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RESUMO

Esta tese “Comparacdo do cotrimoxazol com o itraconazol no
tratamento da paracoccidioidomicose” foi elaborada no formato de trés

artigos cientificos, cujos resumos séo apresentados abaixo.

COMPARACAO DO ITRACONAZOL COM O COTRIMOXAZOL NO
TRATAMENTO DA PARACOCCIDIOIDOMICOSE

Introducdo. Nao ha estudos publicados que tenham comparado itraconazol
(ITC), associagao sulfametoxazol-trimetoprim (cotrimoxazol — CMX) e ITC
seguido de CMX (ITC/CMX), no tratamento da paracoccidioidomicose (PCM).
Este estudo foi realizado para comparar eficacia, efetividade, seguranca e
tempos necessarios para se alcancar cura clinica e sorolégica em pacientes
com PCM tratados com ITC ou CMX, antifingicos mais utilizados nessa
micose. Métodos. Foi conduzido um estudo quasi-experimental em 177
pacientes com diagndstico confirmado ou provavel de PCM, virgens de
tratamento ou com doenca reativada e ha pelo menos seis meses sem
antifangicos. Foram consideradas duas fases no tratamento: 1) inicial ou de
ataque, mantido até se obter cura clinica e normalizacdo da velocidade de
hemossedimentacdo; 2) complementar, mantido até obtencdo da cura
sorolégica. A comparacdo de médias foi feita pelo teste de Mann-Whitney, a de
freqUéncias pelo teste do chi-quadrado e das variaveis em funcdo do tempo
pelas curvas de Kaplan-Meier e regressdo de Cox, utilizando-se p<0,05 para
indicacdo de diferencas significantes. Resultados. No tratamento de ataque,
47 pacientes tratados com ITC e 130 que receberam CMX n&o revelaram
diferenca de eficacia e efetividade, mas foi menor o tempo de cura clinica para
0s que receberam ITC que os tratados com CMX (105 vs 159 dias; p=0,001),
em especial pacientes com forma crénica. No tratamento complementar,
eficacia e efetividade foram similares nos trés tratamentos, porém o tempo de
cura sorolégica foi menor com ITC (161 dias) e CMX (495 dias) do que com
ITC/ICMX (881 dias) [p=0,02]. Os preditores independentes de menor tempo de
cura sorologica foram tratamento com ITC [raz&o de risco = 6,61; IC95% (2,01-
21,75)] e CMX [raz&o de risco = 5,11;IC95% (1,91-13,67)]). A prevaléncia de
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efeitos colaterais foi menor com ITC (6,4%) do que com CMX (20,0%; p=0,03).
Concluséo. Este estudo revelou cura clinica mais precoce e maior tolerancia
ao ITC, que permitem considerd-lo antifingico de primeira escolha no
tratamento da PCM.

DETERMINACAO FENOTIPICA E FUNCIONAL DE MONOCITOS DE
PACIENTES COM PARACOCCIDIOIDOMICOSE ANTES E APOS
TRATAMENTO ANTIFUNGICO

Introducdo. A resposta imune frente a paracoccidioidomicose (PCM) tem
revelado a importancia da participagdo dos mondcitos, precursores dos
macrofagos teciduais. Recentemente, foi demonstrado, em outras doengas,
subpopulacdes de mondcitos, com fungbes e comportamentos distintos. Ha
uma escassez de estudos relacionando o tratamento antifingico e imunidade
na PCM. O presente estudo visa buscar informacbes que agreguem
conhecimentos da interacdo hospedeiro-parasita e biomarcadores que sejam
Uteis para o monitoramento imunoldgico durante o seguimento dos pacientes.
Para tanto, o presente estudo teve por objetivo avaliar aspectos fenotipicos e
funcionais de mondcitos circulantes, antes e apoés tratamento antifungico.
Métodos. Foram estudados 23 pacientes com a forma crbnica da PCM
confirmada pela identificacdo de formas tipicas da fase leveduriforme em
materiais clinicos ou de anticorpos séricos especificos pesquisados pela
reacdo de imunodifusdo dupla em gel de &gar, 11 dos quais na fase preé-
tratamento — grupo néo tratado (GNT) e 12 em cura aparente (GCA), atendidos
na Disciplina de Moléstias Infecciosas e Parasitarias da Faculdade de Medicina
de Botucatu - UNESP. Foram incluidos pacientes com comprometimento
pulmonar paracoccidiéidico que se encontravam na fase pré-tratamento ou de
cura aparente. Um grupo de seis individuos saudaveis foi utilizado como
controle (GC). Apos obtengéo do sangue periférico dos individuos, foi realizada
imunofenotipagem dos monacitos por citometria de fluxo, cultura de monaocitos
e quantificacdo de mediadores e citocinas produzidas por estas células, com e
sem estimulo antigénico. A comparacdo de mais de duas amostras
independentes foi feita pelo teste ANOVA, com pos-teste Tukey, utilizando-se
p<0,05 para diferencas significativas. Resultados. A imunofenotipagem dos



monocitos revelou maior quantidade de mondcitos “intermediarios”
(CD14°CD16") para GNT quando comparado a GCA e GC (p<0.05), que n&o
diferiram entre si. Ndo se observou diferencas na dosagem de IL-6, IL-10 e
MIP-1a com e sem estimulo antigénico nos trés grupos. A producéao de IL-1B3 e
TNFa sob estimulo de antigeno especifico do Paracoccidioides brasiliensis
(AgPb) foi maior para GNT e GCA do que para GC (p<0,05). O mesmo
resultado se repetiu para a producao espontanea de TNFa. A quantificacdo de
citocinas pro-fibrogénicas revelou maior producédo de TGF-B1 sob estimulo do
AgPb para GNT do que para GC (p<0,05), enquanto GCA apresentou
producéo intermediaria. A quantificacdo do FGF-b sob estimulo de LPS e AgPb
revelou-se maior para GNT do que GCA e GC (p<0,05), que nao diferiram
entre si. Conclusdes. A elevada producdao de mondcitos “intermediarios”
observada no momento do diagndstico e a producdo precoce e persistente de
citocinas proé-fibrogéncias apresentam-se como marcadores da evolugcdo para
fibrose na PCM.

SEQUELAS PULMONARES NA PARACOCCIDIOIDOMICOSE.
CORRELACAO ENTRE VARIAVEIS CLINICAS, IMUNOLOGICAS
MORFOLOGICAS E FUNCIONAIS.

Introducdo. A despeito do tratamento antifungico eficaz, sdo frequentes as
sequelas pulmonares na paracoccidioidomicose (PCM), caracterizadas
principalmente por fibrose e enfisema paracicatricial, que levam ao
desenvolvimento de insuficiéncia pulmonar crbénica. O objetivo deste estudo foi
quantificar a presenca de fibrose e enfisema em pacientes com PCM e
correlaciona-la com variaveis clinicas e espirométricas. Métodos. Foram
estudados 16 pacientes com a forma cronica da PCM, que ja tinham
apresentado cura clinica e soroldgica e se encontravam em cura aparente, nos
quais foram realizadas tomografia computadorizada de alta resolucdo (TCAR) e
espirometria. A fibrose e o enfisema pulmonares foram quantificados utilizando-
se um algoritmo computacional. A comparacao de médias foi feita utilizando-se
o teste de Mann-Whitney e o de Friedman; as correlagdes, o teste de Pearson;
e as evolugbes sorolégicas em funcdo do tempo, a regressdo linear. As

diferencas foram consideradas significantes quando p<0,05 para um teste
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bicaudal. Resultados. Fibrose e enfisema foram observados em todos os
pacientes. A mediana da fibrose foi de 1,84% [1,08 — 2,39%] e do enfisema
4,04% [1,04 — 15,28%)]. N&o houve correlacdo entre estas duas variaveis e 0s
parametros clinicos e espirométricos. A regressao linear de IDD em funcéo do
tempo de tratamento diferiu entre pacientes com maior (= 4,04%) dos com
menor quantidade de enfisema (< 4,04%; p=0,04). O tempo de cura clinica
revelou correlacéo inversa com a capacidade vital forcada (r = — 0,580; p=0,04)
e com o volume expiratério forcado em um segundo (r = — 0,571; p=0,04).
Prevaleceu o padrdo obstrutivo na espirometria e valores reduzidos de fluxo
expiratério forcado médio entre 25 e 75% da curva de CVF quando
comparados aos outros parametros funcionais (p<0,001). Conclusdes. O
comprometimento funcional dos pulmbes € mais intenso em pacientes que
exigem maior tempo de tratamento para obtencdo de cura clinica. O fluxo
expiratério forgcado foi a variavel funcional mais afetada, sugerindo
comprometimento mais intenso de pequenas vias aéreas. A avaliacao
guantitativa de fibrose e enfisema permitiu melhor avaliacdo das sequelas

pulmonares da PCM.



Primeiro artigo:

Comparacao do itraconazol com o cotrimoxazol
no tratamento da paracoccidioidomicose



COMPARACAO DO ITRACONAZOL COM O COTRIMOXAZOL NO
TRATAMENTO DA PARACOCCIDIOIDOMICOSE

RESUMO

Introducdo. Nao ha estudos publicados que tenham comparado itraconazol
(ITC), associacédo sulfametoxazol-trimetoprim (cotrimoxazol — CMX) e ITC
seguido de CMX (ITC/CMX), no tratamento da paracoccidioidomicose (PCM).
Este estudo foi realizado para comparar eficacia, efetividade, seguranca e
tempos necessarios para se alcancar cura clinica e sorolégica em pacientes
com PCM tratados com ITC ou CMX, antifingicos mais utilizados nessa
micose. Métodos. Foi conduzido um estudo quasi-experimental em 177
pacientes com diagndstico confirmado ou provavel de PCM, virgens de
tratamento ou com doenca reativada e ha pelo menos seis meses sem
antifangicos. Foram consideradas duas fases no tratamento: 1) inicial ou de
ataque, mantido até se obter cura clinica e normalizacdo da velocidade de
hemossedimentacdo; 2) complementar, mantido até obtencdo da cura
sorologica. A comparacdo de médias foi feita pelo teste de Mann-Whitney, a de
freqUéncias pelo teste do chi-quadrado e das variaveis em funcdo do tempo
pelas curvas de Kaplan-Meier e regressédo de Cox, utilizando-se p<0,05 para
indicacdo de diferencas significantes. Resultados. No tratamento de ataque,
47 pacientes tratados com ITC e 130 que receberam CMX ndo revelaram
diferenca de eficacia e efetividade, mas foi menor o tempo de cura clinica para
0s que receberam ITC que os tratados com CMX (105 vs 159 dias; p=0,001),
em especial pacientes com forma crénica. No tratamento complementar,
eficacia e efetividade foram similares nos trés tratamentos, porém o tempo de
cura sorolégica foi menor com ITC (161 dias) e CMX (495 dias) do que com
ITC/ICMX (881 dias) [p=0,02]. Os preditores independentes de menor tempo de
cura sorologica foram tratamento com ITC [raz&o de risco = 6,61; 1IC95% (2,01-
21,75)] e CMX [razéo de risco = 5,11;IC95% (1,91-13,67)]). A prevaléncia de
efeitos colaterais foi menor com ITC (6,4%) do que com CMX (20,0%; p=0,03).
Concluséao. Este estudo revelou cura clinica mais precoce e maior tolerancia
ao ITC, que permitem considera-lo antifingico de primeira escolha no
tratamento da PCM.



INTRODUCAO

A paracoccidioidomicose (PCM) € micose endémica da América Latina
causada por fungos dimoérficos do complexo Paracoccidioides brasiliensis e do
complexo Paracoccidioides lutzii, que tém como seu habitat natural o solo .
Apresenta-se sob trés formas clinicas principais: a) forma aguda/subaguda,
que predomina em criangas, adolescentes e adultos jovens, comprometendo
orgaos ricos no sistema fagocitico mononuclear; b) forma cronica, que afeta
individuos adultos, que em geral sdo ou foram trabalhadores rurais, com
grande predominio do sexo masculino e caracterizada pelo envolvimento de
pulmbes e mucosa das vias aero-digestivas superiores; c) formas residuais,
caracterizadas pelas sequelas observadas apds tratamento eficaz, em especial
pulmdes, laringe e adrenais ?

Ap6s a sua descricdo em 1908 por Adolfo Lutz @, até a década de 1940
a PCM apresentava evolugdo fatal devido a auséncia de drogas para
tratamento. Desde entdo, farmacos tém sido utilizados para esta terapia, com
boa resposta. Inicialmente, foi demonstrada a acdo dos compostos
sulfanilamidicos, com a introducédo da sulfapiridina . Seguiu-se, em 1958, a
introducdo da anfotericina B, antifungico potente de amplo espectro, que se
mostrou eficaz no tratamento da PCM ®, mas de manejo dificil devido aos
efeitos colaterais que ocasiona e a necessidade de administracao intravenosa
em paciente hospitalizado por tempo prolongado. Com a demonstracéo de sua
eficacia por Barbosa & Vansconcelos (1973), a associacdo sulfametoxazol-
trimetoprim (cotrimoxazol - CMX) passou a ser amplamente utilizada no
tratamento da PCM ©. No final dos anos 1970 o desenvolvimento dos
derivados imidazdlicos permitiu ampliar as opgdes terapéuticas, especialmente
com o cetoconazol "® até que no final dos anos 1980, com o lancamento do
itraconazol (ITC), derivado triazolico 10 a 50 vezes mais ativo contra o P.
brasiliensis que o cetoconazol, esta droga tornou-se muito utilizada por sua
eficacia e seguranca @ * Y. Em passado recente, o voriconazol, derivado
triazolico de segunda geracdo, revelou ser tdo eficaz quanto o ITC no
tratamento da PCM, porém menos seguro “?.

A despeito deste arsenal terapéutico desenvolvido nas ultimas décadas,

apenas quatro estudos foram comparativos % 1319 Em 2006 foi publicado o
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primeiro consenso brasileiro sobre diagnéstico e tratamento da PCM, que
indicou ITC e CMX como drogas de escolha ®. No entanto, n&o foi publicado

nenhum estudo que compare estes dois antifungicos na terapia da PCM.
OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi comparar eficacia, efetividade e seguranca
do ITC com a do CMX no tratamento de ataque e complementar da PCM, bem
como 0s tempos para se alcancar cura clinica, normalizacédo da velocidade de
hemossedimentacdo e das reacOes de fase aguda, e negativacédo persistente

da reacado da imunodifusdo dupla em gel de agar.
CASUISTICA E METODOS

Foram estudados 177 pacientes com PCM, atendidos na Disciplina de
Moléstias Infecciosas e Parasitarias da Faculdade de Medicina de Botucatu —
Universidade Estadual Paulista, no periodo compreendido entre 1988 e 2012.

