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RESUMO

A criptococose ¢ uma doenga causada pelo fungo encapsulado
Cryptococcus neoformans, que tem tropismo pelo SNC, sendo a principal
forma clinica de apresentagdo da doenga meningite. A deficiéncia na imunidade
celular do hospedeiro é o maior fator de risco para doenga. A alta incidéncia em
pacientes com AIDS fez com que o interesse por esta micose profunda
crescesse nestas ultimas duas décadas. No estado do Parana, o numero de casos
de criptococose associados 8 AIDS vem diminuindo nos ultimos dois anos (36
casos em 1997 e 24 em 1998), o mesmo acontecendo no restante do pais. A
capsula do Cryptococcus neoformans ¢ formada, na sua maior por¢do, pelo
mucopolissacarideo GXM, que representa a fragdo mais importante do fungo no
que se refere a imunidade, representando também o seu maior fator de
viruléncia. O antigeno capsular GXM exerce uma correlagdo intima com o
sistema imunolégico do hospedeiro. Varios estudos mostram muitos aspectos
desta correlag@o. O presente trabalho estuda a relagfo entre a morfometria da
capsula do Cryptococcus neaformans € o nimero de linfécitos CD4 do
hospedeiro e as caracteristicas epidemioldgicas dos pacientes. As medidas da
morfometria da capsula do Cryptococcus neoformans foram realizadas em LCR
de 30 pacientes (23 homens e 7 mulheres), com idade média de 33,4 anos para
os homens e 37 para as mulheres, todos com diagnostico de meningite
criptocdcica, dos quais 25 leveduras e suas respectivas capsulas foram
mensuradas assim como o calculo do didmetro, superficie e volume das
capsulas, e também a relagiio didmetro cépsula/levedura. Uma média das
medidas realizadas nas 25 células foi relacionada com o nimero de linfocitos
CD4 do paciente em estudo. O resultado da investigagdo mostrou que, dos 30
pacientes, 28 eram imunodeprimidos (93,3%), 26 dos quais com AIDS e dois
com outro fator de imunodepressdo, dois (6,6%) eram imunocompetentes. A
antiginemia no LCR e no soro, para Cryptococcus neoformans, foi elevada
(1:10.000 p < 0,0001) na maioria dos pacientes, sugerindo a gravidade da
doenga. A medicago usada no tratamento foi a monoterapia com anfotericina
B em 22 (73,4%) pacientes. O obito, tendo como causa a meningite
criptococica, ocorreu em 16 (53,3%) dos pacientes e, destes, 9 (56,2%)
ocorreram nas primeiras duas semanas de tratamento. A var. neoformans foi
prevalente em nossa casuistica (29 dos 30 pacientes). N3o houve significdncia
estatistica entre o numero de linfécitos CD4 e a morfometria da capsula do
Cryptococcus neoformans e, no aspecto epidemiologico da criptococose,
observamos uma queda em sua incidéncia nos pacientes com AIDS nos ultimos
dois anos, coincidindo com a instituigdo da poliquimioterapia antiretroviral
nestes pacientes.
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ABSTRACT

Cryptococcosis is an illness caused by the encapsulated fungus
Cryptococcus neoformans, which has tropism by the CNS, being meningitis the
main clinical form of presentation of illness. The deficiency in the host’s
cellular immunity is the major risk factor for the illness. Its high incidence in
AIDS patients resulted in a growing interest for this deep mycosis in the last
two decades. In the State of Parana, the incidence of Cryptococcosis associated
to AIDS has been decreasing during the last two years (36 cases in 1997 and 24
cases in 1998), the same tendency being detected in the rest of Brazil. The
Cryptococcus neoformans’s capsule is formed, in its largest portion, by the
mucopolysaccharide CXM, that represents the most important fraction of the
fungus as far as immunity is concerned; and also representing its major factor
of virulence. The capsular antigen GXM shows an intimate correlation with the
host’s immune system. Various studies show many aspects of this correlation.
The present work studies the relationship between the morphometry of the
Cryptococcus neoformans's capsule and the number of CD4 lymphocytes in the
host and the epidemiological characteristics of the patients. The measurements
of the morphometry of the Cryptococcus neoformans’s capsule were carried out
in the CRL of 30 patients (23 men and 7 women), with average ages of 33,4 for
men and 37 for women, all diagnosed with cryptococcic meningitis. From them
25 yeasts and their respective capsules were measured and the capsules’
diameter, surface and volume, as well as the relationship between the capsules’/
yeasts’ diameters were evaluated. An average of the measurements taken in the
26 cells was related to the number of CD4 lymphocytes of the patient being
studied. The results of the investigation showed that 28 out of 30 patients were
immunodepressed (93,3%), 26 of which had AIDS and 2 presented other
immunodepression factors. The remaining 2 (6,6%) were immunocompetents.
The antigenimy in the RCL and in the serum, for Cryptococcus neoformans,
was high (1:10.000 p < 0,0001) in the majority of patients, suggesting the
severity of the illness. The medication used in the treatment was monotherapy
with amphotericin B in 22 (73,4%) patients. Death, caused by cryptococcic
meningitis, occurred in 16 (53,3%) patients and, among these, 9 (56,2%)
occurred in the first two weeks of treatment. The var. Neoforms prevailed in our
casuistics (29 out of 30 patients). There was no statistical significance between
the number of lymphocytes CD4 and the morphometry of the Cryptococcus
neoformans’s capsule; and, in the epidemiological aspect of the cryptococcosis,
a decrease in the incedence among the AIDS patients was detected in the last
two years, coinciding with the institution of antiretroviral polychemotherapy in
these patients.



1 INTRODUCAO

A Criptococose ¢ uma infecgdo causada pela levedura encapsulada
Cryptococcus neoformans, que penetra no organismo por via inalatoria e, do
alvéolo pulmonar, alcanga a corrente sangiiinea, podendo causar uma micose
sistémica, acometendo varios drgdos. Como o fungo tem tropismo pelo SNC, a
meningoencefalite ¢ a forma de apresentagdo mais comum da doenga € com

maior taxa de mortalidade.

A Criptococose de SNC ¢ a terceira causa de doenga neurologica no
paciente com AIDS, com incidéncia inferior apenas & meningite pelo proprio
vius HIV e & infecgdo pelo Toxoplasma gondii (LEVY, DALE,

ROSENBLUM, 1985 ¢ GABUZDA; HIRSCH, 1987).

Dos pacientes com criptococose, cerca de 70% apresentam imunidade
comprometida por quimioterapia antineoplasica, por uso de corticoides ou
imunossupressores, por serem portadores de linfoma, transplantados e, a grande
maioria, devido & AIDS. Os 30% restantes s3o imunocompetentes

(DISMUKES, 1993).

A incidéncia da criptococose em pacientes infectados pelo HIV varia de
6 a 10 %, sendo que em alguns estudos chegou a ser a primeira manifestagio da
q gun p

sindrome em até 45% dos casos (CHUCK; SANDE, 1989).

Cryptococcus neoformans ¢ uma levedura encapsulada, patogénica para
o homem e alguns animais (BENNETT, KWON-CHUNG; HOWARD, 1977).
A imunogenicidade da cdpsula permite que, por reagdo de antigeno-anticorpo,

seja possivel determinar 5 diferentes sorotipos de Cryptococcus neoformans: A,



D, B, C e AD (WILSON; BENNETT; BAILEY, 1968) que possuem diferentes
aspectos bioquimicos, ecoldgicos, epidemiolégicos e genéticos. Por exemplo,
no paciente com AIDS, o sorotipo D estd mais relacionado com infecg¢do de

pele e o sorotipo A com meningite ¢ meningoencefalite (DROMER et al.,

1996).

