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RESUMO

Introducédo: O Pneumocystis jirovecii pode causar uma pneumonia grave (PCP) em
pacientes com sindrome de imunodeficiéncia adquirida (SIDA). A principal op¢ao
para tratamento da PCP e para sua profilaxia é a sulfa. A presenca de uma mutacao
no gene da diidropteroato sintase (DHPS) do P. jirovecii pode gerar uma resisténcia
ao farmaco. Objetivo: O objetivo do estudo foi avaliar a presenca da mutacdo DHPS
e a mortalidade em pacientes com PCP e SIDA. Métodos: Foram estudadas 18
amostras de lavado bronco alveolar de pacientes adultos (idade = 18 anos) com
PCP e SIDA no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (Rio Grande do Sul, Brazil)
entre janeiro de 2016 e dezembro de 2017. A extracdo do DNA do fungo foi
realizada com o PureLink™ Genomic DNA Mini Kit. Apos foi realizada a reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) com os Primers do gene DHPS do P. jirovecii. A
purificacdo do produto de PCR foi realizada pelo método enzimatico (EXOSAP) e o
sequenciamento utilizando o equipamento ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). Resultados: Dez pacientes tinham diagnéstico prévio de SIDA, 5
estavam recebendo terapia antirretroviral e um realizava quimioprofilaxia para PCP.
A amplificacdo do DNA foi positiva para o DHPS em 16 das 18 amostras. Em 15
amostras a PCR apresentou o chamado “padrao selvagem” na tipagem molecular do
P. jirovecii no locus da DHPS, ou seja, auséncia de mutacdo. Padrdo duplo mutante,
isto é, mutacdo nos cddons 55 e 57 foi detectado em um paciente (6,25%), que nao
havia recebido profilaxia para PCP. Dois pacientes morreram na internacdo, um
destes tinha a mutacdo. Conclusfes: Os resultados sugerem que as mutacdes
DHPS ainda séo raras no Brasil; entretanto, as mesmas precisam ser continuamente
monitoradas, uma vez a mutacdo pode estar associada a resisténcia ao TMT-SMT.

A mortalidade por PCP foi significativa.

Palavras-chaves: Pneumocystis jirovecii, SIDA, mutagdo DHPS.
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ABSTRACT

Background: Pneumocystosis is an opportunistic infection caused by the single-cell
fungus Pneumocystis jirovecii, which mainly affects patients with Acquired
Immunodeficiency Syndrome (AIDS), causing severe pneumonia (PCP). The
combination of trimethoprim-sulfamethoxazole (TMP-SMX) is the main option for the
treatment and prophylaxis of PCP. The presence of a mutation in the dihydropteroate
synthase (DHPS) gene of P. jirovecii can lead to drug resistance. Aim: The objective
of this study was to evaluate the presence of the DHPS mutation and mortality in
patients diagnosed with PCP and AIDS. Methods: Eighteen samples of
bronchoalveolar lavage were collected from adult patients (age = 18 years) from the
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (Rio Grande do Sul, Brazil) between January
2016 and December 2017. Clinical data were collected from the electronic medical
records. In order to evaluate the mutation, after performing the polymerase chain
reaction (PCR) with DHPS gene primers of P. jirovecii, the DNA of the fungus was
extracted using the PureLink ™ Genomic DNA Kit. The PCR product was purified
using the enzymatic method (EXOSAP) prior to sequencing using the ABI 3500
Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Results: Ten patients had been previously
diagnosed with AIDS, five were receiving antiretroviral therapy and one had
undergone chemoprophylaxis for PCP. DNA amplification was positive for DHPS in
16 of the 18 samples. In 15 samples the PCR showed the so-called "wild pattern” in
the molecular typing of P. jirovecii at the DHPS locus, that is, absence of mutation.
Double mutation at codons 55 and 57 was detected in one patient (6.25%), who had
not received prophylaxis for PCP. Two patients died in hospital, one of them had the
DHPS double mutation. Conclusion: The results suggest that DHPS mutations are
still rare in Brazil; however, continuous monitoring is necessary since they may be
associated with increased resistance of P. jirovecii to SMT - TMT. PCP mortality was

significant.

Key-words: Pneumocystis jirovecii, AIDS, DHPS mutation.



1. INTRODUCAO

O Pneumocystis jirovecii (P. jirovecii) causa uma infeccdo grave em pacientes
com sindrome de imunodeficiéncia adquirida (SIDA) com uma contagem de CD4 <
200 células/umol (1,2), (sem tratamento antirretroviral ou profilaxia apropriada) ou
imunossuprimidos por outras causas, como pacientes receptores de transplante de
medula 0ssea ou 6rgdos solidos, pacientes com cancer (especialmente neoplasias
hematolégicas), e aqueles recebendo corticosteroides, quimioterapia e outras
medicacfes imunossupressivas (2).

A genotipagem do P. Jirovecii € util para conhecer a epidemiologia deste fungo
gue infecta o ser humano. Os métodos de genotipagem sdo baseados na
amplificacdo de DNA (PCR) seguida do sequenciamento direto do produto
amplificado (3). As mutacBes mais comuns no gene diidropteroato sintetase (DHPS)
ocorrem no cédon 55 (Treonina para Alanina) e no cédon 57 (Prolina para Serina) e
a presenca dessas mutacdes pode ser a causa de resisténcia a farmaco (4). Os
gendtipos DHPS foram classificados como: Tipo selvagem: nenhuma mutacgéo
observada; DHPS mutante 55: mutacao Unica na posi¢cao 165 (Treonina/Alanina);
DHPS mutante 57: mutac¢do Unica na posi¢cdo 171 (Prolina/Serina); DHPS mutante
55-57: mutacao dupla na posicdo 165-171 (5).

A presenca de mutacdo no gene da diidropteroato sintetase foi pouco estudada
no nosso meio. Um estudo avaliou 70 pacientes com pneumonia por P. jirovecii em
Porto Alegre, Brazil de 1997 a 2004 nédo evidenciou a presenca de mutacao no gene
DHPS (6). No nosso conhecimento, ndo ha publicacdes posteriores que tenham
demonstrado a presenca da mutacdo no gene da DHPS do P. jirovecii no nosso

meio. Além da busca de um maior conhecimento sobre a epidemiologia da infec¢ao
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pelo P. jirovecii, € importante monitorar a ocorréncia das mutac6es na diidropteroato
sintetase do P. jirovecii assim como estudar se as mesmas estado relacionadas ao
desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana do patdégeno ao sulfametoxazol-

trimetoprima (SMX -TMP).
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Pneumocystis jirovecii

A histéria do espécime Pneumocystis comecou no Brasil em 1909, quando
Carlos Chagas, do Instituto Oswaldo Cruz do Rio de Janeiro, descobriu sua forma
cistica nos pulmdes de cobaias. Entretanto, este pesquisador concluiu erroneamente
gue se tratava de uma fase do ciclo de vida do Trypanossoma cruzi (7). Em 1910,
um pesquisador italiano chamado Antdnio Carini, erradicado em S&o Paulo,
identificou o0 mesmo agente em pulmdes de rato (8). Em 1912, no Instituto Pasteur
de Paris, Franca, foi demonstrado que os cistos visualizados nos pulmdes de ratos
correspondiam a um novo patégeno. Os pesquisadores Delanoe e Delanoe o
denominaram de Pneumocystis carinii ("pneumo” pelo tropismo pelo pulmao, "cystis"
por sua forma caracteristica e "carinii" para homenagear Anténio Carini) (9).

O Pneumocystis foi inicialmente considerado um protozoario, em virtude da
semelhanca morfologica do microrganismo e da resposta a medicamentos
comumente utilizados para tratar infeccbes por protozoarios. No entanto, alguns
pesquisadores sugeriram que o microrganismo poderia se tratar de um fungo, ainda
gue nao tivesse ergosterol na membrana plasmética e ndo crescesse em meios de
cultura usuais (10).

Em 1988, a analise genética do microrganismo pdde confirmar que 0 mesmo
se tratava de um fungo. Além disto, estudos moleculares observaram que existem
espécies de Pneumocystis especificas para diferentes mamiferos, com
caracteristicas genémicas e antigénicas distintas. Cada espécie de Pneumocystis
passou a ser denominada conforme o seu hospedeiro especifico (10).

