NOSANCHUK; CASADEVALL, 2006; SIAFAKAS et al., 2007).

2.4 EPIDEMIOLOGIA

A criptococose é uma doenca de distribuicdo e impacto mundial. Inicialmente, estava
relacionada a casos esporadicos, afetando individuos com comprometimento imunologico. A
partir da década de 80, com a epidemia de aids, 0s estudos sobre a doencga tornaram-se mais
evidentes, pois a criptococose se mostrou uma infec¢cdo oportunista com consideravel impacto
nas taxas de morbimortalidade (PAPALLARDO; MELHEM, 2003). Porém, com o
desenvolvimento da terapia antirretroviral (TARV), observou-se uma reducdo significativa das
mortes relacionadas a aids em 45% (de 2 milhdes para 1,1 milhdo) em todo o mundo
(LORTHOLARY et al., 2006; RAJASINGHAM et al., 2017). Nesse interim, a estimativa
global atualizada da prevaléncia de criptococose encontra-se em 6% para pacientes com
contagem de TCD4 celulassmm3, abaixo de 200, contabilizando 278.000 pessoas com
antigenemia criptocdccica, sendo a meningite criptococica responsavel por 15% das mortes
relacionadas a aids (RAJASINGHAM et al., 2017; WILLIAMSON, 2017).

Na Africa subsaariana, onde os casos por HIV sdo mais frequentes, estima-se que
ocorram mais de 700 mil casos anuais de criptococose e a meningite criptocdcica é responsavel
por 20-25% de mortes em pacientes com aids. Essas taxas sdo superiores as observadas por
tuberculose (PARK et al., 2009).

A terceira regido com maior incidéncia de casos da coinfeccdo criptococose HIV/aids
no mundo é a América Latina, onde o Brasil e a Coldmbia se destacam pelo maior namero de
casos reportados (1001-2500 casos), seguidos pela Argentina e México (501-1000) casos.
Nesses paises, a letalidade da doenca nos pacientes coinfectados com HIV/aids é alta, variando
entre 13% e 73% (NOGUERA et al., 2015; FERREIRA-PAIM et al., 2017; FIRACATIVE et
al., 2021).
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No Brasil, a criptococose ndo é de notificagdo compulséria, portanto ndo ha dados
precisos sobre sua incidéncia. Em fevereiro de 2020, uma portaria ministerial incluiu a
criptococose na Lista Nacional de Notificagdo Compulséria de doencas, agravos e eventos de
salde publica (PORTARIA N° 264, DE 17 DE FEVEREIRO DE 2020), no entanto ela foi
revogada em 18 de maio de 2020 (PORTARIA N° 1.061, DE 18 DE MAIO DE 2020),
persistindo a dificuldade na implantacdo de programas para o controle desta doenca.

O conhecimento sobre distribuicdo geografica, prevaléncia, incidéncia e morbidade da
criptococose baseia -se em andlises retrospectivas de série de casos, banco de dados de
pesquisas e do Sistema de Internages Hospitalares do Sistema Unico de Satde (SIH-SUS)
(BRASIL, 2021).

Sobre a epidemiologia molecular das espécies de Cryptococcus no territorio brasileiro,
Trilles et al. (2008), reuniram 443 isolados clinicos e ambientais de C. neoformans e C. gatti
provenientes de 11 estados brasileiros, mostrando predominancia de C. neoformans var. grubi
VNI (64%) sobre VNII (5%), VNIV (3%) e VNIII (<1%). Para C. gatii, predominou o tipo
VGII (21%) sobre VGIII (4%) e VGI (3%) (TRILLES et al., 2008).

Em Mato Grosso do Sul, a prevaléncia de criptococose em pacientes com aids e
imunossupressdao grave € de 13,0% (intervalo de confianca de 95%- de 9,3 a 18,0%) e a
letalidade foi de 30% (NEGRI, 2020).

2.5 ASPECTOS CLINICOS E PATOLOGICOS

Os pacientes imunossuprimidos geralmente desenvolvem a doenga com acometimento
do SNC, apresentando cefaleia, febre e vOmitos como primeiros sinais e sintomas da
criptococose (NOGUERA et al., 2015). A neurocriptococose se configura como a forma
predominante em pacientes HIV/aids apresentando altas taxas de letalidade (RAJASINGHAM
et al.,2017).

Evidéncias histoldgicas mediante necropsia mostram o envolvimento do parénquima do
SNC com o comprometimento de ganglios basais, mesencéfalo e menos frequentemente, do
cerebelo. A presenca de grandes criptococomas e infiltrados inflamatoérios difusos € frequente
nesses pacientes. Ainda podem ser observados multiplos pseudocistos de aspecto gelatinoso
com massiva concentracdo de C. neorformans nos espacos Virchow Robin e areas adjacentes
como consequéncia da disseminagdo fungica ao longo dos espagos perivasculares (HENAO-
MARTINEZ; BECKHAM, 2015).
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As formas ganglionares da doenga podem ser restritas ou coexistir com as demais
manifestacdes clinicas e a forma tegumentar pode se desenvolver por disseminacao
hematdgena, sendo a presenca de lesbes dermatoldgicas observada em cerca de 8% dos casos
clinicos. Estas lesdes apresentam aspectos diversos, desde lesdes acneiformes pustulosas ou
Ulceras granulomatosas a massas tumorais profundas e exsudativas (WANG et al., 2015).

Pacientes com HIV/aids e contagem de CD4+ abaixo de 200 cel/mms3 apresentam risco
potencial para o desenvolvimento da infeccdo disseminada, sendo que 0s Orgdos mais
frequentemente envolvidos séo o baco (50%), os intestinos (45%), os pulmdes (38%), 0s rins
(38%), o figado (38%), 0 pancreas (18%) e a tireoide (16%). Em uma pesquisa post-mortem de
45 pacientes com HIV/aids, foram encontrados 68,9% de doenca disseminada com diagndstico
confirmado de criptococose (TORRES et al., 2016).

2.6 DIAGNOSTICO

Por apresentar marcado tropismo pelo SNC, o Cryptococcus spp é mais frequentemente
diagnosticado por exame de liquido céerebro espinal (LCE), o que demanda hospitalizagédo para
puncdo lombar e realizada por médico experiente, além de microscopista capacitado
(MORETTI et al., 2008).

O diagnostico microbioldgico pode ser realizado a partir de amostras clinicas de escarro,
lavado bronquico alveolar, LCE, secrecOes de abscessos, urina, aspirados de medula 0ssea e
ganglios e biopsias teciduais (WHO, 2018). Tem elevada sensibilidade, no entanto, também
demanda estrutura de satde mais complexa (MITCHEL; PERFECT, 1995; WHO, 2018).

