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“Estes casos parecem menos raros do que se
pode acreditar a primeira vista e creio que,
prestando-se atencdo, ha de se descobrir

mais casos entre nés.”

Adolpho Lutz, 1908

“As mudancas ambientais resultantes do
‘progresso’ da humanidade, como a
destruicdo de areas de florestas nativas e o
correspondente desequilibrio dos micronichos
de fungos, resultard na exposicdo de um
grande numero de individuos a esses
patdgenos considerados raros até entdo.”

Charlotte Campbell, 1971



RESUMO

A paracoccidioidomicose (PCM), causada pelo fungo dimdérfico
Paracoccidioides brasiliensis (Pb), € a micose sistémica mais prevalente na América
Latina, sendo encontrada principalmente no Brasil. Um dos principais problemas na
abordagem dos pacientes com PCM é determinar 0 momento correto da interrupcéo
de seu tratamento. O objetivo deste trabalho € investigar o perfil clinico e
imunoldgico de pacientes com PCM cronica, buscando estabelecer parametros para
seu controle de cura. Foram acompanhados ambulatorialmente 75 pacientes adultos
com PCM que procuraram o Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas
Gerais — UFMG, entre marco de 2001 e dezembro de 2006, em avaliagdes
semestrais. Os critérios para inatividade ou cura clinica foram: completa remisséo
dos sinais ou sintomas da PCM ativa e regressao ou estabilizacdo das alteracdes
observadas nos exames de imagem com intervalo de trés meses. Foram realizadas
dosagens de marcadores inflamatérios (anticorpos IgG anti-Pb, STNF-R1, STNF-R2,
CXCL9, CCL2, CCL3, CCL11 e CCL24) no soro por teste ELISA em 26 desses
pacientes, na primeira consulta e ap0s seis, 12 e 36 meses de tratamento. Para
comparacao, as dosagens dos mesmos marcadores foram feitas num grupo controle
constituido por 37 voluntarios sadios pareados com o0s pacientes por idade.
Inatividade clinica foi alcancada por 53 (71%) pacientes; em 27 (51%) casos, a cura
clinica foi observada nos primeiros seis meses. Regressdo logistica binaria
identificou “esquema terapéutico” e “acometimento de mucosas” como 0S mais
significativos preditores de mau progndéstico em PCM crbnica; tratamentos com
azolicos isoladamente ou combinados a sulfas associaram-se a menor percentual de
cura clinica. A dosagem dos niveis séricos de anticorpos IgG anti-Pb e de sSTNF-R2

apresentou maiores valores de sensibilidade e especificidade, nos respectivos



pontos de corte, definidos pelo método da curva ROC, para discriminar os controles
sadios dos pacientes com PCM crénica. O nivel de sTNF-R1, entretanto, parece um
marcador mais fidedigno de atividade da doenca do que sTNF-R2. Os pacientes com
PCM cronica (tipo adulto) ndo tratados apresentaram ativacdo preferencial de
resposta imunoldgica tipo Thl, porém, ao longo do tratamento, verifica-se mudanca
do padréo de resposta para Th2, o que pode estar associado a imunorregulacéo. Ao
final dos 36 meses de acompanhamento, os niveis de IgG anti-Pb, STNF-R1, CCL2 e
CCL24 estavam significativamente elevados no grupo de pacientes em relacao ao
grupo controle. A analise conjunta do estado clinico dos pacientes com 0s niveis
séricos de marcadores inespecificos, sobretudo sTNF-R1 e sTNF-R2, e com os
anticorpos especificos anti-Pb poderia aumentar significativamente a acuracia da
determinacdo do momento adequado para se interromper a terapia antifingica dos
pacientes com PCM. Outros estudos sdo necessarios para confirmar se algum
desses marcadores inflamatorios podera ser usado como um parametro que reflete
de modo confiavel a atividade da doenca nos pacientes com PCM e, talvez,
contribuir para diminuir suas recidivas.

Palavras-chave: paracoccidioidomicose; controle de cura; marcadores

inflamatorios; quimiocinas.



SUMMARY

Paracoccidioidomycosis (PCM), caused by dimorphic fungus Paracoccidioides
brasiliensis (Pb), is the most common systemic mycosis in Latin America. A major
problem in managing PCM is to determine the right time to discontinue therapy. The
aim of the present work was to investigate the clinical and immunological profile of
patients with adult type of PCM, in order to find out parameters that better correlate
with disease activity. A cohort of 75 adult patients admitted to the Infectious Diseases
Ambulatory of the General Hospital of the Federal University of Minas Gerais, Brazil,
from March 2001 to December 2006, was evaluated at each six months. Clinical
remission was defined as the absence of PCM symptoms and scarring of all lesions,
associated to normalization or stabilization of laboratorial and radiological changes.
Serum levels of inflammation markers (anti-Pb IgG antibodies, sTNF-R1, STNF-R2,
CXCL9, CCL2, CCL3, CCL11 and CCL24) were measured by ELISA assays in 26
patients from the group, at baseline and after 6, 12 and 36 months of treatment. For
comparison, 37 age-matched healthy volunteers were recruited. Clinical remission
was achieved by 53 (71%) patients; in 27 (51%) cases, it was noticed during the first
six months of therapy. Binary logistic regression identified “therapeutic regimen” and
“presence of mucosal lesions” as the most significant predictors of bad outcome in
adult type PCM; treatments with azole drugs alone or combined with sulfonamides
were associated with a lower percentual of clinical remission. Determination of serum
levels of anti-Pb IgG antibodies and STNF-R2 presented higher sensitivity and
specificity, in comparison to other markers, at their respective cut-off values, defined

by ROC curve method, to discriminate healthy controls from adult type PCM patients.



Levels of sSTNF-R1, however, seem to be a better marker of disease activity in
comparison to STNF-R2. Untreated adult type PCM patients present a preferential
induction of Thl immune response; however, during the treatment, a shift to Th2
response occurs, and this may be related to immune regulation. After 36 months of
follow-up, concentration of anti-Pb 1gG, sTNF-R1, CCL2 and CCL24 were
significantly higher in PCM patients in comparison to controls. Simultaneous analysis
of serum levels of non-specific inflammation markers, mainly sTNF-R1 and sTNF-R2,
and specific anti-Pb antibodies in addition to clinical signs may improve the accuracy
to determine the right time to discontinue antifungal therapy in PCM patients. Further
studies are necessary to confirm if any of these inflammation markers may be used
as a reliable parameter to assess disease activity in PCM patients and maybe help to
reduce disease relapses.

Key words: paracoccidioidomycosis; cure control; inflammatory markers;

chemokines.
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1 INTRODUCAO

A paracoccidioidomicose (PCM) € a micose sistémica mais prevalente na
América Latina e a maioria dos casos da doenga ocorre no Brasil (Restrepo et al.,
2001). Afeta principalmente adultos masculinos em areas rurais e é a oitava causa
mais comum de morte entre as doencas infecto-parasitarias cronicas recorrentes no
Brasil, superando inclusive a leishmaniose, com taxa de mortalidade de 1,45 por
milh&o de habitantes (Coutinho et al., 2002).

A PCM é causada pelo fungo termo-dimérfico Paracoccidioides brasiliensis,
conhecido apenas em sua forma assexuada até o presente (Goldani et al., 1995;
Restrepo, 1985; Restrepo et al., 2001). Seu habitat natural € presumivelmente o
solo, onde ele é encontrado como micélio, que € a sua forma infectante. A infeccéo é
habitualmente deflagrada pela inalacdo de propagulos fungicos, os quais alcangam o
epitélio alveolar pulmonar, onde se diferenciam na forma leveduriforme, sua forma
parasitaria (Borges-Walmsley et al., 2002). O fungo pode ser eliminado por células
do hospedeiro imunologicamente competente ou, caso contrario, dissemina-se a
outros Orgaos e tecidos por via linfatica ou hematogénica, caracterizando a PCM-
doenca. Pode ainda permanecer viavel, formando um foco quiescente, o qual pode
ser ativado posteriormente, originando sinais e sintomas tardios da PCM ou quadros
de recidiva (Benard et al., 2001; Franco, 1987; Franco et al., 1993; Mamoni & Blotta,
2006).

O fungo P. brasiliensis é capaz de se instalar em qualquer 6rgao ou tecido do
corpo humano, sendo os mais acometidos: pulmdes, linfonodos, tegumento e

glandulas adrenais; em menor proporc¢éo, baco, figado, intestinos, pancreas, 0ssos,
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Orgaos genitais, sistema nervoso e rins, entre outros, podem ser afetados (Borges-
Walmsley et al., 2002; Franco et al., 1987; Marques, 2003; Shikanai-Yasuda et al.,
2006).

As formas clinicas de PCM s&o multiplas e dinamicas, o que dificulta sua
classificacdo (Padilha-Gongalves, 1996). Desde o0 consenso estabelecido em
Medellin, na Coldmbia, em 1986, é classificada como: PCM-infeccdo; PCM-doenca,
que pode ser aguda ou subaguda (tipo juvenil), ou crbnica (tipo adulto); e formas
residuais ou sequelas (Franco et al., 1987; Montenegro, 1986).

Esta bem estabelecido que a forma clinica da doenca depende basicamente
da resposta imunologica do paciente. Pacientes com PCM grave comumente
apresentam resposta imunoldgica adaptativa deficiente em seu ramo celular, haja
vista que a principal defesa do hospedeiro contra o fungo € representada pela
resposta mediada por células, em detrimento da resposta humoral (Mamoni et al.,
2002; Mamoni & Blotta, 2005; Nogueira et al., 2006a).

A determinagcdo do momento adequado para interromper o tratamento
representa uma preocupacgao importante na abordagem do paciente com PCM. Os
critérios atuais para definicdo de cura séo clinicos, radiolégicos e sorolégicos. O
paciente deve apresentar: completa remissdo da sintomatologia e cicatrizacado das
lesbes; estabilizacdo de alteracbes a radiografia de térax, ultra-sonografia
abdominal, tomografia computadorizada e/ou ressonancia magnética; e titulos
negativos ou baixos (inferiores a 1:2) dos exames soroldgicos anti-P. brasiliensis
(Shikanai-Yasuda et al., 2006). Os exames sorologicos, entretanto, ndo estao
disponiveis na rotina da maioria dos servigos de saude publicos. Além do mais, ndo

existe na prética clinica nenhum parametro que seja realmente confiavel para
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determinar a atividade da PCM, nem que permita prever ou prevenir as suas
recidivas, que sao muito comuns.

Foi demonstrado que, em diversas doencas infecciosas, inflamatorias e auto-
imunes, a concentracao sérica de receptores soluveis do Fator de Necrose Tumoral
(STNF-R) possui correlagcdo mais proxima com a atividade dessas doencas do que
outros parametros considerados seus marcadores especificos (Aderka, 1996;
Corvino et al., 2007; Girardin et al., 1992).

As quimiocinas representam uma grande familia de citocinas de baixo peso
molecular com propriedade quimiotatica seletiva. Elas participam do recrutamento de
leucdcitos para locais de inflamacdo em diversas condi¢cdes (Charo & Ransohoff,
2006; Colobran et al., 2007a; Ono et al., 2003). Os seus niveis também estéo
associados com a atividade de diversas doencas inflamatorias e infecciosas
(Alessandri et al., 2006; Moreira et al., 2006; Souza et al., 2005; Souza-Pereira et al.,
2006).

Este estudo justifica-se pela necessidade de parametros clinicos, laboratoriais
e imunologicos confiaveis para a definicdo de cura dos pacientes com PCM. Tem
como objetivo avaliar se a dosagem de sTNF-R e de quimiocinas poderia auxiliar na
determinacdo do momento adequado para a suspensdo da terapia antifingica em
pacientes com PCM e, assim, talvez contribuir para a diminuicdo das taxas de
recidiva da doenga, ao indicar precocemente o retorno da sua atividade e a
necessidade de reintroducao da terapéutica. Esses constituem os maiores desafios

clinicos da abordagem da PCM.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Historico

A paracoccidioidomicose (PCM), também conhecida como blastomicose
brasileira, blastomicose sul-americana, granuloma paracoccidioidico, moléstia de
Lutz-Splendore-Almeida, granulomatose paracoccidididica ou granulomatose
blastomicoide tropical, foi primeiramente descrita por Adolpho Lutz (Lutz, 1908), cujo
interesse foi despertado a partir do encontro de microrganismo desconhecido em
lesbes orais vegetantes. Alphonso Splendore, apds estudo mais aprofundado da
morfologia do fungo, propds em 1912 a denominacao Zymonema brasiliense para o
patdgeno. Os seus trabalhos impulsionaram o estudo clinico e micolégico da PCM
(Splendore, 1912). Floriano Paulo de Almeida, em 1930, sugeriu a denominac¢ao
Paracoccidioides brasiliensis ao agente da PCM, criando um novo género para o
microrganismo (Almeida, 1930, 1946).

A partir de 1930, verifica-se amplo desenvolvimento de pesquisas sobre a
doenca e seu agente etioldgico, principalmente com o0s avancos na é&rea da
imunologia, da terapéutica e da epidemiologia e com o0 surgimento de novas
tecnologias, tais como a microscopia eletronica e técnicas de citoquimica (Lacaz et

al., 1963; Lauand, 1966; Minguetti et al., 1983a,b).
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2.2 Agente etiologico

O agente etioldgico da PCM é o fungo dimaérfico Paracoccidioides brasiliensis
(Splendore, 1912) Almeida, 1930. Ele foi isolado pela primeira vez por Lutz, em
1908, e sua forma sexuada ainda é desconhecida. Desde sua descricdo, em 1930,
P. brasiliensis era considerada uma espécie clonal, com reproducdo assexuada
exclusiva. Entretanto, ha evidéncias que indicam a presenca de recombinacdes,
levando ao surgimento de espécies cripticas (Carvalho et al., 2005; Hebeler-Barbosa
et al., 2003; Matute et al., 2006).

Um complexo de espécies cripticas (do grego, krypté, e do latim, crypta:
oculto, escondido) € um grupo de espécies que preenchem o critério biolégico de
“espécie”, ou seja, sdo reprodutivamente isoladas uma da outra, embora sejam
morfologicamente idénticas; elas possuem discretas diferencas genéticas e podem
ser separadas apenas por meio de estudos nao-morfoldgicos, tais como analise de
sequéncia de DNA e outras técnicas de Biologia Molecular. Determinar se duas
populacfes indistinguiveis constituem espécies cripticas, irmas ou verdadeiras é
somente o primeiro passo para o estudo da especiagédo (Cryptic, 2008; McKenna,
2007; RPM, 2005).

Matute e colaboradores (2006) comprovaram a existéncia de pelo menos trés
espécies cripticas de P. brasiliensis: S1 (species 1), com 38 isolados oriundos do
Brasil, Argentina, Paraguai, Peru ou Venezuela; PS2 (phylogenetic species 2), com
cinco isolados do Brasil e um da Venezuela; e PS3 (phylogenetic species 3), com 21
isolados da Colémbia. A divergéncia genética média entre S1 e PS2 foi mais de trés

vezes superior ao observado entre os isolados dentro de cada um dos grupos; entre
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S1 e PS3, essa diferenca foi de 1,5 vez. Ha evidéncia de possivel reproducéo
sexuada em S1; em PS2 e em PS3, entretanto, tal aspecto ndo pode ser excluido.
Nos isolados do Brasil (S1 e PS2), foram relatadas variacdes no potencial de
viruléncia e na expressao génica. Demonstrou-se também que essas duas espécies
cripticas sdo capazes de produzir PCM em humanos e em tatus (Carvalho et al.,

2005; Hebeler-Barbosa et al., 2003).

2.2.1 Taxonomia

O microrganismo P. brasiliensis atualmente pertence as seguintes categorias
taxondmicas: Superreino Eukaryota; Reino Fungi; Subreino Dikarya; Filo
Ascomycota; Subfilo Pezizomycotina; Classe Eurotiomycetes; Subclasse
Eurotiomycetidae; Ordem Onygenales; Familia Ajellomycetaceae; Género
Paracoccidioides; Espécie Paracoccidioides brasiliensis (US National Institutes of

Health).

2.2.2 Morfologia

As colbnias de P. brasiliensis podem apresentar aspectos morfolégicos

distintos, dependendo do meio de cultivo e, principalmente, da temperatura de
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incubacédo. Esse fenbmeno, denominado dimorfismo, é reversivel (Borges-Walmsley
et al., 2002; Brummer et al., 1993; San-Blas, 1993a,b).

A temperatura ambiente, o fungo apresenta-se na forma micelial (forma M).
Suas col6nias sao inicialmente lisas e, mais tarde, sdo cobertas por miceélio aéreo de
cor branca a bronze, sendo comparadas por Lutz (1908) a “pélos de ratinhos
brancos”. Ao exame microscopico, sdo encontrados filamentos micelianos finos,
septados, com esporos terminais ou intercalares. Nessa condicdo, ndo possuem
estruturas tipicas da espécie (Brummer et al., 1993; Garcia et al., 1993; Marques,
1998).

A temperatura de 37 °C, P. brasiliensis assume forma de levedura (forma L ou
Y — do inglés yeast). Nessas condi¢cdes, as colbnias sdo ceéreas, rugosas ou
cerebriformes, de cor creme a bronze. Ao exame microscopico, o padrdo mais
comumente observado é representado por células leveduriformes relativamente
grandes (podendo atingir 5 a 25 pum no seu maior diametro), com parede espessa
birrefringente e gemulacdo randdémica (a qual pode ser simples, mdultipla ou
ausente). Podem ser verificadas também outras formas, descritas como: pequenas
(com diametro médio de 5 um); filamentares, semelhantes a tubos germinativos;

caliciformes; em haltere; células com septacdes, entre outras (Brummer et al., 1993;

Garcia et al., 1993; Marques, 1998).
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2.2.3 Ecologia

A localizacéo precisa do nicho ambiental de P. brasiliensis permanece incerta.
Mackinnon e colaboradores (1953) verificaram que a maioria dos casos de PCM
ocorria em individuos que mantinham contato com florestas em suas atividades
laborativas, principalmente ao longo de rios. Outros trabalhos comprovaram tais
observacdes, acrescentando algumas caracteristicas ecoldgicas das areas de maior
prevaléncia da doenca, tais como: altos indices pluviométricos, invernos curtos,
verdes chuvosos e temperaturas anuais amenas, em torno de 17 °C a 24 °C (Bagagli
et al., 2003; Bopp & Bernardi, 1967; Borelli, 1961; Calle et al., 2001; Chirife & Del
Rio, 1965). A presenca de arvores nao-nativas, dos géneros Pinus e Eucalyptus,
também se mostrou positivamente associada ao fungo (Bagagli et al., 1998).

O fungo foi isolado esporadicamente a partir de cultivo do solo de areas
endémicas de PCM (Albornoz, 1971; Negroni, 1966; Silva-Vergara et al., 1998;
Shome & Batista, 1963). Estudo recente (Tercarioli et al., 2007) demonstrou que P.
brasiliensis é capaz de se desenvolver tanto em solos argilosos quanto em
arenosos, desde que a taxa de umidade seja elevada. A maior incidéncia da doenca
em areas de solo argiloso pode ser devida a sua maior adequacéo para atividades
agricolas.

O crescimento do fungo é prejudicado ou inibido pela alta concentracdo de
aluminio trocavel (exchangeable aluminum), que também é toxico para as plantas. O
maior nivel de aluminio trocavel é encontrado, em geral, em solos mais acidos. A
acidez do solo é representada basicamente por dois componentes, que se
encontram em equilibrio: a fase solida, que é constituida pelas argilas, pela matéria

organica e pelos oxidos de ferro e aluminio; e a fase liquida, que é a solugcéo do
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solo. Os ions hidrogénio (H") dissociados na fase liquida do solo sdo denominados
“acidez ativa”, que é estimada pelo pH. Os demais fons H* e os fons aluminio (AI*3),
ligados a fase sélida, sdo denominados “acidez potencial”’. Apenas parte dos ions
aluminio (Al*®) é deslocada por outros cations, sendo, por isso, denominada de
aluminio trocavel ou “acidez trocavel” (Pitta et al., 2007).

Na é&rea investigada no referido trabalho (Tercarioli et al., 2007), no municipio
de Botucatu-SP e adjacéncias, em apenas um, de nove locais de coleta, o fungo néo
foi isolado, exatamente no local onde os niveis de aluminio trocavel eram muito
elevados. As amostras de espécimes clinicos de tatus que viviam nessa mesma
area também foram negativas para a pesquisa de P. brasiliensis. Nos outros oito
locais de coleta, estudos de Biologia Molecular evidenciaram a presenca do fungo
no solo oriundo do interior das tocas dos tatus, mas ndo da sua superficie. Tal
resultado pode decorrer da menor variacdo de umidade, temperatura, iluminacao e
de outros fatores abitticos do solo do interior das tocas em compara¢cdo com o
material coletado da sua superficie exterior (Tercarioli et al., 2007).

Na Colombia, sdo observadas taxas significativamente mais elevadas de
PCM-infeccdo em individuos que relatam contato com tatus. Esses animais podem
ser considerados sentinelas do nicho ambiental do fungo (Cadavid & Restrepo,
1993; Restrepo et al., 2001).

Vérias descobertas importantes sobre a reservarea do fungo, ou nicho
ambiental, extra-humano, conforme definicdo de Grossi (1970), tém sido trazidas
pelos estudos em &reas com casos de PCM em criangas, visto que elas apresentam
baixo indice migratorio. Cadavid e Restrepo (1993) demonstraram associacao
estatisticamente significativa de altas taxas de PCM-infeccdo com a presenca de

cursos fluviais, contato com tatus e suas tocas e trabalho em hortas.
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Na Amazobnia, onde se acreditava que a PCM era rara, foram demonstrados
casos em criancas que viviam desde seu nascimento em areas de fronteira agricola,
com desmatamento gradual da floresta nativa (Fonseca et al., 1999).

O mero contato com tais areas de floresta, no entanto, ndo parece
determinante para a infeccdo por P. brasiliensis. Em populac¢des indigenas que
baseiam suas atividades no extrativismo, ndo ha relatos de casos de PCM e a
reatividade a paracoccidioidina varia de 6,4% a 14,9%. Entre indios que praticam a
agricultura, porém, a doenca ja foi diagnosticada e a intradermorreacdo com
paracoccidioidina é positiva em mais de 40% dos individuos (Coimbra Jr et al.,
1994). Na Argentina, em area de construcdo de uma usina hidrelétrica as margens
do rio Parana, onde nao havia relato prévio da infeccdo, a positividade a
paracoccidioidina foi detectada em 11,4% dos individuos (Mangiaterra et al., 1999).
Isso sugere que as mudancas ambientais provocadas pelo homem, sobretudo
quando envolvem o ato de revolver ou escavar 0 solo, sdo importantes para a
formacgéo de aerossois infectivos.

O fungo P. brasiliensis ja foi isolado do trato intestinal de morcegos — Artibeus
lituratus (Grose & Tamsitt, 1965), do figado e colon de um sagti — Saimiri sciureus
(Johnson & Lang, 1977), das fezes de um pinglim — Pygoscelis adeliae (Garcia et
al., 1993) e do figado, baco, pulmdes e linfonodos mesentéricos de tatus-galinha —
Dasypus novemcinctus (Bagagli et al, 1998; Bagagli et al, 2003; Naiff et al., 1986;
Vergara & Martinez, 1999).

Os tatus-galinha ndo séo apenas reservatorios de P. brasiliensis; eles também
podem ser acometidos por PCM, com desenvolvimento de granulomas ricos em
células leveduriformes comprovados por exame anatomo-patolégico dos Orgaos

supramencionados (Bagagli et al, 1998; Vergara & Martinez, 1999). No tatu-do-rabo-
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de-porco — Cabassous centralis, o fungo foi recentemente isolado por técnicas de
Biologia Molecular (Corredor et al.,, 2005). Em outras espécies de tatus, porém,
como D. kapplari, D. septemcinctus e Euphractus sexcinctus, que compartilham os
mesmos habitos dentro das reservareas de P. brasiliensis, ndo foi demonstrada
positividade em tentativas de isolamento do fungo (Restrepo et al., 2001).

A positividade sorologica em cdes de ambiente rural, suburbano e urbano foi
de 89,5%, 48,8% e 14,8%, respectivamente. A reatividade a paracoccidioidina foi de
38,1% e 13,1% nos caes procedentes de regides rurais e suburbanas,
respectivamente. Entretanto, o fungo P. brasiliensis ndo foi isolado em cultivo de
nenhum desses animais nem foi encontrado em exame anatomo-patoldgico de seus
orgdos a necroépsia (Ono et al., 2001). Resultados similares j4 haviam sido descritos
desde a década de 1970 (Costa & Fava-Netto, 1978; Mds & Fava-Netto, 1974).
Recentemente, porém, descobriu-se que a PCM pode ocorrer nos caes, provocando
linfadenomegalia cervical com infiltrado inflamatério granulomatoso rico em

leveduras (Ricci et al., 2004).

2.2.4 Interagao parasita-hospedeiro e fatores de vi  ruléncia do fungo

E conhecido que os estrégenos diminuem ou retardam a transformac&o de P.
brasiliensis na forma M para a forma Y, através da interacdo com alguns de seus
receptores. Existe uma proteina de ligacéo a estrégeno (Estrogen Binding Protein —
EBP) no citoplasma do fungo, com atividade ndo esclarecida para 0 mesmo e que

possui maior afinidade pelo estradiol (em relacdo aos demais estrégenos). E



35

possivel que essa proteina proteja as mulheres ou as torne mais resistentes ao
desenvolvimento da PCM-doenca a partir da PCM-infecgéo (Franco, 1987; Franco et
al., 1987; Franco et al., 1993; Restrepo et al., 1984).

A glicoproteina de peso molecular 43 kDa (gp43), também denominada
antigeno E; de Yarzabal, é uma proteina que age como receptor de laminina, sendo
provavelmente responsavel pela adesédo de leveduras de P. brasiliensis as células
do hospedeiro. Popi et al. (2002) demonstraram que a gp43 inibe a capacidade de
fagocitose de macréfagos de camundongos, bem como sua atividade fungicida.
Esse € 0 mais importante antigeno exocelular do fungo em sua fase leveduriforme e
talvez seja o seu principal fator de viruléncia (Borges-Walmsley et al., 2002;
Camargo & Franco, 2000; Hogan et al.,, 1996; Mendes-Giannini et al., 2000;
Travassos et al., 1995).

E sugerido por observacdes indiretas que o polissacarideo a-1,3-glucana,
encontrado externamente na parede celular de leveduras de P. brasiliensis,
represente outro fator de viruléncia. Em modelos animais, demonstrou-se que o
cultivo por tempo prolongado de isolados virulentos do fungo leva, inevitavelmente, a
reducdo da concentracdo de a-1,3-glucana na parede das células, diminuicdo da
espessura da parede celular mensurada por microscopia eletrénica e perda da sua
viruléncia em modelos animais. Essas modificacfes sdo revertidas tanto pela sua
inoculacdo sucessiva em animais quanto pelo seu crescimento in vitro em meios
suplementados com soro fetal bovino. Acredita-se que essa molécula possa proteger
o fungo contra o ataque de leucdcitos do hospedeiro, formando um involucro, ja que
os fagdcitos ndo possuem a—glucanases. Por outro lado, o polissacarideo (3-glucana,

cuja concentracao na parede celular de P. brasiliensis é inversamente proporcional a

de a-1,3-glucana, € um potente indutor de resposta inflamatéria e, portanto, sua
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presenca em maior propor¢cao torna mais facil o reconhecimento do fungo pelo
sistema imunologico do organismo parasitado e 0 consequiente estabelecimento de
resposta inflamatéria contra o parasita, visando a sua eliminacdo (Borges-Walmsley
et al., 2002; Hogan et al., 1996).

