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Resumo



Resumo

Estudos sobre as alteragdes da bioquimica sanguinea na paracoccidioidomicose
(PCM), antes e durante o tratamento, sdo escassos € em geral apresentam casuisticas
pequenas e curto tempo de seguimento. Assim, foi realizado um estudo prospectivo com
200 pacientes com PCM submetidos a avaliagdo das alteragdes hepatobiliares, metabdlicas
e reacdes de fase aguda a admissdo e durante o seguimento do tratamento com
cotrimoxazol (CMX) ou itraconazol (ITC). Dos 200 pacientes, 149 apresentaram a forma
cronica (FC) e 51 a forma aguda/subaguda (FA); 31 foram tratados com ITC e 169 com
CMX. Avaliagdes clinicas e da bioquimica sanguinea foram realizadas antes de se iniciar o
tratamento, definido como momento 0 (My) e, a seguir, periodicamente, até que os
pacientes apresentassem cura clinica, definida pelo desaparecimento da sintomatologia
apresentada a admissdo e redugdo da velocidade de hemossedimentacdo (VHS) a valores
normais (M3), que ocorreu apds 18 a 23 semanas de tratamento. Entre estes dois
momentos, os pacientes foram avaliados a intervalos definidos em semanas, em relagdo ao
inicio do tratamento: M;: 4 a 6 ¢ My: 7 a 10. Os niveis séricos de bilirrubina conjugada
(BC), bilirrubina total (BT), aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase
(ALT), fosfatase alcalina (FA), gama-glutamiltransferase (y-GT), triglicerides, glicose,
colesterol total, lipides totais, calcio, acido urico, fosforo, proteinas totais e fracdes,
mucoproteinas, a;-glicoproteina acida e eletroforese de proteinas séricas foram dosados no
Laboratoério Central do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu -
UNESP. Os dados foram apresentados como razdes entre o valor absoluto e o limite
superior de normalidade para as varidveis que avaliaram a fun¢do hepatobiliar, e com os
limites superiores e, ou, inferiores para as varidveis metabolicas e reagoes de fase aguda. A
avaliagdo da funcdo hepdtica revelou que na admissdo do paciente, como decorréncia da

PCM que os niveis séricos de FA e Y-GT foram as varidveis com maior prevaléncia;



enquanto BT, BC e y-GT apresentaram as maiores elevagdes. Entre as trés variaveis com
alteragdes mais prevalentes, FA e y-GT predominaram na FA enquanto ALT ndo diferiu
segundo forma clinica; BC e y-GT apresentaram maior intensidade na FA enquanto a BT
nado diferiu segundo forma clinica. Apds introdugdo do tratamento antifiingico, observou-
se alteracdo de todas as variaveis; ALT e FA foram as variaveis com maior incidéncia de
elevacdo; enquanto CB revelou a maior intensidade de elevacdo. Entre as duas variaveis
com maior incidéncia, FA apresentou maior incidéncia de elevagdo na FA que na FC,
enquanto, a incidéncia de elevacdo de ALT ndo diferiu segundo forma clinica. A
incidéncia de elevagdo de FA e y-GT ndo variou segundo antifingico; a elevagdo dos
niveis séricos de BC e BT foram mais frequentes em pacientes tratados com ITC do que
com CMX. As alteragdes do tipo hepatocelular predominaram em pacientes tratados com
CMX enquanto, os do tipo colestatico leve em doentes que receberam ITC. Os pacientes
que receberam CMX tiveram normalizados os niveis séricos de ALT, BC, FA e y-GT e
reduzidos os de AST e BT durante o tratamento, enquanto, os que receberam ITC
mantiveram elevados os niveis séricos de ALT, BT, BC, FA ¢ y-GT, e tiveram reduzidos
apenas os de AST. A avaliagdo das alteracdes metabdlicas e reacdes de fase aguda revelou
que na admissdo ao Servico a prevaléncia de alteragdes laboratoriais variou de 3,0% para
os niveis séricos elevados de acido urico a 98,0% para os niveis de y-globulina em
pacientes com a FA enquanto, aqueles com a FC apresentaram uma variag¢ao de 3,5% para
os niveis séricos diminuidos de glicose a 99,3% para os niveis elevados de gama-globulina.
Ap6s introducdo do antifiingico, a incidéncia de alteragdes variou de 3,2% para os niveis
séricos diminuidos de fosforo a 15,9% para os niveis séricos elevados de triglicérides. Os
pacientes com a FC apresentaram maior incidéncia de alteragcdes dos niveis séricos de

colesterol total, triglicérides, glicose, célcio e 4cido urico que os doentes com a FA. O



presente estudo revelou que sdo muito complexas as alteragdes da fungdo hepatobiliar e

metabolicas, que devem ser avaliadas e monitoradas durante o tratamento da PCM.
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Summary

Studies on the alterations in blood biochemistry in paracoccidioidomycosis (PCM),
before and during treatment are scarce and generally have small patients number and short
follow-up time. Thus, a prospective study was conducted with 200 patients with PCM
submitted to the evaluation of hepatobiliary function, metabolic and acute phase reactions
alterations at admission and during follow-up of treatment with cotrimoxazole (CMX) or
itraconazole (ITC). Of the 200 patients, 149 presented a chronic form (CF), and 51 the
acute subacute form (AF), 31 were treated with ITC, and 169 were treated with CMX.
Clinical and blood biochemistry were performed before starting the treatment, defined as
time 0 (My), and then periodically until the patients had clinical cure, defined as the
disappearance of the symptomatology presented at admission and regression of the
erythrocyte sedimentation rate to normal (M3), which occurred after 18 to 23 weeks of
treatment. Between these two moments, the patients were evaluated at intervals defined in
weeks, compared to the beginning of treatment: M;: 4-6 and M;:7-10. The serum levels of
conjugated bilirubin (CB), total bilirubin (TB), aspartate aminotransferase (AST), alanine
aminotransferase (ALT), alkaline phosphatase (FA), gamma- glutamyltransferase (y-GT),
triglycerides, glucose, total cholesterol, total lipids, calcium, uric acid, phosphorus, total
proteins and fractions, mucoproteins, a;-acid glycoprotein and serum protein
electrophoresis were measured at the Central Laboratory of the Hospital of the Faculty of
Medicine of Botucatu - UNESP. Data were presented as ratios between the absolute value
and the upper limit of normality for the variables that assessed hepatobiliary function, and
with upper and/or lower limit of the metabolic variables and acute phase reactions. The
evaluation of hepatobiliary function revealed that the patient's admission as a result of the
PCM that serum levels of FA and y- GT were the variables with the highest prevalence,

while TB, CB and y-GT showed the highest elevations. Among the three variables with



more frequent alterations, the FA and y-GT predominated in AF, while ALT did not differ
by clinical form; y-GT and CB showed higher intensity in AF, while BT did not differ by
clinical form. After introduction of antifungal treatment, we observed changes in all
variables, ALT and FA were the variables with the highest incidence of elevation, while
CB had the highest intensity of elevation. Between the two variables with the highest
incidence, FA showed a higher incidence of elevation in AF than in CF, while the
incidence elevation of ALT did not differ by clinical form. The incidence of elevated FA
and y-GT serum levels did not vary according antifungal; elevation of serum levels of CB
and TB were more frequent in patients treated with ITC than those CMX. Alterations of
hepatocellular type predominated in patients treated with CMX, while the mild cholestatic
type in patients receiving ITC. Patients who had received CMX normalized serum levels of
ALT, CB, ALP and y-GT and low the AST and TB, whereas those who received ITC
remained with elevated serum levels of ALT, TB, CB, ALP and y-GT, and had only
reduced the AST. The evaluation of metabolic alterations and acute phase reactions
revealed that at admission to Service the prevalence of laboratory abnormalities ranged
from 3.0% to elevated uric acid serum levels to 98.0% for y-globulin serum levels in
patients with AF, while those with CF varied from 3.5% glucose serum levels decreased to
99.3 % for the high levels of gamma- globulin. After introduction of antifungal, the
incidence of alterations ranged from 3.2% for phosphorus serum levels decreased to 15.9
% for elevated serum levels of triglycerides. Patients with CF had higher incidence of
alterations in serum levels of total cholesterol, triglycerides, glucose, calcium and uric acid
than those patients with AF. The present study revealed that are very complex the
alterations of hepatobiliary function and metabolics, which must be evaluated and

monitored during treatment of PCM.
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I) Introducéo geral
1. Aspectos gerais da paracoccidioidomicose

A paracoccidioidomicose (PCM) ¢ uma micose sistémica causada por fungos
termodimoérficos do complexo Paracoccidioides braslienss e do complexo
Paracoccidioides lutzi. ' Confinada & América Latina, ¢ endémica em area que se estende
do México & Argentina. > Apesar de incompletos, os dados disponiveis indicam maior
incidéncia dessa micose no Brasil, onde ¢ diagnosticada com grande frequéncia no Estado
de Séo Paulo.

Foi descrita pela primeira vez por Adolpho Lutz * em 1908 que, em lesdes bucais
de dois pacientes de Sdo Paulo, encontrou fungos esféricos, com morfologia diferente da
revelada pelo Coccidioides immitis. As principais manifestagdes clinicas dos pacientes
incluiam amolecimento dos dentes e comprometimento de mucosa oral, laringe,
linfonodos, glandula salivar e traqueia. Lutz registrou que o exame histopatologico desses
pacientes revelava reag¢do tuberculdide com fungos, células gigantes, células epitelidides e
fungos com exo-esporulacdo. Esse pesquisador também isolou o fungo em cultivo,
demonstrou a existéncia das fases micelial em cultivo a temperatura ambiente e
leveduriforme em pacientes infectados, e reproduziu a doenga em cobaios. Deve-se
registrar que poucos pesquisadores foram tdo completos ao descreverem uma nova doenca

e seu agente etioldgico.

Essa micose foi inicialmente denominada Blastomicose Sul-Americana (BSA) ou
Doenga de Lutz, Splendore e Almeida’. No entanto, a oficializagio do termo
paracoccidioidomicose se deu no First Pan American Symposium on
Paracoccidioidomycosis, realizado em Medellin, Colombia, unica denominagao utilizada
por Ayello em sua conferéncia de abertura, na qual abordou aspectos historicos dessa

. e A 6 . ~ . . . , e, .
micose sistémica. ~ Essa denominacao se justifica, pois casos autoctones de PCM jé tinham
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sido descritos na América Central, e no México, motivo pelo qual deixava de ser
unicamente sul-americana. Além disso, j& se iniciava uma nova abordagem na sistematica

de fungos, ligando-se o nome da doenga ao de seu agente etioldgico.

Uma das principais caracteristicas desse fungo imperfeito ¢ o dimorfismo térmico.
Em tecidos humanos e em culturas mantidas a 37°C apresenta-se na fase leveduriforme,
sua forma patogénica, com parede rica em o-glucana. Em temperatura ambiente apresenta-
se na fase filamentosa, sua forma infectante, que ocorre em natureza, com parede rica em

B-glucana.’

Apesar de existirem areas endémicas bem definidas para este patdogeno, o nicho
ecoldgico de sua fase saprobia continua mal caracterizado, devido ao pequeno numero de
vezes em que o fungo foi isolado do ambiente * ao longo periodo de laténcia da doenga ° e
ao pequeno numero de relatos da doenga em animais domésticos ° ou selvagens'"'>. Em
1986, Naiff et al.'’ relataram o isolamento de P. brasilienss em tatus (Dasypus
novemcinctus) estudados em Tucurui - Pard, area considerada ndo-endémica para esta

doenga.

Admite-se que a infeccdo seja adquirida quando propagulos da fase micelial do
fungo sdo inalados, instalando-se nos alvéolos pulmonares. A seguir, o fungo passa a fase
leveduriforme, transformagdo considerada fundamental para que se estabeleca a infeccao
130 fungo pode, ento, se disseminar por via hematogénica e/ou linfatica para qualquer
parte do organismo.'* A penetragio cuténea direta do fungo é muito rara, apesar de ter sido

documentada em alguns casos, em acidentes com espinhos e em laboratério.
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Ao entrar no organismo, P. brasilienss pode ser destruido imediatamente ou
multiplicar-se, produzindo uma lesdo de inoculacdo e se disseminando para linfonodos
regionais. Desta forma, constitui-se o complexo primario, formado pelo polo
parenquimatoso, pela linfangite ascendente e pelo polo ganglionar. A infecgdo
paracoccidididica pode regredir ou progredir, dependendo de fatores ligados ao fungo e ao
hospedeiro. A regressdo pode ser acompanhada de destruicdo de todos os fungos,
formando-se cicatriz local estéril ou se acompanhar da persisténcia de focos quiescentes,
com fungos viaveis. A progressdo da infec¢do determina o aparecimento de sinais e

16

sintomas, o que caracteriza a doenga ativa Os focos latentes podem apresentar

reativagdo posterior, denominada reinfec¢do enddgena, e levar a doenga ativa.

As manifestacdes clinicas da PCM se relacionam, em geral, a0 comprometimento
de pulmdes, pele, mucosa das vias aerodigestivas superiores, adrenais e de 6rgaos ricos no
sistema fagocitico mononuclear, tais como figado, baco, linfonodos e medula 6ssea 1 No
entanto, deve-se registrar que a PCM pode comprometer qualquer 6rgao, aparelho ou

sistema.

A PCM se apresenta sob trés formas clinicas principais: forma aguda ou subaguda,
forma cronica e forma residual. A forma aguda ou subaguda, também chamada forma
juvenil, é responsavel por 20 a 25% dos casos, acomete em geral criancas, adolescentes e
adultos jovens, caracteriza-se por apresentar instalagdo mais rapida, de algumas semanas a
poucos meses e apresentar envolvimento predominante do sistema reticuloendotelial, isto
¢, baco, figado, nddulos linfaticos e medula dssea. Nessa forma clinica as manifestacdes
pulmonares sdo raras e a presenga de lesdes de mucosa das vias aerodigestivas superiores ¢
pouco frequente. Nos tecidos sdo encontrados muitos fungos em multiplicacdo e
granulomas em geral frouxos. A forma cronica ou do adulto ocorre em 75% a 80% dos

casos, em geral acomete individuos com idade superior a 30 anos e que apresentam historia
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clinica de longa duracdo, com frequéncia acima de seis meses. As manifestacdes
pulmonares sdo muito frequentes e em geral associadas ao comprometimento de outros
orgaos, tais como mucosa das vias aerodigestivas superiores, pele e, por vezes, adrenais.
As formas residuais, também denominadas sequelas, sdo observadas apos tratamento e se
caracterizam pelas manifestacdes clinicas ligadas as sequelas observadas apds tratamento,

. ’ . 17,18
entre as quais se destacam fibrose e enfisema pulmonar e sindrome de Addison.'”

Como ndo ¢ doenca de notificagdo compulsoéria no Brasil, a real prevaléncia da
PCM nio pode ser calculada. Coutinho et al.'” estudaram 3181 6bitos por PCM no Brasil,
entre 1980 e 1995, e demonstraram a grande magnitude e a baixa visibilidade dessa
micose, destacando que constituia a oitava causa de mortalidade por doenga
predominantemente cronica ou repetitiva, entre as infecciosas e parasitarias, e a mais
elevada taxa de mortalidade entre as micoses sistémicas. Os autores também relataram que
a taxa média de mortalidade anual era de 1,45 para um milhdo de habitantes. No Estado de
Sdo Paulo, a paracoccidioidomicose passou a ser de notificacdo obrigatdria a partir de

junho de 2009.