Para o exame direto, utiliza-se nigrosina (tinta da China) para visualizar a levedura
encapsulada cuja capsula é vista em contraste negativo (ndo corada) e se apresenta como um
halo claro com diametro de 5 a 20 um envolvendo uma célula fungica (blastoconideo). Em
paciente HIV/aids apresenta uma sensibilidade de 80%, nos demais pacientes, em torno de 50%;
no entanto, ndo permite a identificacdo da espécie (WILLIAMSON, 2017; ARECHAVALA et
al., 2018).

O exame histopatolégico de fragmentos de bidpsias teciduais € Util quando ha
comprometimento de pele e dos pulmdes. Coloracdes como acido perddico de Schiff e
mucicarmin de Mayer podem revelar a presenca do fungo (MAZIARZ; PERFECT, 2015).

O imunodiagnostico realizado pela técnica de aglutinagdo de particulas de latex para
deteccdo de antigeno capsular do Cryptococcus spp (CRAG) é considerado o principal teste

diagnéstico utilizado na rotina laboratorial para triagem da criptococose. Essa técnica



22

compreende a deteccdo de antigenos polissacarideos capsulares, glucuronoxilomanana e
galactoxilomana do Cryptococcus spp, nos fluidos bioldgicos, usualmente no soro e LCE
(ARECHAVALA et al., 2018). Esse, embora ndo permita também a identificacdo da espécie,
apresenta altas taxas de sensibilidade e especificidade, de 95% a 98%, facil execucdo, resultado
rapido e com inimeros Kits comerciais disponiveis (ROBERT; NAIL- BILLARD, 2015).

O teste CRAG-LFA por ensaio de fluxo lateral (teste rdpido) é um ensaio
imunocromatografico que utiliza dois anticorpos monoclonais conjugados a ouro, impregnados
em uma fita de teste sendo capaz de identificar todos os sorotipos de Cryptococcus spp,
podendo ser utilizadas varias amostras bioldgicas, também de facil execuc¢do, ndo necessitando
estrutura laboratorial, apresentando sensibilidade e especificidade acima de 98%. Esse exame
é importante para o diagndstico precoce pois pode detectar antigenos de criptococos circulantes
até trés semanas antes dos sintomas neurologicos (VIDAL; BOULWARE, 2015; WILLIAMS,
2015).

Cryptococcus spp pode facilmente crescer com amostras biologicas em meio de cultura
para fungos, as coldnias sdo observadas em meio solido entre 48 a 72 h a 30-35°C em condigdes
aerobicas (MAZIARZ; PERFECT, 2015). A cultura em LCE tem elevada sensibilidade, maior
que a pesquisa direta, e constitui-se em importante ferramenta para confirmar o diagndstico de
neurocriptococose. A hemocultura pode revelar a presenca do fungo no sangue nos casos de
fungemia (MORETTI et al., 2008). Tem a desvantagem de levar até 72 horas para crescer, e
deve ser observada por até 4 semanas, sobretudo em pacientes que recebem tratamento
antifangico; o meio de cultura canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB), diferencia o
complexo de espécies C. neoformans do C. gattii, pois torna-se azul no complexo C. gattii
(LAHIRI et al., 2020).

Os exames de imagem ndo séo definidores, mas podem contribuir para o diagndstico da
doenca, apresentando como principais sinais da criptococose pulmonar: noédulos isolados ou
multiplos, massas de localizacdo subpleural e consolidacdo com broncograma aéreo. Na
meningoencefalite criptococica a tomografia computadorizada e a ressonancia magnética do
cranio, geralmente, mostram-se normais em metade dos casos da doenca; nos demais casos
podem revelar hidrocefalia, reforco em torno dos giros, nodulos Unicos ou maltiplos
(criptococomas) em encéfalo ou leptomeninges e, mais raramente, nddulos miliares
disseminados por todo o sistema nervoso (SEVERO et al., 2009).

O uso de técnicas moleculares na criptococose dentre as quais, reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), fingerprinting, Multi Locus Sequence Typing (MLST), espectometria de

massa, permitem estudos mais abrangentes sobre a epidemiologia e historia natural da doenca,
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assim como o monitoramento das cepas resistentes do microrganismo, identificacdo de
potenciais biomarcadores e mapeamento genético da diversidade de espécies ambientais
(RHODES et al., 2017). Técnicas de PCR e MLST também s&o utilizadas na distingdo das
espécies e da resisténcia a antifungicos (FERREIRA-PAIM, 2017; LAHIRI, 2020;
FIRACATIVE, 2021).

2.7 TRATAMENTO

O tratamento da criptococose consiste em 3 fases:

a) Inducdo para reduzir a carga fungica, sendo preconizada a combinacéo de anfotericina
B (ANFB) da classe dos polienos com fluocitosina, um antifungico fluorado sintético e
fluconazol(triazolico);

b) Consolidagéo, que tem como objetivo a negativacao da carga fungica e normalizacao
dos parametros clinicos por meio da administracdo de fluconazol da classe dos triazolicos em
alta concentracéo;

¢) Manutencdo, com o objetivo de evitar recidiva, onde o tratamento varia de acordo
com o estado geral do hospedeiro, podendo durar de seis meses a um ano, huma concentracao
menor.

Os esquemas terapéuticos atuais para a criptococose estao listados na figura 3.

Figura 3 — Quadro com recomendacdes para tratamento da criptococose em pacientes adultos
com infeccdo por HIV/aids

Drogas Fase de inducao Fase de Fase de
indisponiveis (2 semanas) consolidagéo manutengao
(8 semanas) (CD4>200 células e
carga viral

indetectavel)

Anfotericina B 10mg/Kg dia (dose
Nenhuma Unica) + Fluocitosina 100mg/KG
(divididos 4x ao dia) e Fluconazol
1200mg dia, por 14 dias.

Anfotericina B | Anfotericina desoxicolato B 0,7mg (7
lipossomal dias) + Fluocitosina  100mg/Kg
(divididos em 4x dia por 7 dias)
seguidos de mais 7 dias com
Fluconazol 1200mg dia.