Foi descrita também uma serina-tiol proteinase exo-celular de P. brasiliensis
em fase leveduriforme que cliva, in vitro, proteinas humanas associadas com a
membrana basal em pH neutro, a saber, laminina, fibronectina, colageno tipo IV e
proteoglicanos. A gp43 per se poderia mediar a ligagdo a laminina, agindo
sinergicamente com a enzima degradadora da membrana basal, que parece ser
potencialmente relevante na disseminacdo do fungo pelos tecidos do hospedeiro
(San-Blas et al., 2000).

Estudos recentes demonstraram que as células de P. brasiliensis produzem
melanina na presenca de L-DOPA (Gomez et al., 2001; Silva et al.,, 2006). A
melanina é sabidamente um fator de viruléncia encontrado em diversos patégenos
de plantas e animais (Borges-Walmsley et al., 2002; Gomez & Nosanchuk, 2003). A
taxa de fagocitose das células de P. brasiliensis, quando melanizadas, é
significativamente reduzida, independente da origem do macrofago. A normalizacao
da fagocitose é estabelecida ap6s a adigdo de anticorpos especificos anti-melanina
ao meio onde se encontra o fungo. As células fungicas melanizadas sdo também
menos susceptiveis a fagocitose mediada por complemento e aos efeitos fungicidas
e fungistéticos de produtos derivados de oxigénio e nitrogénio, em comparagcdo as
células fungicas nao-melanizadas. Além disso, verificou-se maior resisténcia
daquelas células a antifungicos potentes, como Anfotericina B e azdlicos (Silva et al.,

2006).
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2.3 Epidemiologia

A PCM foi descrita em 14 paises, do México (latitude 23° N) a Argentina

(latitude 34° S); ndo ha relato de casos no Chile, Nicaragua e Guiana.

2.3.1 Incidéncia, prevaléncia e mortalidade

A PCM é a micose sistémica de maior prevaléncia na Ameérica Latina, sendo a
maioria dos casos verificada no Brasil, Coldmbia e Venezuela. O Brasil concentra
cerca de 80% dos casos. Ha regides com alta prevaléncia da doenca situadas ao
lado de outras com prevaléncia muito baixa. A estimativa da sua incidéncia em areas
endémicas da América Latina situa-se em um a trés casos por 100.000 habitantes.
(Brummer et al., 1993; Restrepo et al., 2001; Restrepo, 1985).

Estima-se, a partir de estudos de reatividade a paracoccidioidina e de técnicas
de Biologia Molecular, que pelo menos 11% da populacdo da area endémica tenham
contato com o fungo. Em algumas areas do Brasil, a PCM-infeccdo ocorre em até
43,8% da populacdo (Brummer et al.,, 1993; Coimbra Jr et al., 1994; Maluf et al.,
2003; Martinez et al., 2002; Restrepo et al., 2001).

A doenca é endémica em todo o Brasil. Entretanto, a auséncia de notificagéo
compulsoria representa um dos fatores que torna dificil estabelecer com preciséo a
sua prevaléncia e a sua incidéncia nos diferentes estados brasileiros. Outro fator

importante € o longo periodo de incubacdo da PCM, o que possibilita que a
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localidade onde é feito o diagndstico nem sempre corresponda aquela onde a
infeccéo foi adquirida.

De 1980 a 1995, foram registrados 3181 6bitos por PCM no Brasil, 0 que
representa média anual de 198,81 mortes e uma taxa de mortalidade de 1,45/milhdo
de habitantes. Essa taxa de mortalidade € a maior entre as micoses sistémicas e € a
oitava entre as doencas infecto-parasitarias cronicas recorrentes, superando
inclusive a leishmaniose. Isso demonstra que a doenc¢a possui grande magnitude e
pequena visibilidade (Coutinho et al., 2002). A sua taxa de letalidade varia de 2% a
23%; pode atingir 30% quando associada a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(Coutinho et al., 2002; Marques, 1998; Marques et al., 1998; Paniago et al., 2003).
Entre as regides brasileiras, as maiores taxas de mortalidade por milhdo de
habitantes séo verificadas no Sul (2,59) e Centro-Oeste (2,35), seguidos, em ordem
decrescente, por Sudeste (1,81), Norte (1,06) e Nordeste (0,20). Essas taxas mais
elevadas sédo observadas nos estados de: Mato Grosso do Sul (4,39), Rondobnia
(3,65), Parana (3,52) e Mato Grosso (3,22). O estado de Minas Gerais aparece em
décimo primeiro lugar, com taxa de mortalidade de 1,66/milhdo de habitantes, pouco
acima da média nacional (Coutinho et al., 2002). Estudo realizado no Parana, sobre
registros das regibes Sul e Sudeste, de 1980 a 1998, apresenta resultados

semelhantes (Bittencourt et al.,2005).
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2.3.2 Dados so6cio-demograficos

A PCM-doenca é mais comum em individuos com 30 a 50 anos de idade. De
acordo com a casuistica estudada, de 3% a 10% dos pacientes com a doenca tém
menos de 15 anos de idade (Blotta et al., 1999; Brummer et al., 1993; Marques et al.,
1998; Nogueira et al., 2006a; Shikanai-Yasuda et al., 2006).

A PCM-doenca é mais freqiente no sexo masculino, com propor¢ao que varia
de 5,4 a 10,0 homens para cada mulher acometida (Blotta et al., 1999; Marques et
al., 1998; Paniago et al., 2003). Em casuisticas de casos de PCM com acometimento
exclusivo de mucosa, essa proporcdo parece mais alta, variando de 19,3 a 30,0:1
(Bicalho et al., 2001; Godoy & Reichart, 2003; Verli et al., 2005). Em inquéritos soro-
epidemioldgicos com paracoccidioidina, porém, ndo ha diferenca entre os sexos nas
taxas de PCM-infeccdo. Isso sugere que a progressdo da infeccdo subclinica para
doenga seja muito mais comum nos homens. Além do mais, ndo ha diferenca
significativa na propor¢cédo de géneros entre as criangas com PCM. Apos os 50 anos
de idade, tende a ocorrer aumento relativo na razdo de mulheres acometidas. Esses
dados sugerem uma influéncia hormonal no desenvolvimento da doenca,
provavelmente associada a proteina de ligacdo a estrogeno (EBP) presente no
citoplasma de P. brasiliensis, conforme previamente descrito (Brummer et al., 1993;
Camargo & Franco, 2000; Franco, 1987; Franco et al., 1987,1993; Restrepo et al.,
1984).

As atividades que envolvem o manejo do solo estdo relacionadas a aquisicdo
da infeccdo e incluem: préaticas agricolas, terraplenagem, jardinagem, transporte de

produtos vegetais, entre outras. Os trabalhadores rurais sdo os mais comumente
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acometidos, porém ha relatos de casos em pessoas que nunca sairam de areas
urbanas (Brummer et al., 1993; Shikanai-Yasuda et al., 2006).

A proporcao de trabalhadores rurais nas diversas populacfes de pacientes
estudados varia de 44,3% a 76,2%; as atividades ligadas a construcéo civil também
sdo comumente reportadas, em 5% a 20% dos casos (Bicalho et al., 2001; Blotta et
al., 1999; Godoy & Reichart, 2003; Marques et al., 1998; Paniago et al., 2003; Verli
et al., 2005).

A influéncia da etnia na PCM é dificil de estabelecer, dada a grande
miscigenacdo presente nas areas de endemicidade dessa doenca. Individuos
leucodermas parecem ser acometidos com maior frequéncia do que os demais
(Brummer et al., 1993). Estudos de antigenos de histocompatibilidade indicam que o
HLA-B40 ¢é significativamente mais freqliente nos pacientes brasileiros em
comparacao com controles sadios. Os portadores do HLA-B40 tém risco 4,3 a 29,2
vezes maior de desenvolver a doenca (Goldani et al., 1991; Lacerda et al., 1988). A
frequéncia de HLA-A2, B7 e B21 também se mostrou aumentada nos pacientes e 0s
haplotipos B40/Cwl e A2/B40 apresentaram correlacdo positiva com a doenca.
Nenhum antigeno testado apresentou efeito protetor contra PCM (Goldani et al.,
1991). Na Coldémbia, demonstrou-se risco 5,5 vezes maior de adoecer entre 0s
portadores de HLA-A9 e B13 (Restrepo et al., 1983). A analise desses dados sugere

uma susceptibilidade genética a PCM.
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2.4 Modo de infeccao

Em quase todos os casos, o fungo P. brasiliensis invade o organismo humano
pelas vias aéreas, provocando, habitualmente lesdes priméarias situadas na
orofaringe e/ou laringe. As manifestacées pulmonares podem decorrer diretamente
da inalacdo de células fungicas ou ser consequéncia de disseminacao linfatica ou
hematogénica, a partir das lesfes primarias (Borges-Walmsley et al., 2002; Franco
et al., 1987).

Raramente, podem ser verificadas lesdes tegumentares primarias. Em 1975,
Castro e colaboradores descreveram o0 caso de um bidlogo que inoculou
acidentamente material de linfonodo de um paciente com PCM no dorso de sua
mao. A cura completa foi obtida apds a exérese da lesdo e o uso de Sulfametoxazol
por 45 dias. Outros trés casos de PCM cutanea primaria foram descritos pelos
mesmos autores, também com boa evolucdo e auséncia de recidiva em seguimento
de nove anos apds sulfamidoterapia (Proenca et al.,, 1981). Gimenez (1994)
descreveu dois casos de PCM com leséo perianal isolada em individuos que tinham
0 habito de realizar higiene local com folhas. Ha relato de um paciente cuja leséo,
localizada na regido cervical, foi precedida por um corte acidental na barbearia por
lamina presumivelmente contaminada (Garcia-Bustinduy et al., 2000). Nao foi
demonstrado em nenhum desses casos acometimento de outro érgdo, além da pele,

por P. brasiliensis.
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2.5 Imunologia da PCM

Estudos pioneiros sobre a imunologia da PCM, realizados no final da década
de 1980 e inicio da seguinte, ja haviam evidenciado que a resisténcia a infeccdo por
P. brasiliensis esta associada a ativacao efetiva de fagocitos, enquanto a ativacao
policlonal de linfécitos B, com consequente elevacdo dos niveis de anticorpos
especificos, resulta em disseminacdo do fungo e maior gravidade da doenca (Calich
et al., 1998).

Calich e Kashino (1998) verificaram em camundongos que a producao
precoce de altos niveis de Fator de Necrose Tumoral (TNF)-a e Interferon (IFN)-y
seguida pela secrecdo sustentada de Interleucina (IL)-12 e IFNy induz um fendtipo
resistente a infeccao por P. brasiliensis. Ao contrario, uma secrecao transitoria e
discreta de TNFa e IFNy, associada a producdo de IL-5, IL-10 e Fator de
Crescimento Tumoral (TGF)-3, € tipica de animais susceptiveis, que desenvolvem
doenca progressiva. Ensaios mais recentes, usando citometria de fluxo e frequéncia
de polimorfismos genéticos, comprovaram o importante papel das citocinas tipo Thl,
sobretudo de IFNy e TNFa, na determinacdo da resisténcia imunologica do
hospedeiro contra P. brasiliensis (Diniz et al., 2001; Bozzi et al., 2004, 2006).

A administracdo de IL-12 também revelou papel protetor em camundongos,
deflagrando um intenso infiltrado inflamatorio mononuclear nos pulmées, com menor
disseminacgdo de P. brasiliensis para outros 6rgédos (Arruda et al., 2002). Resultados
similares foram encontrados por Romano e colaboradores (2002) ao adicionar IL-12
e anticorpos monoclonais neutralizantes anti-IL.-10 a culturas de células
mononucleares de sangue periférico (Peripheral Blood Mononuclear Cells — PBMC)

de pacientes com PCM.
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Esses achados foram ratificados por Souto e colaboradores (2003), que
demonstraram que o IFNy modula a producdo de quimiocinas nos pulmdes de
camundongos infectados com P. brasiliensis, ao induzir quimiocinas associadas a
resposta Thl e seus receptores, conforme discutido adiante.

Pina e colaboradores (2004) demonstraram que camundongos deficientes em
IL-4, quando infectados por P. brasiliensis, apresentavam concentracdes pulmonares
mais elevadas de IFNy e menores de citocinas tipo Th2, tais como IL-5 e IL-10. Esse
padrdao resultava na formacdo de granulomas coesos e bem organizados,
aumentando a capacidade de destruicdo do patdogeno pelos macrofagos alveolares
e, em consequéncia, reduzindo a carga fungica.

Dosagens no soro dos pacientes com PCM aguda (tipo juvenil) demonstraram
concentracfes aumentadas de citocinas tipo Th2, tais como, IL-4, IL-5, IL-10 e TGF-
B1, e de anticorpos especificos tipo 1gG4, IgE e IgA (Nogueira et al., 2006b; Mamoni
et al., 2002; Mamoni & Blotta, 2005). Nos pacientes com PCM cronica (tipo adulto),
h& ativacdo preferencial da resposta imunoldgica tipo Thl e baixos niveis séricos de

anticorpos especificos (Mamoni et al., 2002).

2.5.1 Papel do TNF e de seus receptores solluveis

O TNF, uma citocina pro-inflamatoria produzida por diversas células,
sobretudo macrofagos ativados, tem papel essencial nos mecanismos de defesa do
hospedeiro, inclusive na resposta humana contra P. brasiliensis (Aderka, 1996;

Calich & Kashino, 1998; Peschon et al., 1998).
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As atividades biologicas do TNF sdo mediadas por dois receptores de
superficie estruturalmente relacionados, mas funcionalmente distintos. Sao eles:
TNF-R p55 (ou TNF-R1, expresso por quase todos os tipos de células) e TNF-R p75
(ou TNF-R2, expresso primariamente por linfocitos T, linfocitos B, células de
linhagem mieldide e células endoteliais). Ambos podem ser liberados na circulacao
por clivagem proteolitica, regulando, assim, os niveis das moléculas “livres” de TNF,
gue séo biologicamente ativas (Aderka, 1996; Peschon et al., 1998).

As interacdes entre a molécula de TNF e seus receptores solaveis (STNF-R)
sdo complexas. Esses receptores podem atuar como:

a) Antagonistas de TNF, quando seus niveis sdo notavelmente mais

elevados do que os da citocina,

b) Proteinas carreadoras de TNF entre os compartimentos corporais;

c) Estabilizadores da atividade biolégica de TNF, prolongando sua meia-

vida;

d) “Tampdes” de TNF, inibindo os efeitos da concentragdo elevada da

citocina e liberando-a lentamente (Aderka, 1996).

Em vérias doencgas infecciosas, inflamatérias e auto-imunes, a concentracéo
sérica de sSTNF-R possui correlacdo mais estreita com a atividade da doenca do que
outros parametros considerados marcadores especificos da mesma (Aderka, 1996;
Corvino et al., 2007; Girardin et al., 1992; Peschon et al., 1998).

Corvino e colaboradores (2007) verificaram que os niveis de ambos 0s sTNF-
R estdo significativamente aumentados nos pacientes com PCM ativa em relagéao
aos controles sadios. As concentracdes de sTNF-R2 estdo significativamente mais
elevadas em pacientes com PCM aguda (tipo juvenil) do que naqueles com a forma

cronica (tipo adulto) e diminuem progressivamente ao longo de dois anos de
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tratamento. A concentracdo de STNF-R2 permanece constante ao longo do
tratamento nos pacientes com PCM crbnica. Os niveis de sTNF-R1 foram mais
elevados no grupo de PCM crbnica e apresentaram reducdo gradual durante o
seguimento. No grupo de PCM aguda, os niveis de sSTNF-R1 apresentaram elevacéo
progressiva ao longo dos dois anos de acompanhamento.

Em casos de tuberculose pulmonar, que, como a PCM, é doenca infecciosa
associada a formacao de granuloma, os niveis séricos de sTNF-R1 e STNF-R2 pré-
tratamento estdo elevados. Suas concentracbes normalizam apés quatro a seis
meses de tratamento (Alessandri et al., 2006).

Em outras doencas infecciosas, como hanseniase, malaria, febre tiféide e
endocardite bacteriana subaguda, os niveis séricos de sTNF-R1 e sTNF-R2 tém
valor prognostico (Keuter et al., 1994; Kern et al., 1992, 1993; Munk et al., 1999).
Pacientes com leishmaniose visceral ndo tratados apresentam altos niveis de sTNF-
R1 e sTNF-R2 no soro em comparagcao com controles sadios. Nos pacientes com
resposta terapéutica favoravel, esses niveis caem abruptamente; nos casos
refratarios, por outro lado, eles permanecem elevados. Os pacientes que recidivam
apresentam concentracbes seéricas crescentes de tais marcadores, em

concomitancia ao retorno dos sinais e sintomas da doenca (Zijlstra et al., 1995).
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2.5.2 Papel das quimiocinas

As quimiocinas constituem uma grande familia de citocinas de baixo peso
molecular, de 8 a 15 kDa, com propriedade quimiotatica seletiva. Elas participam do
recrutamento de leucécitos para locais de inflamagdo em diversas condigfes;
influenciam a maturacao, o processo de homing relacionado a vigilancia imunologica
e a ativacdo de leucocitos; e contribuem para a patogénese de diversas doencas
(Charo & Ransohoff, 2006; Colobran et al., 2007a; Ono et al., 2003).

As quimiocinas sdo agrupadas em quatro subfamilias: CXC, CC, CX3C e C,
de acordo com o numero de residuos conservados de cisteina (C) na extremidade
N-terminal da molécula e com o0 espagamento entre eles. As Vvarias quimiocinas e
seus receptores sao expressos por leucdcitos, células endoteliais, epiteliais e
musculares, entre outras (Charo & Ransohoff, 2006; Colobran et al., 2007a; Ono et
al., 2003).

Os niveis das quimiocinas estdo associados com a atividade de diversas
doencas inflamatorias e infecciosas (Alessandri et al., 2006; Moreira et al., 2006;
Souza et al., 2005; Souza-Pereira et al., 2006).

Pacientes com tuberculose ativa apresentam niveis aumentados de CXCLS,
CXCL9, CCL11 e sTNF-R1. Esses niveis retornam ao seu valor basal apos quatro a
seis meses de tratamento, exceto CCL11, cujos niveis permanecem altos ao final
dos seis meses de quimioterapia (Alessandri et al., 2006).

Foi demonstrado que o IFNy modula a producéo de quimiocinas nos pulmoes
de camundongos infectados com P. brasiliensis, induzindo a secrecdo de CCL2,
CCL3, CCL5, CXCL9 e CXCL10. Em consequéncia, promove a ativacdo de

macréfagos e a formacéo efetiva de granulomas, que sdo essenciais para a protecao
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do hospedeiro contra a disseminacdo de P. brasiliensis. No referido trabalho,
verificou-se que CCL3 estimula a migracédo precoce de neutrofilos aos pulmdes dos
animais infectados por P. brasiliensis, até que o0s niveis de IFNy atinjam
concentracfes adequadas; a partir dai, forma-se um infiltrado mononuclear (Souto et
al., 2003).

Na PCM, as dosagens séricas de CXCL9 e CXCL10 estdo aumentadas nos
pacientes com doenca aguda ou cronica, em comparagdo com o grupo controle. Nao
ha diferenca estatistica entre os niveis de CCL2 de pacientes e controles (Corvino et
al., 2007).

As quimiocinas CXCL9 e CXCL10 possuem propriedades quimiotaticas para
células Thl e bloqueiam a migracdo de células Th2, enquanto CCL11 e CCL24 sdo
potentes quimiotaticos para eosindfilos, mastdcitos e linfécitos Th2, com papel
fundamental em processos alérgicos (Colobran et al., 2007a).

CCL2 atrai células mononucleares, sobretudo mondcitos, células dendriticas,
células Natural Killer (NK) e linfécitos T de memdéria (Charo & Ransohoff, 2006;
Colobran et al., 2007a). Paradoxalmente, ela pode exercer quimiotaxia para
basdfilos e eosindfilos, participando em reacdes alérgicas e direcionando a
polarizagédo dos linfécitos T helper para Th2 (Gu et al., 2000).

Flores-Villanueva e colaboradores (2005) evidenciaram que CCL2 pode inibir
a producdo de IL-12, aumentando, assim, a susceptibilidade do hospedeiro a
infeccdo por Mycobacterium tuberculosis. Isso foi previamente descrito por Braun e
colaboradores (2000), que observaram que tal inibicdo ocorria preferencialmente em
monaocitos ativados no sitio da inflamag&o, em comparacdo com ceélulas dendriticas

derivadas de monocitos em linfonodos.
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Foi também descrito que CCL2 inibe diretamente a producéo de IL-12 por
macrofagos e que niveis elevados da mesma sao encontrados, em geral, em
granulomas da esquistossomose, em que a resposta € tipo Th2, e ndo em
granulomas de micobacterioses, nos quais a resposta é tipo Thl (Chensue et al.,
1996; Lu et al.,, 1998). Por outro lado, estudos com células mononucleares de
individuos sadios e de pacientes com tuberculose pulmonar ativa revelaram
concentracdes elevadas tanto de CCL2 quanto de CCL3 em resposta a infeccao por
M. tuberculosis (Sadek et al., 1998).

CCL2 patrticipa do fendbmeno de imunorregulacdo, que € desejavel na fase
tardia de processos infecciosos, quando a carga parasitaria ja se encontra reduzida
e um estado de ativacdo imunoldgica persistente € mais lesivo do que benéfico. As
concentracbes de outras quimiocinas, como CCL3 (de modo menos expressivo),
CCL4 e CCL5, também estdo aumentadas neste contexto, regulando a inducao de
tal fendbmeno através da modulacdo da expressdo de CCL2 (DePaolo et al., 2004;
Karpus et al., 1998).

CCL3 é responsavel pelo recrutamento de mondcitos e linfécitos T, mas sua
participagdo nos mecanismos de doencgas ndo esta completamente esclarecida.
Seus niveis estdo aumentados, por exemplo, na artrite reumatdide (Charo &
Ronsohoff, 2006), na pneumonite de hipersensibilidade (Denis, 1995), na sarcoidose
e na fibrose pulmonar idiopatica (Standiford et al., 1993). Essa quimiocina também
esta associada a esclerose mdultipla e a susceptibilidade e progressédo da infeccéo

pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) (Colobran et al., 2007b).
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2.6 Quadro clinico

A PCM apresenta periodo de incubacdo longo, em média de 15 anos,
variando de um a 60 anos. Isso pode ser verificado pela descricAo de casos
“importados” diagnosticados em areas nao-endémicas, como Japao e paises da
Europa, em pacientes provenientes da América Latina (Brummer et al.,, 1993;
Ginarte et al., 2003; Kamei et al., 2003).

A PCM é uma doenca evolutiva e sistémica e, portanto, suas formas clinicas
ndo sao estaticas (Padilha-Gongalves, 1996), o que dificulta a sua classificacao.

Desde o consenso estabelecido em Medellin, na Colémbia, em 1986 (Franco
et al., 1987; Montenegro, 1986), a PCM é classificada como:

a) PCM-infeccdo : periodo em que a doenca encontra-se silenciosa, sem

sinais ou sintomas aparentes. O hospedeiro pode desenvolver, nesta fase,
resposta imunologica especifica contra o fungo e, assim, a
intradermorreacdo com paracoccidioidina pode ser positiva. Nesta fase,
podem ocorrer:

a.1)Regressédo do foco infeccioso, com destruicdo do fungo e formacgéao

de cicatrizes estéreis;

a.2)Regressdo, com manutencao de fungos viaveis e formacdo de um

foco quiescente, o qual pode ser responsavel por manifestacoes

tardias da doenca ou por recidivas; ou
a.3)Progresséo, levando ao aparecimento de sinais e sintomas;
b) PCM-doenca: caracterizada pelo aparecimento de manifestacdes clinicas,
através da evolucao direta do complexo primario (o qual se constitui da

lesédo de inoculacdo e de lesdes linfaticas associadas), da reativacédo de
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um foco quiescente do complexo primario (re-infeccdo enddgena) ou de
re-infeccdo exdgena apo6s uma infeccdo prévia. Uma vez estabelecida, a
doenca pode evoluir de dois modos:

b.1)Forma aguda ou subaguda (tipo juvenil): a partir de uma leséo

primaria geralmente ndo detectada, ocorre progressao rapida por
disseminacdo linfatica ou linfo-hematogénica ao sistema
mononuclear fagocitario (baco, figado, linfonodos e medula 6ssea),
com disfuncdo dos 6rgaos acometidos, que pode ser moderada ou
intensa. Pode simular a evolucdo clinica de uma doenca
linfoproliferativa sistémica, como a leucemia ou o linfoma.
Representa 5% a 15% dos casos de PCM-doenca. E mais comum
em jovens, na primeira ou segunda décadas de vida, e ocorre
igualmente em ambos 0s sexos. Sua taxa de letalidade €, em
média, superior a 10%, e pior progndstico associa-se a presenca
de ictericia e ascite (Nogueira et al., 2006a). Na maioria dos casos,
a resposta imunologica humoral tende a ser mantida com altos
titulos de anticorpos, enquanto a resposta celular mostra-se
intensamente deprimida. Observam-se, ao exame histopatolégico,
granulomas frouxos com grande namero de células leveduriformes
gue se multiplicam ativamente;

b.2)Forma crénica (tipo adulto): a partir do complexo primario ou de um

foco quiescente, a doenca progride lentamente para o
estabelecimento de sintomatologia leve, moderada ou intensa,
eventualmente fatal. Representa cerca de 85% a 95% dos casos

de PCM-doenca. E mais comum em adultos do sexo masculino.



51

Sua apresentacdo clinica mais freqiente é a pulmonar ou
tegumentar, com ou sem linfadenomegalia reacional. A resposta
imunologica € variavel, de acordo com a gravidade das
manifestacdes clinicas. Em relacdo a forma aguda, verificam-se, ao
exame histopatologico, mais granulomas epitelidides compactos
com menor numero de células fangicas. Pode ser:
b.2.1)Unifocal: quando um Unico 6rgao ou sistema € acometido.
O orgao afetado com maior frequéncia € o pulméo,

caracterizando a forma unifocal pulmonar. E eventual o

envolvimento mucocutaneo isolado (forma unifocal
tegumentar). Em situacdes mais raras, a doenca pode se
manifestar exclusivamente em um foco metastatico em
gualquer outro 6rgdo, o que caracteriza a forma unifocal

extra-pulmonar. Um exemplo peculiar dessa forma é a

neuroparacoccidioidomicose, que pode afetar qualquer
area do sistema nervoso central, sendo mais comuns as
lesdes intracranianas expansivas (Almeida et al., 2004);
b.2.2)Multifocal: por disseminacdo broncogénica, linfatica ou
hematogénica, o fungo atinge outros 6rgaos ou sistemas,
como pele, mucosas, linfonodos, sistema nervoso central,

intestinos, 0ssos, adrenais e 6rgdos genitais;
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c) Formas residuais ou segielas _: apesar de ndo haver mais células viaveis

do parasita, a fibrose resultante do processo inflamatorio pode resultar em
disfuncbes diversas, dependendo do 6rgdo afetado (insuficiéncia

pulmonar, adrenal, renal, colestase, etc.).

A doenca, sendo dinamica e polimérfica, costuma apresentar recidivas, nas
quais as manifestacdes clinicas podem diferir daquelas ocorridas em episédios
prévios. Variacdes na intensidade, extensdo, disseminacdo e caracteristicas das
lesbes dependem basicamente de alteracdes da viruléncia do fungo e de flutuacbes
da resposta imunolégica do hospedeiro. Todos esses fatores tornam complexo o
estabelecimento de uma classificagdo adequada para a doenca (Franco et al., 1987;
Padilha-Gongalves, 1996). A palavra “cura” ndo € apropriada aos casos de PCM.
Pela dificuldade de erradicacdo do fungo, os pacientes tém o risco potencial de
apresentar uma recidiva tardia a qualquer momento; assim, o termo mais adequado

€ “cura clinica” ou “cura aparente” (Shikanai-Yasuda et al., 2006).