O género Pneumocystis abrange as seguintes espécies ja identificadas: P.

murina em camundongos, Pneumocystis carinii e Pneumocystis wakefieldiae em
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ratos e Pneumocystis oryctolagi em coelhos. A espécie que infecta os seres
humanos € hoje denominada P. jirovecii. Outros microorganismos que pertencem ao
género Pneumocystis foram identificados em macacos, furdes, cavalos, porcos e

cachorros, mas sem denominacéo especifica (11).

2.2. Pneumonia por Pneumocystis jirovecii

2.2.1 Epidemiologia

O P. jirovecii € um patdégeno oportunista. Em pacientes imunossuprimidos ele
causa a pneumonia por Pneumocystis (PCP) (12). A primeira descricdo da PCP foi
feita em 1952 pelo parasitologista Otto Jirovec, que identificou o Pneumocystis como
agente etiolégico da PCP em criancas desnutridas (13). Poucos casos foram
relatados nas décadas seguintes, até que a SIDA se tornou uma pandemia e o P.
jirovecii causou pneumonia em cerca de 60% dos pacientes no momento do
diagnéstico desta sindrome, conforme dados norte-americanos (14).

Com a utilizacéo da terapia antiretroviral combinada, a partir do ano de 1996,
as taxas de PCP passaram a diminuir consideravelmente entre os pacientes com
SIDA nos paises desenvolvidos. Entretanto, a PCP ainda é comumente observada
nos paises onde as medicac¢fes antiretrovirais ndo estao disponiveis (15).

Diversos estudos mostram, por outro lado, um aumento da incidéncia da PCP
entre individuos sem o virus da imunodeficiéncia humana (HIV-negativos), isto €,
pacientes recebendo substancias imunossupressivas. Entre os grupos de risco estao
pacientes com cancer, principalmente neoplasias hematolégicas, receptores de
transplante de 6rgdos solidos ou transplante de medula Ossea, usuarios de

corticosteroides e portadores de doencas reumatoldgicas (16,17,18).
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Segundo uma estimativa recente, cerca de 500.000 casos de pneumonia por
P. jirovecii (PCP) ocorrem anualmente no mundo (19). A prevaléncia de PCP no
Brasil € de 2,1 por 100.000 habitantes, sendo de 4,7 por 100.00 em portadores de
SIDA com contagem de CD4 < que 350 (20).

Nos pacientes portadores do HIV a mortalidade por PCP varia de 10 a 30% e
pode ser maior se o diagnostico é retardado (21) e em pacientes sem terapia
antirretroviral ou que suspenderam a mesma (22,23). Nos pacientes
imunossuprimidos néo infectados pelo HIV a mortalidade é de 35 a 50% (24,25 26,

27,28).

2.2.2 Achados clinicos e laboratoriais na Pneumonia por Pneumocystis
jirovecii

As manifestacdes clinicas da PCP se caracterizam pela presenca de febre (80
a 100 %), tosse geralmente seca (95 %), dispnea (95 %) e taquipneia (60 %) que
progridem em dias a semanas (29). Em imunodeprimidos sem infeccéo pelo HIV o
quadro clinico pode ser mais fulminante. Outros sintomas que podem estar
presentes sdo fadiga, calafrios, dor toracica e perda de peso. Cerca de 5 a 10% dos
pacientes sdo assintomaticos. Em pacientes com HIV o risco de PCP aumenta
guando ha reducdo da contagem de CD4, a maioria dos casos ocorrendo quando a
mesma estd abaixo de 200 células/ml (30), em pacientes sem tratamento
antirretroviral ou profilaxia adequada.

Entre as alteracdes laboratoriais que acompanham a PCP esta a hipoxemia.
Um aumento do gradiente alvéolo-arterial de oxigénio ocorre em mais de 90% dos
pacientes, que varia de leve (gradiente alvéolo-arterial de oxigénio < 35 mm Hg) a

grave (gradiente alvéolo-arterial de oxigénio > 45 mm Hg) (31). Outro achado é o
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aumento do nivel da desidrogenase lactica (DHL), que também tem um significado
prognéstico (32). PCP é altamente improvavel, se o paciente apresentar uma difusao
pulmonar por monoxido de carbono normal. Por outro lado, niveis plasmaticos > 80
pg/ml de 1-3-Beta-d-glucano, um componente da parede celular do P. jirovecii, sdo
observados na PCP (33).

A radiografia de térax pode ser inicialmente normal em até um quarto dos
pacientes com PCP. O achado radiografico mais frequente é a presenca de infiltrado
alveolar ou intersticial bilateral difuso (34). Achados menos frequentes séo cistos,
nodulos e derrame pleural. A tomografia computadorizada de alta resolucdo tem
sensibilidade e especificidade maiores que a radiografia de térax para detectar

achados compativeis com PCP.

2.2.3. Diagnéstico da Pneumonia por Pneumocystis jirovecii

Uma vez que o P. jirovecii ndo cresce em cultura, o fungo pode ser
identificado no material obtido na inducdo do escarro induzido com solugéo
hiperténica nebulizada ou em lavado broncoalveolar obtido por fibrobroncoscopia. A
imunofluorescéncia usando fluoresceina € a coloracédo de escolha para identificacéo
do fungo. Nos ultimos anos, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem sido
utiizada para identificar o P. jirovecii no lavado broncoalveolar. Uma das
desvantagens do método € que ele é incapaz de distinguir colonizacdo de doenca
ativa (35). Em situacbes especificas, procedimentos mais invasivos como bidpsia
transbrénquica ou transtoracica, ou bidpsia pulmonar a céu aberto podem ser

necessarias para obter material para confirmagéo diagnéstica.
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2.2.4 Tratamento da Pneumonia por Pneumocystis jirovecii

Fatores como a presenca de alergia a sulfa, situacbes que impactam na
administracdo oral ou absorcdo dos medicamentos (candidiase oral e esofagica ou
diarréia), assim como a gravidade da PCP séo considerados na decisao terapéutica.
A PCP é considerada leve quando o gradiente alvéolo arterial de oxigénio (AAO,) é
< 35 mmHg e/ou a presséao parcial de oxigénio arterial € = 70 mmHg, moderada com
gradiente AAO; = 35 e < 45 mmHg e/ou com pressao parcial de oxigénio arterial =
60 e < 70 mmHg, e grave com gradiente AAO, > 45 mmHg e/ou com pressao parcial
de oxigénio arterial < 60 mmHg (36).

A combinacdo de sulfametoxazol - trimetroprima (SMX —TMP) é a opcéao
terapéutica de primeira linha no tratamento da PCP (37). O TMT é um inibidor da
diidropteroato redutase e 0 SMT é um inibidor da DHPS sintetase. O SMX —TMP tem
boa biodisponibilidade, tem eficacia comprovada e baixo custo no tratamento da PcP
(38). A duracéo do tratamento da PCP deve ser de 21 dias (37). O SMX —TMP para
tratar PCP é indicado independente da gravidade da doenca, podendo a via
intravenosa ser necessaria até a estabilizacado clinica do paciente. Estudos em PCP
grave demonstraram a superioridade do SMX —TMP em comparacao com esquemas
alternativos (39,40,41,42,43). Em casos de PCP moderada a grave é recomendado
0 uso concomitante de corticosteroides (37). Embora os dados sobre o efeito do
corticosteroide na PCP em pacientes sem infeccdo pelo HIV sejam limitados,
considerando a grande intensidade da reacgdo inflamatdria nos pulmdes afetados
pelo P. jirovecii, 0 seu uso tem sido recomendado (44).

Pacientes que ndo demonstram melhora da dispneia, taquipneia e hipoxemia
ap0s 4 a 8 dias podem ser considerados como falha terapéutica (45). Entre as

possibilidades para a ndo resposta estdo a gravidade da doenca no momento do
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diagnoéstico ou outra infeccdo concomitante ndo identificada. Outra possibilidade a
ser considerada esta o desenvolvimento de alguma mutacdo associada a resisténcia
a sulfa; entretanto, o impacto clinico da resisténcia medicamentosa ainda ndo esta
estabelecido (46,47).