Qualquer Fluconazol 1200mg dia + Fluocitosina

anfotericina B 100mg/Kg (divididos 4x dia) por 14 Fluconazol Fluconazol
dias. 800mg/dia 200mg/dia

Fluocitosina Anfotericina B lipossomal 3-4mg/Kg

+ Fluconazol 1200mg, por 14 dias.
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Anfotericina B e | Anfotericina B 1mg/Kg dia + 1200mg
fluocitosina Fluconazol dia (por 14 dias).
Fonte: Rapid Advice:diagnosis prevention and management of cryptococal disease in HIV-infected adults,
adolescentes and children, WHO, 2022.

A anfotericina B desoxicolato tem propriedades nefrotdxicas e, geralmente, associa a
injuria renal aguda e hipocalemia como eventos adversos, enquanto as formulaces lipidicas de
anfotericina B sdo as que oferecem menor toxicidade. No entanto, pelo seu alto custo, ndo sdo
disponibilizados regularmente para a maioria dos hospitais publicos e centros de referéncia
HIV/aids no Brasil (WILLIAMSON et al., 2017; BRASIL, 2018).

Além da terapéutica fungicida, o monitoramento da pressao intracraniana (PIC) €
preconizado a partir da puncao lombar inicial para os casos de neurocriptococose, pois este &
um fator de risco relevante para um pior prognostico da doenca (DE AZAMBUJA et al., 2018).
Para 0 manejo da hipertensdo intracraniana, secundaria a doenga criptococica sdo adotadas as
condutas a seguir: quando a presséo de abertura liquorica for superior a 25 cm H20 e estiverem
presentes sinais de edema cerebral, essa deve ser reduzida em 50% da pressao inicial por meio
da puncdo lombar (PL) de alivio (normalmente com retirada de 20 a 30 ml de liquor). A PL de
alivio deve ser repetida diariamente até a estabilizacdo da pressdo intracraniana (PIC); na
presenca de PIC estavel e normal em duas afericdes consecutivas, recomenda-se PL semanal
para monitoramento de resposta terapéutica e quando a PIC se mantiver persistentemente
elevada ap6s 2 semanas de PL diaria, é recomendada a abordagem neurocirdrgica para
derivacdo liquorica (BRASIL, 2018; WHO, 2018). A derivacdo liquérica é indicada para
aqueles pacientes que nédo toleram a puncdo diaria e persistem com sinais e sintomas de edema
cerebral (BRASIL, 2018).

A falha terapéutica tanto pode estar relacionada a fatores do hospedeiro quanto a
existéncia de cepas de Cryptococcus resistentes aos antifingicos. Cannon et al. (2009), sugere
que a resisténcia aos azois € determinada pela mutacdo do gene C. neoformans ERG11 com
consequente aumento do efluxo das drogas, sendo que a resisténcia pode ser adquirida durante
a terapia de manutencao prolongada. Enguanto a resisténcia cruzada a ANFB e fluconazol se
refere a mutacdo do gene C. neoformans ERG2p ou ERG3p, a qual resulta em uma reducéo dos
niveis de ergosterol (CANNON et al., 2009). Basso et al. (2015), em um estudo experimental,
identificaram a expressao de genes mutantes C. gattii e C. neoformans (AFRI MDR1 e AFR2)
codificadores dos transportadores ABC (bombas de efluxo), os quais bombeiam mdaltiplos

azois, resultando na resisténcia aos farmacos.
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2.8 COINFECCAO CRIPTOCOCOSE E HIV/AIDS

Cerca de 6 a 10% dos pacientes que desenvolvem aids adquirem a criptococose, nos
quais a principal forma clinica é a neurocriptococose (RAJASINGHAM et al., 2017;
WILLIAMSON, 2017).

Segundo dados do Ministério da Saude (MS), do Boletim Epidemiol6gico HIV/aids,
estima-se que cerca de 920 mil pessoas vivam com HIV no Brasil. Dessas, 89% foram
diagnosticadas e dentre elas 77% fazem tratamento com antirretrovirais (BRASIL, 2020).
Mesmo apds o inicio da implementagdo da TARV, somando avangos terapéuticos responsaveis
pela reducdo significativa da mortalidade, a infecgdo criptococica emerge como um indicador
de uma lacuna na efetividade dos servigos de assisténcia especializada (SAE), cujo teste rapido
para diagnostico de infeccdo pelo HIV precoce e adesdo de forma ininterrupta a TARV,
permanecem como uma prioridade urgente (RAJASINGHAM et al., 2017).

A TARV € recomendada para todos o0s pacientes coinfectados com
criptococose/HIV/aids, no entanto, hé o risco de interacdo medicamentosa e eventos adversos
dos medicamentos, decorrente da toxicidade pelo uso de varios farmacos. Além disso, ha o
risco de desenvolvimento da Sindrome Inflamatoria da Reconstituicdo Imune (IRIS), sendo
recomendado, preferencialmente, aguardar de quatro a seis semanas de terapia antifungica para
instituir a TARV, para evitar a ocorréncia de IRIS, exceto na antigenemia isolada quando a
TARV pode ser iniciada apds duas semanas de tratamento (MOURAD; PERFECT, 2018;
WHO, 2022).

2.8.1 Terapia antirretroviral

A terapia antirretroviral (TARV) iniciou- se em 1986 com o uso da zidovudina (AZT),
um inibidor da transcriptase reversa. A partir de entdo, um grande e crescente nimero de
antirretrovirais para tratamento de individuos infectados principalmente pelo HIV-1, foram
desenvolvidos. Todas as etapas no ciclo de replicacdo do HIV sdo alvos potenciais para uma
droga antirretroviral. E evidente a efic4cia terapéutica, principalmente ap6s a introducéo do
conceito HAART (highly active antiretroviral therapy), que € a combinacdo dos inibidores da
protease e transcriptase reversa de forma a ser extremamente efetiva na reducdo da carga viral
plasmatica de RNA-HIV 1 para niveis indetectaveis. No entanto, existem importantes barreiras

no sucesso a longo e médio prazo do tratamento. As principais dificuldades estdo associadas
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com a toxicidade dos medicamentos, adeséo do paciente e resisténcia viral (COLOMBRINI et
al., 2006, FALCI et al., 2006).