2.7 Diagnéstico

Alguns exames laboratoriais sdo Uteis para confirmar a suspeita clinica de
PCM. Entre eles, podem-se citar os exames micoldgicos, anatomo-patoldgicos e

soroldgicos.
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2.7.1 Micologico

Sendo a PCM uma doenca infecciosa, seu diagnostico de certeza €
estabelecido pelo encontro de células fungicas em exames microbiolégicos. Ao
exame direto de espécimes clinicos diversos, de acordo com a forma clinica da
doenca, as células leveduriformes de P. brasiliensis sdo identificadas com relativa
facilidade pela sua morfologia peculiar. O fungo apresenta crescimento lento em
meios de cultura, demorando em média duas a trés semanas para iniciar seu
desenvolvimento em agar Sabouraud-dextrose, a temperatura ambiente ou a 37 °C.
A taxa de isolamento de P. brasiliensis a partir dos espécimes clinicos varia de 86%
a 100%. O espécime clinico também pode ser inoculado em animal suscetivel a
PCM (hamster, rato ou camundongo), geralmente por via testicular ou
intraperitoneal, sendo, entdo, identificado em tecidos ou culturas; esse método,
porém, é utilizado quase exclusivamente em laboratérios de pesquisa (Brummer et

al., 1993; Marques, 2003; Shikanai-Yasuda et al., 2006).

2.7.2 Anatomo-patoldgico

A identificacéo do parasita em tecidos constitui método diagnostico de grande
relevancia, sendo muito utilizado na prética clinica. De acordo com Camargo e
Franco (2000) e Marques (1998), a inflamacdo paracoccidioidica pode assumir

padrdes que se correlacionam fortemente com a resposta imunolégica do paciente:
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a) Granulomatoso-epitelidide : o granuloma pode ser compacto ou frouxo.

a.1)Granuloma compacto: o granuloma é bem definido, de padrao

tuberculdide, formado por células epitelidides e células gigantes
multinucleadas, frequentemente numerosas, muitas contendo o
fungo degenerado, em quiescéncia ou em reproducdo ativa.
Podem ser observados linfécitos, plasmécitos, eosindéfilos e células
Natural Killer (NK). E considerado o padrdo mais eficiente para
limitar a disseminacao do patdgeno;

a.2)Granuloma frouxo: a reacdo epitelioide é mal definida. Séo

observadas células gigantes multinucleadas em numero variavel e
inflamagéo predominantemente exsudativa, com edema e

congestédo, o que confere o aspecto de frouxiddo a leséo;

b) Necrosante-exsudativo _: a necrose pode ser isquémica, por falta de

aporte sanguineo; caseosa, semelhante a observada nas lesdes de
tuberculose; gomoéide, liquefativa, com fungos numerosos; ou supurativa,
em padrao semelhante a abscesso, com numerosos neutréfilos e fungos;

Misto _ (granulomatoso-necrosante) : observa-se combinacdo dos

elementos descritos, com padrdo granulomatoso na periferia da lesdo e

necrose central.
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2.7.3 Sorologico

Dentre os métodos diagndsticos indiretos, as rea¢des soroldgicas sdo as mais
utilizadas na pratica clinica. A sorologia para a PCM, além de auxiliar no diagndstico,
€ util no controle de cura dos pacientes. Com o uso de técnicas padronizadas e
antigenos adequados, a sensibilidade e a especificidade desses testes variam de
85% a 100% (Marques, 2003; Shikanai-Yasuda et al., 2006).

Em geral, os pacientes com PCM néo tém producgéo deficiente de anticorpos
especificos, desde que ndo haja a concomitancia de imunossupressao. Nas formas
agudas disseminadas, os titulos de IgG anti-P. brasiliensis sdo habitualmente mais
elevados do que em pacientes com quadros clinicos crénicos mais localizados;
nesses ultimos, eventualmente o resultado do teste sorolégico € falso-negativo.
(Brummer et al., 1993; Shikanai-Yasuda et al., 2006).

A deteccdo de anticorpos em pacientes com PCM apresenta variacoes.
Assim, é freqlente o aumento de IgM em casos com lesdes em linfonodos, de IgA
em pacientes com menos de um ano de doenca e de IgE quando existe deficiéncia
da imunidade celular, sobretudo diante de evolucdo aguda ou subaguda grave
(Brummer et al., 1993).

O antigeno mais utilizado em reacdes soroldgicas para deteccao da doenca é
a gp43. Trata-se do principal antigeno exocelular de P. brasiliensis na fase de
levedura. Os testes que utilizam esse antigeno, no entanto, podem apresentar
reacdo cruzada com soros de casos de histoplasmose, lobomicose ou, mais
raramente, aspergilose. A preparacdo de um antigeno apropriado tem sido o maior

problema dos exames imunoldgicos; essa etapa € mais importante do que
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propriamente a técnica sorologica (Camargo & Franco, 2000; Marques, 2003;
Shikanai-Yasuda et al., 2006).

A imunodifusdo dupla é uma das técnicas sorolégicas mais utilizadas para
diagnostico da infecgdo por P. brasiliensis, com sensibilidade de 65% a 95% e
especificidade em torno de 97%. A técnica de contra-imunoeletroforese, com
especificidade semelhante e sensibilidade discretamente superior, também
representa recurso diagndéstico confiavel. Ambos os testes, por serem qualitativos e
quantitativos, permitem acompanhamento de controle de cura (Camargo & Franco,
2000; Marques, 2003).

O ensaio imunoenzimético (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay — ELISA) é
mais rapido e mais apropriado para teste simultdneo de grande numero de soros
(Shikanai-Yasuda et al., 2006). O seu uso inicial na PCM foi realizado em 1976 na
Argentina (Pons et al, 1976). Sua sensibilidade situa-se préxima de 100% e sua
especificidade, em torno de 88% (Mendes-Giannini et al.,1984). Pode ser obtida
especificidade entre 97% e 100% com a técnica de “ELISA-abs”, na qual é feita
absorcéo prévia do soroteste com filtrado antigénico de H. capsulatum (Camargo &
Franco, 2000; Marques, 2003; Shikanai-Yasuda et al., 2006).

A técnica de immunoblotting permite especificar os tipos de anticorpos séricos
contra os diversos determinantes antigénicos do fungo. Dois estudos distintos
mostraram que, além da gp43, que é o antigeno imunodominante, reconhecido por
100% dos pacientes, também outros quatro determinantes apresentam alta
reatividade com IgG: os antigenos com 70, 52, 43 e 20-21 kDa. O método é
altamente sensivel e permite seguimento da reducdo dos titulos ao longo do

tratamento, mas sua grande desvantagem é o custo elevado (Blotta & Camargo,
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1993; Camargo et al., 1989; Camargo & Franco, 2000; Marques, 2003; Shikanai-
Yasuda et al., 2006).

A reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction — PCR)
possibilita a amplificacdo de quantidades minimas de material genético do patdgeno
em diversos espécimes clinicos e, portanto, tem sensibilidade altissima. Os maiores
desafios do método sdo o desenvolvimento de substratos especificos — os primers —
para a reacdo e a preservacdo da integridade do material genético do fungo na
amostra. Essa técnica ainda ndo é utilizada de rotina para diagnéstico da PCM,
sendo restrita a centros de pesquisa (Gomes et al., 2000; Marques, 2003; Ricci et

al., 2007; Shikanai-Yasuda et al., 2006).

2.7.4 Intradermorreacao

Na PCM, a intradermorreacdo nao tem valor para o diagnostico da doenca,
mas, sobretudo, em inquéritos epidemioldgicos, para identificacdo de individuos que
ja tiveram contato com o fungo, ou seja, PCM-infeccdo. Ha imensa variedade de
antigenos que podem ser utilizados, os quais sdo denominados paracoccidioidinas.
A reatividade a esses antigenos pode ser um método complementar util na avaliagéo
do estado imunologico dos pacientes com as diversas manifestacfes da doenca. A
conversdo de um paciente com doenca grave, antes ndo reativo ao teste, e que se
torna reativo durante o tratamento, € sinal de melhora da imunidade celular, o que

sugere bom progndstico (Brummer et al., 1993; Negroni & Robles, 1974).
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2.8 Tratamento

Para o tratamento da PCM, tém-se disponiveis diversos medicamentos
eficazes, mas com limitacao decorrente de sua toxicidade, interacdo medicamentosa
ou custo. De modo geral, P. brasiliensis é um fungo sensivel a maioria das drogas
antifingicas (Marques, 2003; Shikanai-Yasuda et al., 2006).

A Sulfapiridina foi a primeira droga utilizada no tratamento da PCM (Ribeiro,

1940). A sulfamidoterapia oral, utilizando Sulfadiazina ou a combinacao

Sulfametoxazol e Trimetoprim (800 mg / 160 mg, a cada oito ou 12 horas), apesar da
menor eficacia em comparacdo com os demais esquemas terapéuticos da PCM, tem
custo relativamente baixo e esta disponivel na rede publica de saude de quase todos
0os municipios do Brasil. E indicada principalmente nos casos benignos ou
localizados da doenca. Também pode ser usada como terapia de manutencao, a ser
iniciada ap0s seis meses de tratamento com outra droga, com a finalidade de reduzir
as recidivas da doenca, que sdo muito comuns. Devido a menor eficacia antifungica
dessa classe de drogas, sugere-se um tratamento mais longo, de dois a cinco anos,
se for usada isoladamente. A taxa de recidivas € alta: pode atingir 35% nos
pacientes acompanhados por 10 anos apos a interrupc¢ao do tratamento (Brummer et
al., 1993; Marques, 2003; Shikanai-Yasuda et al., 2006).

A Anfotericina B foi a segunda droga introduzida no tratamento da PCM

(Lacaz & Sampaio, 1958). Por sua elevada toxicidade sistémica, sobretudo renal, e
por ser administrada por via endovenosa, deve ser reservada para casos graves de
PCM, que necessitem de pronta intervencdo. Possui ampla a¢do antifungica. A dose

diaria varia de acordo com a tolerancia do paciente, sendo no maximo 50 mg/dia, até
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se atingir dose acumulada que varia de 1,5 g até 5 g, de acordo com a gravidade do
quadro clinico. As apresentacdes lipossomais da droga tém toxicidade bastante
inferior, porém seu custo € muito elevado. A resposta terapéutica € usualmente
rapida; entretanto, sugere-se que seja associada com sulfamidoterapia para se
evitarem as recidivas, que ainda assim podem ocorrer em 20% a 30% dos casos
(Brummer et al., 1993; Marques, 2003; Shikanai-Yasuda et al., 2006).

Os derivados azélicos constituem opc¢édo de grande uso em nosso meio. Seu
uso, na maioria dos casos, pode ser suspenso com seguranca apos 12 a 18 meses
de tratamento. O Itraconazol (100 a 200 mg/dia) tem sido a droga de escolha, por
sua maior eficacia e tolerancia. Permite o controle das formas leves e moderadas da
PCM em menor tempo e com menor taxa de recidivas, isto é, 3% a 5% dos casos. O
Cetoconazol (200 a 400 mg/dia) € uma alternativa de custo menor, também eficaz;
entretanto, possui hepatotoxicidade significativa e interagcdo com inumeras drogas.
A taxa de recidiva em seguimento de trés anos apos sua suspensado é de 11%. O
Fluconazol (150 a 450 mg/dia) ndo é tdo eficaz quanto os demais azdlicos. E
utilizado por via endovenosa como droga de escolha em casos de PCM do sistema
nervoso central, por ser 0 azélico que possui melhor penetracdo na barreira hemato-
encefalica (Brummer et al., 1993; Marques, 2003; Shikanai-Yasuda et al., 2006).

A Caspofungina ndo demonstrou eficacia in vitro contra P. brasiliensis. Outros
medicamentos, como Saperconazol, Voriconazol e Terbinafina ainda tém uso
limitado no tratamento da PCM em nosso meio, devido a falta de estudos
controlados sobre os mesmos e ao seu alto custo (Marques, 2003; Shikanai-Yasuda

et al., 2006).
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2.9 Controle de cura e profilaxia

A determinacdo do momento correto para a interrupcdo do tratamento
constitui uma preocupacao importante na abordagem do paciente com PCM. Os
critérios atuais para definicdo de cura da PCM, segundo o Consenso em
Paracoccidioidomicose (Shikanai-Yasuda et al., 2006) sdo os seguintes:

a) Clinico: regressao dos sinais e sintomas da PCM, incluindo a cicatrizacéo
das lesdes tegumentares, involucdo das linfadenopatias e recuperacao do
peso corporal. Sintomas residuais que eventualmente persistam, sejam
respiratorios, laringeos, gastrintestinais, adrenais ou neurolégicos, nao
representam necessariamente atividade da doenca;

b) Radiologico: estabilizacdo de alteracbes a radiografia de térax, ultra-
sonografia abdominal, tomografia computadorizada e/ou ressonancia
magnética, registradas com intervalo de trés meses;

c) Soroldgico: titulos negativos ou baixos (inferiores a 1:2) de testes
sorologicos anti-P. brasiliensis, observados em duas amostras de soro
coletadas com intervalo de seis meses, apds tempo recomendado de
tratamento com cada droga, de acordo com a gravidade do quadro clinico.

Até atingirem a inatividade clinica, o que usualmente ocorre nos primeiros trés
meses de tratamento, 0s pacientes devem ser avaliados mensalmente. A seguir, 0s
retornos passam a ser trimestrais ou semestrais. Os controles clinico, micoldgico e
imunoldgico devem ser realizados a intervalos semestrais e, apds, anualmente, a fim
de se fazer diagnostico precoce de recidivas e instituir prontamente a sua

terapéutica. A intradermorreagdo com paracoccidioidina deve ser realizada antes e



61

depois do tratamento; ela pode apresentar viragem com a terapia apropriada, o que
indica melhora do ramo celular da resposta imunolégica adaptativa do paciente
contra o parasita (Brummer et al., 1993; Shikanai-Yasuda et al., 2006).

A profilaxia da PCM é ainda assunto complexo, haja vista que seu agente
etiologico néo foi identificado até o presente em seu habitat natural e parece estar
associado a hospedeiros animais, 0 que torna inviavel a sua erradicacao. Por outro
lado, diversos pesquisadores tém-se dedicado ao desenvolvimento de vacinas anti-
PCM, utilizando fracdes de gp43, com estimulo a producao de IFNy por linfocitos T
CD4", o que favoreceria o ramo celular da resposta imunoldgica adaptativa em
detrimento de seu ramo humoral, tornando mais eficiente a defesa do hospedeiro
contra P. brasiliensis (Deepe, 1997). Dados recentes de diversos grupos de
pesquisa sugerem que 0s imunobiolégicos baseados num Unico epitopo ndo sao
eficientes o bastante para induzir uma resposta imunolégica protetora completa. A
combinacdo de multiplos epitopos de linfocitos B e/ou T num pool ou reunidos num
anico polipeptideo apresentou aumento na imunogenicidade de 48% para 86% em
termos de reconhecimento pelo sistema imunoldgico dos pacientes avaliados. Essa
abordagem revela que € possivel o desenvolvimento de um imunobiolégico que
poderia atuar como coadjuvante a terapia antifungica, melhorando sua eficacia e

reduzindo o tempo de tratamento dos pacientes com PCM (lwai et al., 2007).
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3 JUSTIFICATIVA

Na literatura pesquisada, os Unicos estudos de pacientes com PCM que

bY

descrevem aspectos relacionados a inatividade da doenca, bem como fatores

associados a bom ou mau progndstico, foram publicados por um grupo de pesquisa
em Infectologia Pediatrica de Belo Horizonte, Minas Gerais. Na referida casuistica,
sdo estudados 38 criancas e adolescentes com PCM aguda (Nogueira et al.,
2006a,b). Nao ha trabalhos semelhantes com casos de PCM crdnica.

Quanto aos critétrios de cura definidos pelo Consenso em
Paracoccidioidomicose (Shikanai-Yasuda et al., 2006), ha muitas limitacbes na
pratica clinica. Os testes sorolégicos ndo estao disponiveis na rotina da maioria dos
servicos publicos de saude. Além do mais, ndo hd nenhum parametro realmente
confidvel que se correlacione com a atividade da doenca e o fato de proceder de
acordo com as recomendacdes do consenso ndo é suficiente para se prevenirem as
recidivas da PCM. Alguns marcadores inflamatorios, como sTNF-R e quimiocinas,
em associacdo aos critérios clinico-laboratoriais e aos resultados soroldgicos,
poderiam auxiliar na determinacdo do momento adequado para a suspensdo da
terapia antifingica nos pacientes com PCM.

Apenas um trabalho (Corvino et al., 2007), com seguimento de 24 meses,
apresenta dosagens de sTNF-R e quimiocinas em pacientes com PCM. Seus
resultados demonstram aumento significativo dos niveis de marcadores associados
a resposta tipo Th1l nos pacientes com PCM ativa, em relacdo aos controles sadios.
No entanto, mais estudos e com tempo de seguimento maior sdo necessarios para

se avaliar a utilidade desses parametros na pratica clinica.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Investigar o perfil clinico e imunolégico de pacientes com PCM crénica,

buscando estabelecer parametros para seu controle de cura.

4.2 Objetivos especificos

b)

d)

Descrever as caracteristicas socio-demogréficas e clinicas da populacéo
estudada;

Determinar o tempo médio decorrido desde o inicio do tratamento
antifingico pelos pacientes até a inativacao clinica da doenca;

Identificar fatores associados ao prognoéstico dos pacientes com PCM
cronica;

Estudar o comportamento dos anticorpos anti-P. brasiliensis, dos
receptores sollveis de TNF e de quimiocinas nos pacientes com PCM
cronica ao diagnaostico e ao longo do tratamento;

Correlacionar os parametros sorologicos e o0s niveis de marcadores

inflamatorios entre si e com a atividade da doenca,;
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f) Estabelecer critérios para o controle de cura da doenca e interrupcdo do
tratamento com base nos parametros sorolégicos e inflamatorios

estudados.
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5 PACIENTES E METODOS

Este trabalho é composto por duas partes: um estudo clinico e um estudo

imunoldgico. Foi realizado com pacientes do Ambulatério de Paracoccidioidomicose
do Centro de Treinamento e Referéncia de Doencgas Infecto-Parasitarias — CTR-DIP,
Anexo Orestes Diniz, do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas
Gerais — UFMG.

O estudo clinico envolveu todos o0s pacientes com PCM crbnica atendidos no

referido Servico, desde marco de 2001 até dezembro de 2006, totalizando 75

pacientes.

O estudo imunoldgico foi realizado numa amostra dessa populacédo, composta

por 26 pacientes, conforme descrito a seguir.

Para documentar o0 aceite em participar do estudo, os pacientes assinaram
um termo de consentimento pés-informado (APENDICE A).

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa — COEP/UFMG

(ANEXO).

5.1 Estudo clinico

O estudo clinico envolveu todos os pacientes com PCM crénica atendidos no

referido Servico, desde marco de 2001 até dezembro de 2006, totalizando 75

pacientes.
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5.1.1 Populacéo estudada

Foram acompanhados 75 pacientes adultos em avaliagcbes semestrais desde
a primeira consulta e o inicio da terapia antifingica. Em cada avaliacdo, os pacientes
foram submetidos a anamnese detalhada e exame clinico geral, conforme protocolos
padronizados para primeira consulta (APENDICE B) e consultas subseqiientes
(APENDICE C).

Todos 0s pacientes apresentavam a forma crbnica da PCM (tipo adulto), em

estadios diversos de gravidade, comprovada por achado de P. brasiliensis em

exame micolégico direto de espécimes clinicos ou em exame anatomo-patolégico de

bidpsias de tecidos.

Com a finalidade de avaliar o estado clinico dos pacientes e de excluir outras

doencas, foram realizados de rotina em todos 0s pacientes 0s seguintes exames:

a) Hematologicos (hemograma, coagulograma e velocidade de
hemossedimentacéo);

b) Bioquimicos de sangue (glicemia de jejum, perfil lipidico, ferro sérico e
ferritina, provas de funcéo renal e hepatica, ionograma);

c) Sorologicos (VDRL, anti-HIV, anti-EBV — Epstein-Barr virus, sorologia
para hepatites virais, toxoplasmose, citomegalovirose, doenca de
Chagas);

d) Radiografia de térax em duas incidéncias;

e) Ultra-sonografia abdominal total;

f) Teste tuberculinico;

g) Prova de funcao pulmonar (espirometria);

h) Eletrocardiograma;
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i) Exame de rotina de urina;
J) Exame parasitolégico de fezes.
Outros exames laboratoriais foram solicitados de acordo com a indicacéo
clinica do médico assistente.
Conforme o Consenso em Paracoccidioidomicose (Shikanai-Yasuda et al.,

2006), inatividade clinica foi definida como auséncia de sinais ou sintomas atribuidos

a PCM, associada a normalizacdo dos exames laboratoriais e radiolégicos. Casos
com alteragcdes compativeis com sequielas da doenca foram avaliados cuidadosa e
seriadamente para melhor definicdo do estado de atividade da mesma.

Na primeira consulta e, posteriormente, a cada seis meses, todos os pacientes
foram submetidos a coleta de sangue para a realizacdo de testes sorologicos e
dosagem sérica de marcadores inflamatorios (STNF-R1, sTNF-R2 e quimiocinas),

conforme descrito a seguir.

5.1.2 Critério de inclusdo

Foram incluidos no estudo todos os pacientes atendidos no Ambulatério de

Paracoccidioidomicose do CTR-DIP, Anexo Orestes Diniz, do Hospital das Clinicas
da Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG, de margo de 2001 a dezembro

de 2006, com diagnéstico de PCM crdnica confirmado por exame clinico e achado

do parasita em exame micolégico direto de espécimes clinicos ou em exame

anatomo-patoldgico de biépsias de tecidos.
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N&o foi realizado célculo amostral. Haja vista que a PCM néo é doenca de
notificacdo compulséria, sua prevaléncia ndo é conhecida ao certo; portanto, foram

estudados todos o0s pacientes atendidos no servico supramencionado, que é

referéncia no estado de Minas Gerais para o tratamento de PCM.

5.1.3 Critério de exclusao e perdas

O critério de exclusdo foi a recusa do paciente em participar do estudo.
Nenhum dos pacientes atendidos no referido Servico foi excluido do estudo clinico.

Dez pacientes foram atendidos apenas uma vez. As informacdes obtidas na
primeira consulta dos mesmos foram avaliadas; porém, como ndao houve retorno,
eles constituiram perdas no estudo prospectivo, que analisou a evolu¢do dos casos,

sobretudo com relacéo a inatividade clinica.

5.2 Estudo imunolégico

As dosagens de marcadores inflamatorios por ensaio imunoenzimatico (teste

ELISA) foram realizadas no Laboratério de Imunofarmacologia do Instituto de

Ciéncias Bioldgicas — ICB/UFMG, coordenado pelo Prof. Mauro Martins Teixeira, sob

supervisao e orientacdo do Prof. Anténio Lacio Teixeira Jr.
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5.2.1 Populacéo estudada

O estudo imunoldgico foi realizado numa amostra de 26 pacientes do total de

75 atendidos no Ambulatorio de Paracoccidioidomicose de marco de 2001 a
dezembro de 2006. Foram utilizadas amostras coletadas na ocasido do diagnostico
e apos seis, 12 e 36 meses de tratamento.

Para comparacao, foram recrutados 37 voluntarios sadios pareados com 0s
mesmos por idade. Todos os voluntarios foram submetidos a anamnese e exame
clinico detalhado para se excluir a presenca de doengas como micoses subcutaneas
ou sistémicas, tuberculose, hanseniase, leishmaniose, doenca de Chagas e doencas

inflamatorias auto-imunes.

5.2.2 Critério de inclusdo

Foram incluidos no estudo imunoldgico os pacientes do estudo clinico que
tinham amostras de soro em pelo menos trés das quatro ocasides testadas (primeira
consulta, seis meses, 12 meses e 36 meses). O total de 26 pacientes preencheu tal
critéerio. Nao foi realizado célculo amostral para determinagdo do numero de

pacientes deste estudo; foi utilizada a amostra de conveniéncia.
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5.2.3 Critério de exclusao e perdas

Foram excluidos do estudo imunoldgico os pacientes do estudo clinico que
tinham duas ou menos amostras de soro devido a perdas por falhas na coleta,

processamento ou armazenamento.

5.2.4 Processamento do sangue para obten¢éo do soro

O sangue foi coletado de forma asséptica em tubos de vacuo, sem
anticoagulante. Logo apés, foi centrifugado a 1.500 rpm, por 5 minutos. O
sobrenadante (soro) foi, entdo, transferido para microtubos Eppendorf de 500 uL, em
aliquotas de 200 pL. Essas aliquotas foram identificadas com as iniciais do paciente
e a data da coleta e, em seguida, armazenadas a -70°C até a realizacdo dos

experimentos.

5.2.5 Dosagem de anticorpos IgG anti- P. brasiliensis (Pb) no soro

Os experimentos para dosagem seérica de anticorpos IgG contra antigenos
somaticos de P. brasiliensis foram realizados através de testes ELISA no Laboratdrio

de Imunologia Celular e Molecular do Departamento de Bioguimica e Imunologia do

Instituto de Ciéncias Bioldgicas — ICB/UFMG, coordenado pelo Prof. Alfredo Miranda
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de Goes. Os resultados das dosagens sdo apresentados em densidade Optica

(Optical Density — OD) no comprimento de onda de 492 nm.

5.2.6 Processamento do soro para dosagem de IgG ant  i-Pb, sTNF-R1 e R2

As aliquotas de soro foram deixadas em temperatura ambiente, até
descongelamento. O anticorpo de captura, na concentracdo fornecida pelo
fabricante (DuoSet R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), foi diluido em PBS
(solucéo salina com tampéao fosfato — Phosphate Buffered Saline) e foi adicionado a
cada poco da placa. Todas as placas foram deixadas durante a noite em geladeira, a
4°C. As aliquotas também foram deixadas na mesma temperatura durante esse

intervalo, em tubos Eppendorf.

5.2.7 Processamento do soro para dosagem de quimioc  inas

As aliquotas de soro foram deixadas em temperatura ambiente, até
descongelamento. O excesso de proteinas foi removido por precipitacdo através da

adicdo de sal e acido, conforme realizado rotineiramente no Laboratorio de

Imunofarmacologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas — ICB/UFMG. Um volume de

200 pL de solucao contendo acido trifluoracético a 1,2% e cloreto de sodio (NaCl) a
1,35M foi adicionado a cada aliquota de soro. Apdés homogeneizacdo, essas

amostras foram deixadas por 7 minutos a temperatura ambiente e, em seguida,
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centrifugadas a 10.000 rpm, a 4°C, por 10 minutos. O sobrenadante (300 pL) foi
retirado e seu pH foi ajustado para 7,4.

O anticorpo de captura, na concentracdo fornecida pelo fabricante (DuoSet
R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), foi diluido em PBS e adicionado a cada poc¢o
da placa. Todas as placas foram deixadas durante a noite em geladeira, a 4°C. As
amostras preparadas também foram mantidas na mesma temperatura durante esse

intervalo, em tubos Eppendorf.