A infec¢do ¢ muito mais frequente que a doenca, pois muitos individuos se
infectam com o fungo, mantém focos latentes por toda a vida e nunca adoecem. Inquérito
realizado em Pratania (SP), por meio de reagdes intradérmicas com paracoccidioidina e
histoplasmina, no mesmo individuo, revelou que 51,2% da populagdo eram, ao mesmo
tempo, paracoccidioidino-positivos e histoplasmino-negativos, o que demonstra elevada
prevaléncia de infec¢do paracoccidididica, pois os outros fungos que poderiam propiciar
reagdo cruzada com antigenos de P. brasiliensis ndo tém sido identificados na regido. Esse
mesmo estudo revelou que, entre criancas de 5 a 13 anos de idade, essa prevaléncia era

igual a 32,5%, o que demonstra contato precoce com o fungo.”’
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A PCM ¢ observada em pacientes que tiveram ou se encontram em contato direto e

3,1421,22 . . [y
2522 Predomina em individuos do

prolongado com o solo, como os trabalhadores rurais.
sexo masculino, com razdo de masculinidade de 7,2:1, e ¢ mais prevalente na faixa etaria
321,22,23 A . A
entre 30 e 59. O estrogénio pode explicar a menor prevaléncia de PCM em
pacientes do sexo feminino, pois retarda ou impede as transigdes micélio-levedura e
conidio-levedura, necessarias para que o fungo atinja a fase patogénica, o que pode
explicar o reduzido nimero de mulheres afetadas pela doenca na idade adulta e a
observacdo da mesma prevaléncia em ambos os sexos em pacientes com idade inferior a 13

22,24
anos.™™

Os doentes com PCM revelam comprometimento imune celular especifico, isto €,
resposta deficiente a antigenos de P. brasilienss mas ndo aos de outros agentes
infecciosos.”> Falhas na apresentagio do antigeno, excesso de antigenos e de
imunocomplexos circulantes e deficiéncia de receptores para interleucina-2 (IL-2) parecem
estar ligados a uma resposta insatisfatoria das células T. O comprometimento da resposta
das células T se acompanha de diminuicdo da atividade fungicida dos macrofagos.
Portanto, os pacientes apresentam comprometimento do perfil Thl da resposta imune
celular, com baixos niveis de TNF-a, IFN-y e IL-2, associado a manutencdo ou a elevagao

da produgdo de IL-5, IL-10 ¢ TGF-PB, que caracteriza a exacerbagdo do perfil Th2. *°

A produgdo de anticorpos especificos se encontra aumentada em pacientes com as
formas aguda e crénica da PCM. *’ No entanto, além de facilitar a opsonizagdo de células
fungicas, ndo se conhece outra a¢do dos anticorpos na defesa do hospedeiro. Além disso,
deve-se registrar que a gravidade da doenga guarda relagcdo inversa com a resposta imune

. s ;. . r 28,29
celular e direta com os niveis séricos de anticorpos especificos.”™
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1.1. Aspectos laboratoriais da paracoccidioidomicose

Sendo a PCM uma doenga sistémica, além de cuidadosas ananmese e exame fisico,
uma série de exames complementares deve ser solicitada, antes do tratamento e durante o
seguimento de cada paciente visando a avaliagdo da gravidade do paciente, assim a
resposta ao tratamento. Esses exames compreendem hemograma completo, velocidade de
hemossedimentacdo, provas bioquimicas hepaticas, renais e metabolicas e eletroforese de

proteinas. *°

O hemograma no momento do diagnostico da PCM revela em geral anemia
normocitica ¢ normocrdmica. Leucocitose pode ser observada com maior frequéncia nos
pacientes com a forma clinica cronica grave. A eosinofilia ¢ a altera¢do mais frequente da
PCM, principalmente em pacientes com a forma aguda/subaguda. A velocidade de
hemossedimentacdo estd aumentada na maior parte dos casos, normalizando-se durante o

tratamento. > >°

Os exames bioquimicos realizados antes da introdugdo do tratamento antifiingico
refletem alteragdes induzidas pela PCM que devem se normalizar apds terapéutica eficaz.
Por outro lado, ha exames que se revelam normais antes da introdu¢@o do tratamento e que
se alteram apos a utilizagdo do antifiingico, refletindo sua toxicidade. Entre eles destacam-

se os que avaliam figado e rins.

Assim, esse estudo bioquimico contribui de forma relevante para uma avaliacao
mais completa do paciente e de sua resposta ao tratamento. Apesar de sua importancia,
poucos sao as publicagdes que avaliaram a bioquimica do sangue de pacientes com PCM e
sdo raros os estudos que abordam o seguimento apds introducdo do tratamento

medicamentoso.
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Os niveis séricos de mucoproteinas, a;-glicoproteina acida e proteina C reativa
também se encontram elevados e tendem a normalizagdo durante o tratamento. A
eletroforese de proteinas séricas apresenta diminuicdo dos niveis de albumina e elevagdo

32,34
~* Um estudo

dos niveis da y-globulina, estas alteragdes revertem-se com o tratamento.
com 30 pacientes com a forma cronica e 12 com a forma aguda, revelou o aumento dos

niveis de op.globulina e y-globulina na forma cronica e niveis de proteinas totais, o;-

globulina, a,-globulina e y- globulina na forma aguda/subaguda. *°

Nogueira et al, monitoraram dados laboratoriais a admissao e durante o seguimento
da terapia de 38 criangas com paracoccidioidomicose com idade até¢ 14 nos, tratados por
24-30 meses com derivado sulfamidico ou cetoconazol. Os exames revelaram anemia,
cosinofilia, bilirrubinas e¢ aminotransferases elevadas até trés meses de tratamento,
hipoalbuminemia, até seis meses e leucdcitos, velocidade de hemossedimentacio

normalizaram-se ap6s nove a 12 meses de tratamento. >°

1.2. Tratamento da paracoccidioidomicose

O tratamento da PCM consiste em duas fases: inicial ou de ataque e de manutengao.
O tratamento de ataque persiste até que se observem cura clinica e normalizacdo da
velocidade de hemossedimentacdo. O tratamento de manutengdo deve ser mantido até um
ano apos as curas micolédgica, radiologica e soroldgica. As drogas eficazes contra a PCM
compreendem trés grupos: anfotericina B, do grupo dos antibidticos poliénicos;
sulfadiazina e associa¢do sulfametoxazol-trimetoprim; e azblicos, entre os quais se
destacam o cetoconazol, derivado imidazdlico ¢ o itraconazol, derivado triazdlico de

primeira geragdo. >’
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A associagdo sulfametoxazol-trimetoprim também denominada cotrimoxazol
(CMX), revelou-se muito eficaz no tratamento da PCM. Queixas de intolerancia gastrica
sdo relatadas em alguns casos, sendo necessaria a substituicdo da medicacdo. A
hepatotoxicidade ¢ observada com frequéncia, com discreto aumento dos niveis séricos de
aminotransferases, bilirrubinas, fosfatase alcalina e y-glutamiltransferase. Além disso,
também se observa alteracdes da fungdo renal, com discreto aumento dos niveis séricos de
ureia e creatinina. O CMX apresenta vantagem de ser distribuido gratuitamente pelos
servicos ligados ao Ministério da Satide e Secretaria de Saude do Estado de Sao Paulo,
para tratamento de doencas bacterianas e da PCM. Assim, os resultados satisfatorios
observados no tratamento da PCM, associada a sua distribui¢do gratuita, fizeram com que
o CMX se tornasse a droga de escolha no tratamento da maior parte dos pacientes com essa

. A . 3
micose sistemica. 7

O itraconazol (ITC), na maioria dos casos relatados na literatura, ¢ uma excelente
opcao no tratamento da PCM, devido sua eficécia e tolerabilidade. Derivado triazolico de
primeira geragdo com uma afinidade seletiva pelo citocromo P-450 da célula fingica, esta
caracteristica permite que pequenas concentragdes do itraconazol dificultem a biossintese
do ergosterol, sem interferir nas substancias dependentes do citocromo P-450 humano,

38,39
como o colesterol. “*".
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2. Objetivos
2.1. Objetivo geral
1. Avaliar a bioquimica sanguinea de pacientes com paracoccidioidomicose (PCM)

antes e apds a introdugdo do tratamento antifiingico.

2.2. Objetivos especificos:
1. Awvaliar as alteragdes bioquimicas induzidas em pacientes com PCM;
2. Avaliar a emergéncia de alteracdes bioquimicas sanguineas observadas apds a
introducdo do tratamento antifingico com cotrimoxazol (CMX) ou itraconazol
(ITC), em especial sobre o sistema hepatobiliar, nas reagdes de fase aguda e nas

alteragdes metabolicas.
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Abstract

A prospective study was performed in 200 paracoccidioidomycosis (PCM) patients,
51 of whom with the acute/subacute form (AF) and 149 with the chronic form (CF),
submitted to the evaluation of the hepatobiliary system at admission and during the follow-
up treatment with the trimethoprim-sulfamethoxazole combination - SXT or itraconazole -
ITC. This study aimed to better evaluate the involvement of the hepatobiliary system in
PCM and the effect of these antifungal compounds on the hepatobiliary system. Clinical
and blood chemistry evaluations were performed before treatment (moment 0 — MO0) and
periodically until the patients had reached clinical cure and normal erythrocyte
sedimentation rate (moment 3 - M3). Serum levels of conjugated bilirubin (CB), total
bilirubin (TB), aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), alkaline

phosphatase (ALP) and gamma-glutamyltransferase (y-GT) were evaluated. At admission,
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the prevalence of lab tests with elevated values ranged from 6.2% for TB to 32.6% for Y-
GT. After treatment, the incidence of elevated serum levels ranged from 8.5% for TB to
33.0% for ALT. This incidence was higher in the AF than in the CF for the variables CB,
AST, ALP and Y-GT; however, the intensity of the elevations was higher in the CF. The
predominant pattern of the alterations differed as to antifungal compound: hepatocellular in
patients treated with SXT (64.7%) and mixed/mild with ITC (60.0%). The course of the
alterations during the treatment showed regression to normal values in patients receiving
SXT and persistence with ITC. Our findings contribute to a safe follow-up of PCM

patients under treatment.

1. Introduction

Paracoccidioidomycosis (PCM), an endemic disease in Latin America, is a systemic
mycosis caused by thermally dimorphic fungi of the Paracoccidioides brasiliensis and
Paracoccidioides lutzi complexes (1,2,3). When not appropriately treated, PCM

progressively worsens and may end in the death of the patient.

A Brazilian study on death certificates 1980 — 1995 revealed a mortality rate from
PCM of 1.45/1,000,000 inhabitants and identifies this mycosis as the eighth leading cause
of death by predominantly chronic or recurrent infectious and parasitic diseases (4). A
study performed in Sdo Paulo State (Brazil) between 1985 and 2005 reported a PCM
mortality rate of 2.66/1.000.000 inhabitants, 1.58 of them from the disease and 1.08 from
associated causes, and in the Botucatu region (Sao Paulo State), these numbers reach 8.73,
4.89 and 3.84, respectively, demonstrating the hyper-endemic status of this area and the

importance of this mycosis (5).

AD Levorato 15



Itraconazole (ITC) and the trimethoprim-sulfamethoxazole combination (SXT) are
the main antifungal compounds used in PCM treatment, which should be maintained for a

long time (6-17)

To better evaluate every PCM patient and to monitor the treatment, several
laboratory tests are necessary: acute phase reactions, erythrocyte sedimentation rate, blood
chemistry evaluating the hepatobiliary and kidney system, and metabolic alterations.
However, few studies have evaluated the hepatobiliary function of PCM patients and are

limited by small patient numbers and short follow-up periods. (7,8,9,10,11,13,15,17).

Thus, this study aimed to better evaluate the hepatobiliary system of PCM patients
at admission before introduction of the treatment as well as to evaluate the effects of the

antifungal compounds ITC and SXT on these functional parameters.

2. Patients and M ethods

This study was performed at the Infectious Diseases Service of the University

Hospital of the Faculdade de Medicina de Botucatu, Sdo Paulo State University (UNESP).

2.1. Study design

A prospective study was conducted in 200 PCM patients submitted to the
evaluation of hepatobiliary system at admission at our institution and during the treatment
follow-up with the SXT or ITC. One hundred forty-nine patients presented the chronic
form (CF), and 51 the acute/subacute form (AF). Thirty-one patients were treated with ITC

(G1), and 169 were treated with SXT (G). ITC was orally administered in capsule
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formulation once a day at a dose of 200 mg, and SXT was administered with 400 mg of
sulfamethoxazole and 80 mg of trimethoprim using 3 tablets twice each day throughout the

study period.

Clinical and blood chemistry evaluations were performed before starting the
treatment, defined as moment 0 (My), and periodically until the patients exhibited clinical
cure and regression of the erythrocyte sedimentation rate (ESR) to normal values, called
the final moment- M3 (18 to 23 weeks). Clinical cure was defined as the disappearance of
the symptomatology previously exhibited by the patient. Between these two moments, the
patients were evaluated at intervals defined in relationship to the number of weeks of

treatment: M;: 4 to 6; M»: 7 to 10.

The study protocol was reviewed and approved by the institutional ethics

committee.

2.2. Study population

The criteria for enrollment in the study included an age of 12 years or more and
PCM confirmed by both a suggestive clinical picture and the identification of typical P.
brasiliensis yeast forms in clinical materials (confirmed cases) or a suggestive clinical
picture associated with serum antibodies determined by the double agar gel
immunodiffusion test (probable cases). The patients included in the study were admitted
between 1988 and 2011. Patients were excluded if they had other systemic diseases of
infectious, inflammatory or neoplastic etiology; if they were pregnant or lactating; if they
had a previous history of hypersensitivity or severe side effects to azoles or SXT; or if they
were taking medications that affect the pharmacokinetics of these antifungal compounds or

that can interact with them.
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2.3. Classification of clinical forms

The classification of the clinical forms was carried out according to Mendes (17)
and was done by the infectious diseases medical doctor responsible for attending the

patients (6).

2.4. Outcomes

The prevalence, incidence, intensity and course of the hepatobiliary alterations were
evaluated for patients treated with each antifungal compound. Comparisons between the

groups were also performed.

2.5. Methods

Clinical information from each patient was obtained from the corresponding card,
which was filled based on the specific record and from the attending physicians during the

follow-up.

All of the laboratory data were collected at the Central Laboratory of the University
Hospital. Serum levels of conjugated bilirubin (CB), total bilirubin (TB), aspartate
aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), alkaline phosphatase (ALP) and
y-glutamyltransferase (y-GT) were the parameters measured to evaluate the hepatobiliary

system.
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2.6. Prevalence and Incidence

Prevalence indicates the percentage of patients with altered variables at admission
and incidence the percentage of patients who developed alterations during the period of
study, i.e., variables initially normal but altered after introduction of the antifungal

compound or variables initially altered which increased the alterations after treatment.

