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RESUMO

Paracoccidioidomicose (PCM) € uma micose sistémica, causada por fungos do género
Paracoccidioides spp., que pode provocar alteracées hematolédgicas e no metabolismo do ferro
e estq relacionada a resposta inflamatdria do hospedeiro. Assim, anemia, leucocitose,
eosinofilia e linfocitose tém sido descritas, principalmente na forma aguda/subaguda da doenca.
As alteracdes hematoldgicas e no metabolismo do ferro na forma crénica da PCM séo pouco
conhecidas. O objetivo deste estudo foi analisar e interpretar os aspectos hematoldgicos, bem
como o metabolismo do ferro em diferentes compartimentos e avaliar a hepcidina sérica em
pacientes com a forma crénica da PCM durante o processo de cura. Foram realizados trés
estudos, desenvolvidos no Hospital Dia Professora Esterina Corsini na Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul. Com individuos diagnosticados com a forma crénica da PCM nos anos de
2013 a 2021. No primeiro estudo, com o proposito de contribuir com o conhecimento sobre as
alteracdes das células hematoldgicas na forma cronica da PCM e no monitoramento do
tratamento, avaliou-se 0 hemograma de pacientes com PCM crénica antes do inicio e durante
diferentes estagios do tratamento. Os 62 pacientes incluidos tinham média de idade de 54,3 (DP
6,9) anos, sendo predominantemente homens (96,8%) e trabalhadores rurais (88,7%). Notou-se
gue na PCM crénica, as alteracbes no hemograma foram principalmente anemia e monocitose,
no entanto, as alteracBes ndo séo exuberantes. Apos o tratamento, principalmente ao atingir a
cura clinica, a maioria dos indices hematologicos alteram-se significativamente refletindo a
interferéncia da infeccdo nestes parametros. No segundo estudo, com o intuito de compreender
quais e qudo intensos sdo os disturbios no metabolismo do ferro em pacientes com forma
cronica de PCM analisou-se os diferentes compartimentos de ferro, antes do tratamento e apos
a cura clinica. Notou-se que a PCM altera os compartimentos de estoque e funcional do ferro,
sem alterar o compartimento de transporte. Apesar de que antes do tratamento as medidas
centrais (media ou mediana) de ferritina, hemoglobina, eritrocitos, hematocrito e ferro sérico
estavam normais, notou-se uma reducao dos niveis de ferritina e aumento dos outros parametros
entre o inicio do tratamento e a cura clinica. Além disso, observou-se que as alteracdes dos
compartimentos de estoque e funcional do ferro apresentaram uma associacdo com a gravidade
do quadro da doenca. Os parametros do compartimento funcional apresentaram correlagéo
negativa com a proteina C reativa, deste modo, foi possivel inferir que a PCM interfere no
metabolismo do ferro por transferir ferro do compartimento funcional para o de estoque,
caracterizando uma anemia de inflamacédo. O terceiro estudo analisou os niveis de hepcidina
sérica em pacientes com a forma crénica da PCM antes e durante o tratamento. Correlacionou-
se a hepcidina com parametros do metabolismo do ferro e com as células sanguineas. Apesar
do aumento de hemoglobina e ferro e reducgéo de ferritina observados entre antes do tramento
e em cura clinica, ndo houve reducédo nos niveis de hepcidina, como era esperado. No entanto,
observou-se correlagdo direta com células leucocitérias (r = 0,483; p = 0,001), neutréfilos (r =
0,418; p = 0,006), mondcitos (r = 0,396; p = 0,009) - duas células fagocitarias que atuam na
primeira linha de defesa da PCM e sdo sabidamente produtoras de hepcidina. Em sintese, a
forma crénica da PCM cursa com alteracbes no metabolismo do ferro e nas células
hematoldgicas, que de modo geral, estdo associadas com a gravidade da doenca e melhoram
apos o tratamento.

Palavras-chave. Anemia. Contagem de células sanguineas. Distlrbios do metabolismo do
ferro. Hepcidina. Monocitos. Paracoccidioidomicose.



ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic mycosis caused by fungi of the genus
Paracoccidioides spp. that can cause hematological and iron metabolism changes and are
related to the inflammatory response of the host. Thus, anemia, leukocytosis, eosinophilia, and
lymphocytosis have been described, mainly in the acute/subacute form of the disease. The
hematological and iron metabolism changes in the chronic form of PCM are poorly understood.
This study aimed to analyze and interpret hematological aspects and iron metabolism in
different compartments and evaluate serum hepcidin in patients with chronic PCM during the
curing process. The study was carried out at the Hospital Dia Professora Esterina Corsini at the
Federal University of Mato Grosso do Sul. Individuals of both sexes, diagnosed with chronic
PCM between 2013 and 2021, participated in the study. Three studies were carried out. The
first study, to contribute to the knowledge about changes in hematological cells in the chronic
form of PCM and monitoring of treatment, it was evaluated the blood count of patients with
chronic PCM before initiation and during different stages of treatment. The 62 patients included
had a mean age of 54.3 years (SD 6.9) and were predominantly men (96.8%) and rural workers
(88.7%). The changes in the blood count were mainly anemia and monocytosis, however, the
changes are not exuberant. After treatment, especially when a clinical cure is achieved, most
hematological indices change significantly, reflecting the interference of infection in these
parameters. The second study, to understand which and how intense the disturbances in iron
metabolism in patients with the chronic form of PCM, it was analyzed the different iron
compartments before treatment and after clinical cure. It was noted that PCM changes the
storage and functional compartments of the iron, without changing the transport compartment.
Although, before treatment the central measurements (mean or median) of ferritin, hemoglobin,
erythrocytes, hematocrit, and serum iron were normal, there was a reduction in ferritin levels
and an increase in other parameters between the start of treatment and clinic cure. In addition,
it was observed that changes in iron storage and functional compartments were associated with
the severity of the disease. A negative correlation between C-reactive protein and functional
compartment parameters was observed. Thus, it was possible to infer that PCM interferes with
iron metabolism by transferring iron from the functional compartment to the storage
compartment, characterizing anemia or inflammation. The third study analyzed the serum
hepcidin levels of patients with the chronic form of PCM before and during treatment and
correlated hepcidin with parameters of iron metabolism and with blood cells. Despite the
increase in hemoglobin and iron and decrease in ferritin observed between pretreatment and
clinical cure, there was no reduction in hepcidin levels, as expected. However, a direct
correlation was observed with leukocyte cells (r = 0.483; p = 0.001), neutrophils (r = 0.418; p
=0.006), and monocytes (r = 0.396; p = 0.009) two phagocytic cells that act in first-line defense
of PCM and are known to produce hepcidin. In summary, the chronic form of PCM is associated
with changes in iron metabolism and in hematological cells, which are generally associated
with the severity of the disease and improve after treatment.

Keywords: Anemia. Blood cell count. Iron metabolism disorders. Hepcidins. Monocytes.
Paracoccidioidomycosis.



LISTA DE ABREVIATURAS

ADC Anemia de doenca crbnica

ADF Anemia por deficiéncia de ferro

Al Anemia da inflamacéo

Dcytb Citocromo B

DMT-1 Transportador de metal divalente 1

ELISA Teste imunoenzimatico

EPO Eritropoietina

Fe*? fons ferroso/ ferro heme

Fe*3 fons férrico / ferro ndo heme

Hb Hemoglobina

HCP1 Proteina transportadora do heme

HIV Virus da imunodeficiéncia adquirida humana
HMG Hemograma completo

IDD Imunodifusdo em gel de agar duplo

IG Granulécitos imaturos

IL-1 Interleucina 1

IL-1B Interleucina-1p

IL-6 Interleucina 6

IMC indice de massa corporal

IFN-y Interferon gama

IPF Fracdo de plaquetas imaturas

LEAP-1 Proteina antimicrobiana 1 expressa no figado
MS Mato Grosso do Sul

MTP1 Proteina transportadora de metal 1

Nramp 1 Proteina 1 de macréfago associada a resisténcia
Pb Paracoccidioides spp.

PCM Paracoccidioidomicose

PCR Proteina C reativa

Pl Paracoccidioides lutzii

Ret-He Contetdo de hemoglobina nos reticulocitos
TB Tuberculose

TIBC Capacidade de ligacéo total do ferro a transferrina

TNF-a Fator de necrose tumoral alfa



ST Saturacéo da transferrina

STfR Receptor soltvel da transferrina

UFMS Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
VHS Velocidade de hemossedimentacéo
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1 FUNDAMENTACAO DA PESQUISA

1.1 Paracoccidioidomicose (PCM)
1.1.1 Epidemiologia e etiologia

A PCM é uma micose sistémica endémica na América Latina, relatada com maior
frequéncia no Brasil, Coldmbia, Venezuela e Argentina (MENDES et al., 2017).

O Brasil é considerado o centro endémico dessa doenga, sendo esta apontada como a
oitava causa de mortalidade por doenca infecciosa crénica no pais (COUTINHO et al., 2002).
As maiores casuisticas foram relatadas nas regides sul, sudeste e centro-oeste (BLOTTA et al.,
1999; PANIAGO et al.,, 2003; SUGUIURA; ONO, 2022). Informacdes registradas no
Ministério da Satde nos periodos entre 1980 a 1995 mostram que 3.181 pessoas vieram a Obito
por PCM (COUTINHO et al., 2002). O fato de a doenca néo ser de notificacdo obrigatdria em
muitas regiGes do nosso pais, possivelmente é a razdo pela qual a PCM é negligenciada no
planejamento da salde publica no Brasil. Ainda hoje a PCM representa um importante
problema de satde pablica devido ao seu alto potencial incapacitante, além de provocar mortes
prematuras (MARTINEZ, 2010).

A PCM foi descrita primeiramente em 1908 pelo pesquisador Adolfo Lutz, que
demonstrou ser a doenca causada por um fungo termo-dimorfico, posteriormente denominado
Paracoccidioides brasiliensis (Pb). Todavia, recentemente varias espécies envolvidas na
etiologia da PCM tém sido identificadas, tais como Paracoccidioides brasiliensis,
Paracoccidioides americana, Paracoccidioides restrepiensis e Paracoccidioides
venezuelensis, que juntas constituem o complexo de espécies P. brasiliensis. Paracoccidioides
lutzii (PI), que ndo pertence a este complexo, também foi identificado como um agente
etioldgico de PCM e tem sido descrito em areas endémicas envolvendo as regides Centro-Oeste
e Norte do Brasil (TURISSINI et al., 2017).

O fungo é termo-dimorfico, ou seja, pode ser encontrado em duas morfologias, a
micelial, em temperatura ambiente, e a leveduriforme, em temperatura de 35 °C — 37 °C.
Durante a forma micelial, este sintetiza esporos infectantes ou conidios, 0s quais, uma vez
inalados pelos hospedeiros susceptiveis e em condi¢Oes ideais como temperatura entre 35 a
37 °C e nutrientes adequados, dao origem a forma leveduriforme do fungo, que séo capazes de
disseminar-se por diversos tecidos do hospedeiro causando diversas lesbes (MENDES et al.,
2017).
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1.1.2 Interagéo parasita - hospedeiro

A principio, a infec¢do pelo Paracoccidioides spp. acomete primariamente os pulmdes
e a partir deste sitio pode atingir por via linfatica e, ou hematogénica, quaisquer 6rgdos ou
sistemas. Entretanto, a PCM, assim como outras doencas fungicas, para acometer o hospedeiro
dependerd do tamanho do indculo, da patogenicidade e da viruléncia do fungo, assim como da
integridade do sistema imunoldgico e de fatores genéticos. Na maioria dos hospedeiros que
entram em contato com o fungo, a resposta imunologica é satisfatdria e a evolugéo da infeccéo
é contida. Mas, o fungo pode permanecer em estado latente nas lesdes fibrdticas e em qualquer
periodo, até mesmo décadas apds a infeccdo, reativar, induzindo a doenca no hospedeiro
(LONDERO, 1986).

Os individuos mais suscetiveis a inalacdo e a infeccdo por Paracoccidioides spp. sao
aqueles que realizam atividades na zona rural ou aqueles que tém profissfes associadas ao
manejo do solo contaminado com o fungo por um periodo prolongado, como, por exemplo,
preparo de solo para atividades agricolas, terraplanagem, praticas de jardinagens, transporte de
produtos vegetais, entre outros. O periodo de incubacao pode ocorrer em semanas ou até anos,
dependendo da forma clinica. Sendo assim, quando os individuos procuram atendimento
médico, podem ndo se encontrar mais nas regides endémicas onde se infectaram, residindo em
centros urbanos e realizando outras atividades, ndo ligadas ao manejo do solo (BUITRAGO et
al., 2011). Apesar de ocorrer elevadas variagdes entre as regides, estima-se que apenas 10% dos
casos acometem individuos até os 20 anos. Calcula-se que a PCM em pessoas adultas varia
entre 10 e 15 homens para 1 mulher acometida. No entanto, estes dados ndo sdo observados nos
casos infantis, nos quais a doenca atinge igualmente ambos os sexos (MARTINEZ, 2015).

Uma explicagéo para o baixo acometimento da PCM em mulheres estaria relacionada
com a interagdo do fungo com o hormoénio feminino B-estradiol. Estudos com isolados de
Paracoccidioides spp. mostraram que na preseng¢a do hormoénio feminino f3-estradiol o nimero
de células que se transformaram em levedura € relativamente baixo (RESTREPO et al., 1984).
Outras pesquisas revelaram que no citoplasma das células do fungo, tanto em micélio como em
levedura, encontra-se uma proteina de ligagdo ao estradiol (ARISTIZABAL et al., 2002;
LOOSE et al., 1983). E esta proteina teria o papel de receptor para 0 hormonio e, sendo assim,
ocorreria uma inibicdo da transicdo do fungo de micélio para levedura, dificultando desta
maneira a instalacdo da doenca (SHANKAR et al., 2011).
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1.1.3 Manifestacdes clinicas

Conforme as manifestacdes clinicas, a PCM pode ser classificada em duas principais
formas: forma aguda/subaguda (tipo juvenil) e a forma crénica (tipo adulto) (MENDES et al.,
2017).

A forma tipo juvenil da PCM, por ter uma evolucdo mais rapida e intensa é também
chamada aguda/subaguda e acomete criancas, adolescentes e adultos jovens (com idade menor
do que 30 anos) de ambos os sexos. Representa 3 a 20% dos casos da doenca, podem cursar
como uma reticuloendoteliose, comprometendo o sistema fagocitico mononuclear e
eventualmente, pode até mimetizar uma doenca linfoproliferativa sistémica de origem
neoplésica, metabdlica ou até mesmo infecciosa de outra etiologia. Nessa circunstancia, pode
apresentar alteracdes nas células circulantes do sangue periférico e da medula 6ssea. No
entanto, a presenca do fungo na medula dssea foi raramente descrita (OZAKI et al., 1996a;
PANIAGO et al., 2005). Conforme sua gravidade, a forma aguda/subaguda é classificada em
moderada e grave.

A forma crénica da PCM representa até 90% dos casos e normalmente ocorre em adultos
do sexo masculino entre 30 e 60 anos. A doenca afeta principalmente os pulmd@es, mucosas
aerodigestivas altas, linfonodos e pele, porém quaisquer outros 6rgaos podem ser acometidos
(MENDES et al., 2017).

Classificacdo das formas clinicas quanto a sua gravidade sdo necessarias para que 0s
clinicos tomem a decisdo sobre o tratamento e avaliagdo prognostica. Sendo assim, na forma
crbnica, a gravidade é classificada em leve, moderada e grave segundo Mendes et al., (2017).

Pacientes com a forma croénica leve sdo aqueles que apresentam diminuicdo de indice
de massa corporal (IMC) abaixo de 5% do habitual, envolvimento de um Unico 6rgéo ou o
envolvimento discreto de poucos 6rgdos, ou tecidos, mas sem alteracbes em suas funcoes
(MENDES et al., 2017).

Pacientes com a forma cronica grave, sdo aqueles que envolvem trés ou mais dos
seguintes critérios: a) perda de IMC igual ou superior a 10%; b) envolvimento pulmonar
intenso; ¢) comprometimento de outros 0rgaos, tais como sistema nervoso central, glandulas
adrenais e 0ssos; d) presenca de linfadenopatia em multiplas cadeias na forma pseudotumoral
superficial ou profunda (> 2,0 cm de didmetro, sem supuracdo) ou na forma supurativa; e)
presenca de niveis elevados de anticorpos.

Pacientes da forma cronica moderada, sdo aqueles casos intermediarios entre leves e
graves, com perda de IMC 5 — 10% e niveis de anticorpos moderadamente elevados (MENDES
etal., 2017).
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1.1.4 Diagnostico

Vérios métodos de diagnostico tém sido descritos e utilizados na PCM, tais como, 0s
microbiologicos, imunoldgicos, histopatoldgicos e moleculares. Essas metodologias séo de
suma importancia para o diagnostico preciso desta micose e, desta forma, possibilitam aos
clinicos iniciar uma terapia especifica para evitar maiores danos pulmonares, disseminagéo do
fungo para outros 6rgdos, bem como reduzir o desenvolvimento de fibrose.

O meétodo mais eficiente no diagndéstico definitivo da PCM é o exame micoldgico direto
que revela a presenca de formas tipicas de Paracoccidioides spp. em amostras bioldgicas tais
como escarro, raspado de lesdo ou aspirado de linfonodos e/ou fragmentos. O exame
histopatoldgico com coloracdes para fungos, mais caro e menos acessivel, tem excelente
sensibilidade além de informar a densidade do granuloma que representa a intensidade da
resposta imune do hospedeiro (MENDES et al., 2017).

Paracoccidioides spp. crescem lentamente em meio de cultura e estes séo
frequentementes contaminados com outros microrganismos, principalmente Candida spp.