5.2.8 Processamento das amostras para realizagao do s testes ELISA

Apés incubacdo durante a noite, as placas foram lavadas quatro vezes com
solugcéao de Tween 20 (Sigma) a 0,05% em PBS. Em seguida, cada poco da placa foi
bloqueado com BSA (albumina de soro bovino — Bovine Serum Albumine) a 10% em
PBS e incubado por 1 hora em temperatura ambiente antes de ser submetido a nova
lavagem, igual a anterior. As amostras foram adicionadas aos po¢os (100 pL/poco) e
as placas foram deixadas durante a noite em geladeira, a 4°C.

No dia seguinte, as placas foram lavadas, conforme descrito, e 0 anticorpo de
deteccdo, na concentracdo fornecida pelo fabricante, foi diluido em PBS e
adicionado a cada poco. As placas, entdo, foram incubadas em temperatura
ambiente por duas horas e, em seguida, novamente lavadas, conforme descrito
acima.

A cada poco, foi adicionado como substrato cromogénico o0 reagente o

fenilenediamina, e a placa foi deixada em recipiente escuro por tempo maximo de 15
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minutos. Ao final desse periodo de repouso, a reacéo foi interrompida pela adicao de
acido sulfarico (H.SO,4) a 1M a cada poco. A leitura foi realizada por um leitor de
placas de ELISA em comprimento de onda de 492 nm (EMax® Precision Microplate
Reader, Molecular Devices, California, CA, USA). A transferéncia dos dados para o
computador e sua analise foi feita pelo programa SoftMax Pro 5 (Molecular Devices,
California, CA, USA).

Para dosagem de sSTNF-R1 e sTNF-R2, foram utilizados kits de ELISA
sanduiche (DuoSet R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) com limite de deteccédo
de 5 pg/mL. Para a dosagem de CCL2, CCL3, CCL11 e CCL24 foram utilizados kits
semelhantes, do mesmo fabricante, com limite de deteccdo de 10 pg/mL. Para a
dosagem de CXCL9, foi utilizado kit de ELISA sanduiche com anticorpos pareados

(Pharmigen, San Diego, CA, USA), com limite de deteccdo de 10 pg/mL.

5.3 Desenho do estudo

Trata-se de estudo prospectivo, descritivo e analitico. Foram acompanhados
75 pacientes adultos atendidos no ambulatério supramencionado, entre marco de
2001 e dezembro de 2006. Foram estudadas as caracteristicas clinicas e
epidemioldgicas desses pacientes e eles foram avaliados quanto a sua evolucao e
0s possiveis fatores que influenciaram a mesma, tendo como variavel dependente a
“inatividade clinica”.

Para o estudo imunoldgico, foram utilizadas as amostras de soro de 26 dos

pacientes, na ocasido do diagnostico e apds seis, 12 e 36 meses de tratamento. Para
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comparacao, foram recrutados 37 voluntarios sadios pareados com 0S mesmos por
idade. Nesses 63 individuos, foram dosados marcadores inflamatérios, conforme

descrito.

5.4 Analise estatistica dos dados

Os dados clinicos e epidemiolégicos dos pacientes do estudo foram
organizados em banco de dados (APENDICE D) no programa SPSS 15.0 para
Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). A analise descritiva, a distribuicdo de
frequéncia das variaveis estudadas e a regresséao logistica binaria para identificacéo
das covariaveis associadas a variavel-resposta “inatividade clinica” foram realizadas
com o referido programa.

A regressdo logistica é usada para predizer um resultado com base em

valores de um conjunto de variaveis. E similar a regressdo linear, mas nessa as

variaveis sdo continuas. A regressao logistica binaria é adequada para modelos em

que a variavel dependente é dicotdmica; as variaveis independentes podem ser
intervalares ou categéricas. Quando ha mais do que dois resultados possiveis e eles

ndo possuem uma ordenacdo inerente, usa-se a regressdo logistica multinomial.

Quando ha mais de dois resultados possiveis e eles sdo ordenados, usa-se a

regressdo ordinal. Quando ha mais de dois resultados possiveis e as variaveis

independentes sdo continuas, usa-se a analise discriminante. Quando a variavel

dependente é continua e algumas variaveis independentes ou todas elas sé&o

categoricas, usa-se o0 modelo linear generalizado univariado (SPSS 15.0, 2006).
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Os dados dos testes ELISA foram testados quanto a normalidade de
distribuicdo e plotados em graficos de dispersao, nos quais as linhas representam as
medianas. Foi realizada analise nao-paramétrica com o teste Mann-Whitney para
comparacao de dados ndo-pareados de dois grupos. Diferencas entre trés ou mais
grupos foram avaliadas usando-se o teste Kruskal-Wallis e o pds-teste Dunn de
comparacao mdultipla. O teste de Spearman foi utilizado para avaliar a correlacéo
entre os parametros estudados. O nivel de significancia estatistica foi estabelecido
em p <0,05.

Curvas ROC (Receiver-Operator Characteristic) foram utilizadas para definir
os valores de corte das concentracdes séricas dos marcadores inflamatorios. Para o
objetivo do presente estudo, o valor de corte escolhido para cada parametro foi
aquele que maximizou a soma de sensibilidade e especificidade (Kelly et al., 2008;
Youden, 1950).

Todos os célculos foram feitos pelos programas GraphPad Prism versao 4.00
para Windows (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) e SPSS 15.0 para

Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

5.5 Pesquisa bibliografica

O levantamento bibliografico foi realizado nos bancos de dados da PubMed
(Biblioteca Nacional de Medicina dos Estados Unidos da América). Os termos
pesquisados foram selecionados nos Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS):

“paracoccidioidomycosis” ou “paracoccidioides” AND “immunology”, “cytokine”,
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“chemokine”, “tnf”, "tnf receptor”’, “epidemiology”, “ecology”, “serology”,
“pathogenesis”, “treatment”. Os termos foram pesquisados nos campos titulo e
resumo. Nao foram utilizados filtros de data, para se conseguir localizar trabalhos de
importancia histérica na investigacdo da doenca. A partir das referéncias dos artigos
lidos e de artigos indicados como correlatos pelo banco de dados PubMed, foram

identificados outros trabalhos relevantes para o presente estudo.
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6 RESULTADOS

Ao longo do periodo de coleta, de marco de 2001 a dezembro de 2006, foram
atendidos 75 pacientes com PCM no Ambulatorio de Paracoccidioidomicose do

CTR-DIP, Anexo Orestes Diniz, do Hospital das Clinicas — UFMG.

6.1 Caracteristicas clinicas e epidemiolégicas da p opulacado estudada

A idade dos pacientes estudados variou de 18 a 74 anos, sendo a média +
desvio-padrao de 44,6 + 14,4 anos. A proporcao de género masculino/feminino foi
de 64/11 (85% eram homens e 15%, mulheres). A distribuicdo dos pacientes por
faixa etaria € apresentada na TAB. 1. Dezesseis (21%) pacientes tinham 31 a 40
anos na primeira consulta; 20 (27%), entre 41 e 50 anos; e 13 (17%), entre 51 e 60

anos.



Distribuicdo por faixa etaria,

TABELA 1
na primeira consulta
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, dos pacientes com PCM cronica
atendidos no Hospital das Clinicas — UFMG, 2001-200 6.

Faixa etaria N (%)
Abaixo de 20 anos 3 (4)
De 21 a 30 anos 11 (15)
De 31 a 40 anos 16 (21)
De 41 a 50 anos 20 (27)
De 51 a 60 anos 13 (17)
De 61 a 70 anos 9(12)
Acima de 71 anos 3(4)
TOTAL 75 (100)

A maioria dos pacientes era procedente de area rural do estado de Minas

Gerais (48 casos; 64%); 21 (28%) vinham de &reas urbanas de Minas Gerais e 4

(5%), de outros estados, sendo dois do Espirito Santo, um da Bahia e um de Goias

(TAB. 2).

TABELA 2

Procedéncia dos pacientes com PCM cronica atendidos
UFMG, 2001-2006.

no Hospital das Clinicas —

Procedéncia

N (%)

Minas Gerais — area rural

48 (64)

Minas Gerais — area urbana

21 (28)

Outros estados

4 (5)

N&o informado

2 (3)

TOTAL

75 (100)
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De acordo com a Classificacao Brasileira de Ocupac¢des (CBO — Brasil, 2003),
29 (38,7%) pacientes eram, na primeira consulta, trabalhadores da construcéo civil,
27 (36%) eram trabalhadores agricolas e 8 (11%) eram trabalhadores de servigos

domeésticos em geral (TAB. 3).

TABELA 3
Profissdo, na primeira consulta, dos pacientes com PCM crénica atendidos no
Hospital das Clinicas — UFMG, 2001-2006.

Profissao N (%)
Trabalhador da construcéo civil 29 (38,7)
Trabalhador agricola 27 (36)
Trabalhador de servicos domésticos 8 (11)
Outra 10 (13)
Nao informado 1(1,3)
TOTAL 75 (100)

Entre os trabalhadores da construcao civil, 48% eram procedentes de &reas
rurais de Minas Gerais e 41%, de areas urbanas do estado. Entre os trabalhadores
agricolas, as respectivas proporcdes foram de 78% e 18% e entre os trabalhadores
de servigcos domésticos, de 88% e 12%. O total de 16 (21%) de 75 pacientes eram
procedentes de areas urbanas de Minas Gerais e ndo tiveram contato anterior com

trabalho agricola (TAB. 4).
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TABELA 4
Distribuicdo por profissao e procedéncia dos pacien tes com PCM crbnica atendidos
no Hospital das Clinicas — UFMG, 2001-2006.

Procedéncia

Profissao MG rural MG urbana  Outros NI Total
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)

Construcao civil 14/29 (48)  12/29 (41) 2/29(7) 1/29 (4) 29 (100)
Trabalhador agricola 21/27 (78) 5/27 (18)  1/27 (4) - 27 (100)
Trabalhador doméstico 7/8 (88) 1/8 (12) - - 8 (100)
Outra 6/10 (60) 3/10 (30) 1/10 (10) - 10 (100)
N&o informado - - - 1 1
TOTAL 48 21 4 2 75

MG: Minas Gerais; Outros: outros estados; NI: ndo informado.

Em 37 (49%) pacientes com PCM crénica, o tratamento da doenca foi iniciado
apos quatro a 12 meses do inicio da sintomatologia (mediana: 5 meses). Em 9 (12%)
pacientes, o tempo foi de um més; em 12 (16%), de dois a trés meses; em 18 (24%),
de quatro a seis meses; em 19 (25%), de sete a 12 meses; em 10 (13%), de mais de
um até trés anos; e em 2 (3%), mais de trés anos. O tempo maximo observado foi de

5 anos, em um paciente (TAB. 5).
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TABELAS
Tempo de doenca pré-tratamento dos pacientes com PC M crbnica atendidos no
Hospital das Clinicas — UFMG, 2001-2006.

Tempo de doenca pré-tratamento N (%)
Até 1 més 9(12)
De 2 a 3 meses 12 (16)
De 4 a 6 meses 18 (24)
De 7 a 12 meses 19 (25)
De mais de 1 ano até 3 anos 10 (13)
Mais de 3 anos 2 (3)
N&o informado 5(7)
TOTAL 75 (100)

Quanto a forma clinica, 53 (70,7%) pacientes apresentaram PCM multifocal;
21 (28%), PCM unifocal tegumentar; e um paciente apresentou PCM unifocal
pulmonar (TAB. 6).

TABELA 6
Formas de apresentacdo de PCM crénica dos pacientes atendidos no Hospital das
Clinicas — UFMG, 2001-2006.

Forma clinica N (%)

Multifocal 53 (70,7)

Unifocal tegumentar 21 (28)

Unifocal pulmonar 1(,3)

TOTAL 75 (100)
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A maior propor¢gdo de PCM multifocal foi verificada entre os pacientes com 51
a 60 anos de idade (92%); no grupo de 61 a 70 anos, o percentual foi de 33%. Nas

demais faixas etarias, essa propor¢do variou de 67% a 75% (TAB. 7).

TABELA 7
Formas de apresentacdo de PCM crénica, por faixa et  aria, na primeira consulta dos
pacientes atendidos no Hospital das Clinicas — UFMG  , 2001-2006.

Forma clinica

Faixa etéria Multi* Uni T* Uni P* Total
N (%) N (%) N (%) N (%)
Abaixo de 20 anos 213 (67) 1/3 (33) - 3 (100)
De 21 a 30 anos 8/11 (73) 3/11 (27) - 11 (100)
De 31 a 40 anos 11/16 (69) 5/16 (31) - 16 (100)
De 41 a 50 anos 15/20 (75) 4/20 (20) 1/20 (5) 20 (100)
De 51 a 60 anos 12/13 (92) 1/13 (8) - 13 (100)
De 61 a 70 anos 3/9 (33) 6/9 (67) - 9 (100)
Acima de 71 anos 213 (67) 1/3 (33) - 3 (100)
TOTAL 53 21 1 75

*Multi: multifocal; Uni T: unifocal tegumentar; Uni P: unifocal pulmonar.

Os principais achados clinicos dos pacientes estudados estdo apresentados
na TAB. 8. Emagrecimento e astenia foram o0s sintomas mais comuns ao exame
inicial, sendo encontrados em 57 (76%) e 48 (64%) pacientes, respectivamente. A

linfadenomegalia estava presente em 38 (51%) pacientes.



TABELA 8

Achados clinicos na primeira consulta dos pacientes

Hospital das Clinicas — UFMG, 2001-2006.

com PCM crobnica atendidos no

Achados clinicos N (%) Achados clinicos N (%)
Emagrecimento 57 (76) Diarréia 10 (13)
Astenia 48 (64) Artralgia 9(12)
Linfadenomegalia 38 (51) Ictericia 9(12)
Febre 28 (37) Convulsdes 709
Cefaléia 17 (23) Dor 6ssea 7(9)
Nausea / vomitos 14 (19) Distensao abdominal 5()
Dor abdominal 11 (15) Sinais motores focais 5(7)
Constipacdo 11 (15) Sangramento gastrintestinal 4 (5)
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Os locais mais comuns de lesdes da PCM na populacdo estudada sao

mostrados na TAB. 9. As lesbes paracoccidioidomicadticas, confirmadas pelo achado

anatomo-patologico ou microbiolégico do fungo, localizaram-se nas mucosas em 49

(65%) pacientes; no pulméo, em 31 (41%) pacientes; nos linfonodos, em 29 (39%)

pacientes; e na pele, em 28 (37%) pacientes.



TABELA9

Localizacado das lesdes de PCM cronica dos pacientes

Clinicas — UFMG, 2001-2006.

atendidos no Hospital das

Local N (%) Local N (%)
Mucosas 49 (65) Figado 2 (3)
Pulmbes 31 (41) Pancreas 2 (3)
Linfonodos 29 (39) Trato gastrointestinal 23
Pele 28 (37) Baco 1(1,3)
Cérebro 6(8) Ossos 1(1,3)
Adrenal 3(4) Trato génito-urinario 1(1,3)
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Quanto ao tratamento antifungico, 15 (20%) pacientes usaram Anfotericina B;

desses, 2 (3%) usaram-na em associacao com azélicos; 4 (5%), em associagdo com

sulfas; e 9 (12%), em associacdo a azolicos e sulfas. Os azélicos foram usados por

38 (51%) pacientes durante algum periodo da terapia; em 15 (20%) desses casos,

como droga antifungica Unica, e em 12 (16%), em associacdo com as sulfas. A

administracdo de sulfas, representadas pela associacdo de Sulfametoxazol e
Trimetoprim, foi realizada de forma isolada em 23 (31%) pacientes. A associacao de

drogas foi realizada em 27 (36%) pacientes. Dez pacientes (13%) nao retornaram

apos a primeira avaliacdo e, portanto, ndo foi possivel saber se eles usaram a

medicacéo prescrita (TAB. 10). Oito pacientes, até o final do seguimento, estavam

com a medicacdo antifingica suspensa por orientacdo médica, apds tempo minimo

de trés anos de tratamento.
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TABELA 10
Esquemas terapéuticos utilizados pelos pacientes co m PCM crénica atendidos no
Hospital das Clinicas — UFMG, 2001-2006.

Esquemas terapéuticos N (%)
Azdlicos (exclusivamente) 15 (20)
Sulfas (exclusivamente) 23 (31)
Associagdo de drogas 27 (36)

Anfotericina B + Azodlicos + Sulfas 9 (12)

Anfotericina B + Azélicos 2 (3)

Anfotericina B + Sulfas 4 (5)

Azélicos + Sulfas 12 (16)
N&o confirmado (sem retorno) 10 (13)
TOTAL 75 (100)

6.2 Inatividade clinica

O acompanhamento evolutivo dos pacientes revelou que 53 (71%) pacientes
alcancaram a inatividade clinica, sendo 43 (81%) homens e 10 (19%) mulheres. Do
total de 64 homens e 11 mulheres, 67% e 91%, respectivamente, atingiram
inatividade clinica durante o seguimento. Durante este estudo, o Obito foi constatado
em duas mulheres (do total de 11), por causa néo relacionada diretamente a PCM
em ambos os casos. Nenhum homem faleceu nesse intervalo.

O tempo decorrido desde o inicio do primeiro tratamento (quando houve mais

de um) até a inatividade clinica variou de um més a 14 anos (mediana: 5,5 meses).
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Dez (19%) dos 53 pacientes demoraram um més; 9 (17%), de dois a trés meses; 8
(15%), de quatro a seis meses; 7 (13%), de sete a 12 meses; 7 (13%), de 13 meses
a trés anos; 5 (10%), de mais de trés até cinco anos; e 6 (11%), mais de cinco anos

(TAB. 11). A informacéao sobre esse dado nao foi encontrada em um caso.

TABELA 11
Tempo decorrido desde o inicio do tratamento até a inatividade da doenca dos
pacientes com PCM crbnica atendidos no Hospital das Clinicas — UFMG, 2001-2006.

Tempo do inicio do tratamento até a inatividade cli  nica N (%)
Até 1 més 10 (19)
De 2 a 3 meses 9 (17)
De 4 a 6 meses 8 (15)
De 7 a 12 meses 7 (13)
De mais de 1 ano até 3 anos 7 (13)
De mais de 3 anos até 5 anos 5 (10)
Mais de 5 anos 6 (11)
N&o informado 1(2)
TOTAL 53 (100)

A idade média + desvio-padrdo no grupo que atingiu a inatividade clinica foi
de 45,0 + 14,8 anos; no outro grupo, sem inatividade clinica, foi de 43,6 + 13,8 anos.
N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.

A distribuicao por faixa etaria dos pacientes que atingiram inatividade clinica
apresentada na TAB. 12. Maior percentual de inatividade foi verificado nos pacientes

com 21 a 30 anos (82%) e 51 a 60 anos (85%) de idade.
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TABELA 12
Distribuicdo, por faixa etaria, dos pacientes com P~ CM crdnica que apresentaram
inatividade da doenca no Hospital das Clinicas — UF MG, 2001-2006.

Faixa etaria N (%)

Abaixo de 20 anos  2/3 (67)

De 21 a 30 anos 9/11 (82)

De 31 a 40 anos 8/16 (50)

De 41 a 50 anos 14/20 (70)

De 51 a 60 anos 11/13 (85)

De 61 a 70 anos 719 (78)

Acima de 71 anos  2/3 (67)

TOTAL 53/75 (71)

A inatividade clinica foi observada em 67% dos pacientes com PCM
procedentes de &reas rurais de Minas Gerais; em 71% dos procedentes de areas

urbanas do estado; e em 100% dos procedentes de outros estados (TAB. 13).

TABELA 13
Distribuicdo, por procedéncia, dos pacientes com PC M crénica que apresentaram
inatividade da doenca no Hospital das Clinicas — UF MG, 2001-2006.

Procedéncia N (%)

Minas Gerais — area rural 32/48 (67)
Minas Gerais — area urbana 15/21 (71)
Outros estados 4/4 (100)
Nao informado 2/2 (100)

TOTAL 53/75 (100)
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O maior percentual de inatividade clinica foi verificado entre os trabalhadores
de servicos domésticos (88%). Entre os trabalhadores da construcdo civil e os

agricolas, esse percentual foi de 79% e 59%, respectivamente (TAB. 14).

TABELA 14
Distribuicdo, por profissédo, dos pacientes com PCM crdnica que apresentaram
inatividade da doenca no Hospital das Clinicas — UF MG, 2001-2006.

Profissao N (%)
Trabalhador da construcéo civil 23/29 (79)
Trabalhador agricola 16/27 (59)

Trabalhador de servicos domésticos  7/8 (88)

Outra 6/10 (60)
Nao informado 1/1 (100)
TOTAL 53/75 (71)

A proporcdo de pacientes que alcancaram inatividade clinica foi menor entre
0s pacientes com dois a trés meses de doenca pré-tratamento (58%) Nos demais
grupos, o percentual de inatividade clinica de acordo com o tempo de doencga variou

de 67% a 75%. Esses dados sao apresentados na TAB. 15.
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TABELA 15
Distribuicdo, por tempo de doenca pré-tratamento, d
gue apresentaram inatividade da doenca no Hospital

0s pacientes com PCM crénica
das Clinicas — UFMG, 2001-2006.

Tempo de doenca pré-tratamento N (%)
Até 1 més 6/9 (67)
De 2 a 3 meses 7/12 (58)
De 4 a 6 meses 13/18 (72)
De 7 a 12 meses 14/19 (74)
Mais de 1 ano 9/12 (75)
N&o informado 4/5 (80)
TOTAL 53/75 (71)

A inatividade clinica foi atingida por 38 (72%) dos 53 pacientes com PCM
multifocal; por 14 (67%) dos 21 pacientes com PCM unifocal tegumentar; e pelo
anico paciente com PCM unifocal pulmonar (TAB. 16).

TABELA 16

Distribuicdo, por forma de apresentacéo, dos pacien
apresentaram inatividade da doenca no Hospital das

tes com PCM crbnica que
Clinicas — UFMG, 2001-2006.

Forma clinica N (%)

Multifocal 38/53 (72)
Unifocal tegumentar 14/21 (67)
Unifocal pulmonar 1/1 (100)

TOTAL

53/75 (71)
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A inatividade clinica foi obtida por 13 (87%) dos 15 pacientes que receberam
Anfotericina B como tratamento; por 12 (80%) de 15 que receberam apenas
azolicos; por 7 (58%) de 12 que receberam azodlicos associados a sulfas; e por 21

(91%) dos 23 que receberam somente sulfamidoterapia (TAB. 17).
TABELA 17

Distribuicdo, por esquema terapéutico utilizado, do s pacientes com PCM crdnica que
apresentaram inatividade da doenca no Hospital das Clinicas — UFMG, 2001-2006.

Esquema terapéutico N (%)

Azdlicos (exclusivamente) 12/15 (80)
Sulfas (exclusivamente) 21/23 (91)
Associagao de drogas 20/27 (77)

Anfotericina B + Azodlicos + Sulfas  8/9 (89)

Anfotericina B + Azélicos 2/2 (100)
Anfotericina B + Sulfas 3/4 (75)
Azdlicos + Sulfas 7/12 (58)

TOTAL 53/75 (71)
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6.2.1 Andlise dos preditores de evolucdo da PCM crdé  nica

Foram analisados o0s possiveis preditores da evolucdo dos pacientes com
PCM crbnica, considerando como variavel dependente ‘“inatividade clinica”,
codificada como 0 (quando a PCM tornou-se inativa com a terapia especifica) ou 1
(quando a PCM permaneceu ativa a despeito da terapia especifica, até o final do
seguimento). Visto que essa variavel é dicotbmica, o teste mais adequado para a

analise é a regressao logistica binaria.

O meétodo de selecao de variaveis usado foi a selecdo progressiva com razao

de probabilidades, em que as variaveis sao selecionadas com base na significancia

do escore estatistico. No modelo inicial, nenhum preditor € selecionado e todas as
variaveis sdo analisadas em conjunto. A cada passo, o0 preditor com maior escore
estatistico — cujo valor de significancia (valor-p) deve ser menor do que 0,05 — é
adicionado ao modelo. Esse processo é repetido até que, no ultimo passo, nenhuma
variavel apresente valor-p menor do que 0,05; entdo, nenhuma outra é selecionada
e encerra-se a analise.

O modelo inicial (“passo zero”) identificou “esquema terapéutico” como o
preditor com maior escore estatistico (escore: 34,061; p<0,001). As categorias dessa
variavel que apresentaram valor-p significativo foram os tratamentos com azoélicos
exclusivamente (escore: 30,228; p<0,001) e a combinacdo de azdlicos e sulfas
(escore: 6,008; p=0,014).

No “passo um”, com a variavel “esquema terapéutico” incluida na equagéo, a
variavel “acometimento de mucosas” apresentou 0 maior escore estatistico (escore:

7,608; p=0,006). Dos 49 pacientes com lesdo em mucosas, 30 (61%) apresentaram
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inatividade da doenca e 19 (39%) permaneceram com doenca ativa ao final do
seguimento. Dos 26 pacientes que nao possuiam mucosas acometidas, 23 (88%)
evoluiram com remisséo da PCM e 3%, néo.

No “passo dois”, com a inclusdo da variavel “acometimento de mucosas” nha
equacao, além da variavel “esquema terapéutico” que havia sido selecionada no
“passo um”, nenhuma outra apresentou valor de significancia (valor-p) menor do que
0,05 e a analise foi encerrada. Esses dados sdo mostrados nas TAB. 18, TAB. 19 e
TAB. 20. Todas as analises estatisticas da etapa de regressdo logistica séo
mostradas de modo mais detalhado no APENDICE E.

TABELA 18
Resultado da regresséo logistica binaria para ident  ificacdo dos preditores de
evolucdo da PCM crbnica dos pacientes atendidos no Hospital das Clinicas — UFMG,
2001-2006. “Passo zero”.

PASSO ZERO

Variaveis Escore estatistico Valor-p
Idade 0,756 0,384
Sexo 4,098 0,043
Procedéncia 2,439 0,295
Profisséo 5,377 0,146
Forma clinica 0,680 0,712
Tempo de doencga pré-tratamento 0,586 0,444
Esquema terapéutico* 34,061* <0,001*
» Azdlicos exclusivamente 30,288* <0,001*
» Sulfas exclusivamente 1,310 0,252
» Anfotericina B + Azdlicos + Sulfas 0,042 0,837
» Anfotericina B + Azdlicos 0,398 0,528
» Anfotericina B + Sulfas 0,398 0,528
» Azdlicos + Sulfas 6,008* 0,014*
Sinais e sintomas:
* Artralgia 1,104 0,293
* Astenia 0,515 0,473
* Cefaléia 0,056 0,812
« Constipacao 1,500 0,221
» Convulsao 0,021 0,886
* Diarréia 1,104 0,293

* Distensao abdominal 2,122 0,145




» Dor abdominal 3,578 0,059

* Dor 0ssea 2,122 0,145
« Emagrecimento 0,019 0,890
* Febre 0,724 0,395
* Ictericia 0,745 0,388
* Linfadenomegalia 1,237 0,266
* Nausea / vOmitos 5,198 0,023
» Sangramento gastrintestinal 0,021 0,886
* Sinais motores focais 0,808 0,369
Localizacdo das les@es:
e Adrenal 0,808 0,369
« Bacgo 0,398 0,528
e Cérebro 1,232 0,267
* Figado 0,398 0,528
» Linfonodos 2,132 0,144
e Mucosas 5,350 0,021
e Ossos 0,398 0,528
* Pancreas 0,808 0,369
* Pele 4,040 0,044
* Pulmoes 0,913 0,339
e Trato gastrintestinal 0,808 0,369
*  Trato génito-urinario 0,398 0,528

* Maior escore estatistico e p<0,05 (significancia estatistica).

TABELA 19
Resultado da regresséo logistica binaria para ident  ificacdo dos preditores de
evolucdo da PCM crbnica dos pacientes atendidos no Hospital das Clinicas — UFMG,
2001-2006. “Passo um” — variavel incluida: “esquema terapéutico”.