2.7. Criteria of drug-induced liver injury

The criteria of drug-induced disorders used in the present study were proposed in

an international consensus with a small modification and has been briefly presented (18).

All of the liver tests were expressed as a ratio between the value measured and the
upper limit of the normal range (N). In the evaluation of its intensity the highest value
observed after introduction of the antifungal compound was used. When the increase in the
liver test results was between N and 2N, the finding was considered an “abnormality”, as it

was suggested by the consensus (17), or a mild injury.

Liver injury was classified as hepatocellular, cholestatic or mixed according to the
biochemical profile. Hepatocellular injury was defined as an increase of ALT alone or R
>5, where R is the ratio between the serum activity of ALT and the serum activity of ALP,
measured at the same time and expressed as multiple of N. Cholestatic injury was defined
as the increase of ALP above 2N alone or R<2. Mixed injury was diagnosed when both
ALT (above 2N) and ALP were increased and when R was between 2 and 5 (2<R<5). Mild
mixed injury was diagnosed when both ALT and FA were between 1.1 and 1.9 and when

R<2N. An AST/ALT ratio >2 was considered suggestive of alcohol-induced liver injury.
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The erythrocyte sedimentation rate (ESR) was determined by the Westergreen
method employing blood anticoagulated with EDTA. The results were measured as
millimeters in the first hour, and the upper limits of the reference values for men and
women, respectively, are as follows: a) below age 50 years: 15 and 20; b) between ages 50

and 85 years: 20 and 30; and c¢) above 85 years: 30 and 42 (19,20).

2.8. Statistical analysis

All of the variables were submitted to a statistical analysis. The treatment groups
were compared by the Kruskal-Wallis test for ordinal measurements and the chi-square test
or Fisher’s exact test for categorical measurements. The Wilcoxon test was performed for
the analysis of paired samples. The t test was performed for the analysis of unpaired
samples. Comparison of moments between clinical forms and treatment were used the tests
of Friedman and Mann-Whitney. Significance was set at p < 0.05. These analysis were

perform using the program SAS version 9.2.
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3. Results
3.1. Evaluation of homogeneity all the groups.

The patients treated with ITC did not differ from those who receveid SXT as to age,

gender, clinical form and severity (Table 1).

Table 1. Distribution of 200 paracoccidioidomycosis patients evaluated for hepatobiliary

system as to age, gender, clinical form and treatment.

Treatment p value
ITC (n=31) CMX (n=169)
Age (years) 42,6 £15,1 43,0+14,5 0,91
Male gender (%) 84,3 88,7 0,49
Clinical form (%)
Acute 34,3 24,0 0,10
Chronic 65,7 76,0
Acute form (%) 0,45
Severe 28,2 21,6
Moderate 6,2 2,4
Chronic form (%)
Mild 6,2 3,6 0.41
Moderate 53,2 56,9
Severe 6,2 15,6

ITC — itraconazole; CMX — cotrimoxazole; Comparison of frequencies: chi-square test;

Comparison of means: Unpaired t test.

The results were be presented using tables with the number of individuals evaluated

for every variable because not all tests were done on all patients.
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3.2. The evaluation of hepatobiliary system upon admittanceto service (M 0).

The prevalence of lab tests with elevated values ranged from 6.2% for TB serum

levels to 32.6% for Y'-GT serum levels (Table 2).

Table2 - Prevalence of increased serum levels of tests evaluating the hepatobiliary
system of patients with active paracoccidioidomycosis before treatment

(moment My).

Variable Patients (n) Prevalence (%)
AST 181 12.7%¢
ALT 181 18.25¢

TB 178 6.2¢

CB 175 12.0%¢
ALP 181 26.0"°
y-GT 181 32.6%

Teste de Cochran (p=0.00001). TB-total bilirrubins; CB-conjugated bilirubin;
AST-aspartate aminotransferase; ALT-alanine aminotransferase; ALP-alkaline
phosphatase; y-GT- y-glutamyltransferase. Capital letters compare frequencies in
the same column; frequencies with the same letter do not differ (p>0.05);
frequencies with different letters indicate statistically significant difference

(p<0.05); N- number of patients.
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A comparison of the elevated variables among the two clinical forms of PCM

revealed that the median AST and CB values did not differ between the acute/subacute

form (AF) and the chronic form (CF). However, the median ALP and Y-GT values were

higher in AF patients than in CF patients, while ALT and TB values tended to be higher in

AF patients (Table 3).

Table3 - Median, 1** and 3™ quartiles of the increased serum levels of tests which

evaluate the hepatobiliary system of patients with active paracoccidioidomycosis before

treatment (moment M), as to clinical forms.

Clinical Form

Variable Acute/ subacute  Patients Chronic Patients P value
(n) (n)
AST 2.40[1.15;3.25] 10 1.25[1.19;1.77] 13 0.13
ALT 2.17 [1.47:4.58] 11 1.64 [1.17;1.83] 22 0.06
B 6.02 [3.51;9.27] 4 1.28 [1.13;1.73] 7 0.07
CB 4.75[2.00;14.95] 10 2.00[1.30;9.50] 11 0.22
ALP 1.97 [1.35;3.52] 23 1.31[1.08;1.70] 24 0.001
y-GT 3.02[1.61;4.86] 22 1.75[1.15;2.45] 37 0.02

— 1" and 3™ quartiles. TB — total bilirrubins; CB — conjugated bilirubin; AST — aspartate aminotransferase; ALT
q

— alanine aminotransferase; ALP — alkaline phosphatase; y-GT - y-glutamyltransferase; N- number of patients.
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The prevalence of evaluated serum levels of CB, ALP and y-GT was higher in AF

patients than in CF patients (Table 4).

Table 4- Prevalence of elevated serum levels of variables evaluating the hepatobiliary

system before treatment as to clinical form.

Variable Acute/subacute form Chronic form Level of

significance
Patients Alterations Patients Alterations
(n) (%) (n) (%)

CB 46 21.7 129 8.5 p<0.05

TB 46 8.7 132 5.3 p=0.20
AST 46 21.7 135 9.6 0.05<p <0.10

ALT 46 23.9 135 16.3 p>0.10

ALP 46 50.0 135 17.8 p<0.001

y-GT 46 47.8 135 24.7 p<0.02
CB — conjugated bilirrubina; TB- total bilirrubina; AST- aspartate aminotransferase; ALT- alanina

aminotransferase; ALP- alkaline phophatase; y-GT- y- glutamyltransferase; n-number of patients.

Furthermore, comparison variables, two by two, showed that the ALT elevations
were higher than those of AST, y-GT than the ALP, and finally, the ALP than the ALT

(Table 5).
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Table5- Comparative study of the intensity of variables evaluating the hepatobiliary
system of patients with active paracoccidioidomycosis before treatment
(moment My). Data presented as median, 1% and 3™ quartiles. Paired-sample

testing of continuous data (Wilcoxon test).

lgo\r/l;l?;jlsszrrlld Pazlrf)nts 1¥ variable 2" variable P value
AST vs ALT 41 1.05 [0.74; 1.56] 1.50 [1.06; 2.08] 0.02
ALP vs y-GT 81 1.07 [0.66; 1.64] 1.38 [0.96; 3.01] <0.001
ALP vs ALT 67 1.18 [0.80; 1.96] 0.89[0.41; 1.71] 0.05

AST- aspartate aminotransferase; ALT — alanine aminotransferase; ALP — alkaline phosphatase; y-GT - y-

glutamyltransferase; N — number of patients.

Comparing the prevalence of the biochemical markers of the hepatobiliary function
reveals that ALT tended to be higher than AST, that Y-GT tended to be higher than ALP

and that ALP tended to be higher than ALT (Figure 1).

180 -
160 -
140 1 W Both normal
120 -
100 - Both increased
80 1 B 1st increased and 2nd
60 - normal
40 - M 1st normal and 2nd
increased
20 -
0 -

AST vs ALT ALP vs g-GT ALP vs TGP

Figure 1 — Comparative study of the prevalence of variables evaluating the hepatobiliary system of patients
with active paracoccidioidomycosis before treatment (moment My). Paired-sample testing of dichotomous
data (McNemar test). AST — aspartate aminotransferase; ALT — alanine aminotransferase; AL —alkaline

phosphatase; Y-GT-glutamyltransferase.
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The DeRitis quotient, evaluated in 181 patients, was slightly higher than 1.0 in both
AF patients and CF patients. No difference was observed according to clinical form (Table
4). However, when only the 42 patients with elevated aminotransferases were evaluated,
values lower than 1.0 were observed, indicating a disproportionate increase in ALT

compared with AST; this observation did not vary as to clinical form (Table 6).

Table6— DeRitis quotient, presented as median, 1% and 3" quartiles, of patients with
active paracoccidioidomycosis, evaluated before treatment (moment My), as to
clinical form. A. Evaluation in 181 patients. B. Evaluation of the 42 patients

showing increased aminotransferases serum levels.

Clinical Form Median 1 quartile 3" quartile p value
A. Evaluation of all patients 0.59
Chronic (no.=135) 1.07 0.74 1.48
Acute/subacute (no.=46) 1.14 0.67 1.63
B. Evaluation of patients with increased aminotransferase 0.61
Chronic (no.=28) 0.63 0.44 1.39
Acute/subacute (no.=14) 0.83 0.57 1.27

3.3. Hepatobiliary system course in patients with acute/sub-acute and chronic forms

of PCM.

Antifungal therapy resulted in AST normalization both in AF patients and in CF

patients (Table 7).
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Table7 - Follow-up of  aspartate = aminotransferase = serum  levels  of
paracoccidioidomycosis-patients treated with itraconazole (ITC) or the
trimethoprim-sulfametoxazole combination (SXT) as to moment and clinical
form. Evaluation of patients with increased serum levels at admission. Data

resented as median, 1% and 3™ quartiles. Friedman test.
p q

Clinical Form Treatment

Acute/subacute Chronic SXT ITC

(n=11) (n=14) (n=19) (n=6)
MO 1.35[1.19;2.65]1* 1.25[1.2;1.76]* 1.35[1.20;0.751* 1.30 [1.15;2.751*
Ml 0.80 [0.55;1.36]®  0.55[0.50;0.611°  0.60[0.54;1.19]*®  1.20[0.90;1.40]*®
M2 0.90 [0.67;1.56]*®  0.83[0.55;1.20]*®  0.90 [0.67;1.62]*®  1.05[0.61;2.71]*"
M3 0.97 [0.43;1.16]®  0.78 [0.36;1.05]®  0.90 [0.46;1.19]° 1.05 [0.35;1.05]®

p value <0.001 <0.001 0.01 0.04

[ 1-1%and 3" Capital letters compare frequencies in the same column; frequencies with the same letter
do not differ (p>0.05); frequencies with different letters indicate statistically significant difference (p<0.05).
M, — before treatment, M; — 4 to 6; M, — 7 to 10; and M;: clinical cure and regression of the erythrocyte
sedimentation rate to normal values (18-23) weeks after beginning treatment; SXT — trimethoprim-

sulfamethoxazole combination; ITC — itraconazole; N — number of patients.

Patients treated with SXT exhibited a reduction in the AST serum levels to normal
values at M3, whereas those treated with ITC exhibited a significant reduction at M3 but
continued to exhibited AST values above normal (Table 7).

Antifungal therapy led to ALT normalization at M; and M, but only in PCM
patients with CF. At M3, ALT serum levels tended to increase, exhibiting slightly elevated
levels at My/M,. AF patients continued to exhibit elevated ALT levels at M3, which did not

differ from the levels at other timepoints (Table 8).

AD Levorato 27



Table8— Follow-up of  alanine aminotransferase serum levels of
paracoccidioidomycosis-patients treated with itraconazole (ITC) or the
trimethoprim-sulfametoxazole combination (SXT) as to moment and clinical
form. Evaluation of patients with increased serum levels at admission. Data

resented as median, 1% and 3™ quartiles. Friedman test.
p q

Clinical Form Treatment
Acute/subacute Chronic SXT ITC
(n=12) (n=22) (n=28) (n=6)

MO 2.06[1.50;4.28]  1.64[1.17;1.83] 1.69[1.29;2.25*  1.78 [1.56:2.17]
Ml 2.14[1.17:4.04]  0.72[0.61;0.83]® 0.78 [0.61;1.331*®  1.50 [1.11;2.13]
M2 1.11[0.64;2.39] 0,78 [0.41;1.33]®  0.89[0.41;1.391® 1,11 [0.92;3.16]
M3 1.24[0.67;2.68] 0.97[0.61;1.281"®  1.06 [0.67;1.441*®  1.28 [0.61;1.50]

P

0.18 0.007 0.005 0.32
value

[ ] - 1"and 3" quartiles Capital letters compare frequencies in the same column; frequencies with the
same letter do not differ (p>0.05); frequencies with different letters indicate statistically significant difference
(p<0.05). M- before treatment, M;:4 to 6, M,: 7 to 10 and M;: clinical cure and regression of the erythrocyte
sedimentation rate to normal values (18-23) after beginning treatment. SXT - trimethoprim-sulfamethoxazole

combination. ITC - itraconazole; N-number of patients

Patients treated with SXT exhibited a reduction in the ALT serum levels to slightly
above-normal values at Ms, whereas those treated with ITC exhibited no significant
reduction at any moment (Table 8).

Antifungal therapy resulted in the progressive regression of TB serum levels and
normalization at M3 but only in patients with AF. Patients with CF continued to exhibit
elevated TB levels at all timepoint, and the values did not differ among the timepoints

(Table 9).
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Table9 - Follow-up of total bilirrubins serum levels of paracoccidioidomycosis-
patients treated with itraconazole (ITC) or the trimethoprim-sulfametoxazole combination
(SXT) as to moment and clinical form. Evaluation of patients with increased serum levels

at admission. Data presented as median, 1* and 3" quartiles. Friedman test.

Clinical Form Treatment

Acute/subacute Chronic SXT ITC
(n=5) (n=7) (n=8) (n=4)

MO 5.80[1.16;7.76]*  1.28[1.12;1.73]  1.39[1.05;3.05]*  3.51 [1.21;9.05]
Ml 1.06[0.61:3.00]*®  0.65[0.50;1.30]  0.65 [0.40;2.801*®  0.82 [0.58;1.18]
M2 0.70[0.50;1.00]*®  1.00[0.75;1.93]  1.00 [0.90;1.081*®  0.50 [0.50;0.80]
M3 0.50[0.28:1.52]®  1.00[0.52;1.23]  0.55[0.40;1.15]®  1.19 [0.60;1.67]

P

0.019 0.19 0.04 0.15
value

[ ] - 1"and 3" quartiles Capital letters compare frequencies in the same column; frequencies with the
same letter do not differ (p>0.05); frequencies with different letters indicate statistically significant difference
(p<0.05). M- before treatment, M;:4 to 6, M,: 7 to 10 and Mj: clinical cure and regression of the erythrocyte
sedimentation rate to normal values (18-23) weeks after beginning treatment. SXT: trimethoprim-

sulfamethoxazole combination. ITC: itraconazole; N-number of patients.

Patients treated with SXT exhibited a progressive reduction and normalization of
TB serum levels at M3, whereas those treated with ITC exhibited no significant reduction
at any moment (Table 9).