O atendimento inicial foi feito em enfermaria, triagem ou pronto-socorro
por um dos infectologistas do Servi¢co, ao qual coube a escolha do antifingico
utilizado no tratamento. Os exames realizados a admisséo, antes da instituicao
do tratamento, assim como a periodicidade do seguimento e 0s exames
complementares solicitados, eram padronizados e comuns a todos o0s
pacientes, independentemente do esquema terapéutico instituido. Os pacientes
internados eram, apO0s a alta hospitalar, encaminhados ao Ambulatério de
Paracoccidioidomicose, assim como os que eram atendidos na Triagem e no
Pronto-Socorro do Hospital das Clinicas, o que ocorria logo ap0s o primeiro
atendimento. No Ambulatorio, o atendimento de todos os pacientes sempre foi
supervisionado pelo mesmo médico, que utilizou o protocolo padronizado.

Critérios de inclusdo. Foram incluidos no presente estudo os seguintes
pacientes com paracoccidioidomicose: a) casos confirmados, caracterizados
pela presenca de manifestacdes clinicas compativeis e identificacdo de formas
tipicas da fase leveduriforme de P. brasiliensis em materiais clinicos; b) casos
provaveis, caracterizados pela presenca de manifestagdes clinicas compativeis

e deteccdo de anticorpos seéricos especificos pela reacdo de imunodifusdo
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dupla em gel de agar, mas nos quais o P. brasiliensis n&o foi identificado *®; ¢)
pacientes virgens de tratamento ou que iniciaram terapia para PCM h& menos
de 30 dias; d) pacientes com novo episédio de atividade clinica, com
diagnéstico micoldgico e, ou, soroldgico e que se encontravam ha pelo menos
seis meses sem uso de medicacdo antifingica; e€) pacientes que receberam
tratamento inicial com ITC ou com CMX.

Critérios de exclusdo. Foram excluidos o0s pacientes que
apresentavam doencas sistémicas de etiologia infecciosa, parasitaria,
neoplasica ou inflamatoria (conectivopatias) como co-morbidade, que recebiam
drogas antifangicas por qualquer outra indicacdo ou medicamentos que
interferissem na cinética do ITC ou do CMX, gestantes e mulheres em fase de
lactacéo

Classificacdo das formas clinicas. Os pacientes foram classificados
segundo forma clinica e gravidade conforme Mendes ® como descrito abaixo.
A forma aguda ou subaguda, também denominada juvenil, se caracteriza por
breve tempo de instalacdo, em geral de algumas semanas a poucos meses,
incidindo preferencialmente em criancas, adolescentes e adultos jovens e
predominando em 6rgdos ricos no sistema fagocitico-mononuclear, tais como
linfonodos, figado, baco e medula 6ssea. Quanto a gravidade foi classificada
em moderada e grave, com base nos seguintes critérios: a) perda ponderal
acima de 10% do peso habitual; b) reacdo de IDD com titulo igual ou superior a
1/64; c) comprometimento de linfonodos profundos ou superficiais com
adenopatia do tipo tumoral ou supurativo; d) envolvimento de 6rgdos como
0Ss0s, intestinos, adrenais ou sistema nervoso central; e) reacao intradérmica a
paracoccidioidina negativa. A presenca de pelo menos trés desses critérios
caracterizava caso grave, enquanto 0S que apresentavam no maximo dois
deles eram considerados moderados. Nao foram considerados quadros leves,
nesta forma clinica. A forma cronica ou do adulto foi caracterizada pela
instalacdo insidiosa, em geral superior a quatro e, com frequéncia, seis meses,
em pacientes com mais de 30 anos de idade, comprometimento de pulmdes e
mucosa de vias aerodigestivas superiores e classificada em leve, moderada e
grave. Os casos graves foram definidos pela presenca de trés ou mais dos
seguintes critérios: a) perda ponderal maior que 10% do peso habitual; b)

comprometimento pulmonar grave; ¢) comprometimento de outros 6rgaos, tal
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como adrenais, sistema nervoso central e 6sseo; d) envolvimento de linfonodos
superficiais do tipo tumoral ou supurativo; d) reacao de IDD igual ou superior a
1/64; e) reacao intradérmica a paracoccidioidina negativa. Os casos moderados
apresentavam perda ponderal entre 5 e 10% do peso corpéreo habitual, reacao
de IDD igual a 1/16 ou 1/32 e um ou dois dos demais critérios acima referidos,
enquanto 0s casos leves revelavam perda ponderal menor que 5%,
comprometimento exclusivo de pulmdes, mucosa de vias aero-digestivas
superiores ou pele, reacdo de IDD com titulos inferiores a 1/16 e reacéo
intradérmica a paracoccidioidina positiva.

Intervengdes. Os tratamentos com CMX ou com ITC constituiram as
intervencdes a que foram submetidos os pacientes estudados. O CMX foi
administrado em adultos na dose de 1.440 mg 12/12 horas, em geral utilizando-
se a via oral desde o inicio e, por vezes, iniciando-se por via intra-venosa,
passando-se, a seguir, para a via oral. Criancas receberam 4 a 8 mg/kg de
trimetoprim por via oral, a cada 12 h. Em ambos os casos, houve
monitoramento dos niveis séricos do sulfametoxazol, que foram mantidos
sempre acima de 70ug/mL no tratamento de atague e acima de 50 pg/mL no
de manutencdo, com eventuais ajustes de dose. O ITC foi administrado sempre
por via oral, na formulacdo em capsulas, na dose de 200mg para adultos uma
vez ao dia, apos uma das refei¢cdes. Criancas receberam 5 a 10 mg/kg/dia de
ITC. Alguns pacientes realizaram o tratamento de atague com ITC e o
complementar com CMX ou outro derivado sulfamidico como sulfadiazina ou
sulfadoxina. A sulfadiazina foi administrada por via oral, na dose diaria de
100mg/kg de peso corporal, divididos em quatro tomadas iguais, a cada 6
horas; a dose diaria maxima administrada foi igual a 4,0g. A sulfadoxina foi
administrada por via oral, uma vez por semana, na dose de 1,0g a 2,0g.

Tamanho da amostra. O tamanho amostral foi determinado
considerando-se um erro tipo a igual a 5%, poder do teste de 80%, eficacia do
CMX igual a 70% e do ITC igual a 95%, com base em resultados publicados

previamente & 10 11.12.15.17) " jiilizando-se a equacéo abaixo.



N = (z, + Zﬂ)z.[pl.(1,0—2p1)+ P,.(L0—p,)]
d

Em que,
N — menor nimero de pacientes em cada grupo;
d — diferenca de eficicia entre tratamentos;
p1 — proporcéo de sucessos terapéuticos esperados com CMX;

p2 — proporcdo de sucessos terapéuticos esperados com ITC.

Assim, o tamanho amostral foi de pelo menos 33 pacientes em cada
grupo. Considerando que outros critérios, além da eficacia, seriam avaliados, a
amostra foi ampliada para este estudo.

Seguimento dos pacientes. No tratamento foram consideradas duas
fases: tratamento inicial ou de ataque e tratamento complementar ®®. O
tratamento inicial ou de ataque foi mantido até que se observassem cura
clinica, caracterizada pelo desaparecimento dos sinais e sintomas presentes a
admissao do paciente, exceto 0s que se relacionassem a possiveis seqlelas, e
pela normalizacdo da velocidade de hemossedimentacdo. Para pacientes que,
a admissdo, ndo apresentavam elevacdo da velocidade de
hemossedimentacdo, a normalizacdo dos niveis séricos de y-globulina,
determinados pela eletroforese de proteinas séricas, passava a ser a variavel
utilizada na determinagdo do fim do tratamento inicial e inicio do tratamento
complementar. Durante o tratamento inicial o paciente era submetido a
avaliacdo clinica, radiolégica, parasitolégica, urinaria, sorolégica e da
bioquimica sanguinea a cada més.

O tratamento complementar se caracterizava pela avaliacdo clinica,
sorologica e radiologica a cada trés meses e persistia até um ano apos
observacéo de exames soroldgicos persistentemente negativos.

Exames complementares. No seguimento de cada paciente foi
realizado um grande numero de exames complementares e, neste estudo,
foram avaliados os que se seguem. A realizacdo da reacdo de imunodifusédo
dupla em gel de agar, segundo Restrepo (1972), constituiu a avaliagéo

(19)

sorolégica de rotina e a determinacdo da velocidade de

hemossedimentacdo foi o exame hematologico avaliado. Da avaliacado
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bioquimica de sangue fazia parte a determinacdo dos niveis séricos de
bilirrubinas conjugada e total, aminotransferases, fosfatase alcalina, v-
glutamiltransferase, uréia, creatinina, eletroforese de proteinas séricas,
proteina C reativa (PCR) e mucoproteinas, depois substituida pela a;—
glicoproteina acida. Os exames hematoldgicos foram realizados no Laboratorio
do Hemocentro de Botucatu e os sorolégicos no Laboratério de Pesquisa de
Doencas Tropicais — Micologia Médica. Os exames bioquimicos de sangue
foram realizados no Laboratério Central do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina de Botucatu — UNESP. Todos os exames que avaliaram as
fungbes hepatobiliar e renal foram apresentados como a razao entre o pico
sérico observado e o limite superior de normalidade (N); aumentos entre N a
2N foram considerados leves, entre 2N e 3N moderados e acima de 3N
intensos ),

Além de outros exames complementares de rotina, parte do protocolo de
seguimento dos pacientes, outras avaliacdes também foram solicitadas sempre
gue houvesse indicacao clinica.

Delineamento do estudo. Quatro grupos de pacientes foram
constituidos neste estudo, em funcédo dos antifungicos utilizados no tratamento
de ataque e no complementar:

G, — constituido de pacientes que receberam ITC no tratamento de ataque e
no complementar;
G, — constituido de que receberam ITC no tratamento de ataque e CMX no
complementar,;
G3 — constituido de pacientes que receberam ITC no tratamento de ataque e
sulfamidicos no complementar;
G4 — constituido de pacientes que receberam CMX no tratamento de ataque e
no complementar.

O tratamento de cada paciente foi instituido de forma aleatéria, pelo
infectologista que fez o primeiro atendimento, sem qualquer influéncia dos
pacientes ou dos pesquisadores que desenvolveram este estudo. Como néo
houve randomizacao dos pacientes, trata-se de um estudo quasi-experimental.

Devido ao pequeno numero de pacientes que compés o grupo Gg, este

bracgo so foi incluido na avaliacdo do tratamento inicial.
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Avaliagdo de homogeneidade. A homogeneidade entre os grupos de
pacientes que receberam ITC (G;, G, e Gz somados) ou CMX (G4) como
tratamento inicial foi avaliada segundo idade, género, forma clinica e gravidade.

Desfechos. As seguintes definicdes foram utilizadas para a medida dos
desfechos: (1) cura clinica — desaparecimento dos sinais e sintomas presentes
antes do inicio da terapia antifungica, excetuando-se as manifestacfes
residuais decorrentes de sequelas; (2) cura sorolégica — pesquisa negativa,
persistente durante um ano, de anticorpos séricos especificos, determinados
pela reacdo de imunodifusdo dupla em gel de agar; a data do primeiro exame
sorolégico ndo reagente da série de um ano de pesquisas negativas foi
considerada referencial para o céalculo do tempo de conversdo a uma sorologia
negativa; (3) falha terapéutica: persisténcia da sintomatologia ou sua
recrudescéncia apos instituicdo da terapia antifingica ou a persisténcia de
anticorpos séricos especificos, determinados pela IDD, em qualquer titulo; (4)
cura aparente - cura clinica e sorolégica observada por dois anos apés a
suspensao do tratamento; (5) efeitos colaterais — reacdes adversas relatadas
pelos pacientes e, ou, detectadas por alteracdes laboratoriais; (6) sucesso
terapéutico — presenca de cura clinica, normalizacdo da VHS ou y-globulina e
cura sorolégica; (7) eficacia — freqiéncia de sucesso terapéutico, medida em
porcentagem, avaliada apenas em pacientes que fizeram tratamento
adequado; (8) efetividade — frequéncia de sucesso terapéutico, medida em
porcentagem, observada no conjunto de pacientes incluidos no estudo,
caracterizando o estudo intention-to-treat.

Foram considerados os seguintes desfechos:

1. Desfechos primarios

a. Primeiro — avaliacdo do tratamento de ataque: (1) eficacia; (2)
efetividade; (3) tempo necessario para se alcancar a cura clinica;
(4) tempo necesséario para normalizacdo da velocidade de
hemossedimentacéo;

b. Segundo — avaliagédo do tratamento complementar: 1) eficacia; (2)
efetividade; (3) tempo necessario para se alcancar a cura
soroldgica,

c. Terceiro — avaliagdo da cura aparente: frequéncia de pacientes

que alcancaram critérios de cura aparente.
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d. Quarto — avaliacdo da seguranca do tratamento: frequéncia de
efeitos colaterais detectados por manifestagcBes clinicas e
alteracOes laboratoriais.

2. Desfechos secundarios

a. Primeiro — comparacao, duas a duas, da sensibilidade da VHS e
das provas de atividade inflamatéria (PCR, a; — glicoproteina
acida e y-globulina) segundo forma clinica;

b. Sequndo — comparacdo do tempo necessario para que as
reacoes de fase aguda retornassem a valores normais, segundo
forma clinica e antifungico utilizado.

Comité de Etica em Pesquisa. O presente estudo foi avaliado e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de
Botucatu — UNESP.

Analise estatistica dos resultados. Cada varidvel continua foi
apresentada como mediana e 1° e 3° quartis. Na comparacao dessas variaveis
utilizou-se teste de Mann-Whitney para amostras independentes. A analise de
variaveis em funcdo do tempo foi feita pela curva de Kaplan Meier e a
avaliacao de fatores de risco nessa analise foi realizada pela regresséo de Cox.
As variaveis categoricas foram apresentadas como porcentagem e comparadas
pelo teste do ¥ ou pela prova exata de Fisher. Essas andlises estatisticas
foram realizadas segundo as especificacdes de zar ®Y. Todas as anélises
estatisticas foram feitas utilizando-se o programa SAS versédo 9.3. A hipétese
de nulidade foi rejeitada admitindo-se um erro tipo a igual ou inferior a 5%, em

teste bicaudal. Valores entre 5 e 10% foram interpretados como tendéncia.

RESULTADOS

Cento e setenta e sete pacientes preencheram os critérios de inclusao
no estudo. A figura 1 apresenta o fluxograma de alocacdao dos pacientes em
funcdo do esquema terapéutico utilizado e dos momentos de avaliacdo dos

desfechos.
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Figura 1. Fluxograma de alocacdo de 177 pacientes com paracoccidioidomicose segundo
tratamento e momento de anélise dos desfechos.