Os sorotipos foram por sua vez agrupados em duas variedades: a var.
neoformans, que corresponde aos sorotipos A, D e AD, e a var. gattii
correspondendo aos sorotipos B e C (KWON-CHUNG; BENNETT,

THEODORE, 1978).

Considera-se hoje que cada variedade cause uma forma distinta de
doenga, tanto no aspecto clinico quanto no epidemiolégico (SPED; DUNT,

1995).

A capsula ¢ o maior fator de viruléncia do Cryptococcus neoformans. O
polissacarideo de alto peso molecular, GXM, composto de manose, xilose e
acido glucurénico, compde 88% da massa capsular do fungo (JAMES,;

CHERNIAK, 1992).

Os genes CAP59, CAP60 ¢ CAP64 sio essenciais na formagdo da
capsula. A delegdo de um deles pode provocar a formagdo de um Cryptococcus

neoformans sem capsula e, conseqilentemente, avirulento (CHANG; KWON-

CHUNG, 1998).

O antigeno capsular é detectado por reagdo de aglutinagdo passiva com
particulas de latex no soro € no LCR, contribuindo para o diagnéstico,
prognostico € monitorizagdo terapéutica da criptococose (TODARO-LUCK et

al., 1989).



Quando propagulos de Cryptococcus neoformans entram em contato
com o hospedeiro por via inalatoria, a capsula est4 ausente ou € pequena, mas é

rapidamente sintetizada(KOZEL, 1984).

A nivel de alvéolo pulmonar, o macréfago - primeira célula do
hospedeiro a entrar em contato com o Cryptococcus neoformans - realiza a
fagocitose e induz & produggo de linfocitos CD4 que, por sua vez, vio produzir
interleucina-2 - que ativa células NK - e interferon-y, implicados na ativagdo de
mais macrofagos e na destruig@o do fungo. A presenga de capsula pequena ou a
auséncia de capsula influencia positivamente este processo, dificultando assim

a disseminaggo do fungo (VECCHIARELLI et al., 1994).

Em Cryptococcus neoformans de capsula grande, a densidade de
fragmentos C3 da cadeia de complemento, responsavel pela opsonizagdo, ¢
proporcionalmente menor do que em capsulas pequenas; isso compromete a
fagocitose do Cryptococcus neoformans ricamente encapsulado (KOZEL et al.,

1996).

Estudos revelaram que a presenga da capsula diminui a capacidade do
monodcito € do macréfago de induzirem a proliferagdo de linfécitos T,
diminuindo assim a capacidade de resposta do sistema imune do hospedeiro

contra o Cryptococcus neoformans (COLLINS; BANCROFT, 1991).

O antigeno GXM intensifica a produgdo de interleucina-10, que ¢
responsavel pela redugdo da secre¢do do fator de necrose tumoral (TNF-a) e/ou
interleucina-18, implicados na destruigdo do Cryprococcus neoformans

(VECCHIARELLI et al., 1996).



Os linfécitos CD4, CD8, CD56 e células NK estdo implicados na
destruigéo e inibigdo do crescimento do Cryptococcus neoformans (LEVITZ,

FARRELL; MAZIARZ, 1991).

Altos niveis de antigeno capsular sérico, em modelos animais, podem
estimular a produgdo de linfoécitos T supressores pelo sistema imune do

hospedeiro (BUCHANAN; FIDEL; MURPHY, 1991).

Todos estes estudos comprovam que a imunidade celular é fundamental
para a defesa do hospedeiro contra o fungo em questdo. Isto explica a
incidéncia mais comum da criptococose em pacientes com deficiéncia na

imunidade celular (MODY et al., 1990).

O uso de anticorpos monoclonais contra o polissacarideo capsular em
modelos animais mostrou efeito na secreg@o de citocinas € na proliferagdo de
linfocitos, provando uma ligagdo entre a resposta imune celular e humoral e
sugerindo que anticorpos especificos podem afetar positivamente a imunidade

do hospedeiro (VECCHIARELLI et al., 1998).

No paciente com AIDS, a concentragdo de interleucina-2 pode estar
diminuida, afetando assim a fungfo das células NK - estas importantes na
destruigdo do Cryptococcus neoformans - logo no seu primeiro contato com o
hospedeiro. Isso justifica o fato de alguns pacientes com AIDS, mesmo com o
numero de linfécitos CD4 proximo do normal, terem maior predisposi¢do a

criptococose do que pacientes higidos (HORN; WASHBURN, 1995).

Em um estudo realizado apenas com Cryptococcus neoformans de
sorotipo A, o didmetro da cdpsula exerceu uma relago inversa ao estimulo de

produgdo de linfécitos pelo hospedeiro, ou seja, quanto maior a capsula, maior



a supressdio da produg@io linfocitaria e maior a viruléncia do Cryptococcus

neoformans (MODY; SYME, 1993).

A capsula do Cryptococcus neoformans foi a estrutura do fungo mais
estudada nos ultimos anos, provavelmente porque nela se encontra a
imunogénese do agente. Através destes estudos, a forma de relagdo do
Cryptococcus neoformans com o sistema imune do paciente, principalmente no
que diz respeito a imunidade celular, vem sendo esclarecida (COLLIN;

BANCROFT, 1991).

No estado do Parand, a incidéncia da AIDS aumentou nos Gltimos 5
anos, principalmente entre as mulheres. Em 1997 foram registrados 1.028
novos casos: 717 do sexo masculino (69,74%) e 311 do sexo feminino
(30,25%). No ano de 1998 foram 734 casos: 507 homens (69,07%) e 227
mulheres (30,92%). A criptococose associada a AIDS ocorreu em 36 (3,5% do
total de casos no ano) pacientes no ano de 1997 e em 24 (3,26% do total de
casos no ano) pacientes em 1998. (Vide Anexo 6 com dados do SUS-

PARANA, 1999).

No Brasil, houve uma queda no nimero de casos de AIDS nos anos de
1997 ¢ 1998 assim como na incidéncia de criptococose extra pulmonar em

pacientes com AIDS nesse mesmo periodo (Vide Anexo 7).



2 OBJETIVOS

Baseados na exposigdo acima, os objetivos que nortearam o presente

estudo foram os seguintes:

2.1 Estudar as caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e terapéuticas dos
pacientes com criptococose no SNC, observados entre julho de 1997 a

novembro de 1998.

2.2 Estudar a relagdo entre as dimensdes da cépsula de Cryptococcus

neoforman e o nimero de linfécitos CD4 do hospedeiro.



3 REVISAO DE LITERATURA

3. 1 HISTORICO

O patologista alemdo Busse (1854) observou pela primeira vez um
corpusculo leveduriforme procedente de uma lesdo litica de tibia em mulher de
31 anos assistida pelo clinico Buschke. A doenga ficou conhecida como Doenga

de Busse-Buschke.

No mesmo ano, o italiano Sanfelicce isolou uma levedura encapsulada
em suco de péssego, denominando-a Saccharomyces neoformans (KWON-
CHUNG; BENNETT, 1992). Sanfelicce provou sua patogenicidade inoculando

a levedura em animais (1865).

Depois de varias denominagdes diferentes, Vuillemin (1901) enquadrou
o fungo no género Cryptococcus com duas espécies: Cryptococcus hominis e

Cryptococcus neoformans (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992).

O nome Torula histolytica para o fungo e tolurose para a doenga foram
dados por Stoddar e Cutler (1905) e esses persistiram na literatura até os anos

50.
Versé (1914) descreveu o primeiro caso de meningite criptocdcica.

Benham (1935) concluiu que os géneros Saccharomyces, Cryptococcus
e Torula constituiam um mesmo grupo, ficando entfio estabelecido tratar-se do
género Cryptococcus com uma espécie - Cryptococcus homini - e duas

variedades (BENHAM, 1935).