A terapia inicial deve incluir sempre trés combinagOes de drogas: dois inibidores da
transcriptase reversa analogo de nucleosideo (ITRN) associados a um inibidor de integrase (11),

que oferecem maior barreira genética a resisténcia que os ITRNN. (BRASIL, 2018)

2.8.1.1 Tipos de antirretrovirais disponiveis no Brasil

E essencial seguir as diretrizes para o tratamento de HIV/aids no Brasil e para tanto, 0s
seguintes antirretrovirais estdo disponiveis e recomendados (BRASIL, 2018):

a) Inibidores de nucleosideos da transcriptase reversa (ITRN)

Essa classe de medicamentos atua sobre a enzima transcriptase reversa, tornando
defeituosa a cadeia de DNA que o HIV cria dentro das células de defesa do organismo. Essa
acdo impede que o virus se reproduza. Os principais representantes dessa classe séo: abacavir
(ABC), lamivudina (3TC), tenofovir (TDF) e zidovudina (AZT).

b) Inibidores ndo nucleosideos da transcriptase reversa (ITRNN)

Essa classe de medicamento também atua na enzima transcriptase reversa, bloqueando
sua acdo e a replicacdo do virus, sendo os farmacos mais usados: efavirenz (EFV), nevirapina
(NVP) e etravirina (ETR).

¢) Inibidores da protease (IP)

Medicamentos que atuam na enzima protease, bloqueando sua acdo e impedindo a
producdo de novas copias de células infectadas com HIV, sendo que os mais usados atualmente
sdo: atanazavir (ATZ), darunavir (DRV), fosamprenavir (FPV) e tripanavir (TPV).

d) Inibidores de fuséao (IF)

Medicamentos que impedem a entrada do HIV na célula de defesa do organismo,
impedindo sua reproducdo, sendo a enfuvirtida (T20) o farmaco disponivel desta classe.

e) Inibidores da integrase (I1)

Medicamentos que blogueiam a atividade da enzima integrase, responsavel pela
insercdo do HIV ao DNA humano. Assim inibem a replicacdo do virus e sua capacidade de
infectar novas células. Dolutegravir (DTG) e raltegravir (RAL) sdo os dois medicamentos
atualmente em uso desta classe de antivirais.

) Inibidores de entrada (1E)

Classe de medicamentos que impede a entrada do HIV na célula de defesa do organismo,

impedindo sua reproducdo. Sua atuacdo se baseia no bloqueio de receptores CCR5 (proteina
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localizada na superficie dos macrdfagos), impedindo a entrada do HIV e infeccdo dessas
celulas. O medicamento desta classe comercialmente disponivel é o maraviroc (MRV).

2.8.1.2 Falha terapéutica

Define-se falha terapéutica quando, na vigéncia de TARV, o0 paciente apresentar
qualquer infeccdo oportunista (falha clinica); quando houver queda progressiva na contagem
celular de CD4+ (falha imunoldgica) e carga viral detectavel apds seis meses do inicio ou da
modificacdo do tratamento (falha virologica). Dai a importdncia do acompanhamento
laboratorial da contagem de células CD4 + e carga viral do HIV a cada trés ou seis meses e se
houver suspeita de resisténcia aos antirretrovirais solicitar o teste de genotipagem para
identificar codons de resisténcia (BRASIL, 2018).

2.8.2 Recuperacdo imunologica apos criptococose

Estudos in vitro sustentam a hipotese da interacdo sinérgica do HIV e Cryptococcus spp,
de forma que o virus causa a degradacdo das ceélulas da resposta inflamatdria do sistema
imunologico do hospedeiro. Isso contribui para a disseminacdo da infeccdo criptocdcica,
enquanto Cryptococcus spp, € capaz de induzir e acelerar a replicacdo do RNA viral
favorecendo a progressao da aids (ORENDI et al., 1994, ORENDI et al., 1998; CHANG et al.,
2013). A longo prazo, as sequelas decorrentes das lesbes teciduais induzidas pela infecgéo,
particularmente as sequelas neuroldgicas e oftalmologicas, tém sido bem estudadas (NUNES
et al., 2018; PERFECT et al., 2010). No entanto, o impacto da coinfeccdo na recuperacao
imunoldgica na aids, ndo tem sido avaliada.

Sabe-se que no processo de adoecimento da criptococose, a imunidade celular do
hospedeiro, principalmente de seus linfocitos T (LT) CD4+ e CD8+ sdo fundamentais para
impedir a multiplicacdo do patégeno e o avanco para a doenga pulmonar e extrapulmonar. Por
iSso pacientes com aids estdo muito mais susceptiveis. No entanto, fatores relacionados a
viruléncia do fungo também tém papel nesse processo, tais como a formacao de uma capsula
polissacaridica, que entre outros, exerce fator deletério no sistema imunoldgico do individuo,
inclusive inibindo a ativacdo e proliferacdo das células T, promovendo um escape do
microrganismo (EISENMAN; CASADEVALL; MCCLELLAND, 2007).

As frequentes recidivas observadas em pacientes tratados de criptococose sugerem que

o0 tratamento antifungico pode ndo eliminar todas as formas do fungo, sendo a recuperagdo
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imunolégica fundamental para manter os microrganismos sobreviventes inviaveis e nao
replicantes (EISENMAN; CASADEVALL; MCCLELLAND, 2007).

Apos seis a oito semanas do inicio da TARV, observa-se uma reducgdo da carga viral do
HIV a niveis indetectaveis, e a partir de entdo, a contagem de células CD4+ progressivamente
se elevam, atingindo niveis iguais ou maiores do que 350 células/uL, impedindo que novas
doencas oportunisticas se instalem (MOURAD; PERFECT, 2018).

Para avaliar se a criptococose interfere na recuperacao imunoldgica em pacientes com
aids e imunossupressdo grave em uso de TARV, acompanhamos pacientes de um servico de
referéncia em HIV/aids de Mato Grosso do Sul, que fizeram parte de um estudo transversal de
prevaléncia de criptococose em pessoas vivendo com HIV/aids, iniciado em 2015 (NEGRI,
2020). Considerando o exposto acima, a hipdtese é de que a recuperacdo imunologica em
pacientes com aids e criptococose € menos frequente e, ou mais tardia do que em pacientes com

aids sem criptococose.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar se h4 associacdo entre a criptococose e a recuperacao imunoldgica em até cinco
anos de seguimento de pacientes infectados pelo HIV com imunossupressao grave.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para atender o objetivo geral foram propostos os seguintes objetivos especificos:

a. Descrever as caracteristicas demogréficas e clinicas basais dos pacientes;

b. Verificar a frequéncia de pacientes com e sem criptococose que atingem linfécitos
CD4 > 350 células/mm? durante o seguimento de cinco anos e as variaveis associadas
a recuperacdo imunoldgica;

c. Avaliar o tempo para a recuperacdo imunologica de pacientes com e sem
criptococose;

d. Analisar a taxa de letalidade e sobrevida de pacientes com e sem criptococose.
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4 METODOLOGIA

4.1 DESENHO, LOCAL E PERIODO DO ESTUDO

Foi realizado um estudo de coorte, com dois grupos de pacientes acompanhados por até
cinco anos, um grupo com e um grupo sem criptococose (exposicao), pareados por niveis basais
de linfécitos CD4+ para avaliar a taxa de recuperacao imunoldgica e a mortalidade (desfechos).