PASSO UM - Variavel incluida: “esquema terapéutico”

Variaveis nao incluidas Escore estatistico Valor-p
Idade 1,196 0,274
Sexo 2,749 0,097
Procedéncia 2,279 0,320
Profissédo 7,447 0,059
Forma clinica 0,184 0,912
Tempo de doenca pré-tratamento 1,661 0,198
Sinais e sintomas:
* Artralgia 0,003 0,956
* Astenia 0,294 0,588
» Cefaléia 0,832 0,362
* Constipag&o 0,139 0,709
» Convulséo 0,105 0,746

* Diarréia 2,477 0,115




 Distensao abdominal 0,417 0,519

» Dor abdominal 2,577 0,108
* Dor 6ssea 1,069 0,301
« Emagrecimento 0,464 0,496
* Febre 1,880 0,170
* Ictericia 1,488 0,223
* Linfadenomegalia 0,603 0,437
» Nausea / vbmitos 3,469 0,063
» Sangramento gastrintestinal 0,093 0,760
* Sinais motores focais 0 1,000

Localizacdo das les@es:

* Adrenal 0,197 0,657
* Baco 0 1,000
e Cérebro 0 1,000
e Figado 0 1,000
» Linfonodos 1,782 0,182
e Mucosas* 7,608* 0,006*
* Ossos 0,105 0,746
» Pancreas 0 1,000
* Pele 2,843 0,092
*  Pulmdes 1,191 0,275
» Trato gastrintestinal 0 1,000
*  Trato génito-urinario 0,197 0,657

* Maior escore estatistico e p<0,05 (significAncia estatistica).

TABELA 20
Resultado da regresséo logistica binaria para ident  ificacdo dos preditores de
evolugdo da PCM crbnica dos pacientes atendidos no Hospital das Clinicas — UFMG,
2001-2006. “Passo dois” — variavel incluida: “acome  timento de mucosas”.

PASSO DOIS — Variavel incluida: “acometimento de mu  cosas”

Variaveis nao incluidas Escore estatistico Valor-p*

Idade 3,099 0,078
Sexo 0,864 0,353
Procedéncia 0,873 0,646
Profissédo 6,204 0,102
Forma clinica 0,127 0,938
Tempo de doenca pré-tratamento 2,471 0,116
Sinais e sintomas:

* Artralgia 0,854 0,355
* Astenia 0,005 0,945
» Cefaléia 0,415 0,519
 Constipacao 1,214 0,271

+ Convulséo 0 1,000




* Diarréia 0,165 0,685
* Distensdo abdominal 0,441 0,507
 Dor abdominal 0,165 0,685
* Dor 0ssea 0,633 0,426
» Emagrecimento 0,398 0,528
* Febre 0,208 0,648
* Ictericia 0 1,000
* Linfadenomegalia 0,478 0,489
* Nausea / vOmitos 0,518 0,472
» Sangramento gastrintestinal 0,165 0,685
* Sinais motores focais 0 1,000
Localizacao das lesdes:
e Adrenal 0 1,000
* Baco 0 1,000
» Cérebro 0 1,000
* Figado 0 1,000
» Linfonodos 0,103 0,748
* Ossos 0 1,000
» Pancreas 0 1,000
* Pele 0,461 0,497
*  Pulmdes 0,283 0,595
» Trato gastrintestinal 0 1,000
*  Trato génito-urinario 0,278 0,598

* Nenhuma variavel apresentou p<0,05.
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6.3 Dosagem sérica de anticorpos e marcadores inflam atoérios

Participaram desta etapa do estudo 26 pacientes com idade (média + desvio-
padrdao) de 44,4 + 13,8 anos e proporcdo de género masculino/feminino de 23/3
(88% eram homens e 12%, mulheres). Trés deles apresentavam a forma unifocal
tegumentar; um, a forma unifocal pulmonar; e os restantes, formas multifocais de
PCM cronica.

A casuistica teve variacoes em decorréncia das perdas durante o tempo de
acompanhamento. Dessa forma, foram utilizadas nos experimentos amostras de 21
pacientes com seis meses de tratamento; de 23 pacientes com 12 meses; e de 17
pacientes com 36 meses.

Para comparacéao, foram coletadas amostras de soro de 37 voluntarios sadios
pareados com o grupo de pacientes por idade (média + desvio-padréo: 41,1 + 14,2
anos; proporcao de género masculino/feminino: 28/9).

Todos os 26 pacientes apresentavam doenca ativa na primeira consulta. A
inatividade clinica foi obtida por 6 (29%) de 21 pacientes ap0s seis meses; por 18
(78%) de 23 pacientes apds 12 meses; e por todos os 17 (100%) pacientes apds 36

meses (TAB. 21).
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TABELA 21
Distribuicdo, por tempo de tratamento e atividade d  a doenca, dos pacientes com PCM
cronica que participaram do estudo imunolégico no H ospital das Clinicas — UFMG,
2001-2006.

Tempo de tratamento — N (%)
Atividade clinica

12 consulta-t0 6 meses-t6 12 meses-tl2 36 meses - t36

PCM ativa 26 (100) 15 (71) 5 (22) 0
PCM inativa 0 6 (29) 18 (78) 17 (100)
TOTAL 26 (100) 21 (100) 23 (100) 17 (100)

A TAB. 22 mostra as estatisticas das curvas ROC para os marcadores
inflamatorios séricos estudados. Para comparacgdo, foram utilizados os valores das

dosagens nos pacientes com PCM crbnica pré-tratamento versus os valores das

dosagens no grupo controle. Os pontos de corte definidos sdo os valores limitrofes

gue separam um caso considerado “normal” de um *“anormal”. Quanto maior a
distancia entre a curva e a linha de referéncia, maior a utilidade do marcador testado
para discriminar pacientes e controles. Maior area sob a curva foi observada para os
anticorpos IgG anti-Pb, STNF-R1 e sTNF-R2, com p<0,0001. As quimiocinas CXCL9
e CCL24 também se mostraram Uteis para discriminar os pacientes com PCM
cronica nao tratados dos controles sadios, com p=0,001 e p=0,01, respectivamente.
As curvas ROC elaboradas para todos os marcadores inflamatérios estudados séo
mostradas no GRAF. 1. O GRAF. 2 mostra as curvas ROC elaboradas para
anticorpos IgG anti-Pb, sTNF-R1 e sTNF-R2. Todas as estatisticas referentes as
curvas ROC e estudos de correlagdo dos niveis dos marcadores dosados sédo

apresentados detalhadamente no APENDICE F.



98

) TABELA 22
Area sob a curva ROC, pontos de corte e os respecti  vos valores de sensibilidade e
especificidade para os marcadores inflamatoérios sér icos estudados nos pacientes

com PCM crénica atendidos no Hospital das Clinicas — UFMG, 2001-2006.

Marcador Areasoba  Valor-p Valor de corte Sensibilidade Especificidade

curva (pg/mL) (%) (%)
IgG anti-Pb* 0,964 <0,0001* 0,207 95 94
STNF-R1* 0,893 <0,0001* 544 85 84
STNF-R2* 0,944 <0,0001* 1.732 89 89
CXCL9* 0,744 0,001* 312 77 78
CCL2 0,634 0,07 1.101 42 95
CCL3 0,629 0,08 56 50 81
CCL11 0,507 0,93 248 46 70
CCL24* 0,689 0,01* 2.885 85 57

*p<0,05 (significancia estatistica).
*Valor expresso em OD, a 492 nm.
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Grafico 1- Curvas ROC para os marcadores seéricos estudados nos pacientes
com paracoccidioidomicose cronica (PCM) néo tratado s (t0) e nos controles

sadios. PCM: N=21 (IgG anti-Pb); N=26 (sTNF-R1, sTNF-R2 e quimiocinas).
Controles: N=37. ***p<0,0001; **p=0,001; *p=0,01.
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Grafico 2- Curvas ROC para anticorpos IgG anti- Paracoccidioides brasiliensis
(Pb), sTNF-R1 e sTNF-R2 dosados no soro dos pacient es com
paracoccidioidomicose crénica (PCM) néo tratados (t ~ 0) e nos controles sadios.
PCM: N=21 (IgG anti-Pb); N=26 (STNF-R1 e sTNF-R2). Controles: N=37.
***pn<0,0001.
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6.3.1 Dosagem sérica de anticorpos especificos anti  -P. brasiliensis

Os pacientes com PCM apresentaram niveis significativamente elevados de
anticorpos IgG anti-Pb em relagcdo ao grupo controle durante todo o seguimento.
Esses niveis reduziram progressivamente; entretanto, permaneceram acima do
ponto de corte de 0,20 (OD) em 8 (80%) de dez pacientes ap0s 36 meses de
tratamento (GRAF. 3). Apenas 1 (5%) de 21 pacientes possuia nivel de I1gG anti-Pb
abaixo do referido ponto de corte antes de iniciar o tratamento; entretanto, ele
apresentava, na ocasiao, elevagao de sTNF-R1, sTNF-R2 e CXCL9. O coeficiente
de correlacao entre IgG anti-Pb e cada um desses marcadores foi de 0,548 (p<0,01);

0,531 (p<0,01); e 0,415 (p<0,01), respectivamente.

6.3.2 Dosagem sérica de sTNF-R1 e sTNF-R2

Na primeira consulta, os niveis séricos de sTNF-R1 e sTNF-R2 estavam
significativamente aumentados nos pacientes com PCM em comparagdo com o
grupo controle. Esses niveis diminuiram com o tratamento especifico, mas a
concentracdo de STNF-R1 manteve-se elevada apO0s 36 meses do inicio do
tratamento (GRAF. 4 e 5). Os niveis de sSTNF-R1 e sTNF-R2 estavam acima do
ponto de corte de 544 e 1.732 pg/mL em 22 (85%) e 23 (96%) de 26 pacientes,
respectivamente, na ocasidao do diagnéstico, com discordancia em dois casos. ApoOs

36 meses, tais niveis diminuiram em 10 (59%) e 11 (65%) de 17 pacientes e ficaram
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abaixo do referido ponto de corte em 5 (29%) e 8 (47%) casos, respectivamente. O

coeficiente de correlacdo entre esses marcadores foi de 0,738 (p<0,01).

6.3.3 Dosagem sérica de quimiocinas

A concentracdo de CXCL9 estava significativamente mais alta em individuos
com PCM néo-tratados, em comparagdo com o grupo controle. Apds seis meses de
tratamento, essa concentracdo ja nao era diferente daquela encontrada nos
individuos sadios e continuou a diminuir progressivamente (GRAF. 6). Os niveis de
CXCL9 estavam abaixo do ponto de corte de 312 pg/mL em 20 (77%) de 26
pacientes antes do tratamento, incluindo um dos dois casos que apresentavam
simultaneamente niveis reduzidos de sTNF-R1 e sTNF-R2. Ap6s 36 meses, tais
niveis diminuiram em 13 (76%) de 17 pacientes e foram inferiores ao referido ponto
de corte em 14 (82%) casos. Um dos trés pacientes que nao atingiram a
concentragcdo de CXCL9 dos controles sadios ao final do seguimento possuia
simultaneamente baixos niveis de sSTNF-R1 e sTNF-R2. O coeficiente de correlacdo
entre CXCL9 e sTNF-R1 foi de 0,432 (p<0,01); entre CXCL9 e sTNF-R2, de 0,454
(p<0,01).

Os niveis de CCL2 estavam elevados em todos 0s grupos de pacientes com
PCM em tratamento. ApGs 12 meses em uso de antifingicos, tais niveis eram
significativamente mais altos do que em pacientes nao-tratados. Os pacientes
apresentaram reducdo na concentracdo de CCL2 apdés 36 meses em tratamento,

mas essa ainda permaneceu alta em comparacdo com o grupo controle (GRAF. 7).



103

Os niveis de CCL2 pré-tratamento estavam acima do ponto de corte de 1.101 pg/mL
em 11 (42%) de 26 pacientes. Durante o estudo, 24 de 26 pacientes apresentaram
aumento dos niveis de CCL2, que foi detectado aos seis meses em 13 (54%), aos
12 meses em 10 (42%) e aos 36 meses em 1 (4%) dos casos. Nove pacientes
apresentaram aumento progressivo da concentracdo da quimiocina. Um dos dois
pacientes que ndo apresentaram elevacédo dos niveis de CCL2 durante o tratamento
possuia 0 maior nivel na ocasido do diagnaostico, e ele diminuiu progressivamente.

A curva de CCL3 foi similar a de CCL2 (coeficiente de correlacdo: 0,287,
p<0,05). Seus niveis achavam-se elevados apos seis meses e aumentaram ainda
mais apos 12 meses de tratamento. A concentracdo de CCL3 continuava elevada
em dois pacientes apo6s completados 36 meses em tratamento (GRAF. 8). Os niveis
de CCL3 pré-tratamento estavam acima do ponto de corte de 56 pg/mL em 13 (50%)
de 26 pacientes. Durante o acompanhamento, 21 (81%) de 26 pacientes tiveram
aumento da concentragdo da quimiocina, que foi detectado aos seis meses em 10
(48%), aos 12 meses em 9 (43%) e aos 36 meses em 2 (9%) dos casos. Oito
pacientes apresentaram elevagao progressiva do nivel de CCL3.

Os niveis de CCL24 mostraram aumento discreto, porém significativo, nos
pacientes com PCM crbnica apds 36 meses de terapia antifingica (GRAF. 9). Em
dois pacientes, ambos com PCM cerebral, foram detectados niveis muito elevados
de CCL24 em trés das quatro dosagens realizadas ao longo do seu seguimento

Os niveis de CCL11 dos pacientes com PCM na ocasido do diagndstico foram
semelhantes aos dos controles sadios de PCM e néo se alteraram ap0s inicio do

tratamento (GRAF. 10).
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Gréfico 3- Concentracdo de anticorpos IgG anti- Paracoccidioides brasiliensis
(Pb) no soro de controles sadios e pacientes com pa  racoccidioidomicose
cronica (PCM), ao diagnéstico (t0; N=21), ap0s 6 meses (t6; N=20), apds 12 meses
(t12; N=16) e apOs 36 meses (t36; N=10) de inicio de tratamento antifingico, em
comparacao com controles sadios (N=37). Os resultados sdo expressos em OD
(Optical Density — Densidade Optica) no comprimento de onda de 492 nm. As linhas
horizontais representam a mediana dos valores. A linha tracejada representa o ponto
de corte definido pelo método da curva ROC. A analise estatistica foi realizada com
o teste Kruskal-Wallis, seguido pelo teste Dunn de comparacao mdultipla. ***p<0,001;
**p<0,01 (vs. controle).
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Gréfico 4- Concentracdo de STNF-R1 no soro de controles sadios e pacientes
com paracoccidioidomicose cronica (PCM), ao diagnostico (t0; N=26), apos 6
meses (16; N=21), apds 12 meses (t12; N=23) e apds 36 meses (t36; N=17) de inicio
de tratamento antifingico, em comparacdo com controles sadios (N=37). As linhas
horizontais representam a mediana dos valores. A linha tracejada representa o ponto
de corte definido pelo método da curva ROC. A andlise estatistica foi realizada com
o teste Kruskal-Wallis, seguido pelo teste Dunn de comparacao mdultipla. ***p<0,001;
**p<0,01; *p<0,05 (vs. controle).
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Gréfico 5- Concentracdo de STNF-R2 no soro de controles sadios e pacientes
com paracoccidioidomicose cronica (PCM) , ao diagnostico (t0; N=26), apos 6
meses (16; N=21), apds 12 meses (t12; N=23) e apds 36 meses (t36; N=17) de inicio
de tratamento antifingico, em comparacdo com controles sadios (N=37). As linhas
horizontais representam a mediana dos valores. A linha tracejada representa o ponto
de corte definido pelo método da curva ROC. A analise estatistica foi realizada com
o teste Kruskal-Wallis, seguido pelo teste Dunn de comparacao mdultipla. ***p<0,001;
**p<0,01 (vs. controle).
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Gréfico 6- Concentracdo de CXCL9 no soro de controles sadios e pacientes

com paracoccidioidomicose cronica (PCM),

ao diagnostico (t0; N=26), apos 6

meses (16; N=21), apds 12 meses (t12; N=23) e apds 36 meses (t36; N=17) de inicio
de tratamento antifingico, em comparacdo com controles sadios (N=37). As linhas
horizontais representam a mediana dos valores. A linha tracejada representa o ponto
de corte definido pelo método da curva ROC. A analise estatistica foi realizada com
o teste Kruskal-Wallis, seguido pelo teste Dunn de comparagdo multipla. **p<0,01
(vs. controle); ++p<0,01 (vs. t0).
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Grafico 7- Concentracdo de CCL2 no soro de controles sadios e pacientes com
paracoccidioidomicose cronica (PCM), ao diagnostico (t0; N=26), apds 6 meses
(t6; N=21), apos 12 meses (t12; N=23) e apos 36 meses (t36; N=17) de inicio de
tratamento antifngico, em comparagdo com controles sadios (N=37). As linhas
horizontais representam a mediana dos valores. A linha tracejada representa o ponto
de corte definido pelo método da curva ROC. A analise estatistica foi realizada com
o teste Kruskal-Wallis, seguido pelo teste Dunn de comparacédo mdultipla. ***p<0,001;
**p<0,01 (vs. controle); ++p<0,01 (vs. t0).
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Grafico 8- Concentracdo de CCL3 no soro de controles sadios e pacientes com
paracoccidioidomicose cronica (PCM), ao diagnostico (t0; N=26), apds 6 meses
(t6; N=21), apos 12 meses (t12; N=23) e apos 36 meses (t36; N=17) de inicio de
tratamento antifngico, em comparagdo com controles sadios (N=37). As linhas
horizontais representam a mediana dos valores. A linha tracejada representa o ponto
de corte definido pelo método da curva ROC. A analise estatistica foi realizada com
o teste Kruskal-Wallis, seguido pelo teste Dunn de comparacé&o mdultipla. ***p<0,001;
*p<0,05 (vs. controle).



110

200004 . .
A v
— v .
‘= 15000+ A .
[=)
& L ]
5, 10000+ N o
—] 4 .
3 ' VS Sos
5000+
prAg m r- Y
- SO y T . I S e --Ponto de corte: 2.885
A A
0 || | | ) || I
Control t0 t6 t12 t36

PCM

Gréfico 9- Concentragdo de CCL24 no soro de controles sadios e pacientes
com paracoccidioidomicose cronica (PCM), ao diagnostico (t0; N=26), apos 6
meses (16; N=21), apds 12 meses (t12; N=23) e apds 36 meses (t36; N=17) de inicio
de tratamento antifingico, em comparacdo com controles sadios (N=37). As linhas
horizontais representam a mediana dos valores. A linha tracejada representa o ponto
de corte definido pelo método da curva ROC. A analise estatistica foi realizada com
o teste Kruskal-Wallis, seguido pelo teste Dunn de comparac¢do multipla. *p<0,05 (vs.
controle).
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Grafico 10- Concentracdo de CCL11 no soro de controles sadios e pacientes
com paracoccidioidomicose cronica (PCM), ao diagnéstico (t0; N=26), ap6s 6
meses (16; N=21), apds 12 meses (t12; N=23) e apds 36 meses (t36; N=17) de inicio
de tratamento antifangico, em comparac¢do com controles sadios (N=37). As linhas
horizontais representam a mediana dos valores. A linha tracejada representa o ponto
de corte definido pelo método da curva ROC. A andlise estatistica foi realizada com
o teste Kruskal-Wallis, seguido pelo teste Dunn de comparacdo multipla. Nao foi
observada diferenca estatistica entre os grupos.
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7 DISCUSSAO

O presente trabalho demonstrou que a maioria dos pacientes apresenta
evolucao favoravel, atingindo o estado de doenca inativa nos primeiros seis meses
de tratamento. As variaveis “esquema terapéutico” e “acometimento de mucosas”
foram os mais significativos preditores de mau prognostico em PCM cronica;
tratamentos com azolicos isoladamente ou combinados a sulfas associaram-se a
menor percentual de cura clinica. As concentracdes séricas de IgG anti-Pb, sTNF-
R1, sTNF-R2 e CXCL9 decrescem ao longo do tratamento nos pacientes com PCM
cronica (tipo adulto). O declinio da concentracdo de CXCL9 € o mais rapido dentre
0s marcadores citados. Os niveis de CCL2 e CCL3 elevam-se nos pacientes com
PCM ao longo do primeiro ano de tratamento e os de CCL24 tém discreto aumento
apos 36 meses de terapia antifiangica. Nao se observa diferenca estatisticamente
significativa entre os niveis de CCL11 do grupo de pacientes e os do grupo controle,

durante todo o seguimento.

7.1 Caracteristicas clinicas e epidemiolégicas dap  opulacdo estudada

A média de idade dos pacientes estudados foi de 44,6 anos e maior
proporcao deles (48%) apresentava 31 a 50 anos, o que estd de acordo com dados
da literatura (Bicalho et al.,, 2001; Blotta et al., 1999; Godoy & Reichart, 2003;

Paniago et al., 2003). A proporcdo de género homem:mulher foi de 5,8:1, que é
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concordante com estudo realizado no estado de S&o Paulo por Blotta e
colaboradores (1999), porém inferior a propor¢cdo encontrada em outras casuisticas
descritas (Bicalho et al.,, 2001; Godoy & Reichart, 2003; Marques et al.,, 1998;
Paniago et al., 2003), que relataram de 8,8 a 30 homens acometidos para cada
mulher.

Os estudos encontrados que descrevem a profissdo dos pacientes com PCM
mostram que a maior parte (45,5% a 76%) deles trabalha em atividades agricolas
(Bicalho et al., 2001; Blotta et al., 1999; Godoy & Reichart, 2003; Marqgues et al.,
1998; Paniago et al.,, 2003). Na presente casuistica, os trabalhadores agricolas
representaram 36% da populacédo estudada, sendo superados pelos trabalhadores
da construcao civil (38,7%). Considerando o grupo todo de pacientes, a maioria
deles (57 de 73 casos, ou 78%) afirmou que vivera ou trabalhara em éarea rural
durante algum periodo de sua vida. No grupo dos trabalhadores da construcao civil e
nos de servicos domésticos, observou-se que 48% e 88%, respectivamente, dos
pacientes eram procedentes de areas rurais do estado de Minas Gerais. Apos migrar
para os centros urbanos, muitos trabalhadores agricolas sao inseridos no mercado
de trabalho no ramo da construcao civil, como ja descrito (Blotta et al., 1999).

O maior percentual (41%) de pacientes procedentes de areas urbanas de
Minas Gerais foi observado entre os trabalhadores da construcao civil. Isso pode ser
explicado pelo fato de que as atividades de tal ramo também envolvem o preparo e o
ato de revolver o solo, o que estd sabidamente relacionado a geracao de aerossois
infectivos de P. brasiliensis (Coimbra Jr et al.,, 1994; Mangiaterra et al., 1999;
Restrepo et al., 2001). Esses dados poderiam sugerir uma tendéncia a mudanca no
perfil epidemiologico da PCM, caracterizando uma gradual urbanizagdo da mesma.

Por outro lado, a PCM é doencga de longo periodo de incubacéo e, durante a andlise
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do banco de dados, ndo foi possivel determinar o numero de trabalhadores da
construcdo civil que tiveram contato ocupacional com lavoura no passado e que,
provavelmente, teriam adquirido a infecgdo por P. brasiliensis antes de migrarem
para areas urbanas.

A forma clinica predominante no presente trabalho foi a multifocal cronica.
Emagrecimento, astenia e linfadenomegalia foram os achados clinicos mais comuns
na primeira consulta, tendo ocorrido em 76%, 64% e 51% dos pacientes,
respectivamente. O sitio de acometimento mais comum neste estudo foi a mucosa
(65%), seguido por pulmdes (41%), linfonodos (39%) e pele (37%). Essas
observacfes estdo em concordancia com publicagbes prévias (Blotta et al., 1999;
Marques et al., 1998; Paniago et al., 2003). No estudo de Paniago e colaboradores
(2003), foi verificado acometimento de adrenais em 12 (2,8%) de 422 pacientes, de
0ssos em 6 (1,4%) e do sistema nervoso central em 6 (1,4%) casos. Na presente
casuistica, o envolvimento dos referidos sitios ocorreu em 3 (4%), 1 (1,3%) e 6 (8%)
de 75 pacientes. O percentual de lesdes de PCM localizadas em 0ssos, portanto, foi
similar; lesbes em adrenais e, sobretudo, no sistema nervoso central, foram mais
frequentes neste trabalho. Estudo de Almeida e colaboradores (2004), realizado em
Curitiba, no Parand, verificou acometimento do sistema nervoso central em 13,9%
dos pacientes, superior ao encontrado na populacdo do presente trabalho.

Em duas pacientes (3%), foi constatado 6bito durante o periodo de seis anos
do estudo. Em nenhum dos casos, entretanto, a causa da morte foi a PCM. Outros
estudos demonstraram que a letalidade da PCM varia de 2% a 23% (Coutinho et al.,
2002; Marques, 1998; Marques et al., 1998; Paniago et al., 2003). Essa diferenca

provavelmente decorre do fato de que, na presente casuistica, nenhum paciente
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apresentava a forma aguda ou subaguda da doenca, sabidamente associada a
maior taxa de letalidade.

Os esquemas terapéuticos adotados variam, sobretudo, de acordo com a
disponibilidade de drogas antifungicas nos diferentes servicos. A gravidade do
quadro clinico da PCM também pode influenciar a escolha da medicacdo a ser
prescrita; assim, medicacdes administradas por via endovenosa, como a Anfotericina
B, séo preferidas em casos graves de PCM. No presente estudo, 20% dos pacientes
foram tratados exclusivamente com azdlicos, 31% receberam apenas
sulfamidoterapia e 20% foram tratados com Anfotericina B. Estudo de Paniago e
colaboradores (2003), realizado no estado do Mato Grosso do Sul, revelou que
90,3% dos 422 pacientes com diagnéstico de PCM fizeram uso da associagcao de
Sulfametoxazol e Trimetoprim, por ser medicacdo de baixo custo e disponivel nos
servicos de saude publicos da regido. Outro trabalho, realizado na cidade de
Botucatu, no estado de S&o Paulo, mostrou que a Anfotericina B foi utilizada por
46%, Cetoconazol, por 28%; Itraconazol, por 18%; sulfamidoterapia, por 46%; e
Terbinafina, por 1% dos 315 pacientes (Marques et al., 1998).

O relato do tempo de doenca pré-tratamento foi encontrado em apenas um
trabalho, cuja casuistica era composta exclusivamente por pacientes com PCM
cronica unifocal tegumentar com manifestagbes em mucosa oral. No referido
trabalho, a média + desvio-padréo da variavel em questao foi de 7,66 + 7,95 meses
(min.-méx.: 3 semanas-4 anos); em 70,5% dos pacientes, o tratamento foi iniciado
em até seis meses apos o inicio dos sintomas (Bicalho et al., 2001). No presente
estudo, a mediana foi de 5 meses, com maximo de cinco anos, sendo igual ou
inferior a seis meses em 52% dos pacientes. O achado de intervalo discretamente

mais longo pode ser explicado pelo fato de que, nesta casuistica, os sitios de
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acometimento incluem Orgdos diversos, cujas manifestacdes podem ser menos
aparentes do que as de mucosas de vias aéreas superiores, levando a um atraso no

diagnéstico.

7.2 Inatividade clinica

Nao foram encontrados, na literatura pesquisada, estudos de pacientes com

PCM croénica com enfoque na inatividade da doenca. Estudo realizado nos principais

servicos publicos de Infectologia Pediatrica de Belo Horizonte, Minas Gerais, com 38
casos de PCM aguda (Nogueira et al., 2006a,b), demonstrou que a metade dos
pacientes ndo apresentava mais sintomas da doenca no nono més de tratamento e
gue 17% do total permanecia com pelo menos um sintoma aos 30 meses de
tratamento.