14



Desfechos primarios

1. Primeiro desfecho —tratamento de ataque

a. Avaliacdo de homogeneidade dos grupos no tratamento
inicial ou de ataque

Os pacientes que receberam ITC nao diferiram segundo idade, género e
forma clinica dos que foram tratados com CMX no tratamento inicial (tabela 1).

b. Avaliacdo da eficacia e da efetividade do tratamento de
ataque

ITC e CMX revelaram a mesma eficacia e efetividade no tratamento de
ataque da PCM (p>0,05) [figura 2].

c. Avaliacdo do tempo de cura clinica e normalizacdo da VHS.

Os pacientes que receberam tratamento inicial com ITC mostraram
menor tempo para obtencdo de cura clinica (105 dias) que aqueles tratados
com CMX (159 dias) [p=0,001]. No entanto, 0 tempo necessario para se
alcancar cura clinica ndo diferiu segundo tratamento (p>0,05) em pacientes
com forma aguda/subaguda mas, em pacientes com a forma crénica, foi menor
com ITC (112 vs 159 dias; p<0,001) [tabela 22, figura 3]. O tempo necessario
para a normalizacdo da VHS néo diferiu segundo tratamento utilizado (p>0,05)
[tabela 2b].
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Tabela 1. Distribuicdo, segundo aspectos epidemioldgicos, clinicos e soroldgicos, de 177 pacientes com paracoccidioidomicose no tratamento de ataque
e no complementar.

Tratamento de ataque Tratamento complementar
Valor de p Valor de p
ITC (n=47) CMX (n=130) ITC (n=21) ITC/CMX (n=19) CMX (n=121)
Idade (anos) 43,0 [33,5-53,8] 45,5[35,0—54,0] 0,65 53,0 [42,0 - 60,0]" 37,0[32,0-42,0]° 45,5 [34,0 — 54,0]° 0,002
Género masculino (%) 87,2 88,5 0,82 84,2 89,5 87,9 0,93
Forma clinica (%) 0,63 0,25
Aguda/Subaguda 29,8 26,2 211 42,1 27,6
Crobnica 70,2 73,8 78,9 57,9 72,4
Forma Aguda/Subaguda (%) 0,65 0,45
Moderada 0,0 3,1 0,0 0,0 3,4
Grave 29,8 23,1 21,1 42,1 24,2
Forma Crénica (%) 0,65 0,57
Leve 6,4 4,6 5,3 10,3 52
Moderada 51,1 56,2 57,9 31,6 54,8
Grave 12,8 13,1 15,8 15,8 12,9
IDD inicial (1:) 16 [2 — 64] 16 [4 — 64] 0,38 412 -16]° 64 [8 — 128)° 16 [4 — 64]° 0,03

ITC — itraconazol; CMX — cotrimoxazol; ITC/CMX — itraconazol seguido de cotrimoxazol. Comparacdo entre medianas: teste de Mann-Whitney — dados apresentados como mediana, 1° e
3° quartis; Comparagao entre freqiiéncias: teste do chi-quadrado.
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Figura 2. Eficacia (A) e efetividade (B) do tratamento de ataque em 177 pacientes com
paracoccidioidomicose segundo esquema terapéutico utilizado e eficicia (C) e efetividade (D)
do tratamento complementar em 138 pacientes com paracoccidioidomicose segundo esquema

terapéutico utilizado.

2. Segundo desfecho - tratamento complementar
a. Avaliacdo de homogeneidade entre os grupos

Os pacientes tratados apenas com ITC apresentaram idade maior que
agueles que receberam cotrimoxazol que, por sua vez, foi maior do que 0s
tratados com ITC seguido de cotrimoxazol. Nao houve diferenca quanto a
género, forma clinica e gravidade entre estes grupos [tabela 1]. Os niveis
séricos de anticorpos eram mais elevados nos pacientes tratados inicialmente
com ITC e, a seguir, com CMX dos que os que receberam apenas ITC; os
pacientes tratados apenas com CMX apresentaram niveis séricos de
anticorpos que nédo diferiram dos que receberam ITC seguido de CMX, mas
eram superiores ao dos pacientes tratados com apenas com ITC [tabela 1].
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Tabela 2a. Analise de Kaplan-Meier para comparacdo do tempo, em dias, para se alcancgar cura clinica e soroldégica em 177 e 138 pacientes com

paracoccidioidomicose, respectivamente, segundo antifingico utilizado e forma clinica. As medianas dos tempos se encontram entre parénteses.

Variavel principal Variavel secundaria Variavel terciaria Contrastes Valor de p Interpretacéo
Tempo de cura Tratamento Aguda ITC (96) vs CMX (159) 0,73 ITC = CMX
clinica Cronica ITC (112) vs CMX (159) 0,00001 ITC < CMX

Aguda + Crénica ITC (105) vs CMX (159) 0,001 ITC < CMX
Forma clinica AM vs AG vs CL vs CMvs CG 0,001
AM (71) vs AG (159) 0,001 AM < AG
AM (71) vs CL (76) 0,48 AM = CL
AM (71) vs CM (152) 0,00001 AM < CM
AM (71) vs CG (196) 0,00001 AM < CG
AG (159) vs CL (76) 0,00001 AG > CL
AG (159) vs CM (152) vs CG (196) 0,12 AG =CM =CG
CL (76) vs CG (196) 0,00001 CL<CG
CL (76) vs CM (152) 0,00001 CL<CM
Tempo de cura Tratamento Aguda ITC (441) vs CMX (488) vs ITC/CMX (273) 0,99 ITC = CMX = ITC/CMX
sorologica Crénica ITC (159) vs CMX (497) vs ITC/CMX (1217) 0,018 (ITC = CMX) < ITC/ICMX
Aguda + Crénica ITC (161) vs CMX (495) vs ITC/CMX (881) 0,02 (ITC = CMX) < ITC/ICMX
Forma clinica AM vs AG vs CL vs CM vs CG 0,04
AM (157) vs AG (495) 0,027 AM < AG
AM (157) vs CL (159) 0,65 AM = CL
AM (157) vs CM (425) 0,023 AM < CM
AM (157) vs CG (551) 0,049 AM < CG
AG (495) vs CL (159) 0,12 AG =CL
AG (495) vs CM (425) vs CG (551) 0,99 AG =CM=CG
CL (159) vs CG (551) 0,08 CL=CG
CL (159) vs CM (425) 0,049 CL<CM

ITC — itraconazol; CMX — cotrimoxazol; ITC/CMX — itraconazol seguido de cotrimoxazol; AM — forma aguda moderada; AG — forma aguda grave; CL — forma crdnica

leve; CM - forma crénica moderada; CG — forma crdnica grave.
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Tabela 2b. Analise de Kaplan-Meier para comparacdo do tempo, em dias, para se alcancar a normalizacdo da velocidade de hemossedimentagao
(VHS) e das provas de atividade inflamatéria em 177 pacientes com paracoccidioidomicose, segundo antifingico utilizado e forma clinica. As medianas
dos tempos se encontram entre parénteses.

Variavel principal Varlévp I Variavel terciaria Contrastes Valor de p Interpretacéo
secundéria
Tempo da VHS Tratamento  Aguda ITC (145) vs CMX (117) 0,52 ITC = CMX
Crbnica ITC (95) vs CMX (116) 0,33 ITC =CMX
Aguda + Crénica  ITC (95) vs CMX (117) 0,70 ITC =CMX
Forma clinica AM vs AG vs CL vs CM vs CG 0,008
AM (39) vs AG (138) 0,005 AM < AG
AM (39) vs CL (63) 0,42 AM = CL
AM (39) vs CM (103) 0,002 AM < CM
AM (39) vs CG (110) 0,001 AM < CG
AG (138) vs CL (63) 0,13 AG =CL
AG (138) vs CM (103) vs CG (110) 0,83 AG =CM=CG
CL (63) vs CG (110) 0,19 CL=CG
CL (63) vs CM (103) 0,19 CL=CM
Tempo de PCR Tratamento ITC (97) vs CMX (95) 0,93 ITC = CMX
Tempo de Muco Tratamento ITC (58) vs CMX (92) 0,93 ITC =CMX
Forma clinica AM (99) vs AG (92) vs CL (21) vs CM (53) vs CG (106) 0,38 AM=AG=CL=CM=CG
Tempo da a1-glicop Tratamento ITC (70) vs CMX (103) 0,55 ITC = CMX
Tempo da y-glob Tratamento ITC (158) vs CMX (175) 0,96 ITC =CMX
Forma clinica AM (99) vs AG (187) vs CL (63) vs CM (161) vs CG (142) 0,07 AM=AG=CL=CM=CG

VHS — velocidade de hemossedimentacao; PCR — proteina C reativa; Muco — mucoproteina; a1-glicop — a1-glicoprotepina acida; y-glob — y-globulina; ITC — itraconazol;
CMX - cotrimoxazol; ITC/CMX - itraconazol seguido de cotrimoxazol; AM — forma aguda moderada; AG — forma aguda grave; CL — forma crénica leve; CM — forma
crénica moderada; CG - forma crbnica grave.
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a. Eficécia e efetividade do tratamento de manutencao

N&o houve diferenca de eficicia e efetividade entre os grupos de
pacientes tratados apenas com ITC ou CMX e aqueles que receberam ITC no

tratamento inicial seguido de CMX para o tratamento complementar [Figura 2].

b. Avaliacdo do tempo necessério para alcancar a cura
soroldgica

O tempo de cura soroldgica nado diferiu entre o grupo tratado apenas
com ITC (Md=161 dias) e aquele que recebeu apenas CMX (Md=495 dias)
[p=0.13], mas ambos foram menores que o observado no grupo que recebeu
ITC no tratamento de ataque e CMX no complementar (Md=881 dias) [p=0.02].
Este achado repetiu-se para os pacientes com forma cronica da PCM, porém
ndo coma forma aguda [tabela 22; figura 3]. A analise multivariada feita pelo
modelo de regressédo de Cox demonstrou que o tratamento com ITC ou CMX
foi preditor de menor tempo para se obter a cura sorolégica quando comparado

com o esquema ITC seguido de CMX [tabela 3].

Tabela 3. Analise multivariada para identificacdo de preditores do tempo para se
alcancar cura sorolégica em 138 pacientes com paracoccidioidomicose.

Razéo de risco (1C95%) Valor de p

Idade 1,003 (0,985 — 1,023) 0,72
Forma aguda vs forma crénica 0,370 (0,123 - 1,110) 0,07
IDD inicial 0,910 (0,822 — 1,008) 0,07
Tempo de cura clinica 0,998 (0,996 — 1,000) 0,06
Forma clinica*

Aguda grave 0,422 (0,134 — 1,331) 0,14

Cronica leve 4,152 (1,452 — 11,873) 0,008

Cronica grave 1,618 (0,726 — 3,602) 0,23
Tratamento**

Itraconazol 6,615 (2,012 — 21,749) 0,009

Cotrimoxazol 5,110 (1,910 — 13,668) 0,001

IDD — imunodifusdo em gel de agar especifica para P. brasiliensis.

* Na avaliagdo das formas clinicas, a forma crdonica moderada foi considerada referéncia para
avaliacéo do tempo de cura soroldgica.

** Na avaliacdo do tratamento, itraconazol seguido de cotrimoxazol foi considerado referéncia para
avaliagcao do tempo de cura sorolégica.
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3. Terceiro Desfecho — Cura aparente

Foi elevada a prevaléncia de pacientes que alcancaram cura aparente:
92,9% com ITC, 95,1% com CMX e 100,0% com ITC seguido de CMX, que n&o

diferiram entre si (p>0,05).

4. Quarto Desfecho — Avaliagdo da seguranca do tratamento

A incidéncia de queixas clinicas observadas ap0s instituicdo do
tratamento de ataque foi menor em pacientes que receberam ITC (6,4%) que
agueles tratados com CMX (20,0%) [p=0,03]. A epigastralgia foi mais frequente
em pacientes que receberam CMX (13,8%) que nos tratados com ITC (2,1%)
[p=0.05]. Cefaléia (2,1%) e tontura (2,1%) também foram relatados por
pacientes tratados com ITC, enquanto diarréia (3,8%), vomitos (0,8%) e
erupcdes cutaneas (0,8%) foram referidos pelos que receberam CMX. Os dois
antifangicos levaram a alteracdes das funcbes hepatobiliar e renal. A Unica
variavel que revelou diferencga entre tratamentos foi a bilirrubina direta, que se
mostrou alterada com maior frequéncia nos pacientes que receberam ITC
(34,6%) do que nos tratados com CMX (3,6%; [p<0,001) [tabela 4]. Por outro
lado, a intensidade das alteracdes foi em geral leve, exceto para y — GT em
pacientes que receberam ITC, com mediana de elevacao igual a 6,5 vezes o
limite superior de normalidade. A comparacdo entre antifingicos revelou
apenas uma tendéncia a ser maior a elevacdo de y — GT no grupo tratado com
ITC que naquele que recebeu CMX (p=0,07).

A descontinuacdo do tratamento devido a efeitos colaterais ndo diferiu
entre antifungicos: 0,0% para ITC e 3,8% para CMX (p=0,20).
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Tabela 4. Alteracdes da bioquimica sanguinea secundarias a utilizacdo de antifiingicos em
177 pacientes com paracoccidioidomicose.

Fregliéncia de

alteracdes (%) Valor de p Intensidade das altera¢des Valor de p

ITC CMX ITC CMX
AST 11,5 17,6 0,34 1,2[1,1-6,8] 1,3[1,1-1,5] 0,85
ALT 19,2 29.4 0,44 1,5[1,5-3,1] 15[1,2-2,2] 0,59
FA 11,5 16,9 0,38 1,7[11-2,1] 1,2 [1,2 -1,5] 0,80
y—-GT 11,5 11,8 0,63 6,5[1,5 - 6,6] 1,3[1,1-1,7] 0,07
BT 7.7 2.4 0,23 1,3[1,2-1,4] 2,7[1,9 -3,5] 0,12
BD 34,6 3,6 <0,001 2,0[1,7-4,0] 3,3[2,3-16,7] 0,30
Uréia 10,3 15,1 0,38 1,2[1,1-1,5] 1,1[1,1-1,2] 0,41
Creatinina 6,9 9,7 0,48 1,1[1,1-1,1] 1,1[1,1-1.2] 0,63

AST — Aspartato amino-transferase; ALT — Alanina amino-transferase; y — GT — Gama-glutamil transferase; FA —
Fosfatase alcalina; BT — Bilirrubina total; BD — Bilirrubina direta. A comparagédo das variaveis categdricas foi feita
pelos testes de y2 e exato de Fisher, e a de varidveis continuas pelo teste de Mann-Whitney.

Desfecho secundario

A sensibilidade da VHS e das provas de atividade inflamatéria séo

apresentadas nas tabelas 5 e 6.