Reacdes adversas ao SMT-TMT séao frequentes em pacientes tratados com
PCP e variam em intensidade (48). Os efeitos adversos mais comuns Sao
intolerdncia gastrointestinal, fotossensibilidade, reacfes cutaneas e febre, que
podem se acompanhar de leucopenia, hiperpotassemia, e alteracdes laboratoriais
compativeis com insuficiéncia renal ou hepatica (49). Na presenca de rash cutaneo
e/ ou febre persistente por mais de 5 dias, neutrofilia (< 500 células/mm?),
hipotensao, ou hiperpotassemia intratavel ou febre e quadro sugestivo de Influenza o
tratamento deve ser prontamente suspenso (50).

Para pacientes com reacfes adversas leves ao SMT - TMT a primeira opcao
seria tentar uma dessensibilizacdo, uma vez que este é o tratamento com melhor
eficAcia na pneumocistose. Entre as terapias alternativas para pacientes com PCP
que nao toleram o SMT - TMT estdo a dapsona-TMT, a dapsona-pirimetamina,
clindamicina-primaquina e a pentamidina intravenosa (37, 38).

Ap6s o término do tratamento, os pacientes com PCP devem receber
tratamento com baixa dose de SMT-TMT para prevenir a recorréncia da infeccéo
(profilaxia secundaria) em esquema terapéutico semelhante ao da profilaxia
primaria. Em pacientes com infecgcdo pelo HIV o risco de desenvolver PCP
recorrente sem profilaxia secundaria é de 60 a 70% por ano em pacientes sem
tratamento antiretroviral (30). Em pacientes que ndo estdo em uso de antiretrovirais

no momento do diagnoéstico da PCP, recomenda-se que 0 mesmo seja iniciado nas


https://www.uptodate.com/contents/pentamidine-drug-information?source=see_link

17

primeiras duas semanas, de preferéncia tdo logo o paciente esteja estabilizado com

o tratamento para PCP (45).

2.2.5 Profilaxia da Pneumonia por Pneumocystis jirovecii

O SMT - TMT é o medicamento de primeira linha na profilaxia da PCP. Na
impossibilidade do uso da primeira linha, esquemas alternativos com dapsona (com
ou sem pirimetamina), atovaguona, ou pentamidina em aerossol podem ser
considerados. A profilaxia deve ser continuada enquanto o fator de risco para PCP
estiver presente (51, 52, 53) e esta associada a uma reducdo de 85% na ocorréncia
de PCP comparada com a auséncia de terapia ou uso de profilaxia com
fluoroquinolona, que € inativa contra o Pneumocystis (relative risk [RR] 0.15, 95% CI
0.04-0.62) (54).

A profilaxia primaria de PCP para pacientes com SIDA é recomendada na
presenca de contagem CD4 < 200 células/uL, candidiase orofaringea, contagem de
CD4 < 14%, CD4 entre 200 e 250 células/uL quando a monitorizacdo frequente das
células CD4 (a cada trés meses) ndo é possivel ou ainda em individuo com uma
doenca definidora de SIDA que nao iniciou tratamento antiretroviral ou que nao
estdo virologicamente suprimidos em um regime antiretroviral (45).

Diversos consensos estdo disponiveis para orientar a profilaxia da PCP em
pacientes com cancer, incluindo os receptores de transplante de células-tronco
hematopoiéticas e de transplante de 6rgéos solidos (23,51,52,55).

Apesar de sua eficacia comprovada, varios estudos relataram falha na profilaxia
ou tratamento com SMX -TMP quando a mutacgéo esta presente (4).

O uso do SMX -TMP inibe seletivamente a sintese de folato diminuindo

consideravelmente a frequéncia de PCP. Uma das enzimas envolvidas na sintese do
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acido félico é a DHPS (4,56,57). A outra enzima envolvida na sintese de acido félico
€ dihidrofolato redutase (DHFR), que é codificada em um gene separado. As
mutacBes DHPS e DHFR foram documentadas como o mecanismo pelo qual a sulfa
pode sofrer resisténcia. Além disso, a maioria dos estudos mostrou associacao entre
0 uso croénico de farmacos administrados como profilaxia e a presenca de mutacdes
DHPS, sugerindo que a pressdo de selecdo de medicamentos € o mecanismo pelo
qual ocorre um aumento de DHPS mutantes em P. jirovecii (56, 57).

A implicacéo clinica da presenca de mutacées no DHPS em pacientes tratados
com SMT - TMT ndao esta estabelecida. Os dados sobre a correlacdo entre mutacoes
DHPS e mortalidade por PCP s&o insuficientes e os achados de estudos
retrospectivos sdo conflitantes. Pode-se dizer que a velocidade de resposta ao
tratamento com sulfa pode estar comprometida em pacientes com PCP e que

apresentem mutacfes no DHPS (37,56).

2.3. Diagnéstico molecular do Pneumocystis jirovecii

O P. jirovecii ndo cresce em meios de cultura convencionais. Por isso, somente
apos a introducao da biologia molecular foi possivel avangar no conhecimento deste
microorganismo (58).

Acreditava-se que a PCP ocorria em pacientes imunossuprimidos atraves da
reativacado de uma infeccao latente adquirida na infancia. Esta ideia era baseada nos
estudos soroldgicos que demonstravam a presenca de anticorpos anti-Pneumocystis
nos primeiros anos de vida, indicando que o contato com o microorganismo ja era
frequente neste periodo (59). Entretanto, novos estudos em animais e humanos,

utilizando técnicas de biologia molecular, descartaram a hipotese da infeccao latente
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e comprovaram que a PCP é uma reinfeccdo exdgena, na qual a transmisséo do P.
jirovecii ocorre por via aérea, de pessoa a pessoa (60).

A genotipagem, que caracteriza geneticamente o P. jirovecii € usada para
estudar os mecanismos de transmisséo do P. jirovecii (Beard C 2004). Esse método
€ baseado na amplificacdo de DNA (PCR) seguida do sequenciamento direto do
produto amplificado (62).

Um estudo investigou um grupo de 16 casos de PCP em pacientes
transplantados renais que utilizavam as mesmas dependéncias no hospital; a
concordancia de genoétipos do P. jirovecii obtido dos pacientes demonstrou que
todos tiveram uma infeccdo pelo mesmo subtipo do microorganismo, indicando a
transmissdo do fungo entre esses individuos. Novos estudos sao necessarios para
definir, com auxilio das técnicas de genotipagem, os diversos aspectos envolvidos

na infeccéo por P. jirovecii (63).

2.4. As mutagbes do Pneumocystis jirovecii

A diversidade genética do P. jirovecii foi observada pela primeira vez na
grande subunidade do RNA ribossémico mitocondrial (MtLSUrRNA), na qual
polimorfismos de base uUnica foram detectados em trés posi¢cOes de nucleotideos,
embora apenas polimorfismos dos nucleotideos das posicdes 85 e 248 sao
rotineiramente relatados e permitem a classificacdo de seis gendtipos deste locus.
Na pequena subunidade do RNA ribos6mico mitocondrial (MtSSUrRNA), podem ser
encontrados trés diferentes genatipos, identificados pelo polimorfismo nas posicoes
160 e 196 do gene (3). Assim, 0s genotipos da mtLSUrRNA séo distribuidos nos

seguintes genotipos: 1 (85C/248C), 2 (85A/248C), 3 (85T/248C), 4 (85C/248T) e 5
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(85A/248T). Os gendtipos da mtSSUrRNA sédo: 1 (160C/196T), 2 (160A/196G) e 3
(160A/196T) (62).

A caracterizacdo genotipica da mtLSUrRNA e mtSSUrRNA do P. jirovecii
apresenta variacao geografica. A analise dos genotipos da regido mtLSUrRNA deste
fungo na Espanha demonstrou a seguinte frequéncia: 42% do genoétipo 3
(85T/248C), 36 % do gendtipo 1 (85C/248C), 15% do gendtipo 2 (85A/248C), e 6%
genaotipos mistos demonstrado na tabela 1 (64).

Em estudo realizado em Cuba, a deteccdo da mtLSUrRNA e da mtSSUrRNA
demonstrou o gendtipo combinado (85T/248C / 160A/196T) em 13 de 16 pacientes
(81,3%) (62).