Os testes soroldgicos no diagnostico da PCM tém sido utilizados desde o inicio da
década de 1970, sendo uma forma eficaz para o diagnostico da doenga (DEL NEGRO et al.,
1991). A detecgdo de anticorpos no soro pode auxiliar os clinicos durante o tratamento,
avaliando a resposta do hospedeiro a um tratamento especifico (MENDES et al., 2017). Entre
0s métodos sorologicos, com uma sensibilidade de 80 a 95%, a imunodifusdo em gel de agar
duplo (IDD) é a técnica mais utilizada no auxilio da evolucéo clinicana PCM (DE CAMARGO,
2008).

1.1.5 Tratamento e controle de cura

O tratamento normalmente realizado em individuos com PCM envolve medidas de
suporte as complicages clinicas associadas ao envolvimento de diferentes 6rgaos pela micose,
além das terapéuticas antifingicas especificas. Estudos mostram que o fungo é sensivel a
maioria das drogas antifungicas empregadas no tratamento. Sendo assim, diversas drogas
podem ser utilizadas no tratamento desses pacientes como anfotericina B, sulfamidicos
(sulfadiazina, associados sulfametoxazol/trimetoprim) e azélicos (itraconazol, fluconazol,
cetoconazol). No tratamento das formas clinicas leve a moderadas a opcao terapéutica utilizada
é o itraconazol. Para as formas mais graves e disseminadas a anfotericina B, associacdo de
sulfametoxazol/trimetoprim ou fluconazol por via intravenosa sdo opgbes que podem ser

utilizadas. Geralmente, esses pacientes devem permanecer em tratamento e acompanhamento
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por muito tempo, para permitir o controle das manifestagdes clinicas da micose, evitar uma
recaida e até obter a cura aparente, baseados nos parametros clinicos e exames especificos
(MENDES et al., 2017).

O tempo do tratamento depende da droga utilizada, do tamanho do indculo e da resposta
imune do hospedeiro. O tratamento é mantido até que a imunidade mediada por células esteja
totalmente recuperada para evitar a reativacao fungica, a qual pode permanecer em laténcia,
monitorada pela imunodifusdo que deve resultar em soro ndo reagente por pelo menos doze
meses, sendo aferida a cada trés meses (MENDES et al., 2017).

A duracdo do tratamento e o controle de cura sdo baseados em quatro critérios, cura
clinica, micoldgica, radioldgica e imunoldgica, até que 0s pacientes alcancem a cura aparente.
A cura clinica ocorre quando os sinais e sintomas da PCM ativa desaparecem. Cura micoldgica
ocorre quando ndo ha mais deteccao do fungo no mesmo material onde havia sido detectado.
Cura radioldgica é obtida quando, ap6s o tratamento, o exame radioldgico encontra-se
inalterado, durante um ano. Cura imunolégica é alcangada quando ap6s o inicio do antifungico,
0s anticorpos especificos se tornem indetectaveis no método IDD por pelo menos doze meses
(MENDES et al., 2017).

1.2 Hemograma
1.2.1 Importancia do hemograma no manejo das doencas infecciosas

Disponivel na maioria das unidades de saude, de facil execucdo e com baixo custo, o
hemograma é provavelmente o exame laboratorial mais utilizado na pratica clinica e se
consolidou como importante ferramenta de propedéutica complementar para direcionar o
diagndstico e avaliar o prognostico de muitas doencas. Alteracdes no hemograma refletem
desequilibrio entre producéo e destruicdo de células sanguineas e, na pratica clinica das doencas
infecciosas, proporciona informag6es importantes da resposta do hospedeiro as infecgdes,
auxiliando nas tomadas de decisdo no manejo clinico.

Quadros de neutrofilia apontam para infec¢cdes agudas causadas por bactérias Gram
positivas, e quando observado desvio escalonado a esquerda, a estafilococcia se impde como
uma forte hipdtese diagnéstica (SPAAN et al., 2013).

Linfocitose com atipia linfocitaria é caracteristica da mononucleose infecciosa, em
especial a causada por virus Epstein Baar (ISHII et al., 2019).

Eosinofilia ocorre principalmente nas manifestacGes alérgicas a agentes infecciosos,
como aspergilose broncopulmonar alérgica (ABPA) (AGARWAL et al.,, 2011), e nas
verminoses, em especial por helmintos que fazem o ciclo de Loss (LEDER; WELLER, 2000).
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J& a eosinopenia ocorre nos quadros bacterianos agudos graves (LAVOIGNET et al., 2019)
incluindo a febre tifoide (ISHAQ et al., 2020).

As alteracdes da série vermelha nas infecgdes vao desde a elevacdo do hematocrito por
hemoconcentracdo observada na dengue as anemias, que podem ser ferropriva, por espoliacao
do ferro como na ancilostomiase (CALDRER et al., 2022), ou por perda sanguinea. Nesta
ultima, além da prépria ancilostomiase que induz a perda sanguinea intestinal, estdo as doencas
infecciosas como a tuberculose e aspergilose pulmonar crénica em decorréncia de quadros de
hemoptise. Além disso, a anemia em decorréncia do processo inflamatério, chamada de anemia
inflamatoria (Al) também ocorre nas doencas infecciosas cronicas o que seré discorrido mais
adiante.

As alteracdes de plaquetas também sdo vistas em infeccdes. A plaquetopenia pode
ocorrer na dengue, na malaria vivax (COELHO et al., 2013) e em infec¢des bacterianas agudas
graves com tendéncia a sepse (AYDEMIR et al., 2015), enquanto quadros de plaquetose tém
sido descritos na tuberculose (RENSHAW; GOULD, 2013).

1.2.2 Hemograma na PCM

A andlise sanguinea é fundamental para esclarecer questdes como verificar se a medula
Ossea esta desempenhando corretamente suas funcgdes e se o crescimento e diferenciacdo celular
estdo adequados. Qualquer alteracdo hematoldgica pode estar relacionada a condicBes
patoldgicas e a analise do hemograma (HMG) é de suma importancia para auxiliar e
acompanhar a clinica e a evolucdo do tratamento dos pacientes (GROTTO, 2009).

Muitos equipamentos de hemograma automatizado informam a imaturidade celular
pelos indices denominados de conteido de hemoglobina nos reticuldcitos (Ret-He),
granulécitos imaturos (I1G) e fracdo de plaquetas imaturas (IPF), que poderiam ser (teis na
avaliacdo da gravidade e prognostico de muitas doencas, pois estes parametros indicam a
ativacdo da medula 6ssea, o grau de imaturidade das células, o que representa a atividade
medular em “tempo real’(ANSARI-LARI; KICKLER; BOROWITZ, 2003; PEERSCHKE;
PESSIN; MASLAK, 2014).

As interacOes parasita-hospedeiro e as consequentes respostas inflamatdrias que o
organismo apresenta levam a alteragdes nas células hematologicas na PCM, doenca com
componente inflamatdrio sistémico e de tratamento prolongado (BENARD, 2008).

As alteracbes hematoldgicas mais frequentes e mais graves ocorrem na forma
aguda/subaguda da PCM, dentre essas sdo relatados a diminui¢do de hemoglobina (anemia),

aumento de leucdcitos (leucocitose), aumento de eosindfilos (eosinofilia) e aumento de
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subconjuntos de linfocitos (MOTA et al., 1988; NOGUEIRA et al., 2006; NOGUEIRA,;
ANDRADE, 2015; OZAKI et al., 1996; PEREIRA et al., 2004).

Na forma crénica, 0os poucos estudos que mostram alteracGes nas células sanguineas
relatam a reducfo nos niveis de hemoglobina (DE OLIVEIRA CUSTODIO et al., 2019),
aumento de mondcitos ou de subconjuntos de mondécitos (MOTA et al., 1988; VENTURINI et
al., 2014) e aumento ou diminuicdo de subconjuntos de linfécitos (DOEDENS et al., 2013; XU
etal., 2016).

1.2.3 Anemia na PCM

Na PCM, a anemia de maneira geral é descrita como leve a moderada, e é mais relatada
na forma aguda/subaguda, a qual ocorre em mais de 80% dos casos com valores de hemoglobina
(Hb) entre 8g/dL e 12g/dL (NOGUEIRA et al., 2006; ROMANELI et al., 2019).

A anemia da inflamacdo (Al) também conhecida como anemia de doenga cronica (ADC)
(WEISS; GANZ; GOODNOUGH, 2019) é considerada a segunda anemia mais prevalente, apos
a anemia por deficiéncia de ferro (ADF) e muito recorrente em pacientes hospitalizados
(KASSEBAUM et al., 2014).

Durante os processos inflamatorios e, ou infecciosos, a ativagdo do sistema imunologico
leva ao surgimento da Al, devido a intensificacdo e liberacdo de diversas citocinas e proteinas
de fase aguda. Esta producdo exacerbada de citocinas e proteinas levam a alteragdes no
metabolismo do ferro e diminuicdo do ferro circulante, resultado da aquisicdo e retencdo deste
mineral no interior dos macréfagos do sistema reticuloendotelial. Ocorre diminuicdo da
absorcdo do ferro pelos enterdcitos, que consequentemente reduz a disponibilidade deste
mineral para a eritropoiese. Além disso, citocinas como 1l-1B e TNF, também prejudicam a
eritropoiese, afetando a sintese de eritropoietina (EPO) levando a producdo e diferenciacdo
inadequada das células progenitoras eritroides, além de causar danos nos eritrocitos senescentes
e diminuir o tempo de sobrevida dos eritrocitos (JELKMANN, 1998; WEISS; GANZ;
GOODNOUGH, 2019).

Clinicamente os individuos com Al geralmente apresentam sintomas referentes a
doenca de base e ndo a anemia propriamente dita. Quando h& anemia instalada, a intensidade
dos sintomas se correlaciona com o grau da anemia, que tende a regredir com a normalizacao
dos valores da hemoglobina apds o inicio do tratamento realizado para a doenca de base. Deste
modo, a existéncia e/ou a intensidade da anemia estabelece uma medida laboratorial que pode
ser usada para acompanhar o curso clinico da doenca de base assim como avaliar se o tratamento
administrado e eficaz (LEE, 1983).
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Dados laboratoriais de individuos com Al s&o caracterizados por apresentar uma anemia
leve a moderada, sendo que esta anemia € classificada normalmente em normocrémica e
normocitica. Mas, uma microcitose leve também pode ser encontrada em poucos casos. No
entanto, quando ocorrer uma microcitose acentuada, deve-se considerar a co-existéncia de uma
anemia por deficiéncia de ferro (ADF) ou talassemia concomitante com a Al (NEMETH,;
GANZ, 2014).

Outras caracteristicas laboratoriais presentes na Al, além da anemia, € a deficiéncia
funcional de ferro, a qual é caracterizada por valores de ferritina normal ou levemente
aumentada; por valores normais ou reduzidos de ferro sérico, da capacidade de ligagdo total do
ferro a transferrina (TIBC) e da saturacdo da transferrina (ST); e por valores normais do receptor
soltvel da transferrina (sTfR) (CANCADO; CHIATTONE, 2002; NEMETH; GANZ, 2014).

O tratamento da Al consiste em detectar e tratar a doenca de base, em que normalmente
leva a resolucdo da Al com a normalizacdo dos niveis de hemoglobina durante o curso da
doenga, exceto se outras doencas, como deficiéncias de vitaminas, insuficiéncia renal,
hemolise, sangramento ou até mesmo uma deficiéncia de ferro esteja presente (THEURL et al.,
2009; WEISS; GANZ; GOODNOUGH, 2019).

Diferenciar Al da Al associada a ADF é fundamental ja que uma suplementacéo férrica
pode ser nociva aos pacientes com infec¢do concomitante; no entanto, apds o tratamento da
infeccdo para os que possuem a Al associada a ADF, a suplementacdo de ferro pode ser
oferecida (WEISS; GANZ; GOODNOUGH, 2019).

1.3 Ferro e sua homeostase

O ferro é um dos micronutrientes mais estudados, sendo um componente essencial da
molécula de hemoglobina (Hb), da mioglobina e de diversas enzimas. Tem papel fundamental
no transporte de oxigénio, na transferéncia de elétrons e atua como cofator em muitos processos
enzimaticos, incluindo a sintese de DNA (PAIVA; RONDO; GUERRA-SHINOHARA, 2000).

O balanco de ferro corpdreo €, em sua grande maioria, mantido pela absor¢do do mesmo
através da dieta, sendo um importante processo no controle dos niveis de ferro corporal, com
mecanismos limitados de excre¢do. A eliminacdo do ferro pode ocorrer pela renovagdo de
tecidos que ndo sao reutilizados tais como as células da epiderme e mucosa gastrointestinal,
pela menstruacéo e também atraves de perdas sanguineas (KRAUSE et al., 2000; PARK et al.,
2001).

As dietas normais apresentam cerca de 10 a 20 mg de ferro diario, presente nos

alimentos na forma de hidroxido férrico (ferro ndo heme), complexos proteicos férricos e
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complexos heme-proteinas. O contetido de ferro e a proporg¢éo absorvida pelo corpo variam de
um alimento para outro; em geral carnes, particularmente figado, sdo melhores fontes do que
vegetais, ovos e laticinios (HOFFBRAND et al., 2006; ROBBINS et al., 2005).

Ao mesmo tempo em que o ferro é fundamental para diversos organismos, ele também
pode causar grandes danos aos individuos. Neste sentido, a concentracdo deste micronutriente
deve ser minuciosamente controlada em nivel sistémico e celular.

Trés processos principais envolvem o metabolismo do ferro em ambos os niveis:
captacdo, utilizacdo e armazenamento (HENTZE; MUCKENTHALER; ANDREWS, 2004).

No metabolismo do ferro, os enterdcitos sdo células especializadas na absorcéo e
transporte de ferro intestinal, sendo capazes de modular sua absor¢do através das membranas
apical e basolateral. A membrana apical é especializada captar o ferro contido no grupamento
heme e 0s ions inorganicos para o interior dos enterdcitos, enquanto a membrana basolateral
transfere o ferro absorvido, do interior do enterocito para a circulagdo sanguinea (ROY; ENNS,
2000).

As ceélulas intestinais possuem formas alternativas para transportar o ferro, havendo vias
distintas para os ions ferroso (Fe*?, ferro heme) e férrico (Fe*3, ferro ndo-heme). Para o ferro
heme (Fe*?), a via é através da proteina transportadora do heme (HCP1) e para o ferro no-
heme (Fe*®) o transporte ocorre via proteina transmembrana, conhecida como transportador de
metal divalente 1 (DMT-1), sendo que o transportador é a via para a passagem de outros metais
divalentes, como cobalto, zinco, manganés, cobre, niquel e cadmio para o interior das células
(CONRAD; UMBREIT; MOORE, 1999; LIEU et al., 2001).

O Fe*® atravessa a membrana apical e basolateral das vilosidades dos enterdcitos através
de dois transportadores distintos, proteina transportadora de metal divalente 1 (DMT1) e
ferroportina respectivamente. Para que ocorra a absorcio do Fe*®, é necessario que
ocorrareducio a ion ferroso (Fe*?) pela acdo do citocromo B (Dcytb) associado & membrana.
Apos esta reducdo, o Fe*? é captado pela proteina DMT1, que movimenta o ferro ndo-heme
através da membrana apical. Pelo menos duas proteinas sdo necessarias para a transferéncia
basolateral do ferro para a transferrina no plasma: ferroportina, uma glicoproteina
transmembrana; e hefaestina, uma ferro-oxidase (ANDREWS, 2005; KRISHNAMURTHY;
XIE; SCHUETZ, 2007). Apés ao oxidacdo do ferro, rapidamente este mineral € ligado a
proteina de transporte plasmatica, a transferrina, a qual carrega o ferro até as células que
expressam receptores da transferrina, evitando lesdes endoteliais (ANNIBALE; CAPURSO;
DELLE FAVE, 2003).



22

Dentro do enterdcito, o ferro pode ser estocado como ferritina ou ser transportado para
a corrente sanguinea através da membrana basolateral. Este processo é determinado conforme
a requisicao absortiva dos enterocitos. Em condi¢es onde ha uma deficiéncia de ferro ou
qguando ocorre um aumento na producao de eritrdcitos, as células da mucosa sintetizam pouca
ferritina e o ferro absorvido pela célula fica disponivel para o transporte através da membrana
basolateral (SRAI; BOMFORD; MCARDLE, 2002).

No organismo humano o ferro € distribuido conforme necessidade local; assim, este
mineral pode ocupar diferentes compartimentos em quantidades diferentes, mas estes locais
sempre permanecem interligados para que tenha uma homeostase corporal de ferro adequada
(GROTTO, 2010).

O compartimento funcional é o que contém a maior quantidade de ferro corporal com
cerca de 69% do ferro corpdreo total encontrado principalmente nas moléculas de hemoglobina.
O segundo maior compartimento é o de estoque, composto por cerca de 30% do ferro corporal,
armazenado em forma de ferritina e/ou hemossiderina. Interligado a estes compartimentos
encontra-se o terceiro compartimento - o de transporte, responsavel por transportar o ferro
corporal presente no plasma. Neste compartimento o ferro é encontrado ligado a transferrina ou
a receptores presentes nas membranas das células (SRAI; BOMFORD; MCARDLE, 2002).

Estes compartimentos podem ser avaliados separadamente através de exames
laboratoriais, muitos dos quais sdo disponiveis e acessiveis na rotina laboratorial. Estes testes
sdo capazes de avaliar se existe algum distarbio no metabolismo do ferro e qual compartimento
estd sendo afetado: a) compartimento de estogue, avaliando a quantidade de ferro estocado no
organismo; b) compartimento transporte, avaliando a capacidade de transporte do ferro; e c)
compartimento funcional de ferro, avaliando sintese de eritrocitos conforme a disponibilidade
de ferro para a eritropoiese.