Evans (1949) identificou os sorotipos A, B ¢ C (EVANS; KESSEL,

1950); e s6 20 anos depois o sorotipo D foi identificado por Vogel.



Nos Estados Unidos — Virginia - Emmons (1951) isolou pela primeira
vez o Cryptococcus neoformans de fonte natural, fezes de pombos e de solo

contaminado com as mesmas (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992).

Zimmerman e Rappaport (1954) atentaram para a freqiiente associagio

da criptococose com desordens malignas do sistema linfatico.

Progressos na identificagdo do fungo tiveram como fatos marcantes a
introdugd@o do teste da urease como screening, por Seeliger (1956), € o uso de
agar niger como meio seletivo de crescimento do Cryptococcus neoformans,

por Staib (1962) (KWON-CHUNG: BENNETT, 1992).

Gatti e Eeckels (1970) descobriram um Cryptococcus neoformans
baciliforme  causando meningite em uma menina na Africa

(VANBREUSEGHEM; TAKASHIO, 1970).

Kwon-Chung (1978) separa os quatro sorotipos em duas variedades: A e
D variedade neoformans, B e C var. gattii (KWON-CHUNG; BENNETT;

THEODORE, 1978 e KWON-CHUNG;, POLACHECK; BENNETT, 1982).

Os pesquisadores australianos, Ellis e Pfeifer (1990), estabeleceu uma
relagdo entre a var. gattii € 0 Eucalyptus camaldulensis, natural da Australia

(ELLIS; PFEIFFER, 1990).

No Brasil, o primeiro caso de meningite criptocdcica pela var. gattii foi

descrito em 1989 (ROZENBAUM et al., 1990).

3.2 DEFINICAO

A criptococose ¢ uma micose profunda causada pelo fungo

Cryptococcus neoformans, que tem como porta de entrada o pulmdo e um



tropismo pelo SNC. A meningite criptococica € a apresenta¢do clinica mais

comum da doenga (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992).

3.3 AGENTE ETIOLOGICO

O Cryptococcus neoformans ¢é uma levedura encapsulada, ubiqua, que
se reproduz por gemulagdo na sua forma assexuada. A levedura mede de 3 a 8u
de didmetro e sua capsula, de mucopolissacarideo refringente, pode variar de 1

a 30p (LACAZ; PORTO; MARTINS, 1991).

As células de Cryptococcus neoformans sdo geralmente esféricas ou
globosas, apresentam-se em pares ou em pequenos grupos. O brotamento pode
ser Unico ou duplo em qualquer parte da célula-mde (LACAZ; PORTO;

MARTINS, 1991).

A espécie Cryptococcus neoformans se divide em duas variedades: a
var. gattii ¢ a var. neoformans (KWON-CHUG; POLACHECK; BENNETT,
1982), e cinco sorotipos (SALKIN; HURD, 1982). A var. neoformans inclui os
sorotipos A, De AD. A var. Gatti, os sorotipos B ¢ C (KWON-CHUNG;

BENNETT; THEODORE, 1978).

No seu estado sexuado, o Cryptococcus neoformans ¢ um basideomiceto
pertencente ao género Filobasidiella e se reproduz a temperatura de 25 graus
centigrados pela conjugagdo de duas cepas (o € a). O resultado é a formagéo de
pseudo-hifas que podem germinar produzindo células leveduriformes. (KWON-

CHUNG, 1975).

Ao contrario das formas néo patogénicas, o Cryptococcus neoformans,
além de crescer em temperatura ambiente, tem a capacidade de se desenvolver &

temperatura de 37 graus centigrados. Em agar Sabouraud, as colOnias tém



10

tonalidade creme e aspecto brilhante, viscoso ¢ umido. No meio de cultura
contendo estrato de semente de Guizotia abyssinica (4gar niger) ou agar L-
Dopa, o Cryptococcus neoformans, através de sua enzima fenoloxidase, oxida o
acido cafeico presente no meio produzindo melanina ¢ dando com isto a

coloragdo acastanhada as suas colonias (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992).

O Cryptococcus neoformans é o inico do género Cryptococcus capaz de
produzir melanina. Estudos sugerem que a melanina depositada na parede
celular do fungo intensifica a defesa do microorganismo contra o sistema imune
do hospedeiro. Observa-se também que quanto maior a espessura da capsula,
menos intensa ¢ a deposicdo de melanina, sugerindo que, em capsulas
pequenas, a melanina tem efeito compensatorio de protegdo do fungo contra o

sistema imune do hospedeiro (KWON-CHUNG; RHODES, 1986).

Além disso, este pigmento € resistente a agdo de radicais livres, agentes
antifungicos (como a anfotericina B) e apresenta maior resisténcia & agio de

macrdéfagos em modelo animal (WANG; AISEN; CASADEVALL, 1995).

O Cryptococcus neoformans assimila o inusitol como fonte de carbono e
n#o assimila nitrato de potassio, lactose e melibiose. A capacidade de hidrolizar
a uréia permite uma identificagdo bioquimica preliminar do Cryptococcus

neoformans (ZIMMER; ROBERTS, 1979).

A capsula do Cryptococcus neoformans é a estrutura mais estudada. E
formada de polissacarideos, o mais importante dos quais ¢ a
glucoronoxilomanose (GXM). Este polissacarideo determina os sorotipos,
dificulta a fagocitose pelos macrofagos e neutréfilos do hospedeiro, permite
testes sorologicos no sangue e liquidos corporais - que t€m valor diagnostico e

prognostico (BHATTACHARJEE; BENNETT, 1984) - além de estar implicado
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na baixa produgdo de interleucina-1f ¢ TNF-o. pelos monécitos humanos

(RETINI et al., 1996).

Cryptococcus neoformans pobremente encapsulados tém sido descritos
como causadores de meningite em pacientes com AIDS (BOTTONE et al.,
1986). Existe uma regulag@o dindmica entre o didmetro da capsula in vivo de
acordo com as condigdes a que o fungo esta exposto (BOTTONE; WORMSER,

1986).

3.4 VARIEDADE NEOFORMANS

Em 1955 foi estabelecida a relagdo ecoldgica entre o Cryptococcus
neoformans ¢ fezes de pombos. Desde entdo, ele tem sido isolado de fezes de
canarios, papagaios, pardais, galinhas e de passaros mumificados (HAJJEH;
BRANDT; PINNER, 1995). Geralmente s3o fezes secas ou solo contaminado

com as mesmas.

O fungo ¢ cosmopolita, ndo tem sido isolado em fezes frescas de aves,
prefere pH neutro, no gosta de anaerobiose, altas temperaturas, luz solar direta
e presenga de Acanthamoeba polyphaga no solo (RUIZ; FROMTLING;

BULMER, 1981).

Recentes estudos no Brasil levaram a identificagio de Cryptococcus
neoformans var. neoformans em ocos de arvores e relaciona o fungo com

madeira em decomposi¢do (LAZERA et al., 1996).

O Cryptococcus neoformans var. neoformans nio causa doenga no
pombo, provavelmente por sua temperatura corporal alta (40 graus centigrados)
impedir o crescimento do fungo. No entanto, ja foram isolados Cryprococcus

neoformans no bico e patas de pombos (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992).
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Cavalos, gatos, porcos, porcos da Guiné, furdes, besouros, macacos €
gado ja foram acometidos por criptococose causada por Cryptococcus

neoformans var. neoformans (HAJJEH; BRANDT; PINNER, 1995).