Os genodtipos mais utilizados nos estudos da epidemiologia molecular estdo

na Tabela 1.

Tabela 1 Gendtipos mais utilizados na epidemiologia molecular do P. jirovecii.

Gene Genotipos Posicao dos Nucleotideos
mt LSU rRNA

gene 1 85C/248C
mt LSU rRNA

gene 2 85A/248C
mt LSU rRNA

gene 3 85T/248C
mt LSU rRNA

gene 4 85C/248T
mt LSU rRNA

gene 5 85A/248T
mt LSU rRNA

gene Misto (1 & 2) 85C/248C e 85A/248C
mt LSU rRNA

gene Misto (2 & 3) 85A/248C e 85T/248C
mt LSU rRNA

gene Misto (4 & 5) 85C/248T e 85A/248T
mt SSU rRNA

gene 1 160C/196T
mt SSU rRNA

gene 2 160A/196G
mt SSU rRNA

gene 3 160A/196T
mt SSU rRNA

gene Misto (2 & 3) 160A/196G e 160A/196T
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RNA: &cido ribonucléico; mtLSUrRNA: grande subunidade do RNA ribossémico
mitocondrial; mtSSUrRNA: pequena subunidade do RNA ribossémico mitocondrial;
DHPS: diidropteroato sintetase. Adaptado de De Armas Y. et al, 2012.

Outros gendtipos, também podem ser usados para investigar a epidemiologia
do microrganismo, e, sdo obtidos através da analise das seguintes regides
gendmicas: internal transcribed spacer (ITS 1 e 2), citocromo B (CYB), superoxido
dismutase (SOD) e o gene que codifica a enzima diidropteroato sintetase (DHPS). A
concordancia dos genétipos pode revelar que um P. jirovecii isolado de individuos
distintos, trata-se geneticamente do mesmo microrganismo (61). A utilizacdo de um
método de sequenciamento multilocus (MLST) permite a genotipagem molecular do
P. jirovecii em mais de um l6cus e é considerado muito Util para a investigacao
epidemioldgica do fungo. Este método fornece alto poder discriminatério, para as
investigacdes dos casos agrupados de PCP (65).

As mutacbes mais comuns no gene DHPS ocorrem no codon 55
(treonina/alanina) e no cédon 57 (prolina/serina), sendo que a presenca dessas
mutacBes pode ser a causa da resisténcia a farmaco (4). Os geno6tipos DHPS foram
classificados como: Tipo selvagem: nenhuma mutacdo observada; DHPS mutante
codon 55: mutacdo Unica na posicdo 165 (Thr55Ala); DHPS mutante codon 57:
mutacao Unica na posicdo 171 (Pro57Ser); DHPS mutante cédon 55-57: mutacao
dupla na posicéo (165 + 171) demonstrada na tabela 2 (5).

A frequéncia de genotipos de P. jirovecii observados em estudo do DHPS:

diidropteroato sintetase estdo na Tabela 2.
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Tabela 2 Genétipos do DHPS utilizados na epidemiologia molecular do Pneumocystis jirovecii.

Locus | Identidade de nucleotideo (codon) | Genotipo | Frequéncia
dos genotipos
n° (%)

DHPS | 165(55) A (Thr)/171(57) C (Pro) 1 13 (82)

165(55) G (Ala)/171(57) C (Pro) 2 1(6)
165(55) A (Thr)/171(57) T (Ser) 3 1(6)
165(55) A/G (Thr/Ala) Misto (1 e |1 (6)
171(57) CIT (Pro) 4)

DHPS: diidropteroato sintetase.
Adaptado de Monroy-Vaca EX. et al, 2014.

As mutacbes DHPS e DHFR foram documentadas como o mecanismo pelo
qual a sulfa sofre resisténcia. A maior parte dos estudos mostrou associacdo entre o
uso crénico de farmacos administrados como profilaxia e a presenca de mutacdes
DHPS, sugerindo que a pressdo de selecdo de medicamentos é o mecanismo pelo
qual ocorre um aumento de DHPS mutantes em P. jirovecii (56, 57).

Hauser et al. pesquisou as mutacdes do gene da DHPS em 394 pacientes de
3 cidades europeias e encontraram uma prevaléncia de 20%. Segundo os autores, a
auséncia de medidas para prevenir a disseminagdo do Pneumocystis jirovecii assim
como uma profilaxia subo6tima estariam associadas com o aumento na prevaléncia
das cepas mutantes (66).

A PCP em pacientes transplantados renais sem uso de profilaxia, ocorreu em
0,6 a 14% dos pacientes com uma taxa de mortalidade de até 49%, demonstrando
gue a PCP continua a ser um problema e requer medidas de prevencao e profilaxia
(67). Da mesma forma, o acompanhamento continuo da evolugdo das cepas
mutantes de P. jirovecii em populacfes suscetiveis é importante, uma vez que pode
ajudar a esclarecer os mecanismos envolvidos na resisténcia ao farmaco sulfa e as

implicagdes clinicas (57).
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As mutagbes no gene DHPS do P. jirovecii relacionadas com a resisténcia ao
SMX-TMP estdo aumentando, sendo detectadas em 76% de espécimes de
pacientes expostos a profilaxia com sulfa em comparacdo com 23% dos espécimes
de pacientes ndo expostos. Entretanto, o papel da resisténcia associada com as
mutacBes do gene DHPS no resultado do tratamento da PCP continua controverso
(37).

Provavelmente hospitais e clinicas ambulatoriais serdo relevantes para a
selecdo de Pneumocystis mutantes, uma vez que 0S pacientes tratados
cronicamente com SMX podem acumular genotipos mutantes e ser um reservatorio
para a transmisséo de cepas de P. Jirovecii resistentes (56).

Deste modo, € importante acompanhar e conhecer a prevaléncia de cepas
mutantes de P. Jirovecii nas diferentes instituicdes de salde que tratam pacientes

em risco para ou que apresentem o diagnéstico de PCP.
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3. JUSTIFICATIVA

A PCP ocorre com frequéncia em pacientes com imunossupressao,
principalmente em individuos com SIDA. Por outro lado, as mutacdes do DHPS
causam preocupacao uma vez que podem estar associadas com a diminuicdo da
eficacia das sulfamidas, a principal ferramenta terapéutica disponivel para tratar a
pneumonia por P. jirovecii. Em estudo prévio publicado em 2006 (6), que avaliou a
prevaléncia de mutacdes do gene DHPS em pacientes com SIDA e PCP atendidos
no Hospital de Clinicas de Porto Alegre, nenhum caso da mutacao foi identificado.

As evidéncias na literatura demonstram que é importante a monitorizacéo e a
deteccdo de cepas mutantes do P. jirovecii. Do mesmo modo é necessario identificar
0 cenério clinico no qual as mutacfes ocorrem uma vez que estas informacdes
podem ser Uteis para programar politicas de controle de infec¢édo, assim como servir
de marco inicial para futuras avaliacdes sobre o impacto destas politicas no cuidado

dos pacientes.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Pesquisar a presenca da mutacdo no gene da enzima Diidropteroato sintetase
do P. jirovecii em amostras de lavado bronco alveolar (LBA) de pacientes com a
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida que apresentaram pneumonia por este
fungo, entre janeiro de 2016 e dezembro de 2017, no Hospital de Clinicas de Porto

Alegre.

4.2. Objetivos secundarios

1) Estudar se a presenca de mutacdes da regido genbmicas da enzima
diidropteroato sintetase do P. jirovecii tem relacdo com profilaxia prévia com
SMT-TMT.