Quando ocorre uma deficiéncia de ferro corporal, os compartimentos sdo em geral
afetados na sequéncia, primeiramente ocorre uma diminuicdo nos niveis de ferro no
compartimento de estoque, seguida de uma deficiéncia no compartimento de transporte e por
fim uma reducdo no compartimento funcional (GROTTO, 2010).

Manter o controle da homeostase de ferro no hospedeiro é fundamental principalmente
qguando ocorre uma interacdo entre patdgeno-hospedeiro, devido a competicdo por este
micronutriente. Durante os processos infecciosos, alguns mecanismos da imunidade inata do
hospedeiro limitam a disponibilidade de ferro aos microrganismos invasores, estratégia que
atua limitando a multiplica¢&o de microrganismo patogénicos (HENTZE; MUCKENTHALER,;
ANDREWS, 2004).
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Em resposta imunoldgica contra os patdgenos, as células do sistema imunitario
sintetizam diversas citocinas tais como interferon gama (IFN-y), fator de necrose tumoral alfa
(TNF-0) e interleucina 1 (IL-1) que atuam na eliminacao do patégeno (APPELBERG, 2006) e
influenciam na disponibilidade de ferro circulante.

Além disso, o reconhecimento de agentes agressores pelo hospedeiro leva a ativagdo das
células fagocitarias, tais como macréfagos e neutréfilos. Ao serem fagocitados por estas células,
0s microrganismos podem encontar niveis baixos de ferro no citosol, mecanismo de defesa do
hospedeiro que é o resultado da producéo de citocinas pro-inflamatdrias que atuam na superficie
das células fagocitarias, inibindo o receptor da transferrina presente na membrana das células e
estimulando a expressdo da proteina transportadora, conhecida como proteina 1 de macréfago
associada a resisténcia (Nramp 1) (APPELBERG, 2006). Este transportador esta presente nas
membranas de vesiculas lisossomiais de macrofagos e em granulos terciarios de neutrofilos.
Durante o processo de fagocitose a Nramp 1 € recrutada para a membrana do fagossomo e,
devido a sua alta afinidade com o ferro ferroso (Fe?"), esta proteina transporta o ferro do
fagossomo para o citosol da célula, onde é armazenado pela ferritina (GRUENHEID et al.,
1997).

Também em resposta do organismo frente as infecces, ha liberacdo de algumas
citocinas, tais como interleucina 1 (IL-1) e interleucina 6 (IL-6) que estimulam as células
hepéticas a sintetizarem um importante peptideo, a hepcidina, responsavel pela regulacdo do
ferro no hospedeiro, inibindo a absorcéo e a liberacdo de ferro pelas células, levando a reducéo
do ferro circulante (LEE et al., 2005; NEMETH, 2004).

Na PCM, apesar de todos os mecanismos de defesa do organismo hospedeiro na
privacdo de ferro para inibir o crescimento do fungo, ele consegue criar estratégias de evasdo
da defesa imunitaria do hospedeiro e consegue captar o ferro para seu crescimento e sua
disseminacdo. Dentre estas estratégias incluem a producdo e captacdo de siderdforos, a
utilizagfo da via redutiva e a captacdo do ferro através do grupo heme (SILVA-BAILAO et al.,
2014).

1.4 Hepcidina

A hepcidina, primeiramente denominada como proteina antimicrobiana 1, expressa no
figado (LEAP-1), é um peptideo composto por 20 a 25 amino&cidos, com predominio de
cisteina, sintetizado principalmente pelos hepatocitos. Foi demonstrada a sua atividade em

inibir o crescimento de bactérias Gram-positivas como Bacillus megaterium, bactérias Gram-
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negativas como Neisseria cinerea e de levedura como Saccharomyces cerevisiae (KRAUSE
et al., 2000).

Posteriormente, este mesmo peptideo foi detectado na urina humana, também com acéo
antimicrobiana e devido a sua sintese ser predominantemente nas células hepaticas, 0s
pesquisadores denominaram este peptideo de hepcidina. Além da atividade inibitoria contra
bactérias, 0s autores mostram que este peptideo também apresenta atividade antifangica contra
Aspergillus fumigatus e Aspergillus niger (PARK et al., 2001).

Além da atividade antimicrobiana, outros estudos demonstram que a hepcidina
circulante também atua na regulacdo das concentragdes plasméticas do ferro no organismo
hospedeiro em vaérias condi¢des fisiopatoldgicas, podendo aumentar ou diminuir a liberacdo de
ferro das células do sistema mononuclear fagocitario (GANZ, 2003; NICOLAS et al., 2002).

A regulacdo da hepcidina pode ocorrer em situacfes em que ha excesso de ferro no
organismo ou durante processos inflamatérios/infecciosos, que estimulam a resposta inume a
liberar interleucinas como a interleucina-6 (IL-6) e a interleucina-1p (IL-1p). Estudos
mostraram que IL-6 age diretamente nos hepatocitos estimulando a sintese de hepcidina (LEE
et al., 2005; NEMETH et al., 2004). Niveis elevados de hepcidina inibem a liberacdo de ferro
pelos macrofagos e pelos enterdcitos e a absorcéo de ferro pelas células intestinais. Isso leva a
uma diminuicdo de ferro ligado a proteina de transporte, transferrina, que consequentemente
diminui a eritropoiese induzindo a anemia da inflamacdo (NICOLAS et al., 2002; PIGEON et
al., 2001). Este processo ocorre quando a hepcidina liga-se a ferroportina, formando um
complexo e inativando a ferroportina com a sua degradacdo. Consequentemente, 0s niveis
séricos de ferro diminuem no organismo. O ferro que ndo é exportado dos enterdcitos e, ou dos
macrofagos para o plasma, ficara armazenado no citosol em forma de ferritina, podendo levar
a uma sobrecarga de ferro nestas células. Em contraste, quando no organismo ha uma
diminuicdo de ferro, seja devido a uma anemia ou hipoxemia, a sintese de hepcidina € inibida,
favorecendo a absorcao de ferro pelos enterécitos e, ou a reciclagem de ferro pelos macréfagos
e a saida do ferro destas células. Portanto, a ferroportina é o receptor da hepcidina e a interacdo
hepcidina-ferroportina controla os niveis de ferro nos enterdcitos, hepatdcitos e macréfagos,
sendo elemento chave para a regulacdo de ferro corpéreo (NEMETH, 2004; NICOLAS et al.,
2002).

Sabe-se que, na PCM, diversas alteracGes sistémicas ocorrem no organismo dos
pacientes, que podem se refletir na celularidade sanguinea e no metabolismo do ferro. Neste
contexto, hemograma, ferritina e ferrograma, sdo exames simples, acessiveis e de baixo custo

que auxiliam no manejo clinico de diversas doencas infecciosas, na avaliagdo diagnostica e, ou
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de gravidade. No entanto, pouco se conhece sobre as alteraces nesses exames na forma crénica
da PCM e para contribuir com o conhecimento da dindmica das células hematoldgicas, bem
como das alteragdes do metabolismo do ferro, apresentamos trés estudos com pacientes na
forma crénica da PCM antes do tratamento e no processo de cura. Esses estudos poderdo
contribuir para o melhor monitoramento e seguimento terapéutico de pacientes com esta micose

sistémica.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Analisar e interpretar os aspectos hematol6gicos, bem como o metabolismo do ferro em
diferentes compartimentos e o papel da hepcidina em pacientes com PCM cronica durante o

processo de cura.

2.2 Especificos

Para atender o objetivo geral foram propostos o0s seguintes objetivos especificos:

a) Avaliar a dindmica das células do sangue periférico através do hemograma e analisar
parametros de imaturidade celular em pacientes com PCM cronica, antes e durante o
tratamento;

b) Analisar os diferentes compartimentos de ferro em pacientes com PCM cronica e
correlacionar com a atividade inflamatoria sistémica;

c) Analisar os niveis de hepcidina sérica em pacientes com PCM crdnica antes e depois

do tratamento e correlacionar com a atividade inflamatoria.
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Artigo 1 - Andlise e interpretacio do hemograma no tratamento da

paracoccidioidomicose cronica

Resumo

Micose sistémica prevalente no Brasil, a paracoccidioidomicose (PCM) leva a alteragdes
hematoldgicas que ocorrem como uma resposta do organismo hospedeiro frente ao agente
infeccioso durante o processo inflamatdrio. Anemia, leucocitose, eosinofilia e linfocitose, tem
sido relatado principalmente na forma aguda/subaguda da PCM. Com o objetivo de avaliar o
hemograma de pacientes com PCM cronica antes do inicio e durante diferentes estagios do
tratamento, realizou-se um estudo com pacientes de um hospital universitario atendidos no
periodo de 2013 a 2021. Foram incluidos pacientes com o diagnostico confirmado da forma
crénica da PCM. Durante o seguimento ambulatorial de rotina, hemograma completo e proteina
C reativa (PCR) foram realizados em diferentes estagios do tratamento: antes do tratamento
(EOQ), entre o inicio do tratamento e ap6s a melhora clinica (E1), em cura clinica (E2) e cura
sorologica (E3). Na analise estatistica, o teste t pareado ou teste Wilcoxon e o teste ANOVA
ou Friedman foram utilizados para a comparacao de dois ou mais estagios, respectivamente.
Para as varidveis categoricas, o teste Q de Cochram e teste McNemar foram usados para a
associacdo entre todos os estagios ou entre dois estagios, respectivamente. O nivel de
significancia estabelecido foi de p<0,05. Participaram do estudo 62 pacientes, com média de
idade de 54,3 (DP 6,9) anos e a maioria dos participantes eram homens (96,8%). Na analise
hematoldgica, antes do tratamento, as principais alteracfes observadas foram anemia (45,2%),
classificada em normocitica e normocrémica (33,9%), monocitose (38,7%) e leucocitose
(17,7%). Entre o inicio do tratamento e desaparecimento dos sinais e sintomas, verificou-se
uma reducdo no numero de pacientes com anemia, monocitose e neutrofilia. Também foi
observado aumento significativo da hemoglobina (Hb) e reducdo de leucdcitos, mondcitos,
neutrofilos e plaquetas. Das variaveis analisadas, anemia e PCR elevada foram mais frequentes
nos casos graves da PCM do que nos casos leves ou moderados. Conclui-se que a PCM crénica
induz alteracGes hematoldgicas, principalmente na série vermelha, porém estas alteracdes ndo
sdo tdo intensas. Ressalta-se a monocitose como uma alteracao frequente, o que reflete o papel
dos mondcitos na resposta imunolégica inata quanto na adquirida frente a PCM.

Palavras-chave: Anemia; Hemograma; Leucocitose; Monocitose; Paracoccidioidomicose.

(Manuscrito a ser submetido para publicacao)
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Introducéo

Paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica endémica na América Latina e
seu agente etioldgico séo fungos do género Paracoccidioides (MENDES et al., 2017). O Brasil
é considerado o centro endémico dessa doenca, sendo esta apontada como a oitava causa de
Obito por doenca infecciosa cronica no pais (COUTINHO et al., 2002).

A infeccdo acomete primariamente os pulmdes e a partir deste sitio pode se disseminar
por via linfatica e hematogénica para quaisquer outros 6rgdos. Na maioria dos individuos que
inalam o fungo, a evolucdo da infecgdo é contida e o adoecimento dependerd do tamanho do
inéculo, da patogenicidade e da viruléncia do fungo, assim como da resposta imunoldgica e de
possiveis fatores genéticos (LONDERO, 1986).

A PCM pode ser classificada nas formas aguda/subaguda (FA) e cronica (FC). A FA é
conhecida como a forma juvenil, pois acomete criangas, jovens e adultos de ambos 0s sexos
com menos de 30 anos. A FC ou do adulto, afeta individuos adultos maiores de 30 anos,
geralmente do sexo masculino e com quadro clinico prolongado (MENDES et al., 2017), sendo
considerada a forma mais comum na prética clinica, responsavel por 75% a 90% dos casos
(BELLISSIMO-RODRIGUES et al., 2013; MATOS et al., 2012; PANIAGO et al.,2003).

As interacOes parasita-hospedeiro na PCM e as consequentes respostas inflamatérias do
organismo podem levar a alteracdes das células hematoldgicas, tais como anemia, leucocitose
e eosinofilia (PEREIRA et al., 2004). Achados sdo mais relatados na forma aguda e subaguda
da doenca.

Poucos estudos sobre células sanguineas na PCM cronica, tém sido descritos e revelam
alteragbes no nimero de eritrocitos, hemoglobina (DE OLIVEIRA CUSTODIO et al., 2019)
bem como alteracbes das subpopulacdes de mondcitos e linfocitos em pacientes ndo tratados
(DOEDENS et al., 2013; VENTURINI et al., 2014; XU et al., 2016).

O hemograma é um exame simples, realizado na rotina da maioria das unidades de saude
e importante no manejo clinico das doencas infecciosas. E € fundamental para elucidar se a
medula dssea estd desempenhando corretamente suas fungdes com producdo e diferenciacéo
celular adequadas, a gravidade do quadro, e a resposta ao tratamento.

Com vistas a contribuir com o conhecimento sobre as alteracbes das ceélulas
hematologicas na forma cronica da PCM e no monitoramento do tratamento, o estudo avaliou
0 hemograma desses pacientes antes do inicio e durante diferentes estagios do tratamento.

Pacientes e métodos
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Aspectos éticos
Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (CEP - UFMS) (nimero CAAE

21534919.2.0000.0021). Todos os participantes assinaram consentimento informado.

Desenho, local e periodo de estudo

Este foi um estudo prospectivos, quantitativo, epidemioldgico, observacional, avaliando
parametros hematoldgicos de pacientes com PCM cronica antes do inicio do tratamento e
durante o processo de cura.

Este estudo foi desenvolvido no ambulatério de micoses sistémicas da Unidade de
Doencas Infecciosas e Parasitarias do Hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossian
(UNIDIP-HUMAP), da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (HU-UFMS), em Campo

Grande/MS, com pacientes diagnosticados entre 0s anos de 2013 a 2021.

Pacientes
Critérios de Incluséo e Excluséo

Foram incluidos individuos de ambos os sexos, com PCM na forma crénica, e excluidos
0s que ndo tinham exames hematoldgicos antes do inicio do tratamento, os que ndo tinham
nenhum outro exame hematolégico de seguimento e os que tinham outras condi¢cdes médicas
gue pudessem anemia tais comoinfeccdo pelo HIV, tuberculose neoplasia, doenca autoimune

ou doenca renal cronica.

Definigdo de caso

Foi considerado caso de PCM, pacientes com manifestacdes clinicas sugestivas e um
dos  seguintes: a) identificacio de formas tipicas de leveduras do
género Paracoccidioides spp. em amostras clinicas no exame micoldgico direto, cultura ou
histopatoldgico; b) deteccdo de anticorpos especificos no soro pelo teste de imunodifusédo em

gel de agar duplo (IDD).

Dados clinicos e demograficos

Dados clinicos foram obtidos de um protocolo padronizado preenchido no primeiro
atendimento de cada paciente e em seu seguimento. Dados relacionados a sexo, idade, histérico
da ocupacao profissional, habitos de vida e as informagdes clinicas como a gravidade da doenca

e o tratamento antifungico instituido foram sistematicamente coletadas durante o atendimento.
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A PCM foi classificada em leve, moderada ou grave, conforme descrito abaixo.

Forma leve: foram aqueles que apresentavam uma diminuicdo de indice de massa
corporal (IMC) menor que 5% do habitual e 0 acometimento de um ou poucos 6rgaos, ou
tecidos sem alteragdes funcionais.

Forma grave: foram aqueles que envolveram trés ou mais dos seguintes critérios: a)
perda de IMC igual ou superior a 10%; b) comprometimento pulmonar intenso; c)
comprometimento de outros érgdos, tais como glandulas adrenais, sistema nervoso central e
0ssos; d) presenca de aumento de linfonodos em multiplas cadeias na forma pseudotumoral
superficial ou profunda (> 2,0 cm de didmetro, sem supuracdo) ou na forma supurativa; e)
presenca de anticorpos com titulos elevados.

Forma moderada: Foram aqueles casos intermediarios entre formas leves e graves
(MENDES et al., 2017).

Os dados laboratoriais foram obtidos em quatro diferentes estagios do tratamento no
seguimento ambulatorial de rotina:

EO — antes do tratamento;

E1 —apds melhora clinica;

E2 — cura clinica (desaparecimento de sinais e sintomas);

E3 - cura sorologica (sorologia negativa pelo método de imunodifusdo dupla,
sustentada por 6 meses); ou pelo menos seis meses de cura clinica nos pacientes com soro nao
reagente.

Os critérios de cura clinica e soroldgica utilizados foram os definidos previamente por
(MENDES et al., 2017).

Procedimentos

Durante os estagios da doenca os pacientes foram submetidos aos seguintes exames.

1) Hemograma, determinado pelo equipamento hematolégico da Série-XN 3000
(Sysmex Corporation, Kobe, Japan);
Parametros de imaturidade celular do hemograma foram realizados apenas nos
pacientes incluidos apds 2017, ano em que o software foi incluido no equipamento
hematoldgico e estava disponivel para ser utilizado.
Dentre estas células imaturas quantificadas estdo os granulocitos imaturos (1G) que
englobam a contagem de mielécitos, metamielécitos e promieldcitos; o conteudo de
hemoglobina de reticuldcitos (Ret-He) o qual é utilizado para avaliar a deficiéncia

funcional de ferro, ou seja, avalia a incorporacdo de ferro na producdo da
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hemoglobina; a fracdo de reticuldcitos imaturos (IRF) que avalia a producdo de
reticulécitos e o indice de plaquetas reticuladas (IPF) que auxilia na avaliagdo da

trombopoiese.