Antifungal therapy led to the progressive regression of CB serum levels and
normalization at M, but only in patients with CF. Patients with AF continued to exhibit

elevated levels at all timepoints, and the levels did not differ over time (Table 10).
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Table 10 — Follow-up of conjugated bilirrubins serum levels of paracoccidioidomycosis-
patients treated with itraconazole (ITC) or the trimethoprim-sulfametoxazole
combination (SXT) as to moment and clinical form. Evaluation of patients with
increased serum levels at admission. Data presented as median, 1% and 3"

quartiles. Friedman test.

Clinical Form Treatment

Acute/subacute Chronic SXT ITC
(n=11) (n=13) (n=17) (n=7)

MO 3.00[2.00;14.04]  2.00[1.28;5.50]* 2.33[1.3;11.96]* 3.00 [1.48;9.23]
Ml 1.67[0.61;5.81]  1.50 [0.50;6.25]*® 0.80[0.50;7.25]® 3,25 [2.00:4.00]
M2 1.67[0.46:2.46]  0.80[0.50:6.67]° 0.80[0.35:2.45]>  1.00 [0.65:2.55]
M3 2.00[0.46;7.45]  1.00[0.00;1.88]®  0.60 [0.04;2.13]®  2.35[1.48:4.75]

P

0.14 0.004 <0.001 0.51
value

[ ]- 1*"and 3" quartiles Capital letters compare frequencies in the same column; frequencies with the same letter do
not differ (p>0.05); frequencies with different letters indicate statistically significant difference (p<0.05). ). M- before
treatment, M:4 to 6, My: 7 to 10 and M3: clinical cure and regression of the erythrocyte sedimentation rate to normal
values (18-23) weeks after beginning treatment. SXT: trimethoprim-sulfamethoxazole combination. ITC: itraconazole;

N-number of patients.

Patients treated with SXT exhibited a normalization of CB serum levels at M,,
whereas those treated with ITC did not exhibit a significant reduction at any moment
(Table 10).

Antifungal therapy led to progressive regression of ALP serum levels, with slightly
elevated values at M3 but only in patients with AF. Patients with CF exhibited progressive

reduction and normalization of serum levels at M (Table 11).
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Table 11 — Follow-up of alkaline phosphatase serum levels of paracoccidioidomycosis-
patients treated with itraconazole (ITC) or the trimethoprim-sulfametoxazole
combination (SXT) as to moment and clinical form. Evaluation of patients with
increased serum levels at admission. Data presented as median, 1% and 3"

quartiles. Friedman test.

Clinical Form Treatment
Acute/subacute Chronic SXT ITC
(n=29) (n=26) (n=44) (n=8)

MO  2.18[1.33;3.68]* 1.22[1.08;1.68]" 1.53[1.16;2.26]*  1.30[1.10;2.24]
M1 1.75[1.24;3.13]*®  1.09[0.95:1.331® 1.25[0.98;1.84]*%  1.30[1.10;2.24]
M2  1.27[0.81;1.47]° 1.10[0.91;1.26]® 1.13[0.81;1.37]°  1.30[1.10;2.24]
M3 1.09[0.74;2.05]°  0.87[0.72;1.21]® 1.05[0.71;1.61]°  1.30 [1.10;2.24]

P

<0.001 0.001 <0.001 0.65
value

[ ] - 1"and 3" quartiles Capital letters compare frequencies in the same column; frequencies with the same letter do
not differ (p>0.05); frequencies with different letters indicate statistically significant difference (p<0.05). ). M- before
treatment, M;:4 to 6, M,: 7 to 10 and Mj3: clinical cure and regression of the erythrocyte sedimentation rate to normal
values (18-23) weeks after beginning treatment. SXT: trimethoprim-sulfamethoxazole combination. ITC: itraconazole;

N-number of patients.

Patients treated with SXT exhibited a progressive reduction of ALP serum levels
with slightly elevated values at M3, whereas those treated with ITC exhibited no significant
reduction at any moment (Table 11).

Antifungal therapy led to progressive regression and normalization of Y-GT serum
levels at M3 but only in patients with AF. Patients with CF exhibited serum levels

normalization as early as at M, (Table 12).
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Table 12 — Follow-up of Y-glutamyltransferase serum levels of paracoccidioidomycosis-

patients treated with itraconazole (ITC) or the trimethoprim-sulfametoxazole
combination (SXT) as to moment and clinical form. Evaluation of patients with
increased serum levels at admission. Data presented as median, 1% and 3"

quartiles. Friedman test.

Clinical Form Treatment
Acute/subacute Chronic SXT ITC
(n=26) (n=40) (n=55) (n=11)

MO
Ml
M2
M3

3.02 [1.56:4.86]*® 1.57[1.12;2.11]% 1.79[1.19;3.44]*  2.21[1.21;6.31]
1.88[0.82;4.26]®  1.07[0.72;1.73]® 1.20[0.72;2.15]®  2.04[0.93;5.01]
1.00 [0.46;2.231%¢  0.93[0.60;1.47]®  0.96 [0.58;1.46]°  1.57[0.70;1.81]
0.80[0.53;2.111°  0.99[0.65:1.631°® 0.86[0.54;1.37]®  1.14 [0.70;3.85]

P
value

<0.001 <0.001 <0.001 0.30

- 1% and 3™ quartiles Capital letters compare frequencies in the same column; frequencies with the same letter do
q p p q q

not differ (p>0.05); frequencies with different letters indicate statistically significant difference (p<0.05). ). M- before

treatment, M:4 to 6, My: 7 to 10 and M3: clinical cure and regression of the erythrocyte sedimentation rate to normal

values (18-23) weeks after beginning treatment. SXT: trimethoprim-sulfamethoxazole combination; ITC: itraconazole;

N- number of patients.

Patients treated with SXT exhibited a progressive reduction in Y-GT serum levels

and normalization as early as at M,, whereas those treated with ITC exhibited no

significant reduction at any moment (Table 12).

The starting of antifungal therapy allowed us to evaluate the incidence of increases

in the variables under study, which ranged from 8.5% for TB to 33.0% for AST (Table 13).
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Table 13 — Incidence of increased serum levels of laboratory tests evaluating the
hepatobiliary system of paracoccidioidomycosis patients after the

introduction of antifungal compounds.

Variable Patients (n) Incidence (%)
AST 200 24,0
ALT 200 33,0

TB 197 8,5
CB 194 17,9
ALP 200 29,0
Y -GT 200 28,5

AST — aspartate aminotransferase; ALT — alanine aminotransferase; TB — total bilirrubin;
CB - conjugated bilirrubina; ALP — alkaline phosphatase; Y-GT - Y-

glutamyltransferase; N-number of patients.

The incidence of increased serum levels AST, CB, ALP and y-GT as to clinical
form after the institution of antifungal treatment revealed that patients with the AF showed
higher values of AST, CB, ALP and y-GT than those with the CF. Nevertheless, the

incidences of elevations did not vary as to treatment (Table 14).
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Table 14- Incidence in percentage of increased serum levels in tests evaluating the
hepatobiliary system in patients with the acute/subacute or the chronic form of
paracoccidioidomycosis after the introduction of the treatment. Data presented as

percentage. Chi-square test and Fisher exact test.

Clinical form Treatment
Variables Acute/subacuteform Chronicform SXT ITC
(n=51) (%) (n=149) (%) (n=169) (%) (n=31) (%)

AST 21.6° 9.4° 11.3 19.4
ALT 23.5 14.8 17.0 20.0
TB 9.8 4.7 4.8 13.0
CB 21.6° 8.7° 10.0 23.0
ALP 56.9° 17.3° 26.0 26.0
y-GT 51.0° 26.8" 33.0 36.0

AST- asparte aminotransferase; ALT- alanine aminotransferase; TB- total bilirrubina; CB- conjugated bilirrubina; ALP-
alkaline phosphatase; y-GT- y-glutamyltransferase; n-number of patients. Lower-case letters compare medians in the

same line; medians followed by different letters are statistically different (p<0.005); medians with no letters do not differ.

The intensity of the elevated serum levels was higher in the AF for ALP and tended
to be higher in the AF for ALT (Table 15). Nevertheless there was no influence of the

treatment (Table 15).
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Table 15. Intensity of increased blood chemistry tests evaluating the hepatobiliary system of paracoccidioidomycosis patients with antifungal

treatment. Evaluations as to clinical form and antifungal compound. Data presented as median, 1% and 3" quartiles. Mann-

Whitney test.
Clinical Form Treatment
Variable Acutelsubacute PaEine)nts Chronic PaEine)nts SXT Patients ITC Patients (n)
(n)

AST 1,32 [1,15;1,62] 20 1,41 [1,22;1,96] 28 1.32[1.15;1.65] 42 1.37 [1.25;2.60]

ALT  1,53[1,22;2,39]° 20 2,08[1,31;3,19]° 46 1.61 [1.23;2.85] 59  2.11[1.50;3.06]

TB 1,34 [1,26;1,93] 8 1,30 [1,00;2,41] 10 1.30 [1.15;1.54] 8 1.60[1.30;4.10]

CB 2,35[1,67;3,63] 11 2,70 [2,11;7,75] 25 2.58 [1.69;5.25 24 2.35[1.69;4.00] 12
ALP 1,20 [1,12;1,66]b 22 1,82 [1,24;2,617° 36 1.42 [1.17;1.97] 43 1.14 [1.07;1.74] 8
Y-GT 1,41 [1,11;2,64] 13 1,57 [1,08;5,10] 25 1.41[1.11;2.82] 46 2.22 [1.06;5.89] 11

[ ] I* and 3" quartiles. AST- aspartate aminotransferase; ALT- alanine aminotransferase; TB- total bilirubin; CB-conjugated bilirubin; ALP- alkaline phosphatase; y-GT- y-
glutamyltransferase; SXT- trimethoprim-sulfamethoxazole; ITC- itraconazole; n-number of patients. Lower-case letters compare medians in the same line; medians followed by different

letters are statistically different (p<0.005); medians with no letters do not differ.
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Comparing the prevalence of the elevated markers of hepatobiliary system upon
patient admission and after the introduction of antifungal therapy, we observed a rise in

AST and ALT, a slight increase in TB, CB and ALP, and a reduction in Y'-GT (Figure 2).

M Prevalence M Incidence

35 ~
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Figure 2 — Prevalence and incidence of increased serum levels of blood chemistry tests evaluating the hepatobiliary
system of paracoccidioidomycosis-patients before and after treatment with itraconazole or the trimethoprim-
sulfametoxazole combination. Prevalence- percentage of patients is altered variables at admission. Incidence- percentage
of patients who developed alterations during the period of study. AST — aspartate aminotransferase; ALT — alanine
aminotransferase; TB — total bilirrubin; CB —conjugated bilirubin; ALP — alkaline phosphatase; - Y-GT -

glutamyltransferase.
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4. Discussion

Several autopsy studies have demonstrated the paracoccidioidal involvement of the
hepatobiliary system (21,22,23,24,25,26). Taken together, 44.6% of the 314 autopsied

PCM patients exhibited hepatic and/or bile duct injury.

The evaluation of the hepatobiliary system of PCM patients before and during

treatment with SXT or ITC was routinely performed and was the aim of this study.

Few studies have addressed the changes in the hepatobiliary system of PCM
patients before treatment. Some authors have presented a case report (27), others have
focused on biopsy or autopsy findings (26,28), and still others have not assessed either the
prevalence or intensity of such changes (29,30). Therefore, the findings of this study will
be compared to those of Fiorillo et al. (1982) (31), who evaluated the serum levels of TB,
CB, AST and ALP in 121 patients, whose distribution as to clinical forms was not
presented, and to those of Ferreira (1993) (32), who evaluated bilirubin, aminotransferases,

ALP and y-GT in 24 patients with the AF of PCM.

Our study identified increases in all of the parameters evaluating the hepatobiliary
system to different degrees (from 6.2% in TB to 32.6% in Y'-GT) and intensities (from 1.15

for AST to 14.95 for CB).

In the present study, the overall prevalence of elevated AST levels was 12.7%, very
close to the 16.5% observed by Fiorillo et al. (1982) (31). Approximately 21.7% of AF
patients exhibited elevated AST serum levels, and 23.9% exhibited elevated ALT levels; in
total, aminotransferases were elevated in 30.4% of the patients. Ferreira (1993) (32)
observed elevated aminotransferases in 25.0% of their patients, similar to our study,

although they did not specify the AST and ALT values.
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Increased aminotransferases may be explained by hepatocellular injuries caused by

the fungus (20, 21,23,26,27).

The overall prevalence of elevated TB serum levels was 6.2%, very close than the
8.5% observed by Fiorillo et al. (1982) (31), and the prevalence of elevated CB was 12.0%,
which does not significantly differ from the 8.5% reported by Fiorillo et al. (1982) (31).
Elevated CB was observed in 21.7% of AF patients, elevated TB was observed in 8.7%,
and bilirubin was elevated in 21.7%. Ferreira (1993) (32) observed an increase in the
bilirubin levels in 25.0% of patients without differentiating between TB and CB, a
prevalence that does not significantly differ from that observed in the present study. The
overall prevalence of elevated ALP observed in this study was 26.0%, which is much
lower than the 46.3% observed by Fiorillo et al. (1982) (31). Ferreira (1993) (32) reported
that 61.9% of AF patients exhibited elevated levels of ALP, which is higher than the 50.0%
demonstrated by this study. Elevated CB and ALP are the result of intra-hepatic cholestasis
caused by paracoccidioidal injuries to the liver parenchyma, including granulomas, or by

the extrinsic compression of extra-hepatic bile ducts(21,22,23,24,25,26).

The prevalence of elevated y-GT serum levels was 47.8% in AF patients, which is
very close than the 41.1% observed by Ferreira (1993) (32). Such elevations in serum
levels may be explained by injuries to the canaliculi of liver cells and to the epithelial cells

of the bile ducts caused by PCM (20, 21,23,26,27).

The prevalence of elevated ALP, CB and y-GT serum levels in AF patients was
higher than in CF patients, suggesting the predominance of cholestatic injury as well as
damage to the cell membrane in patients with the juvenile form, characterized by

impairment of organs rich in mononuclear phagocytic system, including the liver (17).
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No studies are known to have addressed the follow-up of hepatobiliary system in
PCM patients after the introduction of antifungal therapy. A literature review identified
only five studies that evaluated the use of SXT and five studies on ITC. Some authors
reported that aminotransferases serum levels were not altered by the use of SXT (12,13);
Mendes et al. (1996) (15) reported the elevation of blood markers of hepatobiliary system
in 74% of cases but did not specify the changes found; other authors (14,16) made no

reference to changes in hepatobiliary system.

ITC evaluation for PCM treatment was conducted by authors focusing on efficacy
but is limited to data appraising hepatobiliary system. Restrepo et al. (1987) (7) and
Naranjo et al. (1987) (9) reported that there were no changes in bilirubin,
aminotransferases or ALP after the introduction of ITC treatment for PCM. Negroni et al.
(1987) (8) evaluated the serum levels of bilirubin, AST, ALT, and ALP and reported an
increase in the enzymes but made no reference to their intensity or incidence. Shikanai-
Yasuda et al. (2002) (10) reported that ITC did not alter bilirubin serum levels but did alter
ALP ones, although they failed to report the incidence or intensity. Queiroz-Telles et al.
(2007) (11) reported that patients treated with ITC exhibited no change in the serum levels

of ALP, AST, ALT or y-GT.