2) Estudar se a presenca de mutacbes da regido genbmicas da enzima
diidropteroato sintetase do P. jirovecii tem relacdo com o curso clinico da PCP
e com a mortalidade em pacientes com sindrome da imunodeficiéncia

adquirida e pneumonia por P. jirovecii.
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Resumo

Introducédo: O Pneumocystis jirovecii pode causar uma pneumonia grave (PCP) em
pacientes com sindrome de imunodeficiéncia adquirida (SIDA). A principal opc¢ao
para tratamento da PCP e para sua profilaxia é a sulfa. A presenca de uma mutacao
no gene da diidropteroato sintase (DHPS) do P. jirovecii pode gerar uma resisténcia
ao farmaco. Objetivo: O objetivo do estudo foi avaliar a presenca da mutacdo DHPS
do Pneumocystis e a mortalidade em pacientes com PCP e SIDA. Métodos: Foram
estudadas 18 amostras de lavado bronco alveolar de pacientes adultos (idade = 18
anos) com PCP e SIDA no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (Rio Grande do Sul,
Brazil), coletadas prospectivamente entre janeiro de 2016 e dezembro de 2017. A
extracdo do DNA do fungo foi realizada com o PureLink™ Genomic DNA Mini Kit.
Apos foi realizada a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com os Primers do gene
DHPS do P. jirovecii. A purificagdo do produto de PCR foi realizada pelo método
enzimatico (EXOSAP) e o sequenciamento utilizando o equipamento ABI 3500
Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Resultados: Dez pacientes tinham
diagnéstico prévio de SIDA, 5 estavam recebendo terapia antirretroviral e um
realizava quimioprofilaxia para PCP. A amplificacdo do DNA foi positiva para o
DHPS em 16 das 18 amostras. Em 15 amostras a PCR apresentou o chamado
“padrao selvagem” na tipagem molecular do P. jirovecii no locus da DHPS, ou seja,
auséncia de mutacao. Padrao duplo mutante, isto €, mutacdo nos coddons 55 e 57 foi
detectado em um paciente (6,25%), que nao havia recebido profilaxia para PCP.
Dois pacientes morreram na internacdo, um destes tinha a mutacdo. Conclusdes:
Os resultados sugerem que as mutacbes DHPS ainda sao raras no Brasil,
entretanto, as mesmas precisam ser continuamente monitoradas, uma vez a
mutac&o pode estar associada a resisténcia ao TMT-SMT. A mortalidade por PCP foi

significativa.

Palavras-chaves: Pneumocystis jirovecii, SIDA, mutagdo DHPS.
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Abstract

Background: Pneumocystosis is an opportunistic infection caused by the single-cell
fungus Pneumocystis jirovecii, which mainly affects patients with Acquired
Immunodeficiency Syndrome (AIDS), causing severe pneumonia (PCP). The
combination of trimethoprim-sulfamethoxazole (TMP-SMX) is the main option for the
treatment and prophylaxis of PCP. The presence of a mutation in the dihydropteroate
synthase (DHPS) gene of P. jirovecii can lead to drug resistance. Aim: The objective
of this study was to evaluate the presence of the DHPS mutation and mortality in
patients diagnosed with PCP and AIDS. Methods: Eighteen samples of
bronchoalveolar lavage were collected from adult patients (age = 18 years) from the
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (Rio Grande do Sul, Brazil) between January
2016 and December 2017. Clinical data were collected from the electronic medical
records. In order to evaluate the mutation, after performing the polymerase chain
reaction (PCR) with DHPS gene primers of P. jirovecii, the DNA of the fungus was
extracted using the PureLink ™ Genomic DNA Kit. The PCR product was purified
using the enzymatic method (EXOSAP) prior to sequencing using the ABI 3500
Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Results: Ten patients had been previously
diagnosed with AIDS, five were receiving antiretroviral therapy and one had
undergone chemoprophylaxis for PCP. DNA amplification was positive for DHPS in
16 of the 18 samples. In 15 samples the PCR showed the so-called "wild pattern” in
the molecular typing of P. jirovecii at the DHPS locus, that is, absence of mutation.
Double mutation at codons 55 and 57 was detected in one patient (6.25%), who had
not received prophylaxis for PCP. Two patients died in hospital, one of them had the
DHPS double mutation. Conclusions: The results suggest that DHPS mutations are
still rare in Brazil; however, continuous monitoring is necessary since they may be
associated with increased resistance of P. jirovecii to SMT - TMT. PCP mortality was

significant.

Key-words: Pneumocystis jirovecii, AIDS, DHPS mutation.
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Introducéao

O Pneumocystis jirovecii (P. jirovecii) é um fungo atipico® e oportunista?, que
exibe tropismo pulmonar e causa uma pneumonia grave em pacientes com
Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA)*. SIDA é um importante problema
de saude publica no Brasil. Num estudo com 35 pacientes soro positivos para o virus
da imunodeficiéncia humana (HIV) com sintomas respiratorios, a PCP foi a doenca
mais frequentemente identificada (55%)”. Outro estudo detectou pneumocistose em
27% de 250 pacientes com SIDA, os quais morreram de insuficiéncia respiratoria
aguda no sudeste do Brasil®. O diagnéstico de pneumonia por P. jirovecii (PCP)
baseia-se em manifestacdes clinicas e radiolégicas em combinacdo com evidéncias
microbiolgica®.

Um aumento significativo nas taxas de PCP foi descrito em pacientes
infectados pelo HIV mundialmente, principalmente nos casos que ndo receberam
profilaxia para a doenca’®. A incidéncia global de PCP estimada no contexto do
Programa LIFE foi de 5,79 + 10,96 casos por 100.000. A maioria dos casos
(102.955, 77%) foram relatados na Africa, seguidos pela América (10%), Europa
(7%) e Asia (6%)°. No Brasil, estima-se que a PCP ocorra em 4,7% dos pacientes
com SIDA e linfécitos T CD4 < 350 células/mm? *°.

A terapia medicamentosa utilizada tanto para profilaxia como para o
tratamento da PCP é a combinacdo dos medicamentos sulfametoxazol-trimetoprima
(SMT-TMT) **. As sulfonamidas inibem a DHPS, uma das enzimas essenciais nlla
via de sintese de folato!?. Ainda é motivo de discussdo se polimorfismos na regiéo
alvo de atuacdo do SMT-TMT, isto é, mutacdes na codificacdo do gene da DHPS e
da dihidrofolato redutase (DHFR) do P. jirovecii causam resisténcia a sulfa e podem

resultar em falha no tratamento®®. Adicionalmente, ha controvérsias se a presenca
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da mutacdo no gene DHPS do Pneumocystis estd associada com méa evolucao
clinica e aumento de mortalidade. Um estudo demonstrou um risco trés vezes mais
elevado de morte por pneumonia nos portadores de mutacdo no gene DHPS do P.
jirovecii*®, enquanto que outros estudos ndo corroboraram estes achados®>®.

O objetivo deste estudo foi pesquisar a presenca de mutacdo no gene da

enzima DHPS do P. jirovecii, e a evolugdo clinica em pacientes com SIDA que

apresentaram pneumonia por este fungo no Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Material e métodos

Amostras e dados clinicos

De um total de 21 espécimes de lavado broncoalveolar (LBA) de pacientes
adultos (idade =218 anos) imunossuprimidos com PCP coletados sequencialmente,
no periodo de janeiro de 2016 a dezembro de 2017, no Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (Rio Grande do Sul, Brasil), 18 eram de pacientes com SIDA. Somente
pacientes com SIDA foram incluidos neste estudo. As amostras de LBA foram
coletadas no primeiro dia de internacdo e processadas conforme rotina e técnica
descritas previamente!’. Todas as amostras foram positivas para a presenca de P.
jirovecii em exame citolégico com coloracdo de Giemsa, confirmada pelo método de

coloracéo de prata Grocott.

Os dados clinicos e demograficos foram obtidos por meio de revisdo dos
prontuarios. Os seguintes dados foram coletados: idade, género, presenca de
tabagismo ativo, diagnostico prévio de SIDA, diagndstico prévio de PCP, realizagéo
de quimioprofilaxia para PCP nos ultimos 3 meses, uso de terapia antirretroviral,

tratamento para PCP, uso de corticosteroide na internagao atual, presenca de outras
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comorbidades, contagem absoluta de células CD4 (células por microlitro); niveis de
desidrogenase latica (DHL), oxigenacédo, evolucdo hospitalar (alta hospitalar ou

6bito).

Pesquisa da mutacédo do gene DHPS do P. jirovecii
Todos os testes de biologia molecular foram realizados no Laboratorio
Especial de Doencas Infecciosas, localizado no Centro de Pesquisa Experimental do

Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Extracdo de DNA

A extracdo do DNA do P. jirovecii foi realizada utilizando o PureLink™
Genomic DNA Mini Kit, conforme o seu protocolo, apenas sendo adaptada a
temperatura a 55°C e o tempo da proteinase K, a fim de aumentar a eficiéncia da

extracao.