No presente trabalho, foi constatada remisséo clinica em 71% dos pacientes

acompanhados de margco de 2001 a dezembro de 2006. A maioria dos pacientes

(51%) atingiu a inatividade clinica em até seis meses de tratamento; em 34%, esse

tempo foi superior a doze meses e em 21%, superior a 36 meses. Em comparacao
com o estudo de Nogueira e colaboradores (2006), verifica-se menor tempo
necessario para 50% dos pacientes alcancarem a inatividade da doenca (seis versus
nove meses), porém um percentual maior de individuos permanecia com lesdes

ativas apds 36 meses de tratamento. Portanto, a PCM crénica parece responder

discretamente mais rapido a terapia especifica do que a PCM aguda na maioria dos

casos. Em qualquer das formas clinicas, faz-se necessario manter o tratamento por
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longo periodo, de preferéncia superior a dois anos, a fim de se evitarem as suas
recidivas.

Entre os 11 pacientes com PCM cronica que apresentaram tempo superior a
36 meses, apoés o inicio do primeiro tratamento, para remissdo dos sintomas, houve
pacientes com quadro leve, moderado e grave; alguns usavam a medicacao
regularmente, outros ndo. Acredita-se que alguns pacientes sejam mais vulneraveis
imunologicamente do que outros; assim, ainda que a forma de apresentacdo da
doenca ndo pareca grave, eles teriam maior dificuldade em eliminar o fungo do
organismo por apresentarem menor eficiéncia da resposta imunoldgica tipo Thl.
Entretanto, apenas um paciente deste grupo participou do estudo imunolégico, o que
dificulta a elaboracdo de conclusfes quanto a essa questao.

A propor¢cdo homem:mulher verificada no grupo que atingiu inatividade clinica
foi de 4,3:1. No grupo que permaneceu com doenca ativa, foi de 21:1 (21 homens e
uma mulher). A varidvel sexo, no entanto, ndo foi considerada significativamente
associada a inatividade clinica na regresséo logistica.

Apesar de ndo haver diferenca estatisticamente significativa entre a média de
idade do grupo que atingiu inatividade clinica e a média do outro grupo, maior
percentual de pacientes que tiveram evolucao favoravel foi verificado entre aqueles
na faixa etaria de 21 a 30 anos (82%) e de 51 a 60 anos (85%). No primeiro
intervalo, o melhor progndstico pode estar associado com a menor incidéncia de
comorbidades, ja que os pacientes eram mais jovens. A amostra de pacientes com
menos de 20 anos era constituida por apenas trés pacientes e, portanto, muito
pequena para se elaborarem inferéncias. No segundo intervalo, 0 maior percentual
de remissdo clinica pode ser explicado pela menor exposicdo ocupacional dos

pacientes ao fungo, ja que muitos se aposentam nessa faixa etaria. Entre 61 e 70
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anos, o percentual de inativacdo da PCM foi elevado também (78%); acima de 71
anos, havia somente trés pacientes, o que levou a mesma limitacéo verificada para a
faixa etaria inferior a 20 anos.

As proporc¢des das formas de apresentacdo clinica entre as diferentes faixas
etarias ndo parecem estar associadas a evolucao clinica dos pacientes, visto que o
menor percentual relativo (8%, em contraposicdo a meédia geral de 28%) de
pacientes com forma unifocal, que supostamente seria mais branda do que a forma
multifocal, foi verificado no grupo com 51 a 60 anos de idade. Esse grupo foi o que
apresentou maior proporcao de pacientes com PCM que atingiram inatividade da
doenca.

Maior percentual de inativacdo foi verificado entre os trabalhadores

domeésticos (88%); apenas um paciente desse grupo, 0 Unico do sexo masculino,

permaneceu com doenca ativa ao final do seguimento. Os trabalhadores agricolas

formaram o grupo com menor proporcdo de pacientes que apresentaram remissao

da doenca (59%); entre os trabalhadores da construcao civil, foi verificado percentual
intermediario (79%). Essas observacdes provavelmente se devem a diferenca no
grau de exposicao direta dos individuos aos aerossois infectivos de P. brasiliensis,
presentes no solo, durante as atividades laborativas; tal exposicdo é
presumivelmente maior nos lavradores do que nos pedreiros e inferior nos donos-de-
casa. Entretanto, a profissdo do paciente nao foi considerada um preditor de
evolucdo da PCM crbnica com significancia estatistica na regresséo logistica.

O esquema terapéutico utilizado foi considerado preditor significativo de

evolucdo da PCM cronica (escore: 34,061; p<0,001). Menor percentual de cura

clinica foi observado entre os pacientes que usaram azélicos exclusivamente (80%)

ou em associacao a sulfas (58%). Treze (89%) dos 15 pacientes que receberam
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Anfotericina B tiveram remissdo da doenca, o que pode ser devido a sua elevada
eficacia antifungica. Tal proporcdo foi de 80% entre os pacientes que utilizaram
monoterapia com azolicos e de 91% entre aqueles que usaram exclusivamente
sulfamidoterapia. I1sso poderia refletir a diferenca de eficacia entre as medicacdes,
mas tal assertiva ndo pode ser feita, visto que os pacientes tratados exclusivamente
com sulfamidoterapia tém, em geral, quadros mais brandos de PCM do que aqueles
dos demais grupos, constituindo um viés. Além disso, seria necessario acompanhar
0S pacientes apos a suspensédo da medicacao, por periodo minimo de cinco anos,
para se inferir sobre a eficacia da mesma. Neste estudo, apenas oito pacientes
tiveram a terapia antifiUngica suspensa por orientacdo meédica, ap0s periodo minimo
de trés anos de tratamento, e nenhum deles apresentou recidiva durante seu
acompanhamento.

A procedéncia, o tempo de doenca pré-tratamento e a forma de apresentacao
clinica da PCM cronica (multifocal versus unifocal) ndo foram considerados fatores
estatisticamente significativos na determinacao da evolugéao da doenca.

Nogueira e colaboradores (2006a,b) identificaram ascite e hipoalbuminemia

como fatores de mau progndstico, associados a maior freqiéncia de 6bitos. No

presente trabalho, a regressdo logistica revelou que a presenca de lesdo em

mucosas esta estatisticamente associada a ma evolucao dos casos de PCM crbnica

(escore: 7,608; p=0,006). Dos 49 pacientes com lesdo em mucosas, 30 (61%)
apresentaram inatividade da doenca e 19 (39%) permaneciam com doenca ativa ao
final do seguimento; dos 26 pacientes que nao possuiam mucosas acometidas, 23
(88%) evoluiram com remissdo da PCM e 3 (12%) tiveram ma evolucao apesar da
terapia antifungica instituida. Esse aspecto nao foi previamente descrito na PCM. Na

leishmaniose tegumentar americana, a forma mucosa estd associada a maior
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refratariedade ao tratamento. Em comparacdo com as outras formas clinicas da
doenca, a leishmaniose mucosa caracteriza-se por forte ativacdo de resposta
imunologica do tipo Thl e pequeno numero de células parasitas no tecido do
hospedeiro (BRASIL, 2007). E possivel que a formacdo de granulomas compactos
dificulte o acesso da droga até as células do agente etiolégico, dificultando sua
eliminacao e, por conseguinte, prejudicando a resposta ao tratamento e retardando a

cura clinica do paciente.

7.3 Dosagem sérica de anticorpos e marcadores infla  matoérios

Na amostra de 26 pacientes que participaram do estudo imunoldgico, todos

tinham doenca ativa na primeira consulta. A remisséo clinica foi constatada em 29%,

78% e 100% dos casos apos seis, 12 e 36 meses de tratamento, respectivamente.

Todavia, a concentracdo de nenhum dos marcadores seéricos estudados atingiu os

niveis considerados normais, ou seja, abaixo do ponto de corte estabelecido pelo

método da curva ROC, em proporcdo tdo elevada de pacientes, em cada um dos

tempos de medida. Isso reflete a existéncia de atividade inflamatéria residual ou

persistente, a despeito do desaparecimento dos sintomas. Portanto, a inatividade

clinica, isoladamente, ndo deve ser considerada parametro confiavel para a

interrupcao do tratamento dos pacientes com PCM crénica.

As curvas ROC foram construidas para cada marcador sérico estudado, no
intuito de se determinar quais deles poderiam ser parametros Uteis para separar 0S
individuos sadios dos pacientes com PCM cronica. Para tal fim, avaliou-se a area

sob a curva, cujo valor varia de 0,5 a 1,0: quanto mais proximo esse valor for de 1,0,
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maiores sao a sensibilidade e a especificidade do teste. Neste trabalho, os maiores
valores de area sob a curva foram verificados para IgG anti-Pb (0,964), sTNF-R2
(0,944) e sTNF-R1 (0,893), com p<0,0001. CXCL9 e CCL24 apresentaram area sob
a curva de 0,744 (p=0,001) e 0,689 (p=0,01), respectivamente, e, portanto, foram
menos precisas na discriminacdo dos grupos de controles sadios e de pacientes
com PCM cronica. Os outros marcadores testados nao apresentaram valor-p

significativo.

7.3.1 Dosagem sérica de anticorpos especificos anti  -P. brasiliensis

A dosagem de anticorpos IgG contra antigenos somaticos de P. brasiliensis
(lgG anti-Pb), por método ELISA, revelou niveis elevados dos mesmos nos
pacientes nao tratados, com redugdo progressiva durante os 36 meses de
seguimento. Do mesmo modo que sSTNF-R1, esses niveis permaneceram elevados
ao final do tempo de acompanhamento, em comparagdo com o grupo controle.

Conforme preconizado em diversos trabalhos, exames sorolégicos sao Uteis
como um dos critérios para definicdo da cura clinica dos pacientes com PCM, desde
gue o antigeno utilizado no teste seja apropriado e que o método de dosagem tenha
alta sensibilidade e especificidade (Brummer et al., 1993; Camargo & Franco, 2000;
Marques, 2003; Shikanai-Yasuda et al., 2006).

O exame sorolégico realizado neste estudo mediu através de teste ELISA a
producdo de anticorpos contra antigenos somaticos de P. brasiliensis, preparados

conforme descricdo de Reis e colaboradores (2005). Foram verificadas sensibilidade
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de 85% e especificidade de 84% no ponto de corte de 0,20, definido pela curva
ROC. Esses valores sdo similares aos descritos na literatura para a contra-
imunoeletroforese e para a imunodifusdo dupla; para o teste ELISA, porém, a
sensibilidade descrita € proxima de 100%, ou seja, superior ao encontrado neste
estudo (Camargo & Franco, 2000; Marques, 2003; Shikanai-Yasuda et al., 2006). Tal
diferenca provavelmente decorre das distintas preparacfes antigénicas utilizadas.
N&o foram realizados exames sorolégicos com outras técnicas nem com outras
preparacdes antigénicas na populacao estudada.

O teste utiizado no presente trabalho mostrou-se adequado ao
acompanhamento dos pacientes com PCM, e seus titulos decrescem ao longo do
tratamento, embora possam permanecer fracamente positivos por toda a vida do
paciente. No entanto, os antigenos somaticos utilizados para a deteccdo dos
anticorpos IgG no soro dos pacientes ndo sdo padronizados até 0 momento para
uso de rotina nos servicos de saude do pais, 0 que torna dificil a reprodutibilidade de
tal teste em larga escala no presente.

Conforme  demonstrado em  trabalhos prévios, 0s pacientes
imunocompetentes com PCM apresentam sorologia, em geral, positiva. Os titulos de
anticorpos sdo habitualmente mais elevados nos pacientes com formas agudas
generalizadas; naqueles com formas cronicas localizadas, o resultado pode ser
falso-negativo (Brummer et al., 1993; Shikanai-Yasuda et al., 2006). Na casuistica
aqui apresentada, apenas um paciente apresentou resultado negativo de IgG anti-Pb
pré-tratamento, inferior ao ponto de corte de 0,20; esse paciente tinha PCM unifocal
tegumentar, com lesdes na pele do labio superior e na mucosa nasal, diagnosticada
oito anos antes de sua primeira consulta no Ambulatério de PCM do HC/UFMG.

Apesar de ser um quadro localizado, seu controle foi extremamente dificil, a despeito
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de tratamentos com associacao de azolicos e sulfamidicos; a inatividade da doenca
foi alcancada apenas apos o uso de Anfotericina B. Tal paciente, entretanto, tinha,
desde a primeira consulta, niveis séricos bastante elevados de sTNF-R1, STNF-R2 e
CXCL9, sugerindo a presenca de inflamacdo com deflagracdo de resposta Thl
associada a producdo minima de anticorpos IgG especificos, que foi detectada pela
dosagem sérica dos marcadores inflamatorios, mas nédo pelo exame sorolégico.

Portanto, nos pacientes com guadro clinico localizado, como o paciente em questao,

0Ss marcadores associados a resposta imunoldgica tipo Thl, tais como sTNF-R1,

sTNF-R2 e CXCL9, sdo mais adequados para estimar a persisténcia de atividade

inflamatéria do que os anticorpos IgG especificos.

7.3.2 Dosagem sérica de sTNF-R1 e sTNF-R2

Os pacientes estudados apresentaram altos niveis séricos de sTNF-R1 e de
STNF-R2 antes do tratamento, com lenta diminui¢cdo ao longo da terapia antifungica,
concomitante a reducdo da carga parasitaria. Apdés 36 meses, a concentracdo de
STNF-R1 permanecia significativamente elevada em comparagdo a dos controles
sadios.

No estudo de Alessandri e colaboradores (2006), em casos de tuberculose
pulmonar, foi demonstrado que os niveis de ambos os receptores solUveis estavam
aumentados no momento do diagndéstico e voltaram aos valores normais apos quatro
a seis meses de uso de tuberculostaticos. Na leishmaniose visceral, a diminuicdo

dos niveis de sTNF-R1 e sTNF-R2 também ocorre prontamente nos pacientes com
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resposta favoravel ao tratamento (Zijlstra et al., 1995). Esse achado esta de acordo
com o carater mais insidioso da PCM em relacao a tuberculose e a leishmaniose, o
que justifica seu tratamento mais longo a fim de prevenir as recidivas da doenca.

Por outro lado, os resultados aqui apresentados sdo discordantes dos de
Corvino e colaboradores (2007), que descreveram aumento dos niveis de sTNF-R1,
mas ndo de sTNF-R2, nos pacientes com PCM cronica. Foi verificada reducao
gradual dos niveis de sSTNF-R1 durante o seguimento de 24 meses, como no
presente trabalho. E possivel que a discordancia de resultado quanto a sTNF-R2
seja devida a diferenca de critérios empregados para classificar os pacientes, ou ao
fato de que os pacientes com PCM crbnica daquele estudo apresentavam apenas
formas mais leves da doenca. Na casuistica aqui apresentada, ndo havia nenhum
paciente com PCM aguda (tipo juvenil), mas o quadro clinico dos pacientes
estudados envolveu todo o espectro de gravidade da PCM crdnica (tipo adulto).

O fato de a concentracdo de STNF-R1 permanecer elevada nos pacientes
com PCM pode refletir uma ativacao residual ou persistente do sistema imunolégico

por P. brasiliensis, mesmo apdés um longo tratamento. Na forma crénica da PCM,

SsTNF-R1 parece um marcador mais fidedigno de atividade da doenca do que sTNF-

R2, embora sTNF-R2 seja mais preciso para separar 0s controles sadios dos

pacientes com PCM néo tratados, conforme descrito acima. A comprovagao dessas

hipoteses significa que o tratamento da PCM deve ser mantido enquanto os niveis
de sTNF-R1 se mantiverem elevados. Seguindo tal critério, apenas cinco (29%) de
17 pacientes da amostra estudada poderiam ter seu tratamento suspenso ao final de
36 meses. Entretanto, outras investigacdes s80 necessarias para avaliar 0s

diferentes papéis de cada receptor nos pacientes com PCM. A andlise conjunta do

estado clinico dos pacientes com 0s niveis desses marcadores inespecificos, cujos
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titulos apresentam correlacdo com a atividade da PCM, e com 0s anticorpos

especificos anti-P. brasiliensis, cujos titulos podem permanecer positivos por toda a

vida do paciente, poderia aumentar significativamente a acuracia da determinacao

do momento adequado para se interromper a terapia antifingica dos pacientes com

PCM.

7.3.3 Dosagem sérica de quimiocinas

A concentracdo de CXCL9 mostrou-se alta em pacientes com PCM cronica
nao tratada e diminuiu de modo progressivo com o tratamento especifico. Os niveis
de CXCL9 nos pacientes diminuiram mais rapidamente do que os de sTNF-R1 e
STNF-R2, exceto em um dos pacientes estudados, que teve PCM cerebral e niveis
altissimos de CCL24 nas dosagens aos seis, 12 e 36 meses de tratamento,
conforme discutido a seguir. A concentracdo seérica de CXCL9 pode ser utilizada
para discriminar pacientes com PCM cronica nao tratados de controles sadios,
porém a sensibilidade e a especificidade do teste no ponto de corte de 312 pg/mL é

inferior a de 1gG anti-Pb, sTNF-R1 e sTNF-R2. Como marcador de atividade

inflamatéria nos casos de PCM crbénica, CXCL9 mostrou-se menos sensivel do que

sTNF-R1, sTNF-R2 e anticorpos IgG anti-Pb.

Corvino e colaboradores (2007) também verificaram niveis elevados de
CXCL9 em pacientes com PCM ao diagndstico, independente da forma clinica, em
comparagao com o grupo controle. Esse resultado era esperado na forma cronica da

doenca, na qual os pacientes tém maior resisténcia a infeccao por P. brasiliensis do
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que na forma aguda, devido a ativacdo preferencial da resposta imunoldgica tipo
Thl. CXCL9 é uma quimiocina que atrai células Thl e bloqueia a migracdo de
células Th2 (Colobran et al., 2007a). Esses achados foram ratificados por Souto e
colaboradores (2003), que demonstraram que IFNy modula a producdo de
guimiocinas nos pulmdes de camundongos infectados com P. brasiliensis, induzindo,
assim, a expressao de quimiocinas associadas a resposta Thl e seus receptores.

Neste trabalho, foi demonstrada a elevacao dos niveis de CCL2 e CCL3 nos
pacientes com PCM cronica ao longo do primeiro ano de tratamento. O aumento da
concentracdo de CCL2 é mais precoce, em geral, do que o da concentracdo de
CCL3. Apenas um paciente ndo apresentou aumento dos niveis de CCL2; tal
paciente também apresentou baixo nivel de CCL3 durante todo o estudo. Pacientes
ndo tratados apresentaram niveis séricos dessas quimiocinas semelhantes aos dos
controles sadios e, portanto, nenhuma delas é util para separar individuos sadios
dos pacientes com PCM antes da terapia antifungica. Ao final de 36 meses de
tratamento, a concentracdo de CCL2 permanecia significativamente aumentada nos
pacientes com PCM em relacdo aos controles e o nivel de CCL3 havia retornado ao
seu valor normal, exceto em dois pacientes. Esse aumento tardio ja havia sido
descrito por Souto e colaboradores (2003) e provavelmente nédo se relaciona a uma
ativacdo primaria da resposta imunolégica tipo Th2, haja vista que os niveis de
CCL11, classicamente associados ao recrutamento de células Th2, ndo se
mostraram aumentados no grupo de pacientes com PCM (Charo & Ransohoff, 2006;
Colobran et al., 2007a).

Esse pico transitorio das concentracbes de CCL2 e CCL3 é provavelmente

resultante do balanco fisioldgico entre as respostas imunoldgicas Thl e Th2. Em

outras palavras, o declinio da resposta Thl determinado pela reducdo da carga



127

fungica decorrente do tratamento efetivo, levaria ao aumento transitério das citocinas
e quimiocinas relacionadas a resposta Th2, incluindo CCL2 e CCL3. Tal hipotese
estd em concordancia com ensaios prévios realizados em células mononucleares de
individuos sadios e pacientes com tuberculose ativa, 0s quais revelaram
concentragbes crescentes de CCL2 e CCL3 em resposta a infeccdo por M.
tuberculosis (Sadek et al., 1998). Outra explicacdo possivel relaciona-se ao
fendmeno de imunorregulacdo, que pode ser modulado por CCL2 (DePaolo et al.,
2004; Karpus et al., 1998).

N&o parece provavel que o aumento nos niveis séricos de CCL2 e CCL3 a
partir de seis meses do inicio da terapia antifingica seja devido ao retorno de P.

brasiliensis, haja vista que eles tendem a diminuir a partir dos 12 meses de

tratamento. E, no entanto, recomendavel gue os antifingicos ndo sejam suspensos

nesta fase de transicdo, em que a resposta Th2 esta mais ativada, pois isso poderia

favorecer a multiplicacdo de células flngicas eventualmente persistentes, com

consequente retorno _da_atividade da PCM. Mais estudos sao necessarios para

investigar tal hipotese.

Os pacientes estudados também apresentaram elevacdo discreta, porém
estatisticamente significativa, da concentracdo de CCL24 ap06s 36 meses de terapia
antifingica. Dois pacientes, ambos com formas graves de PCM cerebral, que
necessitaram de curso terapéutico com Anfotericina B, apresentaram niveis muito
altos da quimiocina, em pelo menos trés das quatro dosagens realizadas durante o
acompanhamento, em nitida discrepancia em relagdo aos demais pacientes. Um
deles também possuia niveis altos de CXCL9 e anticorpos IgG anti-Pb apés 36
meses. As demais quimiocinas, STNF-R1 e sTNF-R2 haviam diminuido. O outro

paciente possuia apenas aumento dos niveis de CCL2 e CCL3 ao final do
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acompanhamento. Além desses dois, outros trés pacientes que participaram do
estudo imunologico também tiveram envolvimento cerebral por PCM, mas seus
niveis de CCL24 nao revelaram tal comportamento. Nao ha relatos semelhantes na
literatura.

Portanto, os niveis de sSTNF-R1, sTNF-R2, CXCL9 e anticorpos IgG anti-Pb
dosados por ELISA sdo mais altos nos pacientes com PCM crbnica nao tratados e
diminuem progressivamente ao longo da terapia antifungica. Entre esses

marcadores, sTNF-R1 e IgG anti-Pb permaneceram elevados em relacdo aos

controles apds 36 meses de tratamento. Isso sugere a presenca de inflamacéo

persistente nos pacientes com PCM cronica (tipo adulto) e justifica seu longo

tratamento. Os niveis de STNF-R2 e, sobretudo, de CXCL9, declinam mais

rapidamente. Dentre os marcadores estudados, IgG anti-Pb e STNF-R2 sdo 0s que

discriminam com maior sensibilidade e especificidade os controles sadios dos

pacientes com PCM crdnica ndo tratada. As concentragdes pré-tratamento de CCL2

e CCL3 estavam baixas e aumentaram significativamente apos 12 meses de terapia,
decrescendo a seguir. CCL24 também apresentou um pico tardio, aos 36 meses.

Isso implica que 0 sucesso terapéutico nos pacientes com PCM pode estar

associado a uma mudanca transitdria em seu padrdo imunoldgico, de Thl para Th2.

Os parametros clinicos e sorologicos utilizados de rotina atualmente ndo séo
suficientes para determinar 0 momento correto para interromper a terapia antifingica
nos pacientes com PCM, e as recidivas sdo muito comuns. Mais investiga¢cdes, com
tempo de seguimento mais longo e com maior numero de pacientes, sao
necessarias para determinar se algum desses marcadores inflamatorios pode ser

usado como parametro confiavel, possivelmente em associacdo aos critérios atuais,



129

para auxiliar nessa decisdo, a qual é uma das maiores preocupacdes de todo

meédico que trata pacientes com PCM.
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8 CONCLUSOES

Os dados compilados neste trabalho permitem concluir que:

a)

b)

d)

f)

Os preditores de mau prognostico dos casos de PCM cronica foram

esguema terapéutico — uso de azodlicos isoladamente ou combinados a

sulfas — e acometimento de mucosas;

O estabelecimento de inatividade clinica nos pacientes com PCM cronica

precede a remissdo da atividade inflamatdria mensurada pelos
marcadores soroldgicos e imunologicos;

Ocorre uma mudanca de padrao de resposta imunoldgica de Thl para Th2

ao longo do tratamento dos pacientes com PCM crénica;

O pico tardio das citocinas tipo Th2 pode refletir o fendmeno de

imunorregulacao ou resultar do balanco fisiolégico entre as respostas Thl

e Th2;

Os anticorpos 1gG anti-Pb, sTNF-R2 e sTNF-R1, em ordem decrescente,

foram os marcadores que apresentaram maior precisdo na discriminacao

dos grupos de controles sadios e de pacientes com PCM crbnica nao
tratada;

Nos pacientes com PCM crénica com guadro clinico localizado, os

marcadores inespecificos associados a resposta imunoldgica tipo Thl, tais

como STNF-R1, sTNF-R2 e CXCL9, foram mais adequados para estimar a
persisténcia de atividade inflamatéria do que os anticorpos IgG

especificos;
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g) Na forma crbnica da PCM, sTNF-R1 parece ser um marcador mais

fidedigno de atividade da doenca do que sTNF-R2, embora sTNF-R2 seja

mais preciso para separar 0s controles sadios dos pacientes com PCM

nao tratada.
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9 LIMITACOES DO ESTUDO

Constituiram limitacdes deste estudo:

a)

b)

d)

f)

A auséncia de resultados de sorologia pelas técnicas de imunodifusao
dupla ou contra-imunoeletroforese;

A auséncia de resultados de sorologia com antigenos padronizados, tais
como a gp43, cuja reprodutibilidade é maior;

As perdas de pacientes constatadas ao longo do seguimento na etapa do
estudo imunologico, que ndo permitiram que os marcadores fossem
dosados, em todos os pacientes, em todos os tempos de medidas;

A casuistica pequena para avaliar a real importancia dos preditores de
mau prognostico identificados na analise de regressao logistica;

A auséncia de registro sobre as profissbes anteriores dos pacientes,
tornando dificil interpretar se o achado do grande percentual de
trabalhadores da construcado civil acometidos é devido a uma tendéncia a
urbanizacdo da PCM ou se esses individuos sédo ex-lavradores que
adquiriram a infeccdo durante contato com atividades agricolas;

O uso da terapia antifUngica poderia, per se, interferir nos niveis dos

marcadores inflamato6rios dosados neste trabalho.
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10 PROPOSICOES

A

partir dos resultados deste trabalho, sugerem-se as seguintes

investigacoes:

a)

b)

d)

Acompanhamento dos pacientes com PCM que tiveram suspensa a

terapia antifngica a fim de se avaliarem as taxas de recidiva da PCM,

apos uso de diferentes esquemas terapéuticos;

Acompanhamento dos pacientes com PCM que tiveram suspensa a

terapia antifungica a fim de se estudar prospectivamente o comportamento

dos anticorpos especificos e dos marcadores inflamatérios inespecificos

dosados neste trabalho;

Avaliacao da associacdo de parametros laboratoriais rotineiros, tais como

velocidade de hemossedimentacao e proteina C reativa, com a inatividade

clinica e com os marcadores inflamatérios dosados neste trabalho;

Investigar se a suspensao da terapia antifungica dos pacientes com PCM

cronica durante a fase de pico dos niveis de guimiocinas tipo Th2

implicaria em maior taxa de recidiva da doenca;

Investigar se a analise conjunta do estado clinico dos pacientes com 0s

niveis de marcadores inflamatorios inespecificos e de anticorpos

especificos anti-Pb poderia aumentar a acuracia da determinacdo do

momento adequado para se interromper a terapia antifungica dos

pacientes com PCM.
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APENDICE A —

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROJETO DE PESQUISA: “Estudo clinico e imunolégico de controle de cura de
paracoccidioidomicose cronica”

PESQUISADORES: Ana Claudia Lyon de Moura
Prof. Enio Roberto Pietra Pedroso

Vocé estad sendo convidado a participar desta pesquisa cientifica como voluntario. Vocé pode
escolher se quer participar ou ndo. Para isso, devera ler este documento todo e perguntar a um
dos pesquisadores tudo o que ndo entendeu antes de aceitar participar da pesquisa.