O estudo foi realizado na Unidade de Doengas Infecciosas (UDIP) do Hospital
Universitario Maria Aparecida Pedrossian (HUMAP) da Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul (UFMS), alocados consecutivamente, entre 01 de marco de 2015 a 31 de julho de 2017.

4.2 PARTICIPANTES DO ESTUDO
4.2.1 Etapa 1: triagem de criptococose

Na primeira etapa do estudo foram triados pacientes consecutivos com diagndstico de
infecgdo pelo HIV e com contagem de CD4+ < 200 células/ mm® com ou sem sintomas. Foram
excluidos os que tinham historia prévia de criptococose.

Todos foram submetidos a triagem com ensaio de fluxo lateral (LFA), latex,
hemocultura e urinocultura para criptococose.

4.2.2 Etapa 2: composi¢do dos grupos

Grupo com criptococose (exposto). O critério de inclusdo neste grupo foi ter diagnodstico

de criptococose, definido como qualquer dos testes supracitados positivo. Foram excluidos
aqueles que ndo puderam ser acompanhados por pelo menos 100 dias, quer seja por Obito ou
por abandono de seguimento.

Grupo sem criptococose (ndo exposto). O critério de inclusdo neste grupo era nédo ter

criptococose. Os mesmos critérios de exclusdo do grupo exposto foram usados. Dentre 0s
elegiveis para este grupo, foram selecionados trés pacientes ndo expostos para um exposto,

pareados por faixa de CD4+, e randomizados por sorteio simples (Figura 4).
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Figura 4 — Fluxograma dos participantes do estudo
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4.3 VARIAVEIS

Variaveis demogréaficas, epidemioldgicas e clinicas foram obtidas do momento da
inclusdo no estudo, com um formulario padréo.

As variaveis de desfecho foram investigadas na evolucdo dos pacientes nos cinco anos
subsequentes, tais como ocorréncia de dbito, carga viral (CV) do HIV e contagem de células
CD4+. Os pacientes foram avaliados a cada trés meses.

Desfechos:

a) Primario:

- Taxa de recuperacdo imunoldgica

b) Secundarios:

- Taxa de mortalidade;

- Tempo para a recuperacdo imunologica;

- Tempo para Gbito.
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4.4 DEFINICAO DE TERMOS

Recuperacdo imunoldgica: contagem de células CD4+ igual ou maior do que 350
células/mm3 com CV do HIV indetectavel.

Uso regular de TARV: foi considerado uso regular quando referido pelo paciente e
quando os medicamentos foram retirados da farmacia mensalmente, aceitando-se um atraso de
até 15 dias, periodo que poderia corresponder a eventuais sobras de medicamentos apds
hospitalizagGes.

4.5 ORGANIZACAO E ANALISE DOS DADOS

As variaveis do estudo foram registradas em formulario especifico elaborado para este
projeto (apéndice A)

Os dados obtidos foram tabulados em planilha de Excel para a realizacdo das analises
estatisticas.

Para a analise da associacdo da variavel de exposicédo e desfechos foram utilizados: o
teste qui-quadrado ou prova exata de Fisher para valores esperados menor do que 5, para
variaveis categoricas; e, o teste U de Mann - Whitney para variaveis continuas. A magnitude
das associacdes foi analisada pela odds ratio e intervalo de confianca de 95% (IC 95%). .
Analise multivariada por regresséo logistica foi usada para avaliar variaveis independentemente
associadas a recuperacdo imunologica.

O tempo para atingir a recuperacao imunolégica e o tempo para ébito nos dois grupos
foram obtidos pela curva de Kaplan Meier e analisados pelo Log rank.

Foi utilizado o programa computacional Jamovi (Version 2016) para analise estatistica.
Um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo e de 0,05 a 0,10 foi

considerado uma tendéncia a significancia estatistica.

4.6 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

O projeto foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa com seres humanos (CEP) da
UFMS, sob o protocolo de nimero: CAAE 4544892.30000.0021.
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5 RESULTADOS

O estudo avaliou 2 coortes que totalizaram 88 pacientes, 21 com criptococose (grupo
exposto) e 67 sem criptococose (grupo nao exposto).

Todos os pacientes com criptococose apresentavam manifestacdes clinicas, 19 (90,0%)
tinham neurocriptococose confirmada com cultura de LCE positiva e dois pacientes tinham
manifestacdes neuroldgicas, com LCE normal. A tabela 1 mostra que ambos 0s grupos tinham
caracteristicas epidemioldgicas e clinicas basais similares, exceto pelo fato de que pacientes
sem criptococose apresentaram maior frequéncia de neurotoxoplasmose (p=0,002) e uma
tendéncia de uso de TARV prévio a entrada no estudo (p=0,053).

Apos a alocacédo no estudo, os pacientes foram acompanhados no Hospital Dia, e, foram
avaliados a cada trés meses, sendo que no grupo com criptococose, 38,1 % (8/21) fizeram uso
regular da TARV, enquanto no grupo sem criptococose 50,0% (33/67) trataram com
regularidade (p=0,341). A carga viral do HIV estava indetectavel na tltima avaliagdo em 52,4%
(11/21) e em 61,2% (41/67) entre 0 grupo exposto e ndo exposto, respectivamente (p=0,474)
(Tabela 2).
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Tabela 1 — Caracteristicas demograficas e clinicas basais de pacientes com aids e
imunossupressdo grave com criptococose e um grupo sem criptococose pareado por nivel de
células CD4+. Hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossian, Campo Grande-MS, 2015
a 201

Variaveis Com criptococose n=21 Sem criptococose n=67 Valor de P

N ou mediana (%) ou [IQR] N ou mediana (%) ou [IQR]

Sexo masculino 18 (85,7) 47 (70,1) 0,157*
Idade 36 [33-41] 37 [32,5-45] 0,573*
Contagem de CD4+ 34 [19-63] 34 [15,5-58] 0,773*
Outra DO 21 (100) 62 (92,5) 0,332#
LV 4 (19,0) 25 (37,3) 0,120*
B 4 (19,0 9 (13,4) 0,501#
CMV 5 (23,8) 10 (14,9) 0,338#
Neurotoxoplasmose 1 (4,8) 27 (40,3) 0,002*
PPJ 2 (9,5) 4 (13,4) 0,626*
Histoplasmose 1 (4,8) 3 (4,5) 1,00*
Em uso préevio de TARV 17 (81,0) 64 (95,5) 0,053#
Tipo de TARV
2ITRN+1ITRNN 5 (29,4) 21 (42,0 0,358
2ITRN+ 1IP 8 (44,4) 23 (42,6) 0,891
2ITRN+ 11 3 (16,7) 2 (3,7) 0,096
Outros 1 4 1,000