PCR

A deteccdo do P. jirovecii foi realizada através da amplificacdo do gene
DHPS, utilizando os primers DHPS3 (5° GCG CCT ACA CAT ATT ATG GCC ATT
TTA AATC 3') e DHPS4 (5° GGA ACT TTC AAC TTG GCA ACC AC 3') (25). A
PCR foi realizada com 5,0 pL de tampéao (10x), 2,0 uL de MgCl, (50mM), 1,0 pL de
solugdo dNTPs (ATP, TTP, CTP e GTP; 10mM), 1,0 yL dos primers DHPS3 e
DHPS4 (10pmol/ul), 34,9 pL de H20, 0,1 uL de Platinum Taqg DNA Polymease. Foi
adicionado 5uL de DNA ao volume final de 50 pL da reacdo de PCR. Para
amplificacdo foi utilizado o Applied Biosystems Veriti (Thermal Cycler | Thermo

Fisher Scientific) com o0 seguinte programa: desnaturacdo inicial de 4 minutos a
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95°C, com cinco ciclos de desnaturacéo de 30 segundos a 95°C, anelamento de 30
segundos a 72°C, com decréscimo de — 1°C por ciclo, e de extensdo de 20
segundos a 72°C. ApoOs 35 ciclos de desnaturacdo de 30 segundos a 95°C,
anelamento de 30 segundos a 62°C, e extensédo de 20 segundos a 72°C e extensao
final de 4 minutos a 72°C. O produto da reacao foi verificado a partir da técnica de
eletroforese em gel de agarose na concentracdo de 2% e, conforme esperado, foi
revelado o fragmento de tamanho de 370 pb na presenca do transluminador com luz
ultravioleta. Foram utilizados controles positivos e negativos em todas as reacoes de

PCR, para reduzir a chance de resultados falsos.

Andlise da mutacéo do gene da DHPS

A analise de mutacdes no gene da DHPS (cédons 55/57) foi realizada usando
enzimas de restricdo. Os produtos da reacdo da PCR fordo divididos em trés
aliquotas, sendo a primeira usada para identificar a presenca de genoétipos sem a
mutacéo no cédon 55, através da digestéo por 2 horas a 37 °C, utilizando a enzima
Accl (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha). A segunda aliquota foi usada para
identificar a presenca de mutacdes no codon 57, utilizando a enzima Haelll (Roche
Diagnostics, Alemanha). A Ultima aliquota, que apresentava uma banda de 370 pb, a
qual ndo é cortada pelo uso de enzimas, foi utilizada como prova da amplificacdo do
gene da DHPS™. A amostra do tipo selvagem, que ndo contém a mutacdo no cédon
55, é digerida com Accl, sendo que duas bandas de DNA aparecem com o tamanho
de fragmento em 229 e 141 pb. Ja quando a mutacao esta presente, apenas uma
banda aparece com fragmento de 370 pb. Da mesma forma, com Haelll, aparecem
duas bandas em 221 e 149 pb em amostras do tipo selvagem, sem mutacdo no

coédon 57, e apenas uma banda de 370 pb aparece, se a mutacdo esta presente’.
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Purificagcéo
A purificacdo do produto de PCR foi realizada pelo método enzimatico,
utilizando 0,5 pL Exonuclease | (Exo I) e 0,5 puL Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP),

para digerir o excesso de primers e nucleotideos provenientes da PCR.

Sequenciamento

O sequenciamento das amostras foi realizado utilizando o equipamento ABI
3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Os produtos de PCR foram marcados
utilizando-se 5,0 pmol do primer DHPS3 5 GCG CCT ACA CAT ATT ATG GCC ATT
TTA AATC -3’ e 1puL do reagente BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit (Applied Biosystems) em um volume final de 10 pL. As reacdes de marcagao
foram realizadas em termociclador Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied
Biosystems) com uma etapa de desnaturacgéao inicial a 96°C por 1 min seguida de 35
ciclos de 96°C por 15 seg, 50°C por 15 seg e 60°C por 4 min. Apés marcadas, as
amostras foram purificadas pela precipitacdo com BigDye XTerminator Purification
Kit (Applied Biosystems) e eletroinjetadas no analisador genético. A analise dos
dados gerados pela plataforma de sequenciamento foi realizada com o software

FinchTV 1.4.0.

Analise estatistica
Para analise estatistica dos dados foi utilizado o software Statistical Package for
Social Science (SPSS) versao 18.0. Os dados sdo apresentados como numero e
percentagem ou média e desvio-padrdo. O teste t de Student para amostras

independentes e o teste de probabilidade exato de Fisher foram utilizados para
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comparar variaveis de individuos com amplificacdo do DNA e sequenciamento
positivo para o gene DHPS do P. jirovecii com as variaveis de individuos cuja
PCR/DHPS foi negativa. Um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.

Resultados

Dezoito pacientes com HIV e PCP foram estudados. Os dados clinicos e
laboratoriais dos 18 pacientes sdo mostrados na Tabela 1. Os dados individuais dos
18 casos séo apresentados nas Tabelas 1 e 2 do anexo 1. Em oito casos (44,4%) o
diagnoéstico de SIDA foi feito concomitantemente ao diagnostico da PCP. Dos 10
pacientes com diagndstico prévio de SIDA, apenas 5 estavam recebendo terapia
antirretroviral (mediana da contagem de células T CD4" foi < 33 células/ul) e apenas
um estava recebendo profilaxia para PCP. Nenhum dos pacientes havia tido PCP
previamente. A carga viral variou de 49 a 7.880.138 coOpias/mL e a contagem de
células T CD4" de 3 a 113 células/ul. Em todos os pacientes a PCP foi tratada com
SMT+TMT, sendo que em um paciente a terapia foi trocada para primaquina e
clindamicina por efeitos adversos. A maioria dos pacientes recebeu tratamento

adjuvante com corticosteroide para a PCP.

Em 16 das 18 amostras (88,9%) de DNA de pacientes com PCP e SIDA foi
possivel amplificar e sequenciar o locus da DHPS. Os dois casos nos quais a
amplificagéo no locus da DHPS né&o foi obtida tinham diagnostico de SIDA e nao
estavam realizando quimioprofilaxia com SMT-TMT para PCP. N&o houve diferenca
entre as caracteristicas clinicas dos pacientes nos quais foi amplificado o gene
DHPS e os dois casos em que esta amplificacdo ndo foi possivel (p>0,05). Uma

mutacdo dupla no locus DHPS, isto é, substituicdo da treonina pela alanina na
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posicdo 55 e da prolina pela serina na posicdo 57 foi identificada em uma das
amostras. O restante dos casos apresentou o chamado “padrdo selvagem” na
genotipagem do P. jirovecii no locus da DHPS, ou seja, o padrdo de aminoacidos
treonina na posicdo 55 e prolina na posicao 57 da enzima. Este padréo representa

auséncia de mutacao.

Dois dos 18 pacientes morreram durante a internacdo hospitalar. Em ambos
0s pacientes os diagnosticos de PCP e SIDA foram realizados durante a internacao
hospitalar e nenhum dos pacientes havia feito profilaxia com SMT-TMT. Um dos
pacientes que morreu em decorréncia da PCP apresentava a dupla mutacdo DHPS,
foi tratado inicialmente com SMT-TMT, sendo esta combinacdo substituida por

primaqguina e clindamicina devido a efeitos adversos.

Discussao

No presente estudo, analisamos 18 amostras de lavado bronco alveolar de
pacientes com PCP e SIDA atendidos sequencialmente no Hospital de Clinicas de
Porto Alegre de janeiro de 2016 a dezembro de 2017. A amplificacdo do gene DHPS
a partir da extracdo do DNA do P. jirovecii foi realizada em 16 das 18 amostras
estudados (89%). A presenca de dupla mutacdo no gene DHPS foi observada em
um dos 16 casos em que a amplificacdo do DNA foi possivel (6,3%) e dois pacientes
(11,1%) morreram. A prevaléncia de mutacdes no gene DHPS havia sido estudada
previamente na nossa instituicdo. Em 70 espécimes de lavado bronco alveolar de
pacientes portadores de PCP e SIDA, coletados entre 1997 e 2004, nenhuma
mutacéo havia sido identificada®®. No nosso conhecimento o presente estudo é o

primeiro relatando mutacdo no gene DHPS no Brasil e nosso resultado mostra que
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houve um aumento na prevaléncia da mutacdo no nosso meio nas Ultimas duas

décadas.