Esta pesquisa ira estudar a paracoccidioidomicose, que € a micose profunda mais comum no
Brasil, que pode se manifestar em diversos 6rgédos, principalmente pulmdes, ganglios, pele, ou
varios 6rgdos ao mesmo tempo, podendo ser muito grave e até fatal. O objetivo da pesquisa é
entender melhor essa doenca, podendo ajudar, no futuro, em sua prevencdo, tratamento e
controle.

Todos 0s pacientes que concordarem em participar da pesquisa terdo atendimento médico
regular no Ambulatério do Anexo Orestes Diniz do Hospital das Clinicas da UFMG (CTR-DIP).
Os pacientes deverdo realizar periodicamente exames de sangue, radiografias de térax, ultra-
som abdominal, espirometria (“exame de sopro” que testa a fungdo dos pulmdes) e qualquer
outro exame que o médico assistente julgue necessério para 0 acompanhamento do paciente e
melhora de seu estado de saude.

Depois que vocé estiver clinicamente recuperado (em relacdo a paracoccidioidomicose), depois
de mais ou menos um ano e meio, vocé poderd receber orientacdo do médico para parar de usar
os medicamentos que combatem a doenca. Mesmo assim, devera continuar comparecendo as
consultas nos dias marcados pelo médico que o atender, periodicamente, para avaliagdo de seu
estado de saude. Caso vocé tenha algum sintoma antes do dia agendado para seu retorno, vocé
deve comparecer ao Ambulatério Orestes Diniz numa segunda-feira a tarde ou, caso ndo seja
possivel esperar, va ao Pronto-Atendimento do Hospital das Clinicas da UFMG.

O seu nome e todos os seus outros dados pessoais serdo mantidos em sigilo (ndo serdo
informados a outras pessoas). Sua ficha médica com o0s seus dados e seus exames sera
conhecida somente pela equipe médica que atende vocé. Se vocé nao quiser participar desta
pesquisa, vocé receberd o mesmo tratamento e os mesmos cuidados da equipe do hospital que
receberd quem estiver participando da pesquisa.

Se vocé concordar em participar, vocé ajudara a entender a paracoccidioidomicose e como se
pode melhorar seu tratamento e a cura dos doentes. Assim, podera ajudar muitas pessoas que
hoje estdo com essa doenga, como vocé, ou que podem vir a ficar doentes no futuro.

Vocé ndo tera nenhuma despesa e nem recebera pagamento nenhum para participar da
pesquisa; a qualquer momento, vocé podera desistir de fazer parte dela, sem prejuizo no seu
tratamento.

“Depois de ter lido este documento todo e ter resolvido minhas ddvidas com um dos
pesquisadores, eu declaro que concordo com seus termos e aceito participar desta pesquisa.”

Belo Horizonte, de de

Assinatura do paciente Assinatura do pesq uisador responsavel

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG
Av. Antbnio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa |l — 2° andar — sl.2005 — CEP31270-901 — BH-MG
Telefone: (31) 3409-4592 — Fax: (31) 3409-4516 — E-mail: coep@prpg.ufmg.br

Ambulatdrio do Anexo Orestes Diniz (CTR-DIP) — Hospital das Clinicas — UFMG
Alameda Alvaro Celso, 241 — Santa Efigénia — Belo Horizonte — MG
Telefone: (31)3409-9547 (Prof. Enio) ou (31)9113-7776 (Ana Claudia)
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APENDICE B — PROTOCOLO PARA PRIMEIRA CONSULTA DE PACIENTES COM PARACOCCIDIOIDOMICOSE

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE MEDICINA - HOSPITAL DAS CLINICAS
CENTRO DE TREINAMENTO E REFERENCIA EM DOENCASY
INFECCIOSAS E PARASITARIAS — CTR-DIP

SAME [

1010 10 10 10

Protocolol 11 11 11

]

PROTOCOLO DE PARACOCCIDIOIDOMICOSE

PRIMEIRA CONSULTA

IDENTIFICAGAO:

CcODIGO

11. Cor: [ ] 12. Profisséo:
14. Escolaridade:

15. Informante:

1. Data do exame: [ 1 1 ]

2. Nome:

3. Endereco:

4. Municipio: 5.Estado: |
6. Fone: [ ] 7. Naturalidade:

8. Data de nascimento: [ ][ ][ 9]ldade: [ ]10.Sexo: [ ]

13. Estado civil: [ ]

QUEIXA PRINCIPAL:

HISTORIA DA MOLESTIA ATUAL:
17. Inicio dos sintomas

S | N|NA | Cdd. S | N|NA | Cad.
18. Febre 36. Disfagia
19. Emagrecimento[ ][ ]Kg 37. Odinofagia
20. Astenia/hipodinamia 38. Azia/pirose
21. Sudorese 39. Vémitos
22. Linfadenomegalias 40. Dor abdominal
23. Leséo cutanea 41. Distensdo abdominadl
24. Lesdo mucosa 42. Diarréia
25. Prurido 43. Constipacao
26. Ictericia 44. Hemorragia digestiva
27. Coluria 45. Artralgia ou artrite
28. Hipo ou acolia 46. Edema
29. Palpitacédo 47. Dor 6ssea
30. Tonteira 48. Dor toracica
31. Cefaléia 49. Dispnéia
32. Convulséo 50. Tosse
33. Obstrugdo nasal 51. Expectoracdo
34. Rouquidéo 52. Chieira toracica

35. Disfonia




149

SAME:[ 1 1[ 1T I T 1

HISTORIA PREGRESSA (incluir histéria epidemiolégica: mudancas de localidade,
tempo em cada uma, contato com culturas agricolastc):

PACIENTE EM USO ATUAL DE: TRATAMENTO PREVIO DE PCM?

[ ]SIM; QUAL? QUANDO?
[ ]NAO

Doencas Prévias: S | N[NS | Cad. Doencas Atuais: S |N[NS | Cad.

53. Asma 67. Hipertensdo arterial

54. Ulcera péptica 68.1CC/ICO

55. Tuberculose 69. DPOC

56. Esquistossomose 70. Asma

57. Sifilis 71. Ulcera péptica

58. SIDA 72. Tuberculose

59. Leishmaniose 73. Esquistossomose
60. Neoplasia 74. Sifilis

61. Doenca do SNC 75. SIDA

62. Internacdes prévias 76. Leishmaniose
63. Cirurgias prévias 77. Neoplasia

64. Pneumoconioses

78. Doenca do SNC

65. DST 79. Doencas do Colageno
66. Outras 80. Doenca de Chagas
81. Sindrome de Addison
82. DST
83. Outras

HISTORIA FAMILIAR:

S| N|NS | Cod.

84. PCM

85. Doenca cardiovascular

86. Doencas respiratorias

87. Diabetes mellitus

88. Neoplasias

89. Outra doenca infecciosa

90. Doenca de Chagas

91. Esquistossomose

92. Tabagismo atual

93. Tabagismo prévio

94. Etilismo atual

95. Etilismo prévio

96. Drogas ilicitas

97. Contato com area rural

98. Agua em moradia

99. Esgoto

100. Trabalho com asbesto

101. Trabalho com silica

102. Trabalho em minas

HISTORIA SOCIO-ECONOMICA (descrever):

S | N|NS | Céd.
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SAME:[ 1[Il 1l 1 T 1
EXAME FiSICO
103.Peso:[ 1[ 1[ 1,[ ]1Kg 105. PAitledo: [ ]X[ ]mmHg 108.Freq.@gca:[ ][ ][ ]bpm
104. Altura: [ ][ 1[ Icm 106. PAssntado: [ ]1X[ ]mmHg 109.Freq.Pulso [ 1[ 1[ ]ppm
107. PA em pé: [ 1X[ 1mmHg QZFreq.Respiratoria: [ 1[ ]irpm
S|N|NA |Cdd. S|N|NA |Cdd.
111. Hipotenséao ortostatica 143. Les&o cuténea.
112. Palidez cutdneo-mucosa 143. Tipo de lesdo: Papyla
113. Ictericia 144. N6dulo
114. Desidratac&o 145. Ulcerag
115. Cianose 146. Vegetaches
116. Hiperpigmentacao 147. Placag
117. Linfadenomegalias 148. Abscessp
118. Localizacéo: Cervical 149. Area de lesBes|[ ] €m

119. Supra / infraclavicular 150. Localizacéo: Cabec¢a
120. Axilar 151. Pescogp
121. Inguina 152. Torax
122. Epitrocleaf 153. MMSS
123. Qutros 154. MMII
124. Dolorosg 155. Abdomer
125. Consisténcia endurecida 156. Genital
126. Aderido 157. Perianal / glitela
127. Fistulizacao 158. Infeccdo secundaiia
128. Tamanho>1cm|[ ]cm 159. Pontilhado hemorragico
129. Les&@o mucosa. 160. Edema
130. Localizacéo: Boga 161. Localizacdo: MMI
131. Mucosa nasal/septo 162. MMSS
132. Faringe 163. Palpebral
133. Laringe 164. Anasarca
134. Genita 165. Tiredide anormal
135. Anus / Reto 166. Nodulo palpavel
136. Outrg 167. Bdcio difusd
137.Tipo da lesao: Papula.
138. Nodulg
139. Ulcerag
140. Vegetacdes
141. Estomatite moriniforme

142. Infecg¢do secundaria

Descrever linfadenomegalias por cadeias (tamardmsisténcia, localizacdo, mobilidade, etc)

APARELHO RESPIRATORIO:

S

N

Cod

168. Deformidade toracica

169. Expansibil. prejudicada

170. Murmdurio abolido

171. Roncos

172. Sibilos

173. Crepitaches

174. Atrito pleural

175. FTV alterado

176. Percussao alterada
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SAME:[ [ 1l Il 1[0 T 1]

APARELHO CARDIOVASCULAR

Cad

177. Pulsos MMSS alterados

178. Pulsos MMII alterados

179. Pulsos centrais alterados

180. Ictus cordis alterado

181. Frémito

182. Bulhas alteradas

183. Estalido protossistélico VD

184. Estalido protossistélico VE

Sopro cardiaco: 185.SS [M

186. SS EA

187. SD EM

188. SD 1A

APARELHO DIGESTIVO

Cod

200. Figado palpavel

201. Tamanho:[ ][ ]cm RCDO
202. [ ][ Jem AX

203. Bago palpavel

204. Tamanho: Boyd [ ]

205. Sinais de irritacéo peritoneal

206. Presenca de massa palpavel

Figado: borda, sensibilidade, consisténcia, superfi
Massa palpavel: localizacdo, tamanho, sensibilideaigsisténcia

EXAME NEUROLOGICO

Cod

207. Déficit focal

208. Disturhio do comportament®

209. Disturbio da consciéncia

210. Disturbio da marcha

211. Papiledema

HIPOTESES DIAGNOSTICAS:

1.

a kb 0N

CONDUTA:
1. Exames solicitados:

2. Prescricéo:

3. Orientacdes:

4. Retorno em: / /

Coleta de sangue para ICB hoje: sim () ndo(

Assinatura / Carimbo do médico e CR
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11

11

LI
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DATA

Hb

Hm

Hct

VCM

HCM

CHCM

G Leuct

Seg %

Bast %

Eosin %

Basof %

Mono %

Linf %

Linf atip %

Plaquetas

AP / RNI

PTT

VHS

PCR

ASLO

TGO

TGP

FA

GGT

Bb T/Bb D

Proteinas T

Albumina

Glicemia

Uréia

Creatinina

Na

K

Mg

Cl

P

Amilase

Lipase

Colesterol
T

HDL

LDL

VLDL

Triglicérides

CPK

CK-MB

Ac. Urico

Ac. Latico

T. tuberculin

Fe sérico

Ferritina
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DATA

VDRL

HBsAg

Anti-HBs

HBeAg

Anti-HBc

Anti-HCV

Anti-HAV

Anti-HIV

Anti-EBV

Toxoplasm

CMmVv

Chagas

DATA

Urina Rotina

EPF

Biopsia:Local /

Achado

Cultura:Fonte /

Achado

Escarro:

Raio X de torax

D

Fibronasolaringoscopi

Ultra som abdominal

TC toérax

ECG

Espirometria
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APENDICE C - PROTOCOLO PARA RETORNO DE PACIENTES COM PARACOCCIDIOIDOMICOSE

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS| SAME[ 1[ I[ 1l Il 1 1
FACULDADE DE MEDICINA

HOSPITAL DAS CLINICAS Protocolo[ ][ I[ I[ 1
SEDT/DIP-HC-UFMG

PROTOCOLO DE PARACOCCIDIOIDOMICOSE E MICOSES PROFUN DAS

RETORNO

IDENTIFICACAO:

Data do exame: [ 11 11 1
Data ultima consulta: [ 11 11 1
1. Nome:

2. ldade:[ 1[ 1

EVOLUCAO:

Medicacdo em uso:

Efeitos colaterais? Nao( ) Sim( ): qu

EXAME FiSICO

Peso:[ 11 11 1.1 1Kg PA deido..... [ 1X] ] mmHg FreQardiaca: [ ][ ][ ]bpm

Altura: [ ][ 11 lem PA ass@ado: [ 1X[ ] mmHg FrequBo: [ ][ 1[ 1ppm
PA em pé: | 1X[ ] mmHg Freq. Respirat: [ ][ ][ ]irpm

AlteracgOes relevantes:

PCM clinicamente: ativa () inativa( )-» desde__ /  (més/ano

Observacgoes:

HIPOTESES DIAGNOSTICAS:
1.

o > 0N

CONDUTA:
1. Exames solicitados:

2. Prescricéo:

3. Retorno em : / /

Assinatura / Carimbo do médico e CR
Coleta de sangue para ICB hoje: sim () ndo( )
Ultima coleta: /[
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APENDICE D — BANCOS DE DADOS DOS PACIENTES E
CONTROLES QUE PARTICIPARAM DO ESTUDO
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APENDICE E — ESTATISTICAS DA ANALISE DE
REGRESSAO LOGISTICA REALIZADA COM O BANCO DE
DADOS CLINICOS DOS PACIENTES COM
PARACOCCIDIOIDOMICOSE
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Logistic Regression

[ Dat aSet 1] C:\ User s\ user\ Docunent s\ Dout or ado\ SPSS\ Banco de Dados tese Ana
Lyon clin. sav

Case Processing Summary

Unweighted Cases” N Percent
Selected Cases? Included in Analysis 64 85,3
Missing Cases 11 14,7
Total 75 100,0
Unselected Cases 0 ,0
Total 75 100,0

a. The category variable renal is constant for all selected
cases. Since a constant was requested in the model, it will
be removed from the analysis.

b. |f weight is in effect, see classification table for the total
number of cases.

Dependent Variable Encoding

Original Value | Internal Value
0 0
1 1
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Parameter coding

Frequency 1) 2 3) 4) (5) (6)
tratcod 0 10 1,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
1 13 ,000 1,000 ,000 ,000 ,000 ,000
2 22 ,000 ,000 1,000 ,000 ,000 ,000
3 8 ,000 ,000 ,000 1,000 ,000 ,000
4 1 ,000 ,000 ,000 ,000 1,000 ,000
5 3 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 1,000
6 7 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
12. Profissdo 1 25 1,000 ,000 ,000
2 7 ,000 1,000 ,000
3 24 ,000 ,000 1,000
4 8 ,000 ,000 ,000
7. naturalidade CODIGO 1 18 1,000 ,000
2 42 ,000 1,000
3 4 ,000 ,000
formcod 1 45 1,000 ,000
2 18 ,000 1,000
3 1 ,000 ,000
pancreas 0 2 1,000
1 62 ,000
39. vOmitos 0 11 1,000
1 53 ,000
38. Azia/pirose 0 12 1,000
1 52 ,000
sinfocais 0 2 1,000
1 62 ,000
32. convulsédo 0 4 1,000
1 60 ,000
31. Cefaléia 0 13 1,000
1 51 ,000
30. Tonteira (nova) 0 15 1,000
1 49 ,000
26. Ictericia 0 7 1,000
1 57 ,000
22. Linfadenomegalias 0 32 1,000
1 32 ,000
21. Sudorese 0 18 1,000
1 46 ,000
20. Astenia/hipodinamia 0 40 1,000
1 24 ,000
19. Emagrecimento (Kg) O a7 1,000
1 17 ,000




18. Febre

40. Dor abdominal
41. Distenséo
abdominal
42. diarréia
esplenica
adrenal
ossea

tgu

gastrint
hepatica

snc

cutanea
mucosa

43. constipagdo

44. hemorragia
digestiva

45. Artralgia ou artrite

46. edema (nova)

47. Dor 6ssea

pulmonar

linfonodal

Sexo

NpF_,PP,POP,POP,POPOPPOPLPOPOPOPFPOPOPOPOPOPRPOPOPOPFPOPRP, OLPRP OLPRFPO

23
41

56

59

56

63

62

63

63

62

63

61

23

41

43

21

55

60

56

10

54

59

26

38

27

37
55

1,000
,000
1,000
,000
1,000
,000
1,000
,000
1,000
,000
1,000
,000
1,000
,000
1,000
,000
1,000
,000
1,000
,000
1,000
,000
1,000
,000
1,000
,000
1,000
,000
1,000
,000
1,000
,000
1,000
,000
1,000
,000
1,000
,000
1,000
,000
1,000
,000

167
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Block O: Beginning Block

Iteration History &b.C

-2 Log Coefficients

Iteration likelihood Constant

Step 1 76,101 -,875

0 2 76,049 -,937
3 76,049 -,938

a. Constant is included in the model.
b. Initial -2 Log Likelihood: 76,049

C. Estimation terminated at iteration number 3 because
parameter estimates changed by less than ,001.

Classification Table 2P

Predicted
inat Percentage
Observed 0 1 Correct
Step 0 inat 0 46 0 100,0
1 18 0 ,0
Overall Percentage 71,9
a. Constant is included in the model.
b. The cut value is ,500
Variables in the Equation
B S.E. Wald df Sig. Exp(B)
Step 0 Constant -,938 ,278 11,390 1 ,001 391




Variables not in the Equation &

Score df Sig.
Step  Variables sexo(1) 4,098 1 ,043
0 Idade ,756 1 ,384
natural 2,439 2 ,295
natural(1) ,432 1 ,511
natural(2) 1,640 1 ,200
profissa 5,377 3 ,146
profissa(1) 5,115 1 ,024
profissa(2) ,745 1 ,388
profissa(3) 2,494 1 ,114
formcod ,680 2 712
formcod(1) ,159 1 ,690
formcod(2) ,336 1 ,562
tratcod 34,061 6 ,000
tratcod(1) 30,288 1 ,000
tratcod(2) 1,310 1 ,252
tratcod(3) 6,008 1 ,014
tratcod(4) ,398 1 ,528
tratcod(5) ,398 1 ,528
tratcod(6) ,042 1 ,837
temposint ,586 1 444
febre(1) 124 1 ,395
emagr(1) ,019 1 ,890
astenia(1) ,515 1 473
sudorese(1) ,001 1 ,969
linfad(1) 1,237 1 ,266
icterici(1) ,745 1 ,388
tonteira(1) ,021 1 ,886
cefaléia(1) ,056 1 ,812
convulsa(l) ,021 1 ,886
sinfocais(1) ,808 1 ,369
aziapir(1) ,071 1 , 789
vomitos(1) 5,198 1 ,023
dorabd(1) 3,578 1 ,059
disabdom(1) 2,122 1 ,145
diarréia(1) 1,104 1 ,293
constipa(1) 1,500 1 221
hemdig(1) ,021 1 ,886
artralgi(1) 1,104 1 ,293
edema(1) ,021 1 ,886
dorossea(1) 2,122 1 ,145
linfonodal(1) 2,132 1 144
pulmonar(1) ,913 1 ,339
mucosa(l) 5,350 1 ,021
cutanea(l) 4,040 1 ,044
snc(l) 1,232 1 ,267
hepatica(1) ,398 1 ,528
gastrint(1) ,808 1 ,369
tgu(1) ,398 1 ,528
ossea(l) ,398 1 ,528
adrenal(1) ,808 1 ,369
esplenica(l) ,398 1 ,528
pancreas(1) ,808 1 ,369

a. Residual Chi-Squares are not computed because of redundancies.
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Block 1: Method = Forward Stepwise (Likelihood Rati  0)
Iteration History P.¢.d
-2 Log Coefficients
Iteration likelihood Constant | tratcod(1) | tratcod(2) | tratcod(3) | tratcod(4) | tratcod(5) | tratcod(6) | mucosa(l)
Step 1 44,695 -2,000 4,000 ,615 ,364 1,500 ,000 1,333
1 2 40,540 -3,135 6,271 1,461 971 2,625 ,000 2,442
3 39,518 -4,179 8,358 2,474 1,884 3,668 ,000 3,486
4 39,170 -5,194 10,388 3,489 2,892 4,683 ,000 4,501
5 39,043 -6,200 12,399 4,495 3,897 5,689 ,000 5,507
6 38,997 -7,202 14,403 5,497 4,899 6,691 ,000 6,509
7 38,980 -8,202 16,405 6,498 5,900 7,692 ,000 7,509
8 38,974 -9,203 18,405 7,498 6,900 8,692 ,000 8,510
9 38,972 -10,203 20,406 8,498 7,900 9,692 ,000 9,510
10 38,971 -11,203 22,406 9,498 8,900 10,692 ,000 10,510
11 38,971 -12,203 24,406 10,498 9,900 11,692 ,000 11,510
12 38,971 -13,203 26,406 11,498 10,900 12,692 ,000 12,510
13 38,971 -14,203 28,406 12,498 11,900 13,692 ,000 13,510
14 38,970 -15,203 30,406 13,498 12,900 14,692 ,000 14,510
15 38,970 -16,203 32,406 14,498 13,900 15,692 ,000 15,510
16 38,970 -17,203 34,406 15,498 14,900 16,692 ,000 16,510
17 38,970 -18,203 36,406 16,498 15,900 17,692 ,000 17,510
18 38,970 -19,203 38,406 17,498 16,900 18,692 ,000 18,510
19 38,970 -20,203 40,406 18,498 17,900 19,692 ,000 19,510
20 38,970 -21,203 42,406 19,498 18,900 20,692 ,000 20,510
Step 1 40,049 -2,939 3,953 712 ,556 2,165 ,939 1,907 1,096
2 2 32,206 -5,294 6,425 1,596 1,257 4,140 2,159 3,694 2,380
3 29,290 -7,649 9,167 2,575 2,117 6,184 3,471 5,429 3,704
4 28,077 -9,982 12,342 3,576 3,093 8,367 4,787 7,121 5,023
5 27,559 -12,414 15,768 4,579 4,094 10,777 6,214 8,850 6,450
6 27,341 -15,022 19,387 5,581 5,095 13,401 7,820 10,661 8,055
7 27,251 -17,808 23,180 6,581 6,096 16,196 9,606 12,557 9,841
8 27,216 -20,711 27,087 7,581 7,096 19,101 11,508 14,510 11,743
9 27,203 -23,671 31,049 8,582 8,096 22,062 13,468 16,491 13,703
10 27,198 -26,656 35,034 9,582 9,096 25,047 15,453 18,483 15,688
11 27,196 -29,650 39,029 10,582 10,096 28,041 17,448 20,481 17,683
12 27,195 -32,648 43,027 11,582 11,096 31,039 19,445 22,479 19,680
13 27,195 -35,648 47,026 12,582 12,096 34,038 21,445 24,479 21,680
14 27,195 -38,647 51,026 13,582 13,096 37,038 23,444 26,479 23,679
15 27,195 -41,647 55,025 14,582 14,096 40,038 25,444 28,479 25,679
16 27,195 -44,647 59,025 15,582 15,096 43,038 27,444 30,479 27,679
17 27,195 -47,647 63,025 16,582 16,096 46,038 29,444 32,479 29,679
18 27,195 -50,647 67,025 17,582 17,096 49,038 31,444 34,479 31,679
19 27,195 -53,647 71,025 18,582 18,096 52,038 33,444 36,479 33,679
20 27,195 -56,647 75,025 19,582 19,096 55,038 35,444 38,479 35,679

a. Method: Forward Stepwise (Likelihood Ratio)
b. Constant is included in the model.
C. Initial -2 Log Likelihood: 76,049

d. Estimation terminated at iteration number 20 because maximum iterations has been reached. Final solution cannot be found.




Omnibus Tests of Model Coefficients

Chi-square df Sig.
Stepl Step 37,078 6 ,000
Block 37,078 6 ,000
Model 37,078 6 ,000
Step 2 Step 11,775 1 ,001
Block 48,854 7 ,000
Model 48,854 7 ,000
Model Summary
-2 Log Cox & Snell Nagelkerke
Step likelihood R Square R Square
1 38,9702 ,440 ,632
2 27,1952 ,534 ,768

a. Estimation terminated at iteration number
20 because maximum iterations has been
reached. Final solution cannot be found.

Hosmer and Lemeshow Test

Step Chi-square df Sig.
1 ,000 4 1,000
2 ,000 7 1,000
Contingency Table for Hosmer and Lemeshow Test
inat=0 inat=1
Observed | Expected [ Observed | Expected Total
Step 1 8 8,000 0 ,000 8
1 2 20 20,000 2 2,000 22
3 11 11,000 2 2,000 13
4 2 2,000 1 1,000 3
5 5 5,000 3 3,000 8
6 0 ,000 10 10,000 10
Step 1 8 8,000 0 ,000 8
2 2 4 4,000 0 ,000 4
3 6 6,000 0 ,000 6
4 2 2,000 0 ,000 2
5 13 13,000 2 2,000 15
6 5 5,000 1 1,000 6
7 8 8,000 2 2,000 10
8 0 ,000 4 4,000 4
9 0 ,000 9 9,000 9
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Classification Table 2
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Predicted
inat Percentage
Observed 0 1 Correct
Step1l inat 0 46 0 100,0
1 8 10 55,6
Overall Percentage 87,5
Step 2 inat 0 46 0 100,0
1 5 13 72,2
Overall Percentage 92,2
a. The cut value is ,500
Variables in the Equation
95,0% C.l.for EXP(B)
B S.E. Wald df Sig. Exp(B) Lower Upper
Step tratcod 3,454 6 ,750
1 tratcod(1) 42,406 [19807,310 ,000 1 ,998 3E+018 ,000
tratcod(2) 19,498 [15191,513 ,000 1 ,999 3E+008 ,000
tratcod(3) 18,900 [(15191,513 ,000 1 ,999 2E+008 ,000
tratcod(4) 20,692 |15191,513 ,000 1 ,999 1E+009 ,000
tratcod(5) ,000 (42968,092 ,000 1 1,000 1,000 ,000
tratcod(6) 20,510 |15191,513 ,000 1 ,999 8E+008 ,000
Constant -21,203 (15191,513 ,000 1 ,999 ,000
S!;ep tratcod ,196 6 1,000
2 tratcod(1) 75,025 |19693,090 ,000 1 ,997 4E+032 ,000
tratcod(2) 19,582 (14589,733 ,000 1 ,999 3E+008 ,000
tratcod(3) 19,096 [14589,733 ,000 1 ,999 2E+008 ,000
tratcod(4) 55,038 |17087,067 ,000 1 ,997 8E+023 ,000
tratcod(5) 35,444 |143674,280 ,000 1 ,999 2E+015 ,000
tratcod(6) 38,479 |15909,900 ,000 1 ,998 5E+016 ,000
mucosa(l) 35,679 | 8894,244 ,000 1 ,997 3E+015 ,000
Constant 56,647 |17087,067 000 1 997 000

a. Variable(s) entered on step 1: tratcod.

b. Variable(s) entered on step 2: mucosa.