The absence of changes in bilirubin, AST, ALT and ALP (7,8,9), the absence of
changes in ALP, AST, ALT and y -GT (11), increases in ALP (10), and the absence of

changes in ALP, AST, ALT and y-GT (10) have been previously reported.

In the current study, all parameters used to evaluate hepatobiliary system after the
introduction of antifungal treatment were elevated, with different incidences and
intensities. The incidence varied from 8.5% for TB serum levels to 33.0% for ALT serum

levels.
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The treatment did not influence the incidence of elevated AST, ALT, TB, ALP and
y-GT. The only difference observed was regarding CB, which exhibited a higher incidence
of elevated levels in ITC-treated patients. More to the point, the incidence of elevated

serum levels of AST and ALP was higher in AF patients than in CF patients.

Tucker et al. (1990) (33) evaluated the use of ITC in 189 patients suffering from
different systemic mycoses and found an overall incidence of elevated levels equal to 1.0%
for bilirubin, 5.0% for aminotransferases, and 2.0% for ALP after the use of daily doses of
400 mg ITC in 167 patients and 50 to 200 mg ITC for the remaining patients; for 88.4% of
such patients, the mean treatment time was five months. The incidence of changes in this

study was much smaller than the one revealed in the current study.

The predominant alteration in the pattern of hepatobiliary system differed
depending on the treatment used — hepatocellular for SXT (64.7%) and mixed/mild for ITC

(60.0%).

The changing behavior of the study parameters varied depending on the clinical
condition of the patients. In CF, all of the parameters that evaluated hepatobiliary system
normalized by the end of initial treatment, except for CB, whereas in AF, the DB, ALT and
ALP levels remained high at the end of treatment. Such findings suggest that hepatic injury
is larger and/or more persistent in AF than in CF and should be taken into account during

patient follow-up.

In the current study, the course of the parameters used to evaluate hepatobiliary
system during initial treatment also varied according to the antifungal agent used. Patients
treated with SXT exhibited regression in the serum levels of AST, TB, CB and y-GT to the
normal values; the levels of ALT and ALP regressed from their peak but continued to be

higher than normal. In contrast, patients who received ITC did not exhibit changes in the
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serum levels of ALT, TB, CB, ALP or y-GT but did exhibit a wild decrease in AST. These
findings suggest the relatively higher safety of SXT. Additionally, knowing the behavior of

each antifungal compound is essential to patient follow-up.

SXT is widely used to treat bacterial infections (34), Pneumocistis jirovecci
pneumonia (35) and PCM (12,13,14,15,16) and is usually well-tolerated after oral and
intravenous administration, although hepatic injury has been reported (36,37,38).
Evaluation of the SXT-induced hepatotoxicity in PCM patients is relevant due to the wide

use of this compound and the long treatment length (6).

Hepatocellular injury has been the most frequent type of hepatic lesion caused by
SXT (37,39,40), although the development of a cholestatic pattern has frequently been
reported (38,41,42,43). Our results, evaluated by blood chemistry variables, indicated a
strong predominance of the hepatocellular injury, some cases with mixed injury and few
cases of cholestatic reaction, which is consistent with the literature. Cholestatic injury
could be related to older patients, as a study reported that 9 out of 10 patients were older

than 48 years (38).

The histopathologic findings in patients with hepatocellular lesions are
characterized by multiple disseminated focal areas of necrosis or massive necrosis in fatal

cases (44).

The histopathologic findings in patients with cholestatic liver injury include
centrilobular cholestasis (perivenular, zone III), mild-to-moderate portal inflammation and
feathery degeneration (38). The ultrastructural demonstration of characteristic lysosomal
changes in the liver further suggests drug-related hepatic injury (38). Hepatic

phospholipidosis, defined as the accumulation of characteristic lamellated, membranous
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deposits in newly formed lysosomes, can also be observed in patients receiving SXT

therapy (38).

The biochemical mechanisms of SXT liver injury are not completely known.
Sulfamethoxazole (SMZ) is conjugated by hepatic N-acetyltransferases, forming
predominantly the water-soluble N*-acetylsulfamethoxazole and, to a lesser degree, the
highly lipid-soluble N'-acetylSMZ (45). Thus, patients with increased N'-acetylSMZ
formation could exhibit cholestasis and phospholipidosis by injury to cell membranes and
accumulation in lysosomes (38). Genetic polymorphism in the acetylation of sulfanilamide
drugs is well known and could lead to increased formation of the highly lipid-soluble N'-
acetylSMZ (38,46,47). Phospholipidosis could also be caused by inhibition of lysosomal
enzyme phospholipase A;, as was demonstrated with other drugs (48,49). Although
sulfamethoxazole has been considered responsible for liver injury induced by SXT, the

recurrence of jaundice after challenge with trimethoprim alone has been reported (50).

Both types of hepatic toxicity, cholestatic and hepatocellular, could be ascribed to
acquired hypersensitivity, as is suggested by the past history of previous contact with
sulfonamide compounds. A patient with a previous history of long contact with sulfa
compounds that he mixed daily into hog feed presented with cholestatic hepatitis after
ingestion of SXT for seven days (41). Another patient, a 70-year-old man, developed two
episodes of skin rash after SXT intake and recurrence of these signs, in addition to
jaundice, one day after he took two pills of this medication (40). Upon hospitalization, the
patient was deeply icteric, with very high aminotransferases serum levels, and his
condition progressed to hepatic failure and death. The autopsy revealed a cut surface with a
diffuse mottled pattern of patchy necrosis. Microscopic examination revealed, in some
areas, massive hepatic necrosis with the disappearance of lobules, collapsed reticulum

framework, inflammatory cells, and proliferating bile ducts. Lymphocytes, monocytes and
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a notable number of eosinophils constituted the inflammatory infiltrate (40). The metabolic
pathway through CyP450 leads to the formation of reactive metabolites, which, after
covalent binding, is transformed into a substance which functions as a haptene (46). A
latent period between the start of drug intake and the onset of clinical manifestations
ranges from 5 to 14 days (44), but in subsequent administrations it may be less than one
day (40). A poorer prognosis of the acute hepatocellular disease in the elderly could be

explained by the sluggish regenerative potential of the liver in these patients (40)..

SXT-induced hepatotoxicity in PCM patients is not rare, frequently is not intense, is
predominated by the hepatocellular type, and is reversible while this antifungal compound

is maintained. However, its mechanism remains unclear and must be investigated.

The mechanism of ITC-induced liver damage is not well known, but ketoconazole-

induced hepatotoxicity may be due to metabolic idiosyncrasy (51).

Considering that phenobarbital, an inducer of cytochrome P450 (CyP450), prevents
ITC hepatotoxicity and that SKF525A, an inhibitor of CyP450, increases ITC
hepatotoxicity, we can conclude that this enzymatic system plays a role in the
detoxification of ITC and/or its reactive metabolites (52,53). However, it remains unclear
which molecule is responsible for the hepatotoxicity observed clinically and laboratorially

in patients treated with ITC.

The decrease of ATP was observed with low concentrations of ITC and was shown
to be dose-dependent. It is possible that lower doses of ITC could cause inhibition of
mitochondrial respiration, whereas the higher ones could be responsible for the disruption

of the whole hepatocyte (53).
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The prolonged use of ITC in rats results in histopathological alterations in the liver,
typically necrosis, bile duct hyperplasia, and biliary cirrhosis, accompanied by liver

enlargement and increased AST and ALT activities (54).

Thus, it is possible that ITC can cause an auto-inhibition of its metabolism, thereby
inducing hepatotoxicity (53). Inhibition of CyP450 could lead to the use of an alternative
route for metabolism of ITC, such as the flavin-containing monooxygenase (FMO), as has
been suggested for ketoconazole (51). The cytochrome P450-mediated monooxygenases

are known to metabolize many compounds and are genetically regulated (55).

ITC-induced hepatotoxicity in PCM patients is not as rare, frequently is not intense,
is predominated by the mixed mild type, and is not reversible while this antifungal
compound is maintained. However, its mechanism remains unclear, although some
evidence exists that CyP450 plays a key role. The CyP450 isoenzyme involved in the

hepatotoxicity observed in human patients treated with ITC must be investigated.

Our study showed that hepatotoxicity caused by SXT and ITC is not rare and not
intense, and present different patterns; however SXT- induced alterations are reversible
during the treatment while those caused by ITC are not. These findings should be

considered in the choice of the antifungal compound to treat PCM patients.
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Resumo

Um estudo prospectivo foi realizado em 200 pacientes com paracoccidioidomicose
(PCM), 51 com a forma aguda/subaguda (FA) e 149 com a forma cronica (FC), submetidos
a avaliacdo das alteragdes metabolicas e reacdes de fase aguda a admissdo e durante o
tratamento de 169 com cotrimoxazol (CMX) e de 31 doentes com itraconazol (ITC).
Avaliagdo clinica e da bioquimica sanguinea foram realizadas antes do tratamento
(momento 0 — My) e periodicamente até os pacientes apresentassem cura clinica e
normalizagdo da velocidade de hemossedimentagdo (momento 3 — M3). Os niveis séricos
de triglicérides, glicose, colesterol total, lipides totais, calcio, acido urico, fosforo,
proteinas totais e fracdes, mucoproteinas ¢ o;-glicoproteina acida e eletroforese de
proteinas foram calculados como razio entre o valor observado e o limite inferior e, ou,
superior de normalidade. Na admissdo, a prevaléncia de alteragdes laboratoriais variou de
3,0% para os niveis séricos elevados de acido urico a 98,0% para os niveis elevados de y-
globulina em pacientes com a FA, e de 3,5% para os niveis séricos diminuidos de glicose a

99,3% para os niveis elevados de y-globulina em pacientes com a FC. Apos a introdugdo
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do tratamento, os niveis séricos elevados de triglicérides e colesterol total foram as
varidveis que apresentaram maior incidéncia. Essas varidveis com elevacao predominaram
na FC, mas ndo diferiram segundo antifiungico. Os niveis séricos de colesterol total e
fosforo apresentaram maior incidéncia de niveis diminuidos, que ndo diferiram segundo
forma clinica. Os niveis séricos diminuidos de colesterol total ndo diferiu entre
antifingicos, no entanto, os niveis séricos diminuidos de fésforo apresentaram maior
incidéncia nos pacientes tratados com ITC do que com CMX. As variaveis inicialmente
alteradas se normalizaram ao longo do tratamento antifingico. Os pacientes tratados com
ITC apresentaram uma recupera¢do mais intensa dos niveis séricos de colesterol total e y-
globulina. No presente estudo, as alteragdes observadas revelam que ¢ necessaria a

avaliacdo e o monitoramento desses parametros durante o tratamento da PCM.
1. Introducéo

A paracoccidioidomicose (PCM) ¢ uma doenga sistémica granulomatosa causada
por fungos termodimorficos do complexo Paracoccidioides brasliensis, pelo
Paracoccidioides |utzi, anteriormente denominado Pb01 e por fungos Pb01-similes. ' E
considerada a micose sistémica mais prevalente na América Latina e o Brasil, o pais com

maior nimero de casos.

Estudo realizado no Brasil, utilizando atestados de 6bito no periodo 1980 - 1995
revelou taxa de mortalidade devido a PCM de 1,45/1.000.000 habitantes, o que a colocou
como a oitava causa de morte por doencas predominantemente cronicas ou repetitivas,
entre as doengas infecciosas e parasitarias.” No Estado de Sdo Paulo, a taxa de mortalidade
da PCM por um milhdo de habitantes, no periodo 1985 - 2005 foi de 2,66, dos quais 1,58
como causa basica e 1,08 como causa associada. Na regido de Botucatu, o0 mesmo autor

revelou que esses numeros eram iguais a 8,73, 4,89, e 3,84, respectivamente,
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demonstrando o estado hiper-endémico desta area, que registra em média 15 casos novos
por ano no Servigo de Infectologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de

Botucatu. >°

A associagdo sulfametoxazol-trimetoprim, também denominada cotrimoxazol
(CMX) e o itraconazol (ITC) s3o os principais compostos antifungicos utilizados no

tratamento da PCM, que é mantido por tempo prolongado. "’

Na avaliagdo dos pacientes com PCM, varios testes laboratoriais tém sido
realizados, entre os quais se encontram reagdes de fase aguda e bioquimica sanguinea para
avaliagdo da funcdo renal e de alteracdes metabolicas. No entanto, esses estudos

utilizaram, em geral, pequeno numero de pacientes e curtos periodos de seguimento.

O presente estudo teve como objetivos avaliar as reacdes de fase aguda e alteragdes
metabolicas de pacientes com PCM a admissdo, antes da instituigdo do tratamento
antifingico, para analisar os efeitos da doenca e, apds a instituicdo do tratamento com
CMX ou ITC, para estudar a evolugdo das variaveis alteradas e a emergéncia de alteragdes

induzidas pelo tratamento.

2. Pacientes e M étodos

Este estudo foi conduzido no Servico de Infectologia do Hospital das Clinicas da

Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista — UNESP.
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2.1. Populagdo estudada

Foram incluidos, neste estudo, pacientes com pelo menos 12 anos de idade, com
PCM confirmada pela presenca de quadro clinico sugestivo e identificacdo das formas
tipicas da fase leveduriforme de Paracoccidioides brasiliensis em materiais clinicos (casos
confirmados) ou quadro clinico sugestivo associado a presenga de anticorpos séricos
especificos determinados pela reacdo da imunodifusdao dupla em gel de dgar — IDD (casos
provaveis). Os pacientes incluidos no estudo foram admitidos entre 1988 e 2011 e tratados
com CMX ou com ITC. Foram considerados critérios de exclusdo a presenca de outras
doengas sistémicas de etiologia infecciosa, inflamatoria ou neopldsica como comorbidade,
gravidez, lactacdo, historia anterior de hipersensibilidade ou efeitos colaterais graves a
azolicos ou CMX e ingestdo de medicamentos que pudessem afetar a farmacocinética

destes antiflingicos ou interagir com eles.

2.1.2. Classificagdo dasformasclinicas

A classificagdo da forma clinica de cada paciente foi feita pelo infectologista que
atendeu esses doentes, de acordo com Mendes (1994) e com o Manual de Vigilancia e
Controle da Paracoccidioidomicose, proposto pela Secretaria de Estado da Saiade do

Estado de Sdo Paulo (2008). '*"

2.1.3. Dados clinicos e laboratoriais

As informacdes clinicas e laboratoriais de cada paciente foram obtidas de sua ficha

padronizada, que foi preenchida com dados de seu prontudrio clinico, cujos registros foram
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feitos pelos médicos que atenderam os pacientes, supervisionados sempre pelo mesmo

docente.