Tabela 5. Sensibilidade da velocidade de hemossedimentacdo e das provas de
atividade inflamatéria antes da introducéo da terapia antifingica em 177 pacientes
com paracoccidioidomicose.

Aguda/Subaguda Crénica Valor de p Agufaé?;l:iguda
VHS 84,8 54,5 <0,01 62,7
Proteina C reativa 56,5 53,6 0,99 54,4
Mucoprotéina 66,7 57,1 0,63 60,0
al-glicoproteina acida 38,9 47,4 0,72 45,2
v-globulina 86,7 55,4 <0,01 63,9

VHS - velocidade de hemossedimentacao; teste do chi-quadrado / teste exato de Fisher.
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Tabela 6. Comparacéo, duas a duas, da sensibilidade da velocidade de hemossedimentacdo e
provas de atividade inflamatéria e avaliacdo do grau de concordancia em 169 pacientes com

paracoccidioidomicose.

1°vs 2° Pacientes (n°) 1°(+)e2°(+) 1°(-)e2°(-) 1°(+)e2°(-) 1°(-)e2°(+) Valordep
VHS vs PCR 79 28 20 16 15 0,99
VHS vs Muco 70 36 14 14 06 0,10
VHS vs a1-glico 73 23 28 12 10 0,80
VHS vs y-globulina 166 75 88 27 31 0,70
PCR vs a1-glico 57 19 24 10 04 0,20
PCR vs y-globulina 79 25 14 18 22 0,60
Muco vs y-globulina 70 32 13 10 15 0,40
al-glico vs y-globulina 73 20 17 13 23 0,10

VHS - velocidade de hemossedimentagéo; PCR — roteina c reativa; Muco — mucoproteina; a1-glico — al-glicoproteina acida;

y-globulina — gama-globulina. Teste de McNemar.

Tabela 7. Avaliacdo do grau de concordancia da sensibilidade da velocidade de
hemossedimentacdo e provas de atividade inflamatéria em 169 pacientes com

paracoccidioidomicose.

1°vs 2° Valor de kappa IC95% Grau de confianca
VHS vs PCR 0,21 0,00 -0,42 Leve

VHS vs Muco 0,37 0,14 - 0,61 Leve

VHS vs y-globulina 0,27 0,11 -0,42 Leve

PCR vs a1-glico 0,51 0,28 - 0,73 Moderado
PCR vs y-globulina 0,00 0,00 - 0,22 Leve

Muco vs y-globulina 0,27 0,03 -0,51 Leve
a1-glico vs y-globulina 0,03 0,00 - 0,25 Leve

VHS - velocidade de hemossedimenta¢édo; PCR — roteina c reativa; Muco — mucoproteina; a1-glico
— al-glicoproteina acida; y-globulina — gama-globulina. IC95%: intervalo de confianca 95%.

A comparacdo dos tempos necessarios para a obtencdo de valores

normais de VHS e provas de atividade inflamatoria ndo revelou diferenca

segundo tratamento instituido, conforme revela a tabela 2b.

24



DISCUSSAO

Apesar da terapia antifangica eficaz, sabe-se que pacientes com PCM
apresentam focos latentes de P. brasiliensis, o que torna necessaria a
manutencdo do medicamento até a recuperacdo da imunidade celular, para
que se evitar recaida da doenca. Assim, a duragcdo da terapia antifungica na
PCM é prolongada, orientada pela reducdo dos niveis séricos de anticorpos
especificos contra o fungo, determinados por DID, até que se tornem
negativos. Enquanto sintomatico e apresentar valores elevados da VHS, o
paciente é submetido ao tratamento inicial. Em geral, ele apresenta cura clinica
muito antes de alcancar cura soroldgica, determinando um periodo de auséncia
de sintomatologia, mas com utilizacdo de antifungico, que constitui o
tratamento complementar . S&o etapas muito distintas do tratamento e, por
iSs0, serdo analisadas separadamente.

A homogeneidade entre os grupos de pacientes que realizaram o
tratamento de ataque com ITC ou CMX confere consisténcia aos resultados
observados. Nesta etapa, demonstrou-se elevada eficacia e efetividade e uma
rapida cura clinica nos pacientes tratados com ITC, confirmando achados de
Queiroz-Telles et al. (2006), que observaram eficacia de 100% e efetividade de
94% com o ITC ®. Estudos anteriores revelaram resultados diferentes.
Naranjo et al.*V avaliando 47 pacientes com PCM, encontraram 89% de
melhora clinica substancial e apenas 2% de cura durante os seis primeiros
meses de tratamento. Em ensaio clinico randomizado, Shikanai-Yasuda et al.
observaram 57% de cura e 43% de melhora clinica em 14 pacientes com PCM
avaliados apds seis meses de tratamento com ITC . Essas diferencas talvez
possam ser justificadas pela utilizacdo de doses diarias menores de ITC (50 —
100 mg) e pelo menor tempo de avaliacdo, de no maximo seis meses, que
poderia explicar o grande nimero de pacientes com melhora parcial, mas ainda
sem cura clinica. Considerando que o efeito do ITC é concentracdo-
dependente “?, doses mais elevadas potencializariam o efeito antifiingico,
garantindo uma melhora clinica mais rapida. No presente estudo foram
utilizadas doses diarias de 200 mg, o que pode justificar a elevada taxa de cura

clinica observada mais precocemente que em estudos anteriores.
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As elevadas taxas de eficacia e efetividade observadas com o CMX
foram semelhantes as observadas por outros autores, que variaram de 62 a
100% © 1723 No entanto, observou-se diferenca no tempo de cura clinica. O
presente estudo demonstrou uma mediana de 162 dias para se alcancar a cura
clinica de pacientes tratados com CMX, enquanto Barbosa & Vasconcelos
observaram recuperacdo em no maximo 35 dias . No entanto, estes autores
avaliaram apenas a regressao das lesdes como critério de resposta clinica. No
presente estudo, o critério de cura incluiu outras variaveis, tais como a
recuperacdo da disposicao para o trabalho e do peso corporeo, o que poderia
explicar essa grande diferenca.

A eficacia e a efetividade do ITC e do CMX foram muito satisfatorias no
tratamento de ataque. Apesar de haver trés pacientes com falha terapéutica e
dois com necessidade de descontinuar o tratamento por efeitos colaterais no
grupo que recebeu CMX, nenhuma diferenca foi observada entre esses dois
grupos, justificando a indicacéo feita pelo consenso brasileiro de tratamento da
PCM®®_ No entanto, esses tratamentos diferiram quanto & velocidade com que
atuaram. Em pacientes com a forma crénica da PCM, a cura clinica foi mais
rapida nos tratados com ITC que naqueles que receberam CMX.
Considerando-se que 75 a 90% dos pacientes com PCM apresentam a forma
cronica ®* 29, pode-se avaliar a importancia deste achado, que é inédito, por
permitir a reducédo do tempo de tratamento e, desta forma, aumentar a adesao
a ele.

Os grupos de estudo sofreram modificacdes ao se passar da fase de
tratamento inicial para o de complementacéo, pois, com a cura clinica, alguns
pacientes abandonaram o tratamento. Além disso, em alguns pacientes o ITC
foi substituido pelo CMX no tratamento complementar, por ter distribuicdo
gratuita pelos Servicos de saude publica.

O grupo tratado com ITC seguido de CMX foi composto por pacientes
mais jovens que o0s dos demais grupos. Apesar disso, ITC e CMX
apresentaram elevada eficacia no tratamento complementar, que nao diferiu
entre esses grupos, justificando, uma vez mais, suas indicacdes pelo consenso
brasileiro de PCM®®. No entanto, o abandono de alguns pacientes em ambos
0S grupos e a observacédo de falha terapéutica e efeitos colaterais em pacientes

tratados com CMX levaram a uma reducdo do sucesso terapéutico e, portanto,
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a uma efetividade menor que a eficacia. Deve-se considerar, no entanto, que a
efetividade desses dois tratamentos nao foi estatisticamente diferente.

N&o h& estudos que tenham avaliado o tratamento com ITC por tempo
prolongado, tampouco 0 tempo necessario a obtencdo de cura soroldgica.
Shikanai-Yasuda et al. observaram reducéo significativa dos titulos séricos de
anticorpos especificos aos 10 meses de tratamento com ITC “*. Naranjo et al.
realizaram avaliacdo de apenas seis pacientes por mais de 12 meses e
observaram reducdo semelhante®™”. No entanto, ndo ha descricdo quanto ao
tempo necessario para se obter cura sorolégica, em ambos os estudos. Quanto
ao CMX, Valle et al. (1993) observaram cura sorologica em 72% dos casos,
mas também nao descreveram o tempo necessario para sua obtencdo 7.

O tempo para se obter a cura sorolégica nao diferiu entre 0s grupos
tratados com ITC ou CMX. Como os pacientes com PCM apresentam
depresséo da imunidade celular ®® e estimulo & producéo de anticorpos®” que
sdo antigeno-dependentes, a cura soroldgica parece depender da recuperagao
da resposta imune do paciente e ndo diretamente da acdo dos antifungicos,
que atuariam reduzindo a carga fangica, propiciando o restabelecimento do
equilibrio imunolégico, que ocorre tardiamente ®®. Talvez este possa ser um
fendmeno independente da droga utilizada. A tendéncia de menor tempo para
obtencéo de cura sorolégica em pacientes com forma cronica tratados com ITC
pode estar relacionada aos titulos séricos iniciais mais baixos, encontrados
neste grupo.

O grupo tratado com ITC seguido de CMX nédo apresentou diferenca de
eficacia e efetividade quando comparado as de pacientes que receberam
apenas ITC ou CMX. No entanto, chamou a atencédo o elevado tempo de cura
sorologica, bem superior ao observado em pacientes tratados com ITC ou
CMX, em especial na forma cronica, achado que depende de estudos
complementares para ser explicado.

Foi elevada a incidéncia de pacientes que alcangcaram cura aparente, 0
gue evidencia a elevada efetividade destas drogas no tratamento da PCM.
Também ja foi demonstrado que as reativacdes séo em geral mais tardias 2, o
gue néo constituiu objetivo deste estudo.

Tanto ITC como CMX demonstraram seguranca no tratamento da PCM,

com incidéncia de efeitos colaterais que nao foram diferentes. Apenas um
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pequeno numero de pacientes tratados com CMX precisou modificar a terapia
em decorréncia dos efeitos colaterais. O grupo tratado com ITC apresentou
cefaléia, tontura e epigastralgia como principais efeitos colaterais. Estudos
prévios com ITC apontaram poucos efeitos colaterais referidos pelos pacientes
- cefaléia, exantema, dor epigastrica, e alteracdes de enzimas hepaticas * **
% Os pacientes tratados com CMX apresentaram maior incidéncia de efeitos
colaterais clinicamente manifestos devido a elevada frequéncia de dor
epigastrica.

A VHS e as provas de atividade inflamatéria revelaram reducdo com a
terapia antifungica. O tempo de regressdo dessas variaveis ao normal se
revelou mais proximo da cura clinica que da soroldgica, confirmando que séo
critérios para avaliacdo da resposta terapéutica precoce, como foi proposto no
presente estudo.

Apesar da nao interferéncia dos pesquisadores na escolha do
antifiingico, este estudo nao foi randomizado nem duplo cego, que proporciona
o maior nivel de evidéncia para se avaliar tratamento, fato que constitui uma
limitacdo desta pesquisa.

O presente estudo demonstrou que pacientes tratados com ITC
apresentam cura clinica mais precoce e maior tolerancia clinica ao tratamento,
guando comparado ao CMX. Como é administrado em dose Unica diaria e deve
ser ingerido apés uma refeicdo, a utilizacdo do ITC é mais pratica que a do
CMX. No entanto, ainda parece necessaria melhor avaliagdo quanto ao
tratamento complementar. Os achados do presente estudo permitem

considerar o ITC como antifingico de primeira escolha no tratamento da PCM.
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Segundo artigo:

Determinacao fenotipica e funcional de monécitos
de pacientes paracoccidioidomicose antes e apos
tratamento antifungico



DETERMINACAO FENOTIPICA E FUNCIONAL DE MONOCITOS DE
PACIENTES COM PARACOCCIDIOIDOMICOSE ANTES E APOS
TRATAMENTO ANTIFUNGICO

Resumo

Introducdo. A resposta imune frente a paracoccidioidomicose (PCM) tem
revelado a importancia da participagdo dos mondcitos, precursores dos
macréfagos teciduais. Recentemente, foi demonstrado, em outras doencas,
subpopulacdes de mondcitos, com fungbes e comportamentos distintos. Ha
uma escassez de estudos relacionando o tratamento antifingico e imunidade
na PCM. O presente estudo visa buscar informacbes que agreguem
conhecimentos da interacdo hospedeiro-parasita e biomarcadores que sejam
Uteis para o monitoramento imunoldgico durante o seguimento dos pacientes.
Para tanto, o presente estudo teve por objetivo avaliar aspectos fenotipicos e
funcionais de mondcitos circulantes, antes e apOs tratamento antifangico.
Métodos. Foram estudados 23 pacientes com a forma cronica da PCM
confirmada pela identificacdo de formas tipicas da fase leveduriforme em
materiais clinicos ou de anticorpos séricos especificos pesquisados pela
reacdo de imunodifusdo dupla em gel de &agar, 11 dos quais na fase pré-
tratamento — grupo néo tratado (GNT) e 12 em cura aparente (GCA), atendidos
na Disciplina de Moléstias Infecciosas e Parasitarias da Faculdade de Medicina
de Botucatu - UNESP. Foram incluidos pacientes com comprometimento
pulmonar paracoccidiéidico que se encontravam na fase pré-tratamento ou de
cura aparente. Um grupo de seis individuos saudaveis foi utilizado como
controle (GC). ApGs obtencdo do sangue periférico dos individuos, foi realizada
imunofenotipagem dos mondcitos por citometria de fluxo, cultura de monécitos
e quantificacdo de mediadores e citocinas produzidas por estas células, com e
sem estimulo antigénico. A comparacdo de mais de duas amostras
independentes foi feita pelo teste ANOVA, com pos-teste Tukey, utilizando-se
p<0,05 para diferencas significativas. Resultados. A imunofenotipagem dos
monocitos revelou maior quantidade de monocitos  “intermediarios”
(CD14"CD16") para GNT quando comparado a GCA e GC (p<0.05), que nio

diferiram entre si. Nao se observou diferencas na dosagem de IL-6, IL-10 e
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MIP-1a com e sem estimulo antigénico nos trés grupos. A producéao de IL-1B3 e
TNFa sob estimulo de antigeno especifico do Paracoccidioides brasiliensis
(AgPb) foi maior para GNT e GCA do que para GC (p<0,05). O mesmo
resultado se repetiu para a produgao espontanea de TNFa. A quantificagao de
citocinas pro-fibrogénicas revelou maior producédo de TGF-B1 sob estimulo do
AgPb para GNT do que para GC (p<0,05), enquanto GCA apresentou
producdo intermediaria. A quantificacdo do FGF-b sob estimulo de LPS e AgPb
revelou-se maior para GNT do que GCA e GC (p<0,05), que né&o diferiram
entre si. Conclusdes. A elevada producdao de mondcitos “intermediarios”
observada no momento do diagndstico e a producdo precoce e persistente de
citocinas proé-fibrogéncias apresentam-se como marcadores da evolugcdo para
fibrose na PCM.