Forma clinica criptococose
Neurocriptococose 19 (90,0) - - -

Outra 2 (10,0) - - -

IQR: intervalo interquartil [1°- 3°] DO: doenca oportunistica; LV: leishmaniose visceral; TB: tuberculose; CMV:
citomegalovirose; PPJ: pneumonia por Pneumocystis jiroveci; TARV: terapia antirretroviral; ITRN: inibidor de
transcriptase reversa nucleosideo; ITNN: inibidor de transcriptase reversa ndo nucleosideo; IP: inibidor de
protease; Il: inibidor de integrase. IQR: intervalo interquartil. *Teste qui quadrado #Prova exata de Fisher#; Mann-
Whitney U.

Os pacientes foram acompanhados por 100 dias a cinco anos. A mediana de tempo de
acompanhamento do grupo com criptococose foi de 2,82 anos [IQR 0,79- 4,49] e a do grupo
sem criptococose foi de 3,63 [IQR 2,32-4,41] (p= 0,382). A tabela 2 mostra que a taxa de

recuperacdo imunoldgica entre o grupo que tinha criptococose foi de 19,0% (4/21), enquanto
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no grupo sem criptococose foi de 38,8% (26/67), com uma tendéncia de significancia estatistica
(p=0,096). Nenhuma diferenca estatistica foi observada nos outros desfechos analisados.

Tabela 2 — Desfechos de pacientes com aids e imunossupresséo grave com criptococose e um
grupo sem criptococose pareado por nivel de células CD4+ na inclusdo do estudo. Hospital
Universitario Maria Aparecida Pedrossian, Campo Grande-MS, 2015 a 2017

Variaveis Com criptococose Sem criptococose Valor de
n=21 n=67 P
n (%) ou mediana n (%) ou mediana
[1QR] [1QR]
De seguimento
Tempo de seguimento (em anos) 2,82 [0,79- 4,49] 3,63 [2,32-4,41] 0,382
Uso regular da TARV 8 (38,1) 33(49,3) 0,311
Carga viral indetectavel 11 (52,4) 41 (61,2) 0,474

De desfecho

CD4F/CD4l 5,62 [1,10-9,0] 4,62 [1,29-11,2] 0,856

CD4F-CD4I 150 [11-176] 149 [14-313] 0,293

Recuperacdo Imunoldgica 04 (19,0) 26 (38,8) 0,096

Tempo para recuperacao imunoldgica (em 19,5[12,0- -] 29,0 [16,0-43,0] 0,20300
meses)

Obito* 03 (14,3) 05 (7,5) 0,343

Tempo para 6bito (em dias) 303 [202-442] 281 [269-482] 1,00000

IQR: intervalo interquartil [1°-3°]. Teste qui-quadrado ou Fisher; Mann -Whitney U; coLog Rank. CD4 F: contagem
de células CD4 final; CDA4l: contagem de células CD4 inicial. *Obito por qualquer causa.

As variaveis com valor de p<0,20 foram analisadas por regressao logistica e aquelas
independentemente associadas a recuperacdo imunoldgica foram: grupo etario, carga viral
indetectavel (em qualquer momento do seguimento) e tempo de seguimento. A chance de nao
alcancar a recuperacdo imunologica foi mais do que cinco vezes maior nos com 40 anos ou
mais (ORa 5,50 1C95% (1,63-18,57)). Ja para aqueles com carga viral indetectavel no
seguimento e para os que foram acompanhados por mais do que 3,6 anos (mediana do tempo
de seguimento dos 88 participantes) a chance de alcancar a recuperacdo foi de 80% e de 73%
maior do que 0s que ndo apresentaram carga viral indetectavel (Ora 0,20 (IC95% 0,05-0,76)) e
do que os acompanhados por 3,6 anos (ORa 0,27 (1C95% 0,09-0,83)) ou menos,
respectivamente. A analise multivariada mostrou que a chance de um paciente com
criptococose ndo atingir a recuperacdo imunoldgica foi quase quatro vezes maior (ORa 3,61)

do que aqueles sem criptococose, no entanto, o intervalo de confianca de 95% variou de 0,90 a
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14,53 (Tabela 3). Cabe ressaltar que mesmo apds a regressdo, a tendéncia de associacao entre

criptococose e recuperacao imunoldgica (p=0,071) persiste.

Tabela 3 — Varidveis associadas a ndo atingir a recuperacdo imunoldgica em uma coorte de
pacientes com aids e imunossupressdo grave, com e sem criptococose, pareados por nivel de
células CD4+ na incluséo do estudo. Hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossi

Variaveis Né&o atingiram a OR (1C95%) p ORa (IC 95%)& Valor
recuperacdo de P
imunoldgica

N=58
n (%)
Criptococose 0,096 0,071
Néo (n=67) 41 (61,2) 1 1
Sim (n=21) 17 (81,0) 2,70 (0,82-8,90) 3,61 (0,90-
14,53)
Idade > 40 anos 0,042 0,006
Nao (n=53) 30 (57,7) 1 1
Sim (n=35) 28 (80,0) 3,07 (1,14-8,26) 5,50 (1,63-
18,57)
Leishmaniose Visceral 0,367
Nao (n=59) 37 (62,7) 1
Sim (n=29) 21 (73,1) 1,56 (0,59-4,12)
Neurotoxoplasmose 0,482
N&o (n=60) 41 (68,3) 1
Sim (n=28) 17 (60,7) 0,72 (0,28-1,82)
Tuberculose
Né&o 49 (65,3) 1,000
#
Sim 9 (69,2) 1
Sifilis 0,84 (0,24-2,98) 0,341
#
Né&o 1
Sim 5,95 (0,24-151,00)
Uso prévio de TARV 0,686
#
Néo (n=7) 4 (57,1) 1
Sim (n=281) 54 (66,7) 1,50 (0,31-7,19)

Uso regular de TARV no 0,008 0,206

seguimento *

Né&o (n=46) 36 (78,3) 1 1

Sim (n=41) 21 (51,2) 0,29 (0,12-0,74) 0,47 (0,14-1,52)
Ultima CVHIV 0,001 0,018
indetectavel

Né&o (n=36) 31 (86,1) 1 1

Sim (n=52) 27 (51,9) 0,20 (0,05-0,76)
Seguimento > 3,6 anos 0,020 0,010

Né&o (n=45) 34 (79,1) 1 1

Sim (n=43) 24 (53,3) 0,30 (0,12-0,77) 0,27 (0,09-0,83)

Nota:* ndo havia informacdo de um paciente. OR: odds ratio; ORa: OR ajustado; # Prova exata de Fisher; &
Andlise multivariada por regressdo logistica. CV: carga viral.