2.2. Desenho do estudo

Um estudo prospectivo foi realizado em 200 pacientes com PCM submetidos a
avaliagdo metabolica e de reacdes de fase aguda a admissdo e durante o seguimento do
tratamento com CMX ou ITC, 149 dos quais apresentavam a forma crdnica (FC) e 51 a
forma aguda/subaguda (FA). Trinta e um pacientes foram tratados com ITC e 169 com
CMX. O ITC foi administrado por via oral, na formulacdo em cépsula, na dose de 200mg
uma vez ao dia, apos uma refeicdo e o CMX em comprimidos com 400mg de
sulfametoxazol e 80mg de trimetoprim, na dose de trés comprimidos duas vezes ao dia,
durante todo o periodo de estudo. Alguns pacientes iniciaram o tratamento com CMX por

via venosa, nas mesmas doses e espacamento, passando a seguir a via oral.

Avaliagdes clinicas e da bioquimica sanguinea foram realizadas antes de se iniciar o
tratamento, definido como momento 0 (My) e, a seguir, periodicamente, até que os
pacientes apresentassem cura clinica, definida pelo desaparecimento da sintomatologia
apresentada a admissdo e redugdo da velocidade de hemossedimentacdo (VHS) a valores
normais (M3), que ocorreu apds 18 a 23 semanas de tratamento. Entre estes dois
momentos, os pacientes foram avaliados a intervalos definidos em semanas, em relagdo ao

nicio do tratamento: Mj:4a 6 e M,: 7a 10

2.2.1. Prevaléncia eincidéncia

Prevaléncia indica a porcentagem de pacientes com determinada variavel alterada a

admissdo e incidéncia a porcentagem de pacientes que desenvolveram alteracdo da varidvel
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analisada no periodo do estudo, isto ¢, parametro inicialmente normal, mas alterado apds a
introdu¢do do antifingico ou variavel de inicio alterada, mas com aumento da alteracdo

apos o tratamento.

2.2.2. Intensidade das alteragfes observadas apds introducgdo de antifangico

Na avaliagdo da intensidade das varidaveis que apresentaram alteragdes apos
introdugdo do antifingico utilizou-se o valor mais elevado ou o mais baixo quando se

analisou o aumento ou a diminui¢do do parametro, respectivamente.

2.2.3. Avaliagio laboratorial

Foram avaliados os niveis séricos de triglicerides, glicose, colesterol total, lipides
totais, calcio, acido urico, fosforo, proteinas totais e fragdes, mucoproteinas, o;-
glicoproteina acida e eletroforese de proteinas séricas, no Laboratorio Central do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP. Os resultados foram
apresentados como razdes entre os valores observados e o limite superior de normalidade
apenas para os niveis séricos de triglicerides e gamaglobulina (y-globulina). As demais
varidveis foram apresentadas como razdes entre os valores observados e os limites

superiores ¢ inferiores de normalidade.

Indice= valor observado ndice= valor observado
Limite superior de normalidade Limite inferior de normalidade
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A VHS, utilizada na caracterizagdo do momento M3, foi determinada pelo método
de Westergreen empregando-se sangue anticoagulado com EDTA. Os resultados foram
medidos em milimetros na primeira hora e os limites superiores de normalidade foram os
que se seguem, para homens e mulheres, respectivamente: a) abaixo de 50 anos: 15 e 20; b)

entre 50 ¢ 85 anos: 20 ¢ 30; ¢) acima de 85 anos: 30 e 42. **!

As varidveis alteradas, aumentadas ou diminuidas, serdo apresentadas como se

segue:

|. Intensificacdo de niveis previamente elevados; |l. Elevacdo transitoria de niveis
previamente normais; | l1. Elevac¢do persistente de niveis previamente normais; V. Niveis
previamente diminuidos que se tornaram ainda mais diminuidos; V. Diminui¢do transitoria

de niveis previamente normais; VI. Diminui¢ao persistente de niveis previamente normais.

2.2.4. Desfechos

Cinco desfechos foram avaliados: 1°) Alteragdes observadas a admissdo do
paciente, antes da introducdo do tratamento antifiingico, que devem ser representativas do
efeito da doenga sobre os pacientes; 2°) Evolugdo dessas variaveis apds introdugdo do
tratamento antifingico com CMX ou ITC; 3°) Comparagdo da evolugdo dessas variaveis
segundo tratamento instituido; 4°) Analise comparativa da incidéncia de efeitos colaterais
observados com os antifiingicos utilizados no tratamento; 5°) Evolugdo das alteragdes
bioquimicas representativas de efeitos colaterais dos antifingicos, em func¢io do tempo de

tratamento.
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2.2.5. Aprovagéo pelo Comité de Etica em Pesquisa

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de

Medicina de Botucatu — UNESP, na reunido de 03 de dezembro de 2012 (Anexo 1).

2.2.6. Avaliacgdo estatistica dosresultados

Foram submetidos a avaliacdo estatistica os grupos que contavam com pelo menos
cinco pacientes. A comparagio de frequéncias foi feita pelo teste do y°. Para a comparagio
de duas médias foi utilizado o teste t de Student e para a avaliagdo quantitativa da evolucao
das variaveis foi realizada a analise de perfil. A andlise de correlagdo foi realizada pelo
teste de Spearman. A diferenca de indices correlacionados foi feita pelo teste de Wilcoxon.
Todos os testes foram realizados utilizando-se o programa SAS — Satistical Analysis
System, versdo 9.3, SAS Ingtitute Inc., USA. As diferencas foram consideradas

significativas admitindo-se um erro tipo a menor ou igual a 0,05.
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3. Resultados
3.1. Avaliagcdo da homogeneidade de todos os grupos
Os pacientes tratados com ITC ndo diferiu daqueles que receberam CMX de acordo

com idade, sexo, forma clinica e gravidade (Tabela 1).

Tabela 1. Distribui¢ao de 200 pacientes com paracoccidioidomicose, submetidos a avaliacao de
reacdes de fase aguda e de varidveis metabolicas segundo idade, sexo, forma clinica, gravidade

¢ tratamento.

Tratamento Valor de p
ITC (n=31) CMX (n=169)
Idade (anos) 42.6 +15,1 43,0+14,5 0,91
Sexo masculino (%) 84,3 88,7 0,49
Forma clinica (%)
Aguda 34,3 24,0 0,10
Cronica 65,7 76,0
Forma aguda (%) 0,45
Grave 28,2 21,6
Moderada 6,2 2.4
Forma cronica (%)
Leve 6,2 3,6 0.41
Moderada 53,2 56,9
Grave 6,2 15,6
ITC - itraconazol; CMX - cotrimoxazol; Comparagdo de frequéncias: teste do Chi-quadrado.

Comparagdo de médias: test t ndo pareado.

Os resultados serdo apresentados em tabelas, com o nimero de individuos avaliados

em cada variavel porque nem todos os testes foram realizados em todos os pacientes.
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3.2. Avaliacdo das alteracdes metabdlicas e reacfes de fase aguda no momento em que
o paciente foi admitido no Servigo (M), antesda introducgéo do tratamento.

Em pacientes com a FA, a prevaléncia de testes laboratoriais com valores alterados
variou de 3.0% para niveis séricos elevados de acido urico a 98% para de niveis séricos
elevados y-globulina. Os pacientes com a FC apresentaram variagdo da prevaléncia de
valores alterados de 3,5% para os niveis séricos diminuidos de glicose a 99,3% para os
niveis séricos elevados de y- globulina (Tabelas 2 e 3).

A FA apresentou maior prevaléncia de niveis diminuidos de colesterol total, lipides,
globulinas totais (dosadas por precipitagdo) e albumina (determinada por eletroforese) que
a FC (Tabelas 2 e 3). A FC revelou maior prevaléncia de niveis elevados de colesterol total

e tendéncia a maior frequéncia de concentragdes elevadas de acido trico (Tabela 2).
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Tabela 2- Prevaléncia de alteragdes de variaveis da bioquimica sanguinea de pacientes

com paracoccidioidomicose em atividade, antes da instituicdo do tratamento antifingico,

segundo forma clinica. Comparacao entre as formas aguda/subaguda (FA) e cronica (FC).

Forma clinica

Variaveis alteradas FA+FC FA FC Nivel de
N %) N n(%) N n(%) significancia
()
[a] Triglicérides 187 10,7 45 2 (4,4) 142 18 (12,7) 0,12
[d] Glicose 187 4,3 46 3(6,5) 141 5(3,5) 0,39
[a] Glicose 187 14,9 46  7(15,2) 141 21 (14,8) 0,94
[d] Colesterol 190 66,3 48 39 (81,3) 142 87 (61,3) 0,01
[a] Colesterol total 190 33,7 48 9 (18,8) 142 55 (38,7) 0,01
[d] Lipides totais 68 8,8 17 4(23,5) 51 2 (3,9 0,01
[d] Calcio 184 7,1 43 5(11,6) 141 8 (5,7) 0,18
[a] Calcio 184 8,7 43 4(9,3) 141 12 (8,5) 0,87
[a] Acido urico 143 11,9 33 1(3,0) 110 17 (15,4) 0,07
[d] Fésforo 147 4,0 35 14 (40,0) 112 42 (37,5) 0,79
[a] Fosforo 147 143 35 5(14,3) 112 16 (14,3) 1,00
[a] a;-glicoproteina acida 82 37,8 18 7 (38,9) 64 24 (37,5) 0,92
[d] Proteinas totais 187 4,8 47 2 (4,3) 140 7 (5,0) 0,84
[a] Proteinas totais 187 31,6 47 23 (48,9) 140 36 (25,7) 0,003
[d] Albumina 190 2472 46 14 (30,4) 144 29 (20,2) 0,26
[a]Globulinas 185 73,0 45 38 (84,4) 140 97 (69,3) 0,046
[a]Mucoproteinas 91 52,7 23 13 (56,5) 68 35 (51,5) 0,68

N- numero de pacientes estudados; n(%) — niimero (prevaléncia) de pacientes alterados;

diminuigao de.

[a] — aumento de; [d]-
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Tabela 3. Prevaléncia de alteragoes de fragdes avaliadas pela eletroforese de proteinas séricas de pacientes com paracoccidioidomicose em

atividade, antes da instituicao do tratamento antifiingico, segundo forma clinica. Comparagdo entre as formas aguda/subaguda (FA) e cronica (FC).

Forma clinica

Variaveis alteradas FA+FC FA FC Nivel de
N n(%) N n(%) N n(%) significancia (p)
[d] Albumina 200 84 (42,0) 51 29 (56,9) 149 55 (36,9) 0,013
[a] al- globulina 200 51 (25,5) 51 20 (39,2) 149 31 (20,8) 0,01
[a] a2- globulina 200 104 (52,0) 51 23 (45,0) 149 81 (54,3) 0,25
[d] B- globulina 200 11 (5,5) 51 6(11,8) 149 5@3,4) 0,02
[a] B-globulina 200 33 (16,5) 51 6(11,8) 149 27 (18,1) 0,29
[a] y- globulina 200 105 (99,0) 51 50 (98,0) 149 148 (99,3) 0,42
[d] Proteinas totais 200 9 4.,5) 51 3(5,9) 149 6 (4,0) 0,59
[a] Proteinas totais 200 76 (38,0) 51 26 (51,0) 149 50 (33,5) 0,03

N- nimero de pacientes estudados; n(%) — nimero (prevaléncia) de alterados; [a] — aumento de; [d]-diminuigdo de.
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A comparacdo da intensidade das varidveis alteradas segundo forma clinica da
PCM revelou diferenga em apenas trés varidveis: niveis séricos de colesterol total e de
albumina menores na FA que na FC e concentracdo de globulinas maiores na FA que na
FC (Tabela 4).

A eletroforese de proteinas revelou que os niveis séricos de albumina eram mais
diminuidos e os de y-globulina eram mais elevados na FA que na FC (Tabela 5). Entre os
pacientes com niveis diminuidos de B-globulina, observou-se forte tendéncia a ser mais

intensa a diminuic¢ao observada na FC (Tabela 5).
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Tabela 4. Intensidade de alteracdo de variaveis da bioquimica sanguinea de pacientes com
paracoccidioidomicose em atividade, antes da institui¢do do tratamento antifingico, segundo
forma clinica. Comparagdo entre as formas aguda/subaguda (FA) e cronica (FC). Valores

apresentados como média e desvio padrao.

Forma clinica

FA FC

Variaveis alteradas N +dp n +dp Nivel de
significancia (p)

[a]Triglicérides 2 2,20+ 1,70 18 1,37 £ 0,50 -
[d]Glicose 3 0,70 £0,19 5 0,75 £ 0,34 -
[a]Glicose 7 1,23 £0,32 21 1,32 £ 0,41 0,59
[d]Colesterol total 39 0,72+0,13 87 0,81 £0,13 <0,001
[a]Colesterol total 9 1,26 £ 0,37 55 1,16 £0,17 0,18
[d]Lipides totais 4 0,82 £ 0,07 2 0,82 £0,12 -
[d]Calcio 5 0,95 £ 0,04 8 0,95 £ 0,03 0,71
[a]Calcio 4 1,04 £ 0,04 12 1,04 £ 0,04 -
[a]Acido urico 1 - 16 1,13+£0,12 -
[d]F6sforo 14 0,81 +0,10 42 0,86 £ 0,10 0,16
[a]Fosforo 5 1,06 £ 0,02 16 1,18 £0,18 0,18
[a]ay-glicoproteina acida 7 1,60 £ 0,51 24 1,39 £ 0,37 0,24
[d]Proteinas totais 2 0,85 £ 0,03 7 0,80 £ 0,29 -
[a]Proteinas totais 23 1,08 £ 0,08 36 1,10 £ 0,30 0,72
[d]Albumina 14 0,74+ 0,21 29 0,83+ 0,12 <0,001
[a]Globulinas 38 1,44 £ 0,31 140 1,23 £0,20 <0,001
[a]Mucoproteinas 13 1,60 £ 0,50 68 1,58 £ 0,43 0,91

n-namero de pacientes com alteracao;

+dp — média + desvio padrdo; [a]-aumento; [d]diminuigao.
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Tabela 5. Intensidade de alteracdo de fragdes avaliadas na eletroforese de proteinas séricas
de pacientes com paracoccidioidomicose em atividade, antes da instituicdo do tratamento
antifngico, segundo forma clinica. Comparagdo entre as formas aguda/subaguda (FA) e

cronica (FC). Valores apresentados como média e desvio padrao.

Forma clinica

FA FC
Variaveis alteradas N +dp n +dp Nivel de significancia
()
[d] Albumina 29  0,76%0,17 55 0,84 £0,16 0,03
[a] al- globulina 20 1,77 £ 1,67 32 1,59 £1,63 0,44
[a] a2- globulina 23 1,25 +0,15 81 1,24 £ 0,62 0,96
[d] B- globulina 6 0,89 £ 0,14 5 0,67 £0,18 0,056
[a] B- globulina 26 1,08 £ 0,08 7 1,17 £0,16 0,19
[a] y- globulina 50  3,53+1,43 148 2,43 +£0,83 <0,001
[d] Proteinas totais 5 0,90 +£0,12 6 0,97 £ 0,03 0,92
[a] Proteinas totais 26 1,07 £ 0,07 50 1,05 £ 0,05 0,09

n- numero de pacientes com alteracao;

+Dp — média + desvio padrdo;[a]-aumento; [d]-diminui¢do;

Os indices dos niveis séricos de albumina e de y-globulina apresentaram correlagdo

inversa, com ry=0,326 [0,448;0,192] e nivel de significancia p<0,0001. A comparagdo dos

niveis séricos de albumina, avaliados por precipitagdo e pela eletroforese de proteinas

séricas, revelou medianas mais baixas no método eletroforético (1,05 vs 1,14; p=0,0001).