2) Proteina C-Reativa (PC-R) pelo método imunoturbidimétrico (Cobas 600 Analyzer
E501) do HUMAP/UFMS. Valores de referéncia: 0 a 5,0 mg/L.

Os parametros analisados e os valores considerados normais pelo fabricante estdo

descritos no Quadro 1.
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Quadro 1 —Pardmetros hematoldgicos analisados e valores de normalidade fornecidos pelo

fabricante.

Parametros hematoldgicos analisados

Valores de referéncia fornecido pelo
fabricante

Parametros da série vermelha
Contagem total de eritrocitos
Hemoglobina (Hb)

4.5 a 5,9 milhdes/mm3
13,5to0 17 g/dL

Hematdcrito (Ht) 41 a53%
Volume corpuscular médio da hemoglobina 82 a 97 fL
(VCM)

Concentracdo média de hemoglobina (HCM) 25a 34 Pg
RDW- CV 11,52 15,0 %
RDW -SD 42,5+3,5 fL
Parametros da série branca

Contagem total de leucdécitos 4500 a 11000/mm3
Neutrofilos 1845 a 8470/mm3
Linfocitos 990 a 4840/mm3
Mondcitos 45 a 880/mm3
Eosinofilos 45 a 880/mm3
Basofilos 0 a220/mm?3

Parametro Plaquetario

Plaquetas

150 a 450 mil/mm3

Parametros de imaturidade celular
Granuldcitos imaturos (1G)%; (IG)#
Reticuldcitos (Ret)%

Conteudo de hemoglobina de reticulécitos
(Ret-He)

Fracdo de reticuldcitos imaturos (IRF)

0a0,6%: 0a0,06 x10%/uL
0,5a2,5%
28 a 36 Pg

1,6 2 10,5%

Fonte: (PEKELHARING et al., 2010).

Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada no software Jamovi (Version 1.6) para Windows (THE

JAMOVI PROJECT, 2021). Para determinar se as variaveis continuas estavam distribuidas de

acordo com a distribuigdo normal, utilizou-se o teste Shapiro-Wilk. Os dados que seguiram uma
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distribuicdo normal foram apresentados como média + desvio padrdo (DP). Os dados que ndo
seguiram distribuicdo normal foram apresentados como mediana e primeiro e terceiro quartis
[Q1;Q3]. Utilizou-se do teste ANOVA e/ou Friedman para comparacéo das variaveis continuas
entre os diferentes estagios (EO, E1, E2 e E3). Foi aplicado o teste t de student ou Wilcoxon W
para a comparacdo das variaveis continuas em dois estagios (EO vs. E2) quando houve
distribuicdo normal ou ndo normal, respectivamente. Nas variaveis categoricas utilizou o teste
Q de Cochram entre os diferentes estagios e teste McNemar para a associacdo entre dois
estagios EO e E2.

Para analise de variaveis categoricas e numéricas em uma Unica amostra, utilizou-se o
teste de proporcdo e teste t para uma amostra, respectivamente. O valor esperado para as
varidveis categoricas eram iguais para cada subtipo.

Para todos os testes foi adotado como nivel de significancia valores de p < 0,05.

Resultados

Foram diagnosticados 88 pacientes com a forma cronica da PCM entre o periodo de
maio de 2013 a fevereiro de 2021, com uma média de 7,8 casos novos por ano. Desse total, 26
pacientes foram excluidos conforme os critérios ja citados e 62 pacientes participaram do estudo
(Figura 1).
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Figura 1 — Fluxograma da selecdo de participantes com paracoccidioidomicose na forma
crénica no periodo de 2013 a 2021.

Pacientes elegiveis
PCM cronica
Maio/2013-Fev/2021
(n=88)

Excluidos (n = 26):

_‘- Neoplasias (n = 02)
* Tuberculose e/ou Aids (n = 10)
* Sem hemograma (n = 14)

‘Pacientes incluidos

(n=62)
LEbmzaa
E1(n=56)
EE2m=5a

UE3m=3a

Quase todos os pacientes eram homens (n = 60; 96,8%), com média de idade de 54,3
(DP 6,9) anos, lavradores ou ex-lavradores (n = 55; 90,2%), tabagistas ou ex-tabagistas (n = 58;
93,5%), e com gravidade moderada (n = 37; 59,7%) (Tabela 01).
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Tabela 1 — Pacientes com forma cronica da paracoccidioidomicose segundo as variaveis socio-
demograficas atendidos no Hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossian entre 2013 e
2021 (n = 62)

Variaveis n (%) IC 95% p
Sexo <0,001
Masculino 60 (96,8) 88,8 99,6
Feminino 02 (3,2) 0,4 11,2

Idade * 54,3 (6,9) 52,6 56,1 <0,001
Atividade Rural <0,001
Sim' 55 (88,7) 78,1 95,3

Nunca 06 (9,7) 3,6 19,8
Ignorada’ 01 (1,6) 0,0 8,6

Uso de Tabaco <0,001
Regular 51 (82,3) 70,5 90,8
Ex-tabagista 07 (11,3) 4,6 21,9

Nunca 04 (6,5) 1,8 15,7
Gravidade da PCM <0,001
Moderada 37 (59,7) 46,5 72,0

Grave 17 (27,4) 16,8 40,2

Leve 08 (12,9) 57 23,8
Antifungico 0,042
Itraconazol 39 (62,9) 49,7 74,8
Cotrimoxazol 23 (37,1) 25,2 50,3

IC: intervalo de confianca; n: nimero de pacientes; *média (desvio padrdo -DP); Atividade rural: Sim*: individuos
que realizassem trabalho rural no presente, ou no passado; 'Ignorada: ndo entrou na anlise estatistica; teste
estatistico: Teste de proporcao; Teste t para uma amostra

O hemograma dos pacientes foi acompanhado durante o processo de cura da doenga, ou
seja, em quatro diferentes estagios. No entanto, nem todos os pacientes conseguiram atingir
todos os estagios. Notou-se que o tempo mediano para que 0s pacientes atingissem o estagio 1
foi de dois meses [Q1; Q3: 1; 3]. Para aqueles que alcangaram o estagio 2, o tempo mediano foi
de 5 meses [Q1; Q3: 4; 8,5], e, para aqueles que atingiram o estagio 3, a mediana de tempo foi
de 16 meses [Q1; Q3: 13; 25].
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Os resultados mostraram que 84,0% dos individuos com PCM em EO (n = 62) (antes do
tratamento) apresentaram algum tipo de alteragdo nos indices hematologicos.

Série vermelha

Ao analisar os parametros da série vermelha antes do tratamento (EO; n = 62), 58,1%
dos pacientes apresentaram pelo menos uma alteracdo nessa série.

A anemia foi observada antes do tratamento (EO; n = 62) em 28 (45,2%) pacientes
(Tabela 2) e destes, 21 (75,0%) apresentaram anemia classificada como normocitica e
normocrémica.

Ao acompanhar o processo de cura em pacientes avaliados em todos os estagios, EO a
E3, n = 29, notou-se que a quantidade de individuos com anemia apresentou uma tendencia a
reduzir (Tabela 3). No entanto uma reducdo significativa pode ser observada entre EO e E2
(Tabela 4).

Os valores das medidas centrais da maioria dos parametros da série vermelha
aumentaram ap6s a administracdo de antifangico (Tabela 5 e Tabela 6).

Em relacdo aos parametros de imaturidade celular incluidos ao hemograma, que avaliam
as células imaturas, na série vermelha foram analisados: reticulécitos (RET); fracdo de
reticulécitos imaturos (IRF) e contetdo de hemoglobina de reticulécitos (RET-He). Em doze
pacientes e em apenas dois estagios da doenca essas varidveis foram analisadas e notou-se que
os valores médios do RET-HE antes do tratamento foram mais baixos em relacdo ao E2 (Tabela
7).

Série branca e indice plaquetario

Ao analisar os parametros da série branca na fase EO (n = 62) da doenca, 80,6% dos
pacientes apresentaram pelo menos uma alterag@o neste parametro. Observou-se a presenca de
leucocitose, monocitose, eosinofilia, neutrofilia e uma linfopenia em alguns pacientes antes do
tratamento (Tabela 2).

No decorrer do processo de cura da PCM, incluindo 29 pacientes avaliados de EO a E3,
as frequéncias das alteragdes em células brancas ndo se modificam significativamente (Tabela
3). No entanto, entre o inicio do tratamento e desaparecimento dos sinais e sintomas (EO vs E2,
n = 55), verificou-se reducdo no nimero de pacientes com neutrofilia e monocitose (Tabela 4).
Entre estes dois estagios, observa-se também, reducdo de leucocitos, mondcitos e neutrofilos
(Tabela 6).
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Na analise das células imaturas observou-se uma reducéo significativa no percentual
de 1G entre os estagios antes do tratamento (EO) e na cura clinica (E2) em 12 pacientes (Tabela
7).

Plaquetose esteve presente em 9,7% dos pacientes antes do tratamento (EO, n = 62). Ao
acompanhar o processo de cura em pacientes avaliados em todos dos estagios, EO a E3, n = 29,
notou-se que a quantidade de individuos com plaquetose teve uma tendéncia a reduzir (Tabela
3).

Observou-se uma diminuicdo significativa no nimero de plaquetas apos iniciar o
tratamento, ainda que tenham permanecido dentre a faixa de valores de normalidade. (Tabela
5 e Tabela 6).

Tabela 2 - Numero e percentual de individuos com alteracbes hematol6gicas antes do
tratamento (n=62) paracoccidioidomicose cronica.

Variaveis n (%)
Anemia* 28 (45,2)
Leucopenia # 03 (4,8)
Leucocitose # 11 (17,7)
Neutropenia # 02 (3,2)
Neutrofilia # 08 (12,9)
Monocitose # 24 (38,7)
Eosinofilia # 06 (9,7)
Linfopenia # 06 (9,7)
Linfocitose # -
Plaquetose # 06 (9,7)

EO — antes do tratamento; * Anemia: valores de hemoglobina <13,5 g/dL;(#) valores absolutos; (%) valores
relativos; (-) ndo houve alteracéo.



44

Tabela 3 — NUmero e percentual de pacientes com alteracbes hematologicas nos diferentes
estagios da paracoccidioidomicose cronica.

Variaveis EO (n=29) E1(n=29) E2(n=29) E3(n = 29) p
n (%o) n (%) n (%o) n (%o)

Anemia* 08 (27,6) 06 (20,7) 06(20,7) 03(10,3) 0,063
Leucopenia # 01 (3,4) 01 (3,4) 01 (3,4) 02 (6,9) 0,845
Leucocitose # 06 (20,7) 05 (17,2) 06 (20,7) 05(17,2) 0,940
Neutropenia # 01 (3,4) 02 (6,9) 02 (6,9) 03(10,3) 0,261
Neutrofilia # 03 (10,3) 01 (3,4) 01 (3,4) 04 (13,8) 0,234
Monocitose # 11 (37,9) 06(20,7) 04 (13,8) 07 (24,1) 0,059
Eosinofilia # 03 (10,3) 05 (17,2) 04 (13,8) 04 (13,8) 0,634
Linfopenia # 01 (3,4) - 03 (5,4) 01(3,0) 0,392
Linfocitose # - - - - -
Plaquetose # 03 (10,3) 01 (3,4) - - 0,066

EO — antes do tratamento; E1- entre o inicio do tratamento e apds a melhora clinica; E2 — cura clinica; E3 — cura
soroldgica; * Anemia: valores de hemoglobina <13,5g/dL; # valores absolutos; n: nimero de individuos; %:
porcentagem; (-) ndo houve alteracéo; teste estatistico: teste Q de Cochran.
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Tabela 4 — NUmero e percentual de pacientes com alteragdes hematoldgicas antes do tratamento
e em cura clinica da paracoccidioidomicose crénica.

Variaveis EO (n =55) E2(n = 55) p
n (%) n (%)

Anemia* 21 (39,2) 11(20,0) 0,008
Leucopenia # 03 (5,5) 04 (7,3) 0,564
Leucocitose # 11 (20,0) 08 (14,5) 0,366
Neutropenia # 02 (3,6) 03 (5,5) 0,317
Neutrofilia # 08 (14,5) 01 (1,8) 0,020
Monocitose # 22 (40,0) 09 (16,4) 0,003
Eosinofilia # 05 (9,1) 05 (9,1) 1,000
Linfopenia # 05(9,1) 03 (5,5) 0,414
Plaquetose 05(9,1) - -

EO — antes do tratamento; E2 — cura clinica; *Anemia: valores de hemoglobina <13,5 g/dL # valores absolutos; n:
namero de individuos; %: porcentagem; teste estatistico: Teste McNemar.
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Tabela 5 — Dindmica dos parametros hematoldgicos de pacientes com a forma crénica da
paracoccidioidomicose durante o processo de cura.

Variaveis EO (n =29) El(n=29) E2(n =29) E3(n =29) p
média (DP) média (DP) média (DP) média (DP)
ou ou ou ou
mediana mediana mediana mediana
[Q1;Q3] [Q1;Q3] [Q1;Q3] [Q1-Q3]
Série vermelha
Eritrocitos 0,101
) 4,7 (0,5) 4,8 (0,5) 4,8 (0,5) 4,9 (0,6)
milhdes/mm3
Hb g/dL 13,9 (1,6)? 14,2 (1,3)® 14.5 (1,5)* 15,0 (1,5)¢ <0,001
Ht % 41,8 (4,2)? 42,5 (3,8)* 43,5 (4,3) 44,6 (4,9 <0,001
VCM fL 89,3 (4,9)? 89,5 (4,8)® 90,7 (4,4)* 91,6 (4,2)° <0,001
HCM pg 29,6 (2,1)? 29,8 (1,8)® 30,3 (1,7)* 31,0 (2,0° <0,001
CHCM g/dL 33,2(1,2) 33,3(1,0) 33,4(1,1) 33,8 (1,4) 0,109
RDWsd* fL 47,5 (6,1) 49,9 (5,6) 48,4 (4,8) 46,7 (5,1) 0,352
RDWcv* % 14,1(1,3) 14,7 (1,3) 14,0 (1,4) 13,5 (1,3) 0,147
Série Branca
Leucdcitos/mm? 8694 (2626) 88098 (2701) 7830 (2253) 8526 (3785) 0,200
Neutréfilos/mm? 5299 (2082) 4566(1838) 4486(1750)] 4496(3238) 0.194

Linfocitos/mm3 1956 [1582;2548] 2135[1648;2630] 2113[1654;2653] 1995[1544;2554]  0.338
Mondcitos/mm? 718[565;953]*  717[367;829]* 549[420;771]>* 550 [515;813]¢ 0,004
Eosindfilos/mm® 229 [72,7,681] 357 [143;565] 196 [147;622] 234 [102;455] 0,661

Bastfilos/mm? 00[0,0:63,7] 00[0,0;63,0] 44,4[0,0:76,0] 0,0][0,0:64,0] 0,761
NLR 2,5[1,6:3,2] 2,1 [1,6:2,6] 2,1[1,5:32]  21[1530] 0,392
MLR 0,4(0,3) 0,3(0,1)° 0,3 (0,1)° 0,3(0,1)° 0,003
indice plaquetario

Plaguetas 337 (150)° 270 (70,9)>¢ 257 (65,5) 250 (61,0)° <0,001
mil/mm?

PLR 02[0,1:02]*  0,1[0,1-0,2]*®  0,1[0,1;:0,1]¢  0,1[0,1;0,1]¢ 0,002

*Avaliado em 07 pacientes; DP: desvio padrdo; Q1: primeiro quartil; Q3: terceiro quartil Hb: hemoglobina; Ht:
hematécrito; VCM: volume corpuscular médio da hemoglobina; HCM: concentracdo média de hemoglobing;
CHCM: concentracdo da hemoglobina corpuscular média; RDWsd: amplitude de distribuicdo dos eritrdcitos-
expresso como desvio padrdo ; RDWcv: amplitude de distribuicdo dos eritrécitos — expresso como coeficiente de
variacdo; NLR: razdo neutrdfilo/linfocito; MLR: razdo de mondcito/linfdcito; PLR: razdo de plaqueta/linfocitos;
EO — antes do tratamento; E1- entre o inicio do tratamento e ap6s a melhora clinica; E2 — cura clinica; E3 — cura
soroldgica. Testes estatisticos: teste Anova — post hoc (Tukey), teste Friedman — post hoc (Durbin-conover). Letras
diferentes indicam diferenca estatistica entre os estagios; entanto letras iguais ou auséncia de letras indicam
auséncia de diferengas.
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Tabela 6- Comparacdo das varidveis hematoldgicas de pacientes com a forma cronica da
paracoccidioidomicose antes do tratamento e em cura clinica.