Nas analises de Kaplan Meier, observa-se que o tempo para a recuperacdo imunologica

no grupo com criptococose a mediana de 19,5 [1C95%12,0- -] e no grupo sem criptococose
mediana de 29,0 [1C95%16,0-43,0] foi semelhante (p=0,203), assim também o tempo para
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6bito por qualquer causa no grupo exposto mediana de 303[1C95% 202-442] e no grupo nao
exposto mediana de 281[1C95% 260-482], (p=1,000), ambos os desfechos ndo diferiram entre
0s grupos (figura 5 e 6).

Figura 5 — Comparacdo do tempo (em meses) para recuperacdo imunoldgica (contagem de
células CD4+ > ou = 350) entre pacientes com aids, com e sem criptococose, em um
seguimento de até 5 anos. Curva de Kaplan Meier

mmmm Ccriptococose- linha azul
sem criptococose- linha verde

p = 0,203

Fonte:

Figura 6 — Comparacao do tempo (em dias) para 6bito (por qualquer causa) entre pacientes
com aids, com e sem criptococose, em um seguimento de até 5 anos. Curva de Kaplan Meier
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6 DISCUSSAO

A criptococose tem sido considerada uma das principais doengas oportunistas em
pacientes HIV/aids e apesar de recentes avancos no diagnostico, ainda segue impactando na
sobrevida desses pacientes (RAJASHINGAM et al., 2017). Considerando as evidéncias que in
vitro Cryptococcus neoformans acelera a replicacdo do HIV em presenca de células T
(ORENDI et al., 1994, 1997) e a observacdo clinica empirica de que essa infeccdo fungica
interfere na recuperacdo imunolégica apos inicio da TARV, esse estudo avaliou o impacto da
criptococose na recuperacdo imunoldgica em pacientes com HIV/aids num seguimento de até
cinco anos.

Os grupos foram pareados apenas por faixa de contagem de CD4+, no entanto
apresentavam caracteristicas basais semelhantes, exceto que o grupo ndo exposto (sem
criptococose) tinha mais casos de neurotoxoplasmose que o grupo exposto (com criptococose).
Observou-se uma tendéncia de maior frequéncia de uso prévio de TARV no grupo sem
criptococose. Todos os pacientes alocados tinham imunossupressdo grave, mas 0 uso prévio de
TARV mais frequente no grupo sem criptococose poderia ser um fator de confuséo na analise
dos desfechos, considerando que estar em uso de antirretrovirais € fator fundamental na
recuperacdo de células CD4+ (LORTHOLARY et al., 2013; DING et al., 2017).

Apos o inicio do acompanhamento, propor¢des semelhantes de pacientes entre os dois
grupos usaram a TARV com regularidade e o tempo de seguimento entre 0s grupos também
ndo diferiu, o que reduz a interferéncia dessas variaveis nos desfechos entre os grupos.
Observou-se, ainda, uma relativa baixa frequéncia de adesdo da TARV durante o seguimento,
menor do que observado em um grande estudo brasileiro (SANTOS et al., 2018) e mesmo do
Servico onde o estudo foi realizado, onde 86,7% estdo retirando os medicamentos com
regularidade (dados ndo publicados).

A taxa de recuperacao imunolégica em ambos os grupos foi também mais baixa do que
a relatada em um estudo envolvendo 8.014 individuos, que mostrou taxa de recuperacao
imunologica de 58% (1C95%: 57-58) (MENDICINO et al., 2021). Possivelmente, o critério de
inclusdo contagem de CD4+< 200 céls/mm3 selecionou pacientes mais vulneraveis e com
maior dificuldade de adesdo no presente estudo. Foi observada uma tendéncia de menor taxa
de recuperagéo imunoldgica no grupo com criptococose (p= 0,096). E possivel que um nimero
maior de participantes pudesse ter demonstrado essa diferenga com menor probabilidade de

erro.
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Pacientes com 40 anos ou mais apresentaram trés vezes mais chance de ndo atingir a
recuperacdo imunoldgica do que aqueles com menos de 40 anos. Esta variavel esteve
independentemente associada a recupera¢do imunolégica. A idade esta relacionada a
imunossenescéncia e € conhecido fator associado a recuperacdo imunolégica sub-6tima em
pacientes com HIV em TARV (KROEZE et al., 2018).

Como esperado, pacientes que apresentaram carga viral do HIV indetectavel no
seguimento e aqueles que foram acompanhados por mais tempo apresentaram maiores taxas de
recuperacdo imunoldgica. O objetivo priméario da TARV é inibir a replicacdo do HIV a niveis
indetectaveis no sangue do paciente, atingindo a chamada resposta viroldgica, que é o principal
responsavel pela resposta imunoldgica. Existem varias defini¢ces para considerar um paciente
HIV como um respondedor imunoldgico e muitas definem como um aumento da contagem de
células CD4+ acima de 350, em um periodo de tempo entre 1 a 10 anos, ap0s o inicio da TARV.,
O tempo de uso € determinante para a resposta imunolégica (YANG et al., 2020).

Um outro importante fator associado a recuperacdo imunoldgica na aids € o nadir de
células CD4+, que quanto mais baixo menor a chance de recuperagdo imunologica apds o inicio
da TARV (YANG et al., 2020). Essa variavel ndo foi analisada no estudo porque 0s grupos da
variavel de exposicao de interesse, a criptococose, foram pareados por faixa de contagem de
celulas CD4+.

O tempo para recuperacao imunologica e o tempo para Obito ndo diferiram entre os dois
grupos, indicando que a criptococose ndo interferiu nesses desfechos. A mediana para tempo
de recuperacdo imunolégica foi similar a um grande estudo brasileiro que foi de 22,8 meses
que ficou entre as duas coortes desse estudo (MENDICINO et al., 2021).