INTRODUCAO

A paracoccidioidomicose (PCM) € micose sistémica, granulomatosa,
causada por fungos termodimoérficos do complexo Paracoccidioides brasiliensis
e P. Lutzi.®® As principais formas clinicas da PCM s&o aguda/subaguda e
cronica. A forma aguda/sub-aguda em geral compromete criancas,
adolescentes e adultos jovens, apresenta histéria clinica de curta duracdo e
exibe manifestacdes clinicas compativeis com o comprometimento do sistema
fagocitico mononuclear. A forma cronica em geral compromete adultos com
mais de 30 anos de idade, que apresentam doenca de longa duracdo, que
acomete pulmdes e mucosa das vias aerodigestivas superiores com grande
freqiéncia. Muitos pacientes apresentam seqielas apos tratamento da PCM,
que constituem as formas residuais.” Assim como observado em outras
infeccbes granulomatosas, o controle da PCM depende da resposta imune
celular antigeno-especifica.®® Tem sido observado que durante doenca ativa, o
perfil Thl encontra-se comprometido, principalmente nas formas mais graves
da doenca®. Apés tratamento eficaz, os pacientes apresentam recuperacéo da
resposta imune . Apesar de a resposta imune adaptativa estar bem

caracterizada na PCM, a imunidade frente aos fungos do género
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Paracoccidiodes é complexa, e envolve outros subtipos celulares, incluindo os
fagécitos mononucleares™®.

Recentemente, diversos subtipos de mondcitos tém sido reconhecidos
em humanos e camundongos.®? Em humanos, os mondcitos “classicos” sdo
constituidos por células CD14'CD16, os “ndo-classicos”, CD14'CD16™", e os
“intermediarios”, CD14'CD16*.*2 Os mondcitos “classicos” constituem 90%
dessas células, apresentam elevada expressdo de CCR2 e pouca de CX3CR1
(Fractalkine receptor) e HLA-DR, intensa atividade fagocitica e elevada
producdo de IL-10; além disso, sdo os principais precursores de macréfagos
teciduais. Do ponto de vista fenotipico, os mondcitos “intermediarios”
apresentam elevada expressédo de HLR-DR, CCR5 e receptor de manose; ja 0s
“‘inflamatdrios” apresentam elevada expressao de CX3CR1. Apesar de esses
subtipos produzirem grande quantidade de mediadores pro-inflamatorios,
algumas diferencas funcionais entre eles tém sido documentada, como por
exemplo, o envolvimento dos mondcitos “intermediarios” na infecgao pelo HIV,
pelo fato de expressarem CCR5, um dos ligantes para o virus HIV-1. J& os
monadcitos “nao-classicos” tém sido implicados em diversos processos
inflamat6rios como artrite reumatéide, aterosclerose, sepse bacteriana e
diversas doencas hepaticas.*?

Considerando que os estudos relacionando o tratamento antifungico e
imunidade sédo negligenciados na PCM, o presente estudo visa buscar
informagdes que agreguem conhecimentos da interagcdo hospedeiro-parasita e
biomarcadores que sejam Uteis para o monitoramento imunol6gico durante o
seguimentos dos pacientes, principalmente daqueles que apresentam o quadro
de fibrose, sequela importante que afeta aspectos sociais, econdmicos e
psicologico dos pacientes. Para tanto, o presente estudo teve por objetivo
avaliar aspectos fenotipicos e funcionais de mondcitos circulantes, antes e

apos tratamento antifungico.
MATERIAL E METODOS

Pacientes. Foram estudados 23 pacientes com a forma cronica da PCM
(PCM-p) confirmada pela identificacdo de formas tipicas da fase leveduriforme

em materiais clinicos ou de anticorpos séricos especificos pesquisados pela
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reacao de imunodifusdo dupla em gel de agar (IDD), 11 dos quais na fase pre-
tratamento — grupo néo tratado (GNT) e 12 em cura aparente (GCA), atendidos
na Disciplina de Moléstias Infecciosas e Parasitarias da Faculdade de Medicina
de Botucatu - UNESP. Presenca de comprometimento pulmonar
paracoccidioidico, encontrar-se na fase pré-tratamento ou de cura aparente e
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido foram os critérios de
inclusdo utilizados. Presenca de co-morbidade de origem infecciosa,
inflamatoria ou neoplasica, e utilizacdo de antifUngicos ou de medicacao
imunossupressora foram considerados critérios de excluséo. Utilizaram-se os

critérios de cura propostos por Mendes et al.*®

, que caracterizam cura
aparente pela presenca de cura clinica, definida como o desaparecimento da
sintomatologia apresentada pelo paciente antes da introducdo do tratamento
antifangico, normalizacdo da velocidade de hemossedimentacdo, cura
sorolégica, revelada pela persisténcia, por um ano e com avaliacbes
trimestrais, de pesquisa negativa de anticorpos séricos especificos pela IDD e,
por fim, pela manutencdo dessas condicbes por dois anos apdés a
descontinuacédo do antifungico.

A caracterizagcdo dos pacientes segundo género, idade (anos), forma
clinica a admisséo no Servico, pesquisa de anticorpos séricos especificos, fase
em que se encontrava 0 paciente no momento de sua avaliagdo, antifungico

utilizado e tempo de tratamento se encontram na tabela 1.

35



Tabela 1. Caracterizacdo epidemioldgica, clinica, soroldgica e terapéutica de 23 pacientes com paracoccidioidomicose, avaliados antes do

tratamento e com cura aparente.

Pacientes N Idade Forma IDD (1:) Droga Momento do estudo Tempo de Tempo pos-
Género - . P . L tratamento
/ Grupo (anos) Clinica pré-tratamento antifingica imunoloégico (meses) tratamento (meses)
P1/G1 M 60 FCM 16 — Pré-tratamento — —
P2/G1 M 53 FCG 128 — Pré-tratamento — —
P3/G1 M 59 FCM 32 — Pré-tratamento — —
P4/G1 F 47 FCM 64 — Pré-tratamento — —
P5/G1 M 44 FCM 64 — Pré-tratamento — —
P6/G1 M 51 FCL NR — Pré-tratamento — —
P7/G1 M 64 FCM 32 — Pré-tratamento — —
P8/G1 M 59 FCM 32 — Pré-tratamento — —
PO/G1 M 52 FCM 8 — Pré-tratamento — —
P10/G1 M 47 FCM 32 — Pré-tratamento — —
P11/G1 M 37 FCM 4 — Pré-tratamento — —
P12/G2 M 56 FCM 16 CMX Cura aparente 25 28
P13/G2 M 39 FCG 64 CMX Cura aparente 173 37
P14/G2 M 60 FCL 16 CMX Cura aparente 97 45
P15/G2 M 56 FCM 16 CMX Cura aparente 26 3
P16/G2 M 50 FCM 512 CMX Cura aparente 53 62
P17/G2 M 42 FCM 8 CMX Cura aparente 28 83
P18/G2 M 42 FCM NR ITZ Cura aparente 31 69
P19/G2 M 39 FCM 2 ITZ Cura aparente 32 27
P20/G2 M 40 FCG 128 CMX/1TZ Cura aparente 33 (CMX) /49 (1ITZ) 89
P21/G2 M 42 FCG 64 CMX/I1TZ Cura aparente 6 (CMX) /131 (ITZ) 53
P22/G2 M 51 FCG 128 CMX/I1TZ Cura aparente 44 (CMX) /12 (ITZ) 60
P23/G2 M 53 FCM 64 CMX Cura aparente 84 65

IDD = imunodifusdo dupla em gel de &gar; NR = nédo reagente; FCM = forma crénica moderada; FCG = forma cronica grave; FCL = forma crbnica leve; CMX = Cotrimoxazol; ITZ = ltraconazol;
M = masculino; F = feminino; Cura aparente: presenca de cura clinica e negativa¢éo soroldgica que se mantém por dois anos ap6s descontinuacao do tratamento antifingico
* Contrastes na admisséo (G1 x G2)

Idade (anos): G1 = 52 (37-64); G2 = 46 (39-60); p = 0,18

Forma clinica: G1 = G2; p=0,31
IDD (1: ) admissado: G1 = 32 (NR-128); G2 = 32 (NR-512); p = 0,66.
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Determinacado dos niveis séricos de imunoglobulinas especificas. A
imunidade humoral dos pacientes foi avaliada pela dosagem semi-quantitativa
de anticorpos séricos, feita pela rea¢do de imunodifusdo dupla em gel de agar
(IDD), segundo as especificacdes de Restrepo™, no Laboratério de Pesquisa
de Doencas Tropicais — Area de Micologia Médica.

Imunofenotipagem de monadcitos. A analise do fenétipo dos monadcitos
em amostras de sangue foi realizada por citometria de fluxo utilizando-se os
seguintes anticorpos conjugados aos marcadores fluorescentes: anti-CD14
(PE), anti-CD16 (PerCP) e anti-CD45 (APC). O volume de 100 ul de sangue
periférico foi incubado com os anticorpos por 20 minutos, no escuro e a 4°C.
Em seguida, foram adicionados 900 pL de tampé&o de lise em cada tubo e
mantidos por 15 minutos, no escuro e a 4°C. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas por 5 minutos, 300g, em temperatura ambiente e posteriormente
lavadas em Staining Buffer (BD Pharmingen™). Apds as lavagens, as células
foram ressuspensas em 450 uL de Staining Buffer e submetidas a leitura em
FACSCalibur™ (BD Biosciences). Os dados foram analisados utilizando-se o
software FlowJo®.

Obtencdo de monécitos humanos. Sangue periférico de pacientes e
individuos saudéaveis foi obtido por puncao venosa, sendo 10 mL colocados
em tubos estéreis contendo 20 U/mL de heparina (Liguemine-Roche). As
células mononucleares foram recuperadas por meio de separacdo em
gradiente de Ficoll-Hypaque e lavadas com solucdo salina tamponada com
fosfato 0,1M pH 7,2 (PBS) e EDTA 0,01M (4°C), por 10 min a 200 g e, logo
apos, com meio de cultura RPMI 1640 (Gibco Laboratories, Grand Island, N.Y.)
por mais 10 min a 200 g. Ap6s este procedimento, as células foram
ressuspensas em meio de cultura RPMI 1640 (Gibco) completo, isto é,
suplementado com 2 mM de L-glutamina (Sigma Chemical Co. St Louis, MO,
USA), 40 mg/ mL de gentamicina e 10% de soro AB humano inativado (meio
RPMI completo.

Cultura de mondcitos. Apés a obtencdo das suspensodes celulares, as
amostras foram submetidas a determinacao da viabilidade e do namero total de
células por amostra. A viabilidade das suspensdes celulares foi determinada
com azul Tripan a 0,1% em solugao salina tamponada pH 7,2 e contadas em

camara de Neubauer. Somente as suspensfes celulares com viabilidade
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superior a 90% foram utilizadas nos protocolos experimentais. Para a
determinacdo do numero total de mondcitos, as células foram diluidas 10 vezes
em solucdo de vermelho neutro a 0,02% e incubadas a 37°C, durante 10
minutos. Os mondcitos foram diferenciados por apresentarem citoplasma com
granulos de coloracdo vermelha. Aléem disso, uma aliquota de cada suspenséao
celular foi avaliada quanto ao percentual de células CD14" (humano), por
citometria de fluxo. Foram utilizadas as suspensodes que apresentarem 85% de
células CD14". A concentracao foi ajustada para 2,0 x10° células/mL. O total de
100 pL da suspensao de células foi distribuido em placas de cultura de tecido,
de fundo plano e com tampa, contendo 96 orificios. Apds duas horas, 0s
orificios foram lavados duas vezes com RPMI-1640, para remocao das células
nao aderentes; em seguida, foram adicionados 100 pL de meio de cultura
completo em cada orificio e as culturas celulares foram adicionados 10 pg/mL
de LPS (lipopolissacaride da E. coli) e 20 pg/mL de antigeno de filtrado de
cultura de P. brasilensis (rico em gp43). Foram realizados, ainda, ensaios
controles sem adicdo de estimulos. A placa foi incubada a 37°C em atmosfera
com 5% de CO,, por 24 e 48 horas. Apés incubacédo, os sobrenadantes foram
coletados, centrifugados a 1500 rpm por 10 min, aliquotados e estocados a -
80°C.

Quantificacdo de mediadores/citocinas. A quantificacdo das citocinas
IL-8, IL-1B, IL-6, IL-10, TNF-qa, IL-12p70 foi realizada por citometria de fluxo de
acordo com normas no fabricante (Human Inflammation Kit, BD™ Cytometric
Bead Array, BD) e TGF-B1, CCL3/MIP-1a, VEGF e bFGF foi realizada pelo
método imunoenzimatico ELISA (kit DualSet, R&D Systems), conforme
instrucdes do fabricante. Os resultados estdo expressos em pg/mL, a partir de
curva padréo estabelecida em cada ensaio.

Andlise estatistica dos resultados. Todos os testes estatisticos foram
realizados utilizando-se o software GraphPad InStat versao 3.0 para Windows
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) e o nivel de significancia
estabelecido para rejeitar a hipotese de nulidade foi de 5,0%. A comparacéo de
mais de duas amostras independentes foi feita pelo teste ANOVA, com pos-

teste Tukey 9.
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RESULTADOS

Determinacdo da distribuicdo das subpopulacdes de mondcitos
periféricos de pacientes com PCM antes do tratamento antifungico e na

cura aparente.