Variaveis EO E2 p
Média (DP) Média (DP)
Mediana [Q1;0Q3] Mediana [Q1;Q3]
Série vermelha
Eritrécitos 4,6 (0,6) 4.8 (0,5) <0,001
milhdes/mm?
Hb g/dL 13,7 [12,1;14,9] 14,6  [13,6;15,6] <0,001
Ht % 42,1 [36,8;45,6] 44,2 [40,5;47,2] <0,001
VCM fL 89,2 (5,1) 90,8 (4,7 0,003
HCM pg 29,4 (2,1) 30,3 (2,0) <0,001
CHCM g/dL 33,0 (1,2 334 (1,1) 0,007
RDWsd fL* 47,0 (5,4) 47,3 (4,6) 0,770
RDWecv %* 14,2 [13,6;15,5] 14,0 [13,1;14,8] 0,465
Série Branca
Leucécitos/mm? 8200 [7000;10230] 7460 [6380;8885] 0,007
Neutréfilos /mm? 5062 [4199;6337] 4422 [3350;5491] 0,002
Linfdcitos /mm3 2091 (832) 2225 (766) 0,146
Mondcitos /mm? 718 [525;990] 548 [423;787] <0,001
Eosinofilos /mm?® 222 [79,5;448] 224 [130;430] 0,897
Basdfilos /mm?3 0,00 [0,0;59,1] 0,0 [0,0;72,3] 0,071
NLR 2,6 [1,8;3,5] 2,0 [1,5;3,2] 0,004
MLR 0,4 [0,2;0,5] 0,3 [0,2;0,4] <0,001
indice plaquetario
Plaquetas mil/mm? 322 [259;403] 263 [220;303] <0,001
PLR 0,2 [0,1;0,3] 0,1 [0,1;0,2] <0,001

DP: desvio padrdo; Q1: primeiro quartil; Q3: terceiro quartil Hb: hemoglobina; Ht: hematdcrito; VCM: volume
corpuscular médio da hemoglobina; HCM: concentragdo média de hemoglobina; CHCM: concentracdo da
hemoglobina corpuscular média; RDWsd: amplitude de distribui¢do dos eritrocitos- expresso como desvio padrao;
RDWocv: amplitude de distribuicdo dos eritrocitos — expresso como coeficiente de variacdo; NLR: razdo
neutrofilo/linfocito; MLR: razdo de mondcito/linfocito; PLR: razdo de plaqueta/linfocitos; E0 — antes do
tratamento; E2 — cura clinica. Teste estatistico: teste Wilcoxon W, ou T student pareado. *Estudo de 22 pacientes
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Tabela 7 — Comparacdo dos pardmetros de imaturidade celular do hemograma antes do
tratamento (EO) e na cura clinica (E2), em 12 pacientes com a forma cronica da

paracoccidioidomicose.

Variaveis EO (n=12) E2(n=12) p
média (DP) média (DP)
mediana [Q1;Q3] mediana [Q1;Q3]
IG (x10%uL) 0,0 [0,0;0,1] 0,0 [0,0;0,1] 0,756
IG (%) 0,5[0,3;0,7] 0,2 [0,0;0,3] 0,037
RET (%) 1,3 (0,6) 3,3(8,1) 0,942
IRF (%) 6,8 (2,8) 7,0 (4,0) 0,441
RET-HE (Pg) 31,4 (3,0) 33,5 (1,7) 0,016
IPF (%) 31,6 [29,5;33,9] 33,7 [32,8;34,3] 0,056

DP: desvio padrdo; Q1: primeiro quartil; Q3: terceiro quartil 1G: granuldcitos imaturos; RET: Reticuldcitos; IRF:
fracdo de reticulécitos imaturos; RET-He: contelildo de hemoglobina de reticulécitos; IPF: Contagem de Plaquetas
Reticuladas; Teste estatistico para amostras pareadas: t Student; Wilcoxon W.

Proteina C reativa (PCR)

Para avaliar o processo inflamatdrio e sua evolucdo durante o tratamento na PCM,

avaliou-se a PCR nos diferentes estagios da doenca em 19 pacientes que fizeram este exame

em todos o0s estagios. Observou-se que a frequéncia de individuos com elevacao desta proteina

diminuiu no processo de cura (Figura 2A).

Notou-se que os valores medianos antes do tratamento estavam acima dos valores de

referéncia. Com o inicio do tratamento antifungico estes valores rapidamente voltaram a

normalidade permanecendo dentro dos padrdes no processo de cura (Figura 2B).
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Figura 2 — Anélise da frequéncia de proteina C reativa maior que 5mg/L (A) e dos valores
medianos (B) de 19 pacientes com a forma crénica da paracoccidioidomicose no decorrer do
processo de cura.
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[Q1;Q3] [3,0; 19,4] [1,7,55] [1,4;4,8] [1,0;2,6] <0,001

n = ndmero de individuos; EO — antes do tratamento; E1- entre o inicio do tratamento e ap6s a melhora clinica; E2
— cura clinica; E3 — cura soroldgica. Grafico A. Frequéncia de individuos que apresentaram alteraces nos valores
da proteina C reativa nas diferentes fases da doenca, p<0,001 *teste Q de Cochran. Grafico B. Boxplot dos valores
medianos de PCR nos diferentes estadgios da PCM, p<0,001 *teste Friedman — post hoc (Durbin-conover). Letras
diferentes indicam diferenca estatistica entre os estagios. Q1: primeiro quartil; Q3: terceiro quartil.
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Ao analisar a gravidade da PCM com as altera¢fes encontradas, notou-se que anemia

e PCR aumentada estdo associadas com a gravidade da PCM (Tabela 8).

Tabela 8 — Analise das alteragdes hematoldgicas e da proteina C reativa associadas com a
gravidade da paracoccidioidomicose cronica antes do tratamento (n = 62).

Variaveis Gravidade da PCM p
Grave (n=17) Leve+Moderada(n = 45)
n (%o) n (%o)
Anemia' 12 (70,6) 16 (35,6) 0,013
Leucopenia # 0 (0,0) 03 (6,7) 0,555*
Leucocitose # 02 (11,8) 09 (20,0) 0,712
Neutropenia # 0 (0,0) 02 (4,4) 1,000*
Neutrofilia # 02 (11,8) 06 (13,3) 1,000*
Monocitose # 07 (41,2) 17 (37,8) 0,806
Eosinofilia # 02 (11,8) 04 (8,9) 0,662
Linfopenia # 02 (11,8) 04 (8,9) 0,662
Linfocitose # 02 (11,8) 09 (20,0) 0,712
Plaquetose # 03 (17,6) 03 (6,7) 0,333*
PCR aumentada 17 (100,0) 22 (57,9) <0,001

n = ndmero de individuos; %: porcentagem; + Anemia: hemoglobina < 13,5 g/dL; #: valores absolutos; estatistica:
teste Qui quadrado; *Teste exato de Fisher.

Devido a variabilidade das células leucocitérias, foram realizados célculos usando a
combinacéo de algumas células, tais como a combinacdo neutrdéfilos e linfocitos (NLR) através
do célculo da razdo de neutrdfilos sobre os linfocitos; combinacdo de mondcitos e linfocitos
(MLR) - célculo da razdo de mondcitos sobre os linfdcitos e a combinacdo de plaquetas e
linfécitos (PLR) - calculo da razdo de plaquetas sobre os linfdcitos. Todas as relacGes foram
analisadas durante o processo de cura da PCM e observou-se uma diminuigéo significativa
estatisticamente apenas em MLR e PLR (Tabela 6).

N&o foi observada associacdo de NLR, MLR e PLR com a gravidade nos pacientes

estudades antes do tratamento (Tabela 9).
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Tabela 9 — Analise das razGes de neutrofilos/linfocitos (NLR), mondcitos/linfocitos (MLR) e
plaquetas/linfocitos (PLR) com a gravidade na paracoccidioidomicose cronica antes do
tratamento (n = 62).

Variaveis Gravidade da PCM p
Grave (n=17) Leve+Moderada (n = 45)
Mediana[Q1;Q3] Mediana [Q1;Q3]
NLR 3,2[2,1;4,0] 2,8[1,8;3,5] 0,242
MLR 0,410,3; 0,6] 0,4[0,3;0,5] 0,345
PLR 0,210,1;0,3] 0,2[0,1;0,3] 0,549

Q1: primeiro quartil; Q3: terceiro quartil; NLR: razdo de neutréfilo/linfocitos; MLR: razdo de
mondcitos/linfcitos; PLR: razdo de plaquetas/linfécitos; estatistica usada: teste Mann-Whitney U.

Discussao

Entre os exames laboratoriais complementares, 0 hemograma € um dos mais solicitados
na préatica clinica e é indispenséavel no diagndstico e no controle de cura das doengas infecciosas.
Alteracdes na celularidade sanguinea antes do tratamento sdo consequéncias da acdo do fungo
e, ou da resposta inflamatdria do hospedeiro, e, espera-se que com o tratamento, retornem a
normalidade. Entendendo que esse exame auxilia no manejo clinico da PCM, procedeu-se a
andlise e interpretacdo do hemograma de pacientes com a forma crénica da doenca, antes da
instituicdo do tratamento e durante o seguimento.

As caracteristicas demograficas, epidemioldgicas e clinicas dos participantes foram
semelhantes as observadas nas grandes casuisticas de PCM da &rea endémica (BELLISSIMO-
RODRIGUES et al., 2013; MATOS et al., 2012), a saber: a grande maioria dos participantes
era do sexo masculino, com média de idade de 54,3 anos, lavradores ou ex-lavradores e
tabagistas e com PCM classificada como leve/moderada (72,6%), 0 que permite a generalizacédo
dos resultados.

Para o controle de cura da PCM utilizam-se critérios bioldgicos, desta forma, neste
estudo foram considerados os diferentes estagios do tratamento da PCM em vez de tempo pré-
estabelecido. Melhora dos sintomas foi observada cerca de dois meses atingindo a cura clinica
em torno de cinco meses apds o tratamento. Intervalo de tempo similar também foi observado
em outro estudo (CAVALCANTE et al., 2014).

Na anélise do hemograma antes do tratamento, notam-se valores de eritrocitos, Hb e Ht
abaixo dos valores de referéncia fornecidos pelo fabricante em boa parte dos pacientes, o que
pode estar relacionado a ativagdo do sistema imune pelo processo infeccioso, com liberacéo de
citocinas como TNF-a, INF-y, IL-6 e IL-1. Essas citocinas inibem a eritropoietina levando a
producéo inadequada de células da medula 0ssea, ativando celulas fagocitarias que removem

eritrocitos circulantes, diminuindo a sua vida util, e, podem induzir a producédo de hepcidina e
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lactoferrina que promovem a retencdo de ferro no sistema mononuclear dos fagocitos (WEISS;
GANZ; GOODNOUGH, 2019).

Processos infecciosos e inflamatdrios de curso mais arrastado, na maioria das vezes
cursam com anemia, conhecida como anemia da inflamacdo (Al), que em geral é leve a
moderada, com Hb variando de 7 a 12 g/dl (CARTWRIGHT, 1966). Além disso, também pode
cursar com niveis normais ou baixos de ferro sérico, ferritina normal ou ligeiramente
aumentada, ST >15% (GURALNIK et al., 2004), valores baixos de eritropoietina e valores
elevados de PCR (VAN IPEREN et al., 2000).

Diversas infeccOes sistémicas, sejam elas causadas por virus, bactérias, protozoarios ou
fungos podem levar ao surgimento de Al (GANZ; NEMETH, 2009). Estudos de pacientes com
tuberculose (Th) mostraram que a maioria apresenta perfis hematologicos e inflamatérios
consistentes com Al, predominantemente normocrémica e normocitica (LEE et al., 2006;
MINCHELLA etal., 2015). O presente estudo revela anemia em quase metade dos participantes
(45,2%) no momento do diagndstico e, nestes, predominio de anemia normocitica
normocrémica (75%). Com o tratamento antifungico, observou-se elevacdo da Hb e Ht e
reducdo da frequéncia de anemia. Considerando-se que a anemia na PCM é, em geral, uma Al,
recomenda-se a anélise da ferritina e ST antes de indicar a suplementacdo de ferro, uma vez
que pode ser nocivo para o paciente por favorecer o crescimento flngico (BAILAO etal., 2014).

Nos equipamentos automatizados, o parametro RET-He é um indice que mostra
precocemente a falta de ferro no organismo. Este parametro avalia diretamente a incorporagdo
de ferro nos reticulécitos e contribui na analise do estado do ferro. Em condi¢Ges em que a
sintese de Hb est4d comprometida, como na Al, os valores de RET-He podem apresentar uma
diminuicdo. Ao avaliar este parametro, no presente estudo, notou-se que os valores médios
aumentaram com o tratamento.

Na analise da série branca antes do tratamento, observaram alteracdes leucocitéarias,
principalmente monocitose. A leucocitose e a neutrofilia foram encontradas em um pequeno
percentual de pacientes (17,7% e 12,9% respectivamente).

Sabe-se que o mecanismo de defesa contra a infeccdo ndo é simples e requer o
envolvimento de muitas células do sistema imunitario, tais como células fagocitarias -
monacitos e neutrofilos, que séo a primeira linha de defesa do organismo contra a infecgédo pelo
fungo (BENARD, 2008; LOURES et al., 2010).

A funcdo dos neutréfilos na PCM ainda ndo é totalmente clara, mas j& foi relatado que
essas células na corrente sanguinea desempenharam o papel importante de fagocitar células

leveduriformes do fungo, sem, no entanto, lisar a célula fingica (GOIHMAN-YAHR et al.,
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1989). Apesar destas células serem as primeiras no processo de diapedese até o local da
infecgdo, na PCM é observada uma persisténcia dos neutréfilos nas lesdes teciduais causada
pelo fungo, nos estagios mais tardios da doenca, achado confirmando com infeccdo murina
(XIDIEH et al., 1999). Além da fagocitose e de serem uma das primeiras células da resposta
imune inata do hospedeiro contra o fungo, os neutréfilos também possuem papel fundamental
na resposta imune adquirida, através da sintese de citocinas pré-inflamatorias, as quais auxiliam
a construir uma imunidade adaptativa mais eficiente (ISHIKAWA; MIYAZAKI, 2005).

Equipamentos automatizados vém substituindo a contagem manual das células
sanguineas. 1Gs, um dos pardmetros de avaliacdo automatizada que corresponde ao
compartimento de células precursoras de neutrofilos, embora se encontrassem na faixa de
normalidade antes do tratamento, reduziram-se na cura clinica. Assim como os neutrofilos, 0s
IGs estéo relacionados com a atividade inflamatoria e infecciosa.

Além do neutrofilo, outra célula com uma importante agdo contra Paracoccidioides spp.
€ 0 monacito. Ja foi descrito que na PCM, o mondcito ou macréfago (célula derivada do
monacito) também tem papel fundamental na fagocitose, tanto na resposta imunoldgica inata
guanto na adquirida e ativadas por citocinas, podem controlar a multiplicacdo do fungo
(MOSCARDI-BACCHI; BRUMMER; STEVENS, 1994). Um estudo também demonstrou que
pacientes com PCM na forma cronica apresentaram nimero de mondcitos circulantes elevados
(VENTURINI et al., 2014). Com o tratamento, observou-se reducdo na frequéncia de pacientes
com monocitose, bem como diminuicdo de significativa de mondcitos circulantes com a cura
clinica.

Outra alteracdo observada no presente estudo foi 0 aumento de linfdcitos entre antes do
inicio do tratamento e no desaparecimento dos sinais e sintomas. Ha relatos de linfopenia na
PCM cronica, sendo comum nas formas graves e esta relacionada a reducdo da subpopulacédo
CD4* no sangue e elevada concentragdo destas células nos granulomas teciduais (BAVA et al.,
1991; BENARD, 2008).

Eosinofilia foi observada em um pequeno percentual dos casos deste estudo. Na PCM a
ocorréncia de eosinofilia estd relacionada com a producdo elevada de interleucinas IL-5
decorrente da ativacdo da subpopulagdo Th2 (BENARD, 2008) e tem sido relatada,
principalmente, na forma aguda/subaguda (BRAGA et al., 2017; SHIKANAI-YASUDA et al.,
1992). Cabe destacar que neste estudo analisaram-se casos com a forma crdnica e
predominantemente leves ou moderados, o que difere dos estudos citados acima.

As parasitoses intestinais sdo causas conhecidas de eosinofilia, em especial as que fazem

o ciclo de Loss principalmente a estrongiloidiase, que tem sido relatada frequentemente
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associada a PCM (PANIAGO et al., 2003). Portanto, nestes casos, a causa mais provavel de
eosinofilia poderia ser uma parasitose intestinal associada.

Plaquetose foi observada em menos de 10% dos pacientes antes da instituicdo do
tratamento. No entanto, a reducdo do nimero de plaquetas com o tratamento sugere uma
interferéncia da PCM nessas células hematoldgicas. GORELIK et al., (2017) observaram que
0 aumento da sintese das citocinas, IL-3, IL-6, IL-11 e IFN-y, podem levar ao incremento da
producdo de plaguetas na medula 6ssea devido ao estimulo da trombopoietina. Além deste fato,
como as plaquetas também séo encontradas na lesdo tecidual, e sdo ativadas, e desempenham
papel de células imunes na interacdo parasita-hospedeiro. Esta ativacdo induz a liberacdo de
diversas moléculas, tais como quimiocinas, citocinas (SEMPLE; FREEDMAN, 2010) e
proteinas com acdo antimicrobiana (COX; KERRIGAN; WATSON, 2011). Além disso, a
ativacdo plaquetaria leva ao aumento da resposta imune adaptativa, pelo recrutamento e
ativacdo das células fagocitéarias até o local da infeccdo (PITCHFORD; PAN; WELCH, 2017;
SEMPLE; FREEDMAN, 2010).

Devido a instabilidade das células leucocitarias em infeccdo/ inflamacao, a relacéo entre
células tais como neutrofilos/linfocitos (NLR), mondcitos/linfécitos (MLR) e
plaquetas/linfocitos tém sido usadas como biomarcadores de progndsticos em neoplasias (XU
et al., 2021) e em inflamagdes sisttmicas (ABAKAY et al., 2015). Estudo recente mostrou a
associacao da NLR com a gravidade da PCM causada por P. lutzii, sugerindo que esta variavel
poderia ser utilizada como biomarcador de gravidade na PCM (NERY et al., 2021). No presente
estudo, avaliou-se as razbes NLR, MLR e PLR, mas nenhuma associacdo entre as raz0es
celulares e a gravidade da PCM crénica foram observadas. Como hd um predominio da PCM
causada por fungos do complexo Paracoccidioides brasiliensis (P.brasiliensis) em Mato
Grosso do Sul (PEREIRA et al., 2014), talvez a diferencas entre os fungos possam justificar
essa auséncia de associacdo. Além disso, outros estudos com pacientes com PCM causados por
P.lutzii ou do complexo P.brasiliensis precisam ser realizados para avaliar essa associacdo. No
entanto, observou-se uma reducéo significativa no processo de cura em MLR e PLR, que
refletem, respectivamente, a reducdo de mondcitos e de plaquetas apos inicio do tratamento.