A prevaléncia de mutacéo observada em nosso estudo de 6,3% foi superior a
reportada na Itélia (0%)*°, na Suécia (0%)%°, na Alemanha (1,4%)® e na Espanha
(3,7%)°, semelhante & relatada em Portugal (7%)* e inferior a relatada
recentemente na China (12%)%*, Chile (48%)% e Africa do Sul (56%)%*. Alta
prevaléncia de mutacdo DHPS ja havia sido observada ha mais de duas décadas
em alguns paises como a Franca (36%),%°, USA (68 e 69%)*?’ UK (36%)® e

Jap&o®.

O aumento na prevaléncia das mutagcbes DHPS parece estar associado com
a pressdo seletiva que a sulfa exerce sobre o Pneumocystis®®, uma vez que o gene
DHPS geralmente apresenta mutacbes em regides altamente preservadas em
pacientes com PCP previamente expostos a sulfa?>!. A exposicdo de pacientes
com SIDA ou portadores de outras imunossupressdes a sulfa tem aumentado nos
altimos anos, uma vez que a combinacdo medicamentosa SMT-TMT é a primeira
opcao tanto para a profilaxia quanto para o tratamento da PCP. A sulfa age
interferindo na sintese do folato™. A baixa prevaléncia da mutagcdo DHPS observada
em nosso estudo parece indicar que, em nosso pais, houve uma menor pressao
seletiva da sulfa sobre o P. jirovecii, em comparagdo com o0s paises desenvolvidos,
onde a prevaléncia de mutacdes € mais alta. Por outro lado, o aumento da
prevaléncia de mutacdes no gene DHPS tem gerado um questionamento sobre um
aumento de resisténcia a sulfa *2. Um aumento de reacdes adversas a sulfa foi
observado em pacientes com a mutacdo DHPS?®, e este foi 0 motivo de mudanca de

tratamento para PCP no paciente com a mutacdo no nosso estudo.
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O paciente com mutacdo DHPS no nosso estudo nédo tinha diagndéstico prévio
de SIDA, ndo havia recebido profilaxia com SMT-TMT e provavelmente adquiriu o
Pneumocystis por via inalatéria, ap6s contato com um individuo colonizado ou
portador de PCP. Tanto estudos realizados com animais como em humanos
favorecem um modelo de transmissdo inalatéria do P. jirovecii. A exposi¢cdo de
animais “de teste” a animais colonizados por Pneumocystis causa colonizagdo nos
animais saudaveis ou doenca nos animais imunossuprimidos®*2*. Em outro estudo,
que avaliou a diversidade genética do P. jirovecii em 12 centros na Europa, foi
observado que em centros que utilizaram mascara facial nos casos diagnosticados
com PCP a percentagem de diferentes cepas de Pneumocystis caiu de 70% para 36
a 42% apos a intervencéo, reforcando o modelo de transmisséo inalatoria do fungo
%. Considerando as altas taxas de mutacdo DHPS em alguns paises e a via de
transmissao inalatéria, estudos avaliando o impacto de medidas que visem reduzir a
disseminacdo do Pneumocystis podem ser de grande utilidade para reduzir a

transmisséo da doenca.

A pneumonia por Pneumocystis jirovecii ainda é uma causa importante de
morbidade e mortalidade entre pacientes com SIDA. A PCP foi a segunda infeccao
mais frequente identificada em necropsias de pacientes com HIV no Brasil (27%) sé
sendo superada pela pneumonia bacteriana®. Dois pacientes com PCP e HIV na
nossa série de 18 casos morreram (11,1%), mortalidade comparavel a de 15%
descrita por Alvarez-Martinez et al. [2008]* (15%) e de 13,5% relatada por Walzer et
al. [2008]*°. A mortalidade por PCP em pacientes com HIV varia de 10 a 30% e pode
ser maior se o diagndstico é retardado e em pacientes sem terapia antirretroviral ou
que suspenderam a mesma>’. Nos pacientes imunossuprimidos n&o infectados pelo

HIV a mortalidade por PCP é ainda maior, atingindo até 50%%. Dos dezoito
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pacientes da nossa série apenas um estava recebendo profilaxia para PCP. Nenhum
dos dois pacientes que evoluiram a 6bito estava recebendo terapia antirretroviral ou
profilaxia para PCP e um deles apresentava dupla mutacédo DHPS.

Dados sobre a relacdo entre a presenca da mutacdo no gene DHPS e a
mortalidade associada a PCP ainda sédo escassos. Alguns estudos demonstraram
ndo haver relacdo entre a presenca da mutacéo e mortalidade*>**?3. Um estudo que
avaliou fatores prognosticos relacionados com a mortalidade em 207 pacientes com
HIV e PCP observou uma mortalidade geral de 15% e de 80% em pacientes que
necessitaram de internacdo na unidade de terapia intensiva e uso de ventilacao
mecanica. Nenhum dos pacientes que morreram tinham a mutacdo DHPS e o
principal fator relacionado com a mortalidade foi a presenca de insuficiéncia
respiratéria na admisséo hospitalar'>.

O nosso estudo tem limitagdes relacionadas com o tamanho amostral
reduzido. Por outro lado, ele tem um aspecto positivo por demostrar pela primeira
vez a presenca de mutacdo DHPS no Brasil num paciente sem exposicao prévia a
sulfa.

Em concluséo, os resultados de nosso estudo sugerem que as mutacdes
DHPS aumentaram no nosso meio, mas ainda permanecem baixa; entretanto, as
mesmas precisam ser continuamente monitoradas, uma vez a mutacdo pode estar
associada a resisténcia ao TMT-SMT. A mortalidade por PCP em pacientes com

SIDA foi significativa.
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Tabela 1. Caracteristicas dos 18 casos com SIDA e PCP

Caracteristicas

Média

Idade, anos, média = DP (minimo-maximo)
Sexo

Feminino, n° (%)

Masculino, n° (%)
Tabagistas, n° (%)
Cancer, n° (%)
Toxoplasmose prévia, n° (%)
Diagnostico de HIV, n° (%)

Prévio

Concomitante & PCP
Carga viral, copias/mL, mediana [I1Q25-75]
CD4, células/pL mediana [11Q25-75]
PaO,, mmHg, média + DP (minimo-maximo)
DHL, U/L, média + DP (minimo-méaximo)
Terapia antiretroviral, n° (%)
Profilaxia com SMT-TMT, n° (%)
PCP prévia, n° (%)
Tratamento da PCP com SMT-TMT, n° (%)
Mudanca do tratamento da PCP, n° (%)
Terapia adjuvante com corticosteroide, n° (%)

Obito por P. jirovecii pneumonia, n° (%)

41,3 £ 11,7 (20-71)

12 (66,7)
5 (33,3)
7(38.,9)
0(0)
0(0)

10 (56,6)

8 (44,4%)

332873 [37386 - 866921]
16 [5,5 - 57]

85,3 (34,6 - 150)
453,4 (188 - 1140)
5 (27,8)

1 (5,6)

0 (0)

18 (100)

1 (5,6)

13 (72,2)

2(11,1)

Os dados sao apresentados como nimero (%), média + DP ou mediana [Intervalo Interquartil 25-75].
Abreviaturas: SIDA: Sindrome da imunodeficiéncia adquirida; PCP: Pneumonia por Pneumocystis jirovecii; HIV:
Doenga pelo virus da imunodeficiéncia humana; PaO;: Presséo parcial arterial de oxigénio; DHL: desidrogenase

latica; SMT-TMT: Sulfametoxazol- trimetoprima.
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7. CONCLUSOES

Observamos mutacdo na amostra de apenas um paciente, nos cédons 55 e
57 do gene que codifica a enzima DHPS do Pneumocystis jirovecii entre os 16
espécimes clinicos testados para a mutacdo. O paciente ndo estava fazendo
profilaxia com SMX-TMP para PCP, sugerindo que a transmissao de humano para
humano foi a mais provavel fonte de aquisicdo do isolado mutante nesse caso. Os
demais casos apresentaram o chamado “padrdao selvagem” na tipagem do P.
jirovecii no locus da DHPS, ou seja, o padrao de aminoacidos treonina na posicao 55
e prolina na posi¢céo 57 da enzima perfil, que significa auséncia de mutacao.