Os indices dos niveis séricos diminuidos de calcio e de colesterol total

apresentaram correlagdo direta com r&= 0,159 [0,66;0,44] e nivel de significancia p=0,60.

No presente estudo, os pacientes que apresentaram niveis séricos elevados de

fosforo ndo revelaram niveis diminuidos de calcio, descartando uma deficiéncia na agao do

paratormonio.
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A correlacdo dos niveis séricos diminuidos de colesterol total ¢ albumina, revelou
uma tendéncia a ter uma correlacdo direta com r=0,28 [0,01; 0,53] e nivel de significancia

p=0,05.

3.3. Avaliagdo evolutiva das varidveis alteradas na admissio ao Servico.

3.3.1. Colesterol total. Os niveis baixos de colesterol total se elevaram apos introdugéo
do tratamento antifiingico, tanto na FA quanto na FC (Figura 1A). Além disso, a
recuperagdo dos niveis séricos de colesterol total foi maior em pacientes tratados

com ITC (Figura 1B).
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Figura 1. Média dos indices dos niveis séricos de colesterol total, inicialmente diminuidos, em pacientes com
as formas aguda/subaguda e cronica da paracoccidioidomicose. A. Comparagdo entre formas clinicas
segundo momentos: efeito de forma clinica (p=0,016); efeito de momento (p<0,0001); interagdo forma
clinica x momento (p=0,34). B. Comparagdo entre antifungicos segundo momentos: efeito de medicamento
(p=0,023); efeito de momento (p=0,007); interagdo medicamento x momento (p=0,72). CMX- cotrimoxazol;
ITC- itraconazol; My: pré-tratamento; M;: 4 a 6 semanas apos o inicio do tratamento; M,: 7-10; Mj: cura

clinica e normalizagdo da velocidade de hemossedimentagio (18 a 23 semanas).
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3.3.2. Albumina (precipitagdo). Os niveis séricos de albumina, determinados por
precipitagdo, se elevam com o tratamento (Figura 2A e 2B). No entanto, esse
aumento ndo difere em fungdo da forma clinica (Figura 2A). Os pacientes tratados
com ITC apresentaram forte tendéncia ao aumento dos niveis de albumina quando

comparados com os tratados com CMX (Figura 2B).
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Figura 2. Média dos indices dos niveis séricos de albumina em pacientes com as formas aguda/subaguda e
cronica da paracoccidioidomicose. A. Comparagdo entre formas clinicas segundo momentos: efeito de forma
clinica (p=0,52); efeito de momento (p<0,0001); interacdo forma clinica x momento (p=0,95). B.
Comparagdo entre os antifingicos segundo momentos: efeito de medicamento (p=0,06); efeito de momento
(p<0,001); interagdo medicamento x momento (p=0,08). CMX- cotrimoxazol; ITC- itraconazol; My: pré-
tratamento; M;: 4 a 6 semanas apos o inicio do tratamento; M,: 7-10; M3: cura clinica e normaliza¢do da

velocidade de hemossedimentacdo (18-23 semanas).
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3.3.3. Albumina (eletroforese de proteinas). A eletroforese de proteinas séricas revelou
que os niveis séricos de albumina, determinados por eletroforese de proteinas, se elevam
com o tratamento (Figura 3A e 3B). No entanto, essa recuperagdo ndo difere segundo

forma clinica ou antifingico utilizado (Figura 3A e 3B).
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Figura 3. Média dos indices dos niveis de albumina determinados pela eletroforese de proteinas séricas em
pacientes com as formas aguda/subaguda e cronica da paracoccidioidomicose. A. Comparagdo entre formas
clinicas segundo momentos: efeito de forma clinica (p=0,72); efeito de momento (p<0,0001); interagdo forma
clinica x momento (p=0,26). B. Comparagdo entre antifungicos segundo momentos: efeito de medicamento
(p=0,58); efeito de momento (p<0,0001); interagdo medicamento x momento (p=0,87); CMX- cotrimoxazol;
ITC- itraconazol; My: pré-tratamento; M;: 4 a 6 semanas apos o inicio do tratamento; M,: 7-10; Mj: cura

clinica e normalizagdo da velocidade de hemossedimentagdo (18-23 semanas).
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3.3.4. y-globulina. Os pacientes com a FA revelaram uma diminui¢do mais intensa dos
niveis séricos de y-globulina do que os pacientes com a FC (Figura 4A). Além disso, os
pacientes tratados com ITC apresentaram uma recuperacao mais acentuada dos niveis de y-

globulina do que aqueles tratados com CMX (Figura 4B).
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Figura 4. Médias dos indices das fragdes de y-globulina em pacientes com as formas aguda/subaguda e
cronica da paracoccidioidomicose. A. Comparagdo entre formas clinicas segundo momentos: efeito de forma
clinica (p=0,001), efeito de momento (pP<0,0001); interagdo forma clinica x momento (p<0,0001). B.
Comparagdo entre antifingicos segundo momentos: efeito de medicamento (p=0,047); efeito de momento
(p<0,0001); interagdo medicamento x momento (p=0,45). CMX- cotrimoxazol; ITC- itraconazol; M: pré-
tratamento; M;: 4 a 6 semanas apos o inicio do tratamento; M,: 7-10; M;: cura clinica e normaliza¢ao da

velocidade de hemossedimentacdo (18-23 semanas).
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3.4. Avalicdo das varidvels que se alteraram apds introdugdo do tratamento

antifungico.

A incidéncia das varidveis que se elevaram com a introducdo do tratamento
antifngico variou de 3,2% para os niveis séricos de fosforo a 15,9% para os niveis séricos
de triglicérides (Tabela 6). A comparagdo entre formas clinicas revelou que a incidéncia de
elevacdo dos niveis séricos de triglicérides foi maior na FC que na FA (p=0,009). Além
disso, os pacientes tratados com ITC revelaram maior incidéncia de eleva¢do dos niveis
séricos de calcio (p=0,012) e de 4cido trico (p=0,007) que os pacientes que receberam

CMX (Tabela 6).
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Tabela 6. Incidéncia, expressa em porcentagem, de elevagdo dos niveis séricos de variaveis da bioquimica sanguinea depois da introducao do
tratamento com Cotrimoxazol (CMX) ou itraconazol (ITC). Comparagdo das incidéncias entre forma aguda/subaguda (FA) e cronica (FC) e

segundo antifingico utilizado.

Nivel de
Variaveis I [ Il [+I1+111 FA vs FC CMX vsITC Nivel de significancia
significancia
Triglicérides 4,1 4,1 7,7 15,9 4,1 20,0 0,009 15,9 16,7 0,91
Colesterol total 2,0 5,1 3,0 10,1 4,0 12,2 0,09 10,1 10,3 0,97

Glicose 0,0 56 6,7 8,6 4,0 14,9 0,04 12,1 12,5 0,96
Calcio 1,1 73 0,0 8,35 6,6 8,9 0,62 6,2 20,0 0,012
Fosforo 0,6 2,6 0,0 3,2 13,8 0,0 - 13,8 0,0 -

Acido urico 1,4 34 00 4,76 5,8 3,7 0,58 3,3 11,5 0,007

|. Intensificagdo de niveis séricos previamente elevados; | 1. Elevagdo transitoria de niveis previamente normais; |11. Elevagdo persistente de niveis séricos previamente normais.
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A incidéncia de varidveis que diminuiram apos a introdugdo do tratamento
antifingico variou de 3,1% para os niveis séricos de glicose a 25,3% para os niveis séricos
de fosforo (Tabela 7). A comparacdo entre formas clinicas ndo revelou diferenca entre as
incidéncias. No entanto, os pacientes tratados com ITC revelaram maior incidéncia de

diminuigao dos niveis séricos de calcio (p<0,0001) e de fosforo (p=0,018) (Tabela 7).
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Tabela 7. Incidéncia, expressa em porcentagem, de diminuigdo dos niveis séricos de variaveis da bioquimica sanguinea depois da introdugao

do tratamento com Cotrimoxazol (CMX) ou itraconazol (ITC). Comparagao das incidéncias entre forma aguda/subaguda (FA) e cronica (FC)

e segundo antifiingico utilizado.

Nivel de Nivel de
Variaveis v \ VI IV+V+VI FA vs FC CMX vsITC
significancia significancia
lesterol total
Colesterol tota 4,0 8,6 0,0 12,6 8.0 142 0,24 11,3 20,6 0,16
Glicose 0,0 2,6 0,5 3,1 1,0 2,0 0,63 2.4 6,2 0,25
Lipides totais 2.9 1,5 0,0 4.4 5,8 3,9 0,73 3,5 9,0 0,49
Calcio 0,5 52 0,0 5,7 6,6 5,5 0,77 2,5 23,3 <0,0001
Fosforo 14,0 73 4.0 25.3 19,4 27,2 0.35 21,3 42,8 0,018

IV. Niveis previamente diminuidos, que se tornaram ainda mais diminuidos; V. Diminui¢do transitéria de niveis previamente normais; VI. Diminui¢do

persistente de niveis previamente normais.
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3.4.1. Colesterol Total. Os pacientes com a FC apresentaram aumento transitorio do
colesterol total, durante o tratamento com CMX (Figura 5). A evolucdo dessa variavel ndo
foi feita em pacientes com a FA devido ao pequeno numero de casos que apresentaram

essa alteragao (dois).
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Figura 5. Média dos indices dos niveis séricos de colesterol total observados em pacientes com
paracoccidioidomicose. A. Evolucdo de 18 pacientes com a forma cronica, segundo momento (p=0,87). B.
Evolugdo de 17 pacientes com a forma crdnica tratados com cotrimoxazol, segundo momento (p=0,87);
CMX- cotrimoxazol; My: pré-tratamento; M;: 4 a 6 semanas ap6s o inicio do tratamento; M,: 7-10; M3: cura

clinica e normalizagdo da velocidade de hemossedimentagdo (18-23 semanas).
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3.4.2. Triglicérides. Os niveis séricos de triglicérides de pacientes com a FC revelaram
aumento dos niveis ao longo do tratamento (Figura 6A), que ndo diferiu entre tratamentos
(Figura 6B). A evolugdo dessa variavel ndo foi feita em pacientes com a FA devido ao

pequeno nimero de casos que apresentaram essa alteragao (dois).
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Figura 6. Média dos indices dos niveis séricos de triglicérides em pacientes com a forma crénica da
paracoccidioidomicose. A. Evolucdo de 29 pacientes com a forma cronica, segundo momento (p<0,001). B.
Comparagdo entre antifungicos segundo momento: efeito de medicamento (p=0,86); efeito de momento
(p=0,04); interagdo medicamento x momento (p=0,79). CMX- cotrimoxazol; ITC- itraconazol; M,: pré-
tratamento; M;: 4 a 6 semanas apos o inicio do tratamento; M,: 7-10; M3: cura clinica e normaliza¢do da

velocidade de hemossedimentacdo (18-23 semanas).
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3.4.3. Glicose. Vinte e dois pacientes com a forma cronica apresentaram discreta tendéncia ao
aumento da glicemia (p=0,09) (Figura 7A). Quando analisados os 20 pacientes tratados com CMX,
observou-se aumento significativo da glicemia (p=0,02) (Figura 7B). A evolu¢ao dessa variavel
ndo foi feita em pacientes com a FA devido ao pequeno nimero de casos que apresentaram

essa alteragao (dois).
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Figura 7. Média dos indices dos niveis séricos de glicose em pacientes com a forma cronica da
paracoccidioidomicose. A. Evolucdo de 22 pacientes com a forma cronica, segundo momento (p=0,09). B.
Evolugdo de 20 pacientes tratados com CMX, segundo momento (p=0,02); CMX- cotrimoxazol; My: pré-
tratamento; M;: 4 a 6 semanas apos o inicio do tratamento; M,: 7-10; M3: cura clinica e normaliza¢do da

velocidade de hemossedimentacdo (18-23 semanas).
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3.4.4. Célcio. Oito pacientes com a FC revelaram niveis séricos de calcio mais baixos que a
admissdo, durante o tratamento antifiingico, que, no entanto, foram transitérios (Figura 8A). Sete
desses pacientes foram tratados com ITC, revelando o mesmo comportamento (Figura 8B). A

evolugdo dessa variavel ndo foi feita em pacientes com a FA devido ao pequeno niimero de

casos que apresentaram essa alteragao (trés).
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Figura 8. Média dos indices dos niveis séricos de calcio em pacientes com a forma cronica da
paracoccidioidomicose. A. Evolugdo de oito pacientes com a forma crénica, segundo momento (p=0,29). B.
Evolugdo de sete pacientes tratados com ITC, segundo momento (p=0,31); ITC- itraconazol, My: pré-
tratamento; M;: 4 a 6 semanas apos o inicio do tratamento; M,: 7-10; M3: cura clinica e normaliza¢do da

velocidade de hemossedimentacdo (18-23 semanas).
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Dezesseis pacientes com PCM, 13 dos quais com a FC, revelaram niveis séricos de calcio
mais elevados que 4 admissao, durante o tratamento antifiingico, que, no entanto, foram transitorios
(Figura 9A). Esses achados ndo diferem segundo tratamento antifungico (Figura 9B). A evolugao
dessa varidvel ndo foi feita em pacientes com a FA devido ao pequeno niimero de casos

que apresentaram essa alteragao (trés).
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Figura 9. Média dos indices dos niveis séricos de calcio em pacientes com a forma cronica da
paracoccidioidomicose. A. Evolu¢do de 13 pacientes, segundo momento (p=0,52). B. Comparagdo entre
antifingicos ¢ momentos: efeito de momento: p=0,74; efeito de medicamento (p=0,51); efeito interacdo
medicamento e momento (p=0,74);CMX- cotrimoxazol; ITC- itraconazol; My: pré-tratamento; M;: 4 a 6
semanas apds o inicio do tratamento; M,: 7-10; M3: cura clinica e normalizagdo da velocidade de

hemossedimentagio (18-23 semanas).
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3.4.5. Acido urico. Os niveis séricos de acido turico em cinco pacientes com a FC
apresentaram elevagdo transitoria (Figura 10). A analise segundo forma aguda/subaguda ou
tratamento antifingico ndo foi realizada devido ao pequeno nimero de casos que

apresentaram essa alteracao.
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Figura 10. Média dos indices dos niveis séricos de fosforo em pacientes com a forma cronica da

paracoccidioidomicose. Evolugdo de cinco pacientes, segundo momento (p=0,56).
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4. Discussdo

As alteragdes dos niveis séricos de colesterol podem ser explicadas pela ativagao de
citocinas pro-inflamatorias e pelo acometimento do sistema linfatico, que ¢ mais intenso na
FA.