Em meio agar CGB, a var. neoformans deixa o meio na sua cor natural
(amarelada) (KWON-CHUNG;, POLACHECK; BENNETT, 1982). A levedura
tem forma globosa e sdo fungos oportunistas que geralmente causam doenga em
hospedeiros com algum tipo de deficiéncia imunoldgica. A infecgio por esta
variedade apresenta um indice de mortalidade maior quando comparado com a

var. gattii (SPED; DUNT, 1995).

3.5 VARIEDADE GATTII

O nicho ecologico do Cryptococcus neoformans var. gattii s6 foi
descoberto em 1990 quando os pesquisadores australianos, Ellis e Pfeifer,
estudando regides de alta prevaléncia de criptococose pela var. gattii
(principalmente em aborigenes australianos), conseguiram isolar o fungo de
flores, folhas, caule, himus e do ar préximo ao Eucalyptus camaldulensis

natural da Australia (ELLIS; PFEIFFER, 1990).

Também foi detectado Cryptococcus neoformans var. gattii em patas €
fezes de coalas australianos que se alimentam das folhas de eucaliptos

(HAJJEH; BRANDT; PINNER, 1995).

Acredita-se que a disseminagdo do Cryptococcus neoformans var. gattii
para o restante do mundo se deu pela exportagdo de mudas e sementes do
FEucalyptus camaldulensis para as regides tropicais € subtropicais como: Nova

Guiné, Sul da Califérnia, parte da Africa, Sudeste Asiatico, México, Brasil e
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Paraguai. As areas de clima tropical e temperado sdo de sua preferéncia.

(ELLIS; PFEIFFER, 1990).

Estudos recentes, usando engenharia genética, relacionam a var. gattii
do Cryptococcus neoformans com outras espécies de eucaliptos e, em muitos
casos, ndo conseguem estabelecer relagdes epidemioldgicas em casos de
criptococose cujo nicho ecoldgico do agente causador ndo foi encontrado

naquela regidio (SORRELL et al., 1996).

Em 1993, um estudo brasileiro isolou a var. gattii do Cryptococcus
neoformans em fezes de morcegos na cidade do Rio de Janeiro (LAZERA;

WANKE; NISHIKAWA, 1993).

Além de diferengas geogréaficas, a var. gattii se diferencia da var.
neoformans por ser considerada um patdégeno em potencial, causando doenga
em hospedeiros imunocompetentes. Nestes hospedeiros a mortalidade é mais
baixa, mas a recidiva da infecgdo apds o tratamento ¢ mais comum. (SPED,

DUNT, 1995).

No meio seletivo CGB, a var. gattii faz com que o meio se torne azul
em dois a sete dias. Isto acontece provavelmente por a var. gattii produzir mais
amonia do que a var. neoformans. A acuracia do exame ¢ de 97% nas primeiras
48 horas ¢ 100% em 7 dias (KWON-CHUNG; POLACHECK; BENNETT,

1982).

3.6 ROTA DA INFECGAO

Leveduras dessecadas, blastoconideos ou basidiésporos sdo introduzidos
no hospedeiro por via inalatéria; particulas com 2 a 3p de didmetro atingem o

alvéolo pulmonar, sfo recebidas por células do sistema imunoldgico do
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hospedeiro; conseguindo ultrapassa-las, caem na corrente sangiiinea e atingem
o SNC ¢ ou outros orgdos onde vdo causar doenga (HAJJEH; BRANDT,

PINNER, 1995).

3.7 MANIFESTAGCOES CLINICAS
3.7.1 Pacientes sem AIDS

A var. gattii é mais incidente entre os pacientes imunocompetentes do
que a var. neoformans (SPED; DUNT, 1995). A manifesta¢do clinica mais
comum € a meningoencefalite. O inicio da doenga é geralmente insidioso € o
paciente pode ficar semanas ou meses com febre baixa e cefaléia antes que a
doenga seja diagnosticada. Sinais de irritagdo meningea sdo incomuns. Sem
tratamento antifiingico, a meningoencefalite ¢ invariavelmente fatal e, com o

tratamento, a mortalidade € de 22% ou mais (DISMUKES, 1993).

O comprometimento pulmonar € muito variavel, podendo ir de uma
simples colonizagdo de vias aéreas pelo Cryptococcus neoformans a lesdes
visiveis & radiografia de tdérax, cuja forma de apresentagdo mais comum € a
pneumonite circunscrita, mas também podendo se apresentar como nodulos
multiplos ou solitdrios, consolidagdes lobares, grandes massas simulando
tumores, cavidades e derrames pleurais (estes dois Gltimos mais raros) (BAIRD;

GARFIELD, 1994).

Em pacientes imunocompetentes, a regressio espontianea das lesdes é
regra mas, quando estas funcionam como fonte de disseminago para o SNC,
requer tratamento (DISMUKES,1993). Os pacientes s3o geralmente oligo ou

assintomaticos e o diagnostico € feito por radiografia de torax.
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Noventa e dois por cento dos pacientes com criptococose pulmonar tém
doenga imunossupressora de base e 42% tém concomitancia de envolvimento

pulmonar e de SNC ou outro 6rgdo (HAJJEH; BRANDT; PINNER, 1995).

Outros 6rgdos podem ser acometidos pela criptococose: pele, laringe,
(KERSCHNER; RIDLEY & GREENE, 1995), prostata (LARSEN et al., 1989),
supra-renais, 0ssos, articulagdes, rins, seios da face, endocardio, linfonodos,
olhos, figado, esdfago, estdmago, intestino, peritdneo (MABEE et al., 1995),
proteses de valvulas cardiacas, trato genital feminino, ¢ outros (KWON-

CHUNG; BENNETT, 1992).

3.7.2 Pacientes com AIDS

A criptococose € a primeira manifestagdo da AIDS em uma
porcentagem variada de doentes € € a quarta causa infecciosa de morte no
paciente com AIDS, perdendo apenas para a tuberculose, a pneumocistose € a
citomegalovirose (KOVACS et al., 1985). Representa a terceira causa de
doenga neuroldgica no paciente com AIDS, sendo apenas menos incidente que

o virus HIV e o Toxoplasma gondii (DISMUKES, 1988).

A var. gattii é muito pouco prevalente em pacientes com AIDS. A causa
desta diferenga n3o estd completamente esclarecida na literatura (SPED;

DUNT, 1995).

A apresentagdo clinica da doenga € semelhante a dos pacientes sem
AIDS (febre, cefaléia, rigidez de nuca, alteragéo do nivel de consciéncia que vai
desde sonoléncia ao coma profundo), com excecdo de algumas caracteristicas:

disseminagdo com maior freqiiéncia, doenga pulmonar mais sintomatica,
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recidivas freqiientes, prognodstico mais reservado, apesar do tratamento

(HAJJEH; BRANDT; PINNER, 1995).

A prostata tem sido sugerida como o principal local de laténcia do
Cryptococcus neoformans responsavel pelas recidivas da doenga (LARSEN et

al., 1989).

A mortalidade durante a terapia inicial € de 10 a 25%, e em 12 meses de

30 a 60% (CHUCK; SANDE, 1989).

3.8 DIAGNOSTICO

A cultura do fungo € o teste diagndstico mais definitivo.

A hemocultura ¢ positiva em 10% do casos (KWON-CHUNG;
BENNETT, 1992). Pesquisa direta para fungos em LCR corado por tinta
nanquim possibilita o diagndstico em 50 a 88% dos casos de meningite

criptococica (KOVACKS et al., 1985).

Testes sorologicos de aglutinagio com particulas de litex para a
detecgdo do antigeno capsular criptococico t€ém sensibilidade maior que 90%

(POWDERLY et al., 1994).

Em pacientes com AIDS, a aglutinagdo com particulas de latex ¢é

importante fator prognostico e de monitorizagfo da resposta terapéutica.