Ainda que ndo faca parte do hemograma, a PCR dos pacientes foi analisada, j& que as
alteracbes das células sanguineas sdo consequéncias da resposta inflamatoria sistémica do
hospedeiro. Grande parte dos pacientes (70,9%) apresentaram PCR acima dos valores normais
antes do tratamento. No entanto, a mediana de PCR dos pacientes estudados foi inferior a
50 mg/dL refletindo um processo inflamatério ndo tdo intenso quanto o observado em outras

infeccdes tais como tuberculose (WILSON et al., 2018). E possivel que isso tenha ocorrido pelo
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predominio de casos leves e moderados no presente estudo. Alteracdo de PCR na PCM tem
sido reportada em outros estudos (BRITO et al., 2021; NERY et al., 2021) e, por ser um exame
que vem substituindo a velocidade de hemossedimentacdo (VHS) como um marcador
inespecifico de resposta inflamatoria, deveria ser utilizada para a classificacdo da gravidade e
para a avaliagdo da resposta terapéutica (MENDES et al., 2017). H& evidéncias de que a PCR
ndo é apenas um indicador da inflamagéo, mas também pode cursar como uma reguladora da
imunidade inata (YAO; ZHANG; WU, 2019).

A principal limitacdo deste estudo foi a perda de seguimento de mais da metados dos
pacientes até o estagio de cura soroldgica, o principal critério de descontinuacdo do tratamento
antifungico.

Em conclusdo, na PCM crdnica observaram-se alteracdes no hemograma da maioria dos
pacientes, principalmente anemia mormocitica normocrémica e monocitose, no entanto, nao
foram exuberantes. Apos tratamento, principalmente ao atingir a cura clinica, a maioria das
variaveis hematoldgicas retornaram a seus valores normais.

A avaliacdo hematoldgica revelou ser um exame complementar Utel no seguimento de
paciente com a forma cronica da PCM. Além disso, a dindmica celular hematoldgica refletiu a

interacdo parasita-hospedeiro nos diferentes estagios do estudo.
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Artigo 02 - Iron metabolism disorders in patients with chronic form of
paracoccidioidomycosis

Abstract

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic mycosis caused by fungi of the genus
Paracoccidioides spp.. During infection, some host’s immune mechanisms limit the availability
of iron to the fungus, reducing its reproduction. However Paracoccidioides spp. can evade the
immune defense and, even in limited iron conditions, it manages to use this mineral for its
growth and dissemination. Therefore, hematological and iron metabolism changes can be
observed in some patients with PCM. The objective of this study was to evaluate the iron
metabolism in different iron compartments in patients with chronic PCM, before treatment and
after clinical cure. Thirty-nine patients with chronic PCM diagnosed from 2013 to 2021 treated
at a University Hospital in Midwest Brazil were studied. Three iron compartments (storage,
transport and functional) were analyzed at two moments, before treatment (BT) and at clinical
cure (CC). Patients had mean age of 54.5 (SD 6.7) years, and most of them were men (97.4%),
rural workers (92.1%), smokers (84.6%) and with moderate severity disease (66.7%). The
storage compartment was evaluated by serum ferritin. Although before treatment ferritin levels
were within the normal range, the median levels reduced after treatment at the clinical cure.
The transport compartment was evaluated by total iron binding capacity (TIBC) and transferrin
saturation (TSAT). Before treatment, patients had median values of both parameters slightly
below normal, but no change after treatment was observed. The functional compartment was
analyzed by the following parameters: red blood cells (RBC), hemoglobin (Hb), hematocrit
(HCT), soluble transferrin receptor (STfR) and sTfR/logFerritin index. Central measures of
these parameters were little or not changed before treatment. Even so, it is possible to infer that
PCM interferes in the functional compartment since there was an improvement in the
parameters after treatment as well as an association with the severity of the disease.
Furthermore, a moderate correlation was found between Hb, RBC, HCT and iron with C-
reactive protein (CRP). In conclusion, PCM interferes with iron metabolism by transferring iron
from the functional to the storage compartment revealed by anemia, low iron levels with normal
levels of TSAT, TIBC, sTfR and sTfR/logFerritin index and normal or slightly increased ferritin
levels. Alterations in iron metabolism in PCM can lead to anemia of inflammation, that it would
be differentiated of the iron deficiency anemia by a careful investigation of the parameters of
the iron compartments.

Keywords: Anemia of inflammation; Iron; Iron metabolism; Paracoccidioidomycosis;
Paracoccidioides spp.

(Manuscrito a ser submetido para publicacdo) - Manuscrito redigido no estilo Vancouver
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Introduction

Paracoccidioidomycosis (PCM), a systemic mycosis endemic in Latin America, is
caused by dimorphic fungi of the genus Paracoccidioides spp. (1). Infection occurs through
inhalation of infective conidia present in the soil, which settle in the lungs and from this stage
can reach the lymphatic and hematogenous pathways and spread to other organs (2). Brazil is
the endemic center of this disease, which is considered the eighth most common cause of death
from predominantly chronic or recurrent types of infectious and parasitic diseases in the
country. The highest incidences are concentrated in the South, Southeast, and Midwest regions
(3). The chronic or adult form is the more frequent form of this disease. It affects patients over
30 years of age and predominantly affects the lungs and mucous membranes of the upper
digestive tract and airways (1).

As in other fungal diseases, some factors are determinant to PCM, such as the inoculum
size, the pathogenicity, and virulence of the fungus, the integrity of the defense system, as well
as possibly genetic factors (2). The host organism has strategies or barriers that prevent fungal
diseases, such as inhibiting vital fungal functions by blocking its iron uptake, considering that
iron is an essential mineral for many pathogens’ proliferation, including Paracoccidioides spp.
4).

Iron is an essential component for hemoglobin (Hb), myoglobin, and several enzymes
and plays a fundamental role in oxygen transport and electron transfer. In addition, it acts as a
cofactor in many enzymatic processes, including DNA synthesis (5-7).

Maintaining control of iron homeostasis is essential in the host-pathogen interaction
since both compete for this micronutrient. During the infection, some host immunity
mechanisms limit the availability of iron to the invading microorganism, reducing its
proliferation (8). However, many microorganisms, such as Paracoccidioides spp. can evade the
immune defense, and even under limited iron conditions they manage to use this mineral for
growth and dissemination (9). Thus, hematological and iron metabolism alterations can be
observed during the PCM infectious process (10).

In the human body, iron is distributed in different interconnected compartments so that
there is bodily homeostasis. These compartments can be evaluated separately by laboratory
tests, many of which are available and accessible in the routine laboratory. These tests can
assess whether there is any disturbance in the iron metabolism, and which compartment is being
affected (11). Generally, when there is a deficit of body iron, these compartments are affected

in sequence. Firstly, there is a fall in the iron levels in the storage compartment, followed by a
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deficiency in the transport compartment and then a reduction in the functional compartment
(12,13).

The host-parasite interaction and the consequent inflammatory response lead to changes
in the dynamics of iron metabolism. These alterations can be observed in some patients with
PCM (14), which is a disease with a chronic systemic inflammatory component and long-term
treatment. Understanding the frequency and intensity of the iron metabolism disturbances in
patients with the chronic form of PCM will help clinicians in therapeutic management. Thus,
we aim to analyze the iron metabolism in different iron compartments in patients with chronic

PCM before start treatment and after clinical cure.

Materials and methods
Ethical aspects

This project was approved by the Human Research Ethics Committee of the Federal
University of Mato Grosso do Sul (CAAE number 62726016.2.0000.0021). All participants

signed informed consent.

Location, period and design of the study

This study was carried out in Campo Grande-MS, between 2013 and 2021, at the
outpatient clinic for systemic mycoses of the Infectious and Parasitic Diseases Unit of the
University Hospital Maria Aparecida Pedrossian (UNIDIP-HUMAP), at the Federal University
of Mato Grosso do Sul (HU-UFMS) - a reference center for infectious diseases.

This is an analytical study with prospective data collection, evaluating iron metabolism
parameters of patients with the chronic form of PCM before treatment at clinical cure.

Patients
Inclusion and exclusion criteria

Patients of both sexes, diagnosed with PCM during the period between September 2013
and February 2021 and classified as chronic form, were included.

Patients with chronic PCM who died and/or who did not have laboratory tests at
admission, such as serum iron and blood count (HMG), were excluded patients with any other
medical conditions that can cause anemia, such as, malignancy, AIDS, autoimmune disease,

chronic renal disease and tuberculosis.

Case definition
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Confirmed cases of PCM were those that presented suggestive clinical manifestations
and when typical Paracoccidioides spp. yeasts forms were indentified in clinical matérias. And
probable cases were thoses without identification of typical yeast but presented serum-specific
antibodies detected by the double agar gel immunodiffusion (DID), characterized by its high
specificity [1].

Demographic and clinical variables

Demographic, clinical, and laboratory data were retrieved from a prospective database,
which were filled out during the medical routine at the time of diagnosis and at the patients
follow-up of the disease.

Demographic data such as sex, age, occupational history, smoking, and clinical disease
severity data were collected before starting the treatment.

Regarding severity, the chronic form of PCM was subdivided into mild, moderate, or
severe. Mild cases were those with a decrease in body mass index (BMI) of less than 5% of the
patient's usual BMI and involvement of one or a few organs without functional changes. Severe
cases were those involving three or more criteria such as: a) loss of BMI equal to or greater
than 10%; b) severe pulmonary impairment; c) involvement of other organs, such as adrenal
glands, central nervous system, and bones; d) presentation of multi-chain lymph node
enlargement in the superficial or deep chains of the tumoral form (> 2.0 cm in diameter, without
suppuration) or in the suppurative form; e) presence of antibodies with high titers. Moderate

cases were those intermediate between mild and severe forms (1).

Laboratory analysis procedures

Blood samples were obtained during the medical routine at the time of diagnosis and
follow-up.

Laboratory data and complementary laboratory tests were obtained at two different
stages of routine outpatient follow-up: - before treatment (BT); - clinical cure (CC)
(disappearance of signs and symptoms) (1).

To investigate iron metabolism in patients with the chronic form of PCM, three different
iron compartments were evaluated,

Stock compartment: comprises the amount of iron stored in the body. Thus, the serum ferritin

dosage was analyzed by the electrochemiluminescence immunoassay method (Roche).

Transport compartment: includes measures that assess the ability to transport iron circulating

in the body. Thus, the measurement of the total iron binding capacity (TIBC) by the colorimetric
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assay (Roche) and through the transferrin saturation (TSAT) which is calculated by the formula
[TSAT = serum iron/TIBC X (100)] and was expressed as a percentage (%).

Functional compartment: involves measures related to the synthesis of erythrocytes
according to the availability of iron for erythropoiesis. Therefore, to evaluate this compartment,
the blood count (HMG) was used with the measurement of hemoglobin (Hb), red blood cells
(RBC), mean corpuscular hemoglobin volume (MCV), mean hemoglobin concentration
(MHC), determined by XN 3000-Series hematology equipment (Sysmex Corporation, Kobe,
Japan). Serum iron was determined by colorimetric assay (Roche) and the soluble transferrin
receptor (STfR) by immunoenzymatic method (ELISA) (Human sTfR (Soluble Transferrin
Receptor) ELISA Kit/ Elabscience). As this test is not routinely performed, the serum stored
from the PCM biobank was used.

The inflammatory process was assessed by high-sensitivity serum C-reactive protein
(CRP), measured by the immunoturbidimetric method. All analyzed parameters and the values
considered normal by the manufacturer were described in Table 01.
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Table 01 — Analyzed parameters in different compartments and normality values provided by

the manufacturer.

Analyzed parameters

Stock compartment

Serum ferritin

Transport compartment
Transferrin saturation (TSAT)
Total iron binding capacity (TIBC)
Functional compartment

Total erythrocyte count (RBC)
Hemaoglobin (Hb)

Hematocrit (HCT)

Mean corpuscular volume (MCV)
Mean hemoglobin concentration (MHC)
Serum iron

Soluble transferrin receptor (STfR)
Inflammatory process

C-reactive protein (CRP)

Reference values provided by the

manufacturer

M - 30 to 400 ng/mL
F- 13to 150 ng/mL

30 to 50 %
250 to 410 pg/dL

4.5 t0 5.9 million/mm?
13.5t0 17 g/dL

41t0 53 %

82t0 97 fL

25 1o 34 pg

61 to 157 pg/dL

16.79 to 172.63 ng/mL

0 to 5.0 mg/L

Statistical analysis

Statistical data analysis was performed using Jamovi software (Version 1.6) for
Windows (15). Data are presented as mean + standard deviation (SD) or median with first and
third quartile [Q1;Q3]. The comparison between the two stages (BT and CC) was performed
using the student’s T test and or Wilcoxon W test. To determine the relationship between the
variables, the Pearson correlation coefficient (r) was used, and values below +0.29, between
+0.30 and £0.49, between +0.50 and +1.0 were considered as weak, moderate and strong
correlation, respectively.

The McNemar test was used for associations between qualitative variables. The
Shapiro-Wilk test was used to determine if the variables were normally distributed.

For the analysis of categorical and numerical variables in a single sample, the proportion
test and t test for one sample were used, respectively. The expected values were considered

equals for each subtyp.
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For all tests, values of p < 0.05 were adopted as significance level.

Results

A total of 88 patients were diagnosed with the chronic form of PCM during the period
of the study. Of this total, 49 patients were excluded according to the criteria and 39 patients
participated of the study (Figure 01). The mean age of these patients was 54.5 years (SD 6.70),
38 (97.4%) were men and 35 (92.1%) have been or are rural workers. At the time of diagnosis,
33 (84.6%) of these individuals were smokers. Regarding disease severity, 66.7% of patients
had moderate severity, followed by severe (20.5%) and mild (12.8%) (Table 02).

Chronic PCM patients, n = 88

Excluded, n = 49:
» Without all exams at the time of diagnosis (n = 35)
* Tuberculosis and/or HIV (n = 10)
* Death (n = 02)
* Neoplasm (n = 02)

Enrolled PCM patients, n = 39

Figure 01. Flowchart of the selection of participants with chronic form paracoccidioidomycosis
from 2013 to 2021.
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Table 02. Demographic, clinical and lifestyle baseline data of 39 patients with chronic form of

paracoccidioidomycosis.

Variables n (%) 95%ClI p

Sex <0.001
male 38 (97.4) 86.5 99.9

female 01 (2.6) 0.06 13.5

Age* 54.5 (6.70) 52.3 56.6 <0.001
Rural worker (n = 38) <0.001
Previous/ current 35(92.1) 78.6 98.3

Never 03 (7.9) 1.6 21.4

Cigarette smoking <0.001
Current 33 (84.6) 69.5 94.1

Previous 04 (10.3) 2.9 24.2

Never 02 (5.1) 0.6 17.3

Severity <0.001
Moderate 26 (66.7) 49.8 80.9

Severe 08 (20.5) 9.3 36.5

Mild 05 (12.8) 4.3 27.4

Initial treatment 0.002
Itraconazole 29 (74.4) 57.9 87.0

CMX 10 (25.6) 13.0 42.1

*Mean (standard deviation — SD); CMX: cotrimoxazole or thrimetoprim/sulfametoxazole; 95%CI: 95% of
confidence interval; Proportion Test: %> Goodness of Fit; ' One Sample T-Test.

Stock compartment

Nine (26.5%) patients had elevated serum ferritin levels and two (5.8%) patients had

lower than normal ferritin levels before treatment (BT n = 34). When analyzing the group of

patients at both moments (BT and CC; n = 28), it was noted that the frequency of individuals
with high ferritin decreased (BT: 21.4% vs CC: 17.9%; p = 0.008). When analyzing the median
values, a reduction between BT and CC was noticed (p = 0.017) (Figure 02).
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Figure 02. Comparison of median serum ferritin values between before treatment (BT) and

at clinical cure (CC), in patients with chronic form of paracoccidioidomycosis. Q1: first
quartile; Q3: third quartile; Wilcoxon W test.

Transport compartment

In the transport compartment evaluated by TSAT and TIBC, it was observed that before
treatment (n = 39), 27 (69.2%) and 08 (20.5%) patients had a TSAT index <30% and <16%,
respectively. After starting the treatment, at CC, no decrease in the frequency of patients with
TSAT <30% (n = 12; 42.9%) was observed (BT vs CC: n =28, p = 0.071). Likewise, when
analyzing the median values of this parameter, no statistical differences were noted between
the periods studied (Table 03).

In the TIBC analysis, it was possible to observe that 22 (56.4%) individuals had this
index below normal values in BT (n = 39). After starting the treatment, at CC, the frequency of
individuals with a TIBC below the reference didn’t decrease (n = 10; 35.7%) (p = 0.439). When
analyzing the BT mean values, it was noticed that they were slightly below the normal values,
and at CC these values didn’t increase (Table 03).
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Table 03. Comparison of mean or median values of the parameters that assess the iron transport
compartment, between before treatment (BT) and at clinical cure (CC), in 30 patients with
chronic form of paracoccidioidomycosis.

Variables BT CcC p
Mean or (SD) or Mean or (SD) or
Median [Q1;Q3] Median [Q1;Q3]
TSAT (%) 26 [18.0;36.8] 325 [24.3;40.01 0.076
TIBC (ug/dL) 245 (100.9) 265 (85.7)  0.398

Q1 first quartile; Q3: third quartile; SD: standard deviation; TIBC: total iron binding capacity; TSAT: transferrin
saturation; Wilcoxon W test; Student’s t test paired.