A distribuicdo de mondcitos totais (CD45°CD14") em pacientes com
PCM nao se revelou alterada em nenhum dos grupos avaliados (Fig. 1C). Do
mesmo modo, as porcentagens de mondcitos “classicos” (CD14+CD16-) e
“n&o-classicos” (CD14+CD16++) ndo se mostraram alteradas (Fig. 1C). Por
outro lado, a porcentagem de mondcitos “intermediarios” (CD14+CD16+)
encontrava-se elevada em pacientes do grupo NT (Fig. 1C e 1B) e normal no
grupo CA (Fig. 1C).
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Figura 1. Subpopulacdes de mondcitos sanguineos. (A e B). Dot plots representativo
demonstrando a presenga de mondcitos “classicos”, CD14+CD16- (Q3), e mondcitos “nao-
classicos” CD14+CD16+ e “intermediarios CD14+CD16++ (Q2) de individuo saudavel (A) e
pacientes nao tratados (B) . (C). Distribuicdo dos mondcitos totais do sangue periférico e de
suas subpopulac6es de. individuos saudaveis (GC, n=16), pacientes com PCM (PCM-p)
antes do tratamento antifingico (GNT, n=9) e PCM-p na cura aparente (GCA, n=12). Os
valores estao expressos em médias + desvio-padrdo. (Teste ANOVA, com pés-teste Tukey;
onde letras diferentes indicam diferencas significativas entre os grupo; p <0,05).
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Producdo de mediadores/citocinas por mondécitos de pacientes com PCM

em atividade, antes do tratamento e em doentes com cura aparente.

No presente estudo foram determinadas as concentracdes de IL-8, IL-
18, IL-6, TNF-q, IL-10, IL-12p70, MIP-1a, TGF- B1, fator de crescimento de
fibroblasto basico (FGFb) e fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) em
sobrenadante de cultura de mondcitos e na presenca ou auséncia de estimulo
inespecifico, com LPS ou especifico, com filtrado de cultura de P. brasiliensis.
Entre as citocinas analisadas no sobrenadante de cultura celular, os valores
encontrados de IL-12p70 e VEGF estavam abaixo e os valores de IL-8 estavam
acima do limite de detec¢cdo dos métodos utilizados, motivo pelo qual nao
puderam ser incluidos na andlise.

Como se pode observar na Fig. 2, ndo foram observadas diferencas
entre os grupos constituidos por individuos saudéaveis, pacientes avaliados
antes do tratamento e doentes com cura aparente quanto a producéo de IL-6,
IL10 e MIP-1a. A producdo das citocinas pré-inflamatérias IL-18 e TNF-a foi
maior apos estimulo especifico em pacientes com PCM, independentemente
da fase de tratamento, que no grupo controle. Além disso, a producao
espontanea de TNF-a também foi maior nos dois grupos de pacientes. A
producdo de TGF-B1 foi maior em pacientes nao tratados que nos controles,
cabendo aos doentes com cura aparente um valor intermediario entre os dois
primeiros. A producdo espontanea de FGFb nédo variou entre os trés grupos
estudados. No entanto, a producdo de FGFb por mondcitos estimulados com
LPS e por antigeno de P. brasiliensis foi maior em pacientes néo tratados que

no grupo controle e em doentes com cura aparente.
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Figura 2. Determinagdo da producao de IL-1B, IL-6, TNF-a, MIP-1a, IL-10, TGF-B1 e
FGFb em sobrenadante de cultura de mondcitos obtidos de individuos saudaveis (GC,
n=6), pacientes com paracoccidiodomicose (PCM-p) antes do tratamento (GNT, n=9) e
PCM-p na cura aparente (GCA, n=12). As células foram cultivadas na auséncia
(producédo espontanea) e, ou, presencga de lipopolissacarido (LPS) e antigeno de P.
brasiliensis (AgPb). Os valores estao expressos em médias + desvio-padrao (ANOVA,
com poés-teste Tukey; letras diferentes indicam diferencas significativas entre os
grupos; p <0,05).
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DISCUSSAO

Na avaliacdo dos achados imunolégicos de pacientes com a forma
cronica da PCM, alguns aspectos devem ser levados em consideragcdo. Em
primeiro lugar, a FC € em geral causada por reativacdo de focos latentes, que
assim se mantiveram durante periodos ndo passiveis de determinacdo, mas
que podem ser tdo longos quanto 30 anos.™® Isto significa que o hospedeiro ja
havia organizado uma resposta imune adaptativa contra o P. brasiliensis, que
foi eficiente durante algum tempo. Por outro lado, em areas endémicas muitos
individuos  saudaveis apresentam teste intra-dérmico  positivo a
paracoccidioidina e negativo a histoplasmina, prevaléncia que pode chegar a
50%, indicando a existéncia de uma resposta imune adaptativa contra o P.
brasiliensis.*’'® Em segundo lugar, esses pacientes apresentam histéria
clinica de longa duracéo, em geral acima de quatro e com freqiéncia maior do
gue seis meses. Portanto, a avaliagdo clinica e imunolégica realizada a
admissdo no Servico é feita em pacientes que ja vém respondendo a PCM,
doenca, porém sem sucesso, 0 que é demonstrado pela progressdo do quadro
clinico. Uma vez mais, estardo sendo avaliados padrdes histopatologicos e
imunolégicos de um hospedeiro sensibilizado por P. brasiliensis e com
respostas muitas vezes intensas, embora ineficazes. Em terceiro lugar, como
os pulmdes sdo em geral a porta de entrada desse fungo, as alteragdes iniciais
devem ocorrer em nivel alveolar e podem apresentar uma natureza exsudativa
ou granulomatosa.® O padrdo exsudativo se caracteriza pela presenca de
exsudato mononuclear em lamina e septo alveolares, além de edema, fibrina e
namero variavel de polimorfonucleares (PMNs) e de fungos. Em sua
apresentacdo mais grave observa-se destruicdo do parénquima pulmonar, que
pode levar a formacado de cavernas. Os fungos podem estar livres ou dentro de
macrofagos. Nos septos alveolares observa-se discreta proliferacdo de fibras
reticulinicas. O processo produtivo se caracteriza pelo padrdo granulomatoso
epitelidide, com células epitelidides e células gigantes multinucleadas. As
lesBes tendem a confluir, formando nédulos, por vezes com necrose central,
que podem drenar seu conteudo e, desta forma, formar cavernas. Fibrose

reticulinica estd presente em torno do granuloma, ligando os tecidos
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peribrébnquicos as paredes alveolares vizinhas. Em alguns pacientes observam-
se granulomas intersticiais envolvidos por colageno. Granulomas e fibrose sédo
peribronquicos.’)’ O parénquima pulmonar também é destruido por fibrose
progressiva, espontanea ou induzida por antifungicos e até mesmo por
infeccbes secundarias, levando ao enfisema para-cicatricial. A patogenia da
fibrose parece envolver IL-8, por ativacdo endotelial e neutrofilica, e também
pela acao local de citocinas, entre as quais as fibrogénicas TNF-a e TGF-. A
evolucdo do processo leva a um circulo vicioso de agressao e reparo, com
fibrose, destruicdo da arquitetura pulmonar e enfisema para-cicatricial.

No presente estudo observou-se maior porcentagem dos mondcitos
‘intermediarios” no grupo n&o tratado (GNT). Estudos em processos
infecciosos, como bacteremia por germes Gram-negativos, demonstraram
aumento no numero de monocitos CD16" que retornaram ao normal apos
tratamento eficaz.®” Além de processos infecciosos, estudos conduzidos em
pacientes com doencas hepdéticas cronicas tém revelado que a expansédo
dessas células na circulacdo e no figado contribui com a perpetuacdo da
inflamacdo intra-hepatica e ativacdo pro-fibrinogénica.?? Assim, é possivel
que, também na PCM, essas células tenham papel fundamental na inducao da
fibrose, uma vez que mondcitos de PCM-p ainda nao tratados ja produzem
quantidades elevadas de TGF-f1 e FGFb na presenga de antigeno de P.
brasilisiensis. Como o inicio do processo de fibrose na PCM é precoce, estes
resultados passam a ser ainda mais promissores e talvez possam auxiliar no
seguimento desses pacientes. Apesar ainda de nado se dispor de tratamento
para a fibrose pulmonar, a elucidacdo dos mecanismos envolvidos em seu
desenvolvimento poderdo contribuir para sua profilaxia e, no futuro, para seu
tratamento.

A producdo de citocinas por monocitos de pacientes com PCM em
atividade também foi avaliada por Peracoli et al.*? e Parisi-Fortes et al.*®), que
estudaram mondcitos ndo estimulados e estimulados com LPS. Esses autores,
no entanto, ndo avaliaram todas as citocinas estudadas no presente estudo,
nem a producdo na fase de cura aparente e nem a producéo estimulada por
antigeno especifico. O quadro suplementar 1 apresenta uma sintese dos

achados dos trés trabalhos.
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Quadro Suplementar 1. Producao de citocinas por mondcitos do sangue circulante de
pacientes com paracoccidioidomicose confirmada e ainda nédo tratada. Avaliacdo da
producdo espontanea e induzida por lipopolissacaride (LPS). Comparacao entre os
achados do presente estudo e os da literatura.

IL-1B N 0 - 1 2 3
IL-6 N T = N 1 -
TNF-a ) T T T \ \
IL-10 N T T N T N
TGF-B1 2N 0 T N N 0

N — normal, ndo difere dos controles T - maior que os controles | - menor que os controles

Os trés estudos revelaram producdo espontanea elevada de TNF-a, que
constitui o Unico achado totalmente concordante. A producéo de IL-13 e IL-6
revelaram-se normais no presente estudo, mas elevadas no de Peracoli et
al.?? enquanto a producgéo de IL-10 foi normal neste estudo, mas elevada nos
outros dois. A producdo espontanea de TGF-B1 apresentou tendéncia a se
encontrar aumentada, o que, de certa forma, concorda com os resultados
observados nos outros dois estudos.

Apenas quatro concordancias foram observadas entre os trés estudos
em relacdo a produgdo de citocinas por mondcitos estimulados com LPS: a
producdo aumentada de IL-13, observada no presente estudo e no de Peracoli
et al.??, a producéo normal de IL-10 observada neste estudo e no de Parisi-
Fortes et al.?® e a producdo diminuida de TNF-a observada pelos outros
autores, ao contrario dos valores elevados encontrados neste estudo. A
producdo de TGF-B1 revelou-se normal neste estudo, concordando com o0s
achados de Peracoli et al.*®, mas discordando dos de Parisi-Fortes et al.??,
que observaram valores mais elevados. Como, no entanto, Peracoli et al.*?
nao caracterizaram a casuistica estudada, é possivel que dela também fagcam
parte pacientes com a forma aguda/subaguda, o que poderia justificar as
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diferencas observadas. Por outro lado, Parisi-Fortes et al.?® também avaliaram
apenas pacientes com a forma cronica, como no presente estudo, mas apenas
duas citocinas foram por eles estudadas.

Os achados em relacdo a producdo de citocinas por mondcitos
estimulados pelo antigeno do P. brasilisiensis ndo podem ser comparados com
os de outros autores, por serem inéditos. A producdo elevada e persistente de
IL-1B e de TNF-a e a producgao elevada de TGF-31 e FGFb em pacientes ainda
nao tratados, com tendéncia a decréscimo em doentes com cura aparente sao
dignos de registro. Além disso, a producéo de IL-10 por mondcitos de pacientes
nao tratados e de doentes em cura aparente tendeu a ser maior que a dos
controles. A producéo de citocinas pro-inflamatorias por mondcitos estimulados
por antigeno especifico, antes e apos tratamento antifungico eficaz, sugere que
essas células preservam essa funcdo, apesar da infeccdo paracoccidididica.
Deve-se destacar o grande incremento (2,5 vezes) na producdo de TGF-§31,
por mondcitos de pacientes nao tratados, estimulados com antigeno especifico,
que persiste em doentes com cura aparente. A persisténcia de producdo
elevada dessa citocina, que desempenha papel relevante na fibrogénese,
conforme discutido anteriormente. Além disso, deve-se destacar a grande
variabilidade de producdo de TGF-B1 de um paciente para outro, que poderia
justificar a observacdo clinica de casos de PCM com diferentes graus de
fibrose. Estudos com a finalidade de avaliar essa correlacdo ja se encontram
em andamento. Considerando que o TGF-B1 também atua como regulador da
resposta imune, no presente estudo foi determinada a producédo de FGFbD,
citocina envolvida na fibrogénese, porém sem atividade reguladora da resposta
imune. O presente estudo revelou producdo muito elevada de FGFb por
monaocitos estimulados por antigeno especifico, de pacientes com PCM em
atividade, antes da introducéo do tratamento antifungico, que tende a decrescer
em doentes com cura aparente. Esses resultados, associados a porcentagem
elevada de mondcitos CD14°CD16" apresentada por esses pacientes, sugerem
que os mondcitos ja alcancariam o tecido pulmonar com perfil pro-fibrético e,
assim, teriam um papel fundamental e precoce no desenvolvimento da fibrose

pulmonar observada em pacientes com PCM.
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Terceiro artigo:

Sequelas pulmonares na paracoccidioidomicose
Correlacao entre variaveis clinicas, imunoloégicas
morfolégicas e funcionais



SEQUELAS PULMONARES NA PARACOCCIDIOIDOMICOSE.
CORRELACAO ENTRE VARIAVEIS CLINICAS, IMUNOLOGICAS
MORFOLOGICAS E FUNCIONAIS.

Resumo

Introducéo. A despeito do tratamento antifingico eficaz, sdo freqlentes as
sequelas pulmonares na paracoccidioidomicose (PCM), caracterizadas
principalmente por fibrose e enfisema paracicatricial, que levam ao
desenvolvimento de insuficiéncia pulmonar crbénica. O objetivo deste estudo foi
quantificar a presenca de fibrose e enfisema em pacientes com PCM e
correlaciona-la com variaveis clinicas e espirométricas. Métodos. Foram
estudados 16 pacientes com a forma crbnica da PCM, que ja tinham
apresentado cura clinica e sorologica e se encontravam em cura aparente, nos
quais foram realizadas tomografia computadorizada de alta resolucdo (TCAR) e
espirometria. A fibrose e o enfisema pulmonares foram quantificados utilizando-
se um algoritmo computacional. A comparacao de médias foi feita utilizando-se
o teste de Mann-Whitney e o de Friedman; as correlacfes, o teste de Pearson;
e as evolugcbes sorolégicas em funcdo do tempo, a regressdo linear. As
diferencas foram consideradas significantes quando p<0,05 para um teste
bicaudal. Resultados. Fibrose e enfisema foram observados em todos os
pacientes. A mediana da fibrose foi de 1,84% [1,08 — 2,39%] e do enfisema
4,04% [1,04 — 15,28%)]. Nao houve correlacdo entre estas duas variaveis e 0s
parametros clinicos e espirométricos. A regressao linear de IDD em func¢éo do
tempo de tratamento diferiu entre pacientes com maior (= 4,04%) dos com
menor quantidade de enfisema (< 4,04%; p=0,04). O tempo de cura clinica
revelou correlagéo inversa com a capacidade vital forcada (r = — 0,580; p=0,04)
e com o volume expiratério forcado em um segundo (r = — 0,571; p=0,04).
Prevaleceu o padrdo obstrutivo na espirometria e valores reduzidos de fluxo
expiratorio forcado médio entre 25 e 75% da curva de CVF quando
comparados aos outros parametros funcionais (p<0,001). Conclusdes. O
comprometimento funcional dos pulmdes € mais intenso em pacientes que
exigem maior tempo de tratamento para obtencdo de cura clinica. O fluxo
expiratorio forcado foi a variavel funcional mais afetada, sugerindo

comprometimento mais intenso de pequenas vias aéreas. A avaliacdo
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quantitativa de fibrose e enfisema permitiu melhor avaliacdo das sequelas

pulmonares da PCM.
INTRODUCAO

A paracoccidioidomicose (PCM) € a mais importante micose endémica
da América Latina, causada por fungos do complexo Paracoccidioides
brasiliensis e do complexo Paracoccidioides lutzii, cuja porta de entrada séo os
pulmdes, que também constituem o 6rgdo comprometido com maior freqiéncia
1, 2, 3).