Também contribuem para o diagnostico: radiografia de torax,
tomografia computadorizada de cranio e de térax, estudo histoldgico, reagéo da

polimerase em cadeia (CHEN et al., 1996) e outros.



17

3.9 TRATAMENTO

O uso de anfotericina B na dose de 0.3 a 0.7mg/Kg/dia endovenosa
associada com 150mg/Kg/dia de 5-fluorcitosina via oral dividida em quatro
doses diarias, por quatro a seis semanas, permite um indice de “cura” de 65% a

75% nos pacientes com AIDS (MEYER, 1992).

O uso da anfotericina B sem a S-fluorcitosina no tratamento de ataque
da meningite criptococica em pacientes com AIDS foi avaliado e sua eficacia
em negativar 0 LCR em duas semanas foi de 51% contra 59% da combinagdo
anfotericina B + S-fluorcitosina (p = 0.06) (VAN der HORST, 1995). No
Brasil, esta associag@o ndo € usada como rotina devido & indisponibilidade no
comércio nacional da S5-fluorcitosina, seu alto custo e devido aos bons

resultados obtidos com a anfotericina B isolada (CAMPOS et al., 1992).

N&o deve ser esquecida a toxicidade renal da anfotericina B em 80% dos
casos (SUGAR, 1990) e a leucopenia em sangue periférico que a 5-
fluorcitosina pode causar, principalmente em se tratando de pacientes ja

imunocomprometidos.

Estudos com dosagens de fluconazol 800mg ou mais por dia em
pacientes com grave infecg@o fungica mostrou sucesso no tratamento em 56%
dos casos, com boa tolerabilidade (DUSWALD; PENK; PITROW, 1997). No
entanto, a taxa de recidiva e a mortalidade sdo menores nos pacientes tratados
com anfotericina B em comparagdo daqueles tratados apenas com fluconazol

(LARSEN; LEAL; CHAN, 1990).

Para pacientes com AIDS, a “cura” é definida como resolugdo clinica

dos sintomas, acompanhada de cultura negativa para Cryptococcus neoformans
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no LCR. A recidiva da doenga ¢ muito comum nestes pacientes € o tratamento

de manutengdo ¢ sempre requerido (DISMUKES, 1993).

Como tratamento de manutengdo podem ser usados 400mg/dia de
itraconazol ou 200mg/dia de fluconazol por via oral (SAAG et al., 1995). Uma

op¢do mais barata € o uso de anfotericina B endovenosa em doses semanais.

A imunomodulag8io usada no tratamento da infec¢@o pelo Cryptococcus
neoformans, ainda em estudos, serd com certeza uma nova op¢3o,
principalmente no tratamento de manutengfio de pacientes com dificuldades
econ0micas na aquisi¢do do fluconazol e itraconazol por tempo tdo prolongado

(GRAYBILL, 1997).

O tratamento de pacientes com meningite criptocdcica e que ndo estdo
infectados pelo virus HIV n3o tem sido estudado recentemente. Sendo assim, o
tratamento nestes casos ¢ o mesmo aplicado aos pacientes com AIDS, levando
apenas em considera¢do que a recidiva € menos comum e o tratamento por toda

vida ndo se faz necessario (GRAYBILL, 1997).

3.10 FATORES PROGNOSTICOS
3.10.1 Pacientes sem AIDS

Fatores que indicam pior progndstico: alta pressdo liquérica, baixo nivel
liquérico de glicose, nimero de leucdcitos no LCR menor que 20 cels/mm3,
presenga de Cryptococcus neoformans em esfregago de LCR corado com tinta
nanquim, titulo de antigeno capsular do LCR ou soro maior que 1:32,
isolamento do Cryptococcus neoformans em uma ou mais espécimes além do
LCR, presenga de doenga maligna do sistema linforreticular associada ou uso

cronico de corticéides (DIAMOND; BENNETT, 1974).
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3.10.2 Pacientes com AIDS

Fatores que indicam pior progndstico: estado mental alterado, altos
titulos de antigeno capsular no LCR (maior que 1:1054), baixa contagem de
leucdcitos no LCR (menor que 20 células por milimetro clbico), idade menor
que 35 anos, cultura positiva para Cryptococcus neoformans extra-meningea €

hiponatremia (CHUCK; SANDE, 1989).

3.11 A CRIPTOCOCOSE NO PARANA

Poucos estudos em criptococose foram realizados no Parana antes de
1994. Desse ano em diante, o Laboratério de Micologia Médica do Hospital de
Clinicas da UFPR capacitou-se para realizar a separag@o das variedades gattii e
neoformans do Cryptococcus neoformans. Esta inovagdo abriu novos
horizontes para o estudo da criptococose, tanto no aspecto clinico como

epidemiolégico (BORDIGNON, 1994).

QUEIROZ-TELLES et al. - em 1997 - relataram caso de paciente com
meningoencefalite e lesdo pulmonar tumoral por Cryptococcus neoformans var.
gattii, que foi acompanhado pelos servigos de Neurologia ¢ de Doengas Infecto-
parasitarias do Hospital de Clinicas da UFPR. Tratava-se de paciente
imunocompetente manejado com itraconazol, que teve boa evolugéo clinica. A
lesdo pulmonar necessitou ser ressecada pois se comportava como fonte de

recidiva da meningite (QUEIROZ-TELLES et al., 1997).

Colombo et al. analisaram amostras de Cryptococcus neoformans
isoladas de pacientes e do meio ambiente, identificando-as no que diz respeito a
variedade e sorotipos além de avaliar sua sensibilidade in vitro frente a

fluconazol, itraconazol, cetoconazol, anfotericina e 5-fluorcitosina. Concluiu-se
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que as amostras se mostraram sensiveis as drogas testadas, com exce¢do a 5-
fluorcitosina que apresentou sensibilidade intermediaria. Ndo houve, no estudo,
diferengas no padrio de sensibilidade entre as diferentes variedades

(COLOMBO et al., 1999).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CASUISTICA

Foi realizado um estudo prospectivo e observacional no periodo de julho
de 1997 a novembro de 1998 em amostras de LCR, coletadas por pungio
lombar, provenientes de pacientes portadores de neurocriptococose,
diagnosticados no Laboratério de Micologia do Hospital de Clinicas da UFPR.
Todos os casos apresentavam exame micoldgico direto de LCR sugestivo de

Cryptococcus sp, estudados pela coloragdo de nigrosina ou tinta nanquim.

Os dados clinicos, epidemiologicos e laboratoriais dos pacientes foram
obtidos através de prontudrios médicos ou de informagdes colhidas diretamente
com o médico responsavel pelo paciente € registradas em ficha de coleta. (Vide

Anexo 1)

4,2 METODOS

4.2.1 Confirmacio Diagnéstica

A. Micolédgico Direto

Inicialmente, 1 (um) ml do LCR a ser estudado - com até seis horas da
coleta ¢ conservado em geladeira - foi colocado em tubo de ensaio de vidro
conico e estéril, com capacidade para 10ml, e entdio centrifugado em centrifuga

(Celm-LS-3) a 1500 RPM por trés minutos.

Apbs a centrifugagdo, com uma pipeta de vidro Pasteur estéril, uma gota
do sedimento do LCR foi depositada em trés laminas de vidro 76X26mm, as
quais continham previamente uma gota de tinta nanquim. Com uma laminula de

vidro 18X18mm, a gota de LCR foi misturada & tinta nanquim e, logo em
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seguida, a mesma laminula era depositada suavemente sobre o LCR corado

(LACAZ; PORTO; MARTINS, 1991).