Functional compartment

Some parameters provided by HMG evaluated this compartment, such as Hb, RBC,
HCT, and the hematimetric indices: mean corpuscular volume (MCV) and mean corpuscular
hemoglobin (MCH). In addition to these, to complement the evaluation, the serum iron and
STTR values and the calculation of the soluble transferrin receptor/log ferritin (STfR/logFerr)
ratio were used.

In the HMG, before treatment (n = 39), 36% (n = 14) of individuals had reduced levels
of Hb, RBC and HCT. Considering anemia with Hb lower than 13.5 g/dL, it was noted that
46.1% (n = 18) were anemic, and among these, 72.2% (n = 13) the anemia was classified as
normocytic and normochromic. Among the 18 anemic patients the Hb mean was 11.2 g/dL
(1.21 SD).

During the healing process of these patients, between BT and CC, it was noted that the
frequency of anemia and Ht was significantly reduced (Table 04). The improvement of this
index with treatment was also observed in the mean values, which increased significantly
between BT and CC (Table 05).

Before treatment, more than half of the patients (n =22, 56.4%) had serum iron levels
below normal value and at the CC the percentage of patients with this alteration was
significantly reduced (Table 04, Figure 03). Regarding the antifungal, it was also noted that
the mean values of these patients increased significantly (Table 05).

No significant difference between BT and CC in the sTfR levels and sTfR/logFerritin
index was found (Table 05).
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Table 04. Comparison of frequency of altered iron functional compartment parameters between
before treatment (BT) and clinical cure (CC) in 35 patients with chronic form of

paracoccidioidomycosis.

Variables BT CC p

n (%) n (%)
Anemiat 14 (40.0) 06 (17.1) 0.011
Reduced RBC 16 (45.7) 11 (31.4) 0.132
Reduced HCT 18 (51.4) 11 (31.4) 0.035
Reduced Iron * 15 (51.7) 04 (12.5) <0.001

*Iron evaluation in =32 patients; McNemar test; BT: before treatment; CC: clinical cure; $Anemia: hemoglobin <
13.5 g/dL; RBC: Total erythrocytes count; HCT: hematocrit

Table 05. Comparison of central measures of iron functional compartment parameters between
before treatment and clinical cure in patients with (a) chronic form of paracoccidioidomycosis.

Variables BT CcC p
n Mean (SD)or n Mean (SD) or
or  [QL;Q3] or [Q1;Q3]
Median Median
Hb g/dL 35 13.1 (2.2) 35 14.5 (1.8)  <0.001
RBC million/mm? 35 45 (0.6) 35 4.8 (0.6) 0.002
HCT % 35 39.9 (6.1) 35 43.6 (5.2) <0.001
MCV fL 35 89.0 (5.7) 35 91.0 (5.3) 0.093
MCH pg 35 29.3 (2.3) 35 30.4 (2.2) 0.008
Iron pg/dL 32 64.0 [37.0;885] 32 855  [69.0;109.0] 0.004
STfR ng/mL 18 215 [17.4;7.6] 18 16.2 [6.3;20.2] 0.099
sTfR/logFerr 11 8.1 (2.8) 11 7.6 (3.9) 0.660

SD: standard deviation; Q1: first interquartile; Q3: third interquartile; BT: before treatment; CC: clinical cure; Hb:
hemoglobin; RBC: Total erythrocytes count; HCT: hematocrit; MCV: mean corpuscular volume, MCH: mean
hemoglobin concentration; sTtR: soluble transferrin receptor; sTtR/logFerr index: transferrin soluble receptor
index/ferritin logarithm; Wilcoxon W test; Paired Student’s t test.

Inflammatory Process

More than half of the patients, 20 (62.5%) individuals, had C-reactive protein (CRP)

values above the normal range before treatment (n = 32). At clinical cure, the percentage of

patients with values outside the normal range didn’t decrease significantly (n =7, 21.9% p =

0.225). However, when analyzing the median values in each disease process, there was a

significant reduction between BT and CC (Figure 04).
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Figure 04. Boxplot referring to the evaluation of the inflammatory process, through CRP

in the different stages of PCM. Q1: first quartile; Q3: third quartile; BT: before treatment; CC: clinical

cure; Wilcoxon W test.

When correlating the protein of the inflammatory process, CRP, in active disease (BT),
with variables that assess the iron compartments, weak to moderate indirect correlations were
observed with TIBC (r = -0.405; p = 0.014), Hb (r = -0.500; p = 0.002), RBC (r = -0.461; p =
0.005), HCT (r = -0.514; p = 0.001) and iron (r = -0.491; p = 0.002) (Figure 05 a - e). In CC,
no correlation was found between CRP and the variables studied.
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Figure 05. Pearson's correlation graphs of the C-reactive protein (CRP) with the variables that

evaluate the iron compartments in patients with chronic form of paracoccidioidomycosis,

before treatment (n = 36). a) CRP with theTIBC: total iron binding capacity; b) CRP with the Hb:
hemoglobin; ¢) CRP with the RBC: total erythrocyte count; d) CRP with the HCT: hematocrit.

When analyzing the central measures of the iron compartment parameters before

treatment according to the severity of the disease, it was observed that there was a significant

difference between the severe and mild/moderate form in the storage compartments and in the

functional compartment, as well as in CRP (Table 06).
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Table 06. Analysis of central measures of iron parameters and reactive C protein according to
disease severity in patients with chronic form of paracoccidioidomycosis, before treatment.

Variables Severe (n=08)  Mild/moderate (n = 31) p
Mean (Sd) or Mean (Sd) or

Median [Q1;Q3] Median [Q1;Q3]
Stock compartment
Ferritin ng/mL 448 [308; 514] 199 [90.4; 290] 0.007
Transport compartment
TSAT % 18 [14.3; 22.8] 27 [18; 38.2] 0.051
TIBC pg/dL 215 [191;245] 241 [201;310] 0.258
Functional compartment
RBC million/mm?3 4.05 (0.81) 4.60 (0.57) 0.031
Hb g/dL 11.8(3.1) 13.5 (1.8) 0.050
HCT % 35.8 (8.8) 41.0 (4.8) 0.029
Iron pg/dL 40.4 (14.5) 68.1 (35.5) 0.039
CRP mg/L 51.7 [40.8 ;71.4] 7.06 [2.90 ;20.1] <0.001

QL1: first quartile; Q3: third quartile; TSAT: Transferrin saturation; TIBC: total iron binding capacity; RBC: total
erythrocyte count; Hb: hemoglobin; HCT: hematocrit; CRP: C-reactive protein; Mann-Whitney U test;
Independent Student’s t test.

Discussion

The acquisition of iron by a microorganism is an important virulence mechanism (16)
and it has been reported in Paracoccidioides spp. (9,17). Beside this, the human organism
actively controls intracellular and systemic iron levels in a way that can privent an infection
and/or microbial persistence. Therefore, this study compares iron metabolism parameters
before treatment and at clinical cure, analyzes them with PCM severity, and correlates them
with the intensity of inflammatory process in patients with the chronic form of PCM.

The demographic and clinical characteristics of the included patients correspond as
observed in other case series studies of chronic PCM, in which most patients were male adults,
older than 40 years, smokers, rural workers, and with moderate severity PCM (14,18-23).

The storage compartment evaluated in this study through serum ferritin showed higher
median levels before treatment, but within the normal range. Although ferritin is found stored
in large amounts in liver tissues and spleen, only a small amount is detected in the circulation.
But even so, its serum quantification is a common and non-invasive method that shows an
accurate measure of iron in stock (24). However, the increase in serum ferritin may be related

not only to increased storage but also to inflammatory activity. Because it is an acute-phase
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protein in inflammatory and infectious processes and in cancer, there is an increase in the
production of apoferritin due to the stimulation of interleukins such as IL-1 and IL-6 (25).
Increases in these interleukins in patients with PCM have been reported (26).

In the present study it was possible to observe that in some patients, serum ferritin levels
were elevated although the median values were within the normal range before treatment.
However, after clinical cure these median values were significantly reduced, suggesting
interference of PCM in this parameter. In addition, we observed that severe cases had higher
ferritin levels probably related to the production of IL-6 caused by the fungal infection. A
previous study carried out by our group showed similar results (14).

To assess the transport compartment, we used TIBC and TSAT, which is the ratio of
serum iron/TIBC reported in percentage. Before treatment, the patients in this study had median
values a little below the lower limit of the normal for both parameters, indicating a non-
significant iron deficit in this compartment. Beside this, the antifungal therapy did not interfere
with these parameters. A weak negative correlation was observed between TIBC and CRP,
while no correlation was observed between TSAT and CRP levels. TIBC is an indirect measure
of circulating transferrin and, in inflammatory processes, it can be found reduced (11). So, in
the chronic form of PCM, the iron transport compartment parameters are less affected than
stock and functional compartments.

Some authors report that TSAT below 16% is indicative of iron deficiency for
erythropoiesis, but this methodology has its limitations since both iron and TIBC have lower
values in inflammatory processes (12,24). In our study, TSAT values below 16% were found
in eight (20.5%) patients before treatment. Even so, in only one of them iron deficiency anemia
was confirmed, characterized by low Hb, ferritin, and TSAT (27). A study on the effect of PCM
treatment on iron metabolism parameters showed that the specific treatment quickly leads to a
return to normal values or an improvement in iron metabolism parameters, as described with
the TIBC, which was lower and soon normalized after the administration of antifungal
coumpound (28).

In clinical routine, the hemogram and serum iron level are the first indicators change in
the iron status. Although our study showed that the central measurements of the parameters
were little or not altered before treatment, it was possible to infer that PCM interferes in the
functional iron compartment, since there was an improvement in the parameters after treatment
and an association with PCM severity. In addition, a moderate correlation between Hb, RBC,
HCT, and iron with CRP was found. Similar results were also observed in tuberculosis (TDb),

where the mean values of these variables were lower in active disease (29).
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It is known that in the human organism about 65% of the total body iron in circulation
is linked to Hb (6) and that reduced Hb in chronic infectious diseases is due to a limitation of
erythropoiesis caused by regulators such as IL-1 and tumor necrosis factor alpha (30). This
protein is a source of iron to Paracoccidioides spp., which removes iron by hemolytic activity
and internalizes the protoporphyrin rings through receptor-mediated pathways (31). Other fungi
are also capable of removing iron from Hb, such as Candida albicans, through a similar
mechanism (32).

During infections, the competition between the pathogen and the host for iron uptake
involves strategic mechanisms for both. Thus, in response to the infectious process, the human
organism activates the immune system which induces changes in circulating iron, leading to
iron storage in macrophages and a decrease in the absorption of iron from the diet by enterocytes
(33). Furthermore, several inflammatory cytokines are released by the cells of the immune
system and also contribute to the alteration of iron metabolism (34). Despite all this host-
generated deprivation of iron, all fungi, including Paracoccidioides spp. elaborate specific
mechanisms for iron uptake through the production of molecules with high affinity for iron, the
siderophores, through iron uptake pathways through reductive iron assimilation (RIA) or even
through Hb receptors (9,35,36). Therefore, an inflammatory response associated with the
infection alters the availability of circulating iron, increasing its intracellular storage, leading to
hypoferremia and iron-restricted erythropoiesis, as observed in our study, as all these changes
can contribute to anemia of inflammation (37).

As a good indicator of iron status for not suffering systemic influence, we analyzed sTfR
at BT and CC. Our results showed that the median values before treatment were normal and
they didn’t decrease after treatment, suggesting that body iron is normal, although it is
distributed from functional to the stock compartment. High sTfR can indicate iron deficiency
(38,39), and during the phase of reduction of iron stocks the levels of sTfR do not change. But
when there is a decrease in functional iron, there is a stimulus for the synthesis of transferrin
receptor (TfR), and consequently the sTfR increase. This parameter is mainly recommended
for differentiating iron-deficiency anemia (IDA) from anemia of inflammation/chronic disease
anemia (IA/ADC), as in IDA the sTfR is elevated and in 1A it is normal (40-42). Studies
analyzing pulmonary TB patients suggest that high sTfR levels in anemic patients indicate a
probable iron deficiency and recommend examining the sTfR concentration in anemic patients
who have an infectious/inflammatory process (29).

Another good indicator of iron deficiency in differential anemia is the sTfR/logFeritin

ratio (43). In our study, sTfR/logFerritin index, as well as sTfR, were normal before treatment
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and had no significant changes after treatment, reinforcing that anemia in the chronic PCM is
inflammation anemia.

The main limitation of this study is that not all patients had all exams in the two stages
evaluated, particularly the sTfR, which could be performed on only 22 patients.

In conclusion, PCM interferes with iron metabolism by shifting iron from the functional
to the storage compartment, revealed by anemia, and low iron levels, with normal levels of
TSAT, TIBC, sTfR, and sTfR/logFerritin index. Ferritin can be normal or slightly increased,
characterizing inflammatory anemia. It should be noted, however, that a few patients did have
IDA, and a careful investigation of iron compartment parameters is important for the clinical
management of PCM.
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Artigo 3 — Analise da hepcidina sérica em pacientes com paracoccidioidomicose cronica

Resumo

Na paracoccidioidomicose (PCM) as manifestacdes clinicas dependerdo da patogenicidade e
viruléncia do fungo, assim como da integridade do sistema de defesa e da resposta imunolégica
gerada. Mecanismo de defesa do hospedeiro tal como limitar a captacdo do ferro (Fe) pelo
microrganismo, impede a progressdo da infec¢do flngica. A regulagéo sistémica do ferro sérico
no organismo hospedeiro € realizada pela hepcidina. Além deste papel essencial, a hepcidina
também possui acéo antimicrobiana e antifingica sem ocasionar efeitos toxicos sobre as células
do hospedeiro. Com o objetivo de analisar os niveis de hepcidina sérica em pacientes com a
forma cronica da PCM, antes e durante o tratamento, e correlacionar a hepcidina com
parametros do metabolismo do ferro e com as células sanguineas, realizou-se um estudo com
pacientes atendidos em um hospital universitario no periodo de 2013 a 2021. A hepcidina sérica,
células hematoldgicas, ferro, ferritina e proteina C reativa (PCR) foram analisadas antes do
tratamento (AT) e em cura clinica (CC). Na andlise estatistica, o teste Wilcoxon e o teste U-
Mann-Whitney foram utilizados para a comparacdo de variaveis continuas e em amostras
pareadas e independentes, respectivamente. Para determinar a relagdo entre a hepcidina e as
varidveis estudadas o teste de correlacdo de Pearson foi utilizado. O nivel de significancia
estabelecido foi de p<0,05. Participaram do estudo 42 pacientes, a maioria homem (97,6%) e a
média de idade foi de 54,2 (DP 6,6) anos. Apesar do aumento de hemoglobina e ferro e reducéo
de ferritina observados entre AT e CC, ndo houve reducdo nos niveis de hepcidina. Observou-
se correlacdo positiva com células leucocitarias (r = 0,483; p = 0,001), neutrdfilos (r = 0,418; p
= 0,006), monécitos (r = 0,396; p = 0,009) e com a ferritina (r = 0,528; p = 0,002). Entretanto,
ndo foi encontrada correlacdo com o ferro (r = 0,306; p = 0,070). Em sintese, na forma crénica
da PCM, ndo se observou queda da hepcidina com o tratamento, tampouco correlacdo com
niveis séricos de ferro e hemoglobina. No entanto, houve correlacéo positiva com neutrofilos e
mondcitos, duas células fagocitarias que atuam na primeira linha de defesa da PCM e sdo
sabidamente produtoras de hepcidina.

Palavras-chave: Ferro; Hemograma; Hepcidina; Metabolismo  do  ferro;
Paracoccidioidomicose

(Manuscrito a ser submetido para publicacao)
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Introducéo

Causada por fungos termodimoérficos do género  Paracoccidioides, a
paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica endémica na América Latina. No Brasil,
as regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste sdo consideradas como as regifes de maior incidéncia
(COUTINHO et al., 2002;). A infeccdo ocorre ap6s a inalacdo de conidios, presentes no solo,
que ao se instalarem nos pulmdes se transformam em leveduras, as quais podem se disseminar
para outros tecidos através do sistema linfatico ou hematogénico (FRANCO et al., 1984). De
acordo com as manifestacdes clinicas, a PCM pode ser classificada, principalmente, em forma
aguda/subaguda (forma juvenil) e cronica (forma adulta). A forma crénica é observada em
individuos adultos com mais de 30 anos e afeta os pulm@es e as membranas mucosas do
aparelho digestivo superior e das vias aéreas (MENDES et al., 2017).

Assim como em outras doencas fungicas, na PCM, a infec¢do paracoccidioica é
autolimitada em grande parte dos individuos que sdo expostos ao fungo, mas naqueles onde a
doenca se instala, as manifestacfes clinicas dependerdo da patogenicidade e viruléncia do
fungo, assim como da integridade do sistema de defesa e da resposta imunoldgica gerada
(BENARD, 2008).

Alguns mecanismos de defesa do organismo hospedeiro sdo estratégias que impedem a
progressdo da infeccdo fungica, como limitar as funcBes vitais dos fungos, por exemplo
impedindo a captacao do ferro, essencial para a proliferacdo de muitos patdgenos, assim como
Paracoccidioides spp. (BAILAO et al., 2015).