Apesar da disponibilidade de tratamento eficaz, sdo frequentes as
sequelas pulmonares, caracterizadas por fibrose e enfisema paracicatricial, que
levam ao desenvolvimento de insuficiéncia pulmonar crénica, com predominio
do padrao obstrutivo ¢ > ©

A avaliacdo rotineira das sequelas pulmonares é feita por meio de
radiografia simples, tomografia axial computadorizada classica e de alta
resolucdo e de testes funcionais * 7.

A avaliagdo morfoldgica, feita por radiologistas experientes, oferece
informacdes sobre as caracteristicas e a distribuicdo das lesdes pulmonares
que, por comparacdo com padrfes previamente observados, permitem a
sugestdo de um ou mais diagnosticos etiolégicos. No entanto, tem se
observado significativas variagcdes intra e inter-observadores, que trazem
algumas limitacdes & utilizacdo destes métodos ®, problema que se acentua
guando se procura guantificar essas lesdes.

Estudo recente, realizado em pacientes com PCM tratada, avaliou a
tomografia computadorizada de alta resolugcdo (TCAR), funcéo pulmonar e a
prova da caminhada e revelou predominio do padrdo obstrutivo leve e
correlacdo direta entre dessaturacéo e intensidade do enfisema pulmonar ©.

O desenvolvimento de sistemas computacionais proporcionou uma
avaliacdo mais objetiva das imagens de TCAR de pacientes com lesdes
pulmonares intersticiais ®, determinando as areas lesadas como porcentagem
da area total de cada pulmao.

Assim, o presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de quantificar

as lesbes pulmonares determinadas por fibrose e enfisema de pacientes com
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PCM ap0s tratamento eficaz e correlaciona-las com o tempo necessario para
se obter cura clinica e soroldgica, tempo de tratamento, a imunodifusdo dupla
em gel de &gar (IDD) antes do inicio da terapia e os parametros de funcéo

pulmonar.
CASUISTICA E METODOS

Foram avaliados 16 pacientes com PCM, atendidos na Disciplina de
Moléstias Infecciosas e Parasitarias da Faculdade de Medicina de Botucatu —
Universidade Estadual Paulista, no periodo compreendido entre 1988 e 2012.
Os dados epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais foram obtidos de fichas
padronizadas, preenchidas com base nos prontuarios medicos.

Critérios de inclusdo. Foram incluidos no presente estudo os seguintes
pacientes com PCM: a) casos confirmados, caracterizados pela presenca de
manifestacbes clinicas compativeis e identificacdo de formas tipicas da fase
leveduriforme de Paracoccidioides spp em materiais clinicos; b) casos
provaveis, caracterizados pela presenca de manifestacdes clinicas compativeis
e deteccdo de anticorpos séricos especificos pela reacdo de imunodifusao
dupla em gel de Agar (IDD), mas nos quais o fungo nao foi identificado “?; c)
pacientes com forma crénica que alcancaram a cura aparente, definida pelo
desaparecimento dos sinais e sintomas presentes antes do inicio da terapia
antifangica, excetuando-se as manifestacbes residuais decorrentes de
sequelas (cura clinica) e pesquisa negativa, persistente durante um ano, de
anticorpos séricos especificos, pesquisados pela reacdo de imunodifusdo dupla
em gel de agar (cura soroldgica).

Todos os pacientes incluidos no estudo realizaram tratamento com a
associagao sulfametoxazol-trimetoprim (cotrimoxazol).

Critérios de exclusdo. Foram excluidos o0s pacientes que
apresentavam doencas sistémicas de etiologia infecciosa, parasitaria,
neoplasica ou inflamatdria (conectivopatias) como co-morbidade, gestantes e
mulheres em fase de lactacao.

Classificagdo das formas clinicas. Os pacientes com forma crdnica
foram classificados segundo gravidade conforme Mendes © como descrito

abaixo. A forma cronica ou do adulto foi caracterizada pela instalagéo insidiosa,
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em geral superior a quatro e, com frequéncia, seis meses, em pacientes com
mais de 30 anos de idade, com comprometimento de pulmdes e mucosa das
vias aerodigestivas superiores e classificada em leve, moderada e grave. Os
casos graves foram definidos pela presenca de trés ou mais dos seguintes
critérios: a) perda ponderal maior que 10% do peso corpéreo habitual; b)
comprometimento pulmonar grave; ¢) comprometimento de outros orgaos, tal
como adrenais, sistema nervoso central e 6sseo; d) envolvimento de linfonodos
superficiais do tipo tumoral ou supurativo; d) reacédo de IDD igual ou superior a
1/64; e) reacao intradérmica a paracoccidioidina negativa. Os casos moderados
apresentavam perda ponderal entre 5 e 10% do peso corpéreo habitual, reacéo
de IDD igual a 1/16 ou 1/32 e um ou dois dos demais critérios acima referidos,
enquanto o0s casos leves revelavam perda ponderal menor que 5%,
comprometimento exclusivo de pulmdes, mucosa de vias aero-digestivas
superiores ou pele, reacdo de IDD com titulos inferiores a 1/16 e reacgdo
intradérmica a paracoccidioidina positiva.

Quantificacdo de fibrose e enfisema. A determinacdo de fibrose e
enfisema foi feita segundo as especificagcbes de Oliveira et al. (2012). As
imagens de TCAR foram realizadas em tomoégrafo helicoidal SCT-7000TS -
Shimadzu Co em formato Digital Imaging and Communications in Medicine
(DICOM). As imagens obtidas aplicou-se algoritmo conforme descrito abaixo. A
fibrose dos lobos superior, médio e inferior do pulmé&o direito e superior e
inferior do pulméo esquerdo foi individualmente quantificada utilizando-se seis
escores de 0 a 5; escore 0 foi caracterizado como auséncia de fibrose e escore
5 como nivel maximo desta variavel. A mesma categorizacdo foi utilizada para
enfisema. Os segmentos foram analisados por algoritmo baseado em
histograma, com os seguintes parametros: regides com pixels abaixo de — 920
HU foram definidas como enfisema; entre — 919 e — 780 HU como pulméo
normal; entre 0 e 150 HU como area de fibrose. Para andlise, esta
quantificacdo foi apresentada em porcentagem. Os pacientes foram divididos
em dois grupos segundo a mediana da porcentagem de fibrose: a) pacientes
com valores inferiores a 1,84%; b) pacientes com valores iguais ou superiores
1,84. A mesma divisdo foi feita para enfisema: a) pacientes com valores

menores que 4,04; b) pacientes com valores iguais ou superiores a 4,04.
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A figura 1 revela a marcacédo da area de interesse em uma janela da

TCAR, a definicdo da area de fibrose e, por fim, o histograma obtido.

E)

frequéncia

Frequencia

100C 80 €00 4l0 200
Deneidada (HY

Densiaane (ML)

Figura 1. Algoritmo matematico para quantificacao de fibrose e enfisema. A e B
— Exemplo de segmentacdo da area pulmonar na TCAR. C — Area
comprometida por fibrose. D — Area comprometida por enfisema. E e F —

histograma da area pulmonar correspondente a fibrose e enfisema

respectivamente.

Prova de funcédo pulmonar. Foram realizadas espirometrias em 13
pacientes, no equipamento Koko 606055 versdo 9.A, Ferraris Respiratory,
conforme as recomendacdes padrdo ™V, avaliando-se a capacidade vital
forcada (CVF), o volume expiratorio forcado no primeiro segundo (VEF1), a
relacdo VEF1/CVF e o fluxo expiratério forcado médio entre 25 e 75% da curva
de CVF (FEF2s.75%) Foram utilizados valores preditos baseados na populacdo

brasileira *?. Para a classificacdo da gravidade do padréo obstrutivo utilizou-se
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0 seguinte parametro: leve — VEF1 80 — 61%; moderado — VEF1 60 — 41%;
grave — VEF1 < 40%.

Desenho do estudo. Foi conduzido um estudo observacional para
quantificar a fibrose e o0 enfisema pulmonares utilizando tomografia
computadorizada de alta resolucdo (TCAR) e avaliar parametros de funcao
pulmonar, realizada nos pacientes com PCM ap0s alcangarem cura aparente.
Os pacientes foram divididos em dois grupos segundo a mediana da
porcentagem de fibrose: a) pacientes com valores inferiores a 1,84%; b)
pacientes com valores iguais ou superiores 1,84. A mesma divisao foi feita para
enfisema: a) pacientes com valores menores que 4,04; b) pacientes com
valores iguais ou superiores a 4,04. Os pacientes foram comparados segundo
gravidade, IDD inicial, tempo para se obter a cura clinica e sorolégica e tempo
de tratamento. A interacdo entre as variaveis estudadas também foi
investigada.

Comité de Etica em Pesquisa. O presente estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu —
UNESP. O termo de consentimento livre e esclarecido foi assinado por todos
0S pacientes, que eram adultos com maioridade.

Analise estatistica dos resultados. Cada varidvel continua foi
apresentada como mediana e 1° e 3° quartis ou como média e desvio padréo.
Na comparacdo dessas variaveis utilizou-se teste de Mann-Whitney para
amostras independentes, teste de Friedman para amostras dependentes e nas
correlagcdes o teste de Pearson. Na analise de tempo para cura soroldgica
segundo intensidade de fibrose e enfisema utilizou-se a regressao linear. As
variaveis categoricas foram apresentadas como porcentagem e comparadas
pelo teste do y* ou pela prova exata de Fisher. Essas andlises estatisticas

13 Todas as analises

foram realizadas segundo as especificacbes de Zar
estatisticas foram feitas utilizando-se o programa SAS versao 9.3. A hipotese
de nulidade foi rejeitada admitindo-se um erro tipo a igual ou inferior a 5%, em

teste bicaudal. Valores entre 5 e 10% foram interpretados como tendéncia.
RESULTADOS

Os dados epidemioldgicos, clinicos e sorologicos e a evolugdo apos

introducéo da terapia antifUngica encontram-se na tabela 1.
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Tabela 1. Caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e laboratoriais
de 16 pacientes com a forma crdnica da paracoccidioidomicose
em cura aparente. Dados categéricos estdo apresentados como
porcentagem e as continuas como mediana, 1° e 3° quartis.

Pacientes (n=16)

Idade (anos) 50,0 [39,0 — 57,0]
Género masculino (%) 87,5
Tabagismo 100,0
Forma crdnica (%)
Leve 6,2
Moderada 75,0
Grave 18,8
IDD inicial (1:) 32 [16 — 64]
Tempo de cura clinica (meses) 5,2[4,2-11,8]
Tempo de cura soroldgica (meses) 23,6 [17,2 - 42,1]
Tempo de tratamento (meses) 41,8 [31,9 — 58,6]

IDD — imunodifusao dupla em gel de agar.

A mediana da porcentagem de fibrose foi de 1,84% [1,08 — 2,39%] e a de
enfisema foi 4,40% [1,04 — 15,28%]. N&o se observou relacdo entre a
gravidade dos pacientes e a intensidade de fibrose e enfisema, conforme

revela a tabela 2.

Tabela 2. Avaliacdo de 16 pacientes com a forma cronica da
paracoccidioidomicose em cura aparente. Niveis de fibrose e enfisema
pulmonares, em porcentagem, determinados por algoritmo, segundo
gravidade. Dados apresentados como média e desvio padrao.

Forma crbnica moderada  Forma crbnica grave

(n=12) (n=4) Valor de p
Fibrose 1,58 + 0,63 2,30+ 1,03 0,12
Enfisema 8,54 + 8,21 11,62 + 15,32 0,62

A espirometria foi realizada em 13 pacientes, dos quais apenas um
apresentou exame normal. Os outros 12 pacientes revelaram disturbio
ventilatorio obstrutivo, nove dos quais eram leves, dois graves e um era
moderado. A porcentagem do valor predito de FEFs5.754, (42%) foi inferior as
observadas para CVF (98%), VEF1 (79%) e VEF1/CVF (82%) [p<0,001]; e a de
CVF (98%) foi maior que a observadas para VEF1 (79%; p=0.01), como revela

a tabela 3.
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Tabela 3. Parametros de fungdo pulmonar de 13 pacientes com
paracoccidioidomicose em cura aparente. Comparacao pelo teste de

Friedman.
Pacientes (n) Mediana, 1° e 3° quartis

CVF 13 3,96 [2,23 — 4,36]

% do predito 98 [74 — 105]"
VEF1 13 2,58 [1,51 — 3,08]

% do predito 79 [62 — 87]°
VEF1/CVF 13 0,66 [0,63 — 0,74]

% do predito 82 [79 — 93]"®
FEF 557506 08 1,32 [0,88 — 2,00]

% do predito 42 [31 - 68]°

CVF - capacidade vital frocada; VEF1 — volume expiratorio forcado em 1 segundo;
FEF2s5.750 — fluxo expiratério forcado médio entre 25 e 75% da curva de CVF.
Comparagdo entre variaveis em fungdo do valor predito:

CVF vs VEF1 vs VEF1/CVF: CVF>VEF1; VEF1/CVF intermediério (p=0,01)

CVF vs VEF1 vs VEF1/CVF vs FEF2s.75%. FEF25.750<(CVF=VEF1=VEF1/CVF) [p<0,001]
Medianas seguidas da mesma letra ndo diferem entre si; letras diferentes indicam

medianas que diferem entre si (p<0,05)

Observou-se correlagéo direta entre o tempo de cura clinica e os tempos
de cura soroldgica (r=0,576; p=0,03) e tempo de tratamento (r=0,586; p=0,02),
conforme revela o quadro 1.