Usando um microscépio Nikon Alphaphot-2 YS2, o LCR foi analisado
inicialmente na objetiva de 10 vezes, para localizar as leveduras, e depois 40
vezes, para melhor observa-las. Pelo aspecto morfoldgico das leveduras, eram

caracterizadas como sugestivas de Cryptococcus sp. (Vide Anexo 8)
B. Andlise dos Isolados

a. Cultura para Fungos: Usando uma pipeta de vidro estéril e a
proximidade da chama, uma gota do sedimento do LCR foi depositada em placa

contendo agar Sabouraud e outra placa contendo agar niger.

Estes meios de cultura foram cuidadosamente identificados com o nome
do paciente, registro do hospital de origem e nome de quem semeou. A
conservagdo das placas ja semeadas foi feita em estufa (002 CB da Fanem
LTDA) a 30 graus centigrados. A observagio das placas foi realizada

diariamente, na tentativa de identificar crescimento de colOnias fungicas.

Quando ocorria crescimento de coldnias, eram realizados testes para
identificagio do fungo por assimila¢do de carboidratos e uso de meios seletivos

(Vide Anexo 3).

b. Identificaciio da Variedade: Uma colonia foi separada e semeada no
meio CGB, a fim de identificar a variedade - se Cryptococcus neoformans var.
neoformans ou Cryptococcus neoformans var. gattii. A var. gattii torna o meio
de CGB azul e, na var. Neoformans, 0 meio permanece na sua cor original

(KWON-CHUNG; POLACHECK; BENNETT, 1982).
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c. Diagnéstico Sorolégico. A porgio sobrenadante do liquor
centrifugado foi submetida a analise quantitativa de antigeno capsular do
Cryptococcus neoformans por prova de aglutinagdo por particulas de latex
(KAUFMAN; REISS, 1992) usando kit Pastorex® Cryptococcus da Sanofi
Pasteur e Cryptococcus Antigen Latex Aglutination System (CALAS) da

Meridian Diagnostics.

A prova de aglutinag@o por particulas de latex também foi realizada no

soro de cada paciente estudado.

4.2.2 Andlise das Dimensées da Cépsula do Crypfococcus neoformans

Uma lamina contendo uma gota de sedimento do LCR em estudo,
corada com tinta nanquim, foi analisada em microscopio (Nikon Alphaphot-2
YS2) acoplado a ocular para mensuragdo (Ernest Leitz Wetzlar) com
capacidade de aumento de 12,5 vezes, usando-se inicialmente uma objetiva
com capacidade de aumento de 10 vezes a fim de localizar as leveduras e, em
seguida, a de 40 vezes para realizar a mensuragdo do didmetro da levedura e da
sua respectiva capsula. Os valores encontrados foram transformados em

micrdmetro (p) segundo a férmula abaixo (VERNA; HERRERO, 1952):

117 divisdes da ocular 10p

Numero de divisdes da ocular encontrado X (em p)

X = Numero de divisdes da ocular encontrado em determinada medida x 10
117

X = medida da estrutura em questdo dada em

O ntimero de divisdes da ocular que eqiiivale a 10p foi conseguido

através de uma inicial calibragio do microscopio acoplado a ocular de
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mensuragdo e a uma lamina graduada (Bausch & Lomb) com divisdes na

horizontal que equivalentes a 10u cada.

Para cada caso estudado foram mensuradas 25 células leveduriformes,
em primeiro lugar medindo o didmetro da levedura e depois o didmetro total da

célula, incluindo sua cépsula.

Apo6s a medida das 25 células e realizada a transformagfdo numérica para
1, como mostra a regra acima citada, foi subtraido do valor do didmetro total da
célula o valor do didmetro da levedura a fim de que esse resultado mostrasse

apenas o didmetro da capsula do Cryptococcus neoformans.

Além do diametro da capsula, foi também calculado para cada célula a
relagdo capsula/levedura, dividindo-se o didmetro total da célula pelo da
levedura; o volume total da célula e da levedura (Volume = % X raic® X n)
dado em p?; e também a superficie total da célula e da levedura (Superficie = n

X raio?) dada em p?.

Em seguida, do volume e da superficie total da célula foram subtraidos
o volume ¢ a superficie da levedura, respectivamente, chegando-se entdo ao

volume e superficie da capsula (KOZEL et al., 1996).

Finalmente, foi realizada para cada caso uma média aritmética dos
didmetros da capsula, da relagdo capsula/ levedura, dos volumes e das

superficies das capsulas das 25 células estudadas.

As leveduras mensuradas foram escolhidas de modo aleatério,
respeitando a seqiiéncia de varredura da lamina de cima para baixo € da direita
para esquerda. Algumas vezes, para completar o total de 25 leveduras, mais de

uma lamina corada foi necessaria para o estudo.



25
Quando a levedura era alongada, mediu-se o seu maior didmetro.

4.2.3 Anilise do CD4

A analise do nivel de imunidade celular do paciente foi representada
pela quantificagdo de linfocitos CD4 no sangue do paciente através de

citometria de fluxo (FACS VANTAGE - BD) (GIORGI et al., 1990).

Foram considerados apenas valores verificados até 30 dias antes ou 30

dias depois da coleta do LCR.

4.2.4 Anailise Estatistica dos Dados

Recorreu-se a analise descritiva dos dados através de tabelas.

Para a comparagio das hipoteses levantadas foram utilizados os testes
paramétrico “t de student” e os ndo-paramétricos “Mann-Whitney” (obtidos
através do software “Primer of Biostatistics”) e “Exato de Fisher” (pelo

software “Epi-Info”), em todos os casos para amostras independentes.

O nivel de significancia (ou probabilidade de significincia) minimo

adotado foi de 5%.

Em situagdes onde o desvio padrdo tinha valores altos, foi utilizada a

mediana.
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S RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS

Foram estudados 30 pacientes com neurocriptococose, a maioria
procedente do municipio de Curitiba ¢ municipios da regifio metropolitana
(73,33%), apresentando profissGes variadas e internados em quatro diferentes

hospitais de Curitiba (Vide Anexo 2).

A AIDS foi a doenga de base mais freqilente entre os pacientes
estudados, sendo que em quatro pacientes (13, 33%) a méningite criptocécica
foi a primeira manifestagdo da AIDS. Em dois pacientes a imunodepress3o se

deu por outras doengas € nos demais nfo foi comprovada imunodepress3o.

TABELA 1 - Caracteristicas epidemiolégicas de 30
pacientes estudados.

DADOS NUMERO PERCENTUAL
(n=30)

SEXO

¢  Masculino 23 76,7

e  Feminino 07 23,3
DOENCA DE BASE

s AIDS 26 86,7

e LES 01 33

o Transplantado Renal 01 3,3

* Higido 02 6,7
PROCEDENCIA

o Capital (Curitiba) 18 60,0

e Interior 08 26,7

s  Outro Estado 04 13,3
IDADE (em anos) MEDIA Variagiio

e Sexo Masculino 334 (24 -49)

e  Sexo Feminino 37 @7-47

5.2 CARACTERISTICAS CLINICAS

A forma clinica da criptococose foi meningite em 29 pacientes (96,66%)
e apenas um paciente (3,33%) apresentou meningoencefalite, registrada por

tomografia computadorizada de cranio e ressondncia magnética.



27

A medicacdo utilizada no tratamento foi anfotericina B endovenosa em
22 pacientes (73,33%) e a associagdo anfotericina B € fluconazol - ambas
endovenosas - foi usada em sete pacientes (23,33%). Apenas um paciente nio

recebeu medicagdo pois foi a 6bito antes de iniciar o tratamento.