Na PCM experimental murina, algumas citocinas pro-inflamatdrias, em especial
fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucina-1 (IL-1) e interleucina-6 (IL-6), interferem
no metabolismo lipidico hepatico, promovendo alteracdes significativas na lipogénese e na
sintese de lipoproteinas. >

Em pacientes ndo tratados, a FA da PCM apresenta niveis séricos de IL-18 e
receptores soliveis de TNF (sTNFRII) mais elevados que na FC. ** Essas citocinas
promovem ativacdo do fator de transcricdo nuclear Kappa B (NFxB), que leva a producao
de TNF-a, IL-1p e IL-6. ** Desse modo & possivel que o sinergismo entre essas cinco
citocinas interfira no metabolismo lipidico hepéatico, resultando em concentragdes séricas
diminuidas de colesterol, como foi observado no presente estudo. Apos a introdugdo dos
antifingicos, com a reversdo do quadro infeccioso '® e a diminuigio dos niveis séricos das
citocinas pro-inflamatérias™, o padrio metabolico lipidico e a lipemia seriam
restabelecidos.

Sabe-se que pacientes com PCM apresentam significativo comprometimento do

sistema linfatico 22

, 0 que pode prejudicar a absor¢do de acidos graxos de cadeia longa e
muito longa, uma vez que os quilomicrons que carreiam tais nutrientes utilizam esse
) . : . : ‘o 33
sistema como transporte do intestino até desembocar na veia subclavia esquerda.
A reduzida chegada de 4cidos graxos no figado, especialmente os acidos graxos
saturados, tem se mostrado capaz de reduzir as concentragdes séricas de colesterol. Acidos

graxos saturados, em especial laurico, miristico e palmitico (C12:0, C14:0 e C16:0) sdo

capazes de reduzir o numero de receptores hepaticos de lipoproteinas de baixa densidade
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(LDL)** ,bem como aumentar a quantidade de colesterol esterificado transportado nas
LDL, devido & sua conformagio quimica retilinea. >

Independentemente das possiveis causas da reducdo sérica de colesterol em
pacientes ndo tratados (momento M), bem como de sua elevacdo apods tratamento
antifingico, ¢ fundamental considerar que ha diferentes fragdes de lipoproteinas

. ~ AL s 36
carreadoras de colesterol na circulagdo sistémica.

O colesterol encontrado nas LDLs tem sido considerado fator de risco para doengas
cardiovasculares. Essa lipoproteina (LDL) é composta principalmente de colesterol e uma
unica apolipoproteina, a apo B100, podendo ser captada por células hepaticas ou
periféricas por meio de receptores especificos (LDL-R). *’

A concentragdo sérica de LDL sofre relevante influéncia da expressao dos LDL-R
nos hepatdcitos e da atividade da enzima hidroximetilglutaril (HMG) CoA redutase,
enzima-chave para a sintese intracelular do colesterol hepatico. Com a queda do contetido
intracelular do colesterol, ocorre aumento da expressio de LDL-R nos hepatocitos e,
assim, maior captacdo dessa e de outras lipoproteinas, como as de densidade muito baixa
(VLDL) e intermediaria (IDL). *’ Desta forma, ao considerar que a infecgdo
paracoccidididica altera a lipemia, seria interessante avaliar os possiveis mecanismos pelos
quais esse quadro infeccioso causaria tais modificagdes, agindo em especial nos LDL-R
dos hepatocitos, sobre a atividade da HMG- CoA redutase, ou até mesmo por reduzir seu
precursor (acetil-COA) em virtude de quadros de subnutricdo grave, uma vez que as
citocinas inflamatorias sdo consideradas potentes agentes anorexigenos.

As particulas de lipoproteinas de densidade alta (HDL) sdo formadas
predominantemente no figado e seu principal contetido proteico ¢ representado pelas apos
Al e AIl O colesterol livre da HDL, recebido das membranas celulares, ¢ esterificado por

acdo da lecitina-colesterolaciltransferase (LCAT). A apo Al, principal proteina da HDL, ¢
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cofator dessa enzima. O processo de esterificagdo do colesterol, que ocorre principalmente
nas HDLs, ¢ fundamental para sua estabilizagdo e transporte no plasma, no centro desta
particula. A HDL transporta o colesterol até o figado, onde este ¢ captado pelos receptores
SR-BI.

Desta forma, ao considerar que a infec¢do paracoccidididica altera a lipemia, seria
interessante avaliar os possiveis mecanismos pelos quais esse quadro infeccioso causaria
tais modificagdes, agindo em especial sobre a sintese e captagdo hepatica da HDL. No
entanto, Marquez et al 38 observaram que os niveis séricos de HDL-colesterol ndo se
encontravam alterados e ndo diferiram segundo forma clinica.

Os niveis de triglicérides revelaram um aumento de 4,4% nos pacientes com a FA e
12,7% na FC no momento M, O aumento de triglicérides durante processo
inflamatorio/infeccioso é caracterizado pelo aumento de VLDL. *° Algumas citocinas,
como TNF-a, IL-1, IL-2, IL-6 e IFN-y, desencadeiam diminui¢do da ativagdo da lipase
lipoproteica responsavel pela hidrolise de triglicérides, transportados por quilomicrons e
VLDL, levando ao aumento dos niveis séricos de triglicérides. ***'

Tucker et al., ** observaram hipertrigliceridemia em 9,0% dos 189 pacientes
estudados, com diferentes infegdes fiingicas e diversas co-morbidades. No presente estudo
a hipertrigliceridemia foi observada tanto em pacientes tratados com CMX tanto quanto
naqueles que receberam ITC, e nenhum deles apresentava co-morbidade, portanto, ¢
possivel que a alteracdo dos niveis séricos de triglicérides esteja mais relacionada a
resposta inflamatoria ao processo infeccioso do que ao antifiingico utilizado.

Glicemia elevada foi observada tanto na FA quanto na FC, com a mesma
prevaléncia (FA=15,0%; FC=14,8%) e intensidade (FA=1,23; FC=1,32).

A captacdo de glicose por tecidos ocorre, em sua maioria, por intermédio de

transportadores de glicose (GLUTSs), porém, o transportador insulino-sensivel (GLUT-4),
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encontrado no tecido adiposo e tecido muscular esquelético, depende da sinalizacdo da
insulina. Tal sinaliza¢do se inicia com sua ligagdo a um receptor especifico de membrana
(IR), resultando em fosforilagdo em tirosina de diversos substratos, incluindo substratos do
receptor de insulina 1 e 2 (IRS-1 e IRS-2), ativagdo de proteina fosfatidilinositol-3-quinase
(PI3q), aumento da fosforilacdo em serina da proteina quinase B (Akt) e da translocagdo da
proteina GLUT-4 para a membrana celular e captagio da glicose circulante em humanos. **

Processos inflamatérios ativam substratos intermediarios da via de sinalizacdo do
TNF-0, como a serina quinase JNK (c-jun N-terminal Kinase) que, por sua vez, interferem
na funcionalidade dos substratos do receptor de insulina, o IRS-1 e IRS-2. Uma vez
fosforilados em serina pela JNK, a possibilidade de serem fosforilados em tirosina pelo
receptor de insulina fica comprometida, o que contribui para a resisténcia a transducdo do
sinal da insulina através dessa via, levando a hiperglicemia. **

Além disso, pode-se destacar a acdo das citocinas pro-inflamatorias sobre a
ativacdo do eixo hipotalamo-hipofise-cortex adrenal, capaz de levar a maior liberacdo de
cortisol e consequente ativacdo da via neoglicogénica, o que pode resultar em
hiperglicemia. **

A hiperglicemia reduz a fagocitose e os fatores de protecdo intracelular, reduz a
aderéncia dos granuldcitos, restringe a quimiotaxia dos neutrofilos e a fixacdo do
complemento e, ainda, reduz a producdo de radicais superdxidos, prejudicando, dessa
forma, a imunocompeténcia. **

Discreta elevacdo dos niveis séricos de acido urico foi observada em 16,1% dos
pacientes que receberam ITC, esse achado ndo tem sido relatado®, mas, vem sendo
observado com outros antimicrobianos como pirazinamida, que inibe a secrecdo tubular

fia s 464
renal do 4cido urico. *¢*
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A concentra¢do de calcio extracelular ¢ muito bem regulada pelo paratormonio
(PTH), sintetizado pelas glandulas paratireoides e pela forma ativa da vitamina D, que ¢ o
dihidroxicolecalciferol (1,25-DHC). O 1,25-DHC promove a absorcao intestinal de calcio
principalmente através da formac¢do de uma proteina ligadora de célcio nas células do
epitélio intestinal. A sintese da vitamina D se inicia na pele, a partir do colesterol (7-
dihidrocolesterol) que, sob a acdo da radiacdo solar ultravioleta, ¢ transformado em
colecalciferol Ds. A seguir, esse composto sofre duas hidroxilagdes — a primeira no figado
e a segunda nos rins. Assim, pode-se sugerir que os baixos niveis de calcio sérico,
observados em 11,6% dos pacientes com a FA e 5,7% dos que apresentavam a FC, se
devem aos niveis diminuidos de colesterol sérico, observados nesses doentes. A correlagio
direta observada entre niveis séricos de céalcio com os de colesterol, em pacientes com
baixas concentragdes deste ion, reforca essa hipotese. As lesdes hepaticas, também
observadas na PCM *7? podem estar desempenhando importante papel no
comprometimento da formac¢ao do DHC e, por fim, nos baixos niveis séricos de célcio.

Por outro lado, as flutua¢des dos niveis séricos de albumina interferem nas
dosagens do calcio total. ** Assim, os baixos niveis de calcio total, observados no presente
estudo, podem ser explicados pela hipoalbuminemia revelada pelos pacientes com PCM.

Por fim, o presente estudo permite descartar uma deficiéncia na a¢do do PTH, pois
neste caso, o clearance de fosforo deveria estar diminuido e, portanto, seu nivel sérico
elevado, achado ndo observado em nenhum dos casos que revelaram hipocalcemia. Além
disso, ndo se tem conhecimento de comprometimento de glandulas paratireoides na PCM.
2532

Por representar aproximadamente 50% das proteinas circulantes, a albumina tem

sido adotada como indicador de estado nutricional em relagdo as proteinas. Porém, cabe
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ressaltar que se trata de uma proteina de fase aguda negativa, tendo sua concentracao
diminuida ndo s6 pela subnutrigio, como também por processos inflamatorios. **

A redugdo da albuminemia nas inflamagdes tem sido justificada pela prioridade
estabelecida pelo organismo humano - diante de um balanco nitrogenado negativo,
estabelecido pela menor ingestdo alimentar (anorexia induzida por citocinas inflamatorias)
e pela maior degradagdo protéica induzida por citocinas pro-inflamatorias, a utilizagdo de
aminoacidos provenientes da dieta e da degradagdo de proteinas enddgenas ¢ destinada
prioritariamente a sintese de proteinas positivas de fase aguda, como proteina C reativa
(PCR), a-1-glicoproteina acida (a-1-GA), ceruloplasmina (CER), a-1-antitripsina (a-1-
AT). ™

Marquez et al., *® avaliaram concentragdes séricas de albumina e quatro globulinas
pela eletroforese de proteinas em pacientes com as forma aguda e cronica da PCM,
encontrando redugdo da albuminemia, que apresentava correlagcdo inversa com os niveis
séricos de y-globulina, achado confirmado no presente estudo.

A elevagdo da concentrag@o de proteinas positivas de fase aguda, como y-globulina,
mucoproteinas e de a-1-glicoproteina-acida (a-1-GA) tem sido observada com frequéncia

. 51-53
em pacientes com PCM

. Niveis séricos de y-globulina superiores a 2.0g/dL foram
mais frequentes na FA que na FC, sugerindo maior gravidade da PCM em pacientes que
apresentam y-globulinemia superior a este valor. **

No presente estudo observou-se correlagdo inversa entre os niveis séricos de y-
globulina e os de albumina e colesterol, sugerindo que os pacientes com maiores
concentragdes de y- globulina apresentavam sinais sugestivos de subnutri¢do,

caracterizados pela reduzida albuminemia e colesterolemia, confirmando a sugestdo de

Marquez et al..”®
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O presente estudo revelou que sdo muito complexas as alteracdes metabolicas

observadas na PCM, devido as profundas alteragdes induzidas por antigenos do P.

brasiliens's, que devem ser avaliadas e monitorizadas durante o tratamento.
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IV, Conclusoées



V) CONCLUSOES

Os achados desta dissertagdo de mestrado, nas condigdes em que o estudo foi
desenvolvido, permitem concluir o que se segue, cuja apresentacdo se encontra vinculada a

cada artigo redigido

Artigo 1. Evaluation of hepatobiliary system in patients with paracoccidioidomycosis

treated with trimethoprim-sulfamethoxazole or itraconazole.

O estudo laboratorial do sistema hepatobiliar em pacientes com PCM tratados com

CMX ou com ITC, demonstrou:
1. A admissdo do paciente
1.1. Elevagdo de todas as variaveis, com maior prevaléncia de ALT, FA e y-GT;

1.2. Maior intensidade de ALT, FA e Y-GT foram observadas em pacientes com a

FA que em doentes com a FC;
2. Ap6s introducao do tratamento
2.1. Alteragdo de todas as varidveis, com diferentes frequéncias;

2.2. A elevagdo dos niveis séricos de BT e BC foram mais frequentes em pacientes

tratados com ITC que com CMX;

2.3. Predominaram as altera¢des do tipo hepatocelular em pacientes tratados com

CMX e do tipo colestatico leve em doentes que receberam ITC;
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2.4. No decurso do tratamento os pacientes que receberam CMX tiveram
normalizados os niveis séricos de ALT, BC, FA e y-GT e reduzidos os de AST e BT,
enquanto os doentes que receberam ITC mantiveram elevados os niveis séricos de ALT,

BT, BC, FA e y-GT, e reduzidos apenas os de AST;

2.5. As lesdes intensas foram as menos frequentes.

Artigo 2. Evolucdo de reacbes de fase aguda e de variaveis metabdlicas em pacientes

com paracoccidioidomicose tratados com cotrimoxazol ou itraconazol.

O estudo laboratorial de reacdes de fase aguda e de varidveis metabolicas, em

pacientes PCM tratados com CMX ou com ITC, demonstrou:
1. A admissdo do paciente

1.1. Todas as variaveis estudadas apresentaram alteragdes, com maior prevaléncia

de colesterol total, albumina e y-globulina;

1.2. Os pacientes com a FA apresentaram maior prevaléncia de niveis diminuidos
de colesterol total, lipides totais, globulinas totais - dosadas por precipitagdo e albumina -

determinada por eletroforese, que os doentes com a FC;

1.3. Os pacientes com a FC revelaram maior prevaléncia de niveis elevados de

colesterol total e tendéncia a maior frequéncia de concentragdes elevadas de 4cido trico.
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2. Apos a introdugdo do tratamento

2.1. Evolucao das variaveis alteradas a admissao

2.1.1. As variaveis inicialmente alteradas se normalizaram ao longo do tratamento
antifingico, no entanto, os pacientes tratados com ITC apresentaram uma recuperagao

mais acentuada dos niveis séricos de colesterol total e y-globulina.

2.2. Variaveis alteradas apos introducdo de antifiingicos

2.2.1. A incidéncia de niveis séricos elevados de triglicérides foi maior em

pacientes com a FC;

2.2.3. Em pacientes tratados com ITC observaram-se niveis séricos elevados de

calcio e acido trico;

2.2.4. Os pacientes tratados com ITC revelaram niveis séricos diminuidos de célcio

e acido urico do que os tratados com CMX;
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