A regulacdo sistémica dos niveis de ferro circulante no organismo hospedeiro, seja
proveniente da dieta ou da reciclagem por macréfagos ou dos hepatécitos, é realizada por um
hormdnio sintetizado principalmente pelos hepatocitos, a hepcidina. A sintese de hepcidina
ocorre quando ha um estimulo através de citocinas, como a IL-6, durante processos
inflamatdrios ou infecciosos e/ou quando os niveis de ferro no organismo estdo elevados. Por
outro lado, quando a concentracdo deste mineral circulante estd com niveis mais baixos, a
sintese de hepcidina € inibida. Sendo assim, esta regulac@o do ferro ocorre quando a hepcidina
liga-se a ferroportina, uma proteina exportadora de ferro do meio intracelular para o meio
extracelular, formando um complexo. Apo6s a formacdo deste complexo, a ferroportina é
internalizada e degradada. Desta maneira, ocorre a diminuicdo de ferro circulante no organismo
e este mineral & acumulado no citosol, sendo armazenado pela ferritina (NEMETH, 2004;
NEMETH et al., 2003).
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Na PCM cronica, durante a fase ativa da doenga, foi observado que hd uma diminuigéo
nos niveis séricos de ferro e nos niveis de hemoglobina (DE OLIVEIRA CUSTODIO et al.,
2019), no entanto, o papel da hepcidina nessas alteragdes ndo foi estudado. Assim, o presente
estudo objetivou analisar os niveis de hepcidina sérica em pacientes com a forma cronica da
PCM antes e durante o tratamento e correlacionar a hepcidina com parametros do metabolismo
do ferro e células sanguineas de defesa.

Pacientes e método
Localizacéo, periodo de estudo e aspectos éticos

Este estudo foi desenvolvido no ambulatério de micoses sistémicas da Unidade de
Doencas Infecciosas e Parasitarias do Hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossian
(UNIDIP-HUMAP), da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (HU-UFMS), um centro
de referéncia para doencas infecciosas. Os participantes deste estudo foram atendidos entre
maio de 2013 e fevereiro de 2021.

Foi realizado com o consentimento informado e assinado pelos participantes, aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal do Mato
Grosso do Sul (CEP - UFMS) (nimero CAAE 21534919.2.0000.0021).

Pacientes
Definicéo de caso

Foram considerados casos de PCM aqueles que apresentaram manifestaces clinicas
sugestivas e quando houve a identificacdo das formas tipicas do
género Paracoccidioides spp. por método de diagnostico direto, micol6gico, cultura ou
histopatolégico direto e/ou quando anticorpos especificos ao soro foram detectados pelo

método de imunodifusdo em gel de agar duplo (IDD).

Critérios de Incluséo e Exclusio

Foram incluidos pacientes de ambos os sexos com a forma crénica da PCM.

Foram excluidos pacientes que ndo tinham soro armazenado no biorrepositorio, e 0s e
0s que tinham outras condi¢cBes médicas que pudessem anemia tais como infeccéo pelo HIV,

tuberculose neoplasia, doenca autoimune ou doenca renal crénica.

Dados clinicos e laboratoriais
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Dados sociodemogréficos tais como sexo, idade, historico da ocupagao profissional, uso
de tabaco, bem como os dados clinicos foram coletados antes do inicio do tratamento.

Os dados laboratoriais, como hemograma e ferrograma foram obtidos do sistema
eletronico do hospital HUMAP/ UFMS, e foram realizados na mesma metodologia durante todo
o0 periodo do estudo. J& a hepcidina sérica foi dosada em soro estocado a -20 “C.

A gravidade da forma cronica de PCM foi classificada em leve, moderada ou grave
(MENDES et al., 2017).

a) Leve: pacientes com uma reducdo no indice de massa corporal (IMC) inferior que

5% do habitual e 0 acometimento de um ou poucos 6rgaos ou tecidos, sem alteracdes
funcionais.

b) Grave: pacientes aqueles que apresentavam trés ou mais critérios como: i) perda de

IMC < 10%; ii) envolvimento pulmonar intenso; iii) comprometimento de outros
6rgdos, tais como sistema nervoso central, glandulas adrenais e 0ssos; iv) aumento
de linfonodos em multiplas cadeias na forma pseudotumoral superficial ou profunda
(> 2,0 cm de diametro, sem supuracdo) ou na forma supurativa; v) presenca de
titulos de anticorpos elevados.

c) Moderado: pacientes intermediarios entre formas leve e grave.

Desenho do estudo

Este foi um estudo quantitativo analitico com coleta de dados prospectivos, avaliando
pacientes antes do tratamento e no estagio de cura clinica.

Os resultados laboratoriais dos pacientes com PCM, foram obtidos em dois estagios do
seguimento ambulatorial de rotina:

a) AT — Antes do tratamento;

b) CC — Cura clinica (desaparecimento de sinais e sintomas) (MENDES et al., 2017).

Procedimento de analise

O perfil hematoldgico dos pacientes foi avaliado usado o hemograma completo
determinado pelo equipamento hematoldgico da Série-XN 3000 (Sysmex Corporation, Kobe,
Japan) do HUMAP/UFMS. Os parametros analisados e seus respectivos valores de referéncia
foram: Hemoglobina (13,5 a 17 g/dL), leucdcitos totais (4500 a 11000/mm?q), diferencial
leucocitario: neutrofilos (1845 a 8470/mm?3), linfocitos (990 a 4840/mm?), mondcitos (45 a
880/mm?) e eosindfilos (45 a 880/mm3).
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Para avaliar a intensidade do processo inflamatorio utilizaram-se os valores séricos de
PCR de alta sensibilidade medidos através do método imunoturbidimétrico (Cobas 600
Analyzer E501). Valores de referéncia: 0 a 5,0 mg/L.

O estado do ferro foi analisado atraves da analise da ferritina sérica dosada pelo teste de
imunoensaio de eletroquimioluminescéncia (Roche) e pelos niveis séricos de ferro pelo ensaio
colorimétrico (Roche). Valores de referéncia de acordo com o fabricante: ferritina masculino:
30 - 400 ng/mL e feminino: 13 -150 ng/mL; ferro: 61 - 157 ug/dL.

A hepcidina sérica foi analisada pelo método imunoenzimatico (ELISA) (Human
Hepcidin Quantikine ELISA Kit/ Bio-Techne - R&D Systems) seguindo as orientacdes do
fabricante. A faixa de detec¢édo da hepcidina foi de 0,08 a 45,97 ng/mL.

Anélise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas no software Jamovi (Version 1.6) para
Windows (THE JAMOVI PROJECT, 2021).

A comparacdo das varidveis continuas em dois estdgios da doenca foi realizada
utilizando o teste Wilcoxon W. Para amostras independentes utilizou o teste U- Mann-Whitney.
Para determinar a relacdo entre a hepcidina e as variaveis estudadas utilizou-se a correlagao de
Pearson (r). Para analise de variaveis categoricas em uma Unica amostra utilizou-se o teste de
proporcdo. Os valores esperados eram iguais para cada categoria. Para todos os testes foi

adotado como nivel de significancia valores de p < 0,05.

Resultados

Oitenta e oito individuos foram diagnosticados com PCM crénica no ambulatoério de
micoses sistémicas da UNIDIP-HUMAP/ UFMS, entre o periodo de maio de 2013 a fevereiro
de 2021. Desse total, 46 pacientes foram excluidos de acordo com os critérios estabelecidos e

42 pacientes foram elegiveis para participar do estudo (Figura 1).
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Figura 01. Fluxograma da populacdo do estudo entre o periodo de maio de 2013 a fevereiro
2021.

Paciente elegiveis
PCM cronica
Maio/2013-Fev/2021
(n=288)

Excluidos (n = 46):

» Sem exame na entrada/ sem soro armazenado (n = 32)
* Tuberculose e/ou Aids (n = 10)

* Neoplasias (n = 02)

« Obitos (n = 02)

Pacientes estudados
(n=42)

|
AT (n=42)

L———CC(n=39)

A maioria dos pacientes eram do sexo masculino (n = 41; 97,6%), com média de idade de
54,2 (DP 6,6) anos, tabagista (n = 35; 83,3%), trabalhadores rurais (n = 38; 92,7%) e com
moderada gravidade da doenga (n = 25; 59,5%) (Tabela 1).
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Tabela 1. Variaveis sécio-demograficas e clinica de pacientes com a forma crénica da
paracoccidioidomicose atendidos no hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossian entre
2013 e 2021 (n = 42).

Variaveis n (%) 1C95% p
Sexo <0,001
Masculino 41 (97,6) 87,4 99,9

Feminino 01 (2,4) 0,06 12,6

Atividade Rural (n =41) <0,001
Prévio 23 (56,1) 39,7 71,5

Regular 15 (36,6) 22,1 53,1

Nunca 03 (7,3) 1,5 19,9

Uso de Tabaco <0,001
Regular 35 (83,3) 68,6 93,0

Ex-tabagista 05 (11,9) 4,0 25,6

Nunca 02 (4,8) 0,6 16,2

Gravidade da PCM <0,001
Moderada 25 (59,5) 43,3 74,4

Grave 11 (26,2) 13,9 42,0

Leve 06 (14,3) 54 28,5

n: nimero de paciente; %: porcentagem; IC: intervalo de confianca; Teste de proporc¢ao do qui quadrado para uma
amostra, com valores esperados para cada subtipo.

N&o houve diferenca significativa nos valores de hepcidina sérica entre AT e CC. No
entanto, foi notado que entre estes dois estagios, houve aumento significativo de hemoglobina
e ferro e redugdo de mondcitos, neutrdfilos, ferritina e PCR (Tabela2).
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Tabela 2. Niveis de hepcidina sérica e variaveis estudas de pacientes com a forma cronica da

paracoccidioidomicose durante o processo de cura.

Variaveis AT CcC p

n Média (DP) n Média (DP)

Mediana [Q1;Q3] Mediana [Q1;Q3]

Hepcidina 39 23,7 (13,4) 39 20,2 (14) 0,125
ng/mL
Ferro pg/dL 31 60,0 [37-86] 31 85,0 [69-109,5] 0,003
Ferritinang/mL 28 252,0 [91,1;324,4] 28 157,0 [69,4;328,5] 0,015
PCR mg/L 36 11,0 [3,5;39,7] 36 2,6 [1,2-5,3] <0,001
Hemoglobina 39 13,6 (2,1) 39 14,7 (1,8) <0,001
g/dL
Leucécitos/mm® 39 8200,0 [6775;10185] 39 7640,0 [6490;8885] 0,042
Neutréfilos/mm?® 39 5027,0 [4242;5918] 39 4422,0  [3400;5472] 0,009
Monécitos/mm® 39 710,0 [558;100] 39 533,0 [423;777] 0,002
Linfécitos/mm® 39 2129,3 (87,5 39 2160,1 (765,1) 0,780
Eosinofilos/mm® 39 170,0 [64,2;356] 39 171,0 [106;359] 0,361

AT: antes do tratamento; CC: cura clinica; PCR: proteina C reativa; Q1: primeiro quartil; Q3: terceiro quartil; teste
Wilcoxon W; teste t Student pareado.

A correlacdo entre a hepcidina e as variaveis estudadas a admissdo (AT) revelaram

correlacdo direta com leucocitos (r = 0,483; p = 0,001), neutrdfilos (r = 0,418; p = 0,006),

monacitos (r = 0,396; p = 0,009) e com a ferritina (r = 0,528; p = 0,002). N&o foi encontrada

correlacdo com o ferro (r = 0,306; p = 0,070) nem com hemoglobina (r = -0,040, p = 0,802)

(Figura 2). Entretanto, observou-se uma correlagéo indireta dos valores de ferro com os de PCR
antes do tratamento (r =-0,473; p = 0,005).
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Figura 2. Gréafico de correlagdo de Pearson da hepcidina com as varidveis leucocitos,
neutrofilos, mondcitos, ferritina e ferro em pacientes com a forma cronica da
paracoccidioidomicose antes do tratamento.
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Os resultados mostram que os valores séricos de hepcidina ndo foram associadas com a
gravidade da PCM antes do tratamento (Figura 3).

Figura 3. Influéncia da gravidade dos pacientes com a forma cronica paracoccidioidomicose
sobre o0s niveis séricos da hepcidina (teste t student — amostra independente).
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Discussao

As caracteristicas demogréficas e clinicas dos participantes do presente estudo sdo
semelhantes as reportadas em outras casuisticas de PCM cronica, com importante predominio
em adultos do sexo masculino, com mais de 40 anos, tabagistas, trabalhadores rurais que
tiveram contato intenso e continuo com o solo, e com moderada gravidade da PCM (FABRIS
etal., 2014; PECANHA et al., 2017).

Apesar do aumento dos niveis de ferro e da hemoglobina observado entre os estagios
AT e CC, nao foi possivel observar reducdo da hepcidina entre os dois estagios, como era
esperado. Estudos com outros patdgenos puderam confirmar os baixos valores de hepcidina
antes do tratamento e subsequente elevacdo ap6s o tratamento, como com hepatite C crbnica
(ALl et al., 2020), influenza HIN1 (ARMITAGE et al., 2011) e tuberculose (MINCHELLA et
al., 2015).

Além de ndo ser possivel observar a reducdo dos valores de hepcidina apds resposta
terapéutica na PCM, também n&o observamos associagdo com a gravidade nem correlacdo da
hepcidina com os niveis de ferro, hemoglobina e proteina C reativa. Corroborando com estes
achados, em um estudo com individuos com tuberculose e hipoferremia também nédo se

observou correlagdo do ferro sérico com hepcidina, indicando que em infec¢bes por



92

Mycobacterium tuberculosis, a sintese de hepcidina pode ser regulada por outros fatores além
do ferro.

A diminuicdo nas concentracfes de ferro sérico em resposta ao processo inflamatorio,
estd relacionada com a liberagdo de citocinas pelo sistema imune. Estas citocinas, como
interferon gama (IFN-y), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 1 (IL-1) atuam
no metabolismo do ferro e auxiliam o organismo hospedeiro a eliminar o agente agressor
(JELKMANN, 1998; LUDWICZEK et al., 2003).

Uma correlacdo direta entre hepcidina e ferritina foi encontrada na PCM crénica antes
do tratamento, sendo reportados resultados semelhantes em individuos infectados por
Mycobacterium tuberculosis (TASHIRO et al., 2019). Durante uma infeccao/inflamacgéo aguda
ou crobnica, a ferritina atua como uma proteina de fase aguda (NAMASTE et al., 2017), o que
explicaria os niveis aumentados tanto na tuberculose quanto na PCM cronica.

A hepcidina foi correlacionada diretamente com os leucécitos, mondcitos e neutrofilos.
A hepcidina além de ser sintetizada pelas células do figado, também é sintetizado por
neutrofilos e mondcitos/macrofagos (HENTZE et al., 2010; LIU et al., 2005; PEYSSONNAUX
et al., 2006). Nessas células, a sintese ocorre através de mecanismo autdcrino, em resposta as
interleucinas, independentemente dos niveis de ferro sérico (PEYSSONNAUX et al., 2006;
THEURL et al., 2008), atuando a nivel local, em resposta a infeccdo, que consequentemente
diminui o ferro circulante (THEURL et al., 2008), contribuindo para a defesa do hospedeiro
(ZHANG; ROVIN, 2013).

Alem disso, a hepcidina foi relatada primeiramente como um peptideo de acdo
antimicrobiana direta contra bactérias Gram positivas e negativas tais como Enterococcus
faecium, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, e com acdo antifungica contra alguns fungos tais como Saccharomyces cerevisiate,
Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger e Candida albicans, sem ocasionar efeitos toxicos
sobre as células do hospedeiro (KRAUSE et al., 2000; MAISETTA et al., 2010; PARK et al.,
2001; PIGEON et al., 2001).

Como limitagdo deste estudo, podemos citar o pequeno numero de pacientes incluidos
e que de fato nem todos os participantes tiveram os niveis de hepcidina dosados nos dois
estagios da doenca. Além disso, interleucinas tais como IL-6 ndo foram analisadas.

Ao comparar os dois momentos, antes do tratamento e apos cura clinica, observar-se
aumento dos niveis sericos e reducdo do estoque de ferro, refletindo no aumento da
hemoglobina. Corroborando, os valores de PCR, um biomarcador de inflamagé&o, tiveram uma

reducdo importante sugerindo uma atenuacéo do processo inflamatério causado pela PCM, e,
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foi acompanhada pelo aumento do ferro sérico, indicando que a melhora no processo
inflamatorio pode estar promovendo uma recuperacdo do aporte de ferro para a eritropoiese.
Apesar de ndo se ter observado queda dos niveis de hepcidina com o tratamento, tampouco
correlacdo entre hepcidina e ferro sérico e hemoglobina, a correlacdo da hepcidina com os
estoques intracelulares de ferro no organismo (ferritina) sugerem a sua importancia no

metabolismo do ferro na PCM cronica.
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CAPITULO V




97

Conclusodes

O presente estudo, apresentado em trés artigos, permite as seguintes conclusoes:

e Na forma cronica da PCM observam-se alteracbes no hemograma da maioria dos
pacientes, principalmente anemia e monocitose. No entanto, essas alteracées néo séo
exuberantes.

e Houve melhora nos pardmetros hematoldgicos, apdés a cura clinica,
sugerindointerferéncia da atividade inflamatoria sistémica da PCM nesses indices

e Mostrou-se que a anemia da PCM caracteriza-se como anemia da inflamacdo, com
baixos valores de ferro sérico, ferritina normal ou ligeiramente aumentada, e valores
normais de TSAT, TIBC, sTfR e indice sTfR/logFerritina.

e A correlacdo indireta entre PCR e niveis séricos de ferro indica que a redugdo do
processo inflamatdrio, com o tratamento, pode recuperar o aporte de ferro para a
eritropoiese.

e Correlacdo direta da hepcidina com neutrofilos e mondcitos, duas células fagocitarias
que atuam na primeira linha de defesa da PCM e sdo sabidamente produtoras de
hepcidina, foi observada no estudo.

e Apesar de ndo se ter observado queda dos niveis de hepcidina com o tratamento,
tampouco correlacdo entre hepcidina e ferro sérico e hemoglobina, a correlacdo da
hepcidina com os estoques intracelulares de ferro no organismo (ferritina) corroboram

para sua importancia no metabolismo do ferro na PCM cronica.