Dos pacientes estudados, 14 (46,66%) foram de alta hospitalar, sendo 11
(36,66%) por melhora clinica e plano de tratamento ambulatorial e trés (10%)
sem ordens médicas (um por alta a pedido do paciente, dois por evasdo

hospitalar).

Obito tendo como causa a meningite criptococica se deu em 16
pacientes (53,33%) num periodo de internamento que variou de 1 (um) a 124

dias. (Vide Anexo 4)

TABELA 2 — Caracteristicas clinicas da amostra

estudada.
DADOS mlg)o PERCENTUAL

MEDICAGAO

s Anfotericina B 22 73,4

¢  Anfotericina B+ fluconazol 07 23,3

¢ NioFez 01 3,3
FORMA CLINICA

e Meningite 29 96,7

e Meningoencefalite 01 33
EVOLUCAO

e Ala 12 40,0

e  Evasfio Hospitalar 02 6,7

s Obito 16 533

5.3 CARACTERISTICAS LABORATORIAIS

5.3.1 Achados micolégicos

A cultura para fungos foi positiva em todas as amostras de LCR ¢ a
identificagdo das variedades mostrou 29 pacientes como sendo da var.

neoformans e apenas um como sendo gattii. Os testes bioquimicos para a
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identificagdo das espécies de Cryptococcus foram realizados em 29 das 30

culturas isoladas de LCR.

realizadas em 30 amostras de LCR:

TABELA 3: Provas bioquimicas e meios seletivos usados
na identificagdo do Cryptococcus neoformans e de suas variedades,
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5.3.2 Achados sorolégicos

A aglutinag@o por particulas de latex foi realizada tanto no LCR (em 24
pacientes) quanto no soro (em 29 pacientes) e os resultados mostraram altas

taxas de antigeno capsular em grande nimero de doentes.

TABELA 4 - Caracteristicas soroldgicas de 30 pacientes

cOm neurocriptococose.
DADOS N°de | pERCENTUAL
pacientes
LATEX NO SORO
e 1:10 01 3,3
e 1:100 02 6,7
e 1:1000 05 16,72
e 1:1024 01 3,3
e 1:10000* 20 66,7
s Nio Realizado 01 33
LATEX NO LCR
e 1:100 04 13,3
e 1:1000 06 20
e 1:10000* 16 53,3*
e Nio Realizado 04 13,3
* p<0,001
5.3.3 Achados Liquéricos

Foram valorizados dados liquéricos como: glicose, proteinas,

celularidade global, percentual de linfocitos € local de pungdo (todos foram

lombares).
TABELA 5 — Caracteristicas liquoricas de 30 pacientes
COm neurocriptococose.
CARACTERISTICAS DO LCR Ne° MEDIANA
o Celularidade (cel/mny) 28 15,5
e Percentual de linfocitos 21 68
e Proteina (mg/dl) 27 72
e Glicose (mg/dl) 27 40
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5.4 CARACTERISTICAS MORFOMETRICAS DA CAPSULA E LINFOCITOS CD4

Para melhor andlise dos dados, a amostra foi dividida em dois grupos de
pacientes: com numero de linfocitos CD4 maior que 200cel/mm? e menor que
200 cel/mm’, sendo realizadas comparagdes entre niimero de linfocitos CD4 e
caracteristicas morfométricas da capsula do Cryptococcus neoformans.

Também foi analisado o tempo de evolugiio da doenga (em dias) entre o

diagnéstico e o obito.

TABELA 6 - Analise do namero de linfocitos CD4, caracteristicas morfométricas da
capsula e tempo de evolugdo em pacientes com CD4 menor que 200cel/mm?:

DADOS Nimero | Média Desvio | Minimo | Méximo | ValordeP |Mediana
_Padrio

cD4 24 26,0 20,2 2,0 680  P<0,0001 190
Dimetro Cépsula / Levedura 24 2,58 0,38 2,07 3,74 p =0,662 .
Cépsula

e Diémetro 24 9,30 2,56 5,06 1466  P=0,732 -

o Superficie 24 166,74 80,88 56,54 426,79 P=0938 15305

o Volume 24 133614 115306 252,99 571726 P=058 1023,79
Tempo de Evolugio 13 19,2 32,9 1,0 1240  P=0,19% 6,0

TABELA 7 - Andlise do nimero de linfocitos CD4, caracteristicas morfométricas da
capsula e tempo de evolugfo em pacientes com CD4 maior que 200cel/mm’:

DADOS Nimero | Média Desvio | Minimo | Méximo | ValordeP |Mediana
Padréo

CD4 06 614,0 335,7 220,0 12310  p<0,0001  562,5
Diéimetro Cépsula / Levedura 06 2,41 0,59 1,58 3,19 p=0,662 -
Cépsula

o Diametro 06 9,53 4,41 5,03 1788 p=0732 869

e Superficie 06 200,02 153,94 11855 51267 p=0938 14847

o Volume 06 1893,93 199203 73093 587951 p=058 104545
Tempo de Evolugéio 03 31,3 28,4 8,0 630  p=019 230

Além do valor de linfécitos CD4 (p < 0,0001), usado como critério na
divisdo dos grupos, nio houve significincia estatistica entre as varidveis

comparadas.
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6 DISCUSSAO

A incidéncia de meningite criptococica, assim como a de outras
infecgdes oportunisticas em pacientes com AIDS, vem diminuindo nos ultimos
dois anos no estado do Parana (SUS - PARANA, 1999) bem como no restante
do pais (Vide Anexos 6 e¢ 7). Esta redugdo de incidéncia coincide com a
instituigdo da poliquimioterapia antiretroviral no tratamento desses pacientes.
No periodo de 1994 a 1997 foi realizado um estudo em nove grandes centros de
tratamento da AIDS nos Estados Unidos, no qual se observou significativa
queda na mortalidade ¢ morbidade em pacientes com AIDS e numero de
linfécitos CD4 menor que 100cel/mm?, resultado do uso da poliquimioterapia
antiretroviral contendo pelo menos um inibidor de protease (PALELLA et al.,

1998).

Em nossa casuistica, 93,3% dos pacientes eram imunodeprimidos, tendo
como doenga de base mais freqiiente a AIDS (86,7%). Dismukes (1993) relatou
que em 70% dos pacientes com criptococose existe algum fator de
imunodepressdo, sendo a AIDS o mais comum entre eles desde o seu
surgimento em 1980. A neurocriptococose foi a primeira manifestagdo da AIDS
em 13,33% no presente estudo. Chuck e Sande (1989), estudando 106 pacientes
com AIDS, observaram criptococose (meningite e outras formas clinicas) como

primeira manifestagdo da sindrome em 45% dos pacientes.

Em relagdo a variedade de Cryptococcus neoformans prevalente em
nossa casuistica, a var. neoformans prevaleceu entre os casos (96,6% dos
pacientes). Sped e Dunt (1995), estudando diferengas clinicas e

epidemioldgicas entre as duas variedades, relataram a maior incidéncia da var.



32

gattii nos pacientes imunocompetentes (90%) e sua raridade entre os
imunodeprimidos, ao contrario da var. neoformans, mais incidente entre os
imunodeprimidos. O tnico paciente infectado por Crypfococcus neoformans
var. gattii (paciente numero 13) trabalhava em uma induistria de beneficio de
madeira. Esta também era a profissdo do caso relatado por Queiroz-Telles et al.
(1997), em que a var. gattii também era o agente da infecgdo. K. H. Kohl e
colaboradores (1985), chamaram atengdo para relag3o entre a variedade gattii e
a poeira de madeira em paciente com meningoencefalite de repetigdo por
Cryptococcus neoformans var. gattii, que trabalhava em fabrica de beneficio de
madeira - inclusive derivadas de arvores tropicais. Os autores n3o conseguiram

isolar o organismo da fonte natural.