Sabe-se que a presenca de coinfecgbes e infeccdes oportunisticas também podem
interferir na recuperacdo imunoldgica, algumas delas podem acelerar a replicacdo do HIV,
como ocorre na sifilis (BRASIL, 2016), tuberculose (MARAIS et al.,2016) e leishmaniose
visceral (BOURGEOIS et al., 2008; ALEXANDRINO-DE-OLIVEIRA et al., 2010). Ainda,
algumas dessas infeccbes atuam sinergicamente na imunodeficiéncia como tem sido
demonstrado na leishmaniose visceral (BOURGEOIS et al., 2008). Marais et al., (2016)
discutiram a possibilidade da interleucina 17 ter um papel na recuperacdo dessa coinfec¢édo se
comparada com a coinfeccdo HIV/tuberculose que comprovou acelerar a replicacdo do virus
tanto in vitro quanto em seu estudo. No entanto, no presente estudo, essas infec¢cdes ndo se
mostraram associadas a recuperacdo imunoldgica.

O fato aqui observado de que aqueles com criptococose apresentaram uma tendéncia a

ndo recuperacdo imunologica poderia ser explicada pela ja citada interag&o sinérgica do HIV e
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Cryptococcus spp, 0 que induz injdria das células sistema imunolégico do hospedeiro. Isso
contribui para a dissemina¢éo da infeccdo criptocdcica, enquanto Cryptococcus spp, é capaz de
induzir e acelerar a replicacdo do RNA viral favorecendo a progressao da aids (ORENDI et al.,
1994, ORENDI et al., 1998; CHANG et al., 2013).

A neurocriptococose € uma das doencas oportunisticas com mais alta letalidade e
demanda tratamento em regime hospitalar por longo periodo. Nas ultimas décadas uma das
estratégias que tém sido implantadas para o controle dessa doenca é a triagem de antigenemia
de Cryptococcus em todos 0s pacientes com imunossupressdo grave ainda que assintomaticos,
seqguida pelo tratamento preemptivo com fluconazol daqueles com antigenemia isolada
detectada (WHO, 2022). Esta estratégia reduz as complicacfes da doenca e tem se mostrado
custo-efetiva (RAJASINGHAM et al., 2019). Todos os pacientes do grupo criptococose do
estudo apresentavam manifestacdes clinicas de neurocriptococose, ou seja, a doenca ja estava
instalada no SNC, ndo sendo possivel avaliar se a antigenemia criptococcica isolada também
representaria um risco para a falha imunologica apés TARV. E possivel que o tratamento da
criptococose em um estagio mais precoce da doenca pudesse favorecer a recuperacao
imunologica em comparacdo aos diagnosticados e tratados tardiamente.

Considerando que o tempo de uso da TARV é um fator importante para a recuperacdo
imunologica (KROEZE et al., 2018), um outro aspecto a ser considerado para a tendéncia de
menor resposta no grupo com criptococose € a recomendacao de se evitar introducédo da TARV
antes de duas até dez semanas do tratamento de inducdo da criptococose para evitar a sindrome
inflamatdria da reconstituicdo imunolégica (WHO, 2022), o que pode ter ocorrido, mas nao foi
averiguado neste estudo.

Esse estudo tem outras limitacdes, como um nimero pequeno de casos que puderam ser
acompanhados e o fato de que muitos pacientes de ambos 0s grupos nao foram aderentes a
TARV no seguimento. Além disso, para a definicdo de “uso regular da TARV” foram
considerados o referido pelo paciente e a retirada regular dos medicamentos da farméacia, ambos
nao garantem o uso regular.

Os resultados encontrados apontam para a possibilidade da criptococose ser um fator

associado a menores taxas de recuperacdo imunoldgica na aids e imunossupressao grave.
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7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo, realizado com pacientes com aids e imunossupressao grave,

nas condi¢cdes em que foi realizado, permite concluir que:

Os grupos estudados apresentavam caracteristicas demograficas e clinicas basais
semelhantes, exceto pelo fato de que a neurotoxoplasmose foi mais frequente no
grupo sem criptococose;

A taxa de recuperacdo imunoldgica em até cinco anos no grupo com criptococose foi
19,0%, metade da observada no grupo sem criptococose, que foi de 38,8%, com uma
tendéncia a significancia estatistica (p=0,096).

Idade até 40 anos, resposta virologica e maior tempo de acompanhamento foram
variaveis independentemente associadas a recuperacdo imunologica.

Pacientes com criptococose apresentaram 3,61 (1C95% 0,90-14,53) vezes mais
chance de falha na recuperacdo imunoldgica do que os pacientes sem criptococose,
persistindo a tendéncia a significancia estatistica, mesmo apos a analise multivariada
(p=0,071).

A criptococose ndo impactou no tempo para atingir a recuperacdo imune e nem no

tempo para ébito nos pacientes do estudo.
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APENDICE A

FORMULARIO PADRAO DE COLETA DE DADOS PARA A PESQUISA: IMPACTO
DA CRIPTOCOCOSE NA RNECUPERAC;AO IMUNOLOGICA DE PACIENTES COM
AIDS E IMUNOSSUPRESSAO GRAVE.

DADOS DE ENTRADA - ID

DADOS DE IDENTIFICACAO E DEMOGRAFICOS:

SEXO: IDADE: DATA NASCIMENTO:
COR:___ (branco, preto, pardo, amarelo, indio)

PROFISSAO ATUAL: INSTRUCAO:
NATURALIDADE: UF
PROCEDENCIA: UF

DATA DO DIAGNOSTICO DE HIV:
USO DE TARV_ (__ ) SIM; (__) N&o. Datade Inicio da TARV:
DATA DA ENTRADA NO ESTUDO:

DADOS LABORATORIAIS: ) )
RESULTADO DO CRAG TESTE DO ANTIGENO CRIPTOCOCICO) ( )POS ( )NEG

CRIPTOCOCOSE CONFIRMADA ( )SIM () NAO ’
EXAME DIRETO () CULTIVO MICOLOGICO ( ) HISTOPATOLOGICO ()
MATERIAL: LCR ( )ESCARRO ( ) URINA( )

SEGUIMENTO DE CV, CD4

DATA Ccv CD4 CD8 CD45

ACOMPANHAMENTO CLINICO:
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INTERNACAO ( )SIM () NAO;DATA DATA ALTA
OBITO ( )y SIM () NAO DATA DO OBITO: CAUSA DO

OBITO:
RECUPERAGAO IMUNOLOGICA (- )SIM  (NAO); DATA ___ N
PERDA DE SEGUIMENTO ( )SIM ( ) NAO; DATA DA ULTIMA AVALIACAO

TEMPO DE SEGUIMENTO, EM MESES:
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