Quadro 1. Estudo de 16 pacientes com a forma cronica da paracoccidioidomicose
apos tratamento, em cura aparente. Correlacdo entre fibrose e enfisema,
determinados por algoritmo, e variaveis clinicas, avaliada pelo coeficiente de
correlacdo de Pearson. Resultados apresentados como valor de r e, entre parénteses

o nivel de significancia.

o Tempo de cura Tempo de cura Tempo de
IDD inicial ) )
clinica sorolégica tratamento

Tempo de cura clinica 0,210 (0,43)
Tempo de cura sorolégica - 0,161 (0,58) 0,576 (0,03)
Tempo de tratamento — 0,305 (0,25) 0,586 (0,02) 0,912 (0,00)
Fibrose — 0,306 (0,25) 0,259 (0,33) 0,252 (0,38) 0,137 (0,61)
Enfisema 0,163 (0,55) - 0,078 (0,77) — 0,004 (0,98) 0,092 (0,73)

IDD — imunodifusdo dupla em gel de agar.
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Houve correlacdo inversa entre o tempo de cura clinica e os valores
obtidos de CVF (r=—0,580; p=0,04) e VEF1 (r=—0,571; p=0,04). Esta correlacéo
nao ocorreu com a relacdo VEF1/CVF e com FEF25754. A razdo VEF1/CVF

revelou tendéncia a correlacdo inversa com o tempo de tratamento (p=0,09) e

tendéncia a correlacao direta com fibrose (p=0,09), como mostra o quadro 2.

Quadro 2. Estudo de 13 pacientes com a forma crénica da paracoccidioidomicose apés

tratamento, em cura aparente. Correlagdo entre fibrose e enfisema determinados por

algoritmo, parametros clinicos e variaveis que medem a funcdo pulmonar pelo coeficiente

de correlacdo de Pearson. Resultados apresentados como valor de r e, entre parénteses, 0

nivel de significancia.

Tempo de Tempo de Tempo de
IDD inicial cura cura tratamento Fibrose Enfisema
clinica soroldgica
CVE -0,332 —0,580 —-0,089 -0,220 -0,185 -0,212
(0,27) (0,04) (0,79) (0,47) (0,54) (0,49)
VEF1 -0,311 -0,571 -0,143 -0,295 -0,107 -0,163
(0,30) (0,04) (0,67) (0,32) (0,73) (0,59)
0,025 0,048 -0,352 - 0,492 0,484 -0,072
VEF1/CVF (0,93) (0,87) (0,29) (0,09) (0,09) (0,82)
FEF 5 700 -0,389 -0,422 -0,041 -0,332 0,368 -0,229
° (0,34) (0,29) (0,93) (0,42) (0,36) (0,58)

IDD — imunodifusdo dupla em gel de agar; CVF — capacidade vital frocada; VEF1 — volume expiratorio forcado em 1

segundo; FEF25.759 - fluxo expiratério forcado médio entre 25 e 75% da curva de CVF.

As curvas de regressdo dos niveis séricos de anticorpos em funcdo do
tempo de tratamento foram comparadas entre grupos de pacientes constituidos
em relacdo a mediana dos valores de enfisema pulmonar (4,04%) [Figura 1] e a
mediana das medidas de fibrose (1,84%) [Figura 2]. Observou-se diferenca
entre as retas de regressao dos grupos constituidos em funcéo da intensidade
de enfisema (p=0,04). No entanto, essas retas de regressao também revelam
que esses dois grupos néo diferiram em relacdo ao tempo de negativacdo
sorologica. As retas de regressdo nao diferiram quando os pacientes foram

divididos em grupos segundo a intensidade da fibrose (p=0,93).
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Figura 2. Curva de regresséo linear da reacdo de imunodifuséo dupla em gel de agar (IDD) em
funcé@o do tempo de tratamento segundo intensidade de enfisema pulmonar em 16 pacientes
com a forma crénica da paracoccidioidomicose, em cura aparente. G1 — grupo com enfisema

inferior a 4,04%; G2 — grupo com enfisema maior ou igual a 4,04%.
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Figura 3. Curva de regresséo linear da reacdo de imunodifusdo dupla em gel de 4gar (IDD) em
funcdo do tempo de tratamento segundo intensidade de fibrose pulmonar, em 16 pacientes
com a forma crdnica da paracoccidioidomicose, em cura aparente. G1 — grupo com fibrose

inferior a 1,84%; G2 — grupo com fibrose maior ou igual a 1,84%.
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DISCUSSAO

A forma crbnica da PCM se deve a reativacdo de focos enddgenos
latentes e se instala de forma lenta e progressiva, propiciando contato do fungo
e de seus antigenos com os tecidos pulmonares por tempo prolongado, mesmo
quando o diagndstico é precoce ™. Nos casos em que o tratamento é
instituido para outras doencas, infecciosas ou ndo, que constituiam diagndstico
diferencial, o tempo de sintomatologia e de agressao tecidual € ainda maior. A
glicoproteina de 43kDa (gp43), antigeno dominante do P. brasiliensis, é
sintetizada no ribossoma, transportada para a membrana citoplasmatica e, a
seguir, excretada por simples exocitose ou através de lomassomas @ . A
gp43 é uma protease " ¥ e apresenta intensa atividade proteolitica sobre
colageno e elastina ®, levando & completa solubilizagdo da elastina *®. Em
pacientes com a forma cronica, a gp43 se encontra presente no soro e na urina
antes do tratamento, mas ausente quando alcancam a cura aparente @ 2%,
Estes achados, em seu conjunto, sugerem que P. brasiliensis e seus antigenos
causam intensas les6es no parénquima pulmonar, com destruicdo da elastase
e formagcdo de enfisema. Além disso, demonstrou-se intensa e precoce
atividade fibrogénica induzida por antigenos de P. brasiliensis, tanto em
infeccdes experimentais ?® quanto em pacientes " 2. Assim, a tomografia
computadorizada de alta resolucdo (TCAR) revelou que 33,8% dos pacientes
com PCM, virgens de tratamento antifingico, apresentavam enfisema pulmonar

e que 29,9% revelavam fibrose & admissdo .

Utilizando-se radiografia
simples de térax, observou-se que 31,8% de 47 pacientes apresentavam
fibrose no momento do diagndstico, que se elevou a 53,2% apOs tratamento
com itraconazol ), demonstrando também a grande incidéncia de seqtiela na
PCM. A produgdo das citocinas fibrogénicas, fator transformador do
crescimento B (TGF-B) e o fator de crescimento de fibroblasto basico (FEF-b),
se revela aumentada no momento do diagnéstico de pacientes com PCM,
diminuindo com a instituicéo de tratamento especifico ?* 2.

Apesar dos varios trabalhos publicados sobre PCM, poucos se
dedicaram ao estudo de suas sequielas e dos mecanismos imunopatogénicos
que as induzem. A correlacdo entre achados tomogréficos e histopatologicos

foi realizada poucas vezes, mas trouxe grande contribuicdo ao conhecimento
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das sequielas pulmonares da PCM ©®. No entanto, a correlagéo entre evolucao
clinica, soroldgica, tomografica com quantificacdo de fibrose e enfisema, e
funcional ndo tem sido avaliada e constituiu o objetivo deste estudo.

A fortissima correlacdo positiva entre tempo de cura sorologica e tempo
de tratamento indica adeséo dos pacientes ao esquema terapéutico proposto.

A correlacdo direta entre tempo de cura clinica e tempo de cura
sorolégica valida, uma vez mais, a utilizacdo da evolucdo soroldgica,
determinada pela IDD, como critério de cura da PCM ©?"29_Como os objetivos
do tratamento sdo a cura clinica e a recuperacdo da imunidade especifica
mediada por células, capaz de evitar futuras recaidas, a correlacdo indireta
observada entre niveis séricos determinados por contraimunoeletroforese e
normalizacdo da producéo de inter-leucina 2 (IL-2) e de intérferon-Y (IFN-Y) €9
permite se inferir que a cura soroldgica se acompanha de recuperacdo da
imunidade celular.

A correlagdo positiva observada entre tempo de cura clinica e tempo de
tratamento valida a indicacdo de um critério bioldgico na definicdo da duracéo
da terapéutica ®®. Assim, pacientes com quadros mais leves deverdo ser
tratados por menor tempo que 0s mais graves.

N&o se observou correlagéo entre intensidade de fibrose e de enfisema
com gravidade do quadro clinico a admissédo do paciente. No entanto, o valor
de p se aproxima mais da significancia para fibrose do que para enfisema. A
ampliacdo da casuistica poderd contribuir para a melhor avaliacdo desse
aspecto.

As correlacdes indiretas observadas entre tempo de cura clinica e as
variaveis funcionais capacidade vital forcada (CVF) e volume expiratério
forcado em 1 segundo (VEF;) sugerem que seriam mais intensas as lesdes
pulmonares dos pacientes que precisaram de maior tempo para
desaparecimento da sintomatologia. Esses achados sugerem que a primeira
fase do tratamento da PCM tem valor preditivo para as sequelas que o paciente
devera apresentar, achado inédito no estudo do comprometimento pulmonar da
PCM. Além disso, embora a razdo VEF;/CVF nao apresente correlacdo com o
tempo de cura clinica, revela uma tendéncia a correlacdo indireta com o tempo
de tratamento, sugerindo que tratamentos mais prolongados, que em geral

ocorrem em casos mais graves, se acompanham de piora funcional. Além
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disso, essa razdo também revela uma tendéncia a correlacdo direta com a
intensidade da fibrose, talvez pela reducao da CVF determinada pela fibrose.

O fluxo expiratério forcado (FEF2s.750,) N80 apresentou correlacdo com
variaveis imunoldgicas e terapéuticas, fibrose e enfisema. No entanto, foi a
variavel funcional que apresentou o menor valor relativo em funcao do valor
preditivo. Como o FEF,5 750, mede a permeabilidade das pequenas vias aéreas
e o0s estudos histopatologicos revelam a presengca de granulomas peri-
bronquiolares ®® e a TCAR demonstra a presenca de lesdes nessa localizagdo
® este achado talvez possa ser valorizado e investigado em maior nimero de
pacientes.

Além das lesdes induzidas pela PCM, deve-se levar em consideracao o
tabagismo, revelado por todos os pacientes, que também leva a alteracfes da
funcao respiratéria, com padréo obstrutivo.

A fibrose tem sido observada com grande precocidade, como foi
demonstrado em modelos experimentais ®® e na avaliacdo de pacientes " %),
Além disso, citocinas fibrogénicas, tais como TGF-B e FGF-b se encontram
elevadas ja na admissado do paciente, antes mesmo de se instituir o tratamento
antifangico ®* 2. Assim, a retracédo causada pela fibrose levaria a alteracdes
da arvore respiratéria, como acotovelamentos, que resultariam em obstrucédo
das vias aéreas.

A imunopatogenia das sequelas pulmonares da PCM ainda ndo se
encontra completamente esclarecida, assim como o papel da fibrose e do
enfisema. No entanto, a utilizacdo do algoritmo para quantificacdo de fibrose e
enfisema, a correlacdo inversa entre tempo de cura clinica e as variaveis
funcionais CVF e VEF;, a tendéncia a correlacdo entre a razdo VEF,/CVF e o
tempo de tratamento (correlacéo inversa) e entre essa razao e a intensidade da
fibrose (correlacédo direta) e, por fim, a reducdo mais acentuada da FEF 25750,
trouxeram inegavel contribuicdo ao conhecimento das seqielas pulmonares.

Os achados do presente estudo também indicam a importancia de se
contar com um diagndstico precoce, para a imediata introducdo do tratamento
antifingico especifico e eficaz, para reduzir os tempos de tratamento, de cura
clinica e de cura sorologica, e a formacao de fibrose e de enfisema para-
cicatricial. As limitagbes apresentadas por pacientes com PCM, tratada e com

cura aparente, no desempenho de suas atividades como trabalhador rural, que
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em geral sdo bastante pesadas e, inclusive, na execucdo de atividades
domiciliares de rotina devem constituir um estimulo para o estudo das lesdes

residuais desta micose endémica.
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Conclusoes




CONCLUSOES

O presente estudo, nas condi¢cdes em que foi desenvolvido, permite as

conclus@es abaixo relacionadas, apresentadas em trés artigos.

COMPARACAO DO ITRACONAZOL COM O COTRIMOXAZOL NO
TRATAMENTO DA PARACOCCIDIOIDOMICOSE

A eficacia e a efetividade do tratamento inicial com itraconazol n&o
diferiu das observadas com cotrimoxazol.

A eficécia e a efetividade observadas no tratamento complementar foram
as mesmas em pacientes tratados com itraconazol, cotrimoxazol ou
itraconazol seguido de cotrimoxazol.

A cura clinica de pacientes com a forma cronica da PCM tratados com
itraconazol foi mais rapida que naqueles tratados com cotrimoxazol.
Pacientes que realizaram tratamento inicial e complementar com
itraconazol ou cotrimoxazol apresentaram cura sorolégica mais rapida
gue 0s que receberam itraconazol no tratamento inicial e cotrimoxazol
no complementar.

A tolerancia dos pacientes ao itraconazol € maior que ao cotrimoxazol no
tratamento da PCM.

Menor tempo de cura clinica e maior tolerabilidade sugerem que o
itraconazol seja a primeira escolha no tratamento da PCM.

DETERMINACAO FENOTIPICA E FUNCIONAL DE MONOCITOS DE
PACIENTES COM PARACOCCIDIOIDOMICOSE ANTES E APOS
TRATAMENTO ANTIFUNGICO

Em pacientes com PCM, os mondcitos “intermediarios” se encontram em
maior numero nos virgens de tratamento que naqueles em cura
aparente.

Mondcitos de pacientes com PCM em cura aparente preservam a
mem©éria imunoldgica, caracterizada pela elevada producéo de citocinas

pré-inflamatérias quando estimulados com antigeno especifico.
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Pacientes com PCM apresentam produgdo precoce de citocinas pro-
fibrogénicas, que persiste apos tratamento antifingico.

A precocidade da presenca de mondcitos intermediarios e da producéo
persistente de citocinas pro-fibrogénicas constituem marcadores de

evolucédo para fibrose, em pacientes com PCM.

SEQUELAS PULMONARES NA PARACOCCIDIOIDOMICOSE.
CORRELACAO ENTRE VARIAVEIS CLINICAS, IMUNOLOGICAS
MORFOLOGICAS E FUNCIONAIS.

Fibrose e enfisema apresentam elevada prevaléncia em pacientes com
paracoccidioidomicose em cura aparente.

A correlacdo direta observada entre tempo de cura clinica e tempo de
tratamento, em pacientes com paracoccidioidomicose, valida a indicagao
de um critério bioldgico na definicdo da duracéo da terapéutica.

O comprometimento funcional dos pulmdes € mais intenso em pacientes
gue exigem maior tempo de tratamento para obtencéo de cura clinica.

O fluxo expiratorio forcado foi a variavel funcional mais afetada em
pacientes com a forma residual da paracoccidioidomicose, sugerindo

comprometimento mais intenso de pequenas vias aéreas.
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