Correlation Matrix
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Constant | tratcod(1l) | tratcod(2) | tratcod(3) | tratcod(4) [ tratcod(5) | tratcod(6) | mucosa(l)
Step Constant 1,000 -, 767 -1,000 -1,000 -1,000 -,354 -1,000
1 tratcod(1) -, 767 1,000 , 7167 167 167 271 167
tratcod(2) -1,000 , 767 1,000 1,000 1,000 ,354 1,000
tratcod(3) -1,000 , 767 1,000 1,000 1,000 354 1,000
tratcod(4) -1,000 , 767 1,000 1,000 1,000 354 1,000
tratcod(5) -,354 271 ,354 ,354 ,354 1,000 ,354
tratcod(6) -1,000 , 7167 1,000 1,000 1,000 ,354 1,000
Step Constant 1,000 -,868 -,854 -,854 -1,000 -,391 -,931 -,521
2 tratcod(1) -,868 1,000 741 741 ,868 1339 ,808 452
tratcod(2) -,854 741 1,000 1,000 ,854 334 917 ,000
tratcod(3) -,854 , 741 1,000 1,000 ,854 334 917 ,000
tratcod(4) -1,000 ,868 ,854 ,854 1,000 ,391 ,931 ,521
tratcod(5) -,391 ,339 334 334 ,391 1,000 ,364 ,204
tratcod(6) -,931 ,808 917 917 ,931 ,364 1,000 ,285
mucosa(1) -521 452 ,000 ,000 521 204 285 1,000
Model if Term Removed
Change in
Model Log -2 Log Sig. of the
Variable Likelihood Likelihood df Change
Step 1 tratcod -38,024 37,078 6 ,000
Step 2 tratcod -34,987 42,779 6 ,000
mucosa 119,485 11,775 1 001
Casewise List P
Selected | Observed Predicted Temporary Variable
Case Status® inat Predicted Group Resid ZResid
10 S 1x* 133 | 0 ,867 2,550
14 S 1x* ,000 | O 1,000 [35737,403
26 S 1x* ,167 | O ,833 2,236
56 S 1x* ,167 | O ,833 2,236
59 S 1x* 133 | O ,867 2,550
66 S 0** 1,000 | 1 -1,000 -3E+007

a. S = Selected, U = Unselected cases, and ** = Misclassified cases.

b. Cases with studentized residuals greater than 2,000 are listed.




Variables not in the Equation 2

Score df Sig.
Step  Variables sexo(1) 2,749 1 ,097
1 Idade 1,196 1 274
natural 2,279 2 ,320
natural(1) ,609 1 ,435
natural(2) 2,025 1 ,155
profissa 7,447 3 ,059
profissa(1) 7,231 1 ,007
profissé(2) 1,570 1 ,210
profissa(3) 1,913 1 ,167
formcod , 184 2 912
formcod(1) ,047 1 ,829
formcod(2) ,097 1 , 756
temposint 1,661 1 ,198
febre(1) 1,880 1 ,170
emagr(1) ,464 1 ,496
astenia(1) ,294 1 ,588
sudorese(1) ,468 1 ,494
linfad(1) ,603 1 437
icterici(1) 1,488 1 ,223
tonteira(1) 3,341 1 ,068
cefaléia(1) ,832 1 ,362
convulséd(l) ,105 1 , 746
sinfocais(1) ,000 1 1,000
aziapir(1) ,230 1 ,632
vomitos(1) 3,469 1 ,063
dorabd(1) 2,577 1 ,108
disabdom(1) 417 1 ,519
diarréia(1) 2,477 1 ,115
constipa(1) ,139 1 , 709
hemdig(1) ,093 1 ,760
artralgi(1) ,003 1 ,956
edema(l) 1,305 1 ,253
doréssea(l) 1,069 1 ,301
linfonodal(1) 1,782 1 ,182
pulmonar(1) 1,191 1 275
mucosa(l) 7,608 1 ,006
cutanea(l) 2,843 1 ,092
snc(1) ,000 1 1,000
hepatica(1) ,000 1 1,000
gastrint(1) ,000 1 1,000
tgu(1) ,197 1 ,657
ossea(l) ,105 1 , 746
adrenal(1) ,197 1 ,657
esplenica(1) ,000 1 1,000
pancreas(1) ,000 1 1,000
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Step
2

Variables

sexo(1)
Idade
natural
natural(1)
natural(2)
profissa
profissé(1)
profissé(2)
profisséa(3)
formcod
formcod(1)
formcod(2)
temposint
febre(1)
emagr(1)
astenia(1)
sudorese(1)
linfad(1)
icterici(1)
tonteira(1)
cefaléia(1)
convulsa(l)
sinfocais(1)
aziapir(1)
vomitos(1)
dorabd(1)
disabdom(1)
diarréia(1)
constipa(1)
hemdig(1)
artralgi(1)
edema(l)
doréssea(l)
linfonodal(1)
pulmonar(1)
cutanea(l)
snc(1)
hepatica(1)
gastrint(1)
tgu(1)
ossea(l)
adrenal(1)
esplenica(1)
pancreas(1)

864
3,099
873
573
813
6,204
6,198
518
3,015
127
127
127
2,471
208
398
,005
1,140
478
,000
872
415
,000
,000
,002
518
165
441
165
1,214
165
854
633
633
1103
283
461
,000
,000
,000
278
,000
,000
,000
,000

P R RPR R RRPRRPRPRPRRRPRRPRRPRPRPRRPRRPRPRPRPRRRPRPRPRPRPRPRRRPRPRPRPRERPRNRPREPRLPORRENLERELR

,353
,078
,646
449
367
,102
,013
AT2
,083
,938
721
721
,116
,648
528
,945
,286
489
1,000
,350
,519
1,000
1,000
,964
AT2
,685
,507
,685
271
,685
,355
426
426
, 748
,595
497
1,000
1,000
1,000
,598
1,000
1,000
1,000
1,000

a. Residual Chi-Squares are not computed because of redundancies.
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APENDICE F — ESTATISTICAS DAS CURVAS ROC
ELABORADAS E DOS ESTUDOS DE CORRELACAO ENTRE
OS MARCADORES ESTUDADOS



ROC Curve

[ Dat aSet 1] C:\ User s\ user\ Documnent s\ Dout or ado\ SPSS\ PCM ser um dosages. sav

Case Processing Summary

Valid N
Control” (listwise)
Positived 21
Negative 37
Missing 16

Larger values of the test result variable(s) indicate
stronger evidence for a positive actual state.

a. The positive actual state is 1.

b. The test result variable(s): IgG - t0, MIG -t0 has
at least one tie between the positive actual state
group and the negative actual state group.

ROC Curve

1,0+

Sensitivity

I |
0,0 02 04 0,6 0,3 1,0
1 - Specificity

Diagonal segments are produced by ties,

Source of the Curve
— IgG - t0
- 5TNFR1 - t0
sTMNFR2 - 10
— MCP1 -0
MIP1 alfa - t0
o MIZ 0
- Eotaxina 0
Eataxinaz2 40
Reference Line
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Area Under the Curve

Std. Asymptotic Asymptotic 95% Confidence

Test Result Variable(s) Area Error(a) Sig.(b) Interval

Lower Upper

Bound Bound Lower Bound | Upper Bound Lower Bound
IgG - t0 ,968 ,024 ,000 ,922 1,014
STNFR1 -10 ,891 ,048 ,000 ,796 ,985
STNFR2 - 10 ,947 ,027 ,000 ,893 1,001
MCP1 - t0 ,667 ,086 ,036 ,497 ,836
MiP1lalfa - tO ,668 ,076 ,035 ,519 ,817
MIG -t0 ,802 ,065 ,000 ,673 ,930
Eotaxina -t0 ,481 ,086 ,808 ,312 ,650
Eotaxina2 -t0 ,685 ,075 ,020 ,539 ,831

The test result variable(s): MIP1alfa - t0, MIG -t0, Eotaxina -t0 has at least one tie between the positive actual
state group and the negative actual state group. Statistics may be biased.
a Under the nonparametric assumption

b Null hypothesis: true area =

0.5

Coordinates of the Curve
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Positive if Greater Positive if Greater

Test Result Than 1- Test Result Than 1-

Variable(s) or Equal To(a) Sensitivity | Specificity | Variable(s) or Equal To(a) Sensitivity | Specificity

tSJNFRl . 84,85600 1,000 1,000 STNFRZK; 673,76000 1,000 1,000
108,41550 1,000 ,973 770,20950 1,000 ,973
131,40600 1,000 ,946 929,50350 1,000 ,946
134,94400 1,000 ,919 1090,75050 1,000 ,919
154,98850 1,000 ,892 1194,69450 1,000 ,892
175,45950 1,000 ,865 1226,74300 1,000 ,865
196,86050 1,000 ,838 1255,57600 1,000 ,838
218,80750 1,000 ,811 1270,09300 1,000 ,811
226,13550 1,000 , 784 1284,38350 1,000 , 784
252,14300 1,000 , 757 1289,60800 1,000 , 757
283,55500 1,000 , 730 1301,70550 1,000 , 730
305,95950 ,962 , 730 1318,24200 1,000 , 703
322,13450 ,962 ,703 1327,28950 1,000 ,676
332,12950 ,962 ,676 1330,32750 1,000 ,649
351,99700 ,962 ,649 1336,56700 1,000 ,622
371,39450 ,962 ,622 1348,36200 1,000 ,595
380,03600 ,923 ,622 1362,53600 1,000 ,568
384,13700 ,923 ,595 1375,99100 1,000 ,541
392,84350 ,923 ,568 1391,98250 1,000 ,514
402,96000 ,923 ,541 1405,85400 1,000 ,486
409,63650 ,923 ,514 1413,25100 1,000 ,459
412,85200 ,923 ,486 1434,69400 1,000 432
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Test Positive if Greater Positive if Greater
Result Than 1- Test Result Than 1-
Variable(s) or Equal To(a) Sensitivity | Specificity | Variable(s) or Equal To(a) Sensitivity | Specificity
STNFRL- 414,68250 923 459 [ STNFR2-10 1463,19800 1,000 405
424,52200 ,923 432 1477,49300 1,000 ,378
436,33700 ,923 ,405 1498,43650 1,000 ,351
445,30450 ,923 ,378 1517,55700 1,000 ,324
456,50500 ,923 ,351 1532,31000 1,000 297
462,37000 ,885 ,351 1547,23200 ,962 297
469,36250 ,885 ,324 1568,39250 ,962 ,270
477,35150 ,885 ,297 1597,09600 ,962 243
479,51200 ,885 ,270 1617,66100 ,962 216
495,65850 ,885 243 1637,84050 ,962 ,189
518,77750 ,885 216 1656,14350 ,923 ,189
529,03300 846 216 1680,73600 ,923 ,162
534,65950 846 ,189 1697,74200 ,885 ,162
544,48650 846 ,162 1710,28050 ,885 ,135
553,94550 ,808 ,162 1731,67800 ,885 ,108
563,45550 769 ,162 1763,35800 ,846 ,108
573,52050 769 ,135 1786,26650 ,808 ,108
580,81150 769 ,108 1792,93000 769 ,108
584,96750 731 ,108 1801,77600 731 ,108
598,20850 731 ,081 1817,11400 731 ,081
611,83600 ,692 ,081 1839,51250 731 ,054
616,59950 ,654 ,081 1859,85200 ,692 ,054
626,61500 ,654 ,054 1884,55700 ,654 ,054
637,51400 ,654 ,027 1926,35300 ,654 ,027
676,87100 ,615 ,027 1953,72300 ,615 ,027
721,11900 577 ,027 1961,83950 577 ,027
738,85100 ,538 ,027 1977,60650 ,538 ,027
752,07550 ,500 ,027 1996,80850 ,500 ,027
778,33100 462 ,027 2011,95200 462 ,027
807,51400 423 ,027 2026,55000 423 ,027
831,69750 ,385 ,027 2044,90350 ,385 ,027
850,19700 ,346 ,027 2076,26450 ,346 ,027
856,36400 ,308 ,027 2116,44400 ,308 ,027
909,36150 ,269 ,027 2134,21150 ,269 ,027
986,89450 ,269 ,000 2174,81250 ,269 ,000
1016,97350 231 ,000 2218,74050 231 ,000
1032,18150 192 ,000 2248,90800 192 ,000
1070,36100 154 ,000 2393,16750 ,154 ,000
1119,98300 115 ,000 2587,85700 115 ,000
1314,83000 077 ,000 2691,66600 077 ,000
1630,03200 ,038 ,000 2952,96550 ,038 ,000
1775,99700 ,000 ,000 3188,50000 ,000 ,000
MIG -t0 -1,00000 1,000 1,000 | 19G -t0 -1,000000 1,000 1,000
3,63450 ,846 784 ,003000 1,000 917
12,18250 846 757 ,009500 1,000 ,896
29,51650 846 ,730 ,015500 1,000 875
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Test Positive if Greater Positive if Greater
Result Than 1- Test Result Than 1-
Variable(s) or Equal To(a) Sensitivity | Specificity | Variable(s) or Equal To(a) Sensitivity | Specificity
MIG -t0 61,13950 846 ;703 I9G -0 ,021000 1,000 ,854
85,42650 ,846 ,676 ,024500 1,000 ,833
92,48600 ,846 ,649 ,026500 1,000 ,813
113,96200 ,846 ,622 ,031500 1,000 , 792
135,15850 ,846 ,595 ,036500 1,000 J71
142,50800 ,846 ,568 ,038500 1,000 , 708
150,42350 ,846 ,514 ,039250 1,000 ,688
161,73300 ,846 ,486 ,041000 1,000 ,667
177,56200 ,846 ,459 ,043000 1,000 ,646
184,34900 ,808 ,459 ,045250 1,000 ,625
194,53800 ,808 432 ,048000 1,000 ,604
205,42450 ,808 ,405 ,051250 1,000 ,583
210,51750 ,808 378 ,053750 1,000 ,563
220,00000 ,808 ,351 ,060500 1,000 ,542
229,05450 ,808 ,324 ,070250 1,000 ,521
249,52050 , 769 ,324 ,073750 1,000 ,500
278,39700 , 769 ,297 ,075500 1,000 ,458
292,68750 , 769 ,270 ,077500 ,952 ,458
300,05000 , 769 ,243 ,079000 ,952 438
311,72750 , 769 ,216 ,082500 ,952 AL17
328,16100 , 731 ,216 ,086000 ,952 ,396
371,24550 ,692 ,216 ,087250 ,952 ,375
428,52750 ,654 ,216 ,088250 ,952 ,354
496,18600 ,615 ,216 ,091500 ,952 ,333
570,03600 ,615 ,189 ,095000 ,952 ,292
663,22000 577 ,189 ,096500 ,952 271
755,43950 577 ,162 ,097750 ,952 ,250
807,29700 577 ,135 ,098750 ,952 ,229
866,04200 ,538 ,135 ,099750 ,952 ,208
908,46150 ,500 ,135 ,101000 ,952 ,188
917,76250 ,462 ,135 ,102250 ,952 ,167
964,39950 423 ,135 ,105500 ,952 ,146
1013,92950 ,385 ,135 ,129250 ,952 ,104
1115,14650 ,385 ,108 ,159000 ,952 ,083
1405,11900 ,346 ,108 ,199750 ,952 ,063
1643,68950 ,308 ,108 ,237000 ,905 ,063
1696,45750 ,269 ,108 ,243500 ,905 ,042
1802,37600 ,269 ,081 ,246000 ,857 ,042
1988,45700 ,231 ,081 ,259500 ,810 ,042
2130,28900 ,192 ,081 ,285500 ,810 ,021
2277,85200 ,192 ,054 ,319500 , 762 ,021
2464,24600 ,192 ,027 ,378250 , 762 ,000
2580,19050 ,154 ,027 ,469500 , 714 ,000
2748,41750 ,115 ,027 ,532250 ,667 ,000
3178,16400 ,077 ,027 ,557000 ,619 ,000
3679,65700 ,077 ,000 ,576500 571 ,000
4079,14550 ,038 ,000 ,586000 ,524 ,000
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Positive if Greater Positive if

Test Result Than 1- Test Result Greater Than
Variable(s) or Equal To(a) Sensitivity | Specificity | Variable(s) or Equal To(a) | Sensitivity | 1 - Specificity
MIG 10 4264,34400 ,000 ,000 IgG -0 ,689750 476 ,000
,932250 429 ,000
1,099750 ,381 ,000
1,154500 ,333 ,000
1,189250 ,286 ,000
1,196000 ,238 ,000
1,230000 ,190 ,000
1,266500 ,143 ,000
1,362250 ,095 ,000
1,477750 ,048 ,000
2,503000 ,000 ,000
MCPL1 - t0 -1,00000 1,000 1,000 | MIP1alfa - tO -1,00000 1,000 1,000
4,48500 ,962 1,000 ,92450 ,769 ,730
12,73450 ,962 ,973 2,01450 , 731 , 730
45,51250 ,923 ,973 2,21750 , 731 ,703
75,64000 ,923 ,946 2,42550 , 731 ,676
77,82550 ,885 ,946 3,01250 , 731 ,649
110,11250 ,885 ,919 4,46700 , 731 ,622
147,77500 ,885 ,892 6,13200 , 731 ,595
169,57800 ,846 ,892 10,19600 ,692 ,541
190,59250 ,808 ,892 14,03950 ,692 514
197,32800 ,769 ,892 14,55800 ,692 ,486
217,81550 ,769 ,865 15,37100 ,692 ,459
239,36300 ,769 ,838 16,62050 ,654 ,459
264,21300 ,769 ,811 17,23050 ,615 ,459
305,17450 , 731 ,811 18,89700 ,615 432
326,65800 , 731 , 784 21,54000 ,615 ,405
346,91000 , 731 , 757 23,20650 ,615 ,378
371,71750 , 731 , 730 29,51300 ,615 ,351
384,44700 , 731 , 703 35,76600 ,615 324
391,50250 , 731 ,676 36,75800 577 324
402,74800 , 731 ,649 37,59200 ,538 324
413,30950 ,692 ,649 38,02450 ,538 ,297
420,00950 ,692 ,622 38,44150 ,538 ,270
428,82950 ,692 ,595 40,30300 ,538 ,243
432,92150 ,654 ,595 45,72650 ,500 ,243
435,67850 ,654 ,568 51,98550 ,500 ,216
443,77400 ,654 ,541 55,73250 ,500 ,189
450,19150 ,615 ,514 66,35850 462 ,189
452,70650 ,615 ,486 77,23000 423 ,189
457,02450 ,615 ,459 79,47450 ,385 ,189
460,44650 ,615 ,432 89,00450 ,385 ,162
493,53150 ,615 ,405 100,58850 ,346 ,162
533,81650 ,615 ,378 120,01650 ,346 ,135
546,62900 ,615 ,351 158,36800 ,308 ,135
572,77350 577 ,351 186,02850 ,269 ,135
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Positive if Greater Positive if
Test Result Than 1- Test Result Greater Than
Variable(s) or Equal To(a) Sensitivity | Specificity | Variable(s) or Equal To(a) | Sensitivity | 1 - Specificity
MCP1 - 10 608,30250 577 ;324 | MIP1alfa - tO 197,12000 269 ,108
622,89400 ,538 ,324 210,80550 231 ,108
627,89250 ,538 ,297 236,12500 231 ,081
634,37900 ,538 ,270 351,84850 ,192 ,081
639,57400 ,538 243 670,04550 154 ,081
648,22400 538 216 1288,05400 115 ,081
664,46800 ,500 216 2202,94000 115 ,054
679,14350 ,500 ,189 3059,50550 115 ,027
697,32250 ,500 ,162 4651,72700 115 ,000
711,84850 ,500 ,135 9737,03850 077 ,000
743,62500 462 ,135 14022,35650 ,038 ,000
812,99900 423 ,135 14474,96000 ,000 ,000
879,47850 423 ,108
992,98750 423 ,081
1101,02700 423 ,054
1239,53950 ,385 ,054
1432,25100 346 ,054
1700,65300 ,346 ,027
1976,02900 ,308 ,027
2125,90550 ,269 ,027
2305,42300 231 ,027
2420,05450 231 ,000
2848,16700 192 ,000
3685,43200 154 ,000
4928,53350 115 ,000
8549,73500 077 ,000
12651,38550 ,038 ,000
13965,98300 ,000 ,000
tEO"taXi”a . 32,26600 1,000 1,000 E)Otaxmaz . 1125,80300 1,000 1,000
50,55100 ,962 1,000 1174,62600 1,000 973
72,75250 ,923 1,000 1228,18550 ,962 973
79,52450 ,885 1,000 1263,93000 ,962 ,946
89,36500 846 1,000 1377,99900 ,923 ,946
105,03300 ,808 1,000 1501,63850 ,923 ,919
117,25000 ,808 ,973 1545,84700 ,923 ,892
123,41500 769 ,973 1575,36700 ,923 865
135,36000 769 ,946 1640,24850 ,923 838
147,34400 731 ,946 1738,30600 ,923 811
154,22400 731 ,919 1814,17250 ,923 784
163,70700 731 ,892 1832,72000 ,923 757
170,15450 ,692 ,892 1929,85300 ,885 757
173,51550 ,654 ,892 2059,49500 ,885 730
176,65550 ,654 ,865 2103,39850 ,846 ,730
179,83900 ,654 ,838 2155,18850 846 ,703
181,80650 ,654 811 2212,97300 846 676
182,97400 615 811 2275,20650 846 ,649
184,39300 615 784 2391,45500 846 622
187,55900 ,615 757 2482,80750 ,846 ,5695
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Positive if Greater Positive if

Test Result Than 1- Test Result Greater Than

Variable(s) or Equal To(a) Sensitivity | Specificity | Variable(s) or Equal To(a) | Sensitivity | 1 - Specificity

Eotaxina - 191,30600 615 730 [ Eoeinaz- 2554,54900 846 568
195,09050 ,615 ,703 2674,68250 ,846 514
199,45900 ,615 ,649 2762,86100 ,846 ,486
201,92000 ,615 ,622 2821,33600 ,846 ,459
202,71200 ,615 ,595 2885,00850 ,846 432
203,98950 ,615 ,568 2914,55150 ,808 432
206,36650 ,615 ,541 2922,02800 ,808 ,405
208,04250 577 ,541 2934,22100 ,769 ,405
208,43850 ,538 ,514 3011,10200 , 731 ,405
209,53550 ,538 ,486 3144,72800 , 731 378
212,67750 ,538 ,459 3269,63650 ,692 378
215,27300 ,538 432 3393,11800 ,692 ,351
220,44400 ,538 ,405 3464,94250 ,654 ,351
227,09350 462 ,405 3520,81250 ,654 324
232,46000 ,462 ,378 3574,92400 ,615 324
239,60500 462 ,351 3610,06250 ,615 ,297
243,77200 462 324 3645,54150 577 ,297
248,40650 462 ,297 3652,54700 577 ,270
253,76700 423 ,297 3710,49350 ,538 ,270
256,03400 423 ,270 3819,21550 ,500 ,270
258,02050 ,385 ,270 4091,83300 462 ,270
269,36600 ,385 ,243 4322,04250 423 ,270
282,31650 ,346 ,243 4359,93700 423 ,243
288,58200 ,346 ,216 4417,16100 423 ,216
292,28400 ,346 ,189 4507,88600 ,385 ,216
294,87150 ,308 ,189 4588,79100 ,385 ,189
305,73600 ,308 ,162 4611,38700 ,346 ,189
320,58750 ,269 ,162 4681,61050 ,346 ,162
334,67350 ,231 ,162 4846,20750 ,346 ,135
343,34050 ,231 ,135 4972,53800 ,346 ,108
345,14300 ,192 ,135 5003,48500 ,308 ,108
346,11650 ,192 ,108 5102,15900 ,269 ,108
349,01200 ,154 ,108 5253,03550 ,231 ,108
353,21600 ,154 ,081 5381,88300 ,192 ,108
355,19500 ,115 ,081 5647,61850 ,192 ,081
361,38000 ,115 ,054 5843,07250 ,154 ,081
371,52450 ,077 ,054 6043,78050 ,115 ,081
408,38300 ,038 ,054 6375,68500 ,115 ,054
447,61050 ,038 ,027 6703,46350 ,115 ,027
460,45900 ,000 ,027 7980,46850 ,115 ,000
467,48400 ,000 ,000 11937,62050 ,077 ,000

The test result variable(s): MIG -t0, MCP1 - t0, MIP1lalfa - t0, Eotaxina -t0 has at least one tie between the
positive actual state group and the negative actual state group.
a The smallest cutoff value is the minimum observed test value minus 1, and the largest cutoff value is the

maximum observed test value plus 1. All the other cutoff values are the averages of two consecutive ordered
observed test values.
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Nonparametric Correlations

[ Dat aSet 1] C:\ User s\ user\ Docunent s\ Dout or ado\ SPSS\ PCM ser um dosages. sav

Correlations

IgG-t0 | STNFR1-t0 [ sSTNFR2-t0 | MCP1-t0 | MIPlalfa-t0 | MIG -t0 Eotaxina -t0 | Eotaxina2 -t0
Spearman’'s rho  1gG - tO Correlation Coefficient 1,000 ,548*4 ,531*4 177 ,243 L4154 -,086 ,279*
Sig. (2-tailed) . ,000 ,000 ,183 ,066 ,001 ,519 ,034

N 58 58 58 58 58 58 58 58

STNFR1 - t0 Correlation Coefficient ,548*4 1,000 ,7138*4 ,335*4 ,269* ,432*4 ,085 ,046
Sig. (2-tailed) ,000 . ,000 ,007 ,033 ,000 ,509 , 720

N 58 63 63 63 63 63 63 63

STNFR2 - t0 Correlation Coefficient ,531*4 ,738* 1,000 ,368*4 ,131 LA54%H ,038 ,153
Sig. (2-tailed) ,000 ,000 . ,003 ,307 ,000 , 767 ,233

N 58 63 63 63 63 63 63 63
MCP1 - t0 Correlation Coefficient 177 ,335%4 ,368*4 1,000 ,287* ,298* ,607*4 ,285*
Sig. (2-tailed) ,183 ,007 ,003 . ,023 ,018 ,000 ,024

N 58 63 63 63 63 63 63 63

MIPlalfa-t0 Correlation Coefficient 243 ,269*% 131 ,287* 1,000 ,166 ,281* ,107
Sig. (2-tailed) ,066 ,033 ,307 ,023 . ,194 ,026 ,402

N 58 63 63 63 63 63 63 63

MIG -t0 Correlation Coefficient ,415%4 432+ 4544 ,298* ,166 1,000 ,197 ,195
Sig. (2-tailed) ,001 ,000 ,000 ,018 ,194 . 121 ,126

N 58 63 63 63 63 63 63 63

Eotaxina -tO0 Correlation Coefficient -,086 ,085 ,038 ,607*4 ,281* ,197 1,000 ,330*

Sig. (2-tailed) ,519 ,509 767 ,000 ,026 121 . ,008

N 58 63 63 63 63 63 63 63

Eotaxina2 -t0  Correlation Coefficient 279* ,046 ,153 ,285* ,107 ,195 ,330"4 1,000
Sig. (2-tailed) ,034 ,720 ,233 ,024 ,402 ,126 ,008 .

N 58 63 63 63 63 63 63 63

**. Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).

*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).
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