Dois pacientes morreram (11,1%), sendo que um deles apresentava a

mutacdo DHPS do Pneumocystis jirovecii.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo confirma a existéncia de cepas mutantes no DHPS no
cédon 55 (alanina) e no cédon 57 (serina) demonstrando um aumento de
prevaléncia da mutacdo em relacdo a dados prévios da mesma instituicdo embora a
prevaléncia atual seja baixa. S840 necessarios estudos continuados para avaliar
medidas de prevencédo da disseminacéo de infeccéo, vigilancia e monitoramento dos
pacientes com SIDA e PCP para deteccdo de mutacdes.

N&o ha, entre os artigos cientificos revisados, nenhum dado sobre mutacéo
do DHPS do P. jirovecii no Brasil. O tema merece ser analisado no cenério brasileiro,
no qual ainda ha um namero elevado de internacdes por PCP associada a AIDS. Os
hospitais terciarios no Brasil ttm uma grande circulacdo do P. jirovecii nas suas
dependéncias. O estudo atual traz dados relevantes que estimulam novas pesquisas
sobre o desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana deste fungo em nosso pais,
mudanca de prevaléncia das mutacdes conhecidas ou mesmo surgimento de outras
mutacOes. Prevaléncias elevadas das mutacées na DHPS do P. jirovecii tém sido
identificadas em paises desenvolvidos. Adicionalmente, estudos para esclarecer os
mecanismos envolvidos na resisténcia ao farmaco sulfa e as implicacdes clinicas

destas sao bem-vindos.
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ANEXOS
Anexo |

Obtencdo das amostras e deteccéo do P. jirovecii

O LBA é coletado na rotina diagnéstica dos casos suspeitos de PCP no
HCPA. A andlise microscopica de laminas de LBA, coradas pelos métodos da prata
de Grocott e de Giemsa, é utilizada para confirmacg&o diagnéstica.

O LBA ¢ obtido pela instilacéo de aliquotas de soro fisioldégico nos segmentos
pulmonares, seguida pela aspiracado do material, totalizando 120 a 150 ml. (1).

A andlise do LBA tem proporcionado um acréscimo significativo no
diagnostico de doencas neoplasicas, infecciosas, e doencas difusas do parénquima
pulmonar (1).

A extracdo do DNA e a deteccdo do P. jirovecii foram realizadas no
Laboratorio Especial de Doencas Infecciosas, localizado no Centro de Pesquisa
Experimental do Hospital de Clinicas de Porto Alegre e direcionado ao estudo
molecular de doencas infecto-parasitarias.

- A extracdo do DNA do P. jirovecii foi realizada no Laboratério Especial de
Doencas Infecciosas, localizado no Centro de Pesquisa Experimental do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre utilizando o PureLink™ Genomic DNA Mini Kit, conforme o
seu protocolo, apenas foi adaptada-a temperatura 55°C e o tempo da proteinase K, a
fim de aumentar a eficiéncia da extracao.

- Deteccao do P. jirovecii: O gene de copia Unica da Diidropteroato sintetase
(DHPS) foi amplificado nas amostras positivas através de protocolo que utiliza os
primers DHPS3 (5° GCG CCT ACA CAT ATT ATG GCC ATT TTA AATC 3) e
DHPS4 (5° GGA ACT TTC AAC TTG GCA ACC AC 3’). O produto da reagéo foi
revelado por eletroforese em gel de agarose a 1,5% e a banda visualizada através

de luz ultravioleta (2).

Referéncias:
1- Moreira M. B, Steidle L. J. M, Fortes D. Y. et al. Rendimento diagndstico da
broncoscopia no HU/UFSC. Pulméo RJ 2010; 19(1-2): 13-20.

2- Wakefield AE, Pixley FJ, Banerji S, et al. Amplification of mitochondrial
ribosomal RNA sequences from Pneumocystis carinii DNA of rat and human
origin. Mol Biochem Parasitol 1990; 43: 69-76.
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Tabelas 1 e 2: Dados demograficos e clinicos
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Tabela 1. Dados demograficos e clinicos dos 16 casos com amplificacdo positiva a

Reacdo em Cadeia pela Polimerase / Diidropteroato sintetase (PCR/DHPS).

Caso | LBA? | Diagnéstico | Idade | Sexo | PaO2° | LDH? | ARV® | PCP" | Profilaxia | Tratamento | R/O°
HIV prévia | para para PCP
concomitante PCP
com PCP®

1 . .

2016 Sim 41 F | 921 | 286 | Nao | Nao N&o Sim R

2 . . . x Sim

2016 Nao 51 M - 549 Sim Nao Nao R

3 . .

2016 Sim 42 F | 103 | 730 | N&o | Nao N0 Sim R

4 . .

2016 Sim 38 | M | 673 | 302 | Nao | Nao N&o Sim o)

5 .

2016 Sim 36 | M | 144 | 613 | Nao | Nao N&o Sim o)

6 .

2016 N&o 37 | M | 875 | 213 | Sim | Nao Sim Sim R

7 .

2016 N&o 30 F 69,3 | 447 | Nao | Nao N&o Sim R

8 . .

2016 Sim 27 F | 788 | 1140 | Nao | Nao N&o Sim R

9 .

2016 N&o 42 | M | 109 | 236 | Nso | Nso N&o Sim R

10 Sim

2016 N&o 50 F | 728 | 415 | Nao | Nao N&o R

2016 Sim 56 F | 541 | 890 | Nao | Nao N&o Sim R

2017 Sim 36 | M | 759 | 293 | Nao | Nao N&o Sim R
13 . . ~ ~ Sim

2017 N&o 50 E | 150 | 217 | sim | Nao N&o R

14 - .

2017 Sim 71 F | 768 | 253 | Nao | Nao Nzo Sim R

15 . . ~ ~ Sim

2017 N&o 20 E | 796 | 655 | Sim | Nao N&o R

16 . ~ ~ x Sim

2017 Nao 46 F 76,7 224 Nao Nao Nao R

2 Ano do lavado broncoalveolar (LBA); ° Virus da imunodeficiéncia humana e

pneumonia por P. jirovecii (PCP); ¢ Pressdo parcial de oxigénio arterial (mmHg); d

Desidrogenase lactica sérica (U/L); © Uso de antiretrovirais; ' Pneumonia por P.

jirovecii; ¢ R: recuperado, O: 6bito; " diagnéstico do HIV no momento da PCP; '

sulfametoxazol-trimetoprim; ! uso de corticéide como terapia adjuvante; © substituicéo

do tratamento por efeito adverso.
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Tabela 2. Dados demograficos e clinicos dos 2 casos que ndo amplificaram para
Reacdo em Cadeia pela Polimerase / Diidropteroato sintetase (PCR/DHPS).

Caso | LBA? | Diagnostico | Idad | Sex | PaO2 | LDH | ARV | PCP' | Profilaxi | Tratament | R/O
HIV e 0 c d e prévi | a 0 9
concomitant a para para PCP
e com PCP" PCP

! 2016 Nzo 34 | F | 346 | 511 | Sim | Ndo | N&o Sim

2 2017 Nzo 36 | F | 79,7 | 188 | N&o | Ndo | Nao Sim

2 ano do lavado broncoalveolar; ° virus da imunodeficiéncia humana e pneumonia
por PCP; © pressdo parcial de oxigénio arterial (mmHg); ¢ desidrogenase lactica
sérica (U/L); © uso de antiretrovirais; " pneumonia por Pneumocystis; ¢ R: recuperado,
O: 6bito; " diagndstico do HIV no momento da PCP; ' sulfametoxazol-trimetoprima; ’
uso de corticéide como terapia adjuvante; ¥ substituicdo do tratamento por efeito

adverso.