Foram estudadas no LCR dosagem de glicose, proteinas, celularidade
global e percentual de linfocitos. A dosagem de proteinas (mediana 72mg/dl) e
a celularidade global (mediana 15cel/mm’) estavam aumentadas na grande
maioria de pacientes. Kovacs e colaboradores (1985), estudando 27 pacientes
com criptococose e AIDS, observaram que nesses pacientes a celularidade
global era menor que 5 cel/mm’ em 11 dos 17 pacientes, a dosagem de glicose
maior que 40mg/dl em 11 dos 16 pacientes € a dosagem de proteinas sé foi
normal (menor que 45mg/dl) em 5 de 16 pacientes - ndo relatado percentual de
linfocitos.

Matas (1992), estudando dois grupos de pacientes com
neurocriptococose, o primeiro (41 pacientes) sem AIDS e o segundo (23
pacientes) com AIDS, constatou que as caracteristicas liquoéricas do grupo com
AIDS tendiam mais a normalidade, sugerindo que a reagdo inflamatéria a nivel

de SNC ¢ menos intensa, provavelmente pela imunodepressdo destes pacientes.
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Em relagdo a medicagfo administrada para o tratamento da meningite
criptocdcica, a anfotericina B foi a mais usada (73,4%). Na literatura americana
consultada, a associag@o anfotericina B + 5-fluorcitosina é mais vantajosa no
que diz respeito a eficacia (VAN DER HOST et al., 1995). No Brasil, no
entanto, a anfotericina B isolada é a mais usada pela indisponibilidade da 5-
fluorcitosina (CAMPOS et al., 1992). Desconhece-se a razdo da utiliza¢do da
associagdo anfotericina B com fluconazol, observada em sete (23,3%) dos
pacientes, uma vez que essa modalidade de terapéutica combinada ndo é

preconizada (MEYER, 1992).

A taxa de mortalidade nesta casuistica foi de 53,3%, sendo que nove
obitos (56,2%) ocorreram nas duas primeiras semanas de tratamento. Dismukes
(1993) encontrou em sua casuistica taxa de mortalidade entre 15 a 30%. A alta
taxa de mortalidade em nossa casuistica pode ser explicada pela maior
gravidade da doenga, sugerida pelos altos titulos de antigenemia na maioria dos
pacientes (1:10.000 p < 0,0001). Outro fator contribuinte foi a imunodepressio
(nimero de linfocitos CD4 menor que 200cel/mm? em 80% dos pacientes),
sendo que esta correlagio entre niveis de CD4 e susceptibilidade ao
Cryptococcus neoformans ja foi referida anteriormente. (HARRISON;
KORNFELD; LEVITZ, 1995). Finalmente, a monoterapia como tratamento
inicial pode ter contribuido para maior mortalidade de nossos pacientes

(CAMPOS et al., 1992),

A resposta nem sempre esperada ao tratamento da criptococose vem
sendo justificada por autores como Levitz (1998), que comprovou in vitro o
estimulo da replicagdio do virus HIV pelo Cryptococcus neoformans em

macroéfagos infectados, sugerindo a diminui¢do da morbidade e mortalidade
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pelo virus HIV com o tratamento precoce da criptococose. Sabe-se também que
apenas a terapia anticriptococica, na auséncia de um nimero adequado de
linfécitos CD4 a nivel de SNC, ndio é suficiente para controlar a infecgio

(HILL; AGUIRRE, 1993),

Em nossa casuistica, dos seis pacientes com numero de linfocitos CD4
maior que 200cel/mnY, dois tinham AIDS, dois eram usuarios de corticdide por
longa data e dois ndo tinham doenga imunoldgica aparente. Com excegdo do
paciente 13 - com meningite criptocdcica por var. gattii (comum em
Imunocompetentes) - os demais tiveram uma infecgdo oportunistica mesmo
com nivel normal de linfécitos CD4. Horn e Washburn (1995) justificam
parcialmente esta situagdio em seu experimento in vifro € in vivo, no qual
verificaram que niveis baixos de interleucina -2 contribuem para uma deficiente
fungdo das células NK implicadas na destruigdo do Cryptococcus neoformans,

mesmo em presenga de niveis normais de linfécitos CD4.

O presente experimento foi motivado por relatos da literatura que
sugerem uma relagdo direta entre o didmetro da capsula do Cryptococcus
neoformans e a imunidade do hospedeiro. Tendo como principal objetivo

comprovar ou néo esta relagfo, iniciamos nosso trabalho.

Edward Bottone e colaboradores (1986) escreveram um artigo sugerindo
que Cryptococcus neoformans com capsulas pequenas causavam doenga em
pacientes com AIDS e, com cépsulas grandes, em pacientes sem AIDS.
Acreditavam que o didmetro da capsula tinha uma relagdo direta com a

imunidade do paciente.
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Edward Bottone ¢ Gary P. Wormser (1986) publicaram um novo estudo
comprovando que, em cinco dos sete pacientes estudados, a capsula do
Cryptococcus neoformans, observada em LCR de paciente com AIDS
inicialmente apresentava um didmetro reduzido, aumentando quando a levedura

era inoculada em animais de experimentag@o sem deficiéncia imunoldgica.

Em nosso estudo clinico, empregamos duas metodologias distintas para
avaliar a relagfio entre imunidade celular do hospedeiro e didmetro da capsula
de Cryptococcus neoformans. a relagdo entre didmetro da capsula e da
levedura, ¢ o volume e a superficie da capsula. O emprego do método
morfométrico que analisa volume e superficie estd mais proximo da realidade
por ser a levedura de Cryptococcus neoformans uma estrutura esferdide

(KOZEL et al., 1996).

O numero de linfocitos CD4 apresentado pelos pacientes do nosso
estudo, por ocasiio do diagnostico da criptococose, foi o indicativo da
imunidade celular, como sugeriu Mody et al.(1990); e a esse foi comparada a

morfometria da capsula do Cryprococcus neoformans.

Ni#o houve significdncia estatistica que comprovasse a relagdo direta
entre o diametro da capsula e a imunidade do hospedeiro sugerida nos trabalhos
de Edward Bottone e colaboradores (1986) ¢ Edward Bottone ¢ Gary P.

Wormser (1986).

A sintese da capsula do Cryprococcus neoformans ocorre no pulméo do
hospedeiro a nivel de alvéolo. Quando o basidiosporo, por inalag@o, atinge o
alvéolo pulmonar, a presenga de temperatura de 37 graus centigrados € boas
condi¢gdes ambientais, inicia sua reprodugfo assexuada formando leveduras que

rapidamente se tornam encapsuladas. A presen¢a da capsula é determinada
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geneticamente € seu didmetro € variavel (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992).
Nio existe comprovagdo de quais seriam os fatores externos que determinariam
o didmetro da cépsula. Sabe-se apenas que a sua formag@o se di por duas
razdes: o proprio fungo produz o polissacarideo que vai compor a cipsula e a
ligagdo desse material a superficie da levedura ocorre pela presen¢a de
provaveis receptores existentes a este nivel, os quais receberdo o material
capsular até ficarem saturados. O Cryptococcus neoformans acapsular possui
estes receptores mas nio tem capacidade de produzir o polissacarideo capsular.
Sendo assim, quando se oferta a estas leveduras apenas o polissacarideo, elas

podem se tornar capsuladas (KOZEL; HEMERATH, 1984).

Dependendo do didmetro da cépsula formada neste ambiente, sera a
maior dificuldade dos macréfagos alveolares do hospedeiro em fagocitar a
levedura e, assim, apresentar os antigenos ao sistema imunologico
(VECCHIARELLI et al., 1994). Quanto maior a capsula, menor o est